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Biomarcadores

Biomarcador — una caracteristica medible
objetivamente y evaluable como indicador de
normalidad biolégica, proceso patologico

(presencia o pronostico), o marcador de
respuesta a un tratamiento

NIH Definition Working Group. Clin Pharmacol Ther. 2001




Criterios de un buen Biomarcador

* Estar basado en evidencia cientifica
— Reproducible y validado en diferentes modelos
— Que se comprenda su papel bioguimico

* El estudio de los pacientes pueda ser realizado
con alta sensibilidad y especificidad

* Tenga un impacto clinico significativo en el
pronostico y evolucion




Biomarcadores en cancer colorectal

Biomarcador Evento Molecular Factor Predictor Factor Pronéstico Factor Diagnostico

Mutaciones activantes en codén 12 y 13. . Posible
Raramente en 61,117 y 146

Mutacién activante V60OE Probable Probable Sindrome de Lynch
PIK3CA Mutaciones en dominio hélice y quinasa. Posible Posible

Pérdida de expresion por IHQ; mutaciones posible
inactivantes.

Altera_uones de2o0 mas satellge_s de 5 Probable . Sindrome de Lynch
analizados (mono o di nucledtidos)

CIN Aneuploidia Probable Si

18q LOH Delecion del brazo Il%rgo del cromosoma Probable Probable

Fenotipo Metilador de  Metilaciéon de al menos 3 loci de una panel
islas CpG de 5 marcadores.

Vimentina Metilacién del promotor. Deteccion Precoz

TGFBR2 Mutaciones inactivantes.
TP53 Mutaciones inactivantes.

ARE Mutaciones inactivantes.

B-Catenina Mutaciones activantes.

Pérdida de expresmn_por IHQ; n_1et|la(:|on Sindrome de Lynch
del promotor; mutaciones inactivantes.




Esquema de la exposicidn

* 2. Metodologias empleadas.



Metodologia Empleada

1) Técnicas basac
2) Técnicas basac
3) Técnicas basac
- F S_
- C S_
- S S_

dS en
dS en
dS en

Histoquimica
nmunohistoquimica

a Hibridacion

4) Técnicas basadas en PCR



Técnica Inmunohistoquimica

Tipo de tumor

(%) Expresion de EGFR

| Colorectal
' Cabeza y Cuello

95-100

Colorectal

2-90

Pancreas

95

Pulmon Mama

14-91

(NSCLC) —
Rinon

50-90

Pulmon (NSCLC)

40-80

Ovario

35-77

Cabezay

Cuello Vejiga

72

(SCCHN) Glioma

63

Cunningham et al, NEJM 2004. Grandis et al, Cancer 1996. Salomon et al, Crit Rev Oncol Hematol 1995.
Walker & Dearing, Breast Cancer Res Treat 1999




Técnica basada en FISH

Delecién Amplificacién Traslocaciéon Traslocacién
(sonda de fusién) (sonda de rotura)

SONDAS DE FUSION SONDAS DE ROTURA

Alta especificidad (100%) y sensibilidad (95%) | Alta especificidad (95%) y sensibilidad (90%)

Permite demostrar reordenamientos de
Permite demostrar una traslocacion concreta uno de los genes (no una traslocacion

concreta)

Dificil interpretacion (superposiciones) Facil interpretacion




Sonda

BCL1

BCL2
BCL6

MALT1

C-MYC

Aplicacion
Linfoma del manto
Linfoma folicular
Linfoma B difuso de célula grande
Linfomas de tipo MALT

