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1. Einleitung

1.1 Molekulargenetische Analysen im Kontext mit Neoplasien

Krebs entsteht durch die Veranderung von Genen (Vogelstein und Kinzler 2004).
Die Tumorgenese beginnt dabei in einer einzelnen Korperzelle, in der eine Serie
verschiedener nicht-synonymer (d. h. zu einer Veranderung der Basensequenz
des Genoms fuhrender) Genmutationen auftritt (Nowell 1976, Zschocke 2018b).
Dies kann sowohl die Modifikation einzelner Basenpaare (Punktmutationen
(SNVs)) als auch grofiere strukturelle Chromosomenaberrationen (wie Fusionen
und Translokationen) und Kopienzahlvarianten (CNVs) (wie Amplifikationen und
Deletionen) umfassen (Vogelstein und Kinzler 2004).

Im Kontext mit Neoplasien sind insbesondere Mutationen in Proto-Onkogenen
und Tumorsuppressorgenen von Bedeutung: Proto-Onkogene (z. B. KRAS,
BRAF) codieren fur Proteine, die Zelliberleben und Zellproliferation stimulieren,
wahrend die Genprodukte von Tumorsuppressorgenen (z. B. TP53, PTEN) das
Zellwachstum und den Ablauf des Zellzyklus bremsen (Zschocke 2018b). Durch
aktivierende Mutationen in einem Allel eines Proto-Onkogens (dann ,Onkogen®
genannt) und inaktivierende Mutationen in beiden Tumorsuppressorgen-Allelen
verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen Zellwachstum und Zellsterben hin
zu unkontrollierter Proliferation, vermindertem Zelltod und Ilangerem
Zelluberleben.

Zusatzlich fuhren inaktivierende Mutationen in DNA-Reparaturgenen (z. B. die
Mismatch-Repair-Gene MSH2 und MLH1) zu einer bis zu 1000-fach erhdhten
Mutationsrate des Genoms der betreffenden Zelle, die wiederum das Auftreten
von Mutationen in Proto-Onkogenen und Tumorsuppressorgenen und damit die
Tumorgenese beschleunigt (Vogelstein und Kinzler 2004, Zschocke 2018b).

Die Varianten werden als ,Keimbahnmutationen® bezeichnet, wenn sie bereits in
der befruchteten Eizelle (und damit in allen entstehenden Korperzellen) vorliegen
und so ggf. eine Pradisposition fur bestimmte Krebserkrankungen schaffen
(Vogelstein und Kinzler 2004, Zschocke 2018a, Zschocke 2018b). Somatische
Mutationen hingegen treten erst im Laufe des Lebens auf und sind daher nicht in

allen Korperzellen vorhanden (Zschocke 2018a).
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1.2 Neuroonkologische Tumore im Uberblick

Neuroonkologische Tumore lassen sich in zwei grolde Gruppen einteilen:
Primare ZNS-Tumore stammen von Zellen des zentralen Nervensystems (ZNS)
ab (z. B. von Zellen der Hirnhaute oder von Gliazellen) und werden ihrerseits
gemald der Art der Ursprungszelle unterteilt in Meningeome, Astrozytome,
Oligodendrogliome etc. (Wick et al. 2016). Die World Health Organisation (WHO)
ordnet den Tumoren vier Malignitatsgrade zu (WHO Grad | - IV), welche das
Ausmall der Anaplasie und die mittlere prognostizierte Uberlebenszeit
widerspiegeln (Reifenberger et al. 2017, Wick et al. 2016). Bis 2016 wurden flr
diese Einteilung vorrangig histologische Kriterien genutzt (Louis et al. 2007).
Inzwischen ist fur die (Sub-)Klassifikation auch das Vorliegen bestimmter
Genveranderungen definierend: Gemal der neuesten WHO Kilassifikation 2016
wird z. B. das Vorliegen einer IDH1-Mutation vs. eines IDH1-Wildtyps bei
Glioblastomen oder einer C110RF95-RELA-Genfusion bei Ependymomen
bertcksichtigt, da sie unter anderem mit Unterschieden in Therapieansprechen

und Prognose einhergehen (Louis et al. 2016, Reifenberger et al. 2017).

Sekundare ZNS-Tumore entstehen, wenn sich Zellen von Tumoren anderen
Gewebsursprungs im ZNS ansiedeln (Wick et al. 2016). Sie entwickeln sich bei
20-40 % der Krebspatienten im Verlauf ihrer Erkrankung (Achrol et al. 2019,
Barnholtz-Sloan et al. 2012, Gould 2018) und sind daher die haufigsten malignen
Hirntumore (Gould 2018, Lin et al. 2015). Meist stammen sie von Brust-, Lungen-
und Dickdarmkrebs sowie von Nierenzellkarzinomen und malignen Melanomen
ab (Berghoff et al. 2014, Gould 2018).

Eine Menigeosis neoplastica liegt vor, wenn sich Tumorzellen im Liquorsystem
ausstreuen und leptomeningeale Metastasen bilden (Achrol et al. 2019, Wick et
al. 2016). Dies kann sowohl bei primaren (Noh et al. 2015, Awad et al. 1986) als
auch bei sekundaren ZNS-Tumoren auftreten und entspricht meist einem
fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung (Achrol et al. 2019, Le Rhun und
Galanis 2016).
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Noch immer gehen Tumore des ZNS mit einer schlechten Prognose einher:
Wahrend die relative 5-Jahres-Uberlebensrate aller Krebserkrankungen in
Deutschland 2015-2016 etwa 60 % betrug, belief sie sich bei primaren ZNS-
Tumoren auf nur ca. 20 % der Patienten (Robert Koch-Institut 2019). Patienten
mit ZNS-Metastasen wiesen in einigen Studien sogar lediglich eine 2-Jahres-
Uberlebensrate von ca. 4-8 % auf (Hall et al. 2000, Lagerwaard et al. 1999).
Aus diesem Grund wird viel an der Optimierung der Therapiemdglichkeiten
geforscht: Neben operativer Therapie, Chemo- und Radiotherapie (Ackermann
et al. 2012, Stupp et al. 2009) untersuchen Studien zunehmend auch
verschiedene Medikamente zur zielgerichteten Therapie (Han und Brastianos
2017, Le Rhun und Galanis 2016, Dagogo-Jack et al. 2017, Touat et al. 2017).
Die ,targeted therapy“ greift beispielsweise in die durch Mutationen veranderten
Signalwege und Stoffwechselprozesse der Krebszellen ein, um diese zu
regulieren und zu blockieren (Joo et al. 2013).

Daher ist die Kenntnis Uber den molekularen Status einer Tumorerkrankung zur
korrekten Diagnosestellung und individualisierten Krebstherapie von essentieller
Bedeutung (Schwarzenbach et al. 2011, Tan und Lynch 2013, Olar und Aldape
2014, Jackson und Chester 2015).

1.3 Diagnostische Analysemedien bei neuroonkologischen Tumoren

1.3.1 Gewebebiopsie

Um molekulargenetische Informationen Uber eine Neoplasie zu erhalten, z. B.
zur korrekten Diagnose oder Abwagung des Einsatzes einer ,targeted therapy®,
ist aktuell in der Regel die Durchfuhrung einer Gewebebiopsie der Goldstandard
(Diaz und Bardelli 2014, Ackermann et al. 2012). Besonders im ZNS ist der
Zugang zu Gewebe in einigen Fallen risikoreich, z. B. wenn der Tumor im Bereich
des Ruckenmarks oder in der Nahe von eloquenten Hirnarealen liegt (Connolly
et al. 2016, Shankar et al. 2017). Zu den madglichen Komplikationen einer
stereotaktischen ZNS-Biopsie gehdren u. a. Gesichtslahmung, Hemiparese,
Hydrozephalus, Blutung und Tod (McGirt et al. 2005, Quick-Weller et al. 2016).
Zudem zeigt eine Gewebebiopsie nur Mutationen eines kleinen Tumor-

ausschnitts, die nicht zwangslaufig dem kompletten Tumor entsprechen
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(Gerlinger et al. 2012). Diese raumliche intratumorale Heterogenitat kann fir das
Therapieversagen von targeted therapies verantwortlich sein, die aufgrund des
Mutationsnachweises aus einzelnen Gewebebiopsien initiiert wurden (Bedard et
al. 2013).

Uberdies kénnen durch die Formalin-Fixierung der Gewebeproben
Basenveranderungen in der DNA entstehen, die eventuell zu falsch-positiven
Sequenzierungsergebnissen fuhren (Quach et al. 2004).

AulBerdem werden im Fall von soliden Tumoren mit ZNS-Metastasierung durch
alleinige Untersuchung des Primartumors gegebenenfalls nicht alle Mutationen
erfasst, da manche Mutationen der ZNS-Metastasen nicht im Primartumor-
gewebe vorliegen (Brastianos et al. 2015, De Mattos-Arruda et al. 2015).
Beispielsweise beobachteten Duchnowska et al. (2012), dass ZNS-Metastasen
eines Mamma-Karzinoms (selbst bei einigen Patientinnen ohne vorherige
endokrine Therapie) teilweise eine andere Zellrezeptorausstattung aufwiesen als
der Primartumor. Dies kann erklaren, warum ZNS-Metastasen und ihr Primarius
zum Teil unterschiedlich auf systemische Therapien reagieren (Brastianos et al.
2015, Dagogo-Jack et al. 2017). Gleichzeitig kann die Kenntnis der ZNS-
Metastasen-spezifischen Mutationen deren gezieltere Therapie ermdoglichen
(Brastianos et al. 2015, Dagogo-Jack et al. 2017).

1.3.2 Liquid biopsy

Als Alternative zu Gewebebiopsien wird an der weniger invasiven ,liquid biopsy*
geforscht: der molekulargenetischen Analyse von Tumor-Nukleinsauren aus
Korperflussigkeiten (Connolly et al. 2017, Nevel et al. 2018, Boire et al. 2019,
Peng et al. 2017). Tumor-Nukleinsauren liegen u. a. in zirkulierenden
Tumorzellen, in extrazellularen Vesikeln oder zellfrei als DNA und RNA vor
(Schwarzenbach et al. 2009, Bertero et al. 2019, Fontanilles et al. 2018).

Die liquid biopsy mit zellfreier DNA (cfDNA) (schematisch dargestellt in Abb. 1)

steht im Fokus dieser Arbeit.
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a) b)

Abbildung 1: cfDNA im Liquor fiir liquid biopsy

a) Schematische Darstellung eines beispielhaften ZNS-Tumors (grin), der von Liquor
cerebrospinalis (hellblau) umsplilt wird.

b) Schematische Darstellung einer Liquorprobe (hellblau), die beispielhaft neben benignen
Zellen wie Leukozyten (grau) und nicht-maligner cfDNA (schwarz) auch zirkulierende
Tumorzellen (grin) und zellfreie  Tumor-DNA (grin) enthalt. Letztere st
ausschlaggebend fiir die in dieser Arbeit untersuchte liquid biopsy.

1.4 Liquid biopsy mit zellfreier DNA (cfDNA)
1.4.1 Ursprung, Eigenschaften und Abbau von cfDNA

cfDNA stammt von schnell proliferierenden, apoptotischen und nekrotischen
Zellen (Schwarzenbach et al. 2011, Jahr et al. 2001, Stroun et al. 2001, Stroun
et al. 2000, Nevel et al. 2018). Makrophagen kdnnen am Freisetzungsprozess
von extrazellularer DNA aus nekrotischen und apoptotischen Zellen beteiligt sein
(Pisetsky und Fairhurst 2007). Neben Apoptose und Nekrose kann cfDNA auch
aktiv sezerniert werden (Anker et al. 1999, Diaz und Bardelli 2014, van der Vaart
und Pretorius 2008a). Beispielsweise wird cfDNA von neutrophilen Granulozyten
abgesondert, wenn sie z. B. durch Interleukine und reaktive Sauer-
stoffverbindungen zur Freisetzung von aus ihrer DNA bestehenden Fasern
aktiviert werden (Pokrywka et al. 2015). Diese Fasern fungieren als neutrophile
extrazellulare Fallen (NET), weshalb der Vorgang auch unter dem Begriff der
.NETose" bekannt ist (Yipp und Kubes 2013).
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cfDNA besteht aus Doppelstrangen (Jahr et al. 2001, van der Vaart und Pretorius
2008a) bzw. Einzel- und Doppelstrangen (Nevel et al. 2018). Die Grolke der
cfDNA-Fragmente im Blut betragt meist ~180 Basenpaare (bp) (Jahr et al. 2001,
Suzuki et al. 2008), teilweise erreichen sie auch Langen von >10 Kilobasen (Jahr
et al. 2001). Im Blut von gesunden Personen befinden sich meist niedrige
Mengen cfDNA: Die Mittelwerte schwanken zwischen 3,6-5 ng/ml (Suzuki et al.
2008), 3,7 ng/ml (Jahr et al. 2001), 13 ng/ml (Leon et al. 1977), 14 ng/ml (Shapiro
et al. 1983) und 21 ng/ml (Schwarzenbach et al. 2009).

Wie cfDNA abgebaut wird, ist nicht endgulltig bekannt. Als modgliche
Abbaumechanismen gelten die Beteiligung des Plasma-Enzyms Desoxyribo-
nuclease (DNase) Typ | und Zellen mit DNA-bindenden Oberflachen-Rezeptoren
(einige Lymphozyten und Monozyten) (van der Vaart und Pretorius 2008a). Ein
schneller  Abbau  scheint  wahrscheinlich  aufgrund  verschiedener
Studienergebnisse: In einer Studie von Emlen und Mannik (1984) wurde Mausen
xenogene (von Kalbern stammende) zellfreie DNA injiziert, welche unabhangig
von Fragmentgro3e und Ein- bzw. Doppelstrangigkeit nicht langer als 40 Minuten
im Blut nachweisbar war. DarlUber hinaus beobachteten Lo et al. (1999), dass die
Halbwertszeit von fetaler zellfreier DNA im Blut von Muttern nach der Entbindung
etwa 16 Minuten betrug.

Die kurze Persistenz der cfDNA in Korperflussigkeiten geht mit einer Dynamik
der cfDNA-Menge einher: Beispielsweise konnten Madsen et al. (2019) bei
wiederholten Blutkontrollen von 33 gesunden Personen signifikante

Unterschiede der cfDNA-Menge im Blut im Tagesverlauf messen.

1.4.2 Uberblick: cfDNA im Blut bei verschiedenen Neoplasien

Der Groldteil der bisherigen cfDNA-Studien konzentriert sich auf die
Untersuchung von cfDNA im Blut. Mehrfach wurde nachgewiesen, dass bei
Tumorpatienten mit Mittelwerten von 2180 ng/ml meist deutlich erhéhte Mengen
an cfDNA im Blut vorliegen (Leon et al. 1977, Shapiro et al. 1983,
Schwarzenbach et al. 2011).
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Ein Teil der cfDNA im Blut stammt bei Krebspatienten von Tumorzellen ab und
wird als circulating tumor DNA (ctDNA) bezeichnet (Stroun et al. 1989). In der
ctDNA aus dem Blut kbnnen zum Tumorgewebe Ubereinstimmende Mutationen
festgestellt werden (Sorenson et al. 1994). Der Anteil von ctDNA an der Gesamt-
cfDNA im Blut ist jedoch mit ca. 0,01 %-10 % gering (Diehl et al. 2005, Diehl et
al. 2008), bzw. bei Tumor-Patienten mit ahnlicher klinischer Situation sehr
variabel (3 %-93 %) (Jahr et al. 2001).

Bezlglich der Quelle der ctDNA im Blut existieren unterschiedliche
Uberlegungen und Forschungsergebnisse, beispielsweise ob bzw. zu welchem
Anteil sie von zirkulierenden Tumorzellen abstammt (Schwarzenbach et al. 2009,
Anker et al. 1999).

Als mdglichen Faktor, der die cfDNA-Konzentration im Blut bei Tumorpatienten
zusatzlich steigert, haben Tamkovich et al. (2006) die Inhibition bzw. Reduktion
der Aktivitat des DNA-abbauenden Plasma-Enzyms DNase Typ | identifiziert: Bei
18 Patienten mit malignen gastrointestinalen Tumoren konnten sie eine
Minderung der DNase-l-Aktivitdt im Blut im Vergleich zu 20 gesunden
Kontrollprobanden messen, die mit verbesserter Integritdt und erhohter
Konzentration der zirkulierenden DNA einherging.

Einige Studien konnten Zusammenhange zwischen klinischen Aspekten und
dem cfDNA- bzw. ctDNA-Gehalt des Blutes bei Tumorpatienten beobachten:
Beispielsweise stellten Schwarzenbach et al. (2009) fest, dass die cfDNA-Menge
im Blut bei Patienten mit Prostata-Karzinom mit dem Tumorstadium korreliert und
im Fall einer Metastasierung erhoht ist. Auch bei Diehl et al. (2008) zeigte sich
bei Patienten mit malignen kolorektalen Tumoren eine Korrelation zwischen der
ctDNA-Menge im Blut und der Tumorlast. Daruber hinaus wurde die cfDNA-
Konzentration im Blut als Biomarker fur Brustkrebs von einer Metaanalyse mit

einer Sensitivitat und Spezifitat von je 87 % eingeschatzt (Yu et al. 2019).

1.4.3 cfDNA im Blut bei neuroonkologischen Tumoren
Hinsichtlich Tumorerkrankungen mit ZNS-Affektion fuhren Untersuchungen der

cfDNA im Blut zu unterschiedlichen Ergebnissen.
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In manchen Studien zu Patienten mit primaren Hirntumoren konnten
Tumormutationen in der cfDNA im Blut festgestellt werden: Zum Beispiel gelang
Salkeni et al. (2013) bei allen 3 untersuchten Glioblastom-Patienten (100 %) mit
EGFRVvllI-Deletion der Nachweis ebendieser Mutation in der ctDNA im Blut. Auch
Boisselier et al. (2012) konnten bei 60 % (15 von 25) der Gliom-Patienten die

bekannte IDH1-Mutation in der Plasma-ctDNA nachweisen.

Gleichzeitig deuten viele andere Studien daraufhin, dass die Analyse von cfDNA
im Blut bei neuroonkologischen Tumoren im Vergleich zu anderen malignen
Neoplasien unterlegen ist:

In einer groRen Studie von Bettegowda et al. (2014) mit einem Patientenkollektiv
verschiedener Tumorerkrankungen lag bei primaren ZNS-Tumoren (N = 41)
selten und wenn, dann lediglich eine geringe Menge ctDNA im Blutplasma vor
(lediglich bei <50% der Medulloblastome und bei <10% der Gliome, im Schnitt
ca. 10 Fragmente mit mutierter DNA pro 5 ml). Im Gegensatz dazu konnte bei
82 % (112/136) der Patienten mit anderen soliden Krebserkrankungen
(Brustkrebs, Darmkrebs, Blasenkrebs, maligne Melanome u. v. m.) im
metastasierten Stadium ctDNA in grof3eren Mengen im Blut nachgewiesen
werden. Eine ahnliche Tendenz beobachteten Schwaederle et al. (2017), die bei
72 % (374/518) der Krebspatienten mit extra-ZNS-Primartumoren mindestens
eine Basensequenz-verandernde Mutation in der Plasma-ctDNA vorfanden,
jedoch lediglich bei 32 % (49/152) der ZNS-Tumorpatienten.

Bei Patienten mit ZNS-Metastasierung einer anderen Tumorgrunderkrankung
beobachteten De Mattos-Arruda et al. (2015) aulRerdem noch ein anderes
Problem: ,ZNS-spezifische Mutationen, die im Gewebe der ZNS-Metastasen,
aber nicht im Primartumorgewebe vorlagen, wurden durch die Plasma-ctDNA
nicht adaquat abgebildet (De Mattos-Arruda et al. 2015).

Als Ursache fur die geringe ctDNA-Nachweisbarkeit im Blut bei neuro-
onkologischen Tumoren gilt vor allem die Blut-Hirn-Schranke der Blutgefalie
(siehe Abb. 2) in Gehirn und Ruckenmark (Bertero et al. 2019). Sie besteht aus

21



Endothelzellen, einer Basalmembran, Perizyten und Astrozyten-Fortsatzen und
wird in der aktuellen Literatur auch als ,neurovaskulare Einheit“ bezeichnet
(Kolter 2018, Saunders et al. 2012, Brinker et al. 2014).

Endothelzelle Hirnkapillare 2EndfuBchen" Astrozyt

Neuron

Blut Endothelzelle Hirngewebe

Mitochondrium

Tight
Junction

Astrozytenfortsatz

\@lminae

© Georg Thieme Verlag KG

Abbildung 2: Morphologie einer Hirnkapillare

Erlduterungen: Die Gesamtheit aus Endothelzellen, der Basalmembran, Perizyten und
Astrozyten-Fortsatzen wird auch als ,neurovaskulare Einheit* bezeichnet.

Die tight junctions zwischen den Endothelzellen beschranken den parazellularen
Transport von Molekilen und Zellen aus dem Blut ins ZNS. Die Permeabilitat der
Schranke wird auRerdem von den umgebenden Zellen wie Perizyten, Astrozyten,
Neuronen und Mikrogliazellen beeinflusst (Kolter 2018, Saunders et al. 2012,
Brinker et al. 2014). Bei malignen neuroonkologischen Tumoren ist die Integritat
der Blut-Hirn-Schranke meist gestort, beispielsweise durch pathologisch

veranderte Angiogenese-Signalwege im Fall von Gliomen oder durch



penetrierende Tumorzellen im Fall einer ZNS-Metastasierung solider Tumore
(Liebner et al. 2018).

Trotz der Barrierestorung zeigt sich hinsichtlich der Analyse von cfDNA bei
neuroonkologischen Tumoren in vielen Studien ein anderes Medium dem Blut
uberlegen: der Liquor cerebrospinalis (De Mattos-Arruda et al. 2015, Li et al.
2018, Miller et al. 2019).

1.4.4 cfDNA im Liquor bei neuroonkologischen Tumoren

Unter physiologischen Bedingungen ist der Liquor cerebrospinalis eine klare,
zellarme Flussigkeit (bis zu 5 Zellen/yl, i. d. R. Lymphozyten und Monozyten) mit
einem auf die inneren und auferen Liquorraume (siehe Abb. 3) verteilten
Volumen von etwa 100-160 ml (Mense 2020, Wildemann und Storch-
Hagenlocher 2016). Gemal dem traditionellen Verstandnis wird der Liquor durch
Ultrafiltration des Blutes und aktive Sekretion des Plexus choroideus der
Hirnventrikel mehrfach taglich neu gebildet und zirkuliert unidirektional durch das
Liquorsystem vor allem zu den arachnoidalen Granulationen (Pacchioni), wo er
entlang eines hydrostatischen Gradienten in den vendsen Abfluss des Gehirns
absorbiert wird (Mense 2020, Oreskovic¢ und Klarica 2010).

In Abweichung dazu gehen einige aktuelle Studien davon aus, dass der Liquor
permanent im gesamten Liquorsystem durch FlUssigkeitsverschiebungen
entlang osmotischer und hydrostatischer Gradienten zwischen zerebralen
Kapillaren auf der einen und den mit interstitieller Flissigkeit oder Liquor gefullten
Raumen des ZNS auf der anderen Seite produziert und drainiert wird (Brinker et
al. 2014, Oreskovi¢ und Klarica 2010).

Die Zusammensetzung des Liquors kann sich in pathologischen Zustanden wie
bei Entzindung, Neurodegeneration und Neoplasien verandern (Mattox et al.
2019, Liebner et al. 2018, Molinuevo et al. 2018, Romme Christensen et al. 2012,
Wildemann und Storch-Hagenlocher 2016). Neben lonen und Abbauprodukten
des Stoffwechsels der ZNS-Zellen (Oreskovi¢ und Klarica 2010) kann der Liquor
beispielsweise auch cfDNA enthalten (De Mattos-Arruda et al. 2015, Fontanilles
et al. 2018, Mattox et al. 2019, Miller et al. 2019, Nevel et al. 2018).
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Abbildung 3: AuBere und innere Liquorrdume

Erlauterungen: Die inneren Liquorrdume bestehen aus den vier Hirnventrikeln (Ventriculi
laterales, Ventriculus tertius, Ventriculus quartus), dem Aquaeductus mesencephali und dem
Canalis centralis im Rickenmark.

Die cfDNA-Gesamtmenge im Liquor ist niedriger als im Blutplasma, enthalt aber
einen hoheren Anteil an ctDNA (Pentsova et al. 2016). Einige Studien konnten
zeigen, dass Liquor-ctDNA die Tumormutationen von Patienten mit primarem
ZNS-Tumor bzw. mit solidem Tumor und auf das ZNS beschrankter
Metastasierung (De Mattos-Arruda et al. 2015, Pan et al. 2015, Li et al. 2016)
sowie bei Patienten mit Meningeosis carcinomatosa bei nicht kleinzelligem
Bronchialkarzinom (Li et al. 2018) besser abbildet als Plasma-ctDNA.

Daruber hinaus beobachteten Yang et al. (2014) in der Liquor-cfDNA von
Patienten mit ZNS-Metastasen unter anderem Mutationen, die nicht im Gewebe

der Primartumore (hier Bronchial-Adenokarzinome) vorlagen (Yang et al. 2014).
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Insgesamt kommt die Forschung zur liquid biopsy bei Patienten mit
neuroonkologischen Tumoren teilweise zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen
hinsichtlich der Nachweisbarkeit von Tumormutationen in Liquor-cfDNA: Der
Anteil an Patienten mit Mutationsnachweis in Liquor-cfDNA schwankt zwischen
Werten unter 50 % (Connolly et al. 2017, Miller et al. 2019) bis hin zu 100 % (De
Mattos-Arruda et al. 2015, Li et al. 2018).

Einige Studien konnten bereits Hinweise auf Zusammenhange zwischen
klinischen Aspekten und der Nachweisbarkeit von Tumormutationen in Liquor-

cfDNA bei neuroonkologischen Tumoren beobachten:

o Diagnoseentitat und Tumorgrad:

In einem Kollektiv aus 27 Patienten mit primaren und sekundaren ZNS-
Tumoren gelang von Baumgarten et al. (2020) der Liquor-Mutationsnachweis
in cfDNA/ cfRNA bei insgesamt 74 % (20/27), davon jedoch bei keinem der
zwei eingeschlossenen Gliom-Patienten (Glioblastom WHO Grad V).

Im Fall primarer Hirntumore identifizierten manche Forscher aul’erdem den
WHO-Tumorgrad als moglichen Einflussfaktor auf die Nachweisbarkeit von
Tumormutationen im Liquor: Bei Wang et al. (2015) lag bei Tumoren des
WHO-Grads Ill und IV (N = 19) statistisch signifikant 6fter ctDNA im Liquor vor
als bei Tumoren des WHO Grads | und Il (N= 15) (95 % vs. 47 %). Eine
ahnliche Tendenz beobachteten auch Martinez-Ricarte et al. (2018): Bei 85 %
(17/20) ihrer Patienten mit diffusen Gliomen WHO Grad II-IV konnten sie
Tumormutationen in Liquor-ctDNA messen, alle Patienten ohne Liquor-ctDNA-

Mutationen (3/20) hatten weniger aggressive WHO Grad Il Tumore.

o Meningeosis neoplastica:

Bei Patienten mit solidem Tumor mit ZNS-Metastasen und Meningeosis
neoplastica stellten Pentsova et al. (2016) hohere Gesamt-cfDNA-Mengen im
Liquor fest als bei solchen ohne Meningeosis neoplastica. AuRerdem lag die
Nachweisrate von Tumormutationen in Liquor-cfDNA bei verschiedenen
Tumorgrunderkrankungen mit bekannter Meningeosis neoplastica in vielen

Studien mit 75 %-100 % der Patienten sehr hoch. Beispielsweise betraf dies
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75 % (3/4) der Patienten mit unterschiedlicher Tumorgrunderkrankung
(Pentsova et al. 2016), 93 % (26/28) der Patienten mit nicht-kleinzelligem
Bronchialkarzinom (Li et al. 2018) bzw. 100 % (3/3) der Patienten mit

malignem Melanom (Momtaz et al. 2016).

o Angrenzung des Tumors an die innere Liquorraume:

Die ctDNA-Menge im Liquor von Patienten mit primarem ZNS-Tumor

korrelierte bei Wang et al. (2015) mit der direkten Angrenzung an Liquorraume.

In dieser Studie konnte bei keinem Patienten ctDNA im Liquor nachgewiesen

werden, wenn dessen Tumor nicht an Liquorraume angrenzte (0/5), wohl aber
bei 86 % der Patienten mit angrenzendem Tumor (24/28) (Wang et al. 2015).

1.5 Ziele der Dissertations-Schrift

Aufgrund der hohen Variabilitat der Nachweisrate von Tumormutationen in

Liquor-cfDNA in bisherigen Studien ist es von besonderer Relevanz, klinische

Faktoren zu identifizieren, die den Erfolg der Liquor-cfDNA-Analyse beeinflussen
(Boire et al. 2019, Zorofchian et al. 2019). Das Ziel dieser Dissertationsschrift ist

daher die Uberpriifung der oben genannten und die ldentifikation weiterer

klinischer Aspekte, die bei neuroonkologischen Tumoren potentiell Einfluss auf

die cfDNA-Menge im Liquor und die Nachweisbarkeit von Tumormutationen darin

ausuben. Dazu erfolgen:

die Analyse und der Vergleich der Ergebnisse einer Panel-Sequenzierung
von bis zu 710 tumorrelevanten Genen von routinemafig enthommenen
Gewebe- und Liquorproben bei einem Patientenkollektiv mit
verschiedenen malignen ZNS-Neoplasien,

die Auswertung der cfDNA-Mengen dieser Liquor-Proben und

die Analyse klinischer Charakteristika des Patientenkollektivs im
Zusammenhang mit der cfDNA-Menge im Liquor und der Nachweisbarkeit

von Tumormutationen darin.
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2. Material und Methoden
2.1 Patientenkollektiv

Von Mai 2017 bis Januar 2018 wurden Gewebe- und Liquorproben von
volljahrigen Patienten gesammelt, die sich in diesem Zeitraum zur Abklarung
oder Behandlung einer ZNS-Beteiligung ihrer Krebserkrankung in Betreuung
durch die Interdisziplindre Sektion Neuroonkologie des Universitatsklinikums
Tubingen (UKT) befanden.

Es wurden nur Daten von Patienten ausgewertet, die der Teilnahme an diesem
Forschungsprojekt nach Aufklarung mit Unterschrift zustimmten. Die
Aufklarungsbdogen umfassten die Versionen 03.2016, 05.2015, 7 und 9 des
zentralen Standardaufklarungsbogens des Universitatsklinikums Tubingen sowie
den Aufklarungsbogen der neurochirurgischen Biobank des UKT.

Das Studienprotokoll wurde von der Ethik-Kommission der Medizinischen
Fakultat der Eberhard-Karls-Universitat zu Tubingen genehmigt (Ethikvotum
Nummer 484/2016BO1).

2.2 Probenmaterial Gewebe

Die untersuchten Gewebeproben stammten von Biopsien oder Resektions-
Operationen wahrend des Erhebungszeitraums sowie von solchen Eingriffen vor
dem Erhebungszeitraum. Sie umfassten ZNS-Primar-Tumorgewebe, ZNS-
Rezidiv-Tumorgewebe, ZNS-Metastasengewebe, Gewebe von Primartumoren
anderer Organe, extrazerebrales Metastasengewebe von nicht-hirneigenen
Tumorerkrankungen sowie Tumorgewebe, welches nicht zur Primarerkrankung

der ZNS-Beteiligung zugehorig war.

2.2.1 Verarbeitung und Analyse der Gewebeproben

Die folgenden Verarbeitungsschritte der Proben sowie die molekulargenetischen
Analysen wurden von CeGaT GmbH durchgefuhrt. Die Beschreibung der
Methodik orientiert sich daher an den Angaben, die durch CeGaT GmbH zur
Verflgung gestellt wurden.

Bei der molekulargenetischen Analyse der Gewebeproben wurden in Panels

zusammengefasst tumorassoziierte Gene betrachtet. Insgesamt wurden fur die
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Gewebeproben dieser Fallserie das TUM.3-Panel mit 649 Genen und das
TUM.4-Panel mit 710 Genen genutzt. Eine genaue Auflistung der jeweiligen
Gene der Panels findet sich im Anhang 1. Wenn zwei Gewebeproben eines

Patienten verfligbar waren, wurden beide Proben sequenziert und analysiert.

