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Grundvorraussetzungen

Material für die Analyse:

GewebeGewebe-basierte Untersuchung

Archivmaterial: Paraffinblock

Frischmaterial
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Grundvorraussetzungen

Material für die Analyse:

GewebeGewebe-basierte Untersuchung

Analyse auf DNADNA--EbeneEbene

Archivmaterial: Paraffinblock

Frischmaterial
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Grundvorraussetzungen

Auswahl des geeigneten Gewebe-Blocks:

(ausreichend) Tumormaterial

(ausreichende) Gewebequalität (gepuffertes Formalin!)

Nur durch einen Pathologen mNur durch einen Pathologen mööglich!!!glich!!!

(Van Krieken et al., 2008)
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Grundvorraussetzungen

Auswahl des geeigneten Gewebe-Areals:

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

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

=> „Anzeichnen“ des idealen Areals zur Analyse auf 
Gewebeschnitt (H&E-Färbung)! 

Nur durch einen Pathologen mNur durch einen Pathologen mööglich!!!glich!!!

MikrodissektionMikrodissektion!!! (70!!! (70--90% Reinheit)90% Reinheit)

(Van Krieken et al., 2008)
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Grundvorraussetzungen

Auswahl der geeigneten Analysemethode

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

Großes Spektrum an Methoden verfügbar

Unterschiedlichste Sensitivität

2 kommerzielle Kits erhältlich

Keine aussagekräftigen Studien zur Vergleichbarkeit der 
Methoden!!

(Van Krieken et al., 2008)
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Grundvorrausetzungen
(Van Krieken et al., 2008)
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Ringversuch der Deutschen Gesellschaft fDeutschen Gesellschaft füür r 
PathologiePathologie und des Berufsverbandes der Berufsverbandes der 
Deutschen PathologenDeutschen Pathologen in Zusammenarbeit 

mit AMGEN.

Qualitätssicherung der Methodik
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Qualitätssicherung der Methodik

Analyse von 10 KolonkarzinomenAnalyse von 10 Kolonkarzinomen
Material: 5 ParaffinMaterial: 5 Paraffin--Schnitte / FallSchnitte / Fall
Bearbeitungsdauer: 2 WochenBearbeitungsdauer: 2 Wochen
Max. 1 falsches Ergebnis toleriertMax. 1 falsches Ergebnis toleriert
Bei Bestehen: ZertifikatBei Bestehen: Zertifikat
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k-ras-Analyse im Pathologischen Institut 
des Universitätsklinikums Erlangen

Ausgangsmaterial:  Primärtumor/Metastase
Paraffinblock/Gefriermaterial

„Anzeichnen“ des 
Tumors auf HE-Schnitt

Manuelle 
Mikrodissektion

+

Genomische DNA-
Isolierung

PCR

+

Direkte Sequenzierung
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k-ras Exon 2

Codon 12 & 13 
90 % aller Mutationen

wt k-ras

mut k-ras

Codon

k-ras-Mutationen
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Grundlage der Methodik

Clinical Cancer Research 11 (178): 6133-6138, 2005
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Codon 12

Codon 13

k-ras-Sequenz Exon 2

INTRON

tttttcatataaaggtgagtttgtattaaaaggtactggtggagtatttgatagtgtattaaccttatgtgtgacatgttctaatatagtcacattttcattatttttattataag

GCCTGCTGAAAATGATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCT

GGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAATAGAG

INTRON

gtaaatcttgttttaatatgcatattactggtgcaggaccattctttgatacagataaaggtttctctgaccattttcatgagtacttattacaagataattatgctgaaagttaagttat

EXON

Primer antisense

Primer sense

Grundlage der Methodik

PCR-Produkt: 241bp
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Grundlage der Methodik

Aufreinigung des PCR-Produktes

Sequenzreaktion                  
(Didesoxy-Sequenzierung)            

in beide Richtungen (sense und 
antisense)

Aufreinigung

Kapillar-Elektrophorese

ABI 310 Genetic Analyzer

Zusätzlich zum Patientenmaterial 
werden immer 2 Kontrollen analysiert:

