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Udforskning af potentialet
ved flydende biopsi til
personlig medicin ved

ddPCR

biomedicin og teknologiske innovationer

forandret vores forstdelse og behandling af
komplekse sygdomme markant. En veesentlig
ny udvikling er indfgrelsen af flydende biopsi,
som kan revolutionere maden, vi diagnostice-
rer og behandler kreeft og andre sygdomme
pa. Flydende biopsi involverer indsamling og
analyse af genetisk materiale fra tumorer (ctD-
NA og ctRNA) fundet i blod og andre biologiske
vaesker. Denne metode tillader en dybtgdende
og dynamisk undersggelse af tumorens geneti-
ske fingeraftryk.

Droplet Digital Polymerase Chain Reaction
(ddPCR) er en nggleteknologii denne nye zera,
idet den gor det muligt at kvantificere gene-
tiske markgrer med stor preecision og fplsom-
hed. Kombinationen af flydende biopsi og
ddPCR baner vejen for personlig medicin, hvor
behandlinger kan skraeddersys til den enkelte
patient baseret pa dennes unikke genetiske
profil.

Dette projekt har til forméal at udforske
potentialet i flydende biopsi, specifikt ved brug
af ddPCR, for at forbedre beslutningsprocesser
i personlig medicin. Vi vil kigge pa de seneste
fremskridt, mulige anvendelser i klinikken og
de udfordringer, der endnu skal overvindes for
at forme fremtidens diagnose- og behandlings-
metoder.

I de senere &r har forskning inden for

Udfordringer i behandlingen af kastra-
tionsresistent prostatakraeft
Prostatakreeft er en af de mest udbredte kreeft-
typer i Europa og den tredje mest almindelige
dedsarsag blandt europeeiske meend. Omkring
80-90 % af tilfeeldene er drevet af androgener,
og derfor inkluderer de fgrste behandlingstrin
typisk androgen ablationsterapi for at reducere
androgenniveauer og bremse transkriptionen
af androgenreceptorer (1).

Patienter med primeer prostatakreeft har
generelt en god prognose med naesten 100 %
overlevelsesrate efter fem ar. Denne rate falder
dog til 30 % for patienter med metastaseret
kreeft. Desveerre varierer patienternes reakti-
on pa androgen ablationsterapi, og 20-30 %
oplever fortsat kreeftprogression. Sygdommens

genopblussen pé trods af lave testosteronni-
veauer indikerer en udvikling mod kastrations-
resistent prostatakreeft (CRPC) (1).

CRPC er en avanceret form for prostatakreeft,
som ikke reagerer pad hormonbehandlinger
og forer til ukontrolleret tumorvaekst. Dette
betyder, at patienter med CRPC risikerer, at
tumoren metastaserer.

AR-V7 og AR-FL som pradiktive mar-
karer for metastaseret prostatakraeft
Forskning har vist, at eendringer i genet for
androgenreceptoren (AR) er afggrende i udvik-
lingen og progressionen af prostatakreeft (2).
Flere varianter af AR er fundet i prgver fra CR-
PC-patienter, hvoraf nogle mangler et bestemt
domeene, hvilket fprer til konstant aktivering
af AR-signaler. Seerligt fremtreedende i CRPC
er AR variant 7 (AR-V7), der skyldes alternativ
splejsning af den normale AR fuldleengde (AR-
FL) mRNA. AR-V7 er blevet identificeret som en
preediktiv marker for CRPC og har veesentlig
klinisk betydning i valget af behandling og i
forstéelsen af resistens mod behandlinger (3).
Flydende biopsi, som kan detektere og kvanti-
ficere AR-V7, kan sdledes vejlede om malrettet
behandling for patienter med metastaseret
prostatakreeft.

Flere studier har vist, at AR-V7 kan pavises
ved hjeelp af en teknik kaldet realtids polyme-
rasekzedereaktion (RT-PCR). Denne metode
anvendes pad RNA udvundet fra forskellige
typer prover, herunder formalinfikserede,
paraffinindlejrede prostatakreeftprgver (FFPE),
cirkulerende tumorceller (CTC'er), plasma-
eksosomer, fuldblod og mononukleaere celler i
perifert blod (3). Alternativt kan AR-V7 og AR-FL
mRNA kvantificeres direkte i perifert fuldblod
ved hjeelp af flydende biopsi, hvilket er mindre
indgribende end traditionelle veevsbiopsier og
sparer tid i den indledende analysefase.