2.2.1.1 DNA-Isolierung, Sequenzierung und Bioinformatik

Bei den Gewebeproben erfolgte die Isolierung der Tumor-DNA aus
Schnellschnitt- oder FFPE-Material (Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes
Gewebe) im Anschluss an eine Makrodissektion durch die Pathologie oder die
Neuropathologie des Universitatsklinikums Tubingen.

Es wurde eine Sequenzierung der DNA aus Normal- und Tumorgewebe
durchgefuhrt. Zur Anreicherung der kodierenden Bereiche mit angrenzenden
Intronbereichen wurde die Agilent in Solution Technologie (Agilent Technologies,
Inc., Santa Clara, USA) genutzt. Die Analyse dieser Bereiche erfolgte mithilfe von
Hochdurchsatz-Sequenzierung durch das HiSeq2500/400 System oder das
NovaSeq-System (lllumina, Inc., San Diego, USA).

Die Aufbereitung der Sequenzierdaten erfolgte mit der bcl2fastq Conversion
Software (Version 2.19 von lllumina, Inc., San Diego, USA). Zur Entfernung
mitsequenzierter Adaptersequenzen wurden Skewer (Jiang et al. 2014) genutzt.
Dann erfolgte der Abgleich gegen das humane Referenzgenom hg19 mithilfe des
Burrows-Wheeler Alignment Tools (Li und Durbin 2009, Li und Durbin 2010).
Eliminiert wurden positionell nicht eindeutig zuzuordnende Sequenzen und
wahrscheinlich auf Amplifikation zurlckfihrbare Sequenzduplikate. Die
Bestimmung von Varianten wurde mit SAMtools (Li et al. 2009) und VarScan
durchgefuhrt (Koboldt et al. 2009). Zur Annotation der Varianten wurde auf
verschiedene interne und externe Datenbanken von CeGaT GmbH

zurlckgegriffen.

2.2.1.2 Genetische Datenauswertung von Punktmutationen (SNVs) und
Small Indels
In der Bewertung wurden alle innerhalb der Exons und deren angrenzenden

nicht-codierenden Regionen (+/- 8 Basenpaare (bp)) auftretenden somatischen
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und Keimbahn-Varianten (SNVs und Small Indels) mit einer Novel Allelfrequenz
(NAF) von >5 % in der Tumorprobe berucksichtigt. In Abhangigkeit von der
Probenqualitat wurde die Nachweisgrenze im Einzelfall auf 15 % erhoht. Die
klinische Interpretation wurde auf der Basis von Literaturrecherche und
verschiedenen externen und internen Datenbanken von CeGaT GmbH
durchgefuhrt. Hinsichtlich der Testsensitivitat bestand eine Abhangigkeit von der
Sequenziertiefe sowie von der Qualitat und dem Tumorgehalt der untersuchten
Proben. Fir eine Sequenziertiefe von 120 Reads pro Base wurde eine
theoretische Testsensitivitat von >99 % fur das Erkennen von Varianten mit NAF
210 % erzielt. Bei den Gewebeproben konnte durch Hochdurchsatz-
Sequenzierung im Median eine Sequenziertiefe von mindestens 120x (Range
120x - 280x) fur 97,08 % (Range 46,36 % - 99,73 %) der Exons erzielt werden.
Detektierte Varianten wurden gemafl der standardisierten Nomenklatur nach

Richtlinien der HGVS (Human Genom Variation Society) notiert (Version 15.11).

2.2.1.3 Kopienzahlvarianten (CNVs) und strukturelle Varianten

Bei den Gewebeproben wurden mithilfe einer von CeGaT GmbH intern
entwickelten  Methode auf Basis der Sequenziertiefe  zusatzlich
Kopienzahlveranderungen wie Deletionen und Amplifikationen berechnet. Die
jeweiligen Sequenzen mussten eindeutig einer genomischen Position
zugeschrieben werden konnen. Die Generierung eines Modells der erwarteten
Abdeckung erfolgte mittels Referenzproben. Das Modell bildete mdgliche
Abweichungen im Laborprozess und Unterschiede zwischen Proben ab. Im
Rahmen des CNV-Callings wurde die normalisierte Abdeckung jeder Probe
sowie ihr Abweichen von der erwarteten Abdeckung kalkuliert. Als Varianten
galten genomische Bereiche, deren Abdeckung sich signifikant vom erwarteten
Wert unterschieden.

Bei den angegebenen Kopienzahlen und Bruchpunkten handelte es sich um
abgeleitete Naherungswerte aus den Next Generation Sequencing (NGS)-Daten.
Die Einstufung als therapeutisch relevant erfolgte basierend auf den Kriterien:
1) Vorliegen als fokale Amplifikation/Cluster Amplifikation von mindestens 4

Kopien oder als homozygote Deletion eines Gens, dessen Aktivitat die
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Zielstruktur  verfugbarer spezifischer (immun-)therapeutischer Verfahren
darstellte.

2) Der Pathomechanismus ebendieses Gens musste gegeben sein (Amplifikation
bei Onkogenen und Deletion bei Tumorsuppressorgenen).

Die genomischen Regionen, in denen bekanntermallen haufig Translokationen,
Gen-Fusionen, Insertionen oder Deletionen auftreten bzw. deren Bruchpunkte
liegen, wurden mithilfe der Agilent in Solution Technologie (Agilent Technologies,
Inc., Santa Clara, USA) angereichert. Nicht Ubereinstimmende Read-Paare und
gesplittete Reads wurden bioinformatisch aus dem Alignment der mdglichen
Regionen festgestellt und als potentielle strukturelle Variante Gberpruft (Chen et
al. 2016). Die entsprechenden Regionen wurden visuell untersucht und bei

Vorhandensein von strukturellen Varianten manuell analysiert.

2.2.1.4 Mutationslast

Aus der Anzahl aller somatischen SNV-, Indel- und essentiellen
Spleilveranderungen pro kodierende Megabase DNA ergab sich die
Mutationslast. Den Veranderungen in der untersuchten Region entsprechend
wurde eine Hochrechnung der Mutationslast auf Ebene der kodierenden
Bereiche vollzogen.

Nicht eingeschlossen waren somatische Varianten mit einer inhouse-Frequenz
21 % sowie Tumorsuppressorgen-Mutationen, die zur Verklrzung des
Genproduktes fuhrten. Die berechnete Mutationslast pro kodierende Megabase
DNA wurde den Klassen ,gering“ (bis 3,3 Mut/Mb), ,intermediar® (3,3-23,1
Mut/Mb), und ,hoch* (223,1 Mut/Mb) zugeordnet (Chalmers et al. 2017, Johnson
et al. 2016). Das umschriebene Verfahren stellt einen von CeGaT GmbH inhouse
entwickelten und validierten Test dar (Laboratory Developed Test (LDT)), bei
dem ein Tumorgehalt von mindestens 20 % vorausgesetzt wurde. Im Median

betrug der Tumorgehalt der Gewebeproben 75 % (Range 10 % -95 %).

2.3 Probenmaterial Liquor
Die Liquor-Entnahme erfolgte am Universitatsklinikum Tubingen oder im

Katharinenhospital Stuttgart. Der Liquor wurde dort durch stationare
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Lumbalpunktion, perioperativ oder Uber einen ventrikulo-peritonealen Shunt

enthommen.

2.3.1 Verarbeitung und Analyse der Liquorproben

Die am Universitatsklinikum Tudbingen entnommenen Liquorproben wurden
innerhalb von 2 h nach Abnahme bei 4°C zentrifugiert (4000rpm, 10 min). Der
Uberstand wurde auf 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefalie in gleicher Menge verteilt.
Nach erneuter Zentrifugation in der Microfuge bei 4°C (15000rpm, 10 min)
erfolgte die Ubertragung der Uberstande in pseudonymisierte Kryoréhrchen und

die Lagerung bei -80°C.

Herstellerangaben:
Eppendorf-Gefale: Safe-Lock Tubes, 1,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland; Order No.: 0030 120.86
Kryordhrchen: CRYO.S; Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmdinster,
Osterreich; Cat.No. 122263
Zentrifuge: Labofuge 400R, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Microfuge: Biofuge fresco, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

2.3.1.1 Klinische Liquoruntersuchung

Die am Universitatsklinikum Tdbingen entnommenen Liquorproben wurden im
Zentrallabor auf Zellzahl, Protein- und Laktatkonzentration untersucht. Als
Liquor-Pleozytose wurde das Vorhandensein von >4 Zellen/pl gewertet. Eine
Liquor-Proteinerhdhung bestand bei einem Gehalt von >45 mg/dl, eine Liquor-
Laktaterh6hung bei >2,2 mmol/l.

Die Ergebnisse gegebenenfalls durchgefuhrter zytologischer Liquorunter-
suchungen durch die Neuropathologie des UKT wurden ebenfalls

miteinbezogen.

2.3.1.2 cfDNA-Isolation und -Sequenzierung aus Liquorproben
Die folgenden Verarbeitungsschritte der Proben sowie die molekulargenetischen

Analysen wurden von CeGat GmbH durchgefihrt: Vor Beginn der DNA-Isolation
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wurden die Proben zentrifugiert (16000xg 10 min, 4°C). Der Uberstand wurde
jeweils in ein neues Kryorohrchen Ubertragen. Isoliert wurde die cfDNA mithilfe
des QlAamp Circulating Nucleic Acid Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) unter
Verwendung des gesamten Liquorvolumens. Zur Bestimmung der cfDNA-
Konzentration wurde das Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, USA) verwendet. Die Fragmentlangenbestimmung
erfolgte mit dem Bioanalyzer, High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies,
Inc., Santa Clara, USA).

Die cfDNA aus dem Liquor wurde molekulargenetisch mit einem Gen-Panel
untersucht (TUM.4-Panel mit 710 Genen oder ONC.1-Panel mit 81 Genen). Eine

genaue Auflistung der jeweiligen Gene der Panels findet sich im Anhang 1.

2.3.1.3 Genetische Datenauswertung von Punktmutationen (SNVs) und
Small Indels in Liquor-cfDNA-Proben

Die Identifikation der Varianten in Liquor-cfDNA erfolgte im Vergleich zu

Normalgewebe. Die Bewertung der Varianten als echt oder Artefakt wurde

manuell durch wissenschaftliche Mitarbeiter aus der Diagnostik von CeGaT

GmbH vorgenommen.

Bei diesem Abgleich wurden alle als echt bewerteten SNVs und Small Indels mit

NAF >5 % in der Gewebeprobe (inklusive Keimbahnmutationen) berlcksichtigt.

Strukturelle Varianten und Kopienzahlvarianten konnten aufgrund der

Probenqualitat der Liquorproben nicht miteingeschlossen werden.

Wenn zwei sequenzierte Gewebeproben eines Patienten vorlagen, wurden dabei

separate Abgleiche durchgefuhrt (1. Probe mit Liquor-cfDNA; 2. Probe mit

Liquor-cfDNA).

2.4 Methodik der Ergebnis-Auswertung von Gewebe- und Liquor-cfDNA-
Sequenzierung

In die Auswertung der Sequenzierungsergebnisse von Gewebe- und Liquor-

cfDNA wurden alle Patienten mit ZNS-Beteiligung der Tumorgrunderkrankung

eingeschlossen, von denen Ergebnisse aus Gewebe- und Liquor-cfDNA-

Sequenzierung vorlagen. Berucksichtigt wurden alle Mutationen, die in den
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jeweiligen Befundberichten tabellarisch als potentiell therapierelevante
Veranderungen aufgefuhrt und/oder im Anhang des Befundberichts bzw. in
Rucksprache mit Mitarbeitern von CeGaT GmbH genannt wurden. Fur alle als
mutiert aufgefihrten Gene in Gewebe- und Liquorproben wurde eine
tabellarische  Ubersicht  erstellt.  Gegebenenfalls  wurden fehlende
Chromosomenangaben zu den befundeten Genen mithilfe  von
https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene [Zugriff 07.11.2019] ergéanzt. Kodiert wurde
die Art der strukturellen Variante/ Kopienzahlvariante (Amplifikation/Deletion)
bzw. die Art der Punktmutation (missense; stop_gained; frameshift; inframe;
essential_splice_site; splice-region; kozak sequence; 3 prime_UTR,;
stop_retained) und das Vorliegen als somatische und/oder Keimbahnvariante.
Bei den Punktmutationen  wurde der konkrete  Basen- und
Aminosaurenaustausch sowie die NAF festgehalten, bei Kopienzahlvarianten die
Unterscheidung in fokal/nicht fokal sowie gegebenenfalls die Kopienanzahl bzw.

die Zygotie. Nicht berlcksichtigt wurden synonymous-Punktmutationen.

2.5 Methodik der Auswertung der klinischen Patientendaten

Alle in diese Fallserie aufgenommenen Patienten wurden in einer elektronischen
Tabelle festgehalten und geordnet. Die Daten wurden mithilfe der
personenbezogenen digitalen Krankenakten bezlglich der in Anhang 2
aufgefihrten Merkmale erganzt und kodiert. Dazu wurden den Patienten die
pseudonymisierten Projekt-1Ds ,cf001-cf031“ zugeordnet.

Falls in der personenbezogenen digitalen Krankenakte eine Zeitangabe lediglich
im Monatsformat (MM/JJJJ) vorlag, wurde als Datum der erste Tag des Monats
festgelegt (beispielsweise 01/MM/JJJJ). War als Zeitangabe lediglich eine
Jahreszahl genannt, wurde als Datum der erste Tag des Monats Juli festgelegt
(beispielsweise 01/07/JJJJ).

Primare Hirntumore mit WHO Grad I-ll wurden als ,niedriggradig” kodiert, solche
mit WHO Grad llI-1V als ,héhergradig®.

Als eine Storung der Blut-Hirn-Schranke galt eine Kontrastmittelaufnahme des
ZNS-Tumors bzw. der ZNS-Beteiligung einer Tumorgrunderkrankung in der

MRT-/CT-Bildgebung. Bei der Angrenzung an die inneren Liquorraume war eine
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Angrenzung an die Hirnventrikel, den Aquaeductus mesencephali und/oder den
Zentralkanal im Ruckenmark gemeint.

Ein Rezidiv bzw. Progress der ZNS-Beteiligung wurde als solcher kodiert, wenn
er in der MRT-/CT-Bildgebung befundet und im klinischen Kontext (z. B. durch
das Tumorboard des Universitatsklinikums Tubingen) als solcher beurteilt wurde.
Eine Meningeosis neoplastica bestand dann, wenn in der Liquorzytologie
atypische Zellen vorlagen und/oder sich CT-/MRT-morphologisch ein typisches
Kontrastmittelenhancement entlang der Meningen zeigte. Es bestand keine
Meningeosis neoplastica, wenn sich fur diese in der Bildgebung kein Anhalt
zeigte und keine Ergebnisse einer Liquorzytologie-Untersuchung vorlagen.

Falls bei perioperativer Liquorentnahme der genaue Entnahmezeitpunkt (vor
oder nach der Operation) in der personenbezogenen digitalen Krankenakte nicht
ersichtlich war, wurde er als vor Operations-Beginn kodiert.

Patienten wurden als ,therapienaiv“ bezeichnet, wenn sie vor der Enthahme der
Liquorprobe keine speziell fir die ZNS-Beteiligung der Tumorerkrankung
durchgefuhrte Therapie erhalten hatten (ZNS-Operation/ ZNS-Bestrahlung/ ZNS-
gangige und -wirksame Systemtherapie). Eine Gewebebiopsie-Entnahme ohne
therapeutische Tumorresektion wurde hierbei nicht als therapeutischer Eingriff
gewertet. Als ,Komplettresektion“ wurde eine ZNS-Operation bezeichnet, bei der
in der postoperativen Bildgebung keine Tumorreste vorlagen.

Bei Patienten, die keine Therapie speziell fur ihre ZNS-Beteiligung erhalten
hatten, aber fur ihre Tumorgrunderkrankung in einem Zeitraum von 6 Wochen
vor Liquor-Entnahme mit einer ZNS-gangigen und -wirksamen Systemtherapie
in Behandlung waren, wurde dies gesondert kodiert. Als ZNS-gangige und
(potentiell) -wirksame Systemtherapien galten beispielsweise Erlotinib (Togashi
et al. 2010, Togashi et al. 2012) und Nivolumab (van Bussel et al. 2019).
Hinsichtlich  stattgehabter  Bluttransfusionen und allogener  Organ-
Transplantationen vor Liquor-Entnahme wurden Patienten dann als naiv codiert,
wenn in den Patientenakten entweder keine Hinweise auf solche vorlagen oder
solche laut Eigenauskunft (z. B. in Anasthesie-Aufklarungsbdgen) verneint

wurden.
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Zur Berechnung des Gesamtlberlebens (OS) und des Progressionsfreien
Uberlebens (PFS) wurde als Stichtag der 29.10.2019 festgelegt. Fir Patienten
ohne Progression bzw. am 29.10.2019 lebende Patienten wurde die Differenz
des Datums der Erstdiagnose ihrer ZNS-Beteiligung und dem 29.10.2019 als
Wert fur die Berechnung des medianen OS/PFS verwendet. Falls in den
personenbezogenen digitalen Krankenakten keine genauen
Verlaufsinformationen zum Vorliegen oder Fehlen eines Rezidivs/Progresses
von Patienten vorlagen, wurden diese Patienten fur die Berechnung des

medianen Progressionsfreien Uberlebens nicht miteinbezogen.

2.6 Programme und Literaturrecherche

Zur Datenverarbeitung und Erstellung dieser Dissertationsschrift wurden
Microsoft Word und Excel 2010, 2011, 2016, 2019 und 2020 (Microsoft,
Redmond, USA) sowie EndNote X9 (Clarivate Analytics, Philadelphia, USA)
verwendet. Aktuell bestehende englisch- und deutschsprachige Literatur zur

Einordnung und Diskussion der Ergebnisse wurde uber Pubmed recherchiert.

35



3. Ergebnisse

Das Ziel dieser Studie war die Identifikation und Uberpriifung klinischer Aspekte,
die bei neuroonkologischen Tumoren potentiell Einfluss auf die cfDNA-Menge im
Liquor und die Nachweisbarkeit von Tumormutationen darin ausuben.

Hierzu wurden 31 Personen gescreent, 30 Personen stimmten der Teilnahme an
diesem Forschungsprojekt nach Aufklarung mit Unterschrift zu und bildeten das
Gesamtkollektiv, dessen Charakteristika in Kapitel 3.1 detailliert beschrieben
werden.

Kapitel 3.2 thematisiert die Analyse der cfDNA-Mengen der Liquorproben im
Zusammenhang mit relevanten klinischen Eigenschaften.

Danach erfolgt die Auswertung der Sequenzierungsergebnisse: Kapitel 3.3
beleuchtet die Ergebnisse der Gewebeproben-Sequenzierung, Kapitel 3.4 die
der Liquor-cfDNA-Sequenzierung. Zuletzt erfolgt in Kapitel 3.5 der Vergleich der
Sequenzierungsergebnisse und die Analyse klinischer Charakteristika
hinsichtlich der Nachweisbarkeit von Tumormutationen in Liquor-cfDNA.

Zur detaillierten Nachvollziehbarkeit sind z. T. einzelne Patienten-IDs aufgefihrt,

die um der besseren Lesbarkeit willen grau hinterlegt sind.

3.1 Klinische Charakteristika des Patientenkollektivs

Die unter den Punkten 3.1.1 und 3.1.2 folgende detaillierte Beschreibung der
klinischen Charakteristika bezieht sich auf das gesamte Kollektiv (N = 30
Patienten). Tabellen 1 und 2 am Ende des Kapitels 3.1 geben einen Uberblick
uber die allgemeinen klinischen sowie speziell fur die Liquor-Analysen relevanten
Charakteristika des Kollektivs. Alle Angaben beziehen sich auf den Zeitpunkt der
Liquorentnahme des jeweiligen Patienten. In diesen Tabellen ist sowohl das
Gesamtkollektiv aufgefuhrt als auch das Patientenkollektiv, welches in der
spateren Auswertung von Gewebe- und Liquor-cfDNA-Sequenzierung
bertcksichtigt wurde (N = 17, in Tabellen 1 und 2 in der Spalte ,Patienten mit

ZNS-Beteiligung und Liquor-Abgleich®).
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3.1.1 Aligemeine klinische Charakteristika des Patientenkollektivs
Die folgenden Punkte beziehen sich auf Tabelle 1, die am Ende des Kapitels 3.1

aufgefuhrt ist.

Geschlecht und Alter

Das Gesamtkollektiv bestand aus 30 Personen mit einem medianen Alter von 56
Jahren (Range 30-77 Jahre). 16 Patienten waren mannlich, 14 Patienten

weiblich.

Diagnose
Insgesamt lag bei 13 Patienten ein histologisch gesicherter hirneigener Tumor

vor (9 Glioblastome (GBM) WHO Grad IV, 1 Medulloblastom WHO Grad 1V, 1
anaplastisches Oligodendrogliom WHO Grad Ill, 1 Astrozytom WHO Grad I, 1
Meningeom WHO Grad I). Bei 15 Patienten bestand eine ZNS-Beteiligung einer
anderen Tumorerkrankung: 14 Patienten mit ZNS-Beteiligung eines soliden
Primartumors (7 histologisch gesichert (cf002, cf004, cf005, cf006, cf015, cf016,
cf018)), 1 Patient mit primarem ZNS-Lymphom (cf010, histologisch nicht
gesichert). Zwei Patienten mit Tumorgrunderkrankung wiesen keine ZNS-
Beteiligung auf (1 ossare Schadelmetastase bei Mamma-Karzinom (cf021), 1
Autoimmun-Hypophysitis unter Melanomtherapie mit Nivolumab und Ipilimumab
(cf024)). Eine genaue Aufschllsselung der Diagnosen des Patientenkollektivs ist
in Abbildung 4 dargestelit.

Meningeosis neoplastica

Eine Meningeosis neoplastica wurde bei 4 Patienten mittels MRT-Bildgebung
und/oder Liquorzytologie diagnostiziert (cf010, cf019, cf029, cf031), bei 26

Patienten nicht.

Tumorlokalisation

Bei 9 Patienten befand sich der hirneigene Tumor/die ZNS-Tumormanifestation
einer anderen Tumorgrunderkrankung multifokal, = multilobuléar  oder
bihemispharisch (cf002, cf005, cf007, cf009, cf010, cf014, cf016, cf022, cf026).
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Weitere haufige Tumorlokalisationen waren frontal (6 Patienten: cf003, cfO06,
cf013, cf018, cf020, cf023) und parietal (4 Patienten: cf001, cf012, cf015, cf017).
Bei je 2 Patienten war der Tumor temporal (cf011, cf028), cerebellar (cf025,
cf027) oder im Hirnstamm lokalisiert (cf029, cf030), bei je einem Patient occipital
(cf019) bzw. spinal/epidural (cf004). Ein Patient wies eine Meningeosis
neoplastica ohne solide ZNS-Metastase auf (cf031). Bei zwei Patienten lag keine

ZNS-Beteiligung ihrer Tumorgrunderkrankung vor (cf021, cf024).
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Abbildung 4: Ubersicht der Tumorgrunderkrankungen des Patienten-
kollektivs, Anzahl (%), N = 30

Abkurzungen: Astro= Astrozytom, Ca= Karzinom, GBM = Glioblastom, Medullo=
Medulloblastom, NSCLC = nicht-kleinzelliges Bronchial-Karzinom, Oligo = Oligodendrogliom,
SCLC = kleinzelliges Bronchialkarzinom, ZNS = zentrales Nervensystem.

Status der ZNS-Affektion
Von 28 Patienten mit ZNS-Beteiligung lag diese bei 15 Patienten als

Erstdiagnose (ED) vor: 5 Patienten mit hirneigenem Tumor (cf003, cf020, cf022,
cf027, cf028), 9 Patienten mit ZNS-Beteiligung eines anderen Primartumors
(cf001, cf002, cf004, cf005, cf007, cf009, cf016, cf018, cf025), 1 primares ZNS-
Lymphom (cf010). Bei 13 Patienten war die ZNS-Beteiligung vorbekannt bzw. lag

als Rezidiv/Progress vor (8 Patienten mit hirneigenem Tumor (cf011, cf012,



cf013, cf017, cf023, cf026, cf029, cf030), 5 Patienten mit ZNS-Beteiligung eines
anderen Primartumors (cf006, cf014, cf015, cf019, cf031)).

Vortherapie

Eine detaillierte Ubersicht der Vortherapie aller Patienten findet sich in Tabelle 3
am Ende des Kapitels 3.1.

Insgesamt waren 12 Patienten mit ZNS-Beteiligung bezlglich dieser
therapienaiv: 4 hirneigene Tumore (3 Glioblastome WHO Grad IV (cf003, cf020,
cf022), 1 Medulloblastom WHO Grad IV (cf027)), 7 ZNS-Metastasen bei
extrazerebraler Tumorgrunderkrankung (4 vorbehandelt wegen Tumorgrund-
erkrankung (cf004, cf005, cf009, cf025), 3 komplett therapienaiv, da die
Erstdiagnose der Tumorgrunderkrankung und die Erstdiagnose der ZNS-
Beteiligung in zeitlich engem Abstand erfolgten (cf001, cf002, cf007)) sowie ein
primares ZNS-Lymphom (cf010). Die ZNS-Beteiligung lag bei diesen 12
Patienten als Erstdiagnose vor und vor Liquorentnahme erfolgte speziell wegen
der ZNS-Beteiligung weder ZNS-Bestrahlung noch Chemo-/Systemtherapie oder
eine operative Therapie des ZNS.

8 Patienten wurden mit einer Kombination aus Operation, Radiotherapie und
Chemo-/Systemtherapie vorbehandelt (cf011, cf012, cf017, cf023, cf026, cf029,
cf030, cf031). Ein Patient erhielt sowohl Radio- als auch Chemo-/Systemtherapie
ohne Operation (cf014).

Bei 3 Patienten wurde eine rein operative Therapie durchgefuhrt (cf006, cf018,
cf028), bei 2 Patienten eine reine Radiotherapie (cf019, cf016) und bei 2
Patienten wurden Operation und Radiotherapie kombiniert (cf013, cf015).

Bei den 2 Patienten ohne ZNS-Beteiligung ihrer Tumorerkrankung wurde
wahrend des Zeitraums der Verdachtsabklarung keine Therapie diesbezlglich
vorgenommen (cf021, cf024).

Im Folgenden sind die Vortherapien der Patienten nach operativer Therapie,

Radiotherapie und Chemo-/Systemtherapie aufgeteilt detaillierter beschrieben.
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Vortherapie: Operative Therapie der ZNS-Beteiligung

8 Patienten erhielten mindestens eine Operation, die als Komplettresektion
bezeichnet wurde (cf006, cf012, cf015, cf017, cf018, cf023, cf026, cf029) und 3
Patienten mindestens eine Teilresektion (cf011, cf013, cf028). Bei 16 Patienten
wurde kein operativer Eingriff im ZNS vorgenommen.

Ein Patient wurde an seiner ZNS-Beteiligung biopsiert ohne weitere Resektion
(cf027) und bei 2 Patienten wurden andere operative ZNS-Eingriffe durchgefuhrt
(1 Anlage einer externen Ventrikeldrainage und eines ventrikulo-peritonealen
Shunts (cf031), 1 Biopsie mit Implantation von '?°Jod-Seeds zur Brachytherapie
(cf030)).

Vortherapie: Bestrahlung der ZNS-Beteiligung

Insgesamt 13 Patienten wurden vor Liquorentnahme im ZNS bestrahlt, bei 3
Patienten davon fand die ZNS-Bestrahlung bis weniger als 6 Wochen vor
Liquorentnahme statt (cf016, cf029, cf031).

Im Folgenden werden die 13 Patienten mit ZNS-Bestrahlung vor Liquorentnahme
genauer beschrieben: 8 Patienten mit primarem ZNS-Tumor wurden an ihrem
Tumor bestrahlt (kumulative Gesamtdosis aller ZNS-Radiotherapien bei drei
Patienten 60 Gy (cf011, cf012, cf026), je einmal 64,4 Gy (cf013), 119,4 Gy
(cf017), 79,4 Gy (cf023), 54 Gy (cf029), 65 Gy (cf030)). Insgesamt 5 Patienten
mit ZNS-Metastasen bei extrazerebraler Tumorgrunderkrankung wurden im ZNS
bestrahlt (cf014, cf015, cf016, cf019, cf031; kumulative Gesamtdosis aller ZNS-
Radiotherapien je einmal 30 Gy, 39 Gy, 40 Gy, 43 Gy, 20 Gy), 3 davon erhielten
zusatzlich zuvor auch Radiotherapie flr ihren extrazerebralen Primartumor
und/oder dessen extrazerebrale Metastasen (cf015, cf016, cf019).

17 Patienten erhielten keine ZNS-Radiotherapie: Zwei Patienten wurden
ausschlieBlich fur ihren extrazerebralen Primartumor und/oder dessen
extrazerebrale Metastasen mit Radiotherapie behandelt (cf004, cf005). 3
Patienten wurden in ihrer Vorgeschichte wegen einer anderen extrazerebralen
Tumorerkrankung, die nicht Grunderkrankung der jetzigen ZNS-Beteiligung war,
extrazerebral bestrahlt (cf002, cf006, cf024). Bei 12 Patienten wurde weder im
ZNS noch peripher eine Bestrahlung durchgefihrt.
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Vortherapie: Chemotherapie/Systemtherapie

15 Patienten wurden im Zeitraum von 6 Wochen vor Liquorentnahme mit
Chemotherapie/Systemtherapie behandelt. Davon erhielten 9 Patienten die
Therapie speziell aufgrund ihrer ZNS-Beteiligung (1x Methotrexat intrathekal
(cf031), 4x Temozolomid (cf012, cf026, cf029, cf030), 1x Temozolomid +
Lomustin (cf023), 1x Nivolumab (cf011), 1x IDH1-Inhibitor BAY 1436032 (im
Rahmen einer Studie, c¢f017), 1x Polychemotherapie mit Carboplatin und
Paclitaxel (cf014)). Von 6 Patienten mit Chemo-/Systemtherapie flur ihre
Tumorgrunderkrankung bestand bei 3 eine ZNS-Wirksamkeit der Wirkstoffe
(cf00S mit Erlotinib, ¢f009 und cf024 mit Ipilimumab und Nivolumab).

15 Patienten erhielten keine Chemo-/Systemtherapie im Zeitraum von 6 Wochen

vor Liquorentnahme.

Steroidbehandlung

12 von 30 Patienten haben innerhalb von 4 Wochen bis zum Zeitpunkt der
Liquorentnahme eine Steroidtherapie mit Dexamethason/Methylprednisolon
und/oder Hydrocortison erhalten (cf002, cf007, cf009, cf014, cf018, cf023, cf024,
cf025, cf026, cf028, cf030, cf031). Bei 10 davon umfasste die Einnahme auch
den Abnahmetag (cf002, cf007, cf009, cf014, cf018, cf023, cf024, cf026, cf028,
cf031).

Uberleben

23 Patienten sind im Zeitraum zwischen der Liquorentnahme und dem Zeitpunkt
der Datenauswertung verstorben, 7 Patienten waren am Stichtag der
Datenauswertung noch am Leben (cf004, cf013, cf018, cf021, cf024, cf025,
cf027; darunter auch die zwei Patienten ohne ZNS-Beteiligung ihrer
Tumorerkrankung (cf021, cf024)). Das mediane Gesamtuberleben der Patienten
mit ZNS-Beteiligung ihrer Tumorerkrankung betrug 18 Monate (Range 2-183
Monate), das mediane progressionsfreie Uberleben betrug 5 Monate (Range 0-
47 Monate).
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3.1.2 Liquor-spezifische Charakteristika des Patientenkollektivs
Tabelle 2 am Ende des Kapitels 3.1 gibt einen Uberblick Uber speziell fir die

Liquor-Analysen relevante Charakteristika des Kollektivs.

Schrankenstorung und Angrenzung an die inneren Liquorrdume

Insgesamt konnte bei 28 Patienten mittels Kontrastmittelaufnahme in kranialer
oder spinaler Bildgebung (MRT/CT) eine Schrankenstdrung festgestellt werden.
Zwei Patienten zeigten keine Kontrastmittelaufnahme (cf027, cf021). Bei 18
Patienten grenzten die schrankengestdrten Anteile des Tumors/der Metastasen
an die inneren Liquorrdaume an. Zusatzlich konnte bei einem Patienten mit nicht-
schrankengestortem Medulloblastom WHO Grad IV (cf027) in der cMRT-
Bildgebung trotz fehlender Kontrastmittelaufnahme eine direkte Angrenzung an
die inneren Liquorraume festgestellt werden.

