k-ras-Mutationsanalyse am Institut fur

Pathologie des Universitatsklinikums
Erlangen

- Fallstricke In der
Mmolekularpathologischen Diagnostik -

Dr. Robert Stohr

Universitatsklinikum
Erlangen




Grundvorraussetzungen

B Material fur die Analyse:

= Gewebe-basierte Untersuchung

Archivmaterial: Paraffinblock

Frischmaterial

Universitatsklinikum
Erlangen
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Grundvorraussetzungen

B Material fur die Analyse:

= Gewebe-basierte Untersuchung

= Analyse auf DNA-Ebene

& & Archivmaterial: Paraffinblock

== | Frischmaterial

Universitatsklinikum
Erlangen
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Grundvorraussetzungen

B Auswahl des geeigheten Gewebe-Blocks:

= (ausreichend) Tumormaterial

= (ausreichende) Gewebequalitat (gepuffertes Formalin!)

= Nur durch einen Pathologen moaglich!!!

Universitatsklinikum
Erlangen
4 (Van Krieken et al., 2008)




Grundvorraussetzungen

B Auswahl des geeigheten Gewebe-Areals:

Heterogenes Verhaltnis Tumor- vs. Nicht-Tumor-Gewebe
= => Mischung aus WT- und mutierter DNA-Sequenzen

= Tumor kann heterozygot od. homozygot fur k-ras-Mutation
sein!

= => Anzeichnen" des idealen Areals zur Analyse auf
Gewebeschnitt (H&E-Farbung)!

= Nur durch einen Pathologen moglich!!!

Erlangen

= Mikrodissektion!!! (70-90%0 Reinheit)universititsklinikum *

5 (Van Krieken et al., 2008)



Grundvorraussetzungen

B Auswahl der geeigneten Analysemethode

= Bisher keine Empfehlungen!! == freie Wahl der Methodik!!

Grol3es Spektrum an Methoden verfugbar

Unterschiedlichste Sensitivitat

2 kommerzielle Kits erhaltlich

Keine aussagekraftigen Studien zur Vergleichbarkeit der
Methoden!!

Universitatsklinikum
Erlangen
6 (Van Krieken et al., 2008)



Table 1 Owverview of methods used for KRAS genoty ping

(Van Krieken et al., 2008)

Method

Intended use

el electrophoresis assays

Temporal temperature gradient electrophoresis
Denaturing gradient gel electrophoresis
Constant denaturant capillary electrophoresis
SSCP assay

Sequencing

Dideoxy sequencing
Pyrosequencing
PyroMark™ KRAS

Allele-specific PCR assays”

Allele discrimination based on primer design

ARMS-PCR

KRAS mutation test kit

TheraScreen™ kit

KRAS Light™ix™®™ kit

REMS-PCR

FLACG assay

Enriched PCR-RFLP

Allele discrimination based allele-specific ligaton detection reaction
PCR-LDR

PCR-LDR spFRET assay

Allele discrimination based on discriminating amplification efficiencies at low melting temperatures
COLD-PCR

Oither methods

Surface ligation reaction and biometallization
Multi-target DN A assay panel

Allele-specific oligonuclentide hybndization—Invigene™®
KRAS genotyping kit

LBM
LBM
LBM
LBM

LBM, RUO kit
LBM
RUO kit

LBM

RO kit

CE-Mark kit for clinical use
CE-Mark kit for clinical use
LBM

LBM

LBM

LBM
LBM

LBM

LBM
LBM

LBM, RUO kit

LBM Labormwry-based method, not commercially available, RUO: research use only, not validated for clinical applications

* Allele-specific assays are also used by vendors offering KRAS genotyping services




Qualitatssicherung der Methodik

Qualitatssicherungs-Initiative Pathologie

OuIP.h.Il

Ringversuche Immunhistochemie
und Molekularpathologie

Ringversuch der Deutschen Gesellschaft fur
Pathologie und des Berufsverbandes der
Deutschen Pathologen in Zusammenarbeit

mit AMGEN.

