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De K-ras mutatie-analyse bij colorectaal carcinoma

[image: image12.png]



The development of a molecular diagnostic assay for: 

The K-ras mutation analysis
29 mei 2008
K.C. Gorter

Life Sciences Duaal

Hogeschool Utrecht

Begeleidster: K. van Vliet
Moleculaire Pathologie 

UMC Utrecht

Begeleidster: W.T.M. van Blokland

Begeleider: dr. J.W.J. Hinrichs

Samenvatting
Colorectaal carcinoom wordt in Nederland bij ruim 9000 mensen per jaar vastgesteld en bijna de helft hiervan overlijdt eraan, vaak omdat de tumor al vergevorderd is. De diagnose vindt plaats door de analyse van bij endoscopisch onderzoek weggenomen weefsel. Colorectaal carcinomen beginnen als poliepen die ontstaan vanuit de epitheliale stamcellen in het maagdarmkanaal. Voor het groeiproces van een goedaardige poliep tot maligne carcinoom zijn meerdere cellulaire mutaties nodig. De pathologie van de tumor wordt geclassificeerd in verschillende stages, afhankelijk van de mate van invasie in de darmwand, de betrokkenheid van lymfeklieren en de mate van metastasering. De behandeling van darmtumoren bestaat uit het chirurgisch verwijderen van de tumor, al dan niet gevolgd door chemotherapie. 

Voor het ontstaan van een darmtumor zijn twee genetische routes bekend, de Chromosoom Instabiliteit route en de Microsatelliet Instabiliteit route. De laatste route wordt vooral geassocieerd met heriditary nonpolyposis colorectal cancer, terwijl de eerste route een model is voor familial adenomatous polyposis en sporadische colorectaal carcinomen. Het is een multi-staps model waarin verschillende genen na elkaar muteren. Eén van die genen is het K-ras gen. K-ras is een klein oncogen dat codeert voor een klein eiwit met GTPase-activiteit. Het speelt een rol in de transductie van extracellulaire stimuli naar de celkern. Zo wordt in reactie op externe groeifactoren met behulp van K-ras de cel aangezet tot groei, deling en differentiatie. Wanneer K-ras gemuteerd is geeft ze deze signalen, ongeacht of er externe stimuli zijn, door naar de kern en gaat de cel zich ongeremd delen.
Mutaties in K-ras komen vroeg in de carcinogenese voor en de mutaties bevinden zich voor het merendeel in drie hotspots: in codon 12 en 13 van exon 1 en in codon 61 van exon 2. Vaak wordt het geassocieerd met een slechte prognose, maar het prognostisch karakter van K-ras staat ter discussie. Echter, onderzoek naar screening van risicogroepen met behulp van K-ras mutatie-analyse in faeces is veelbelovend. Ook kan de K-ras mutatie-analyse uitsluiten of bevestigen of er bij een tweede tumor sprake is van een metastase van een primaire tumor, hetgeen van belang is voor de behandeling. Bovendien is de aan- of afwezigheid van K-ras mutaties bij patiënten met niet-kleincellig longcarcinomen van therapeutisch belang. Deze patiënten reageren niet op behandeling met tyrosine kinase inhibitors. Om deze redenen is op het moleculaire pathologie laboratorium van het UMC Utrecht een mutatie-analyse van het K-ras gen ontwikkeld die bruikbaar is voor DNA geïsoleerd uit in paraffine ingebed weefsel.
Er is gekozen voor een methode op basis van PCR en sequentie-analyse. Een genspecifieke PCR voor exon 1 en 2 van K-ras is geoptimaliseerd door te variëren in PCR-primers, annealingstemperatuur, aantal cycli, magnesiumconcentratie, bufferconcentratie en type DNA polymerase. De PCR-producten zijn vervolgens enzymatisch gezuiverd en gesequenced met interne primers. De bepaling is gevalideerd met een aantal monsters met bekende K-ras mutaties. Het resultaat is een gevalideerde diagnostische moleculaire bepaling voor de K-ras mutatie-analyse. De bepaling is reeds uitgevoerd op een eerste casus: de vraag of een ovariumtumor een metastase was van een tumor in de appendix werd bevestigd, dankzij de aanwezigheid van eenzelfde K-ras mutatie in zowel de appendix als in het ovarium.
Summary
In the Netherlands, over 9000 people are diagnosed with colorectal cancer each year and nearly half of them die, often because the tumour is already in an advanced state. It is diagnosed through the analysis of tissue removed by endoscopic examination. Colorectal carcinomas originate as polyps arising from the epithelial stem cells in the gastrointestinal tract. For the growth of a benign polyp to malignant carcinoma multiple cellular mutations are needed. The pathology of the tumour is classified in different stages, depending on the degree of invasion in the intestine, the involvement of lymph nodes and the degree of metastasis. The treatment of intestinal tumours consists of surgical removal of the tumour, optionally followed by chemotherapy.