Bei 11 Patienten bestand keine direkte Angrenzung der Tumormanifestation an
die inneren Liquorraume (cf001, cf003, cf005, cf006, cf012, cf014, cf015, cf018,
cf020, sowie cf021 und cf024 ohne ZNS-Beteiligung ihrer Tumorgrund-
erkrankung).

Die aufgefuhrten Angaben sind fur jeden Patienten in Tabelle 4 am Ende des

Kapitels 3.1 dargestellt.

Liguor-Untersuchung und Liquor-Zytologie

22 Patienten zeigten Auffalligkeiten in der Liquoruntersuchung: 12 davon eine
Pleozytose (>12/3 Zellen bzw. >4 Zellen/pl Liquor), 20 eine Proteinerhdhung
(>45 mg/dl) und 7 eine Laktaterhéhung (>2,2 mmol/l).

Der Liquor von 7 Patienten war diesbezuglich unauffallig (cf003, cf005, cf015,
cf016, cf018, cf020, cf021). Bei einem Patienten lagen keine Untersuchungs-
ergebnisse vor (cf028).

Bei 27 Patienten wurde zusatzlich mindestens eine zytologische Liquorunter-
suchung durch die Neuropathologie im Zeitraum vor bzw. inklusive der hier
untersuchten Liquorentnahme durchgefuhrt (22x eine Untersuchung, 2x 2
Untersuchungen, 3x 3 Untersuchungen). Dabei fielen atypische Zellen bei 3
Patienten auf (cf019, cf029, cf031).
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Eine Ubersicht zu den Ergebnissen von Liquor-Untersuchung und Zytologie gibt

Tabelle 4 am Ende des Kapitels 3.1.

Bluttransfusionen und Transplantation vor Liguorentnahme

5 Patienten haben vor dem Zeitpunkt der Liquorentnahme mindestens einmal ein
Blutprodukt intravends erhalten: Ein Patient (cf007) erhielt 13 Monate zuvor
leukozytenarmes Erythrozytenkonzentrat, ein anderer Patient (cf031) erhielt 3,5
Monate zuvor ein Erythrozytenkonzentrat, drei Patienten (cf007, cf015, cf019)
erhielten ein Blutprodukt zu einem unbekannten Zeitpunkt vor Liquorentnahme.
Bei einem Patienten (cf004) bestand keine Angabe dazu, ob vor dem Zeitpunkt
der Liquorentnahme bereits einmal ein Blutprodukt intravenos zugefuhrt wurde.
24 Patienten haben laut Eigenauskunft vor dem Zeitpunkt der Liquorentnahme
nie ein Blutprodukt intravends erhalten.

Kein Patient hat vor dem Zeitpunkt der Liquorentnahme eine Transplantation von

Knochenmark oder Organen erhalten.

Tabelle 1: Ubersicht zu allgemeinen klinischen Charakteristika des
Kollektivs

Erlduterungen: *Berechnung aus allen N = 28 Patienten mit ZNS-Beteiligung ihrer Tumor-
grunderkrankung. **Berechnung aus N= 15 Patienten mit ZNS-Beteiligung ihrer
Tumorgrunderkrankung und vorhandenen Verlaufsinformationen beziiglich des Vorliegens eines
Progresses/Rezidivs. ***Berechnung aus N = 24 Patienten mit ZNS-Beteiligung ihrer
Tumorgrunderkrankung und vorhandenen Verlaufsinformationen beziiglich des Vorliegens eines
Progresses/Rezidivs.

Abkurzungen: BEV = Bevacizumab, Ca = Karzinom, CCNU = Lomustin, CTx = Chemo-/System-
therapie, ED = Erstdiagnose, GBM = Glioblastom WHO Grad IV, MTX = Methotrexat, NSCLC =
nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom, OP = Operation, OS = Gesamt-Uberleben, Pat=
Patienten, PCV = Procarbazin, Lomustin, Vincristin, PFS = Progressionsfreies Uberleben, RTx =
Radiotherapie, SCLC = kleinzelliges Bronchialkarzinom, TMZ = Temozolomid, WHO = World
Health Organization, Wo = Woche, ZNS = Zentrales Nervensystem.

Pat. mit ZNS-

Beteiligung und

Liquor-Abgleich | Gesamtkollektiv
Patientenanzahl 17 30
Klinische Daten
Geschlecht — Anzahl (%)

mannlich 12 (70,6 %) 16 (53,3 %)
weiblich 5 (29,4 %) 14 (46,7 %)
Medianes Alter (Range) 50 (30-77) 56 (30-77)
Diagnose — Anzahl (%)
Hirneigener Tumor 11 (64,7 %) 13 (43,3 %)

GBM WHO Grad IV 7 (41,2 %) 9 (30 %)
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Pat. mit ZNS-
Beteiligung und
Liquor-Abgleich | Gesamtkollektiv
Medulloblastom WHO Grad IV 15,9 %) 1(3,3 %)
Anaplastisches Oligodendrogliom WHO Grad Il 15,9 %) 1(3,3 %)
Diffuses Astrozytom WHO Grad |l 15,9 %) 1(3,3 %)
Meningeom WHO Grad | 15,9 %) 1(3,3 %)
Solide Tumore mit ZNS-Beteiligung 6 (35,3 %) 14 (46,7 %)
Melanom 15,9 %) 4 (13,3 %)
Mamma-Ca 15,9 %) 2 (6,7 %)
NSCLC 0 (0 %) 2 (6,7 %)
SCLC 0 (0 %) 1(3,3 %)
Duodenal-Ca 15,9 %) 1(3,3 %)
Magen-Ca 15,9 %) 1(3,3 %)
Nierenzell-Ca 15,9 %) 1(3,3 %)
Osophagus-Ca 0 (0 %) 1(3,3 %)
Prostata-Ca 15,9 %) 1(3,3 %)
Solide Tumore ohne ZNS-Beteiligung 0 (0 %) 2 (6,7 %)
Maligne ZNS-Lymphome 0 (0 %) 1(3,3 %)
Meningeosis — Anzahl (%)
Ja 15,9 %) 4 (13,3 %)
Nein 16 (94,1 %) 26 (86,7 %)

Status der ZNS-Beteiligung zum Zeitpunkt der
Liquorentnahme — Anzahl (%)

ED 9 (52,9 %) 15 (50 %)
Rezidiv /Progress 8 (47,1 %) 13 (43,3 %)
keine ZNS-Beteiligung 0 (0 %) 2 (6,7 %)
Tumorlokalisation — Anzahl (%)
frontal 6 (35,3 %) 6 (20 %)
temporal 2 (11,8 %) 2 (6,7 %)
parietal 15,9 %) 4 (13,3 %)
occipital 0 (0 %) 1(3,3 %)
cerebellar 15,9 %) 2 (6,7 %)
Hirnstamm 1(5,9 %) 2 (6,7 %)
spinal/epidural 15,9 %) 1(3,3 %)
multifokal/multilobul&r/bihemisphérisch 4 (23,5 %) 9 (30 %)
Meningeosis neoplastica ohne solide ZNS- 1 (5,9 %) 1 (3,3 %)
Metastase
keine ZNS-Beteiligung der Tumorerkrankung 0 (0 %) 2 (6,7 %)
Eingriffe und Vortherapien der ZNS-Beteiligung
vor Liquorentnahme — Anzahl (%)
kein therapeutischer Eingriff (iber Biopsie-Entnahme 6 (35,3 %) 12 (40 %)
hinaus)/keine Vortherapie
OP + RTx + CTx 6 (35,3 %) 8 (26,7 %)
nur therapeutische OP 3 (17,6 %) 3 (10 %)
(reine Biopsie-Entnahme nicht eingeschlossen)
OP + RTx 15,9 %) 2 (6,7 %)
nur RTx 15,9 %) 2 (6,7 %)
RTx + CTx 0 (0 %) 1(3,3 %)
keine ZNS-Beteiligung 0 (0 %) 2 (6,7 %)
Operative Eingriffe im ZNS — Anzahl (%)
kein Eingriff 6 (35,3 %) 16 (53,3 %)
nur Biopsie 15,9 %) 1(3,3 %)
mindestens eine Teilresektion 3 (17,6 %) 3 (10 %)
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Pat. mit ZNS-
Beteiligung und
Liquor-Abgleich | Gesamtkollektiv
mindestens eine Komplettresektion 5 (29,4 %) 8 (26,7 %)
andere operative ZNS-Eingriffe (Shunt, Seed- 2 (11,8 %) 2 (6,7 %)
Implantation etc.)
Radiotherapie der ZNS-Beteiligung — Anzahl (%)
keine ZNS-RTx 9 (52,9 %) 17 (56,7 %)
RTx fur Extra-ZNS-Primartumor und/oder 2 (6,7 %)
dessen Extra-ZNS- Metastasen
periphere RTx flr andere Tumorerkrankung 3 (10 %)
keine ZNS-RTx, keine Extra-ZNS-RTx 12 (40 %)
ZNS-RTx 8 (47,1 %) 13 (43,3 %)
RTx wahrend Zeitraum 6 Wo vor Liquor- 2 (11,8 %) 3 (10 %)
entnahme
RTx vor Zeitraum 6 Wo vor Liquorentnahme 6 (35,3 %) 10 (33,3 %)
Chemo-/Systemtherapie innerhalb von 6 Wochen vor
Liquorentnahme — Anzahl (%)
keine 10 (58,8 %) 15 (50 %)
Chemo-/Systemtherapie nicht speziell fir ZNS- 1 (5,9 %) 6 (20 %)
Beteiligung
Chemo-/Systemtherapie wirksam auf ZNS- 0 (0 %) 3 (10 %)
Beteiligung
Chemo-/Systemtherapie nicht wirksam auf 1 (5,9 %) 3 (10 %)
ZNS-Beteiligung
Chemo-/Systemtherapie speziell fir ZNS- 6 (35,3 %) 9 (30 %)
Beteiligung
T™MZ 2 (11,8 %) 4 (13,3 %)
TMZ + CCNU 15,9 %) 1(3,3 %)
PCV+ TMZ + CCNU + BEV + IDH1-Inhibitor 1 (5,9 %) 1(3,3 %)
Nivolumab 15,9 %) 1(3,3 %)
Carboplatin + Paclitaxel 0 (0 %) 1(3,3 %)
MTX intrathekal 15,9 %) 1(3,3 %)
Steroidtherapie innerhalb von 4 Wochen vor
Liquorentnahme — Anzahl (%)
Ja 7 (41,2 %) 12 (40 %)
Nein 10 (58,8 %) 18 (60 %)

6-Monate-Gesamt-Uberleben (OS) nach ED der ZNS-
Beteiligung (Stichtag 29.10.19) — Anzahl (%)

keine ZNS-Beteiligung-Beteiligung der Tumor-
erkrankung

Ja: 12 (70,6 %)
Nein: 5 (29,4 %)

0 (0 %)

Ja: 18 (60 %)
Nein: 10 (33,3 %)

2 (6,7 %)

6-Monate-Progressionsfreies Uberleben (PFS) nach
ED der ZNS-Beteiligung (Stichtag 29.10.19) — Anzahl
(%)

Ja: 10 (58,8 %)
Nein: 7 (41,2 %)

Ja: 13 (43,3 %)
Nein: 15 (50 %)

keine ZNS-Beteiligung-Beteiligung der Tumor- 0 (0 %) 2 (6,7 %)
erkrankung
Median OS in Monaten (Range) (Stichtag 29.10.19) | 25 (2-183) 18 (2-183)*
Median PFS in Monaten (Range) (Stichtag 29.10.19) 9 (0-47)* 5 (0-47)**
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Tabelle 2: Ubersicht zu Liquor-spezifischen Charakteristika des Kollektivs
Abkirzungen: CT = Computertomographie, KH = Katharinenhospital, MRT = Magnetresonanz-

tomographie, Pat = Patienten, UKT = Universitatsklinikum Tubingen, ZNS = Zentrales

Nervensystem.
Pat. mit ZNS-
Beteiligung
und Liquor- Gesamt-
Abgleich kollektiv
Patientenanzahl 17 30

Schrankenstorung in Bildgebung
(bei 29 Patienten MRT, 1 CT (cf021)) — Anzahl (%)

Ja

16 (94,1 %)

28 (93,3 %)

Nein 1(5,9 %) 2 (6,7 %)
Angrenzung schrankengestorter Anteile an innere
Liquorrdume — Anzahl (%)
Ja 12 (70,6 %) 18 (60 %)
Nein 5 (29,4 %) 12 (40 %)

Angrenzung an innere Liquorrdume — Anzahl (%)

Ja

13 (76,5 %)

19 (63,3 %)

Nein

4 (23,5 %)

11 (36,7 %)

Liquorentnahme

Modus der Liguorentnahme — Anzahl (%)

lumbal, stationar 12 (70,6 %) 24 (80 %)

Uber ventrikulo-peritonealen Shunt, stationar 15,9 %) 1(3,3 %)

lumbal, intraoperativ 2 (11,8 %) 3 (10 %)

unklar, intraoperativ 15,9 %) 1(3,3 %)

k. A. 15,9 %) 1(3,3 %)
Ort der Liquorentnahme — Anzahl (%)

UKT 16 (94,1 %) 29 (96,7 %)

KH Stuttgart

1(5,9 %)

1(3,3 %)

Liquor-Zytologie (atypische Zellen) — Anzahl (%)

negativ (1 Untersuchung)

12 (70,6 %)

19 (63,3 %)

negativ (2 Untersuchungen) 0 (0 %) 2 (6,7 %)
negativ (3 Untersuchungen) 15,9 %) 3 (10 %)
positiv (1 Untersuchung) 15,9 %) 3 (10 %)
nicht durchgefiihrt/k. A. 3 (17,6 %) 3 (10 %)

Weitere Liquor-Untersuchungen

Liquor-Auffalligkeiten in Zellzahl, Protein- oder Laktatgehalt —
Anzahl (%)

Ja 12 (70,6 %) 22 (73,3 %)
Nein 4 (23,5 %) 7 (23,3 %)
k. A. 15,9 %) 1(3,3 %)
- Liquor-Pleozytose (>4 Zellen/ul) — Anzahl (%)

Ja 5 (29,4 %) 12 (40 %)

Nein 11 (64,7 %) 17 (56,7 %)

k. A. 15,9 %) 1(3,3 %)
- Liquor-Proteinerhdhung (>45 mg/dl) — Anzahl (%)

Ja 10 (58,8 %) 20 (66,7 %)

Nein 6 (35,3 %) 9 (30 %)

k. A. 15,9 %) 1(3,3 %)
- Liquor-Laktaterhéhung (>2,2 mmol/l) — Anzahl (%)

Ja 15,9 %) 7 (23,3 %)




Pat. mit ZNS-
Beteiligung
und Liquor- Gesamt-
Abgleich kollektiv
Nein 15 (88,2 %) 22 (73,3 %)
k. A. 1(5,9 %) 1 (3,3 %)
Bluttransfusionen vor Liquorentnahme — Anzahl (%)
Ja 3 (17,6 %) 5 (16,7 %)
Nein 13 (76,5 %) 24 (80 %)
k. A. 1 (5,9 %) 1(3,3 %)
Transplantationen vor Liquorentnahme — Anzahl (%)
Ja 0 (0 %) 0 (0 %)
Nein 17 (100 %) 30 (100 %)

Tabelle 3: Ubersicht Vortherapie der ZNS-Beteiligung vor Liquorent-
nahme, N = 30 Patienten

Erlauterungen: + = ja/vorliegend, — = nein/nicht vorliegend, *keine Therapie speziell fir die
ZNS-Beteiligung, aber zum Zeitpunkt der Liquorentnahme Behandlung mit ZNS-gangiger und -
wirksamer Systemtherapie im Rahmen der Therapie der Tumorgrunderkrankung (Erlotinib

100 mg/Tag (cf005) bzw. Ipilimumab 235 mg und Nivolumab 80 mg (cf009), Ipilimumab 240-
245 mg und Nivolumab 80 mg (cf024)).

Abkurzungen: Astro = Astrozytom, AUC = Area under the curve, bds = beidseits, Bet =
Beteiligung, BEV = Bevacizumab, Ca = Karzinom, CCNU = Lomustin, cfDNA = zellfreie DNA,
CTx = Chemo-/Systemtherapie, d = Tag, ED = Erstdiagnose, EVD = externe Ventrikeldrainage,
GBM = Glioblastom, ID = Identifikationsnummer, IDH1-I = IDH1-Inhibitor, KOF =
Korperoberflache, li = links, Medullo = Medulloblastom, Met = Metastase, Mon = Monat, MTX =
Methotrexat, neg = negativ, NSCLC = kleinzelliges Bronchialkarzinom, OP = Operation, pos =
positiv, re = rechts, Rez = Rezidiv/Progress, RTx = Radiotherapie, SCLC = kleinzelliges
Bronchialkarzinom, SNV = Single nucelotide variant/Punktmutation, TMZ = Temozolomid, U =
Untersuchung, Tx = Therapie, VP = ventrikulo-peritoneal, WHO = World Health Organization,
Wo = Wochen, ZNS = Zentrales Nervensystem, Zyto = Zytologie.
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Tabelle 4: Ergebnisiubersicht von Liquor-Untersuchung und -Zytologie,
N = 30 Patienten

Erlduterungen: + = ja/vorliegend, — = nein/nicht vorliegend. Liquor-Pleozytose entspricht >12/3
Zellen bzw. >4 Zellen/pl Liquor, Liquor-Proteinerhéhung entspricht >45 mg/dl, Liquor-
Laktaterh6hung entspricht >2,2 mmol/l.

Abkirzungen: Bet = Beteiligung, Ca = Karzinom, ED = Erstdiagnose, GBM = Glioblastom, ID =
Identifikationsnummer, Medullo = Medulloblastom, Met = Metastase, neg = negativ, NSCLC =
kleinzelliges  Bronchialkarzinom, Oligo=  Oligodendrogliom, pos=  positiv, Rez=
Rezidiv/Progress, SCLC = kleinzelliges Bronchialkarzinom, U = Untersuchung, WHO = World
Health Organization, ZNS = Zentrales Nervensystem.

g » 9 5 g: G E = 2 =
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2 =y cEo|leos || 8L S5 | 38| 38|38
© £ % %’ o % =0o| 8| 52 2 S o © e
o N Gd |S5|l<E | £S5 al -
+ (9] <L
cf001 NSCLC+ Met - ED + = neg (1) - + -
cf002 Melanom+ Met - ED + o+ neg (3) - + +
cf003 GBM - ED + - neg (1) - - -
cf004 Prostata-Ca+ Met  — ED + o+ neg (1) - + -
cf005 NSCLC+ Met - ED + = neg (1) - - -
cf006 Duodenal-Ca+ Met — Rez + - neg (1) - + -
cf007 Nierenzell-Ca+ Met — ED + o+ neg (1) + + -
cf009 Melanom+ Met - ED + o+ neg (1) + + -
cf010 Primares ZNS- + ED + o+ neg (1) + + +
Lymphom
cf011  GBM — Rez + o+ neg (1) + — —
cf012 GBM — Rez + - neg (1) + + —
cf013 Meningeom WHO | - Rez + o+ k.A.(0) - + —
cf014 Melanom+ Met — Rez + - neg (2) + + +
cf015 Osophagus-Ca+ - Rez + - neg (1) - - -
Met
cf016 Mamma-Ca+ Met - ED + o+ neg (3) - - -
cf017 Oligo WHO lli - Rez + o+ k.A.(0) + + -
cf018 Melanom+ Met - ED + - neg (1) - - -
cf019 SCLC+ Met + Rez + o+ pos (1) - + +
cf020 GBM - ED + - neg (1) - - -
cf021 Mamma-Ca — — - - neg (2) - — —
ohne ZNS-Bet.
cf022 GBM - ED + o+ neg (1) - + -
cf023 GBM - Rez + o+ neg (1) - + -
cf024 Melanom - - + - neg (3) + + +
ohne ZNS-Bet.
cf025 Mamma-Ca+ Met - ED + o+ neg (1) + + -
cf026 GBM - Rez + o+ neg (1) - + -
cf027 Medullo WHO IV - ED - + neg (1) + - -
cf028 GBM - ED + o+ k. A. k.A. kA kA
cf029 GBM + Rez + o+ pos (1) + + +
cf030 Astrozytom WHO Il — Rez + o+ neg (1) - + -
cf031 Magen-Ca + Rez + o+ pos (1) + + +

50



3.2 Quantifizierung von cfDNA in Liquorproben

Bei 25 Patienten mit ZNS-Beteiligung der Tumorerkrankung wurde eine
Quantifizierung der cfDNA im Liquor durchgefuhrt. Die restlichen 5 Patienten
konnten in die Analyse der Liquor-cfDNA-Menge nicht eingeschlossen werden,
da bei ihnen entweder keine ZNS-Beteiligung der Tumorerkrankung bestand
(cf021, cf024) oder keine Ergebnisse der Liquor-cfDNA-Quantifizierung vorlagen
(cf002, cf015, cf029). Abbildung 5 stellt diese Zuordnung als CONSORT-
Diagramm dar.

keine ZNS-Beteiligung der Tumor-
> erkrankung (cf021, cf024) N = 2

—» | keine Liquor-cfDNA-Quantifiizierung
durchgefiihrt/keine Ergebnisse
vorliegend (cf002, cf015, cf029) N =3

Abbildung 5: CONSORT-Diagramm mit Gesamtkollektiv (N = 30) und
Patientenkollektiv mit Liquor-cfDNA-Quantifizierung (N = 25)

Abkurzungen: cfDNA = zellfreie DNA, ZNS = zentrales Nervensystem.

Im Median betrug das Volumen der 25 Liquorproben 3,5 ml (Range 1,65 ml —
15,00 ml). In den Proben von 24 Patienten konnte cfDNA festgestellt werden
(96 %), bei einem Patienten lag keine cfDNA vor (4 %). Die mediane cfDNA-
Menge der Liquorproben betrug 12,9 ng (Range 0,0 ng-532,0 ng) mit einer
durchschnittlichen Fragmentlange von 176 bp (Range 128 bp-261 bp).

In Tabelle 5 am Ende des Kapitels 3.2 sind die jeweiligen cfDNA-Mengen der 25

Liquorproben mit den in Kapitel 3.2.1 analysierten Eigenschaften aufgefuhrt.
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3.2.1 Analyse der Liquor-cfDNA-Menge in Bezug auf klinische und proben-
bezogene Charakteristika

Die Menge an cfDNA wurde im Kontext der folgenden probenbezogenen und

klinischen Eigenschaften genauer betrachtet. Abbildung 6 gibt einen Uberblick

uber den medianen cfDNA-Gehalt hinsichtlich einiger im Folgenden untersuchten

klinischen Charakteristika.

Median gesamt | ] N=25Pat. 12,9
hirneigene Tumorerkrankungen N =12 Pat. 13,85
ZNS-Bet. nicht-hirneigener _
Tumorerkrankungen N =13 Pat. 12,7
ED der ZNS-Bet. N =14 Pat. 12,8
Rezidiv der ZNS-Bet. N=11Pat. 14,9

therapienaiv: s N = 11 Pat. 12,7
nicht therapienaiv* I N = 14 Pat. 17,15

Angrenzung an innere Liquorrdume N =17 Pat. 16,8
keine Angrenzung N =28 Pat. 8,4
Meningeosis neoplastica N=3Pat._207,5
keine Meningeosis neoplastica N =22 Pat. 11,75

Liquorpleozytose™ e N = 8 Pat. 18,1
keine Liquorpleozytose™™ mmmmm N = 13 Pat. 10,0

0 5 10 15 20 25 30 205 210
medianer cfDNA-Gehalt der Liquorproben (ng)

Abbildung 6: Ubersicht des medianen cfDNA-Gehalts hinsichtlich
klinischer Charakteristika (N = 25 Patienten)

Erlauterungen: *Vor Liquorentnahme keine Therapie speziell fir die ZNS-Beteiligung
durchgefiihrt. Bei zwei Patienten wurde allerdings zum Zeitpunkt der Liquorentnahme im Rahmen
der Therapie der Tumorgrunderkrankung eine Behandlung mit ZNS-gangiger und -wirksamer
Systemtherapie durchgefiihrt. **Liquorpleozytose ohne Vorliegen einer Meningeosis neoplastica.
Abkirzungen: ED = Erstdiagnose, Bet. = Beteiligung, cfDNA = zellfreie DNA, Pat = Patienten,
Rez = Rezidiv, ZNS = zentrales Nervensystem.
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Liquor-cfDNA-Menge und Volumen der Liguorproben

Die Liquorproben mit dem grofdten Volumen (cf009 und cf014 mit je 15 ml)
enthielten nicht gleichzeitig die hochsten cfDNA-Mengen. Die kleinstvolumige
Liquorprobe dieser Fallserie beinhaltete die dritthochste cfDNA-Menge (cf031 mit
1,65 ml und 207,5 ng cfDNA). Bei allen Proben 210 ml lag auch =210 ng cfDNA
vor (cf009, cf014, cf017, cf026, cf027, cf030), bei 2 davon =20 ng (cf017, cf026),
und viele der Proben <10 ml enthielten <10ng cfDNA (cf001, cf003, cf005, cf006,
cf007, cf011, cf012, cf013, cf018). Bei einigen Proben <10 ml konnten hdhere
cfDNA-Mengen von =20 ng gemessen werden (Range 20,0 ng-532,0 ng) (cf016,
cf019, cf025, cf028, cf031).

In Abbildung 7 ist der cfDNA-Gehalt im Verhaltnis zum Volumen der

Liquorproben dargestellt.

@ cf019, 532ng cfDNA
260 @ cf025

200 @ cf031 & ci028

cfDNA-Menge (ng
N
N
o

017
016 (‘ cf026 cf014
20 ¢ * cf009

o 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16
Volumen der Liquorproben (ml)

Abbildung 7: Ubersicht iiber cfDNA-Menge und Volumen der Liquorproben
(N = 25 Patienten)

Erlduterungen: grau = cfDNA-Menge <20ng, rot = cfDNA-Menge =20ng.
Abkirzungen: cfDNA = zellfreie DNA.
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Liquor-cfDNA-Menge und Diagnose

Bei hirneigenen Tumoren war im Median eine cfDNA-Menge von 13,85 ng
messbar (N = 12, Range 7,7 ng-204,5 ng) (cf003, cf011, cf012, cf013, cf017,
cf020, cf022, cf023, cf026, cf027, cf028, cf030). Dabei lag bei niedriggradigen
hirneigenen Tumoren eine mittlere cfDNA-Menge von 9,55 ng vor (N = 2, Range
9,1 ng-10,0 ng), bei héhergradigen waren es im Median 14,85 ng cfDNA (N =10,
Range 7,7 ng-204,5 ng).

Bei den ZNS-Beteiligungen solider Tumoren und dem ZNS-Lymphom betrug die
cfDNA-Menge im Median 12,7 ng pro Liquorprobe (N = 13, Range 0,0 ng —
532,0 ng) (cf001, cf004, cf005, cf006, cf007, cf009, cf010, cf014, cf016, cf018,
cf019, cf025, cf031).

Liquor-cfDNA-Menge und Mutationslast des Tumorgewebes

Patienten mit geringer Mutationslast des sequenzierten Tumorgewebes wiesen
eine hohere mediane cfDNA-Menge im Liquor auf als Patienten mit intermediarer
oder hoher Mutationslast (N = 11, Median 14,8 ng (Range 7,7 ng-207,5 ng) vs.
N = 6, Median 8,6 ng (Range 0,0 ng-204,5 ng)). Bei 8 Patienten bestand keine

Angabe zur Mutationslast.

Liquor-cfDNA-Menge und (Therapie-)Status der ZNS-Affektion
Bei Liquorproben, die zum Zeitpunkt der Erstdiagnose der ZNS-Beteiligung

entnommen wurden, lag die cfDNA-Menge im Median bei 12,8 ng (N = 14, Range
0,0 ng-261,8 ng). Im Fall der bei Rezidiv-Diagnose der ZNS-Beteiligung
entnommenen Liquorproben betrug die cfDNA-Menge im Median 14,9 ng (N =
11, Range 7,7 ng-532 ng).

Unter Berlcksichtigung des Therapiestatus der ZNS-Beteiligung zum Zeitpunkt
der Liquor-Entnahme (therapienaiv vs. vortherapiert) konnte bei therapienaiven
Patienten eine mediane cfDNA-Menge von 12,7 ng (N= 11, Range 5,0 ng-
261,8 ng) gemessen werden. Patienten mit bereits speziell fur die ZNS-
Beteiligung durchgeflhrten Therapien wiesen im Median 17,15 ng cfDNA in den
Liquorproben auf (N = 14, Range 0 ng-532 ng). (Eine genaue Ubersicht der
Vortherapien findet sich in Tabelle 3 am Ende von Kapitel 3.1.)
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Liquor-cfDNA-Menge und Schrankenstorung/Angrenzung der ZNS-Affektion an

die inneren Liquorraume

Bei Raumforderungen mit Schrankenstérung lag im Median 12,8 ng cfDNA pro
Liquorprobe vor (N = 24, Range 0,0 ng-532,0 ng). Ein Patient ohne Schranken-
stérung (cf027) wies 19,5 ng cfDNA in seiner Liquorprobe auf. Wenn der Tumor
bzw. die ZNS-Beteiligung an die inneren Liquorraume angrenzte, war im Median
eine doppelt so hohe cfDNA-Menge im Liquor messbar als ohne Angrenzung
(N =17, Median 16,8 ng (Range 7,7 ng-532 ng) vs. N = 8, Median 8,4 ng (Range
(0,0 ng-19,4 nQ)).

Liquor-cfDNA-Menge bei Meningeosis neoplastica und Liguorpleozytose

Bei Vorliegen einer Meningeosis neoplastica war eine deutlich erhdhte cfDNA-
Menge in der Liquorprobe zu beobachten (N = 3, Median 207,5 ng (Range
12,7 ng-532,0 ng) vs. N = 22, Median 11,75 ng (Range 0,0 ng-261,8 ng)), selbst
wenn das Volumen der Probe gering war (<5 ml bei ¢f010, cf019, cf031). Zwei
der drei héchsten cfDNA-Mengen dieser Fallserie stammten von Liquorproben
von Patienten mit Meningeosis carcinomatosa (cf019 mit 532,0 ng; cf031 mit
207,5 ng).

Auch Patienten ohne Meningeosis neoplastica, bei denen zum Zeitpunkt der
Liquor-Entnahme eine Liquorpleozytose bestand, wiesen im Median eine hohere
cfDNA-Menge auf als solche Patienten ohne Liquorpleozytose (N = 8, Median
18,1 ng (Range 7,7 ng-261,8 ng) vs. N = 13, Median 10,0 ng (Range 0 ng-
20,4 nQ)).

Tabelle 5: Ubersicht der hinsichtlich der cfDNA-Menge im Liquor analy-
sierten Charakteristika

Erlauterungen: + = ja/vorliegend, —= nein/nicht vorliegend, fettgedruckt = Minimal-/Maximal-
werte. Zur Ubersichtlichkeit sind die einzelnen Gliom-Diagnosen und Tumorgrunderkrankungen
bei ZNS-Beteiligung nicht individuell genannt.

* Keine Therapie speziell fur die ZNS-Beteiligung, aber zum Zeitpunkt der Liquorentnahme
Behandlung mit ZNS-gangiger und -wirksamer Systemtherapie im Rahmen der Therapie der
Tumorgrunderkrankung (Erlotinib 100 mg/Tag (cf005) bzw. Ipilimumab 235 mg und Nivolumab
80 mg (cf009)).

** Ergebnisse der Liquor-Zytologie und der klinischen Liquor-Untersuchung nicht bekannt, daher
eingeschrankt beurteilbar.