Universitatsklinikum
Erlangen
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R
Qualitatssicherung der Methodik

Qualitatssicherungs-Initiative Pathologie

OuIP.h,ll

Ringversuche Immunhistochemie
und Molekularpathologie

= Analyse von 10 Kolonkarzinomen

= Material: 5 Paraffin-Schnitte / Fall
= Bearbeitungsdauer: 2 Wochen

= Max. 1 falsches Ergebnis toleriert

= Bel Bestehen: Zertifikat

Universitatsklinikum
Erlangen




k-ras-Analyse im Pathologischen Institut
des Universitatsklinikums Erlangen

—_— »~Anzeichnen* des

O ) ‘: i Tumors auf HE-Schnitt
)

Ausgangsmaterial: Primartumor/Metastase Manuelle
Paraffinblock/Gefriermaterial Mikrodissektion
+
Genomische DNA-

Isolierung

Wiy UL +

W it Direkte Sequenzierung
Universitatsklinikum
Erlangen
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k-ras-Mutationen

GGA GCT | GGT GGC | GTA GGC

gy Ala ey aiy | var  aly wt K-ras

GGA GCT | GAT GGC | GTA GGC

k-ras Exon 2 Gly Ala | Asp Gly Val Gly

GGA GCT| GCT GGC | GTA GGC
Codon 12 & 13 Gly Ala |Ala Gly |[Val Gly
-2 90 % aller Mutationen ceA GCT leTT cec leTa cae

Gly Ala |Val Gly |Val Gly

GGA GCT | AGT GGC |GTA GGC _
Gly Ala | Ser Gly Val Gly mUt k ras

GGA GCT | CGT GGC |GTA GGC
Gly Ala | Arg Gly Val Gly

GGA GCT | GAT GGC | GTA GGC
Gly Ala | Cys Gly Val Gly

GGA GCT| GGT GAC | GTA GGC
Gly Ala | Gly Asp | Val Gly

11



N
Grundlage der Methodik

Human Cancer Biology

BRAF Mutation in Endometrial Carcinoma and Hyperplasia:
Correlation with KRAS and p53 Mutations and Mismatch
Repair Protein Expression

Yu-Zhen FE‘I"IQ,1'2 Tanri E?.hi::-zaﬁ.-'-.fa,1 Tsutomu I"-.-"liﬁ_,wam::n’c::u,1 Hiroyasu I{ashima,1
Miyuki Kurai,' Akihisa Suzuki,' and Ikuo Konishi’

Clinical Cancer Research 11 (178): 6133-6138, 2005

Universitatsklinikum
Erlangen
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Grundlage der Methodik

k-ras-Seqguenz Exon 2

INTRON
Primer sense

tttttcatataaaggtgagtttgtattaaaaggtactggtggagtatttgatagtgtattaaccttatgtgtgacatgttctaatatagtcacattttcattatttttattataag

Codon 12
EXON v
GCCTGCTGAAAATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCT
f
Codon 13

GGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAATAGAG

INTRON

gtaaatcttgttttaatatgcatattactggtgcaggaccpttctttgatacagataaaggtttctctgaccattttcatgagtacttattacaagataattatgctgaaagttaagttat

Primer antisense

PCR-Produkt: 241bp Universitatsklinikum
Erlangen
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Grundlage der Methodik

Aufreinigung des PCR-Produktes Zusatzlich zum Patientenmaterial
1 werden immer 2 Kontrollen analysiert:

Seqguenzreaktion o

in beide Richtungen (sense und Mutation im Codon 13
antisense)

l

Aufreinigung

l

Kapillar-Elektrophorese

Wasserkontrolle

i

ABI 310 Genetic Analyzer

Universitatsklinikum
Erlangen
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kK-ras-Analyse

T G G T G G C G C 5 C 0 C C
105 108 107 108 109 110 111 11z 94 a5 26 97 98 23 100 | 101
Codon 12 Codon 13 Codon 13 Codon 12

Wildtyp-Sequenz Universitéatsklinikum
Erlangen
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kK-ras-Analyse

I I . i | I | I i I s '
T G T e} G C G C e} C C T C
198 199 lJI.D lJI.l lJI.2 lJI.S lJI.4 lJI.S 9.1 9|2 9|3 9;4 9|5 9.6 Ql? QIE!
Codon 12 Codon 13 Codon 13 Codon 12

i

Codon 12 : GGT == GAT / Gly12Asp

Universitatsklinikum
Erlangen
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Qualitatssicherung unserer Methodik

B Interner Test“:

= PD Dr. Zenker (Humangenetik):

= Proben mit k-ras-Mutationen geblindet analysiert
(Mutationen auf3erhalb der Codons 12 und 13)

= Prof. Dr. Lehmann (Pathologie Hannover):
= Colon-Ca.-DNA-Proben geblindet analysiert \/

m _offizieller Test“:

Universitatsklinikum
Erlangen

m Teilnahme am Ringversuch der QulP I
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Qualitatssicherungs-Initiative Pathologie

F o " [ . j 'J §
il
QuUIP & B
Ringversuche Immuntustocheme

und Molekularpathologie

Teilnahmezertifikat
Ringversuch Molekularpathologischer
KRAS Mutationstest beim
Kolonkarzinom

Dr. Robert Stohr hat fiir das Institut fiir Pathologie des
Universitatsklinikums Erlangen

am Ringversuch
mit Erfoig teilgenommen.