Two genetic pathways are known for the development of an intestinal tumour, one is the Chromosome Instability Pathway and the other Microsatellite Instability Pathway. The latter is mainly associated with hereditary nonpolyposis colorectal cancer, while the first is a model for sporadic and familial adenomatous polyposis colorectal carcinomas. This is a multi-step model in which different genes mutate after one another. One of these genes is the K-ras gene. K-ras is a small oncogene encoding a small protein with GTPase activity. It plays a role in the transduction of extracellular stimuli to the nucleus. For example, with the help of K-ras, the cell is stimulated to growth, division and differentiation in response to an external growth factor. When K-ras is mutated these signals are passed to the cell nucleus, whether there are external stimuli or not, and the cells division is uninhibited.

Mutations in K-ras occur early in the carcinogenesis and the mutations present themselves for the most part in three hotspots: in codon 12 and 13 of exon 1 and codon 61 of exon 2. Often K-ras mutations are associated with a poor prognosis, but the prognostic nature of K-ras is under discussion. However, research on screening of risk groups using K-ras mutation in faeces analysis is promising. Additionally the K-ras mutation analysis can exclude or confirm whether a second tumour is a metastasis of a primary tumour, which is important for treatment. Also has the occurrence of K-ras mutations in patients with non-small cell lung cancer a therapeutic value. Patients with K-ras mutations do not respond to therapy with tyrosine kinase inhibitors. For these reasons, the molecular pathology laboratory of the UMC Utrecht developed a molecular mutation analysis assay of the K-ras gene which is usable for DNA isolated from paraffin embedded tissue.

A method based on PCR and sequence analysis has been chosen. A gene specific PCR for exon 1 and 2 of K-ras has been optimized by varying PCR primers, annealing temperature, number of cycles, magnesium concentration, buffer concentration and type of DNA polymerase. The PCR products were enzymatically purified and then sequenced with internal primers. The assay has been validated with a number of  known K-ras mutation samples. The result is a validated molecular diagnostic assay for K-ras mutation analysis. The assay was already executed on an initial case: the question if an ovarian tumour was a metastasis of a tumour in the appendix was confirmed, due to the occurrence of identical K-ras mutations in the appendix tumour tissue as well as in the ovarian tumour tissue.
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Bijlage 1 – Werkprotocol K-ras Mutatie-analyse