*** Schatzung der Mutationslast des sequenzierten Tumorgewebes: hoch (23,1 Mut/Mb)
intermediar (3,3-23,1 Mut/Mb), gering (<3,3 Mut/Mb).
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Abkurzungen:

Bet =

Beteiligung,

cfDNA =

zellfreie  DNA, ED=

Erstdiagnose,

ID =

Identifikationsnummer, k. A. = keine Angabe, MED = Median, Medullo = Medulloblastom, Rez =

Rezidiv/Progress, WHO = World Health Organisation (Tumorgrad), ZNS = zentrales
Nervensystem.
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cfo01 | 5,0 3,5 — | — | ZNS-Bet, hoch @ ED + +
cf003 | 8,4 300 |- | — | GliomWHO IV, gering | ED + - +
cf004 10,6 | 3,00 | — | — | ZNS-Bet, gering | ED + + +
cf005 8,4 3,00 — | — | ZNS-Bet, k.A. ED +* - +
cf006 | 7,7 2,00 — | — | ZNS-Bet, intermediar @ Rez — — +
cf007 | 9,5 2,80 — | + | ZNS-Bet, intermediar | ED + + +
cf009 | 16,8 15,00 - | + | ZNS-Bet, k.A. | ED +* + +
cf010 | 12,7 2,80 + | + | ZNS-Lymphom, k.A. | ED + + +
cfo11 | 7,7 2,50 — |+ | Gliom WHO IV, gering | Rez — + +
cfo12 9,8 2,60 — |+ | Gliom WHO IV, k.A.  Rez — — +
cf013 | 9,1 2,60 — | — | Meningeom WHO I, gering @ Rez — + +
cf014 | 19,4 15,00 - | + | ZNS-Bet, k.A.  Rez — — +
cf016 | 20,0 6,50 | — | — | ZNS-Bet, gering | ED — + +
cf017 | 29,3 11,00 | —  + | Gliom WHO lll, gering | Rez — + +
cf018 0,0 2,50 — ZNS-Bet, hoch @ ED — - +
cf019 | 532,0 | 5,00 + | — | ZNS-Bet, k.A. Rez — + +
cf020 @ 14,8 4,00 — | — | Gliom WHO IV, gering | ED + — +
cf022 1 12,9 7,50 — | — | Gliom WHO IV, gering | ED + + +
cf023 | 14,9 7,50 — | — | Gliom WHO IV, gering | Rez — + +
cf025  261,8 @ 3,50 — |+ | ZNS-Bet, k.A. | ED + + +
cf026 @ 20,4 12,00 | — - | Gliom WHO IV, intermediar @ Rez — + +
cf027 | 19,5 11,00 -  + | Medullo WHO IV, gering | ED + + —
cf028 | 204,5 | 8,00 ** | ** 1 Gliom WHO IV, intermediar @ ED + +
cf030 | 10,0 10,00 - | — | Gliom WHO II, k.A.  Rez — + +
cf031 | 207,5 | 1,65 + | + | ZNS-Bet, gering | Rez - + +
MED | 12,9 3,5

3.3 Auswertung der Gewebeproben

Insgesamt wurden die Sequenzierungs-Ergebnisse der Gewebeproben von 17

Patienten flr den spateren Abgleich von Gewebe-

und Ligquor-cfDNA-

Sequenzierung berucksichtigt (cf003, cf004, cf006, cf007, cf011, cf013, cf016,
cf017, cf018, cf020, cf022, cf023, cf026, cf027, cf028, cf030, cf031).

Die restlichen 13 Patienten konnten nicht eingeschlossen werden, da sie die

Einschlusskriterien nicht erfillten (kein sequenzierbares Gewebe verfugbar

(cf010, cf014), am vorliegenden Gewebe keine Sequenzierung durchgefuhrt
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(cf005, cf009, cf012, cf019, cf025), keine Liquor-Sequenzierung durchgefuhrt
(cf001, cf002, cf015, cf029), keine ZNS-Beteiligung der Tumorerkrankung
vorliegend (cf021, cf024)). Abbildung 8 stellt diese Zuordnung als CONSORT-
Diagramm dar. In Tabelle 6 (auf der nachsten Seite) sind die bertcksichtigten

sequenzierten Gewebeproben detailliert aufgefuhrt.

alle Tumorpatienten mit Liquorentnahme
und geplanter cfDNA-Untersuchung
N =30

| Patienten ohne sequenzierbares
¢ Gewebe (cf010, 14) N =2

v

Patienten mit sequenzierbarem Gewebe +
Liquorprobe N =28

keine Tumorgewebe-Sequenzierung
erfolgt (cf005, 9, 12, 19, 25) N =5

v

keine Liquor-Sequenzierung erfolgt
(cf001, 2,15, 29) N=4

v

v

keine ZNS-Beteiligung der
v Tumorerkrankung (cf021, 24) N = 2

Patienten mit ZNS-Beteiligung des
Tumors + Gewebe-Sequenzierung
+ Liquor-Sequenzierung N =17

v

Abgleich von somatischen und Keimbahn-
mutationen zwischen Tumorgewebe und
Liquor-cfDNA mdéglich N =17

Abbildung 8: CONSORT-Diagramm mit Gesamtkollektiv (N = 30) und Pa-
tientenkollektiv mit beruicksichtigter Gewebe- und Liquor-
cfDNA-Sequenzierung (N = 17)

Abkurzungen: cfDNA = zellfreie DNA, ZNS = zentrales Nervensystem.

3.3.1 Eigenschaften der berucksichtigten Gewebeproben

Bei 14 Patienten stammte das sequenzierte Gewebe aus dem ZNS:

11 Patienten mit hirneigenen Tumoren (7 GBM WHO |V (cf003, cf011, cf020,
cf022, cf023, cf026, cf028), 1 Meningeom WHO | (cf013), 1 Astrozytom WHO I
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(cf030), 1 Oligodendrogliom WHO Il (cf017), 1 Medulloblastom WHO [V (cf027))
sowie 3 Patienten mit ZNS-Metastasen (cf004, cf006, cf018). Bei 11/14 Patienten
erfolgte die Gewebeentnahme bei Erstdiagnose und von 2/14 Patienten bei
Rezidiv-Diagnose (cf013, cf017). Bei einem Patienten wurde sowohl bei
Erstdiagnose als auch von dem Rezidivtumor je eine Gewebeprobe sequenziert
(cfO11).

Bei 3 Patienten stammte die sequenzierte Gewebeprobe nicht aus dem ZNS:

In zwei Fallen wurden vor Erstdiagnose der ZNS-Beteiligung entnommene
Proben der Extra-ZNS-Primartumore sequenziert (cf031, cf016). Bei einem
Patienten wurde eine Extra-ZNS-Metastase sequenziert, die synchron zu der
Erstdiagnose der ZNS-Beteiligung entfernt wurde (cf007).

Die Informationen dieses Abschnitts sind in Tabelle 6 Ubersichtlich dargestellt.

Tabelle 6: Ubersicht der beriicksichtigten Gewebeproben von N = 17
Patienten

Abkirzungen: Bet = Beteiligung, BWK = Brustwirbelkdérper, Ca = Karzinom, ED = Erstdiagnose,
ID = Identifikationsnummer, GBM = Glioblastom WHO [V, Medullo = Medulloblastom, Met =
Metastase, Oligo = Oligodendrogliom, Rez = Rezidiv/Progress, WHO = World Health
Organization, ZNS = Zentrales Nervensystem.
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cf003 GBM - ED Primartumor ZNS bei ED
cf004 Prostata-Ca+ Met  — ED epidurale Met Hohe BWK 12 bei ED
cf006 Duodenal-Ca+ Met — Rez ZNS-Met bei ED
cfo07 Nierenzell-Ca+ — ED Met der aryepiglottischen Falte

Met (synchron zu ED der ZNS-Met entnommen)

cfO11 GBM — Rez 1. Probe: Primartumor ZNS bei ED

2. Probe: Rezidivtumor ZNS

Rez Rezidivtumor ZNS

ED Mammastanze bei ED des Ca
(vor ED der ZNS-Met entnommen)

cf013 Meningeom WHO |
cf016 Mamma-Ca+ Met

cf017 Oligo WHO il — Rez  Rezidivtumor ZNS

cf018 Melanom+ Met - ED ZNS-Met bei ED

cf020 GBM - ED Primartumor ZNS bei ED
cf022 GBM - ED Primartumor ZNS bei ED
cf023 GBM — Rez  Primartumor ZNS bei ED

cf026 GBM - Rez  Primartumor ZNS bei ED

58



- O -

(@] [T = o) ()

c
o 53 2q| 25| 8 -
¢ | 5% 8S|Z%E| 88 o R
L 2% od|Ns|ze B Ng§
[0} T m £ o O O = © > [CRE SR
o S b c 9| B3| <z © Q
© = (ORNO] n T n [0)
a oz Sc| 53 R =

N 5% 8 2

+ n 3 o )
cf027 Medullo WHO IV - ED Primartumor ZNS bei ED
cf028 GBM - ED Primartumor ZNS bei ED
cf030 Astrozytom WHO Il — Rez  Primartumor ZNS bei ED
cf031 Magen-Ca + Rez Magen-Ca bei dessen ED

(vor ED der ZNS-Beteiligung entnommen)

3.3.2 Ergebnisse der Gewebeproben-Sequenzierung

3.3.2.1 Punktmutationen (SNVs) in Gewebeproben

Im Median wiesen die berucksichtigten Gewebeproben 6 Punktmutationen
(SNVs) (Range 1-70) von 6 Genen (Range 1-50) pro Probe auf. Bei 3 Proben
waren einzelne Gene mehrfach punktmutiert (cf006, cf007, cf018). Eine
detaillierte Auflistung aller Punktmutationen in Gewebeproben befindet sich im
Anhang in Tabelle X1. Abbildung 9 zeigt die Anzahl der punktmutierten Gene pro
Gewebeprobe unter Berlcksichtigung der Art des jeweiligen Gewebes (ZNS-
Gewebe/Extra-ZNS-Gewebe).

Zu den am haufigsten bei verschiedenen Patienten im Gewebe punktmutierten
Genen zahlen TP53 (bei 7 Patienten), IDH1 und RYR1 (jeweils bei 4 Patienten)
sowie LRP1B, NF1, PIK3R1, PKHD1 und PTEN (jeweils bei 3 Patienten). Zu
einem Teil unterschieden sich die punktmutierten Gene nach Gewebeart (ZNS-
Gewebe vs. Extra-ZNS-Gewebe) und Diagnosegruppe (hirneigene Tumore vs.
solide Tumorerkrankungen mit ZNS-Beteiligung). Beispielsweise waren PTEN,
RYR1 und TPS53 die einzigen Gene, die sowohl in ZNS-Gewebeproben als auch
in Extra-ZNS-Gewebeproben mindestens einmal punktmutiert vorlagen. Im
Anhang sind in Tabellen X2 und X3 alle punktmutierten Gene der Gewebeproben
nach Gewebeart und Diagnosegruppe sortiert aufgefuhrt.

Einige Besonderheiten der SNVs in Gewebeproben sind im Folgenden genauer
beschrieben: Bei 3 Patienten konnte dieselbe IDH1-R132H-Mutation im Gewebe
festgestellt werden (cf017, cf020, cf023). Ein Patient (cf030) wies eine IDH1-
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R132C-Mutation auf. Auler bei dem IDH1-Gen traten keine identischen
Punktmutationen bei 22 Patienten auf.

Bei dem Patienten mit je einer Tumorgewebeproben von Erstdiagnose und
Rezidiv seines Glioblastoms WHO Grad IV (cf011) stimmten 3 SNVs zwischen
beiden Proben Uberein: eine RYR1-missense-Mutation, SSTR3-stop_gained-
Mutation und BRCA2-missense-Keimbahnmutation. Die Allelfrequenzen der
Mutationen des RYR1-Gens und SSTR3-Gens lagen im Rezidivtumor minimal
hdher als in der Tumorprobe bei Erstdiagnose (31,12 % vs. 27,96 % bzw.
42,61 % vs. 41,79 %). Die Allelfrequenz der BRCA2-Keimbahnmutation war in
beiden Proben ahnlich hoch (46,20 % vs. 48,40 %).

Eine Gewebevariante (C110RF30-frameshift-Mutation, Allelfrequenz: 36,98 %)

konnte nur in der Probe des Rezidivtumors nachgewiesen werden.

Gewebeprobe
der Patienten

cf003 jmm 3

cf004 wem 3

cf006 14
e 8

cf007
cf011 Probe ED mm 3
cf011 Probe Rez mmm 4
cf013 mm 3
cf016 m=m 4
cf017 s 8
cf018 I 50
cf020 === 6
cf022 mmm 4
cf023 mmm 6
cf026 m—— 7
cf027 mmmm 6
cf028 e g
cf030 f———— 9
cf031 m 1

0 10 20 30 40 50 60
Anzahl der mutierten Gene

Abbildung 9: Anzahl der mutierten Gene bei Gewebesequenzierung pro
Probe (N = 17 Patienten)
Erlauterungen: in blau = ZNS-Gewebe von hirneigenem Tumor, in rot = ZNS-Metastasengewebe

eines soliden Extra-ZNS-Primartumors, in orange = anderes Tumorgewebe bei Extra-ZNS-
Primartumor. Abklrzungen: ED = Erstdiagnose, Rez = Rezidiv, ZNS-Zentrales Nervensystem.
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3.3.2.2 Geschatzte Mutationslast der Gewebeproben

Im Median lag die geschatzte Mutationslast der Gewebeproben bei 2,6
Mutationen pro Megabase (Mut/Mb) (Range 0,1-46,1 Mut/Mb). Insgesamt 12
Gewebeproben wiesen eine geringe Mutationslast auf (<3,3 Mut/Mb), bei 4
Proben wurde sie als intermediar eingestuft (3,3-23,1 Mut/Mb). Bei einer Probe
(cf018) wurde eine hohe Mutationslast nachgewiesen (=23,1 Mut/Mb) und bei
einer anderen Gewebeprobe (cf030) konnte keine Mutationslast geschatzt
werden. Bei dem Patienten mit je einer Tumorgewebeprobe von Erstdiagnose
und Rezidiv seines Glioblastoms WHO Grad IV (cf011) wurde die Mutationslast
des Rezidivtumors hoher geschatzt als die der Tumorprobe bei Erstdiagnose
(1,6 Mut/Mb vs. 0,5 Mut/Mb). Sie wurde bei beiden Tumorproben als gering
eingestuft (<3,3 Mut/Mb).

Abbildung 10 gibt eine Ubersicht Uber die geschatzte Mutationslast der

Gewebeproben.

Gewebeprobe

der Patienten
cf003 1,0
cf004 | 2,1
cf006 1 11,1
cf007 mwmmm 4.2

cf011 Probe ED ¥ 0,5

cf011 Probe Rez 1,6
cf013 1,6
cf016 1,1
cf017 2,6
cf018
cf020
cf022
cf023
cf026
cf027
cf028
cf030
cf031 |

0 10 20 30 40 50
Anzahl der Mutationen pro Megabase
Abbildung 10: Geschatzte Mutationslast der Gewebeproben (N =17
Patienten)

Erlduterungen: lila = hoch (23,1 Mut/Mb), griin = intermediar (3,3—23,1 Mut/Mb), blau = gering
(<3,3 Mut/Mb). Abkirzungen: ED = Erstdiagnose, Rez = Rezidiv, Mut/Mb = Mutationen pro
Megabase.

46,1
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3.3.2.3 Struktur- und Kopienzahlvarianten (CNVs) in Gewebeproben

Die Gewebeproben von 14 Patienten konnten auf Kopienzahlvarianten (CNVs,
d.h. Amplifikationen und Deletionen) untersucht werden. In den Proben von 13
(92,9 %) Patienten wurden CNVs festgestellt:

Bei 9 Patienten lagen Amplifikationen vor (6 Patienten mit hirneigenem Tumor
und 3 Patienten mit ZNS-Beteiligung einer anderen Tumorerkrankung). Die
mediane Kopienanzahl betrug 4 (Range 3 bis >10 Kopien). Am haufigsten
betroffen war das Gen EGFR (bei 4 Patienten).

Die Proben von 10 Patienten wiesen Deletionen auf (6 Patienten mit hirneigenem
Tumor und 4 Patienten mit ZNS-Beteiligung einer anderen Tumorerkrankung).
Bei 6 Patienten entstand entweder durch homozygote Deletion oder durch die
Kombination aus heterozygoter Deletion des einen und Punktmutation des
anderen Allels ein homozygoter Verlust des jeweiligen Gens. Von Deletionen
betroffen waren zumeist die Gene CDKN2A und CDKN2B (bei je 5 Patienten)
sowie PTEN (bei 4 Patienten) und PIK3R1 (bei 3 Patienten).

Die Gewebeproben von 4 Patienten wurden auf das Vorhandensein von
Translokationen untersucht (cf004, cf011, cf023, cf031). Eine Gewebeprobe von
cf004 (Patient mit epiduraler Metastase bei Prostata-Karzinom) wies eine
Translokation im Gen TMPRSS2 auf.

Alle Struktur- und Kopienzahlvarianten der Gewebeproben sind im Anhang in den
Tabellen X4-X6 aufgelistet.

3.4 Ergebnisse der Liquor-cfDNA-Sequenzierung

Analog zur Auswertung der Gewebeproben (siehe Kapitel 3.3) wurden die Liquor-
cfDNA-Sequenzierungs-Ergebnisse von insgesamt 17 Patienten fur den
spateren Abgleich berucksichtigt.

Die Sequenzierung der Liquor-cfDNA erfolgte bei 14 Patienten auf Basis des
ONC.1-Panels (O, 81 Gene) und bei 3 Patienten auf Basis des TUM.4-Panels (T,
710 Gene). Es konnten lediglich Punktmutationen (SNVs) berucksichtigt werden.
Eine Ubersicht tiber die Zuordnung des jeweils verwendeten Liquor-Panels sowie

uber alle nachgewiesenen Liquor-cfDNA-Mutationen befindet sich in Tabelle 7.
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Die durchschnittliche Coverage der Liquor-Panel-Sequenzierung belief sich im
Median auf 547,36 (3,64-9431,48) mit einer medianen UR-Rate von 0,27 %
(0,00 %-98,19 %).

Insgesamt lag bei 16 von 17 Patienten cfDNA im Liquor vor (94 %), die mediane
Menge betrug 12,9 ng (Range 0,0 ng-207,5 ng). Bei 9 von 17 Patienten (52,9 %)
konnte in der Liquor-cfDNA jeweils mindestens eine Punktmutation festgestellt
werden. Die mediane cfDNA-Menge im Liquor dieser 9 Patienten betrug 14,9 ng
(Range 7,7 ng-207,5 ng), bei den 8 Patienten ohne Liquor-cfDNA-Mutations-
nachweis waren es im Median 10 ng (Range 0,0-20,4 ng).

Der Nachweis von Liquor-cfDNA-Mutationen gelang insgesamt bei 6 von 11
(54,5 %) untersuchten Patienten mit primarem Hirntumor (darunter 55,6 % (5/9)
der WHO Grad IlI-IV Tumore, 50 % (1/2) der WHO Grad Il Tumore), bei 5 der 11
Patienten nicht (Tumore mit WHO Grad I/IV). Daruber hinaus konnten bei 3 von
6 (50 %) untersuchten Patienten mit ZNS-Beteiligung eines soliden Tumors
Mutationen in der Liquor-cfDNA nachgewiesen werden. Weitere Ergebnisse sind
hinsichtlich verschiedener klinischer Eigenschaften gegliedert in Tabelle 8
aufgefuhrt.

Die mediane Allel-Frequenz der Liquor-cfDNA-Mutationen lag bei 31,08 %
(Range 4,56 %-80,92 %). Die haufigsten Liquor-cfDNA-Punktmutationen
betrafen die Gene TP53 (bei 4 Patienten: cf006, cf016, cf020, cf023) und IDH1
(bei 2 Patienten: cf023, cf030), wobei es sich in allen Fallen um unterschiedliche
Mutationssequenzen handelte. Die Gene NF1, PIK3R1, PTEN, BRAF, BRCA2,
MET, APC, ATM, ATRX, KIAA1549, KRAS, MED12, PIK3CA und XPC lagen bei
jeweils einem Patienten als Liquor-cfDNA-Mutation vor.

Zum Grol3teil unterschieden sich die in der Liquor-cfDNA mutierten Gene nach
Diagnose des Patienten: 9 Gene lagen ausschliellich bei Patienten mit
hirneigenem Tumor als Liquor-Variante vor, 6 ausschlie3lich bei Patienten mit
solider Tumorerkrankung und ZNS-Beteiligung. TP53 war als einziges Gen bei
beiden Diagnosegruppen in Liquor-cfDNA mutiert nachweisbar. In Tabelle 9 sind

die Gene nach diesen Gruppen getrennt aufgeflhrt.
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Tabelle 7: Ubersicht der nachgewiesenen Liquor-cfDNA-Mutationen (N =17
Patienten)

Erlauterungen: in blau = alle Patienten mit nachgewiesenen Liquor-cfDNA-Mutationen; in weil} =
alle Patienten ohne nachgewiesene Liquor-cfDNA-Mutationen, — = nicht vorliegend.
Abkurzungen: Bet. = Beteiligung, Ca = Karzinom, cfDNA = zellfreie DNA, ED = Erstdiagnose,
ID = Identifikationsnummer, GBM = Glioblastom WHO-Grad IV, KB = Keimbahnmutation,
Medullo = Medulloblastom, Met = Metastase, O = ONC.1-Panel, Rez = Rezidiv/Progress, T =
TUM.4-Panel, UR = underrepresented (Regionen mit Coverage <30), WHO = World Health
Organization, ZNS = Zentrales Nervensystem.
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cf003 | GBM ED ED o |- - |- - - - - -
cf004 | Prostata-Ca, epidurale | ED o |- - |- - - - - -
Met bei ED
cf006 | Duodenal-Ca, ZNS-Met | Rez | O | APC 5 | frameshift | p.E1550Kfs* | c.4648_4651d | 46,46 | 254 0,27
bei ED 14 elGAGA
cf006 | Duodenal-Ca, ZNS-Met | Rez | O | BRAF 7 missense | p.D594N c.1780G>A 72,58 | 372 0,27
bei ED
cf006 | Duodenal-Ca, ZNS-Met | Rez | O | KRAS 12 | missense | p.V14l c.40G>A 14,69 | 497 0,27
bei ED
cf006 | Duodenal-Ca, ZNS-Met | Rez | O | NF1 17 | frameshift | p.S2096Pfs* | c.6285_6297d | 75,21 | 476 0,27
bei ED 29 el
cf006 | Duodenal-Ca, ZNS-Met | Rez | O | PIK3CA 3 missense | p.E542K c.1624G>A 80,92 | 283 0,27
bei ED
cf006 | Duodenal-Ca, ZNS-Met | Rez | O | TP53 17 | frameshift | p.K292Efs*1 | c.872dupA 66,48 | 349 0,27
bei ED 4
cf007 | Nierenzell-Ca, extra- ED o |- - - - - - - -
ZNS-Met (synchron zu
ED ZNS-Met)
cf011 | GBM, 1. Probe: ED, 2. Rez | O [ BRCA2 13 | missense | p.N277K c.831T>G 57,70 | 440 0,11
Probe Rez (KB)
cf013 | Meningeom WHO IRez [ Rez | O | - - |- - - - - -
cf016 | Mamma-Ca bei ED ED O | TP53 17 | missense | p.R110P c.329G>C 72,16 | 589 0,21
(vor ED ZNS-Met)
cf017 | Oligodendrogliom WHO [ Rez | T | XPC (KB) | 3 missense | p.E755K C.2263G>A 44,90 | 1137 | 0,16
Ill Rez
cf018 | Melanom, ZNS-Met bei | ED o |- - |- - - - - -
ED
cf020 [ GBM ED ED O | TP53 17 | inframe p.H179_E18 | c.536_541del | 4,56 | 548 0,67
Odel ATGAGC
cf022 | GBM ED ED o |- - - - - - - -
cf023 [ GBM ED Rez | T | ATM 11 | missense | p.K2302T c.6905A>C 28,83 | 111 2,37
cf023 [ GBM ED Rez | T | ATRX X | frameshift | p.D1940Vfs* | c.5819_5822d | 24,49 | 98 2,37
elATAG
cf023 [ GBM ED Rez | T | IDH1 2 missense | p.R132H c.395G>A 24,30 | 107 2,37
cf023 [ GBM ED Rez | T | MED12 X | splice_reg | p.? c.100-8_100- | 9,21 76 2,37
ion 7insAGGA
cf023 [ GBM ED Rez | T | PIK3R1 5 | inframe p.F456_Q45 | ¢.1365_1370d | 10,00 | 50 2,37
7del elGTTTCA
cf023 [ GBM ED Rez | T | TP53 17 | missense | p.Y234D c.700T>G 33,33 | 63 2,37
cf026 | GBM ED Rez |0 |- - |- - - - - -
cf027 | Medullo WHO IV bei ED [0 |- - |- - - - - -
ED
cf028 [ GBM ED ED O | MET 7 missense | p.A5T c.13G>A 7,90 13288 | 0,00
cf028 [ GBM ED ED O | PTEN 10 | splice_reg | p.G165E c.494G>A 10,64 | 7809 | 0,00
ion
cf030 [ Astrozytom WHO ITED | Rez | O | IDH1 2 missense | p.R132C c.394C>T 17,76 | 1458 | 0,00
cf031 | Magen-Ca bei ED (vor | Rez | T | KIAA1549 | 7 missense | p.D1693G c.5078A>G 69,23 | 39 36,02
ED ZNS-Beteiligung)
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Tabelle 8: Aufgliederung der Patientenanzahl mit und ohne Nachweis von
Liquor-cfDNA-Mutationen hinsichtlich klinischer Eigenschaften

(N = 17 Patienten)

Erlauterungen: *Davon 12 Patienten mit Schrankenstérung, ein Patient ohne Schrankenstérung.
Abkurzungen: cfDNA = cell-free DNA, k. A. = keine Angabe, Mb = Megabase, Met = Metastasen,
Mut = Mutationen, ZNS = zentrales Nervensystem.

Patienten mit

Patienten ohne

gesamte | Nachweis von | Nachweis von
Patienten- | Mutationen in | Mutationen in
anzahl Liquor-cfDNA | Liquor-cfDNA
(N=9) (N=8)
Diagnosegruppe
Primarer Hirntumor N =11 6 (54,5 %) 5 (45,5 %)
ZNS-Met eines soliden Primartumors N=6 3 (50 %) 3 (50 %)
Mutationslast im Tumorgewebe
gering (< 3,3 Mut/Mb) N=11 6 (54,5 %) 5 (45,5 %)
intermediar (3,3 - 23,1 Mut/Mb) oder N=5 2 (40 %) 3 (60 %)
hoch (= 23,1 Mut/Mb)
k. A. N=1 1 (100 %) 0 (0 %)
Status der ZNS-Affektion
Erstdiagnose N=9 3 (33,3 %) 6 (66,6 %)
Rezidiv N=8 6 (75 %) 2 (25 %)
Therapiestatus der ZNS-Affektion
Therapienaiv N=6 1 (16,7 %) 5 (83,3 %)
Vortherapiert N=11 8 (72,7 %) 3 (27,3 %)
Schrankenstorung der ZNS-Beteiligung
Ja N =16 9 (56,2 %) 7 (43,8 %)
Nein N=1 0 (0 %) 1(100 %)
Angrenzung der ZNS-Beteiligung an innere
Liquorrdume
Ja* N=13 7 (53,8 %) 6 (46,2 %)
Nein N=4 2 (50 %) 2 (50 %)
Meningeosis neoplastica
Ja N=1 1 (100 %) 0 (0 %)
Nein N =16 8 (50 %) 8 (50 %)
Liquorpleozytose
Ja (ohne Meningeosis neoplastica) N=4 2 (50 %) 2 (50 %)
Ja (mit Meningeosis neoplastica) N=1 1 (100 %) 0 (0 %)
Nein N =11 5 (45,5 %) 6 (54,5 %)
k. A. N=1 1 (100 %) 0 (0 %)
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Tabelle 9: Ubersicht der in Liquor-cfDNA mutierten Gene geordnet nach
Diagnosegruppe der Patienten

Abkurzungen: ZNS = Zentrales Nervensystem

Gene, die ausschlieRlich bei Gene, die ausschlieRlich bei bei Gene, die bei beiden
Patienten mit hirneigenem Patienten mit solidem Tumor + Diagnosegruppen als
Tumor als Liquor-Variante ZNS-Beteiligung als Liquor- Liquor-Variante

nachgewiesen wurden Variante nachgewiesen wurden nachgewiesen wurden
ATM APC TP53
ATRX BRAF
BRCA2 KIAA1549
IDH1 KRAS
MED12 NF1
MET PIK3CA
PIK3R1
PTEN
XPC

3.5 Vergleich der Ergebnisse von Gewebe- und Liquor-cfDNA-Sequen-
zierung

Als letzter Schritt wurden die Ergebnisse von Gewebe- und Liquor-

Sequenzierung zusammengefugt.

Unter Kapitel 3.4 wurde bereits aufgeflhrt, bei wie vielen Patienten mindestens

eine Mutation in der Liquor-cfDNA nachgewiesen werden konnte.

In dem folgenden Abschnitt 3.5.1 wird nun detaillierter beschrieben, bei wie vielen

Patienten der Nachweis keiner, einiger oder aller Mutationen des Tumorgewebes

in der Liquor-cfDNA potentiell moglich und tatsachlich vorliegend war.

Danach werden in 3.5.2 die am haufigsten in Liquor-cfDNA nachgewiesenen

Tumormutationen analysiert und bezuglich klinischer Patientencharakteristika

betrachtet.

3.5.1 Analyse des potentiellen und tatsachlichen Nachweises von
Tumorgewebe-Mutationen in Liquor-cfDNA

Die folgende Gliederung der Sequenzierungs-Ergebnisse ist in einem

CONSORT-Diagramm (Abb. 11) grafisch dargestellt.
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Abgleich von somatischen und Keimbahn-
mutationen zwischen Tumorgewebe und
Liquor-cfDNA moglich N =17

v v
Gewebe TUM .4 Gewebe TUM.4
+ Liquor TUM.4 N=3 + Liquor ONC.1 N =14 keine Gewebe-
> mutation mit
v ONC.1
Gewebemutationen abgedeclit
zum Teil mit ONC.1 (cf003) N =1
abgedeckt N=13
Gruppe 2d)
v v l i
alle nachweis- manche der alle nachweis- manche der keine der
baren nachweis- baren nachweis- nachweis-
Gewebe-Mut. baren Gewebe-Mut. baren baren Gew.-
im Liquor Gewebe-Mut. im Liquor Gewebe-Mut. Mut. im Liquor
vorliegend im Liquor vorliegend im Liquor vorliegend
(cf023, 31) vorliegend (cfo06, 11, 16) vorliegend (cfo04, 7, 13,
N=2 (cf017) N=3 (cf020, 28, 30) 18 ,22, 26, 27)
N=1 N=3 N=7
Gruppe 1a) 1b) Gruppe 2a) 2b) 2c)

Abbildung 11: Ubersicht der Patienten mit potentiellem und tatsichlichem
Nachweis von Tumorgewebe-Mutationen in Liquor-cfDNA
(N = 17 Patienten)

Abkirzungen: cfDNA = zellfreie DNA, Gew = Gewebe, Mut = Mutationen.

Da fiur die Liquor-cfDNA-Sequenzierung zwei verschiedene Panels verwendet
wurden (siehe Kapitel 3.4), ergaben sich zwei Patientengruppen: In Gruppe 1
wurde dafir das TUM.4-Panel genutzt (cf017, cf023, cf031) in Gruppe 2 das
ONC.1-Panel (cf003, cf004, cf006, cf007, cf011, cf013, cf016, cf018, cf020,
cf022, cf026, cf027, cf028, cf030).

Die potentielle Nachweismdglichkeit einer Tumorgewebe-Punktmutation als
Liquor-cfDNA-Mutation bestand dann, wenn das entsprechende Gen durch das
Liquor-Panel des jeweiligen Patienten untersucht wurde. Insgesamt war auf
diese Weise bei 16 Patienten die potentielle Moglichkeit eines Nachweises

mindestens einer Tumorgewebe-Punktmutation in der Liquor-cfDNA gegeben:
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Bei 2 Patienten der TUM.4-Gruppe (cf023, cf031) und 3 Patienten der ONC.1-
Gruppe (cf006, cf011, cf016) konnten alle Tumorgewebe-Punktmutationen mit
potentieller Nachweismoglichkeit im Liquor tatsachlich als Liquor-cfDNA-
Mutationen nachgewiesen werden. In Abb. 11 entsprechen diese Patienten der

Untergruppe a).

Bei einem Patienten der TUM.4-Gruppe (cf017) und 3 Patienten der ONC.1-
Gruppe (cf020, cf028, cf030) konnten lediglich manche der Tumorgewebe-
Punktmutationen mit potentieller Nachweismdglichkeit im Liquor tatsachlich als
Liquor-cfDNA-Mutationen nachgewiesen werden. In Abb. 11 entsprechen diese
Patienten der Untergruppe b).