Leiter des Ringversuchs: PD Dr. rer. nat. A. Jung und Prof. Dr. med. T. Kirchner

Hannover/Regensburg, 13.05.2008

Prof. Dr. med. Hans H. Kreipe

rager der Ringversuche Immunhistochemie und Molek




k-ras-Analyse: eigene Daten

Ergebnisse der k-ras -Analyse 2008

9,67 %

@ Wildtyp

m Mutation

0)
53,69% On.a.

36,64

Universitatsklinikum
Erlangen
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Literatur-Daten zur Verteilung der k-ras-Mutation beim

metastasierten Kolon-Karzinom

Reference Treatment n
Amado et al. )
(JCO 2008) Panitumumab 208
. Panitumumab (n = 25)
%e""e":t' :E:;' ERBITUX (n=12) | as
(Cancer Res ) ERBITUX + Irinotecan (n = 11)
Liévre et al. ERBITUX n=2) 89
{(JCO 2008) ERBITUX + Irinotecan (n = 87)
De Roock et al. ERBITUX {n = 30) 113
{(Ann Oncol 2007) ERBITUX + Irinotecan (n = 83)
3 . ERBITUX {n = 5)
F'"T;é‘é“;:ﬂ:‘ al. ERBITUX + Irinotecan (n=77) | 85
{ ) ERBITUX + Oxaliplatin (n = 3)
Di Fiore et al. ERBITUX + Irinotecan 59
(Br J Cancer 2007) ERBITUX + Oxaliplatin
Khambata-Ford et al. | oemux 80

{JCO 2007)

K-RAS
: Mut (2%)

ORR ORR
K-RAS Wt | K-RAS Mut
N (%) N (2%0)
21 [(17%) o (0%)
3 (12%) 1 (6%)
3 (25%) 0 (0%)
4 (36%) 0 (0%)
26 (40%) 0 (0%)
5 (28%) 0 (0%)
22 (46%) 0 (0%)
13 (27%) 2 (8%)
12 (28%) 0 (0%)
5 (10%) 0 (0%)

20




k-ras-Analyse: eigene Daten

B aktuelle Diskussionen:

Wahl der Methodik?

Wahl des Gewebes: Primartumor — Metastase?

= Diskrepante Ergebnisse!!!
= ,,nur* 95% Ubereinstimmung (santini et al., 2008)

= Empfehlung: Prim&artumor (van krieken et al., 2008)

Klinische Relevanz von seltenen Mutationen?
= 7z.B. Codons 8,9,10,15,16,19,20,25,59,61,117 (Rouleau et al., 2008)
« z.B. Gly13Arg (GGC == CGC), Gly13Cys (GGC == TGC)

Europaweites Qualitatssicherungsprogramm

Universitatsklinikum
Erlangen
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Neue molekulare pradiktive Marker?

22
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N AL REPORT

Wild-Type BRAF Is Required for Response to Panitumumab
or Cetuximab in Metastatic Colorectal Cancer

Federica Di Nicolantonio, Miriam Martini, Francesca Molinari, Awdrea Sartore-Bianchi, Sabrina Arena,
Piercarlo Saletti, Sara De Dosso, Luca Mazzucchelli, Milo Frattini, Salvatore Siena, and Alberto Bardelli

A B 8§ T R A C T

Purpose
Cetuximab or paniturnumakb are effective in 10% to 20% unselected metastatic colorectal cancer

(CRC) patients. KARAS mutations account for approximately 30% to 40% patients who are not
responsive. The serine-threonine kinase BRAF is the principal effector of KRAS. We hypothasized
that, in KRAS wild-type patients, BRAF mutations could have a predictive/prognostic value.

Patients and Methods
We retrospectively analyzed objective turmor responses, time to progression, overall survival (OS],

and the mutational status of KARAS and BRAF in 113 turmors from cetuximab- or panitumumab-
treated metastatic CRC patients. The effect of the BRAF VEBO0E mutation on cetuximab or
panitumumab response was also assessed using cellular models of CRC.