Linfomas de Burkitt

S—_—

Linfomas anaplasicos y cancer de pulmén

CHOP

MDM2

SYT

EWS

FOXO1A

Liposarcoma mixoide/células redondas

Liposarcoma bien diferenciado
Sarcoma sinovial
Sarcoma de Ewing/PNET

Rabdomiosarcoma alveolar

EGFR

1py 19q

Gliomas

Oligodendrogliomas

HER2

Carcinomas de mama y gastricos




Determinacion de HERZ2

Herceptest




Diferentes méetodos basados en PCR

1) Realizados en Laboratorio "Caseros”

a) Ensayos de electroforesis en geles.
- Electroforesis en geles de gradiente de temperatura.
- Electroforesis en geles de gradiente en presencia de agentes
desnaturalizantes (DGGE)
- Electroforesis capilar en condiciones desnaturalizantes.
- Electroforesis capilar en condiciones no desnaturalizantes (SCCE)
- Analisis de polimorfismos de cadena sencilla (SSCP)

b) Metodos de secuenciacion
- Secuenciacidén por método Sanger o dideoxinucleotidos.
- Pirosecuenciacion.

Adaptado Krieken et al .Virchows Arch. (2008)



Diferentes métodos basados en PCR.

c) Ensayos especificos de alelo basados en PCR

c.1) Discriminacidn alelica mediante disefio de primers
- ARMS-PCR
- Ensayo-Flag
- PCR-RFLP.
- Cold-PCR

c.2) Discriminacion alelica por ligacidn especifica
- PCR-LDR
- PCR-LDR spFRET

c.3) PCR-Clamping

c.4) Ensayos Tagman

Adaptado Krieken et al .Virchows Arch. (2008)



Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Festrnction-enzyme recognition site
created by mutation

PCR prirmer




PCR-Clamping

DENATURATION

SYNTHESIS
PNA ANNEALING
PCR PRIMER
ANNEALING
min.

Figure 2. Schematic llustration of the four step PCR cycle profile used in PCR clamping. The PNA annssling step s sst at 3
femperature that sfiows only the complamentary PNA to bind.

Enriquecimiento de la muestra tumoral
Alto nivel de sensibilidad (alrededor del 1%)

Aplicacion a PCR Real Time

Faller et al. British Journal of Cancer 2009
Curr. Issues. Mol 2000




Doube-stranded

DNA e pate
hanual DA Sequencing O Autorrated DNA Seguencing
Radioactve peimer Heat to separate strands Fluorescent pimers
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Secuenciacion de KRAS

Kras-> Exon-2

ATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAAT
TCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAATAGAG

KRas_2F prueba D12 _00B - Chromas
File Edit Options Help

SN 4 ——— —— [Sample: KRas_2F prueba

Op S we  Expor t‘ Mext  Find

100 110
& C T T & T c ¢ T4A G T T G G A c C T eKETGeGeC 6T:AG G C4 &G &6 TG C CT

Aﬂ“&hﬁ. d“lm R Jﬂhl

ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCT
o

GIT — G12v

Imagen cedida por Dra. Ruth Zarate. CUN



Pirosecuenciacion

Se basa en una reaccion luminica con varias enzimas donde la reaccion en cadena
de la polimerasa. no se ve interrumpida.

DNA polymerase

TGCACCTT TGGCCG---

CGGC-=-~
dNTE, PPi

ATP-sulfurviase *
ATP

Next base Luciferase

k Apyrase

(wash)

T CCCAT CAA GO AT COC  TGCCC

TACGTACGTACGTACGTACTG




Diferentes métodos de deteccion
de mutaciones

2) Kits comerciales con usos de Investigacion

- ARMS-PCR.
"PIK3CA mutation fest Kit"
"KRAS/BRAF mutation Analysis Kit" - Entrogen
"KRAS Amoy Dx"

- Hibridacidn de oligonucleotidos alelo-especifico-Invitrek
"KRAS genotyping kit"

- Primer-Extension
"Mutector KRAS Kit"
"SNaPshot ® Kit SBE -Applied Biosystems”

- HRM (High Resolution Melting)

Adaptado Krieken et al .Virchows Arch. (2008)



Determinacion de mutaciones
mediante Primer-Extension

"Mutector KRAS Kit"

Capqz de deTeccién de 12 muchiones Glyl28er (GGT>AGT) Clyl3Ser (GECYAGC)
Glyl2hrg (GGT>CGT) Glylikrg (GG0>CGC)
en IOS COdoneS 12 y 13 Glyl2Cys (GGT>TGT) Glyl3Cys (GGC>TELC)