Nar det kommer til detektion og kvantifi-
cering af genetisk materiale, er der mange
ligheder mellem ddPCR og RT-PCR. Men ddPCR
skiller sig ud ved sin evne til at identificere selv
meget smé meengder af genetisk materiale,
hvilket forbedrer detektionsgraensen sammen-
lignet med RT-PCR (4).



FIGUR 1: Todimensionelt spred-
ningsplot af ddPCR-analyse

Plottet viser teelling af PCR-positi-
ve og PCR-negative draber og ab-
solut kvantificering af mal-DNA
fra QX 200-drébelaeseren. AR-V7
er preesenteret ved bld draber. De
grgnne draber indeholder AR-FL.
Draberne, der indeholder begge
androgenreceptorskabeloner, er
orange, og den gra klynge svarer
til de tomme dréber. Det skal
bemezerkes, at orange draber er
fra de positive kontroller. AR-V7-
og AR-FL-positive kontroller er
cirklet i henholdsvis bla og grgn
(A).Klynger repraesenterer kun
de raske donorers prover (B).
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Baseret pa underspgelsen af Seitz et al. (3),
hvor et assay til kvantificering af AR-V7 og AR-FL
blev etableret, er malet med vores projekt at
verificere og validere dette assay til en standar-
diseret protokol til direkte kvantificering af AR-
V7 og AR-FL mRNA-niveauer i perifert fuldblod.
Vihar ogsd méalt niveauet af disse genetiske
markgrer i blodprpver fra 88 raske meend for
at etablere en baseline eller referenceveerdi.
Formalet er at fastseette et maksimalt niveau for
AR-V7,som kan bruges i kliniske sammenhaenge
og fremtidige studier til at skelne mellem hgje
og lave niveauer af AR-V7 mRNA i patientprgver.

Metodedesign
Kohorten i vores studie omfattede 88 sund-
hedsgodkendte donorer fra det danske forsvar,
som alle opfyldte kravene til at blive betragtet
som raske ifplge standardsundhedsundersggel-
ser. Desuden inkluderede studiet 10 patienter,
der var diagnosticeret med benign prostatahy-
perplasi (BPH).

cDNA blev syntetiseret ved hjeelp af gScript
XLT cDNA SuperMix fra Quantabio. Vi brugte et
DeNovix DS-11 spektrofotometer til at kvantifi-

cere og vurdere renheden af vores cDNA-prgver.
Under drabegenereringen til PCR-reaktio-
nen inkluderede vi cDNA-prover eller positive
kontrolprgver, AR-V7- og AR-FL-primere fra
Bio-Rad samt Bio-Rad ddPCR SuperMix. De
positive kontrolprgver, som var syntetisk
DNA indeholdende de relevante sekvenser,
blev kgbt fra Integrated DNA Technologies. Til
afleesning og kvantificering brugte vi Bio-Rads
QX 200-drabelzeser, der teeller PCR-positive og
PCR-negative dréber.

Vigtigheden af kvalitetsvurdering ved
kvantificering af lave variantniveauer
Vievaluerede den analytiske validitet af vores
assay ved at oprense RNA og derefter kvanti-
ficere AR-V7 og AR-FL ved hjelp af ddPCR. Alle
prover havde et absorbansforhold pa 260/280
mellem 1.65 og 2.50. For at sikre kvaliteten af
ddPCR-resultaterne udfgrte vi dobbeltméalinger
af bdde intra- og interkersler. Hver ddPCR-kgr-
sel indeholdt bade AR-V7- og AR-FL-positive
kontroller samt blindprgver. Resultaterne er
presenteret i et todimensionelt spredningsplot
ifigur 1, der demonstrerer forskellige klynger
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FIGUR 2: Kvantificering af AR-V7 og AR-FL. mRNA-niveauer hos raske patienter ved ddPCR
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AR-V7 og AR-FL mRNA-niveauer i fuldblod kvantificeret ved ddPCR for 98 donorer for at bestemme tumoruafhangig AR-V7- og AR-FL-bag-
grundsekspression. Prgve 1til 10 tilhgrer patienter med benign prostatahyperplasi, og prgve 11 til 98 tilhgrer gruppen med raske maend.