Results
KAAS mutations were present in 30% of tijaaemsseml . cre associated with resistance to
cetuximab or panitumumab (P = .011). Thadd BRAF YVE00E gnutation was detected in 11 of 79

patients who had wildtype KRAS. None of d patients responded to treatment,
whereas none of the responders carried BERAF mutations (P = .029). BRAFmMutated patients had
significantly shorter progression-free survival (P = .011) and OS (P = .00017) than wild-type
patients. In CRC cells, the introduction of BRAF VBOOE allele impaired the therapeutic effect of
cetuximab or panitumumakb. Treatment with the BRAF inhibitor scrafenib restored sensitivity to
panitumumab or cetuximab of CRC cells carrying the WB00E allele.

Gonclusion
BRAF wild-type is required for response to panitumumakb or cetuximab and could be used to select

patients who are eligible for the treatment. Double-hit therapies aimed at simultaneous inhibition
of epidermal growth factor receptor and BERAF warrant exploration in CRC patients carrying the
WEB00E oncogenic mutation.




BRAF-Mutationsscreening

Gewebe-basierte Untersuchung

Analyse auf DNA-Ebene

Mutation in Codon 600: V600E
GTG == GAG (Nukl. 1799)

23

|

Allelspezifische PCR (PASA: PCR Amplification of
Specific Alleles)

Universitatsklinikum
Erlangen
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BRAF-Mutationsscreening

Prinzip: PASA

sense PCR-Primer wt

5/ T g ———
T

Wildtyp ——
Nukl. 1799 antisense PCR-Primer

sense PCR-Primer mut

5‘ A3‘ —
A

antisense PCR-Primer
Universitatsklinikum
Erlangen
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BRAF-Mutationsscreening

Mismatch des 3‘-Endes

sense PCR-Primer mut des Primers => keine
5_‘ 3¢ AmplifiKation!
T
Wildtyp |

antisense PCR-Primer

Screening:

e Mutations-spezifischer Primer: nur DNA MIT der Mutation kann
amplifiziert werden!

= Wildtyp-spezifischer Primer: DNA kann immer amplifiziert werden
(=> DNA-Qualitatskontrolle!)

Universitatsklinikum
Erlangen
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BRAF-Mutationsscreening

e 1: HT 29: Mutation 5’-GAG-3’
(Davies et al., Nature 417, 2002)

564bp

HT29 — V599E mutation

e 2: RT 4: Wildtyp 5’-GTG-3’
(Davies et al., Nature 417, 2002)

125bp i
» 3: UROtsa: Wildtyp 5’-GTG-3’
(Normalurothel)
Mutationsspezifisches PCR-Produkt: 160bp e 4: SK BR-3: Wildtyp 5’-GTG-3’
(Davies et al., Nature 417, 2002)
125bp e 5: Hzo

Wildtypspezifisches PCR-Produkt: 160bp Universititsklinikum
Erlangen
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BRAF-Mutationsscreening

Sensitivitat der
PASA:
Mutation kann
noch bei einem
Hintergrund von
98%0 an wt-
Sequenz
nachgewiesen
werden!

564bp

Verdunnungsreihe: HT29 mit SK BR-3 Universitatsklinikum
Erlangen
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BRAF-Mutationsscreening

B cigene Studien unter Anwendung der Methodik:

Stoehr et al., Oncol Rep, 2004 (Urothelkarzinom)
Burger,...,Stoehr, Eur Urol, 2006 (Prostatakarzinom)

Hafner, Stoehr, et al., Br J Dermatol, in press (Haut)

Universitatsklinikum
Erlangen
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BRAF-Mutationsscreening

Bereits in unserem
Institut etabliert!

Sk 2. 220 L Suigie s b St

V600E

200bp|
100bp

. Polyp

: SSA

- high grade Dysplasie
- HT29

: HCT116

V600 - H,0

200bp|
100bp|

O O b~ W N BB

Fall bereit gestellt von PD Dr.med. Vieth, Bayreuth
Universitatsklinikum

Erlangen
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Zukunftiges Mutationsscreening

S, N

,»2Anzeichnen“ des Tumors auf
HE-Schnitt

}

Manuelle Mikrodissektion

-+

Genomische DNA-Isolierung

}
BRAF Nukl. 1799 / \ k-ras Exon 2

Allelspezifische PCR PCR + Direkte Sequenzierung

WT WT
Mut. —\ /— Mut.

Anti-EGFR-Therapie Universitatsklinikum
Erlangen
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