 TC  Afkortingen Afkortingen


APC

adenomatous polyposis coli


bp

basenparen

CIN

chromosome instability – chromosoom instabiliteit


CRC

colorectaal carcinoma 


ddNTP

dideoxyribonucleotide trifosfaat


DNA

desoxyribonucleic acid - deoxyribonucleine zuur


dNTP

deoxyribonucleotide trifosfaat


EGF

epidermale groei factor


EGFR

epidermale groei factor receptor


ERK

extracellular signal-regulated kinase

FAP

familial adenomatous polyposis


GAP

GTPase activating protein- GTPase activerend eiwit

GDP

guanosine difosfaat


GEF

GTP exchange factor - GTP uitwisselingsfactor


Grb2

growth factor receptor-bound protein 2


GTP

guanosine trifosfaat


GTPase
guanosine trifosfatase


HNPCC
heriditary nonpolyposis colorectal cancer


kDa

kilo Dalton

K-ras

v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog


MAPK

mitogen-activated protein kinase

MEK

MAPK/ERK kinase


MSI

microsatellite instability – microsatelliet instabiliteit


NSCLC
non small cell lung cancer - niet-kleincellig longcarcinoom


PA verslag
pathologisch verslag


PCR

polymerase chain reaction – polymerase kettingreactie


SAP

shrimp alkaline phosphatase

SOS

sons of sevenless homolog

TGF-(

tumor groei factor (

TKI

tyrosine kinase inhibitor


UMC

Universitair Medisch Centrum
Inleiding

Dikkedarm kanker, ofwel colorectaal carcinoom, is een veel voorkomende ziekte in de Westerse wereld. In Nederland wordt per jaar bij ruim 9000 mensen de diagnose gesteld, waarvan bijna de helft van de patiënten overlijdt. Colorectaal carcinomen beginnen vaak als poliepen in de darmwand die ontstaan uit epitheliale cellen van de mucosa. Veel poliepen zijn onschadelijk, maar sommigen groeien uit tot carcinomen. Het hele proces neemt tientallen jaren in beslag. De kans op genezing is het grootst als de tumor in een vroeg stadium, nog voor ze uitgezaaid is naar bijvoorbeeld de lever, wordt ontdekt. Het probleem is echter dat de poliepen vaak symptoomloos verlopen en wanneer zich symptomen voordoen, de tumor reeds in een vergevorderd stadium is.

Tumoren ontstaan door een opeenstapeling van genetische veranderingen. Een van de genen die in tumoren vaak mutaties ondergaat is het ras gen. Het ras gen is een oncogen dat gemuteerd voorkomt in 30% van de tumoren, de K-ras isovorm komt voor in 90% van de alvleeskliertumoren. In colorectaal carcinomen komt ze in ongeveer 40% in vroege stadia en in levermetastasen van deze tumoren voor. Ook in niet-kleincellige longcarcinomen zijn K-ras mutaties veelvoorkomend; in 20-30% van de gevallen is sprake van K-ras mutaties. Mutaties in K-ras vinden in een vroeg stadium plaats, nog voor een darmpoliep een maligne karakter krijgt. Als mutaties in K-ras kunnen worden vastgesteld, bijvoorbeeld preventief in een screeningsprogramma, kunnen colorectaal carcinomen vaker vroegtijdig opgespoord worden en kunnen vele patiënten kunnen gered worden. Zodoende zouden de patiënt complexe operaties en intensieve chemotherapeutische behandelingen bespaard blijven. Wanneer de screening op faeces zou plaatsvinden is dit bovendien minder belastend voor de patiënt en het ziekenhuis omdat het materiaal opgestuurd of ingeleverd zou worden in plaats van dat het actief moet worden afgenomen middels een endoscopisch onderzoek. Tevens kunnen mutaties in dit gen gebruikt worden als identificatiemiddel van metastasen in bijvoorbeeld de lever. 
Een andere reden om mutaties in K-ras te bepalen is de prognostische waarde ervan bij niet-kleincellige longcarcinomen. Dit type tumoren wordt vaak behandeld met een tumorspecifiek middel, bestaand uit TKIs (tyrosine kinase inhibitors). Er is echter aangetoond dat bij K-ras mutaties in deze tumoren er geen reactie op deze tumorspecifieke therapie is. Aangezien de therapie zelf bijwerkingen geeft, is het belangrijk te weten of de patiënt er baat bij heeft. Als K-ras mutaties bekend zijn, zou deze therapie niet voorgeschreven hoeven worden. K-ras mutaties geven een voorspellende waarde voor de reactie op de behandeling. 
Doelstelling

Het doel is een moleculaire bepaling te ontwikkelen waarmee mutaties in de ‘hotspots’ van het K-ras gen kunnen worden aangetoond in DNA dat geïsoleerd is uit paraffinemateriaal. Bovendien zal deze bepaling gevalideerd worden, zodat ze kan worden opgenomen in het moleculaire diagnostiek programma van de afdeling Moleculaire Pathologie van het UMC Utrecht.
Theorie