FIGUR 3: Fraktion af AR-V7-transkripts over total androgenreceptor (AR)
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Den stiplede linje svarer til afskeeringen og angiver en brgkdel af 0,67 % AR-V7-transkripter over total AR (AR-V7 + AR-FL).
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visualiseret i en ddPCR-kgrsel. Vi anvendte
blindprever for at overvage og minimere risi-
koen for falsk positive reaktioner, som kunne
stamme fra eksempelvis produktoverfgrsel,
krydskontaminering eller uspecifik binding (5).

Vores assay er designet til at detektere AR-
V7, som findes i lave maengder i raske individer.
Derfor var det vigtigt at inkludere en kontrol,
der kun indeholdt AR-V7, og en kontrol med
den normale AR-FL-sekvens. ddPCR-teknologi-
en muligggr kvantificering af bade syntetisk og
humant DNA, hvilket skaber separate klynger
for hver androgenreceptor - en til positive
kontroller og den anden til prgveresultaterne.
Dette skyldes, at syntetiske kontroller trans-
mitterer et hgjere fluorescensamplitudesignal
end kohorteprgverne. Derudover kraever ddPCR
en taerskel for at skelne positive fra negative
partitioner.

Kvantificering og korrelation af AR-V7
og AR-FL i perifert fuldblod ved ddPCR
Vi kvantificerede AR-V7- og AR-FL-niveauer i
perifere fuldblodsprgver fra de 88 raske dono-
rer og 10 BPH-patienter. AR-FL blev fundet i alle
donorer, og 76 af dem havde ogsé paviselige
AR-V7-niveauer (se figur 2). Resultaterne viser,
at raske meend udtrykker mélbare AR-V7 mR-
NA-niveauer, hvilket understreger betydningen
af at etablere en klar baseline for AR-V7-kon-
centrationer i blodet. Dette vil hjeelpe med at
adskille normale niveauer fra dem, der kan
indikere sygdom. Vores data viste ingen korre-
lation mellem AR-V7 og AR-FL, hvilket under-
streger vigtigheden af at méle begge.
Interessant nok fandt vi ingen markante for-

skelle i AR-V7- og AR-FL-niveauer mellem raske
individer og BPH-patienter. Dette er bemaerkel-
sesveerdigt, da tidligere studier har foresldet en
sammenhaeng mellem BPH og gget risiko for
prostatakreeft, som begge er steerkt pavirket af
AR-signalering (6). AR’s rolle i denne sammen-
heaeng er endnu ikke klarlagt.

Etablering af baseline for AR-V7

For at etablere en klar reference for AR-V7 fulg-
te vi den metode, som Seitz et al. anvendte (3).
Vi skabte en baseline baseret pa den hgjeste
AR-V7-fraktion, som er vist i figur 3. Vifastsatte
denne baseline til en cutoff-veerdi pa 0,67 %. Til
sammenligning anvendte Seitz et al. 28 raske
mandlige deltagere og etablerede en baseline
med en cutoff p& 0,6 % for AR-V7-transkripter i
forhold til det totale AR-niveau. Ved at inklu-
dere en stgrre gruppe deltagere i vores projekt
kan vi understgtte en mere preecis baseline.
Denne nye cutoff-veerdi pa 0,67 % vil i fremti-
dige studier og kliniske applikationer indikere,
at niveauer af AR-V7 over denne graense ma
betragtes som hgje.

AR-V7 som biomarker for behandlings-
valg ved metastaseret CRPC

Vores resultater viser, at AR-V7 kan bruges som
en preediktiv marker for, hvordan patienter
med metastaseret kastrationsresistent prosta-
takreeft vil reagere pa nyere AR-rettet terapi.
Eftersom AR-V7 bidrager til behandlingsresi-
stens, kan vores validerede assay hjeelpe med
at guide behandlingen for disse patienter, s& de
undgar ungdvendige behandlinger, som allige-
vel ikke er effektive p& grund af resistens.
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