Auffallig war, dass teilweise bei demselben Patienten eine Gewebe-Mutation mit
geringer Novel Allelfrequenz (NAF) in der Liquor-cfDNA als Mutation
nachgewiesen wurde, wahrend zugleich eine andere Gewebe-Mutation mit
hdherer NAF nicht als Liquor-cfDNA-Mutation vorlag. So verhielt es sich
beispielsweise bei dem Patienten cf030: Die IDH1-Mutation (Gewebe-NAF
17,86 %) konnte in der Liquor-cfDNA festgestellt werden, nicht aber die TP53-
Mutation (Gewebe-NAF 91,30 %).

Bei 7 Patienten der ONC.1-Gruppe konnte keine der Tumorgewebe-
Punktmutationen mit potentieller Nachweismoglichkeit im Liquor tatsachlich als
Liquor-cfDNA-Mutationen nachgewiesen werden (cf004, cf007, cf013, cf018,
cf022, cf026, cf027). In Abb. 11 entsprechen diese Patienten der Untergruppe c).

Bei einem Patienten der ONC.1-Gruppe bestand fur keine Tumorgewebe-
Punktmutation die potentielle Nachweismaoglichkeit in der Liquor-cfDNA (cf003).
In Abb. 11 entspricht dieser Patient der Untergruppe d).

In Tabelle X7 im Anhang sind alle potentiell und tatsachlich in Liquor-cfDNA
nachweisbaren Tumorgewebepunktmutationen nach obiger Gruppierung
aufgelistet. Abbildung 12 (auf der nachsten Seite) stellt die Mutationen unter
Angabe des Mutationstyps und der Diagnosegruppe des jeweiligen Patienten zur

Ubersicht grafisch da.
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Abbildung 12: Ubersicht der potentiell in Liquor-cfDNA nachweisbaren
Tumorgewebe-Mutationen, sortiert nach Gruppen 1a)-2d)

(N = 17 Patienten)

Abkirzungen: cfDNA = cell-free DNA, ED = Erstdiagnose, ID = Identifikationsnummer, KB =

Keimbahnmutation, Rez = Rezidiv, ZNS = zentrales Nervensystem.

3.5.2 Analyse der am haufigsten in Liquor-cfDNA potentiell nachweisbaren

Tumorgewebemutationen beziglich klinischer Charakteristika

8 Gene waren bei mindestens zwei oder mehr Patienten im Tumorgewebe

mutiert und durch Panel-Kompatibilitat potentiell als Liquor-cfDNA-Mutationen
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nachweisbar. Dies waren (in absteigender Haufigkeit) TP53, IDH1, NF1, PIK3R1,
PTEN, BRAF, BRCA2 und MET. Jedes dieser Gene konnte bei mindestens
einem Patienten als Liquor-cfDNA-Mutation nachgewiesen werden, bei
mindestens einem anderen Patienten nicht (siehe Abb. 13). Daher waren diese
8 Gene besonders geeignet, um klinische Charakteristika der Patienten mit und

ohne Mutationsnachweis in der Liquor-cfDNA gegenuberzustellen.

Zum Uberblick sind die Genmutationen mit und ohne Nachweis in der Liquor-
cfDNA unter Angabe klinischer Patienteneigenschaften in Tabelle 10 am Ende

des Kapitels 3.5 getrennt und farblich markiert aufgefuhrt.

Patientenzahl

3 1 1 1
1 1 1

TP53 IDH1 NF1 PIK3R1 PTEN BRAF BRCA2 MET
Nachweis als Liquor-cfDNA-Mutation mkein Nachweis als Liquor-cfDNA-Mutation

O =~ N WO & OO0 O N ©©

Gen

Abbildung 13: Ubersicht der Gene mit der hiufigsten potentiellen Nach-
weisbarkeit als Liquor-cfDNA-Mutation (N = 17 Patienten)

Erlduterungen: Aufgefuhrt ist die Patientenzahl mit Gewebe-Mutation des Gens und
Untersuchung des Gens in der Liquor-cfDNA-Sequenzierung.
Abkurzungen: cfDNA = zellfreie DNA.

Liquor-cfDNA-Mutationsnachweis und cfDNA-Gehalt

Anhand dieser Fallserie zeigte sich kein linearer Zusammenhang zwischen der
Hohe des cfDNA-Gehalts einer Liquorprobe und der Nachweisbarkeit von Liquor-
cfDNA-Mutationen. In der Gruppe ohne Liquor-cfDNA-Mutationsnachweis war

die cfDNA-Menge ofter hoher (220 ng) als in der Gruppe mit Liquor-cfDNA-
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Mutationsnachweis (6 von 15 Fallen vs. 3 von 12 Fallen, rot markiert in Tab. 10).
Beispielsweise konnte eine BRAF-Mutation bei einem Patienten mit 7,7 ng
cfDNA-Menge als Liquor-cfDNA-Mutation festgestellt werden (cf006), wahrend
sie bei einem Patienten mit 204,5 ng cfDNA nicht vorlag (cf028). Ebenso konnte
eine IDH1-Mutation in einer Liquor-cfDNA Probe mit 10,0 ng cfDNA-Gehalt
nachgewiesen werden (cf030), in einer anderen Liquor-cfDNA-Probe mit 29,3 ng
cfDNA-Gehalt nicht (cf017).

Liquor-cfDNA-Mutationsnachweis und Diagnose

Sowohl in der Gruppe ohne Liquor-cfDNA-Mutationsnachweis als auch in der
Gruppe mit Liquor-cfDNA-Mutationsnachweis befanden sich Liquorproben von
Gliom-Patienten (WHO Grad II-1V) und von Patienten mit ZNS-Metastasierung
eines soliden Primartumors.

Mutationen der Gene TP53, NF1, PTEN, BRAF und MET, die in Gewebeproben
beider Diagnosegruppen vorlagen (siehe Anhang-Tabelle X3), ergaben ein
gemischtes Bild:

PTEN und MET konnten nur bei einem Gliom-Patienten im Liquor als Mutation
nachgewiesen werden (cf028), nicht aber bei den Patienten mit ZNS-Metastasen
(PTEN bei cf007 und cf018, MET bei cf018). Bei BRAF verhielt es sich anders
herum: Bei einem Patienten mit ZNS-Metastase gelang der Liquor-Nachweis
(cf006), bei einem Gliom-Patienten nicht (cf028). TP53 konnte als Liquor-cfDNA-
Mutation bei zwei ZNS-Metastasen-Patienten (cf006, cf016) und 2 Gliom-
Patienten nachgewiesen werden (cf020, f023), bei 3 anderen Gliom-Patienten
nicht (cf022, cf026, cf030). NF1 lag bei einem ZNS-Metastasen-Patienten in der
Liquor-cfDNA als Mutation vor (cf006), bei einem anderen ZNS-Metastasen-

Patienten und einem Gliom-Patienten nicht (cf018, cf026).

Bei Mutationen, die ausschliefdlich in den Gewebeproben von Gliom-Patienten
auftraten (IDH1, PIK3R1 und BRCAZ2 (siehe Kapitel 3.3.2/Anhang-Tabelle X3)),
gelang der Nachweis in Liquor-cfDNA bei etwa der Halfte der Patienten (IDH1
bei cf023 und cf030, PIK3R1 bei cf023, BRCA2 bei cf011), bei der anderen Halfte
nicht (IDH1 bei cf017 und cf020, PIK3R1 bei cf020 und cf026, BRCAZ2 bei cf017).
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Liquor-cfDNA-Mutationsnachweis und Mutationslast des Tumorgewebes

Von den 12 Gewebemutationen mit Nachweis in der Liquor-cfDNA (orange
markiert in Tabelle 10) handelte es sich in 5 Fallen um Tumorgewebe mit
intermediarer Mutationslast, in 6 Fallen mit geringer Mutationslast. In einem Fall
bestand keine Angabe zur Mutationslast.

Von den 15 hier betrachteten Gewebemutationen ohne Nachweis in der Liquor-
cfDNA (blau markiert in Tabelle 10) lag in 9 Fallen eine intermediare oder hohe
Mutationslast im sequenzierten Tumorgewebe vor, in 5 Fallen eine geringe

Mutationslast. In einem Fall bestand keine Angabe zur Mutationslast.

Liquor-cfDNA-Mutationsnachweis und (Therapie-) Status der ZNS-Affektion

Von den 12 hier betrachteten Gewebemutationen mit Nachweis in der Liquor-

cfDNA (orange markiert in Tabelle 10) lag in 8 Fallen eine Rezidiv-Diagnose der
ZNS-Beteiligung vor. In allen 8 Fallen waren die Patienten bereits speziell fur die
ZNS-Affektion vortherapiert. Bei den 4 anderen Mutationen handelte es sich um
Patienten mit Erstdiagnose der ZNS-Beteiligung (3 von 4 bei Patienten mit bereits
begonnener Therapie speziell fur die ZNS-Affektion, 1 von 4 bei einem
therapienaiven Patienten (cf020)).

Analog dazu lag von den 15 hier betrachteten Gewebemutationen ohne
Nachweis in der Liquor-cfDNA (blau markiert in Tabelle 10) in 6 Fallen eine
Rezidiv-Diagnose der ZNS-Beteiligung vor (alle 6 vortherapiert), in 9 Fallen eine
Erstdiagnose. Dabei handelte es sich bei 5 der Erstdiagnose-Falle um

therapienaive Patienten, bei 4 Fallen um bereits therapierte Patienten.

Liquor-cfDNA-Mutationsnachweis und Schrankenstorung/ Angrenzung der ZNS-

Affektion an die inneren Liquorrdume

Alle Patienten mit Gewebe-Mutationen der 8 untersuchten Gene (mit und ohne
Liquor-cfDNA-Mutationsnachweis) wiesen zum Zeitpunkt der Liquor-Entnahme
eine Schrankenstérung auf.

Der Nachweis von Liquor-cfDNA-Mutationen gelang sowohl bei Patienten mit

also auch ohne Angrenzung der ZNS-Affektion an die inneren Liquorraume.
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Bei den Genen NF1, BRAF und TP53 wurde jeweils bei mindestens einem
Patienten ohne Angrenzung eine Liquor-cfDNA-Mutation nachgewiesen (NF1
und BRAF: cf006, TP53: cf006 + cf020). In einigen anderen Fallen (z. B. TP53:
cf016) war eine Liquor-cfDNA-Mutation bei Patienten mit Angrenzung
festzustellen.

Gleichzeitig blieb sowohl bei Patienten mit als auch ohne Angrenzung der ZNS-
Affektion an die inneren Liquorraume in einigen Fallen der Nachweis einer
Liquor-cfDNA-Mutation aus: Bei den Genen IDH1, PIK3R1, PTEN und BRCA2
konnte in der Liquor-cfDNA von mindestens einem Patienten mit Angrenzung
keine Mutation nachgewiesen werden (IDH1 und BRCAZ2: cf017, PIK3R1: cf026,
PTEN: cf007), ebenso wie bei einigen Patienten ohne Angrenzung (IDH1 und
PIK3R1: cf020, PTEN: cf018).

Liquor-cfDNA-Mutationsnachweises bei Meningeosis neoplastica und Liquor-

pleozytose
Keiner der in diesem Teil betrachteten Patienten wies zum Zeitpunkt der Liquor-

Entnahme eine Meningeosis neoplastica auf.

Von den 15 hier betrachteten Gewebemutationen ohne Nachweis in der Liquor-
cfDNA (blau markiert in Tab. 10) lag in 4 Fallen eine Liquorpleozytose vor,

von den 12 Gewebemutationen mit Nachweis in der Liquor-cfDNA (orange
markiertin Tab. 10) lediglich in einem Fall (BRCA2-Keimbahnmutation bei cf011).

Liquor-cfDNA-Mutationsnachweis und Allel-Frequenz der Gewebemutationen

Tumormutationen mit bzw. ohne Liquor-cfDNA-Mutationsnachweis wiesen unter-
schiedlich hohe Allel-Frequenzen im Gewebe auf (siehe Abb. 14): Die Halfte der
Mutationen mit Nachweis in Liquor-cfDNA kam im Tumorgewebe mit einer Allel-
Frequenz >50 % vor (6 von 12 Mutationen, grine Schrift in Tabelle 10). Bei
Mutationen ohne Nachweis in Liquor-cfDNA war dies bei 20 % der Fall (3 von 15
Mutationen, grine Schrift in Tabelle 10).

Die mediane Allel-Frequenz der Gewebe-Mutationen der analysierten Gene lag
bei Patienten mit Liquor-cfDNA-Mutationsnachweis bei 54,53 % (Range 7,58 %-
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94,00 %), bei den Gewebe-Mutationen ohne Liquor-cfDNA-Mutations-Nachweis
bei 33,99 % (Range 5,11 %-91,30 %).

Gleichzeitig konnten in Einzelfallen Mutationen mit geringer Gewebe-
Allelfrequenz in Liquor-cfDNA als Mutation nachgewiesen werden (z. B. cf028:
MET-Mutation mit Gewebe-Allelfrequenz 7,58 %) und solche mit hoher Gewebe-
Allelfrequenz nicht (z. B. c¢f030: TP53-Mutation mit Gewebe-Allelfrequenz
91,30 %).
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Abbildung 14: Allel-Frequenzen der Gewebemutationen! mit und ohne
Nachweis als Liquor-cfDNA-Mutation

Erlauterungen: 'Aufgelistet sind die am haufigsten in Liquor-cfDNA potentiell nachweisbaren
Tumorgewebemutationen des untersuchten Kollektivs. * Keimbahnmutation bei cf011. Von
Patient cf011 wird hier nur die Rezidiv-Gewebeprobe aufgefiihrt, da nur zum Zeitpunkt der
Rezidiv-Diagnose eine Liquor-Entnahme erfolgte. ** zwei Mutationen in diesem Gen bei cf007.
Legende: in orange = alle Mutationen mit Nachweis in Liquor-cfDNA, in blau = alle Mutationen
ohne Nachweis in Liquor-cfDNA; kraftig gefarbt = Allel-Frequenzen >50 %, blass gefarbt = Allel-
Frequenzen <50 %.

Abkurzungen: cfDNA = zellfreie DNA.
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Tabelle 10: Gewebemutationen* mit und ohne Nachweis in Liquor-cfDNA

Erlauterungen: * Aufgelistet sind die am haufigsten in Liquor-cfDNA potentiell nachweisbaren
Tumormutationen des untersuchten Kollektivs. ** Von cf011 wird hier nur die Rezidiv-Gewebeprobe
aufgeflihrt, da nur zum Zeitpunkt der Rezidiv-Diagnose eine Liquorentnahme erfolgte. *** Zur Berechnung
wurden von cf007 beide aufgefiihrten Mutationen (frameshift/missense) einbezogen. 'innere Liquorraume.
Legende: + = ja/vorliegend, — = nein/nicht vorliegend, rot = cfDNA-Mengen =20 ng. grin = Gewebe-
Allelfrequenz >50 %. T = hohe Mutationslast (=23,1 Mut/Mb), < = intermediare Mutationslast (3,3-
23,1 Mut/Mb), | = geringe Mutationslast (<3,3 Mut/Mb).

Abkirzungen: cfDNA = cell-free DNA, ED = Erstdiagnose, ID = Identifikationsnummer, k. A. = keine Angabe,
KB = Keimbahnmutation, Med = Median, Met = Metastase, Mut = Mutation, Rez = Rezidiv/Progress, ZNS =
zentrales Nervensystem.
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1) Gewebemutationen* mit Nachweis in Liquor-cfDNA
TP53 cf006 | ZNS-Met | Rez | — - - + |- |77 86,11 d
cf016 | ZNS-Met |ED | - - - + [+ | 20,0 |62,86 !
cf020 | Gliom (V) | ED + — - + |- [ 14,8 ]6929 !
cf023 | Gliom (IV) | Rez | — - - + [+ | 149 |82,99 !
IDH1 cf023 | Gliom (IV) | Rez | — - — + |+ | 14,9 | 26,57 !
cf030 | Gliom (Il) | Rez | — - - + |+ |10,0 | 17,86 k. A.
NF1 cf006 | ZNS-Met | Rez | — - - + |- |77 71,43 g
PIK3R1 | cf023 | Gliom (IV) | Rez | — - — + |+ | 149 | 31,85 !
PTEN cf028 | Gliom (IV) | ED | — kA | KA |+ |+ | 2045 | 43,46 A
BRAF | cf006 | ZNS-Met | Rez | — - - + |- |77 94,00 g
BRCA2 | cf011 | Gliom (IV) | Rez | — - + + |+ |77 46,20** 1!
KB
MET cf028 | Gliom (IV) | ED | — kA |KA |+ |+ | 2045 | 7,58 A
Med 149 | 54,53
2) Gewebemutationen* ohne Nachweis in Liquor-cfDNA
TP53 cf022 | Gliom (IV) | ED + — - + |+ [ 12,9 |7986 !
cf026 | Gliom (IV) | Rez | — - - + [+ |204 | 20,73 g
cf030 | Gliom (Il) | Rez | — - - + [+ 10,0 |91,30 k. A.
IDH1 cf017 | Gliom (lll) | Rez | — — + + |+ | 293 |46,18 !
cf020 | Gliom (IV) | ED + - - + |- | 14,8 | 39,21 !
NF1 cf018 | ZNS-Met |ED | - - - + |- (00 34,58 1
cf026 | Gliom (IV) | Rez | — - - + [+ 1204 | 11,96 g
PIK3R1 | cf020 | Gliom (IV) | ED + - - + |- | 14,8 | 39,93 !
cf026 | Gliom (IV) | Rez | — - - + |+ |204 |10,87 g
PTEN cf007 | ZNS-Met | ED + - + + |+ |95 frameshift: | <
25,18
cf007 | ZNS-Met | ED + - + + |+ |95 missense: | <
26,60
cf018 | ZNS-Met |ED | - - - + |- 100 52,04 1
BRAF | cf028 | Gliom (IV) | ED | — kA | KA |+ |+ | 204,5 | 6,20 g
BRCA2 | cf017 | Gliom (lll) | Rez | — — + + |+ 1293 |511 !
MET cf018 | ZNS-Met |ED | - - — + |- 100 33,99 1
Med*** 14,8 | 33,99

75



4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Krebs im ZNS hat noch immer eine infauste Prognose (Robert Koch-Institut 2019,
Noone 2018). Zur genauen Diagnose und bestmdoglichen individuellen Therapie
bedarf es der Kenntnis von molekulargenetischen Eigenschaften des Tumors/
der Metastase (Schwarzenbach et al. 2011, Tan und Lynch 2013, Olar und
Aldape 2014). Die Durchfuhrung einer Gewebebiopsie des ZNS ist jedoch
teilweise mit erheblichen Risiken verbunden (McGirt et al. 2005, Shankar et al.
2017). Die ,liquid biopsy“, d.h. die Analyse von Tumor-Nukleinsauren aus
Korperflissigkeiten, bietet in diesem Kontext eine weniger invasive Alternative.
Ein mdgliches Medium der liquid biopsy ist die zellfreie DNA (cfDNA). Sie stammt
von schnell proliferierenden, apoptotischen und nekrotischen Zellen (Stroun et
al. 2000). Bei Krebspatienten entspricht die circulating tumor DNA (ctDNA) dem

Teil der cfDNA, der aus Tumorzellen hervorgeht (Nevel et al. 2018).

In dieser Studie wurde cfDNA aus Liquor bei Patienten mit verschiedenen ZNS-
Neoplasien quantifiziert, sequenziert und mit den Ergebnissen der
Gewebesequenzierung verglichen.

Uber 90 % der gemessenen Liquorproben enthielten cfDNA, bei 9 von 17
Patienten (52,9 %) konnten Mutationen des Tumorgewebes in der Liquor-cfDNA
nachgewiesen werden.

Anhand der Patienten dieser Fallserie wurden einige bedeutsame klinische
Merkmale mit Blick auf den cfDNA-Gehalt im Liquor und die Nachweisbarkeit von

Liquor-cfDNA-Mutationen untersucht.

Der cfDNA-Gehalt der Liquorproben lag im Median bei 12,9 ng (N = 25, Range
0,0 ng—532,0 ng/ N =17, Range 0,0 ng — 207,5 ng) und unterschied sich nicht
wesentlich zwischen primaren (hirneigenen) Tumoren und ZNS-Metastasen/
ZNS-Lymphom (N = 12, Median 13,85 ng vs. N = 13, Median 12,7 ng). Eine
deutlich hohere cfDNA-Menge wiesen Patienten mit Meningeosis neoplastica auf
(N = 3, Median 207,5 ng). Der cfDNA-Gehalt war bei hdhergradigen hirneigenen

Tumoren etwas hdher als bei niedriggradigen (N = 10, Median 14,85 ng vs. N =
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2, Median 9,55 ng) und insgesamt bei Rezidiv-Patienten etwas hdéher als bei
Patienten mit Erstdiagnose ihrer ZNS-Beteiligung (N = 11, Median 14,9 ng vs.
N = 14, Median 12,8 ng). Patienten, die bereits eine Therapie speziell fur die
ZNS-Beteiligung erhalten hatten (alle Rezidiv-Patienten sowie drei Erstdiagnose-
Patienten), wiesen eine hohere cfDNA-Menge auf als therapienaive Patienten
(N = 14, Median 17,15 ng vs. N = 11, Median 12,7 ng). Ebenfalls erhéht war die
cfDNA-Menge bei Tumoren und Metastasen mit direkter Angrenzung an die
inneren Liquorraume (N = 17, Median 16,8 ng vs. N = 8, Median 8,4 ng) sowie
bei Vorliegen einer Liquorpleozytose (N = 8, Median 18,1 ng vs. N = 13, Median
10,0 ng).

Bei 9 von 17 (52,9 %) untersuchten Patienten mit ZNS-Beteiligung ihrer
Tumorerkrankung konnten Punktmutationen (SNVs) des sequenzierten
Tumorgewebes in der Liquor-cfDNA nachgewiesen werden. Darunter befanden
sich 54,5 % der Patienten mit primarem Hirntumor (6/11, niedrig- und
hochgradige Tumore) und 50 % der Patienten mit ZNS-Metastasen eines soliden
Tumors (3/6, darunter ein Patient mit Meningeosis carcinomatosa). Der mediane
cfDNA-Gehalt dieser 9/17 Patienten lag mit 14,9 ng (Range 7,7 — 207,5 ng) etwas
hoéher als bei den 8/17 Patienten ohne Liquor-cfDNA-Mutationsnachweis (Median
10 ng, Range 0,0 — 20,4 ng). Der Nachweis von Liquor-cfDNA-Mutationen gelang
bei einem kleineren Anteil der erstdiagnostizierten Patienten (33,3 %) bzw. der
therapienaiven Patienten (16,7 %) und bei einem grof3eren Anteil der Rezidive
(75 %) bzw. ZNS-spezifisch vortherapierten Patienten (72,7 %). Es konnten etwa
gleich haufig Liquor-cfDNA-Mutationen festgestellt werden bei Patienten mit an
die inneren Liquorrdume angrenzender bzw. nicht angrenzender ZNS-
Beteiligung (7 von 13 (53,8 %), 2 von 4 (50 %)) sowie bei Patienten mit bzw. ohne
Liquorpleozytose (2 von 4 (50 %), 5 von 11 (45,5 %)). Bei Tumoren/Metastasen
mit intermediarer oder hoher Gewebe-Mutationslast gelang der Nachweis von
Liquor-cfDNA-Mutationen nicht ofter als bei solchen mit geringer Gewebe-
Mutationslast (2 von 5 (40 %) vs. 6 von 11 (54,5 %)).

Diese Tendenzen spiegelten sich ebenfalls im letzten Teil bei der Analyse der 8

Gene mit der haufigsten potentiellen Nachweisbarkeit als Liquor-cfDNA-Mutation
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wider (TP53, IDH1, NF1, PIK3R1, PTEN, BRAF, BRCA2 und MET). Zusatzlich
fiel dabei auf, dass die Tumormutationen mit positivem Liquor-cfDNA-Nachweis
ofter eine Novel Allelfrequenz (NAF) >50 % im Gewebe aufwiesen als die ohne
Liquor-cfDNA-Nachweis (6 von 12 vs. 3 von 15).

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Die bisher durchgefuhrten Studien zu ,liquid biopsy“ aus Liquor-cfDNA bei
Patienten mit ZNS-Beteiligung ihrer Tumorerkrankung unterscheiden sich oft in
ihren Methoden und gehen daher mit Ergebnisdifferenzen hinsichtlich des
durchschnittlichen cfDNA-Gehalts, des ctDNA-Anteils der cfDNA und der
Nachweisbarkeit von Tumormutationen darin einher (Bertero et al. 2019). Der
Anteil an Patienten mit Mutationsnachweis in der Liquor-cfDNA schwankt
zwischen 0 % bzw. 33 % (0/3 bzw. 1/3) (Connolly et al. 2017), 49 % (42/85)
(Miller et al. 2019), 55 % (6/11) (Momtaz et al. 2016), 59 % (26/44) (Pentsova et
al. 2016), 74 % (26/35) (Wang et al. 2015), 74 % (20/27) (von Baumgarten et al.
2020), 83 % (47/57) (Pan et al. 2019a), 86 % (6/7) (Pan et al. 2015), 100 %
(12/12) (De Mattos-Arruda et al. 2015) und 100 % (26/26) (Li et al. 2018), sodass
sich unsere Ergebnisse (52,9 % (9/17) Patienten mit Liquor-cfDNA-
Mutationsnachweis) etwa im unteren Mittelfeld einordnen lassen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse hinsichtlich einiger klinischer Aspekte

diskutiert und in die aktuelle Literatur eingeordnet.

4.2.1 Diskussion der in dieser Studie untersuchten klinischen Aspekte als
potentielle Einflussfaktoren der Liquor-cfDNA

Diagnoseentitat: primarer Hirntumor vs. ZNS-Metastasen solider Tumore

Die Anteile an Patienten mit Liquor-cfDNA-Mutationsnachweis lagen bei uns bei
primaren Hirntumoren (6/11, 54,5 %) vergleichbar hoch wie bei Patienten mit
ZNS-Metastasen eines soliden Tumors (3/6, 50 %, vgl. Abschnitt 3.4).

Ahnliche Anteile fanden sich bei Pentsova et al. (2016), die bei 50 % (6/12) der
Patienten mit primaren Hirntumoren und bei 63 % (20/32) der Patienten mit ZNS-
Metastasen Mutationen in der Liquor-cfDNA nachweisen konnten. Es bestand

keine signifikante Korrelation zwischen dem Vorliegen von zellfreier Tumor-DNA
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im Liquor zu Alter, Geschlecht, Histologie des Primartumors, Prasenz peripherer
Metastasen, Vortherapie und Tumorlokalisation im ZNS.

Einer aktuellen Studie von von Baumgarten et al. (2020) gelang der Liquor-
Mutationsnachweis in cfDNA/ cfRNA bei insgesamt 74 % (20/27) der Patienten
mit primaren und sekundaren ZNS-Tumoren, davon jedoch bei keinem der zwei
eingeschlossenen Gliom-Patienten (Glioblastom WHO Grad V).

Im Gegensatz dazu konnten De Mattos-Arruda et al. (2015) bei 100 % der
Patienten mit primarem Hirntumor (N = 4) bzw. ZNS-Metastasen bei Lungen-
oder Brustkrebs (N = 8) Tumormutationen in der Liquor-cfDNA messen, wobei
die Anzahl der pro Liquorprobe festgestellten Mutationen bei den ZNS-
Metastasen hoher war als bei den primaren Hirntumoren. Im Unterschied zu
unserer Studie wurde die Halfte der Liquorproben erst bei Autopsien kurz nach
Todeseintritt gewonnen. Eine mdgliche Hypothese ist, dass die Liquor-Entnahme
bei weit fortgeschrittener Krankheit einen Einfluss auf die Menge an zellfreier
Tumor-DNA im Liquor hat, sodass der Nachweis von Mutationen in der Liquor-

cfDNA wahrscheinlicher ist.

Bei primaren Hirntumoren: WHO Tumorgrad als Einflussfaktor

In einigen Studien ergaben sich Hinweise darauf, dass innerhalb der primaren
Hirntumore bei solchen mit hdherem WHO Grad ofter Liquor-cfDNA-Mutationen
vorliegen als bei niedriggradigen: Beispielsweise konnten Martinez-Ricarte et al.
(2018) bei 85 % (17 von 20) der Patienten mit diffusen Gliomen Tumormutationen
in Liquor-ctDNA feststellen, davon bei 100 % (15 von 15) der hochgradigen
Gliome und nur bei 40 % (2 von 5) der niedriggradigen Gliome. Alle Patienten
ohne Liquor-ctDNA-Mutationen (N = 3) hatten WHO Grad Il Tumore.

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Wang et al. (2015): Bei Tumoren des
WHO-Grads Il und IV (N = 19) lag statistisch signifikant 6fter ctDNA im Liquor
vor als bei Tumoren des WHO Grads | und Il (N = 15) (95 % vs. 47 %). Da cfDNA
zum Teil aus nekrotischen Zellen stammt (Schwarzenbach et al. 2011) und
hochgradige primare Hirntumore sich durch eine hohe Mitoserate,
Gefallendothelproliferation und Nekrosen auszeichnen (Ferris et al. 2017,

Wesseling und Capper 2018, Ostrom et al. 2014), kdnnte dies eine mdgliche
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Erklarung fur einen hoheren ctDNA-Gehalt im Liquor hochgradiger Tumore
darstellen.

Gegensatzliche Beobachtungen machten jedoch Miller et al. (2019), die bei
49,4 % von 85 Vvortherapierten Gliom-Patienten (WHO Grad II-IV)
Tumormutationen in der Liquor-cfDNA nachwiesen und dabei keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Vorliegen von ctDNA im Liquor und
dem Gliom-Grad feststellten.

Auch in unserem Kollektiv waren bei etwa dem gleichen Anteil an Patienten mit
hoch- bzw. niedriggradigem primarem Hirntumor Liquor-cfDNA-Mutationen
messbar (55,6 % (5/9) der hochgradigen Tumore vs. 50 % (1/2) der
niedriggradigen Tumoren, vgl. Abschnitt 3.4). Leider liegt aufgrund der geringen
Anzahl von N = 2 Patienten mit niedriggradigem primaren Hirntumor eine
eingeschrankte Beurteilbarkeit des WHO-Grads als Einflussfaktor auf die

Nachweisbarkeit von Liquor-cfDNA-Mutationen vor.

(Therapie-)Status der ZNS-Beteiliqung bei Liquorentnahme:

Erstdiagnose/Therapienaivitat vs. Rezidiv-Diagnose/Z. n. Therapie(-beginn)

Liquorproben von Rezidiv-Patienten enthielten in unserer Studie im Median nur
eine minimal hdhere cfDNA-Menge als Proben von Patienten mit Erstdiagnose
ihrer ZNS-Beteiligung (N = 11, Median 14,9 ng vs. N = 14, Median 12,8 ng, vgl.
Abschnitt 3.2.1). Der Nachweis von Liquor-cfDNA-Mutationen gelang jedoch bei
Rezidiven haufiger als bei erstdiagnostizierten Patienten (75 % (6/8) vs. 33,3 %
(3/9), vgl. Abschnitte 3.4 und 3.5.2).

Unter Berucksichtigung des Therapiestatus fiel der Unterschied noch starker aus:
Patienten, die bereits eine Therapie speziell fir die ZNS-Beteiligung ihrer
Tumorerkrankung erhalten hatten (alle Rezidiv-Patienten sowie einige
Erstdiagnose-Patienten), wiesen hohere cfDNA-Mengen (N = 14, Median 17,15
ng vs. N =11 Median 12,7 ng, vgl. Abschnitt 3.2.1) und deutlich 6fter Liquor-
cfDNA-Mutationen auf als therapienaive Patienten (72,7 % (8/11) vs. 16,7 %
(1/6), vgl. Abschnitte 3.4 und 3.5.2).

Weder bei Pentsova et al. (2016) (N = 32 Patienten mit ZNS-Metastasen, N = 12

primare Hirntumore) noch bei Miller et al. (2019) (N = 85 Gliome) bestand eine
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signifikante Korrelation zwischen dem Vorliegen von ctDNA im Liquor und der
Vortherapie der Patienten. Im Unterschied zu unserem Kollektiv waren in der
Studie von Miller et al. (2019) allerdings alle Patienten vortherapiert (OP %

Bestrahlung + Systemtherapie).