Zelllinie HCT116: bekannte k-ras-
Mutation im Codon 13

Wasserkontrolle
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Sense

Codon 12 Codon 13

Antisense

Codon 12Codon 13

Wildtyp-Sequenz

k-ras-Analyse
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Sense

Codon 12 Codon 13

Antisense

Codon 12Codon 13

Codon 12 : GGT => GAT / Gly12Asp

k-ras-Analyse
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Qualitätssicherung unserer Methodik

„interner Test“:

PD Dr. Zenker (Humangenetik): 
Proben mit k-ras-Mutationen geblindet analysiert 
(Mutationen außerhalb der Codons 12 und 13)

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

„offizieller Test“:

Teilnahme am Ringversuch der QuIP
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k-ras-Analyse: eigene Daten

Ergebnisse der k-ras -Analyse 2008

53,69
36,64

9,67

Wildtyp
Mutation
n.a.

n=393

%

%
%
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Literatur-Daten zur Verteilung der k-ras-Mutation beim 
metastasierten Kolon-Karzinom

Ø: Gesamt: n=682: WT : Mut: 63,5% : 36,5%
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k-ras-Analyse: eigene Daten

aktuelle Diskussionen:

Wahl der Methodik?

Wahl des Gewebes: Primärtumor – Metastase?
Diskrepante Ergebnisse!!!

„nur“ 95% Übereinstimmung (Santini et al., 2008)

Empfehlung: Primärtumor (Van Krieken et al., 2008)

Klinische Relevanz von seltenen Mutationen?
z.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 Qualitätssicherungsprogramm
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Neue molekulare prädiktive Marker?
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BRAF-Mutationsscreening

Mutation in Codon 600: V600E

GTG => GAG (Nukl. 1799)

Allelspezifische PCR (PASA: PCR Amplification of 
Specific Alleles)

GewebeGewebe-basierte Untersuchung

Analyse auf DNADNA--EbeneEbene



24

T

A

Wildtyp

T

Mutation

sense PCR-Primer wt

A
sense PCR-Primer mut

5‘ 3‘

5‘ 3‘

antisense PCR-Primer

antisense PCR-Primer

BRAF-Mutationsscreening

Prinzip: PASA

Nukl. 1799
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BRAF-Mutationsscreening

T
Wildtyp

A
sense PCR-Primer mut

5‘ 3‘

Mismatch des 3‘-Endes 
des Primers => keine 

AmplifiKation!

Screening: 

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

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

antisense PCR-Primer
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Mutationsspezifisches PCR-Produkt: 160bp

564bp

125bp

2322bp
2027bp

• 1: HT 29: Mutation 5’-GAG-3’

(Davies et al., Nature 417, 2002) 

• 2: RT 4: Wildtyp 5’-GTG-3’

(Davies et al., Nature 417, 2002) 

• 3: UROtsa: Wildtyp 5’-GTG-3’

(Normalurothel)

• 4: SK BR-3: Wildtyp 5’-GTG-3’

(Davies et al., Nature 417,  2002) 

• 5: H2O

Wildtypspezifisches PCR-Produkt: 160bp

125bp

St. 1 2 3 4 5

BRAF-Mutationsscreening

HT29 – V599E mutation
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BRAF-Mutationsscreening

St.

564bp

125bp

Verdünnungsreihe: HT29 mit SK BR-3

1
:0

1
:1

1
:5

1
:1

0

1
:2

5

1
:5

0

H
2
O Sensitivität der

PASA:                
Mutation kann
noch bei einem
Hintergrund von 

98% an wt-
Sequenz

nachgewiesen
werden!
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BRAF-Mutationsscreening

eigene 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)
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BRAF-Mutationsscreening

1 2 3 4 5 6St.

1 2 3 4 5 6St.

St.

St.

100bp
200bp

100bp
200bp

V600E

V600

1: Polyp

2: SSA

3: high grade Dysplasie

4: HT29

5: HCT116

6: H2O

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

Bereits in unserem 
Institut etabliert!
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Zukünftiges Mutationsscreening

„Anzeichnen“ des Tumors auf 
HE-Schnitt

Manuelle Mikrodissektion

+

Genomische DNA-Isolierung

Allelspezifische PCR PCR + Direkte Sequenzierung

k-ras Exon 2BRAF Nukl. 1799

Anti-EGFR-Therapie

WT WT
Mut.Mut.
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