Na cardiovasculair gerelateerde ziekten is kanker de belangrijkste doodsoorzaak wereldwijd. Colorectaal carcinomen (CRC) zijn de op een na grootste oorzaak van kanker-gerelateerde sterfte in de Westerse wereld. Wereldwijd veroorzaken colorectaal carcinomen 665.000 doden per jaar.a In Nederland wordt bij ca. 9000 mensen per jaar CRC vastgesteld en bijna de helft overlijdt hieraan.b Colorectaal carcinomen omvatten tumoren in de colon, het rectum en de appendix. Colorectaal carcinomen ontstaan vanuit adenoomachtige poliepen in de colon. Deze paddenstoelachtige tumoren zijn veelal goedaardig, maar sommigen kunnen zich ontwikkelen tot carcinomen. Dit proces neemt tientallen jaren in beslag. Vaak zijn de poliepen asymptomatisch en is de tumor reeds in een vergevorderd stadium wanneer ze symptomen veroorzaakt en ontdekt wordt. De therapie bestaat uit het operatief verwijderen van de tumor. Patiënten overlijden vooral aan CRC nadat er uitzaaiing van de tumor is opgetreden. CRC zaait vooral uit naar de lever. In dat geval wordt per definitie chemotherapie toegepast, maar alleen wanneer de metastasen in de lever operatief verwijderd kunnen worden is er een kans op volledige genezing. Er zijn nog geen tumorspecifieke middelen op de markt voor CRC.

Pathologie van Colorectaal Carcinomen

Voor de diagnose wordt een endoscopisch onderzoek uitgevoerd. Bij dit onderzoek bekijkt de arts met behulp van een endoscoop de binnenkant van de endeldarm (rectum), het S-vormig deel van de dikke darm (sigmoïd) en de rest van de dikke darm (colon). Soms wordt alleen het rectum, het sigmoïd of de colon onderzocht op afwijkingen, maar vaak ook wordt het hele traject bekeken. Ook kan de arts via de endoscoop met een tangetje weefsel afnemen (biopsie) voor pathologisch onderzoek. De endoscoop is een flexibele slang waarin zich bevinden: 

· een licht- en lenzensysteem, waarmee eventueel ook foto’s of filmopnamen gemaakt kunnen worden. 
· een tangetje, borsteltje of happertje om weefselmonsters (biopten) te nemen 
· een spoel- en zuigsysteem om spoelwater, slijm, sappen of bloed weg te spoelen of op te zuigen (eventueel voor onderzoek) en om lucht in het orgaan te blazen om een beter beeld te krijgen 
· buigzame, stuurbare vezels, om de scoop in verschillende richtingen te laten ‘kijken’ 
De diagnose wordt gesteld aan de hand van de analyse van het bij biopsie weggenomen weefsel. De patholoog neemt zijn bevindingen op in een rapport, het zogenaamde PA verslag. De typering en het groeistadium van de tumor worden vermeld. Dit verslag wordt naar de behandelend arts gestuurd. Voorkomende typeringen zijn lymfomen, plaveiselcelcarcinomen en adenocarcinomen. In 95% van de gevallen betreft het een adenocarcinoom. Dit zijn maligne tumoren die ontstaan vanuit het klierepitheel van de mucosa, de darmwand.b
[image: image13.png]Parental strands