Eine Veranderung der ctDNA-Verhaltnisse im Liquor durch Progression und
Therapie scheint vor allem deshalb wahrscheinlich, weil sich ein Tumor in seiner
molekularen Struktur zwischen Erstdiagnose- und Rezidiv-Stadium nachweislich
verandert: Bei sequentiellen Tumorbiopsien von niedrig- und hochgradigen
Gliomen teilten Erstdiagnose und Rezidiv desselben Tumors im Mittel nur 11 %-
54 % gemeinsame Mutationen (Aihara et al. 2017, Johnson et al. 2014, Kim et
al. 2015b, Wang et al. 2016).

Tumorspezifische Therapien beeinflussen diese Veranderungen mafgeblich mit:
Sie fuhren das Absterben von Tumorzellen, die fur die jeweilige Therapie
sensibel sind, herbei und selektieren so ,resistente” Zellpopulationen (Nowell
1976). Ein Beispiel ist die Temozolomid-Therapie, die zum standardmafldigen
Therapieregime bei Glioblastomen zahlt (Choi et al. 2018, Stupp et al. 2009): In
einigen Temozolomid-therapierten Glioblastomen konnten Mutationen in Genen
des DNA-Mismatch-Reparatursystems festgestellt werden (Yip et al. 2009, Cahill
et al. 2007), die mit einer Hypermutation des Tumors und der Resistenz
gegenuber dem Wirkmechanismus von Temozolomid einhergingen (Wang et al.
2016, Hunter et al. 2006, Fink et al. 1998). Diese Mutationen bestanden nicht bei
unbehandelten Glioblastomen, sondern ausschlieBlich nach Temozolomid-

Therapie.

Analog zu den molekularen Veranderungen der Tumore ware es hinsichtlich der
cfDNA-Verhaltnisse im Liquor denkbar, dass die cfDNA-Gesamtmenge und/ oder
der Anteil der ctDNA daran im Verlauf von Erstdiagnose/Therapienaivitat bis hin
zum vortherapierten Rezidiv steigen. Beispielsweise konnte bei Patienten mit
fortgeschrittenem Stadium eines kolorektalen Karzinoms ein hdherer Anteil der
Tumor-DNA an der Gesamt-cfDNA im Blut nachgewiesen werden als in friheren

Stadien, was Diehl et al. (2005) auf eine groRere Anzahl nekrotischer
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Tumorzellen zurlickfihrte. Ubertragen auf das ZNS wére es daher als
wahrscheinlich anzusehen, dass auch bei ZNS-Tumoren durch bereits
stattgefundene Therapie und aggressiveres Wachstum eines therapierefraktaren
Tumors die Anzahl zerfallender Tumorzellen steigt, die ihre Tumor-DNA in den
Liquor absondern. Dies konnte eine hohere Nachweisrate an Liquor-cfDNA-

Mutationen bei vortherapierten gegeniber therapienaiven Patienten erklaren.

Meningeosis neoplastica

Bei Patienten mit Meningeosis neoplastica erbrachte die Sequenzierung von
Liquor-cfDNA in einigen Studien vielversprechende Ergebnisse (Boire et al.
2019). Zum einen lag bei Patienten mit Meningeosis neoplastica bei ZNS-
Metastasen eines soliden Tumors eine hohere cfDNA-Menge im Liquor vor
(Pentsova et al. 2016). Zum anderen gelang auch der Mutationsnachweis in
Liquor-cfDNA ofter, und zwar bei 75 % (3/4 bei Pentsova et al. (2016)) - 100 %
der Meningeosis-Patienten (26/26 bei Li et al. (2018), 3/3 bei Momtaz et al.
(2016)).

Wenn auch mit kleiner Fallzahl, so stimmen unsere Ergebnisse mit diesen
Beobachtungen dberein: Auch bei uns wiesen Patienten mit Meningeosis
neoplastica eine deutlich hdhere cfDNA-Menge auf (N = 3, Median 207,5 ng, vgl.
Abschnitt 3.2.1) und in der bei einem Meningeosis-Patienten durchgeflhrten
Liquor-cfDNA-Sequenzierung waren alle Mutationen des Tumorgewebes

nachweisbar (vgl. Abschnitt 3.4).

Liguorpleozytose und Keimbahnmutationen

Unter den Patienten ohne Meningeosis neoplastica lag bei solchen mit
Liquorpleozytose im Median mehr cfDNA vor als bei solchen ohne
Liquorpleozytose (N = 8, Median 18,1 ng vs. N= 13, Median 10,0 ng, vgl.
Abschnitt 3.2.1).

Nicht-maligne Zellen im Liquor spielen eine Rolle beim Nachweis von
Keimbahnmutation in der Liquor-cfDNA, da die betreffenden cfDNA-Fragmente
anstatt von einer Tumorzelle auch von einem Leukozyten oder einer anderen

.Nicht-Tumor-Zelle“ im Liquor stammen kénnen (Arnemann 2019).
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Hinsichtlich der zirkulierenden Tumor-DNA beobachteten Pentsova et al. (2016),
dass in einem Medium mit vielen nicht-malignen Zellen (wie z. B. Blut) eher eine
grol’e Menge an Nicht-Tumor-cfDNA vorlag und die zirkulierende Tumor-DNA
nur einen geringen Anteil der Gesamt-cfDNA ausmachte. Dieser Annahme
zufolge ware die Menge an Tumor-DNA bei einer Liquorpleozytose nicht
wesentlich erhoht.

Theoretisch kdnnte eine Liquorpleozytose dann mit einer hdheren Menge an
circulating tumor DNA einhergehen, wenn davon auszugehen ware, dass die
nicht-malignen Zellen im Liquor durch Abbau nekrotischer/apoptotischer
Tumorzellen relevante Mengen an Tumor-DNA in den Liquor freisetzen. Pisetsky
und Fairhurst (2007) demonstrierten, dass beispielsweise Makrophagen am
Freisetzungsprozess von extrazellularer DNA aus nekrotischen und
apoptotischen Zellen ins Blut beteiligt sein kdnnen.

In unserer Studie wurden in der Liquor-cfDNA bei Patienten mit (2 von 4 (50 %))
und ohne Pleozytose (5 von 11 (45,5 %)) etwa gleich haufig Mutationen
festgestellt (vgl. Abschnitt 3.4). Bei den zwei Patienten mit Liquorpleozytose und
Mutationsnachweis war allerdings lediglich eine Keimbahnmutation in der Liquor-
cfDNA nachweisbar, sodass nicht zwangslaufig ein Tumor-DNA-Anteil an der

Liquor-cfDNA vorgelegen haben muss.

Schrankenstorung und Angrenzung an innere Liquorrdume

Eine Schrankenstérung im Sinne einer Kontrastmittelaufnahme in der
Bildgebung lag insgesamt bei 94 % (16/17) der Patienten vor, wovon etwa bei
der Halfte (56,2 %, 9/16) Mutationen in der Liquor-cfDNA nachweisbar waren
(vgl. Abschnitt 3.4). Bei einem Patienten ohne Schrankenstérung konnten keine
Liquor-cfDNA-Mutationen festgestellt werden (5,9 %, 1/17). Aufgrund der
ungleichen Verteilung von Patienten mit und ohne Kontrastmittel-aufnehmenden
ZNS-Tumor ist die Beurteilung der Schrankenstdrung als Einflussfaktor auf die
Nachweisbarkeit von Liquor-cfDNA-Mutationen anhand unseres Kollektivs nicht
sinnvoll.

Allerdings konnten Wang et al. (2015) in ihrer Studie bei 35 Patienten mit

primaren Hirntumoren (WHO Grad I-IV) keinen signifikanten Zusammenhang
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zwischen einer Kontrastmittelanreicherung in der Bildgebung und dem Vorliegen
von Tumor-DNA im Liquor feststellen. Anders verhielt es sich hinsichtlich der
Lokalisation des Tumors: Bei 0 von 5 Patienten mit Tumor ohne Angrenzung an
die Liquorraume konnte ctDNA im Liquor nachgewiesen werden, wohl aber bei
86 % der Patienten mit angrenzendem Tumor (24/28). Als Liquorraume galten
dabei die Hirnventrikel, die Zisternen und die Oberflachen des Kortex.

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Miller et al. (2019), in deren Studie mit 85
Gliom-Patienten (WHO Grad II-1V) signifikant haufiger Liquor-ctDNA vorlag,
wenn ein Tumor an das Ventrikelsystem bzw. den Subarachnoidalraum
angeschlossen war.

Entgegen dieser Beobachtung konnten Connolly et al. (2017) nur bei einem von
drei Patienten mit spinalem Ependymom WHO Grad Il eine geringe Menge
ctDNA messen (und dies auch nur in 1 von 5 Liquorproben des Patienten). Da
das spinale Ependymom den Spinalkanal auskleidet und dem Liquorsystem
somit besonders nah ist, ware eine hohe Menge an ctDNA im Liquor denkbar
gewesen. Andererseits konnen durch das raumfordernde Ependymom
Engstellen im Spinalkanal entstehen, die die Liquorzirkulation behindern und
dadurch niedrige ctDNA-Mengen unterhalb der Nachweisgrenze bedingen
(Connolly et al. 2017).

In unserer Studie wurden etwa gleich haufig Liquor-cfDNA-Mutationen
festgestellt bei Patienten mit an die inneren Liquorraume angrenzender bzw.
nicht angrenzender ZNS-Beteiligung (7 von 13 (53,8 %), 2 von 4 (50 %), vgl
Abschnitte 3.4 und 3.5.2).

Einige Studien der letzten Jahre unterstitzen die Annahme, dass auch
tieferliegendes Hirnparenchym (bzw. dort lokalisierte Tumore und Metastasen)
ohne direkten Oberflachenkontakt zu gro3eren Liquorraumen einen Austausch
von geldsten Substanzen und ggf. Zellen mit dem Liquorsystem betreiben kann,
z. B. Uber die Virchow-Robin-Raume (Brinker et al. 2014). Diese mit interstitieller
Flussigkeit gefullten Raume umgeben intrazerebrale BlutgefalRe an ihrem
Ubergang vom Subarachnoidalraum in das Hirnparenchym. Sie enthalten

Makrophagen, reichen weit in das Parenchym hinein und enden erst im Bereich
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der Kapillaren (Zhang et al. 1990, Brinker et al. 2014). Es ware daher durchaus
mdglich, dass auch cfDNA aus tiefer liegendem Hirngewebe Uber die interstitielle
Fllssigkeit der Virchow-Robin-Raume in den Liquor gelangen konnte. Diese
Hypothese bedarf allerdings weiterer Abklarung, nicht zuletzt, da aktuell
unterschiedliche Auffassungen und Studienergebnisse zur Uni- bzw.
Bidirektionalitédt des Austausches zwischen dem Subarachnoidalraum und den
Virchow-Robin-Raumen bestehen (Brinker et al. 2014, lliff et al. 2012).

Novel Allelfrequenzen (NAF)

Bei der Analyse der 8 Gene mit der haufigsten potentiellen Nachweisbarkeit als
Liquor-cfDNA-Mutation fiel auf, dass die Tumormutationen mit positivem Liquor-
cfDNA-Nachweis ofter eine Novel Allelfrequenz (NAF) >50 % im Gewebe
aufwiesen als die ohne Liquor-cfDNA-Nachweis (6 von 12 vs. 3 von 15, vgl.
Abschnitt 3.5.2).

Gleichzeitig war es eine unerwartete Beobachtung unserer Studie, dass teilweise
bei demselben Patienten eine Gewebe-Mutation mit geringerer NAF in der
Liquor-cfDNA als Mutation nachgewiesen wurde, wahrend zugleich eine andere
Gewebe-Mutation mit hdherer NAF nicht als Liquor-cfDNA-Mutation vorlag (vgl.
Abschnitt 3.5.2).

Die Rolle der NAF von Tumormutationen hinsichtlich der ,liquid biopsy* ist zurzeit
nicht vollstandig geklart: Im Kontext der Tumorsequenzierung bezeichnet die
NAF den Anteil der Reads einer Sequenz, der die jeweilige Mutation aufweist.
Eine NAF von 50 % bzw. 100 % wird beispielsweise mit einer heterozygoten bzw.
homozygoten (Keimbahn-)Mutation in Verbindung gebracht (Wang et al. 2018).
Jedoch ist die NAF nicht generell mit der Frequenz der Mutation im
Tumorgewebe gleichzusetzen, sondern wird durch verschiedene Faktoren
beeinflusst (z. B. Tumorgehalt der untersuchten Probe, Kopienzahl-
veranderungen (CNVs), Coverage) (https://www.cegat.de/en/diagnostics/tumor-
diagnostics/ [Zugriff 19.04.2020], Ma et al. 2018). Uber einen méglichen

Zusammenhang zwischen der Hohe der NAF im Tumorgewebe und der
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Interpretation einer Tumormutation als klonal oder subklonal existieren
unterschiedliche Meinungen (Caravagna et al. 2019, Bozic et al. 2019).

Aktuell bestehen jedoch Hinweise darauf, dass die NAF eventuell mehr
Beachtung verdient: Sallman et al. (2016) untersuchten in einem
Patientenkollektiv mit Myelodysplastischem Syndrom in Blutproben u.a. die NAF
von TP53-Mutationen und fanden einen signifikanten Zusammenhang mit dem
GesamtlUberleben der Patienten. In einer Studie mit 28 Kindern mit diffusem
intrinsischem Ponsgliom beobachteten Panditharatna et al. (2018), dass eine flr
diese Tumore charakteristische Mutation in der Liquor-cfDNA von Patienten in
spateren Stadien der Erkrankung eine hdohere NAF aufwies. Andere Studien
stellten ein Zusammenhang zwischen den NAF von Liquor-ctDNA-Mutationen
und der ZNS-Tumorlast bzw. dem Therapieansprechen fest (De Mattos-Arruda
et al. 2015, Li et al. 2018).

Ob die NAF einer Gewebemutation fur deren Nachweisbarkeit in der Liquor-
cfDNA mitverantwortlich sein kénnte, ist aktuell nicht klar. Weitere Studien sind
notig, um die Rolle der NAF von Tumormutationen hinsichtlich der ,liquid biopsy*

in Liquor einordnen zu kdénnen.

4.2.2 Diskussion weiterer potentieller Einflussfaktoren der Liquor-cfDNA

Einige weitere Faktoren beeinflussen (potentiell) die Menge an cfDNA. Dabei ist
jedoch zu beachten, dass derzeit die meisten Studien zu cfDNA lediglich auf
Blutproben basieren. Weitere Studien sind noétig, um zu eruieren, ob die

Ergebnisse auch fur cfDNA im Liquor gelten.

Physiologische und nicht-tumorspezifische pathologische Prozesse

Neben Krebserkrankungen konnte auch flr viele weitere nicht-tumorspezifische
Prozesse ein Einfluss auf die Menge der cfDNA beobachtet werden. Darunter
befinden sich andere pathologische Zustande wie Trauma (Lo et al. 2000),
Myokardinfarkt (Chang et al. 2003), Schlaganfall (O’'Connell et al. 2017), fokale
Epilepsie (Liimatainen et al. 2013) und Entzindungszustande wie bei der
chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) (Avriel et al. 2016). Ebenso

lag auch bei physiologischen Prozessen wie z. B. nach hdhergradiger
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korperlicher Aktivitat und temporaren psychosozialen Stresssituationen (Hummel
et al. 2018) oder in hdherem Alter (Jylhava 2013) eine erhdhte cfDNA-Menge vor.

All diese Beobachtungen wurden mithilfe von Blutproben gewonnen, eine
Ubertragbarkeit auf das Liquorsystem ist daher fraglich. Da Traumata,
entzindliche und degenerative Prozesse des ZNS die Hohe von anderen Liquor-
Biomarkern wie z. B. Proteinen (Molinuevo et al. 2018, Agoston et al. 2017,
Romme Christensen et al. 2012) oder mitochondrialer DNA (mtDNA) (Pyle et al.
2015, Peng et al. 2019) verandern, scheint auch eine Beeinflussung des Liquor-
cfDNA-Gehalts durch nicht-tumorspezifische pathologische und physiologische
Prozesse wahrscheinlich. Am Tiermodell konnten Manueldas et al. (2018)
beispielsweise erhdhte cfDNA-Mengen im Liquor nach einer Asphyxie-Episode
messen, die jedoch statistisch nicht-signifikant blieben (N = 12, Mittelwert 98
ng/ml vs. N = 5, Mittelwert 89 ng/ml).

Analog zu den Beobachtungen bei Plasma-cfDNA sind weitere Studien zu
Liquor-cfDNA ndétig, um herauszufinden, inwieweit oben genannte nicht-
tumorspezifische Prozesse den cfDNA-Gehalt im Liquor beeinflussen und ggf.

als Storfaktoren der Liquor-basierten ,liquid biopsy“ fungieren.

Steroidbehandlung

Da viele Patienten mit ZNS-Tumoren standardmalig Kortikosteroide (u.a.
perioperativ) zur anti-6dematdsen Therapie erhalten (Alan et al. 2015, Kaal und
Vecht 2004), ist deren potentieller Einfluss auf den cfDNA-Gehalt hinsichtlich
einer liquid biopsy“ von grol3er Relevanz.

In unserer Studie hatten 12 von 30 Patienten innerhalb von 4 Wochen vor
Liquorentnahme eine Steroidtherapie mit Dexamethason, Methylprednisolon
und/oder Hydrocortison erhalten, 10 davon einschlie3lich am Entnahmetag (vgl.
Abschnitt 3.1.1).

Eine Beeinflussung der gemessenen cfDNA-Mengen in den Liquorproben dieser
Probanden ist nicht auszuschlieen: In einem Maus-Experiment senkte eine
Glucocorticoid-Behandlung die Freisetzung von DNA aus apoptotischen und
nekrotischen Zellen (Jiang und Pisetsky 2004). Pisetsky und Fairhurst (2007)

fuhrten dies auf die Hemmung der Phagozytosefunktion von Makrophagen
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zuruck, welche am Freisetzungsprozess von extrazellularer DNA aus
nekrotischen und apoptotischen Zellen beteiligt sein kdnnen. Da besagte
Experimente stets lediglich mit Blutproben durchgeflhrt wurden, sind weitere
Studien nétig, um auch den Glucocorticoid-Einfluss auf cfDNA im Liquor

beurteilen zu kdnnen (Fontanilles et al. 2018).

Bluttransfusionen und allogene Transplantationen

Keinem Patienten unseres Kollektivs wurde vor der Liquorentnahme ein
allogenes Transplantat eingesetzt. 5 Patienten (davon 2 mit Mutationen in der
Liquor-cfDNA) hatten laut Eigenauskunft im Zeitraum vor der Liquor-Entnahme
mindestens einmal Blutprodukte erhalten (vgl. Abschnitt 3.1.2).

Dass Bluttransfusionen und Transplantationen dazu fuhren koénnen, dass
allogene DNA im Blut eines Patienten auftritt, ist in der Literatur beschrieben
(Waldvogel Abramowski et al. 2018, Beck et al. 2015). Bisher existieren keine
Publikationen, die einen solchen Zusammenhang im Liquor untersucht haben,
eine Auswirkung auf molekulargenetische cfDNA-Analysen ware jedoch

theoretisch denkbar.

Liguor-Entnahmeort

In unserem Patientenkollektiv erfolgte die Liquor-Entnahme fast ausschlieflich
per Lumbalpunktion (vgl. Tabelle 2 am Ende des Kapitels 3.1.2), sodass die
cfDNA bezlglich des Entnahmeorts nicht weitergehend analysiert wurde.
Allerdings existieren in der Literatur Hinweise darauf, dass der Entnahmeort des
Liquors die Parameter von cfDNA/ ctDNA beeinflussen kann: Beispielsweise
konnten Panditharatna et al. (2018) in ihrer Studie mit 28 Kindern mit diffusem
intrinsischem Ponsgliom eine hdhere Novel Allelfrequenz (NAF) der Liquor-
cfDNA-Mutation messen, wenn der Liquor nahe der Tumorlokalisation
abgenommen wurde. Als tumornah galten dabei der 4. Hirnventrikel und der
Subduralraum nahe dem Hirnstamm, als tumorfern galten die Liquorraume der
Hals- und Lendenwirbelsdule sowie die Seitenventrikel (inklusive ventrikulo-

peritonealem Shunt). Bei ca. 75 % der Patienten erfolgte die Liquorenthahme
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allerdings erst post mortem, sodass nicht klar ist, ob diese Beobachtung auch fur

lebende Patienten zutrifft.

4.3 Limitationen der Arbeit

Verschiedene Aspekte schranken die Aussagekraft der Ergebnisse dieser Studie
ein. Dazu gehdren die geringe Fallzahl in Verbindung mit der Heterogenitat des
Patientenkollektivs sowie einige weitere methodische Inhomogenitaten, die im

Folgenden aufgefuhrt sind.

Geringe Fallzahl und Heterogenitat des Patientenkollektivs

Das untersuchte Patientenkollektiv umfasste lediglich eine geringe Anzahl an
Patienten bei ausgepragter interindividueller Heterogenitat (z. B. bezuglich
konkreter Diagnose, Status der ZNS-Beteiligung (Erstdiagnose vs. Rezidiv),
Vortherapien). Dies ist ein haufiges Problem in Studien zu Liquor-Biomarkern flr
ZNS-Tumore (Mattox et al. 2019) und in unserem Fall u. a. einer besonderen
Tatsache geschuldet: Aufgrund der Doppelfunktion des Universitatsklinikums
Tubingen (UKT) als regionalem Kreiskrankenhaus und Uberregionalem
Fachzentrum (siehe https://www.medizin.uni-tuebingen.de/de/das-
klinikkum/daten-und-fakten  [Zugriff = 23.02.2020]) werden durch die
interdisziplinare Sektion Neuroonkologie sehr unterschiedliche Patientengruppen
betreut. Einige Patienten wurden vorher bereits in zahlreichen anderen
Krankenhausern vorbehandelt und Gberwiesen, bei anderen erfolgte am UKT die
initiale Vorstellung und Diagnose. Durch diese Heterogenitat bei geringer Fallzahl
ergab sich eine eingeschrankte interindividuelle Vergleichbarkeit, sodass

inferenzstatistische Analysen nicht sinnvoll durchfuhrbar waren.

Unterschiede in der Erhebung der Gewebe- und Ligquorproben

Es wurden ausschliellich routinemallig entnommene Gewebe- und
Liquorproben analysiert, die sich in ihrem Entnahmezeitpunkt und -modus
teilweise unterschieden.

Im Fall der Gewebeproben konnte bei 3 Patienten mit ZNS-Metastasierung eines

soliden Tumors kein ZNS-Gewebe sequenziert werden, da weder vor noch
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wahrend des Erhebungszeitraums eine Biopsie oder Resektion der ZNS-
Metastase durchgefuhrt wurde. Das von ihnen sequenzierte Gewebe stammte
daher von dem Extra-ZNS-Primartumor oder einer Extra-ZNS-Metastase. Da
ZNS- und Extra-ZNS-Tumorgewebe von demselben Patienten zum Teil
unterschiedliche Genmutationen aufweisen konnen (Brastianos et al. 2015, De
Mattos-Arruda et al. 2015), besteht die Moglichkeit, dass bei diesen 3 Patienten
ZNS-spezifische Mutationen in Gewebe und Liquor-cfDNA nicht gemessen
wurden. Analog dazu lag bei manchen Patienten, deren Liquor zum Zeitpunkt
eines Rezidivs abgenommen wurde, lediglich eine Gewebeprobe vom Zeitpunkt
der Erstdiagnose vor. Aufgrund der molekulargenetischen Veranderung des
Tumors Uber die Zeit und den Therapieverlauf hinweg (Aihara et al. 2017, Wang
et al. 2016) ist es wahrscheinlich, dass im Verlauf neue Tumormutationen

aufgetreten sind, die nicht gemessen wurden.

Im Fall der Liquorproben unterschied sich unter anderem der Entnahmezeitpunkt
hinsichtlich einer bei vielen Patienten durchgefiihrten ZNS-Operation (pra-
/postoperativ). Falls die Konzentration von Liquor-Biomarkern (wie cfDNA) wie
von Mattox et al. (2019) beschrieben vor Tumorresektion auf ihrem Hochststand
sein sollte, wirde der Entnahmezeitpunkt ggf. die Nachweisbarkeit von Liquor-
cfDNA-Mutationen beeinflussen. Bei manchen Patienten unseres Kollektivs
erfolgte die Liquorentnahme kurz nach einer ZNS-Tumorresektion, sodass dieser
Annahme zufolge dann ggf. nur eine geringe cfDNA-Menge vorlage und

deswegen manche Mutationen unterhalb der Nachweisgrenze blieben.

Geringe cfDNA-Menge im Liquor

Auch wenn in dieser Studie eine hohe cfDNA-Menge in der Liquorprobe nicht in
jedem Fall mit der Nachweismdglichkeit von Tumormutationen darin einherging,
so ist die Hohe des cfDNA-Gehalts doch fur die methodische Durchfuhrbarkeit
und Ergebnisqualitat des in dieser Studie genutzten Next Generation Sequencing
(NGS) von Bedeutung. GroRe und Anzahl der zu sequenzierenden Gene
beeinflussen, wie viel cfDNA zur Sequenzierung mindestens bendtigt wird

(Fontanilles et al. 2018). Lediglich 4 der in der Auswertung berucksichtigten
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Liquorproben erflllten die als Mindestanforderungen fur die Sequenzierung
anvisierten 220 ng cfDNA-Menge, UR-Rate <5 % (UR= underrepresented,

Regionen mit Coverage <30) und durchschnittliche Coverage >120.

Probleme bei der Liquor-cfDNA-Sequenzierung

Aufgrund der geringen cfDNA-Mengen konnte lediglich bei 3/17 Patienten zur
Sequenzierung der Liquor-cfDNA das 710-Gen-Panel TUM.4 genutzt werden, mit
dem zuvor die Gewebeproben sequenziert wurden (cf017, cf023, cf031).
Aulerdem konnten die Liquor-cfDNA-Sequenzierungsergebnisse wegen der
unzureichenden Qualitat der Liquorproben lediglich auf die aus der Gewebe-
Sequenzierung vorbekannten Mutationen hin abgeglichen werden. Far
Mutationen, die moglicherweise nur in der Liquor-cfDNA und nicht in der
sequenzierten Probe des Tumors vorlagen, bestand somit keine
Nachweismadglichkeit.

Des Weiteren war die Messung von Kopienzahlvarianten (CNVs) in der Liquor-
cfDNA methodisch nicht mdglich. Im Kontext der ,liquid biopsy“ kdnnen diese
allerdings sehr relevant sein, da ihr Vorliegen im Tumor (z. B. einer EGFR-
Amplifikation) den Einsatz gezielter Kinase-Inhibitor-Therapien indizieren
(Yamaoka et al. 2018) und mdglicherweise auch prognostische Aussagekraft
haben kann (Houillier et al. 2006, Korshunov et al. 2005).

Bei den 14/17 Patienten, deren Liquor-cfDNA-Sequenzierung mit dem 81-Gen-
Panel (ONC.1) durchgefuhrt wurde, ergab sich beim Abgleich z. T. die Situation,
dass in der Gewebe-Sequenzierung (710 untersuchte Gene) Mutationen in
Genen festgestellt wurden, die durch das 81-Gen-Panel bei der Liquor-cfDNA-
Sequenzierung nicht untersucht wurden. Moglicherweise hatten in der Liquor-
cfDNA mehr Genmutationen festgestellt werden kdnnen, wenn fur alle Proben
eine Sequenzierung mit dem 710-Gen-Panel durchfihrbar gewesen ware.

Eine daraus hervorgehende Veranderung der Anteile an Patienten mit bzw. ohne
Mutationsnachweis in Liquor-cfDNA sowie deren Auswertung hinsichtlich

klinischer Aspekte ist als wahrscheinlich anzusehen.
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4.4 Fazit und Ausblick

Die Methoden der Sequenzierung von cfDNA sowie die diagnostischen und
therapiebezogenen Anwendungen der ,liquid biopsy“ sind in ihrer Vielfalt Inhalt
vieler aktueller Studien.

Derzeit existiert kein Konsens dazu, welche Methode zur Quantifizierung und
Sequenzierung von cfDNA am geeignetsten ist. Die beiden haufigsten derzeit
angewandten Methoden sind das in dieser Studie genutzte Next Generation
Sequencing (NGS) und die digital droplet PCR (ddPCR) (Shankar et al. 2017,
Bertero et al. 2019, Fontanilles et al. 2018). Aufgrund der oft kleinen
Patientenkollektive, der unterschiedlichen Methoden und teils diskrepanten
Ergebnisse von Studien zur cfDNA im Liquor sind einige Reviews bis dato
zurtckhaltend hinsichtlich einer Bewertung des diagnostischen Nutzens der

Liquor-basierten ,liquid biopsy“ (Sindeeva et al. 2019).

Als vielversprechendes Anwendungsgebiet gilt besonders das Monitoring von
ZNS-Tumoren und deren Therapieansprechen (Bertero et al. 2019), analog zur
Plasma-cfDNA bei Neoplasien auRerhalb des ZNS (Newman et al. 2014, Dawson
et al. 2013). Denn aufgrund der geringen Invasivitat der Liquorentnahme im
Vergleich zu einer Gewebebiopsie eignet sich die ,liquid biopsy“ gut fur serielle
Messungen (Boire et al. 2019). Besonders bei Patienten nach Radiotherapie im
ZNS, bei denen radiologisch teilweise nur schwierig zwischen
Pseudoprogression, Strahlennekrose und echter Progression unterschieden
werden kann, ware die erganzende Liquor-cfDNA-Analyse von groRem Nutzen
(Boire et al. 2019). Einige Studien konnten bereits eine Dynamik der cfDNA-
Parameter im Zusammenhang mit der klinischen Prasentation der Patienten
beobachten: Konstanz oder Zunahme der ctDNA-Menge im Liquor bei klinischer
Verschlechterung und ausbleibendem Therapieerfolg, Abnahme bis zu Werten
unterhalb der Messgrenze bei klinischem Therapieansprechen und
Symptomfreiheit (Li et al. 2016, Momtaz et al. 2016).

Dartber hinaus gelang mithilfe der Liquor-cfDNA auch der Nachweis von

Mechanismen der Resistenzentwicklung gegenuber ,targeted therapies®
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Beispielsweise stellten Pentsova et al. (2016) bei einigen Patienten, die wegen
ihrer Tumorgrunderkrankung vorab erfolgreich mit Kinase-Inhibitoren (z.B.
Erlotinib) behandelt worden waren, dann aber ZNS-Metastasen entwickelten,
Resistenz verursachende Mutationen in der Liquor cfDNA fest, die im

pratherapeutisch entnommenen Primartumorgewebe nicht vorlagen.

Auch zur Plasma-basierten cfDNA-Sequenzierung existieren inzwischen weitere
Ansatze: Beispielsweise diskutierte Banks (2016), dass die Steigerung der
Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke, welche aktuell primar zur Verbesserung
der ZNS-Gangigkeit von Medikamenten erforscht werde, auch zur Maximierung
der Sensitivitat einer liquid biopsy genutzt werden konnte.

Neben cfDNA werden auch Exosomen und Mikrovesikel aus Blut und Liquor —
zusammengefasst unter dem Begriff ,extrazellulare Vesikel“ (EVs) — als Medien
zur Sequenzierung erforscht (Bertero et al. 2019, Fontanilles et al. 2018). EVs
sind von Membranen unterschiedlichen Ursprungs umgeben, enthalten Lipide,
Proteine und Nukleinsduren (DNA sowie kodierende und nicht-kodierende RNA)
und kdnnen sowohl von gesunden als auch von Krebszellen abstammen (van
Niel et al. 2018, Bertero et al. 2019). Anders als cfDNA sind die Nukleinsauren in
den EVs durch die umgebenden Membranen besser vor Degradation geschutzt,
weshalb sich Forscher verlasslichere Ergebnisse der Sequenzierung erhoffen
(Hur et al. 2018).

Weitere Studien mit technisch verfeinerten (Sequenzier-)Methoden werden
zeigen, ob bzw. flr welche Patientengruppen und mit welchem Medium (Blut vs.