Glyliksp (GET>GAT) Glyliksp (GECSGAC)
GlyliRkls (GET>GCT) Glylikls (GECSGCC)
ElyliVal (GET>GETT) ElyliVal (GECHGTC)

Modo de accion
1) Amplificacidn
2) Hibridacion
3) extensién de hasta 20 bases. Combinacion de sondas y fluorocromos
permiten detectar las 12 mutaciones
en una sola electroforesis

Sample with Mutant DNA

Wild type

Codon12 | W type pock Posibilidad de acoplarlo a MALDI-TOFF

GGT>GAT Serves as an

mutation internal reaction

Mutation peak ‘ control in every
All mutation peaks ) reaction
appear in this

highlighted area

www.trimgen.com



High Resolution Melt Curve Analysis

Non saturating dsDNA binding dye Saturating dsDNA binding dye
e.g. SYBR™ Green e.g. L.CGreen Plus™

e Ty &5

Melting

, PR N e
La = A 2
2

Dye molecules “jump” and redistribute
into molecule Dye molecules released

| |

No change in fluorescent signal Decrease in fluorescent signal




High Resolution Melt Curve Analysis

Double stranded DNA

4

Heterozygous mutation W\ Homozygous mutation

L:‘
(&)
§
&
v
¢
E.
w

Single stranded DNA




Diferentes métodos basados en PCR

3 ) Kits comerciales con usos clinicos con CE

- Secuenciacién por Pirosequencing.
"PiromarkTM KRAS"

- PCR-Hibridacién.
"KRAS, BRAF Strip Assay”

- ARMS-PCR
"Therascreen (KRAS, EGFR, BRAF) Kit"

Adaptado Krieken et al .Virchows Arch. (2008)



Pirosecuenciacion

Se usa en MW de 24 pocillos
Tarda 15 minutos en realizar la determinacion

Software que permite cuantificacion de alelos

KRAS (codon 12+13 and codon 61)

Ogino S. et al Journal Mollecular Diagnostic 2005
WWW.biotagebio.com




KRAS Strip Assay

« Se basa en una PCR con oligos marcados con biotina
que amplifica los exones 12 y 13 de KRAS, y V60OE de
BRAF en presencia de un competidor de secuencias wt
Hibridacion con sondas especificas incluidas en una
tira.

 Deteccidn por una reaccion colorimétrica




Especificaciones Strip assay

Determina 10 mutaciones en los codones 12 y 13 de
KRAS y codon 600 de BRAF.

No necesita de PCR a tiempo real
El tiempo de determinacién es de unas 6 Horas
Relativamente facil de interpretar los resultados

CONTROL —=




AMPLIFICATION
REFRACTORY MUTATION
SYSTEM

SCORPIONS

=ARMS




therascreen PCR: tecnologia ARMS-Scorpions
Primers ARMS

Primer ARMS

El primer ARMS se extiende en el DNA mutado



therascreen PCR: tecnologia ARMS-Scorpions
Primers ARMS

El primer ARMS NO se extiende en el DNA nativo



Kit de determinacion de mutaciones por
"Therascreen”

1. Tecnologia de ARMS

ARMS primer

ARMS primer

ARMS primer extends on mutant target DNA ARMS primer does not extend on normal
target DNA

2. Tecnologia de Scorpion

Step 1 - The Scorpions primer Step 4 - As it cools the extended Scorpion
binds to the target DNA undergoes an internal rearrangement and begins to
fluoresce in a target specific manner.

oy~ Target specific region “i¥ - A 9
‘- Quencher oo ;

PCR pnmer

C; i 0 -

Fluorophofe Blocker - i i [ "TTORPPIPTIVIITTIVY,  CISUUTUUORPUUINEIITIVETITTTT TSTou

P TR TNEVETERESSENRTERY PRV VREREINE

Step 2 — The primer extends Step 3 — The Scorpion opens




Determinaciones mediante Therascreen

« EGFR: Determina 29 mutaciones, comprendidas en los
exones, 19,20y 21.