Melt

Forward

P —

priner  Backward

priner

Anneal

First
cycle

—

Extend

i

Il

Second
cycle

Third
cycle



[image: image1.jpg]Luminal carcinogen

Stromal signalling
Blood-borne carcinogen

Precursor lesion

Luminal promotion/progression agents ————>1

in faeces Cells altered in

Apoptosis
Adhesion

Clonal
altered cells

lial/stromal signalling

Luminal promotion/progression agents ———>
in faeces

ithelial/stromal signalling




Algemeen wordt aangenomen dat colorectaal carcinomen beginnen als poliepen die ontstaan vanuit de epitheliale stamcellen in het maagdarmkanaal, welke zich bevinden onderin de crypte van de lumen van de darmwand. In figuur 1 is de ontwikkeling van darmpoliepen volgens deze theorie weergegeven. Erfelijke of cellulaire mutaties in specifieke DNA-sequenties, waaronder DNA replicatie genen of DNA reparatie genen, spelen een grote rol bij het ontstaan van carcinomen. Mutaties in deze genen zijn vaak de oorzaak van mutaties in APC, K-ras en P53 genen, welke leiden tot ongeremde celdeling van de stamcellen die de gehele crypte bevolken. Zo ontstaat de laesie, welke kan uitgroeien tot een poliep. Poliepen zijn in principe goedaardig, maar wanneer poliepen een aantal jaren doorgroeien kunnen ze een tumor vormen, die zich in de darmwand wortelt, er doorheen groeit en zich mogelijk uitzaait via de lymfeklieren of bloedbaan. Om uit te groeien tot een carcinoom zijn meerdere mutaties nodig. Het hele groeiproces van laesie tot maligne carcinoom neemt tientallen jaren in beslag. Colorectaal carcinomen treffen dan ook vooral mensen boven de 60 jaar. In ongeveer 10% van de patiënten is er sprake van een erfelijke vorm. In de overige gevallen gaat het om zogeheten sporadische CRC.b,c
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De pathologie van de tumor wordt geclassificeerd volgens een prognostisch systeem. De aanduiding geeft de mate van groei van een carcinoom weer. Alleen na verwijdering van de hele tumor kan worden beoordeeld in welke mate het omliggende weefsel is geïnvaseerd. Volgens het TNM-systeem wordt de mate van invasie in de darmwand weergegeven met een T gevolgd door een nummer, de mate van lymfeklier betrokkenheid weergegeven met een N gevolgd door een nummer en de mate van metastasering met een M gevolgd door een nummer. Vervolgens worden tumoren gegroepeerd per prognose: een stage I tumor betreft een minder vergevorderde tumor met een betere prognose dan een tumor met een hoger nummer. Een stage I tumor kan bijvoorbeeld geclassificeerd zijn als T1, N0, M0 of als T2, N0, M0. T1 staat voor invasie in de basaalmembraan, T2 voor invasie in de darmspier. N0 en M0 geven aan dat er geen lymfeklieren betrokken zijn en dat er geen metastasen zijn.1 Figuur 2 geeft darmtumoren van verschillende stages weer.
De behandeling van colorectaal carcinomen is afhankelijk van enerzijds het groeistadium van de tumor en anderzijds de locatie van de tumor in de darm. Kleine darmpoliepen worden soms preventief verwijderd middels colonscopie, een endoscopie van de colon. Wanneer de tumor nog nauwelijks in de darmwand is doorgedrongen volstaat het operatief verwijderen van het aangetaste deel van de darm. Wanneer de tumor wel de darmwand is doorgedrongen, maar nog niet is uitgezaaid naar de lymfeklieren wordt chirurgie soms gevolgd door chemotherapie. Als de tumor wel is uitgezaaid naar de lymfeklieren, maar niet naar andere organen, wordt per definitie ook chemotherapie toegepast en wanneer de tumor ook is uitgezaaid naar andere organen, vaak de lever, kunnen deze metastasen soms nog operatief worden verwijderd. Vaak is dit echter niet het geval en kan alleen nog pallitieve (levensverlengende) chemotherapie worden toegepast, naast het verwijderen van het aangetaste gedeelte van de darm. In dat geval zal de patiënt niet meer genezen. Voor genezing is het van belang dat de tumor in een zo’n vroeg mogelijk stadium ontdekt wordt, maar de symptomen vertonen zich vaak pas wanneer CRC al in een ver gevorderd stadium is.b 

De carcinogenese van Colorectaal Carcinomen

Colorectaal carcinomen ontstaan door een opeenstapeling van verschillende genetische veranderingen, zoals chromosomale afwijkingen, genetische mutaties en epigenetische veranderingen.2,3 Er zijn twee algemene genetische routes bekend, maar over andere routes en kruisreacties tussen de routes wordt gespeculeerd. Enerzijds is er de Chromosoom Instabiliteit (CIN) route, ook wel bekend als de adenoma-carcinoma sequentie. Daarnaast is er de Microsatelliet Instabiliteit (MSI) route. Microsatellieten bestaan uit een aantal tandem repeats (herhalingen) van een simpele DNA-sequentie in het DNA. Bij MSI zijn deze tandem repeats in aantal verhoogd of verlaagd. Mutaties in DNA mismatch reparatie enzymen zijn verantwoordelijk voor de instabiliteit. MSI wordt vooral geassocieerd met heriditary nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC). In 5 tot 15% van de gevallen van CRC is sprake van een erfelijke vorm, zoals HNPCC en FAP (familial adenomatous polyposis). In de overige 85% spreekt met van sporadische CRC, geïnitieerd door de CIN route. 3,4  
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De CIN route (figuur 3) is een multi-staps model van colorectaal carcinomen. In de vroege ontwikkeling van poliepen komen mutaties in het adenomatous polyposis coli (APC) gen voor. K-ras mutaties komen voor tijdens de adenomateuze fase en tijdens de transitie naar de maligne fase vinden mutaties van P53 en deleties op chromosoom 18q voor. Omdat de veranderingen in APC, P53 en het 18q chromosoom varianten van allel-verlies zijn wordt deze route de chromosoom instabiliteit route genoemd. In familial adenomatous polyposis (FAP) vindt deze route letterlijk plaats, maar hetzelfde mechanisme is verantwoordelijk voor de carcinogenese in sporadische colorectaal carcinomen.3 