Liquor) sich die ,liquid biopsy“ in Zukunft bei ZNS-Neoplasien etablieren kann.
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5. Zusammenfassung

Die Kenntnis von molekulargenetischen Eigenschaften eines Tumors ist fur
Diagnostik und Therapie von essentieller Bedeutung. Fur Krebs im ZNS bietet
die ,liquid biopsy“ aus zellfreier DNA (cfDNA) im Liquor eine weniger invasive
Alternative zur Gewebebiopsie. Die cfDNA-Menge ist bei Krebspatienten oft
erhoht und enthalt einen Anteil an circulating tumor DNA (ctDNA). Durch die
Sequenzierung der Liquor-cfDNA besteht somit die Mdoglichkeit Tumor-
Mutationen nachzuweisen. Die Nachweisraten von Tumormutationen in Liquor-
cfDNA schwanken in bisherigen Studien jedoch zwischen Werten unter 50 % bis
hin zu 100 %.

Das Ziel dieser Dissertationsschrift war die Uberprifung und ldentifikation von
(klinischen) Eigenschaften, die bei neuroonkologischen Tumoren potentiell
Einfluss auf die cfDNA-Menge im Liquor und die Nachweisbarkeit von
Tumormutationen darin ausiben. Dazu wurde in dieser Studie cfDNA aus
routinemallig entnommenen Liquorproben von Patienten mit verschiedenen
ZNS-Neoplasien quantifiziert, mit einem Panel aus bis zu 710 tumorrelevanten
Genen sequenziert und mit den Ergebnissen der Gewebesequenzierung
verglichen. Anhand dieser Ergebnisse wurden dann einige bedeutsame klinische
Merkmale mit Blick auf den cfDNA-Gehalt im Liquor und die Nachweisbarkeit von

Liquor-cfDNA-Mutationen untersucht.

Uber 90 % der gemessenen Liquorproben enthielten cfDNA, bei 9 von 17
Patienten (52,9 %) konnten Mutationen des Tumorgewebes in der Liquor-cfDNA
nachgewiesen werden. Darunter befanden sich 54,5 % der Patienten mit
primarem Hirntumor und 50 % der Patienten mit ZNS-Metastasen eines soliden
Tumors. Der mediane cfDNA-Gehalt dieser 9/17 Patienten lag mit 14,9 ng etwas
hoher als bei den 8/17 Patienten ohne Liquor-cfDNA-Mutationsnachweis (Median
10 ng). Wie in bisherigen Studienergebnissen stellten auch wir bei Patienten mit
Meningeosis neoplastica eine deutlich héhere cfDNA-Menge fest (N = 3, Median
207,5 ng). Die in einigen Studien beobachtete Tendenz, dass bei primaren

Hirntumoren mit hoherem WHO-Grad ofter Liquor-cfDNA-Mutationen
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nachweisbar waren als bei niedriggradigen Hirntumoren, konnte anhand unseres
Kollektivs nicht bestatigt werden.

Der Nachweis von Liquor-cfDNA-Mutationen gelang bei einem kleineren Anteil
der erstdiagnostizierten (33,3 %) bzw. der therapienaiven Patienten (16,7 %) und
bei einem grolieren Anteil der Rezidive (75 %) bzw. ZNS-spezifisch vorthera-
pierten Patienten (72,7 %). Dies ist moglicherweise darauf zurtickzufihren, dass
durch bereits stattgefundene Therapie und aggressiveres Wachstum eines
therapierefraktéaren Tumors die Anzahl zerfallender Tumorzellen steigt, die ihre
Tumor-DNA in den Liquor absondern.

Entgegen bisheriger Studienergebnisse konnte anhand unseres Kollektivs kein
Einfluss der direkten Angrenzung des Tumors/der Metastase an die inneren
Liquorraume auf die Nachweisbarkeit von Tumormutationen in der Liquor-cfDNA
festgestellt werden. Eine mogliche Erklarung fur den Liquor-cfDNA-Mutations-
nachweis bei Patienten mit nicht an die inneren Liquorrdume angrenzenden
Tumoren ist, dass Uber die interstitielle Flissigkeit der Virchow-Robin-Raume
auch cfDNA aus tiefer liegendem Hirngewebe in den Liquor gelangt.

Insgesamt stellen die geringe Fallzahl, die geringen cfDNA-Mengen in den
Liquorproben und methodische Inhomogenitaten bei der Panel-Sequenzierung

die Limitationen dieser Studie dar.

Da derzeit die meisten Studien zu cfDNA lediglich auf Blutproben basieren, ist fur
viele potentielle Einflussfaktoren noch unklar, ob bzw. inwieweit die Ergebnisse
auf cfDNA im Liquor ubertragbar sind. Dies betrifft physiologische und nicht-
tumorspezifische pathologische Prozesse (z. B. Altern, Entziindungszustande,
Schlaganfall) oder die Auswirkungen der bei ZNS-Tumoren meist standardmafig
durchgefuhrten Steroidbehandlung.

Anhand unseres Patientenkollektivs konnte die prinzipielle Machbarkeit der liquid
biopsy aus cfDNA im Liquor demonstriert werden. Fir eine abschlielRende
Bewertung des Nutzens der Liquor-basierten liquid biopsy sollten sich
prospektive Studien oder translationale Begleitstudien in klinischen Therapie-

Studien anschlieRen.
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7. Anhang
7.1 Anhang Material und Methoden

7.1.1 Auflistung der untersuchten Gene der Panel-Sequenzierung

ONC.1 Panel (81 Gene):

AKT1, ALK, APC, AR, ARAF, ARID1A, ATM, B2M, BRAF, BRCA1, BRCAZ2,
CCND1, CDK4, CDK6, CDKN2A, CDKN2B, CTNNB1, DDR2, EGFR, ERBB2,
ERBB3, ESR1, FBXW7, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, FLT3, GNA11,
GNAQ, GNAS, H3F3A, HRAS, IDH1, IDH2, JAK1, JAK2, JAK3, KDM6A, KDR,
KIT, KRAS, MAP2K1, MAP2K2, MED12, MET, MLH1, MSH2, MSH6, MTOR,
MYC, NF1, NF2, NOTCH1, NRAS, PALB2, PBRM1, PDGFRA, PDGFRB,
PIK3CA, PIK3R1, POLE, PTEN, RAF1, RET, RPTOR, SETD2, SMAD4,
SMARCB1, SMO, SPOP, SRC, SRY, STAG2, TERT, TP53, TSC1, TSC2, TSHR,
VHL, WT1

TUM.3 Panel (649 Gene):

ABCB1, ABCC2, ABCG2, ABL1, ABL2, ACD, ACVR1, ACVR1B, AJUBA, AKT1,
AKT2, AKT3, ALK, AMER1, APC, AR, ARAF, ARFRP1, ARHGAP35, ARID1A,
ARID1B, ARID2, ARID5B, ARNT, ASXL1, ATF1, ATM, ATP1A1, ATP5B, ATR,
ATRX, AURKA, AURKB, AURKC, AXIN1, AXIN2, AXL, AZGP1, B2M, BAP1,
BARD1, BCL10, BCL11A, BCL11B, BCL2, BCL2L1, BCL2L2, BCL3, BCL6,
BCL9, BCOR, BCORL1, BCR, BIRC2, BIRC3, BIRC5, BLM, BMPR1A, BRAF,
BRCA1, BRCA2, BRD4, BRE, BRIP1, BTK, BTNL2, BUB1B, C110RF30,
CARD11, CASP8, CBFB, CBL, CCDC6, CCND1, CCND2, CCND3, CCNE1,
CD1D, CD274, CD70, CD79A, CD79B, CD82, CDC27, CDC73, CDH1, CDH2,
CDK12, CDK4, CDK6, CDK8, CDKN1A, CDKN1B, CDKN2A, CDKN2B,
CDKN2C, CDX2, CEBPA, CEP57, CHD2, CHD4, CHEK1, CHEK2, CIC, CKS1B,
COL1A1, CREB1, CREBBP, CRKL, CRTC1, CSF1R, CTCF, CTNNA1, CTNNB1,
CUL3, CUL4B, CUX1, CYLD, CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C19,
CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4, CYP3A5, DAXX, DCC, DDB2,
DDIT3, DDR2, DDX3X, DEK, DIAPH1, DICER1, DIS3, DNMT1, DNMT3A,
DOT1L, DPYD, DST, EGFR, EGR3, ELAC2, ELF3, EML4, ENG, EP300,
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EPCAM, EPHA2, EPHA3, EPHAS, EPHA7, EPHB1, EPHB4, EPHB6, EPHX1,
ERBB2, ERBB3, ERBB4, ERCC1, ERCC2, ERCC3, ERCC4, ERCCS, ERG,
ERRFI1, ESR1, ETS1, ETV1, ETV4, ETV5, ETV6, EWSR1, EXT1, EXT2, EZH1,
EZH2, FAM175A, FAM46C, FANCA, FANCB, FANCC, FANCD2, FANCE,
FANCF, FANCG, FANCI, FANCL, FANCM, FAS, FAT1, FBXW7, FES, FGF10,
FGF14, FGF19, FGF23, FGF3, FGF4, FGF6, FGFBP1, FGFR1, FGFR2, FGFRS,
FGFR4, FH, FLCN, FLI1, FLT1, FLT4, FN1, FOXA1, FOXA2, FOXE1, FOXL2,
FOXO1, FOXO3, FOXP1, FOXQ1, FRS2, FUBP1, FUS, G6PD, GABRAG,
GALNT12, GATA1, GATA2, GATA3, GATA4, GATAG6, GDNF, GID4, GLI1,
GNA11, GNA13, GNAQ, GNAS, GOT1, GPC3, GPR124, GRIN2A, GRM3,
GSK3B, GSTM1, GSTP1, GSTT1, GUSB, H3F3A, H3F3B, HGF, HIF1A,
HIST1H3B, HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLF, HMGA2, HNF1A, HNF1B, HOXA9,
HOXB13, HRAS, HSD3B1, HSP90AA1, HSPO0AB1, IDH1, IDH2, IGF1R, IGF2,
IGF2R, IKBKB, IKBKE, IKZF1, IL2, IL21R, IL6ST, IL7R, ING1, ING4, INHBA,
INPP4B, INPPL1, IRF2, IRF4, IRF6, IRS2, ITGB2, ITK, JAK1, JAK2, JAK3, JUN,
KATG6A, KCNJ5, KDM5SA, KDM5C, KDM6A, KDR, KEAP1, KEL, KIAA1549, KIT,
KLF4, KLF6, KLHL6, KMT2A, KMT2B, KMT2C, KMT2D, KRAS, LAMP1, LATS1,
LATS2, LCK, LGI1, LIFR, LIG4, LMO1, LPP, LRP1B, LRRK2, LTK, LYL1, LYN,
LZTR1, MAF, MAFB, MAGEA1, MAGI2, MALT1, MAML1, MAP2K1, MAP2K2,
MAP2K4, MAP3K1, MAP3K6, MAPK1, MAPKS8, MAPKS8IP1, MAX, MBD1,
MC1R, MCL1, MDM2, MDM4, MECOM, MED12, MEF2B, MEN1, MET, MAG,
MITF, MLH1, MLH3, MLLT10, MLLT3, MMP2, MN1, MOB1A, MOB1B, MPL,
MPO, MRE11A, MSH2, MSH3, MSH6, MSR1, MTHFR, MTOR, MTR, MTRR,
MUC1, MUTYH, MXI1, MYB, MYC, MYCL, MYCN, MYD88, MYH11, MYH9,
NAT1, NAT2, NBN, NCOA1, NCOA2, NCOA3, NCOR1, NF1, NF2, NFE2L2,
NFKB1, NFKB2, NFKBIA, NIN, NKX2-1, NKX3-1, NOTCH1, NOTCH2, NOTCHS3,
NPM1, NRAS, NSD1, NTRK1, NTRK2, NTRK3, NUMA1, NUP93, NUP98, PAKS,
PALB2, PALLD, PARK2, PAX3, PAX5, PAX7, PBRM1, PBX1, PCBP1,
PDCD1LG2, PDGFB, PDGFRA, PDGFRB, PDK1, PER1, PHF6, PHOXZ2B,
PIK3C2B, PIK3CA, PIK3CB, PIK3CD, PIK3CG, PIK3R1, PIK3R2, PIM1, PKHD1,
PLCG1, PLCG2, PML, PMS1, PMS2, POLD1, POLE, POLH, POLQ, POT1,
POU2AF1, POU2F2, POU5F1, PPM1D, PPP2R1A, PRDM1, PRDM16, PREX2,
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PRF1, PRKACA, PRKAR1A, PRKCI, PRKD1, PRKDC, PRSS1, PRSS8, PRX,
PSIP1, PSPH, PTCH1, PTEN, PTGS2, PTPN11, PTPRC, PTPRD, PTPRT, QKI,
RAC1, RAD21, RAD50, RAD51, RAD51B, RAD51C, RAD51D, RAF1, RALGDS,
RARA, RASA1, RASAL1, RB1, RBM10, RBM15, RECQL, RECQL4, REL, RET,
RHEB, RHOA, RHOH, RICTOR, RINT1, RNASEL, RNF2, RNF43, ROS1,
RPL22, RPL5, RPTOR, RRM1, RUNX1, RUNX1T1, RXRA, RYR1, SACS, SAV1,
SBDS, SDHA, SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, SELP, SEMA4A, SEPT9,
SETBP1, SETD2, SETDB1, SF3B1, SGK1, SH2D1A, SIN3A, SKP2, SLC15A2,
SLC1A3, SLC22A1, SLC22A2, SLC22A6, SLC26A3, SLCO1B1, SLCO1B3,
SLIT2, SLX4, SMAD2, SMAD3, SMAD4, SMARCA4, SMARCB1, SMARCE1,
SMC1A, SMC3, SMO, SMUG1, SNCAIP, SOCS1, SOS1, SOX10, SOX11,
SOX17, SOX2, SOX9, SPEN, SPINK1, SPOP, SPRED1, SPTA1, SRC,
SRD5A2, SRSF2, SSX1, STAG2, STAT3, STAT4, STATS5B, STK11, STKS,
STK4, SUFU, SULT1A1, SUZ12, SYK, TAF1, TAF15, TAL1, TAP1, TBL1XR1,
TBX3, TCF3, TCF7L1, TCF7L2, TCL1A, TERC, TERF2IP, TERT, TET1, TET2,
TFE3, TGFBR2, THBS1 ,TIMP3, TLR4, TLX1, TLX3, TMEM127, TMPRSS2,
TNF, TNFAIP3, TNFRSF14, TNK2, TOP1, TOP2A, TP53, TP53BP1, TPMT,
TPX2, TRAF3, TRAF7, TRIM24, TRRAP, TSC1, TSC2, TSHR, TYMS, U2AF1,
UBRS, UGT1A1, UGT2B15, UGT2B17, UGT2B7, UIMC1, USP9X, VEGFA, VHL,
VKORC1, WASF3, WHSC1, WISP3, WRN, WT1, WWTR1, XPA, XPC, XPO1,
XRCC1, XRCC2, YAP1, ZBTB2, ZFHX3, ZNF217, ZNF703

TUM.4 Panel (710 Gene):

ABL1, ABL2, ACD, AIP, AJUBA, AKT1, AKT2, AKT3, ALK, AMER1, ANKRD26,
APC, AR, ARAF, ARHGAP35, ARID1A, ARID1B, ARID2, ARID5B, ASXLA1,
ASXL2, ATG2B, ATM, ATP1A1, ATR, ATRX, AURKA, AURKB, AURKC, AXIN1,
AXIN2, AXL, B2M, BAP1, BARD1, BCL10, BCL11A, BCL11B, BCL2, BCL3,
BCL6, BCL9, BCOR, BCORL1, BCR, BIRC2, BIRC3, BIRC5, BLM, BMPR1A,
BRAF, BRCA1, BRCA2, BRD3, BRD4, BRIP1, BTK, BTNL2, BUB1B,
C110RF30, CALR, CAMK2G, CARD11, CASP8, CBFB, CBL, CBLB, CBLC,
CCDC6, CCND1, CCND2, CCND3, CCNE1, CD274, CD38, CD52, CD58,
CD79A, CD79B, CD82, CDC73, CDH1, CDH11, CDH2, CDK12, CDK4, CDK®,



119

CDK8, CDKN1A, CDKN1B, CDKN1C, CDKN2A, CDKN2B, CDKN2C, CEBPA,
CEPS57, CHD1, CHD2, CHD4, CHEK1, CHEK2, CIC, CIITA, CKS1B, CNOT3,
COL1A1, COMMD1, CREB1, CREBBP, CRKL, CRTC1, CRTC2, CSF1R, CSF2,
CSF3R, CSMD1, CSNK1A1, CTCF, CTLA4, CTNNA1, CTNNB1, CUL4B, CUX1,
CXCR4, CYLD, CYP2A7, DAXX, DCC, DDB2, DDR1, DDR2, DDX11, DDX3X,
DDX41, DEK, DHFR, DICER1, DIS3, DIS3L2, DKC1, DNMT1, DNMT3A, DOT1L,
DPYD, EBP, EGFR, EGLN1, EGR2, EGR3, ELAC2, ELANE, ELF3, EMLA4,
EP300, EPAS1, EPCAM, EPHA2, EPHAS3, EPHA4, EPHB4, EPHB6, ERBB2,
ERBB3, ERBB4, ERCC1, ERCC2, ERCC3, ERCC4, ERCC5, ERG, ERRFIT1,
ESR1, ESR2, ETNK1, ETS1, ETV1, ETV4, ETVS5, ETV6, EWSR1, EXO1, EXT1,
EXT2, EZH1, EZH2, FAM175A, FAM46C, FAN1, FANCA, FANCB, FANCC,
FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCL, FANCM, FAS, FAT1,
FBXW?7, FES, FGF10, FGF14, FGF19, FGF2, FGF23, FGF3, FGF4, FGFS5,
FGF6, FGFBP1, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, FH, FKBP1A, FLCN, FLI1,
FLT1, FLT4, FOXA1, FOXA2, FOXE1, FOXL2, FOXO1, FOXO3, FOXP1,
FOXQ1, FRK, FRS2, FUBP1, FUS, FYN, G6PD, GABRAG6, GALNT12, GATA1,
GATA2, GATA3, GATA4, GATAG, GLDN, GLI1, GLI2, GNA11, GNA13, GNAQ,
GNAS, GPC3, GPER1, GPR124, GREM1, GRIN2A, GRM3, GSK3A, H3F3A,
HCK, HGF, HIF1A, HIST1H3B, HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DPA1, HLA-DPB1,
HLA-DQA1, HLA-DQB1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLF, HMGA2, HMGN1,
HMOX2, HNF1A, HNF1B, HOXB13, HOXD8, HRAS, HSD3B1, HSP90AA1,
HSP90AB1, ID3, IDH1, IDH2, IFNGR1, IFNGR2, IGF1R, IGF2, IGF2R, IKBKB,
IKBKE, IKZF1, IKZF3, IL1B, IL1RN, IL2, IL21R, IL6, IL6ST, IL7R, ING4, INPP4B,
INPPL1, IRF1, IRS2, ITK, JAK1, JAK2, JAK3, JUN, KAT6A, KDM5A, KDMS5C,
KDMG6A, KDR, KEAP1, KIAA1549, KIT, KLF2, KLF4, KLHDC8B, KLHLG6, KMT2A,
KMT2B, KMT2C, KMT2D, KRAS, LATS1, LATS2, LCK, LIG4, LIMK2, LMO1,
LRP1B, LRRK2, LTK, LYN, LZTR1, MAD2L2, MAFB, MAGEA1, MAGI1, MAGIZ2,
MAML1, MAP2K1, MAP2K2, MAP2K3, MAP2K4, MAP2K5, MAP2K6, MAP2K?7,
MAP3K1, MAP3K14, MAP3K3, MAP3K4, MAP3K6, MAPK1, MAPK11, MAPK12,
MAPK3, MAPKS8IP1, MAX, MBD1, MC1R, MCL1, MDC1, MDM2, MDM4,
MECOM, MED12, MEF2B, MEN1, MET, MGA, MGMT, MITF, MLH1, MLH3,
MLLT10, MLLT3, MN1, MPL, MRE11A, MS4A1, MSH2, MSH3, MSH4, MSHS5,
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MSH6, MSR1, MST1R, MTHFR, MTOR, MTRR, MUC1, MUC16, MUTYH, MXI1,
MYB, MYC, MYCL, MYCN, MYD88, MYH11, MYH9, NBN, NCOA1, NCOAS,
NCOR1, NF1, NF2, NFE2L2, NFKB1, NFKB2, NFKBIA, NFKBIE, NIN, NLRCS5,
NOP10, NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4, NPM1, NQO1, NR113, NRAS,
NRG2, NSD1, NT5C2, NTHL1, NTRK1, NTRK2, NTRK3, NUMA1, NUP9S,
PAK3, PALB2, PALLD, PARK2, PARP1, PARP2, PARP4, PAX3, PAX5, PAX7,
PBK, PBRM1, PBX1, PDCD1, PDCD1LG2, PDF, PDGFA, PDGFB, PDGFC,
PDGFD, PDGFRA, PDGFRB, PDK1, PGR, PHF6, PHOX2B, PIAS4, PIGA,
PIK3C2A, PIK3C2B, PIK3C2G, PIK3CA, PIK3CB, PIK3CD, PIK3CG, PIK3R1,
PIK3R2, PIK3R3, PIM1, PKHD1, PLCG1, PLCG2, PML, PMS1, PMS2, POLD1,
POLE, POLH, POLQ, POT1, PPM1D, PRDM1, PRDM16, PREX2, PRF1,
PRKAR1A, PRKCA, PRKD1, PRKDC, PROM2, PRSS1, PRX, PSIP1, PSMB1,
PSMB10, PSMB2, PSMB5, PSMB8, PSMB9, PSMC3IP, PSPH, PTCH1, PTCH2,
PTEN, PTGSZ2, PTK2, PTK7, PTPN11, PTPRC, PTPRD, PTPRT, RAC1, RAC2,
RAD21, RAD50, RAD51, RADS1B, RADS1C, RAD51D, RADS54B, RADSA4L,
RAF1, RALGDS, RARA, RARB, RARG, RASA1, RASAL1, RB1, RBM10,
RECQL4, REL, RET, RFC2, RFX5, RHBDF2, RHEB, RHOA, RICTOR, RINT1,
RIPK1, RIT1, RNASEL, RNF2, RNF43, ROS1, RPL22, RPS20, RPS6KB1,
RPTOR, RSF1, RUNX1, RYR1, SACS, SAMHD1, SAV1, SBDS, SCG5, SDHA,
SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, SEC23B, SEMA4A, SETBP1, SETD2, SETDBA1,
SF3B1, SGK1, SH2B1, SH2B3, SH2D1A, SHFM1, SHH, SIK2, SIN3A, SIRT1,
SKP2, SLC26A3, SLIT2, SLX4, SMAD3, SMAD4, SMARCA4 SMARCB1,
SMARCE1, SMC1A, SMC3, SMO, SOCS1, SOX11, SOX2, SOX9, SPEN,
SPINK1, SPOP, SPRED1, SPTA1, SRC, SRD5A2, SRGAP1, SRP72, SRSF2,
SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTR5, SSX1, STAG1, STAG2, STAT1, STATS3,
STATS5A, STATSB, STK11, SUFU, SUZ12, SYK, TAF1, TAF15, TAP1, TAP2,
TBK1, TBL1XR1, TBX3, TCF3, TCF7L2, TCL1A, TEK, TERC, TERF2IP, TERT,
TET1, TET2, TFE3, TGFBR2, TLR4, TLX1, TMEM127, TNF, TNFAIPS3,
TNFRSF11A, TNFRSF13B, TNFRSF14, TNFRSF1A, TNFRSF1B, TNFRSF25,
TNFRSF8, TNFSF11, TNK2, TOP1, TOP2A, TP53, TP53BP1, TPX2, TRAFZ2,
TRAF3, TRAF5, TRAF6, TRAF7, TRRAP, TSC1, TSC2, TSHR, TUBA4A, TUBB,
TYMS, U2AF1, UBE2T, UBR5, UGT2B15, UGT2B7, UIMC1, UNG, USP34,



USP9X, VEGFA, VEGFB, VHL, VKORC1, WAS, WASF3, WHSC1, WISP3,
WRN, WT1, XIAP, XPA, XPC, XPO1, XRCC1, XRCC2, XRCC3, XRCCS5,
XRCC6, YAP1, ZFHX3, ZHX3, ZNF217, ZNRF3, ZRSR2

7.1.2 Personenbezogene und klinische Merkmale
- Geschlecht, Geburtsdatum und Alter zum Zeitpunkt der Liquorentnahme
- Diagnose
- Lokalisation des abzuklarenden Tumors/der abzuklarenden ZNS-Beteiligung
einer Tumorgrunderkrankung
- Vorliegen einer histologischen Sicherung des ZNS-Tumors/der ZNS-Beteili-
gung einer Tumorgrunderkrankung
- in Bildgebung festgestellte Schrankenstorung und deren Angrenzung an die
inneren Liquorraume
- Vorliegen der/des abzuklarenden Tumors /ZNS-Beteiligung einer Tumorgrund-
erkrankung als Rezidiv/Progress oder Erstdiagnose zum Zeitpunkt der
Liquorentnahme
- Vorliegen einer Meningeosis neoplastica
- Datum der Erstdiagnose von Tumorgrunderkrankung und von ZNS-Beteiligung
- gegebenenfalls Datum des 1. Rezidivs
- Datum, Ort und Art der Liquorentnahme (lumbal oder Uber Shunt, intraoperativ
oder stationar)
- Auswertung der Liquorproben
- Proteinerh6hung (>45 mg/dl)
- Pleozytose ( >12/3 Zellen bzw. > 4 Zellen/ul Liquor)
- Laktaterh6hung (>2,2 mmol/l)
- Liquorzytologie (Ergebnis und Anzahl der durchgefuhrten Untersuchungen
vor/inklusive der Entnahme des in dieser Fallserie untersuchten Liquors)
- Vortherapie vor Liquorentnahme
- Operation der ZNS-Beteiligung vor Zeitpunkt der Liquorentnahme
- Radiotherapie (RTx) und -dosis in Krankenvorgeschichte sowie explizit

ZNS-RTx im Zeitraum von 6 Wochen vor Liquorentnahme
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- Chemo-/Systemtherapie (fur die Tumorgrunderkrankung/ spezifisch fur die
ZNS-Beteiligung) in Krankenvorgeschichte sowie explizit im Zeitraum von 6
Wochen vor Liquorentnahme

- Steroidbehandlung innerhalb von 4 Wochen bis Tag der Liquorentnahme

- Bluttransfusionen und Transplantation vor Liquorentnahme

- Begleitmedikation am Tag und/oder Vortag der Liquorentnahme

- Datum und Durchflhrungsort der Operation(en), bei der/denen die untersuchten
Gewebeproben gewonnen wurden

- Ursprung der Gewebeproben

- Uberleben (Gesamtiiberleben und Progressionsfreies Uberleben bis zum Stich-

tag 29.10.2019) und ggf. Erfassung der Todesdaten der Patienten

7.2 Anhang Ergebnisse

Anhang-Tabelle X 1: Ubersicht aller im Gewebe nachgewiesenen Muta-
tionen, sortiert nach Gen-Namen (N = 17 Patienten)

Legende: = Gen durch Liquor-Panel abgedeckt, aber nicht als Variante in Liquor-cfDNA
vorliegend, = Gen durch Liquor-Panel abgedeckt und als Variante in Liquor-cfDNA
vorliegend, + = ja/vorliegend, — = nein/nicht vorliegend.