KRAS: Determina 7 mutaciones comprendidas en el
codon 12 y 13 de KRAS

BRAF: Determina 1 mutacion localizada en el codon
600 (V600E).

PIK3CA: Determina 3 mutaciones en los exones 9 y 20

de PIK3CA

N
=
N

interpretacion de los resultados

ecesita de PCR a tiempo real
tiempo de determinacidn es de 3 Horas

ecesidad de aprendizaje para la




Determinaciones mediante Therascreen

Ct = Ciclo de amplificacion significativo

Muestra problema
[ Ct mutado ] - [ Ct Control ] = A Ct

Amplification Plot

A Ct debe ser <1% A Ct Standard




Determinaciones mediante Therascreen

Amplification Plot

A Ct debe ser <1% A Ct Standard

ACtdel | ACt | Limitede | Limtede | "89%ADN
mezclady | corte tedrico (copias) """:“

| T7om | 1 [ [ 8 | Jorsx [ 5 f 15 |
[ Deleciones [ 0 | | 12 | 10023% | 5 [ 15 |

1.000.000

750.000

o
<l 500.000

250.000 -

| tessR [ 35] | 12 | jo4x | 05 | 15 |
| 8elQ | 241 [ 12 | jogex | 5 | 15 |
| G7isx | 32 [ 12 | jolex | 05 0| 15 |
| s7esl | 2 |\ [ 12 | jolex | 05 | 15 |
_inserciones | 15 1\ | 12 [ /odex [ 10 [ 3 |

8 10 12 1% 1B 1B M 2 % ¥ A N W R B B L
Cycle

Requisitos previos: Muestra con un 70% de celulas tumorales
Ausencia de inhibidores de PCR ( Control exogeno)

Ct < 29 detecta 1% de ADN mutados

Ct > 29 detecta mutaciones >1%




Interpretacion de resultados

Amplification Plot

Amplification Plot

1.750.000
1.500.000
1.250.000
E 1.000.000

< 750000
500,000
8 W 12 ¥ 1’ 1’ NV 2 AN ¥ B I RN K B B
Cycle
ey

204 B @ 10 12 1418 1@ N X XX NN R M BB L L E:r s Hc BD HMc Hr B HH
Cycle

Muestra WT Muestra L858R

Sensibilidad de deteccidn de 1% de copias mutadas.



Interpretacion de resultados

Amplification Plot

1.250.000

1.000.000

250.000

0

0 2 & 8 & 10 12 12 18 18 0 2 2 B B
Cycle

AT I Y B R
R T S N N
R I Y S N N
5 f0rs T
6 . v
i ] G

[R]
Ct control 31-35 solo detecta
mutaciones superiores al 1% 7
9
7 OMVAL] 0 [ 65

‘9

Ct mutacion > 38 repetir AT 2N I ¥ N N

Rango de Ct +/- 2 ciclos



Resumen de Técnicas mas empleadas

Técnicas

Sensibilidad (porcentaje
de ADN mutado)

Caracteristicas

Secuenciacion directa

Método de Sanger
Pirosecuenciacion

PCR cuantitativa en tiempo real
TagMan PCR

Scorpions ARMS

Técnicas de enriquecimiento del
alelo mutado
PNA-LNA PCR clamp

COLD-PCR (CO-amplification at
Lower Denaturation temperature)

PCR-RFLP (analisis de polimorfismos
de fragmentos de restriccion)

dHPLC (Denaturing High-Performance
Liquid Chromatography)

HRM (High Resolution Melting)

Requiere mayor cantidad de ADN mutado para su
deteccion

Detecta cualquier mutacion

‘Barato

Requiere equipamiento especial (pirosecuenciador)
Kit comercial disponible

No hay kit comercial

Requiere termociclador de tiempo real
Solo detecta mutaciones especificas
Kit comercial disponible con las sondas
Requiere termociclador de tiempo real