APC en P53 zijn tumorsuppressorgenen die coderen voor eiwitten met een belangrijke rol in verschillende signaal transductie routes, intercellulaire adhesie, cel cyclus regulatie, transcriptie en apoptose. Inactivatie van het APC gen resulteert in een opstapeling van een ander eiwit, β-catenine, die naar de nucleus migreert en daar de transcriptie stimuleert van verscheidene genen die betrokken zijn bij tumorgroei en –invasie. Het P53 eiwit induceert normaal gesproken de G1 celcyclus-stop om te zorgen dat DNA gerepareerd kan worden tijdens de replicatie, of het induceert apoptose. Wanneer dit eiwit inactief is, is er geen mogelijkheid tot reparatie van defect DNA en vindt geen apoptose plaats in het geval van te grote defecten in een cel. Replicatie vindt plaats, waar het in de normale situatie niet had plaatsgevonden. Mutaties in P53 gaan gepaard met een slechte prognose, komen voor in alle tumoren en zijn veelvoorkomende genetische veranderingen.2,3

K-ras is onderdeel van een groep van drie oncogenen met 90% homologiteit; Harvey- (H-), Kirsten- (K-) en N-ras. Elk van deze ras-eiwitten is verrijkt aanwezig in cellen, afhankelijk van het specifieke weefsel. Ze coderen voor een klein, 21 kDa, eiwit dat een rol speelt in de transductie van extracellulaire stimuli naar effector moleculen in de cel die het signaal uiteindelijk de nucleus in transporteren. Door interactie met een groot aantal regulatoren en effectoren controleren de ras-eiwitten meerdere routes die effect hebben op celgroei, differentiatie en apoptose. Mutaties in deze oncogenen resulteren in de formatie van continu actieve K-ras eiwitten die de transductie van proliferatieve en/of differentiatieve signalen naar de nucleus stimuleren, zelfs in afwezigheid van extracellulaire signalen.3,5 
Het K-ras oncogen

De familie van Ras-genen codeert voor monomere eiwitten van 21 kDa groot, die in staat zijn GTP, guanosine trifosfaat, te binden en te hydrolyseren. De familie bestaat uit H-ras, K-ras en N-ras, die elk in specifieke weefsels verhoogd tot expressie komt. Ze fungeren als mediatoren in de transductie van extracellulaire signalen naar het cytoplasma en de nucleus. Door interactie met een groot aantal regulatoren en effectoren controleren ze verscheiden signaal transductie routes en hebben effect op celgroei, differentiatie en apoptose.5 De Ras-genen zijn oncogenen; wanneer er mutaties plaatsvinden, kan een normale cel ongeremde groei of differentiatie vertonen en zich prolifereren als tumorcel. 

K-ras is een zogeheten GTPase. GTPasen zijn regulatoire GTP hydrolase enzymen die wisselen tussen twee conformaties; de actieve en de inactieve vorm (figuur 4). GTP, guanosine trifosfaat, is een purine eiwit dat in de signaal-transductie route fungeert als substraat voor GTPase enzymen, zoals K-ras. Onder invloed van GTP uitwisselingsfactoren (GEFs) wordt GDP uitgewisseld voor GTP op het GTPase enzym. K-ras bindt zo GTP aan zich als substraat. Dit is de actieve vorm van K-ras. K-ras zal het gebonden GTP op een gegeven moment hydrolyseren tot GDP, guanosine difosfaat, door zijn inherente enzymatische activiteit. K-ras gebonden aan GDP heeft een andere conformatie en andere eigenschappen dan K-ras gebonden aan GTP. Er is een groep GTPase activerende eiwitten (GAPs) die specifiek zijn voor GTPase-GTP complex en de hydrolyse versnellen en het doorgegeven signaal zodoende beëindigen. K-ras-GDP is de inactieve vorm van K-ras.6
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Figuur 4   GAPs en GEFs  

Een schematische weergave van de interactie tussen GTPase activerende eiwitten, GTP uitwisselingsfactoren en GTPase enzymen. 