Abkidrzungen: Astro = Astrozytom, Ca = Karzinom, ED = Erstdiagnose, GBM = Glioblastom
WHO-Grad IV, ID = Identifikationsnummer, LK = Lymphknoten, Medullo = Medulloblastom, Met =
Metastase, NSCLC = nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom, O = ONC.1-Panel, Oligo =
Oligodendrogliom, Pat= Patient(en), Rez = Rezidiv/Progress, SCLC = kleinzelliges
Bronchialkarzinom, T = TUM.4-Panel, UR = underrepresented, Regionen mit Coverage <30,
WHO = World Health Organization, ZNS = Zentrales Nervensystem.
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ANKRD26 10 | missense | p.P430S | c.1288C>T | 33,43 |cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
APC 5 frameshift | p.E1550K | c.4648 465 | 85,03 | cf006 | Rez | ZNS-Met Duodenal-Ca | O |+ |+ | 46,46 | 254 0,27
fs*14 1delGAGA bei ED
ARID1A 1 missense | p.P690R | c.2069C>G | 6,59 cf017 | Rez | Oligo WHO Ill Rez T [+ |- |0,06 1779 | 0,16
ATG2B 14 | missense | p.R107C | c.319C>T 16,67 | cf030 | Rez | Astro WHO Il ED O |- |- |0,00 6 0,00
ATM 11 | missense | p.K2302T | c.6905A>C | 38,63 | cf023 | Rez | GBM ED T [+ [+ |2883 | 111 2,37
ATRX X frameshift | p.E1314G | ¢.3941_394 | 76,99 | cf020 | ED GBM ED O |- |- |000 2 0,67
fs*9 2delAG
ATRX X | frameshift | p.D1940V | c.5819_582 | 25,95 | cf023 | Rez | GBM ED T [+ |+ | 2449 |98 2,37
fs*14 2delATAG
AURKC 19 | frameshift | p.S32Qfs* | ¢.93dupC 6,41 cf030 | Rez | Astro WHO Il ED O |- |- |0,00 8 0,00
11
AXL 19 | splice_reg | p.G482E | c.1445G>A | 31,89 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |0,00 0 98,19
ion ED
BCL9 1 missense | p.G1422V | c.4265G>T | 19,45 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 1 98,19
ED
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BCORL1 X stop_gain | p.R1196* | c¢.3586C>T 12,40 | cfo16 | ED Stanze Mamma-CaED |O |- |- |0,00 0 0,21
ed (vor ED ZNS-Met)
BRAF 7 missense | p.V60OE | c.1799T>A | 6,20 cf028 | ED GBM ED O |+ |- |007 11546 | 0,00
BRAF 7 missense | p.D594N | c.1780G>A | 94,00 | cf006 | Rez | ZNS-Met Duodenal-Ca | O + | 72,58 | 372 0,27
bei ED
BRCA2 13 | essential_ | p.? c.9502- 511 cf017 | Rez | Oligo WHO Ill Rez T |+ |- [0,00 1472 | 0,16
splice_sit 9 9502-2del
e
BRCA2 13 | missense | p.N277K | c.831T>G 48,40 | cf011 | Rez | GBM ED O |+ |+ |57,70 | 440 0,11
(Keimbahn)
BRCA2 13 | missense | p.N277K | c.831T>G 46,20 | cf011 | Rez | GBM Rez O |+ |+ |57,70 | 440 0,11
(Keimbahn)
C110rf30 11 | frameshift | p.T968Lfs | c.2902delA | 36,98 | cf011 | Rez | GBM Rez O |- |- |0,00 0 0,11
*68
CDKN2A 9 missense | p.V82E C.245T>A 37,02 | cf018 | ED ZNS-Met Melanom bei O |+ |- |0,00 2 98,19
ED
CDKN2A 9 splice_reg | p.? c.150+5G>C | 37,94 | cf018 | ED ZNS-Met Melanom bei O |+ |- |0,00 0 98,19
ion ED
CEP57 11 | missense | p.E359G | c.1076A>G | 33,33 | cf018 | ED ZNS-Met Melanom bei O |- |- |000 1 98,19
ED
CHD2 15 | missense | p.A877D | c.2630C>A | 38,10 | cf022 | ED GBM ED O |- |- |0,00 0 15,33
cic 19 | missense | p.R201W | c.601C>T 79,31 | cf017 | Rez | Oligo WHO Ill Rez T |+ |- [189 951 0,16
CSMD1 8 missense | p.S3000L | c.8999C>T | 36,49 |cf018 | ED ZNS-Met Melanom bei O |- |- 1]0,00 1 98,19
ED
CSMD1 8 missense | p.S2626F | c.7877C>T | 28,34 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 1 98,19
ED
CSMD1 8 missense | p.D547N | c.1639G>A | 30,09 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- [0,00 0 98,19
ED
CSMD1 8 missense | p.P352S | c.1054C>T | 31,78 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
CTNNB1 3 missense | p.S33F c.98C>T 33,83 | cf027 | ED Medullo WHO IVbeiED |O |+ |- | 0,15 1943 | 0,00
DAXX 6 splice_reg | p.? c.1252- 26,55 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- | 0,00 1 98,19
ion 5C>T ED
DCC 18 | missense | p.R961H | c.2882G>A | 28,00 | cf007 | ED periphere Met O |- |- |0,00 1 3,56
Nierenzell-Ca (synchron
zu ED ZNS-Met)
DDX3X X missense | p.D347G | c.1040A>G | 68,11 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 3 98,19
ED
DICER1 14 | missense | p.l900L C.2698A>C | 18,92 | cf003 | ED GBM ED O |- |- |0,00 0 0,68
DIS3 13 | missense | p.R780T | c.2339G>C | 39,36 | cf007 | ED periphere Met O |- |- |000 0 3,56
Nierenzell-Ca (synchron
zu ED ZNS-Met)
DNMT1 19 | missense | p.P1115S | c.3343C>T | 33,00 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 2 98,19
ED
DNMT1 19 | splice_reg | p.? c.118-7C>T | 31,06 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- | 0,00 4 98,19
ion ED
EPHA4 2 splice_reg | p. = c.2136G>A | 32,48 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- | 0,00 0 98,19
ion ED
EPHB6 7 missense | p.P493S | c.1477C>T | 53,12 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
ERCC4 16 | splice_reg | p.E636K | c.1906G>A | 16,84 | cf007 | ED periphere Met O |- |- |0,00 0 3,56
ion Nierenzell-Ca (synchron
zu ED ZNS-Met)
ESR1 6 missense | p.A67T c.199G>A 19,02 | cf027 | ED Medullo WHO IVbei ED | O |+ |- | 0,07 1385 | 0,00
ESR2 14 | missense | p.D303N | c.907G>A 41,67 | cf006 | Rez | ZNS-Met Duodenal-Ca |O (- |- | 0,00 1 0,27
bei ED
EXO1 1 missense | p.E89D c.267G>C 22,22 | cf006 | Rez | ZNS-Met Duodenal-Ca (O |- |- | 0,00 0 0,27
bei ED
EXT2 11 | stop_gain | p.W586* | c.1757G>A | 13,89 | cf030 | Rez | Astro WHO Il ED O |- |- |0,00 5 0,00
ed
EZH2 7 missense | p.T465I c.1394C>T | 22,53 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- | 0,00 0 98,19
ED
EZH2 7 missense | p.R358G | c.1072C>G | 23,88 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
FANCD2 3 essential_ | p.? c.2715+1G> | 16,89 | cf020 | ED GBM ED O |- |- |0,00 0 0,67
splice_sit A
e
FGFR1 8 missense | p.V295M | c.883G>A 14,30 | cf026 | Rez | GBM ED O |+ |- |026 391 0,43
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FUBP1 1 missense | p.G461E | c.1382G>A | 33,73 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
FUBP1 1 missense | p.P175S | c.523C>T 31,20 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
GLI1 12 | missense | p.L221F c.661C>T 36,63 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 2 98,19
ED
GPC3 X missense | p.D204H | c.610G>C 8,38 cf016 | ED Stanze Mamma-CaED |O |- |- |0,00 0 0,21
(vor ED ZNS-Met)
GPR124 8 missense | p.P871L c.2612C>T 10,97 | cf013 | Rez | Meningeom WHO IRez |O |- |- | 0,00 0 0,24
GRIN2A 16 | missense | p.D1293N | c.3877G>A | 24,15 | cf026 | Rez | GBM ED O |- |- |0,00 0 0,43
GRIN2A 16 | stop_gain | p.W837* | c.2511G>A | 31,58 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ed ED
GRM3 7 missense | p.D63N c.187G>A 35,15 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
HNF1A 12 | missense | p.G323E | c.968G>A 30,73 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
IDH1 2 missense | p.R132H | c.395G>A 39,21 | cf020 | ED GBM ED O |+ |- [0,00 375 0,67
IDH1 2 missense | p.R132H | c.395G>A 46,18 | cf017 | Rez | Oligo WHO Ill Rez T [+ |- |123 1296 | 0,16
IDH1 2 missense | p.R132C | c.394C>T 17,86 | cf030 | Rez | Astro WHO Il ED o |+ 17,76 | 1458 | 0,00
IDH1 2 missense | p.R132H | c.395G>A 26,57 | cf023 | Rez | GBM ED T |+ 24,30 | 107 2,37
IFNGR1 6 frameshift | p.W248Df | c.742_743d | 31,25 | c¢f030 | Rez | Astro WHO Il ED O |- |- |0,00 3 0,00
(Keimbahn) s*14 elTG
IGF2R 6 splice_reg | p.Q743P | c.2228A>C | 7,19 cf007 | ED periphere Met O |- |- |0,00 0 3,56
ion Nierenzell-Ca (synchron
zu ED ZNS-Met)
JAK1 1 frameshift | p.K795Efs | ¢.2379dupC | 33,27 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |+ |- [0,00 2 98,19
*7 ED
KAT6A 8 missense | p.E1478K | c.4432G>A | 35,56 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 1 98,19
ED
KDM5A 12 | stop_gain | p.R264* c.790C>T 32,25 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ed ED
KIAA1549 7 missense | p.D1693G | c.5078A>G | 6,56 cf031 | Rez | Magen-Cabei ED (vor |T |+ [+ [69,23 |39 36,02
ED ZNS-Beteiligung)
KLF2 19 | missense | p.K285N | ¢.855G>C 29,46 | cf016 | ED Stanze Mamma-CaED [O |- |- | 0,00 0 0,21
(vor ED ZNS-Met)
KLHDC8B 3 missense | p.G38D c.113G>A 12,50 | cf003 | ED GBM ED O |- |- |0,00 0 0,68
KMT2D 12 | missense | p.S582F c.1745C>T | 33,07 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- | 0,00 2 98,19
ED
KRAS 12 | missense | p.V14l c.40G>A 18,58 | cf006 | Rez | ZNS-Met Duodenal-Ca | O |+ |+ | 14,69 | 497 0,27
bei ED
LIG4 3 missense | p.P493L c.1478C>T | 32,78 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
LRP1B 2 missense | p.P2872H | c.8615C>A | 48,51 | cf006 | Rez | ZNS-Met Duodenal-Ca [ O |- |- | 0,00 1 0,27
bei ED
LRP1B 2 missense | p.R2443C | c.7327C>T | 44,64 | cf006 | Rez | ZNS-Met Duodenal-Ca [O |- |- | 0,00 0 0,27
bei ED
LRP1B 2 missense | p.G2790E | c.8369G>A | 30,40 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
LRP1B 2 missense | p.S2508F | c.7523C>T | 34,80 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
LRP1B 2 splice_reg | p.? €.3964+4C> | 14,74 | cf026 | Rez | GBM ED O |- |- |0,00 2 0,43
ion T
MED12 X | splice_reg | p.? c.100- 33,82 | cf023 | Rez | GBM ED T [+ |+ |921 76 2,37
ion 8_100-
7insAGGA
MET 7 missense | p.L185F c.553C>T 33,99 | cf018 | ED ZNS-Met Melanom bei O |+ |- |0,00 28 98,19
MET 7 missense | p.A5T c.13G>A 7,58 cf028 | ED GBM ED O |+ |+ [790 13288 | 0,00
MGA 15 | stop_gain | p.R618* c.1852C>T | 22,66 | cf004 | ED epidurale Met Prostata- | O |- |- | 0,00 0 0,09
ed Ca bei ED
MITF 3 stop_gain | p.K43* C.127A>T 36,02 | cf018 | ED ZNS-Met Melanom bei O |- |- |000 1 98,19
ed ED
MUC16 19 | missense | p.M10965 | ¢.32894T>C | 24,19 | cf006 | Rez | ZNS-Met Duodenal-Ca | O |- |- | 0,00 0 0,27
T bei ED
MUC16 19 | missense | p.E11176 | c.33526G>A | 37,14 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
K ED
MUC16 19 | missense | p.P9404S | c.28210C>T | 31,41 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 2 98,19

ED
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MUC16 19 | missense | p.P6146S | c.18436C>T | 34,18 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
MUC16 19 | missense | p.E4605K | c.13813G>A | 36,43 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- | 0,00 0 98,19
ED
MUC16 19 | missense | p.A1063T | c.3187G>A | 31,28 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
MUC16 19 | missense | p.P664L c.1991C>T | 32,51 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
MUC16 19 | missense | p.D292N | c.874G>A 30,34 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
MYH11 16 | missense | p.H282Q | c.846C>G 21,43 | cf030 | Rez | Astro WHO Il ED O |- |- |0,00 4 0,00
NF1 17 | frameshift | p.T2175R | c.6522_652 | 11,96 | cf026 | Rez | GBM ED O |+ |- |00 981 0,43
fs*5 3dupGA
NF1 17 | frameshift | p.S2096P | c.6285_629 | 71,43 | cf006 | Rez | ZNS-Met Duodenal-Ca | O |+ |+ |75,21 | 476 0,27
fs*29 7del bei ED
NF1 17 | splice_reg | p.? c.1528- 34,58 | cf018 | ED ZNS-Met Melanom bei O |+ |- |0,00 0 98,19
ion 8C>T ED
NF2 22 | inframe p.F119del | c.357_359d | 58,12 | cf013 | Rez | Meningeom WHO|Rez | O |+ |- | 0,00 462 0,24
elCTT
NFKB1 4 missense | p.P648S | c.1942C>T | 32,23 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
NFKBIE 6 missense | p.G34E c.101G>A 26,06 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
NRAS 1 missense | p.Q61R c.182A>G 34,35 | cf018 | ED ZNS-Met Melanom bei O |+ |- |0,00 5 98,19
ED
PBRM1 3 stop_gain | p.Q841* c.2521C>T | 58,41 | cf007 | ED periphere Met O|+ |- 1035 2278 | 3,56
ed Nierenzell-Ca (synchron
zu ED ZNS-Met)
PIK3C2G 12 | missense | p.V605I c.1813G>A | 67,07 | cf006 | Rez | ZNS-Met Duodenal-Ca |O |- |- | 0,00 1 0,27
bei ED
PIK3C2G 12 | missense | p.G923R | c.2767G>A | 33,48 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
PIK3CA 3 missense | p.E542K c.1624G>A | 92,79 | cf006 | Rez | ZNS-Met Duodenal-Ca | O |+ |+ | 80,92 | 283 0,27
bei ED
PIK3CB 3 missense | p.M73I c.219G>C 8,00 cf003 | ED GBM ED O|- |- 100 0 0,68
PIK3CB 3 missense | p.R668W | c.2002C>T | 33,81 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
PIK3R1 5) inframe p.M563_S | c.1689_169 | 10,87 | cf026 | Rez | GBM ED O |+ |- [0,00 407 0,43
565del 7del
PIK3R1 5) inframe p.F456_Q | ¢.1365_137 | 31,85 | cf023 | Rez | GBM ED T [+ |+ |10,00 |50 2,37
457del 0delGTTTC
A
PIK3R1 5) missense | p.L570P | c.1709T>C | 39,93 | cf020 | ED GBM ED O |+ |- (038 260 0,67
PIK3R3 1 frameshift | p.K293Ifs* | ¢.876_877d | 33,79 | cf027 | ED Medullo WHO IV beiED O |- |- [ 0,00 1 0,00
(Keimbahn) 4 upTA
PIK3R3 1 stop_retai | p. = c.1386_*25d | 13,02 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ned el ED
PKHD1 6 missense | p.P1547S | c.4639C>T | 41,74 | cf006 | Rez | ZNS-Met Duodenal-Ca [ O |- |- | 0,00 0 0,27
bei ED
PKHD1 6 missense | p.E550K | c.1648G>A | 23,76 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 1 98,19
ED
PKHD1 6 missense | p.S523I c.1568G>T | 35,91 |cf022 | ED GBM ED O |- |- |0,00 0 15,33
PLCG2 16 | missense | p.S225L c.674C>T 17,86 | cf027 | ED Medullo WHO IV beiED |O |- |- | 0,00 0 0,00
POLQ 3 frameshift | p.V380Afs | c.1129_113 | 5,74 cf006 | Rez | ZNS-Met Duodenal-Ca |O |- |- | 0,00 2 0,27
*4 6dup bei ED
POLQ 3 missense | p.A1098T | c.3292G>A | 16,35 | cf004 | ED epidurale Met Prostata- | O |- |- | 0,00 0 0,09
Ca bei ED
PREX2 8 missense | p.S658L c.1973C>T | 31,68 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 2 98,19
ED
PREX2 8 missense | p.S1293N | c.3878G>A | 35,91 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |0,00 1 98,19
ED
PREX2 8 splice_reg | p.G705E | c.2114G>A | 34,10 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- | 0,00 2 98,19
ion ED
PTEN 10 | essential_ | p.? c.634+2T>C | 52,04 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |+ |- |[0,00 0 98,19

splice_sit
e

ED
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PTEN 10 | frameshift | p.Q298Kf | c.892delC 25,18 | cf007 | ED periphere Met O |+ |- |0,00 1437 | 3,56
s*9 Nierenzell-Ca (synchron
zu ED ZNS-Met)
PTEN 10 | missense | p.K128N | ¢.384G>C 26,60 | cf007 | ED periphere Met O |+ |- ]020 489 3,56
Nierenzell-Ca (synchron
zu ED ZNS-Met)
PTEN 10 | splice_reg | p.G165E | c.494G>A 43,46 | cf028 | ED GBM ED O |+ |+ [10,64 |7809 |0,00
ion
PTPN11 12 | missense | p.F71L c.211T>C 7,69 cf028 | ED GBM ED O |- |- |0,00 0 0,00
PTPRT 20 | missense | p.T1118] |c¢.3353C>T | 34,15 |cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- [0,00 0 98,19
ED
PTPRT 20 | missense | p.D924G | c.2771A>G | 31,05 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- | 0,00 1 98,19
ED
PTPRT 20 | missense | p.W923G | c.2767T>G | 31,22 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- | 0,00 2 98,19
ED
RAD50 5 missense | p.H530Y | c.1588C>T | 33,07 |cf018 | ED ZNS-Met Melanom bei O |- |- |000 1 98,19
ED
RAD54B 8 missense | p.E5S33D | c.1599A>C | 37,98 | cf013 | Rez | Meningeom WHO|Rez [O |- |- | 0,00 1 0,24
RINT1 7 missense | p.L209I c.625C>A 6,28 cf017 | Rez | Oligo WHO Il Rez T - 10,08 1249 | 0,16
RNF2 1 frameshift | p.P324Wf | ¢.970_973d | 6,21 cf017 | Rez | Oligo WHO Il Rez T - |0,00 1639 | 0,16
s*30 elCCCA
ROS1 6 missense | p.D2249N | c.6745G>A | 31,05 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 1 98,19
ED
ROS1 6 missense | p.A2081V | c.6242C>T | 43,69 | cf017 [ Rez | Oligo WHO Il Rez T [+ |- |213 937 0,16
RYR1 19 | missense | p.G1704C | ¢.5110G>T | 40,82 | cf007 | ED periphere Met O |- |- |0,00 0 3,56
Nierenzell-Ca (synchron
zu ED ZNS-Met)
RYR1 19 | missense | p.E4868K | c.14602G>A | 27,96 | cf011 | Rez | GBM ED O |- |- |000 2 0,11
RYR1 19 | missense | p.E4868K | c.14602G>A | 31,12 | cf011 | Rez | GBM Rez O |- |- |0,00 2 0,11
RYR1 19 | missense | p.G2160S | c.6478G>A | 30,43 | cf027 | ED Medullo WHO IVbeiED |O |- |- | 0,00 0 0,00
RYR1 19 | splice_reg | p.? c.10627- 34,36 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei |O |- |- [0,00 1 98,19
ion 4C>T ED
SLC26A3 7 missense | p.G739E | c.2216G>A | 34,11 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 2 98,19
ED
SLC26A3 7 missense | p.V340l c.1018G>A | 20,55 | cf028 | ED GBM ED O |- |- |0,00 0 0,00
SMARCA4 19 | frameshift | p.D1086 c.3236_325 | 6,25 cf018 | ED ZNS-Met Melanom bei O |- |- |0,00 0 98,19
Wfs*27 7insGGGTA ED
AATTTGAG
CTTCTTT
SMARCA4 19 [ missense | p.H884L C.2651A>T 31,71 | cf018 | ED ZNS-Met Melanom bei O |- |- |000 1 98,19
ED
SPRED1 15 | stop_gain | p.R16* c.46C>T 48,89 | cf028 | ED GBM ED O |- |- |0,00 0 0,00
ed
SPTA1 1 missense | p.R557G c.1669C>G | 36,64 | cf020 | ED GBM ED O |- |- |0,00 0 0,67
SRC 20 | missense | p.R208L c.623G>T 19,88 | cf004 | ED epidurale Met Prostata- | O [+ |- | 0,53 374 0,09
Ca bei ED
SSTR1 14 | missense | p.G5D c.14G>A 33,63 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
SSTR2 17 | missense | p.N276H | c.826A>C 37,70 | cf022 | ED GBM ED O |- |- |0,00 0 15,33
SSTR3 22 | stop_gain | p.R203* c.607C>T 41,79 | cf011 | Rez | GBM ED O |- |- |000 2 0,11
ed
SSTR3 22 | stop_gain | p.R203* c.607C>T 42,61 | cf011 | Rez | GBM Rez O |- |- |000 2 0,11
ed
Suz12 17 | essential_ | p.? c.1294- 6,85 cf028 | ED GBM ED O |- |- |0,00 3 0,00
splice_sit 1G>C
e
TAP1 6 missense | p.L114M | c.340C>A 21,05 | cf027 | ED Medullo WHO IV beiED |O |- |- | 0,00 1 0,00
TBX3 12 | stop_gain | p.Q229* c.685C>T 69,29 | cf006 | Rez | ZNS-Met Duodenal-Ca |O (- |- | 0,00 0 0,27
ed bei ED
TCL1A 14 | missense | p.D113H | c.337G>C 33,90 | cfo18 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 2 98,19
ED
TET1 10 | missense | p.H2035Y | c.6103C>T | 17,65 | cf030 | Rez | Astro WHO Il ED O |- |- |0,00 9 0,00
TLR4 9 missense | p.L18F c.52C>T 34,78 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- | 0,00 2 98,19
ED
TNFSF11 13 | missense | p.P301L c.902C>T 14,75 | cf026 | Rez | GBM ED O |- |- |0,00 0 0,43
TOP2A 17 | missense | p.R878H c.2633G>A | 45,51 | cf028 | ED GBM ED O |- |- |0,00 0 0,00
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TP53 17 | frameshift | p.K292Efs | c.872dupA 86,11 | cf006 | Rez | ZNS-Met Duodenal-Ca | O |+ |+ | 66,48 | 349 0,27
*14 bei ED
TP53 17 | inframe p.H179_E | ¢.536_541d | 69,29 | cf020 | ED GBM ED O |+ |+ |4,56 548 0,67
180del elATGAGC
TP53 17 | missense | p.E11K c.31G>A 20,73 | cf026 | Rez | GBM ED O |+ |- [0,00 190 0,43
TP53 17 | missense | p.C275Y | c.824G>A 79,86 | cf022 | ED GBM ED O |+ |- |6,06 33 15,33
TP53 17 | missense | p.R273C | c.817C>T 91,30 | cf030 | Rez | Astro WHO Il ED O |+ |- |27,49 |1375 | 0,00
TP53 17 | missense | p.Y234D | c.700T>G 82,99 | cf023 | Rez | GBM ED T |+ 33,33 | 63 2,37
TP53 17 | missense | p.R110P | c.329G>C 62,86 | cf016 | ED Stanze Mamma-CaED | O | + 72,16 | 589 0,21
(vor ED ZNS-Met)
TP53BP1 15 | missense | p.P420L | c.1259C>T | 32,99 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
TRAF7 16 | missense | p.T460I c.1379C>T | 35,84 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19
ED
VEGFB 11 | splice_reg | p.P126L c.377C>T 12,50 | cf030 | Rez | Astro WHO Il ED O |- |- |0,00 7 0,00
ion
VHL 8 missense | p.R79P c.236G>C 61,90 | cf007 | ED periphere Met O |+ |- |154 65 3,56
Nierenzell-Ca (synchron
zu ED ZNS-Met)
VKORC1 16 | missense | p.R90C c.268C>T 34,48 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- [0,00 4 98,19
ED
XIAP X 3_prime_ | k. A c.*6C>T 68,39 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 2 98,19
UTR ED
XPC 3 missense | p.E755K | c.2263G>A | 52,10 | cf017 | Rez | Oligo WHO Il Rez T [+ |+ | 44,90 |1137 |0,16
(Keimbahn)
ZFHX3 16 | missense | p.P211L | c.632C>T 35,95 | cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 1 98,19
ED
ZFHX3 16 | stop_gain | p.R1439* | c.4315C>T | 29,30 |cf018 | ED ZNS-Met Melanombei | O |- |- |[0,00 0 98,19

ed

ED
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Anhang-Tabelle X 2: Ubersicht der im Gewebe mutierten Gene sortiert
nach Gewebeart

Abkurzungen: ZNS = Zentrales Nervensystem.

Gene, die aus-schliellich

Gene, die in beiden

Gene, die ausschlie8lich in ZNS- in Extra-ZNS- Arten von
Gewebeproben mutiert vorlagen Gewebeproben mutiert Gewebeproben
vorlagen mutiert vorlagen

ANKRD26 HNF1A RNF2 BCORLA1 PTEN

APC IDH1 ROS1 DCC RYR1

ARID1A IFNGR1 SLC26A3 DIS3 TP53

ATG2B JAK1 SMARCA4 ERCC4

ATM KAT6A SPRED1 GPC3

ATRX KDM5A SPTA1 IGF2R

AURKC KLHDC8B |SRC KIAA1549

AXL KMT2D SSTR1 KLF2

BCL9 KRAS SSTR2 PBRM1

BRAF LIG4 SSTR3 VHL

BRCA2 LRP1B SUZ12

C110RF30 MED12 TAP1

CDKN2A MET TBX3

CEP57 MGA TCL1A

CHD2 MITF TET1

CiC MUC16 TLR4

CSMD1 MYH11 TNFSF11

CTNNBH1 NF1 TOP2A

DAXX NF2 TP53BP1

DDX3X NFKB1 TRAF7

DICER1 NFKBIE VEGFB

DNMT1 NRAS VKORC1

EPHA4 PIK3C2G XIAP

EPHB6 PIK3CA XPC

ESR1 PIK3CB ZFHX3

ESR2 PIK3R1

EXO1 PIK3R3

EXT2 PKHD1

EZH2 PLCG2

FANCD2 POLQ

FGFR1 PREX2

FUBP1 PTPN11

GLI1 PTPRT

GPR124 RAD50

GRIN2A RAD54B

GRM3 RINT1
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Anhang-Tabelle X 3: Ubersicht der im Gewebe mutierten Gene sortiert
nach Diagnosegruppe

Abkilrzungen: ZNS = Zentrales Nervensystem.

Gene, die ausschlieflich in Gene, die ausschlieflich in Gene, die in
Gewebeproben von Gewebeproben von Patienten mit | Gewebeproben beider
hirneigenen Tumoren mutiert | solidem Tumor + ZNS-Beteiligung Diagnosegruppen
vorlagen mutiert vorlagen mutiert vorlagen
ARID1A TNFSF11 ANKRD26 MUC16 BRAF
ATG2B TOP2A APC NFKB1 GRIN2A
ATM VEGFB AXL NFKBIE LRP1B
ATRX XPC BCL9 NRAS MET
AURKC BCORLA1 PBRMH1 NF1
BRCA2 CDKN2A PIK3C2G PIK3CB
C110RF30 CEP57 PIK3CA PIK3R3
CHD2 CSMD1 POLQ PKHD1
CiC DAXX PREX2 PTEN
CTNNBH1 DCC PTPRT ROS1
DICER1 DDX3X RAD50 RYR1
ESR1 DIS3 SMARCA4 SLC26A3
EXT2 DNMT1 SRC TP53
FANCD2 EPHA4 SSTR1
FGFR1 EPHB6 TBX3
GPR124 ERCC4 TCL1A
IDH1 ESR2 TLR4
IFNGR1 EXO1 TP53BP1
KLHDC8B EZH2 TRAF7
MED12 FUBP1 VHL
MYH11 GLI1 VKORC1
NF2 GPC3 XIAP
PIK3R1 GRM3 ZFHX3
PLCG2 HNF1A
PTPN11 IGF2R
RAD54B JAK1
RINT1 KAT6A
RNF2 KDM5A
SPRED1 KIAA1549
SPTA1 KLF2
SSTR2 KMT2D
SSTR3 KRAS
SuUz12 LIG4
TAP1 MGA
TET1 MITF
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Anhang-Tabellen X 4-6: Ubersicht aller im Gewebe nachgewiesenen
Struktur- und Kopienzahlvarianten (CNVs),
sortiert nach Gen-Namen (N = 17 Patienten)

Anhang-Tabelle X 4: Amplifikationen in Gewebeproben, sortiert nach Gen-

Abkirzungen: Ca = Karzinom, ED = Erstdiagnose, GBM = Glioblastom WHO-Grad |V, ID =
Identifikationsnummer, Medullo = Medulloblastom, Met = Metastase, Pat = Patient(en), Rez =
Rezidiv/Progress, WHO = World Health Organization, ZNS = Zentrales Nervensystem.

Namen (von N = 17 Patienten)

— c o

E1, S 512 |88 g = 42

S $|138 5 |&§ |83§% 2gS R~

3 E|ZE 2|2 |ZE8 Hs: 525

S| &3 S | o Z2o 8 2= 38

£ S S | &® T2 O N Ogo

O < S | & o L ~ 3]

X »n O N

AR X | nicht fokal |3 cf004 | epidurale Met Prostata-Ca bei ED TUM.4

BCL9 1 |[nicht fokal |3 cf027 | Medullo WHO 1V bei ED TUM.4

CDK4 12 | nicht fokal |[>10 |cf022 | GBM ED TUM.4

CDK6 7 | nichtfokal |3 cf028 | GBM ED TUM.4

EGFR 7 |nichtfokal |10 |cf011 |GBM ED und GBM Rez TUM.4

EGFR 7 | nichtfokal |3 cf022 | GBM ED TUM.4

EGFR 7 | nichtfokal |3 cf023 | GBM ED TUM.4

EGFR 7 | nichtfokal |3 cf028 | GBM ED TUM.4

GATA3 |10 | fokal 4 cf016 | Stanze Mamma-Ca ED (vor ED ZNS- TUM.4

Met)

GLI1 12 | nicht fokal |[>10 |cf022 | GBM ED TUM.4

KDR 4 |fokal 4 cf020 | GBM ED TUM.4

KIT 4 |fokal 4 cf020 | GBM ED TUM.4

MET 7 | fokal 5 cf028 | GBM ED TUM.4

MTOR 1 | fokal 3-4 |cf031 | Magen-Ca bei ED (vor ED ZNS- TUM.4
Beteiligung)

MUC1 1 |nichtfokal |4 cf016 | Stanze Mamma-Ca ED (vor ED ZNS- TUM.4

Met)

NOTCH1 |9 | nicht fokal |3 cf023 | GBM ED TUM.4

PIK3CD |1 |fokal 3-4 |cf031 | Magen-Ca bei ED (vor ED ZNS- TUM.4
Beteiligung)
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Anhang-Tabelle X 5: Deletionen in Gewebeproben, sortiert nach Gen-
Namen (von N =17 Patienten)

Abkirzungen: Ca = Karzinom, ED = Erstdiagnose, GBM = Glioblastom WHO-Grad IV, ID =
Identifikationsnummer, Met = Metastase, Oligo = Oligodendrogliom, Rez = Rezidiv/Progress,

WHO = World Health Organization, ZNS = Zentrales Nervensystem.
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B2M 15 | nicht fokal | heterozygot | nein cf028 | GBM ED TUM.4
BRCA1 |17 |nicht fokal | heterozygot | nein cf016 | Stanze Mamma-Ca ED TUM.4
(vor ED ZNS-Met)
BRCA1 |17 | nicht fokal | heterozygot | nein cf028 | GBM ED TUM.4
BRCA2 |13 | nicht fokal | heterozygot | nein cf020 | GBM ED TUM.4
CDKN2A |9 | fokal homozygot |ja cf007 | periphere Met Nierenzell- | TUM.4
Ca (synchron zu ED ZNS-
Met)
CDKN2A |9 | nicht fokal | heterozygot | nein cf017 | Oligo WHO Ill Rez TUM.4
CDKN2A |9 | nicht fokal | heterozygot | nein cf020 | GBM ED TUM.4
CDKN2A |9 | nicht fokal | heterozygot | nein cf023 | GBM ED TUM.4
CDKN2A |9 |fokal homozygot |ja cf028 | GBM ED TUM.4
CDKN2B |9 |fokal homozygot |ja cf007 | periphere Met Nierenzell- | TUM.4
Ca (synchron zu ED ZNS-
Met)
CDKN2B |9 | nicht fokal | heterozygot | nein cf017 | Oligo WHO lll Rez TUM.4
CDKN2B |9 | nicht fokal | heterozygot | nein cf020 | GBM ED TUM.4
CDKN2B |9 | nicht fokal | heterozygot | nein cf023 | GBM ED TUM.4
CDKN2B |9 | fokal homozygot |ja cf028 | GBM ED TUM.4
CDKN2C |1 | fokal homozygot |ja cf028 | GBM ED TUM.4
CiCc 19 | nicht fokal | heterozygot | ja cf017 | Oligo WHO Ill Rez TUM.4
MSH4 1 | nicht fokal | heterozygot | nein cf007 | periphere Met Nierenzell- | TUM.4
Ca (synchron zu ED ZNS-
Met)
NF2 22 | nicht fokal | heterozygot | ja cf013 | Meningeom WHO | Rez TUM.4
PBRM1 |3 |nicht fokal | heterozygot |ja cf007 | periphere Met Nierenzell- | TUM.4
Ca (synchron zu ED ZNS-
Met)
PIK3R1 |5 |nichtfokal | heterozygot | nein cf004 | epidurale Met Prostata-Ca | TUM.4
bei ED
PIK3R1 |5 |nichtfokal | heterozygot | nein cf016 | Stanze Mamma-Ca ED TUM.4
(vor ED ZNS-Met)
PIK3R1 |5 |nichtfokal | heterozygot | nein cf022 | GBM ED TUM.4
POLH 6 | nicht fokal | heterozygot | nein cf004 | epidurale Met Prostata-Ca | TUM.4
bei ED
PTEN 10 | nicht fokal | heterozygot | nein cf004 | epidurale Met Prostata-Ca | TUM.4
bei ED
PTEN 10 | nicht fokal | heterozygot | ja cf018 | ZNS-Met Melanom bei ED | TUM.4
PTEN 10 | nicht fokal | heterozygot | nein cf022 | GBM ED TUM.4
PTEN 10 | nicht fokal | heterozygot | ja cf028 | GBM ED TUM.4
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RB1 13 | fokal homozygot |ja cf016 | Stanze Mamma-Ca ED TUM.4
(vor ED ZNS-Met)
TP53 17 | nicht fokal | heterozygot | nein cf004 | epidurale Met Prostata-Ca | TUM.4
bei ED
TP53 17 | nicht fokal | heterozygot | ja cf016 | Stanze Mamma-Ca ED TUM.4
(vor ED ZNS-Met)

Anhang-Tabelle X 6: Strukturvarianten in Gewebeproben, sortiert nach
Gen-Namen (von N =17 Patienten)

Abkurzungen: Ca = Karzinom, ED = Erstdiagnose, ID = Identifikationsnummer, Met = Metastase.
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TMPRSS2 |21 Translo- | TMPRSS2 Intron 2 | cf004 | epidurale Met Prostata- | TUM.4
-ETV1 7 kation ETV1 Intron 7 Ca bei ED

Anhang-Tabelle X 7: Ubersicht der potentiell in Liquor-cfDNA nachweis-
baren Tumorgewebe-Mutationen, sortiert nach
Gruppen (N =17 Patienten)

Erlduterungen: + = ja/vorliegend, — = nein/nicht vorliegend.

Abkurzungen: Astro = Astrozytom, Bet = Beteiligung, BWK = Brustwirbelkérper, Ca = Karzinom,
cfDNA = cell-free DNA, ED = Erstdiagnose, GBM = Glioblastom WHO-Grad IV, ID =
Identifikationsnummer, LK = Lymphknoten, M= mannlich, Mb= Megabase, Medullo =
Medulloblastom, Mut = Mutationen, neg = negativ, O = ONC.1-Panel (81 Gene), Oligo =
Oligodendrogliom, Pat = Patient(en), pos = positiv, Rez = Rezidiv/Progress, T = TUM.4-Panel
(710 Gene), UR = underrepresented, Regionen mit Coverage <30, W = weiblich, WHO = World
Health Organization, ZNS = Zentrales Nervensystem.
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