Solo detecta mutaciones especificas

Se precisan sondas LNA para hacer clamp gue no son
comerciales

Requiere amplia experiencia en biologia molecular
Solo detecta mutaciones especificas

Requiere amplia experiencia en biologia molecular
Se puede asociar con técnicas de secuenciacion

y pirosecuenciacion

Solo detecta mutaciones que generan lugar

de restriccion

Requiere equipamiento especial

Precisa experiencia en HPLC

Detecta cualquier mutacion

Detecta cualquier mutacion

Precisa equipamiento especifico

Requiere experiencia en biologia molecular

Rev. Esp. Patologia 2011; 44(1):17-31




Andlisis de multitud de genes

DNA Purification

PCR Amplification and
Primer Extension

Sample Processing

MALDI-TOF MassSpec

Bioinformatics

Oncogenes Included in
the OncoCarta™ Panel:

ABL-1
AKT-1
AKT-2
BRAF
CDK-4
EGFR
ERBB2
FGFR-1
FGFR-3
FLT-3

JAK-2
KIT
MET
H-RAS
K-RAS
N-RAS
PDGFa
PIK3CA
RET

www.seguenom.com




Esquema de la exposicidn
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Determinacion de sensibilidad

Necesario a la hora de usar la tecnologia elegida.

Puede explicar discordancias en los diferentes estudios
(ej: mutaciones en colon 32-577%).

Uso de lineas celulares con mutaciones ya conocidas
para determinar el umbral de sensibilidad de cada técnica

Comparativa de 4 métodos en un mismo laboratorio:

a) Secuenciacién Sanger

b) Strip Assay de Vienna Lab
c) Therascreen

d) PyroMax



Determinacion de sensibilidad

Figure 1: Dideoxy Sequencing Figure 3: DxS ¥-RAS mutation westkit

Mutant only
<+—— Control PCR: 20 ng wi DNA

Lr=8F «—— Mytant PCR: 20ng wiDNA+ 1% mutant DNA

25% Mutant

12.5% Mutant < Control PCR-3ng wiDNA

Autant PCR: 3ng wt DNA + 1% musant DNA

Figure 4: Viennalab K-Ras StripAssay

*Pestnay cutoff 1% 201=58=2

| Strip 1: 50 ng wt DNA = 1% mutant DNA
d Strip 2: 20 ng wt DNA = 1% mutant DNA D
\

e i Mackse Ling {1op) Slﬁp 35 ng wt DNA + 1% mutant DNA Flgure 2 PyroMark KRAS v1.0 test

Contel Strip 4:50 ng wt DNA

- Kras codn 12 Na
Kot codon 17 Ay
~= Kas codn 12 Asp
- Kifaa codon 12 Cys
— Ko codn 17 I
Kres codon 12 Lew
o Kot cokn 12 S
= Koren codon 12 Vel
Kres codon 13 Asp N
— Kt codn 13 Oy - ‘ 25% Mutant

PGR Nagiriv Contral
e == PG Posiive Control

e Cormnes Mo Litw (o)

12.5% Mutant

Izasa. Internal Report




Determinacion de sensibilidad

(ADN mutante/ADN wild-type DNA) x 100
Mutante solo 25% 12,5% 10%

Didecxy Seguencing i i

PyroMark KRAS v1.0 test
x5 K-RAS mutation test kit
Viennalab K-Ras StripAssay

Los dos kits comerciales con CE poseen una alta sensibilidad

Izasa. Internal Report
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Flujo de Trabajo

Recepeion de muestras, Externo Interno
Via Nacex Fax o mail

Registro de mucstras

Registro Patwin
v
Control de calidad Cone de H/Ey valoracion de
Tisular % Tumor v % Necrosis,
Seleccion de zona adecuada
fama la determinacion.

}

Extraccion de ADN Cortes en microiomo y extraccion -————
& ADN de cada muestra
T Emision informe  |e
Provisional via FAX |e
Cantrol de calidad ADN Cuantificacian del ADN obtenido
v evaluacion del ratio 26002 80,
1
v -
Determinacion de mutaciones Muestra No Aceptable *
Dc KRAS por “Therascreen™
Tiempo de respuesta £ 1
V4 V4 .
- Resultados Valorables Resultados No Valorables *
5-9 dias habiles Haekon ¥
v
Emision de informes definitivos
Via FAX

Envio de muestrasa ks centros
colaboradores via NACEX

*Cuniguier repencion en exros procesos conlievara la emiside de s informe definitivo




Equipo Multidisciplinar

Recepeion de muestras, Externo Interno
inclii | Focomail L .
Secretaria
Registro de mucstras
Patélogo e
v
Control de calidad Core de H/Ey valoracion de
Tisular % Tumory % Necrosis,
Seleccion de zona adecuada
fam la determinacion.
! I
E de ADN Cortes en microiomo y extraccion Techico
xtraccion de AD? 1
& ADN gde cada muestra ]
‘ Emision informe -
Provisional via FAX |e
Cantrol de calidad ADN Cuantificacion del ADN obtenido
vy evaluacion del ratio 26(V2 80
)2 74
Bidlogo I
g i *
Determinacion de mutaciones Muestra No Aceptable *
Dec KRAS por “Therascreen™
. v
Resultados Valorables Resultados No Valorables *
WT o Mutado
v
Emision de informes definitivos
Via FAX.
Envio de muestrasa ks centros Secretaria
colaboradores via NACEX

*Cuniguier repencion en exros procesos conlievara la emiside de s informe definitivo




Cosas a tener en cuenta

e Establecer los limites de sensibilidad de cada
técnica (cada uno la que practique)

e Establecer programas de control de calidad y
formacion continuada de dichas
determinaciones

- Sociedades cientificas; SEAP (2010), ESP (2010)

- Otros consorcios EMQN, UK NEQAS,
- Agencias reguladoras ENAC ( Certificado ISO;

acreditaciones, etc....)



Esquema de la exposicion

4 Elaboracion de informes



Elaboracion del informe de determinaciones de EGFR

Tabla 6 Informe de resultados de determinacion de la mutacion del EGFR

Identificacion del paciente y médico solicitante (o persona autorizada en su defecto)
Diagnostico anatomopatologico

Muestra que se remite (con fecha de toma de muestra a ser posible), con el debido informe anatomopatologico
Origen de la muestra (origen anatomico)

Fecha de solicitud, recepcion de la muestra y emision de resultados

Identificacion de la técnica realizada para la determinacion de las mutaciones EGFR
“Especificando mutaciones detectables

Calidad de la muestra
Porcentaje de células tumorales
Enriquecimiento de la muestra
Microdiseccion
Macrodiseccion
Otros.

Concentraciéon ADN y pureza
Muestra adecuada o inadecuada (especificar en comentarios)

Resultado
No mutado/Mutado
Localizacion y tipo de mutacion

Identificacion de la persona responsable de la determinacion
Informacion o comentarios adicionales que sean interés para el médico peticionario
Acreditacion o participacion en programas de calidad

Rev. Esp. Patologia 2011; 44(1):17-31




Universitat

q_}l:lrd'ﬂebror_\

Agradecimientos N =

1) Anatomia Patoldgica: 2) Oncologia Medica:
- Dr. Ramon y Cajal. - Dr. Tabernero
- Dra. Montero. - Dra. Felip
- Dra. Tallada. - Dra. Cedrés
- Dra. Dinares - Dr. Martinez
- Dra. Iglesias.
- Dra. Alberola. 3) Servicios comunes
-Dra. Landolfi. ) =
-Dr. Castellvi

- Dra. Carreno

- Teresa Otero
- Ana M? Solsona

- Loli Saez

- Rosa Somoza

- Roso Mares

- Laura Ferndndez
- Teresa Moliné

- Cristina Ortiz



Agradecimientos