K-ras eiwit activeert een verscheidenheid aan effector signaal transductieroutes, waaronder de RAF/MAPK route welke leidt tot constitutieve groeipromotie.3 De RAF/MAPK signaal-transductie route is weergegeven in figuur 5. Fosforylatie is steeds weergegeven met een P-groep. Dit is tevens steeds de activatie van het betreffende enzym. Extracellulair bindt epidermale groeifactor (EGF) aan de EGF receptor (EGFR) in de celmembraan. Ook is er een eiwit, tumor groeifactor (TGF-() dat ook bindt aan EGFR. EGFR is een tyrosine kinase. Deze veranderd van conformatie en de tyrosine uiteinden van het intracellulaire domein van de receptor worden gefosforyleerd. De gevormde fosfo-tyrosines kunnen signaalmoleculen, zoals het Grb2-SOS complex binden. Dit complex is een GEP en kan K-ras activeren door het GDP dat eraan gebonden is te verwisselen met GTP. Het actieve GTP-K-ras complex, dat aan de cytoplasmazijde van de celmembraan gebonden is, kan in een meerstapsproces weer Raf-1 (een proteïne kinase) activeren. Geactiveerd Raf-1 fosforyleert MEK (MAPK/ERK kinase). Het nu actieve MEK activeert op zijn beurt weer MAPK, dat de nucleus binnen kan gaan om gen-expressie te controleren door transcriptiefactoren te activeren. Ook kan het invloed uitoefenen op de voortgang van de celcyclus. Op deze manier wordt door een extracellulair signaal, EGF of TGF-(, een cel aangezet tot groei en proliferatie. Tevens is in de figuur weergegeven hoe met radioactieve straling delende cellen worden gemotiveerd in apoptose te gaan of tenminste de groeicyclus te stoppen. Dit is effectief voor ongereguleerd delende tumorcellen, maar uiteraard onwenselijk bij gezond delende cellen. De therapie maakt daar echter geen onderscheid in. Wanneer K-ras gemuteerd is, is ze actief zonder dat het Grb2-SOS complex (en dus het extracellulaire signaal) daarvoor nodig is. Tevens zal K-ras niet langer door GAPs gedeactiveerd worden en de cel continu aanzetten tot groei en proliferatie.e 
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Figuur 5  Ras-Raf-MEK Signaal Transductie Route.  
Het celmembraan is weergegeven met eronder het cytoplasma. Ook de kernmembraan is weergegeven. Middels verscheidene eiwitten die geactiveerd en gedeactiveerd worden door fosforylatie (gebonden P-groepen) wordt een signaal van buiten de cel naar de nucleus doorgegeven. Alleen wanneer Ras gebonden is aan GTP wordt een signaal doorgegeven.
Genetische achtergrond van K-ras

De officiële naam van het K-ras gen is “v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog.” KRAS is het officiële symbool van het gen. Het K-ras gen bevindt zich op chromosoom 12, op de korte band (p) op positie 12.1. De positie is dus 12p12.1. Exacter beschreven is het K-ras gen gelokaliseerd van basenpaar 25.249.446 tot basenpaar 25.295.120 op chromosoom 12. Zie figuur 6. 
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Figuur 6  Locatie van het K-ras gen  

Chromosoom 12 is weergegeven, de lange arm wordt aangeduid met q en de korte arm met p. Met de gele pijl is de locatie van het K-ras gen aangegeven.
Het gen is 45.675 basenparen lang. Het gen codeert voor het K-ras2 eiwit dat in 2 isovormen bestaat; A & B. Het transcript voor isovorm A bestaat uit 6 exonen, inclusief exon 4a wat de B-variant mist. (figuur 7) Het zeldzame K-ras2 isovorm A eiwit bevat 189 aminozuren. Het transcript voor isovorm B bevat 5 exonen en mist exon 4a. Het predominante K-ras2 isovorm B eiwit is 188 aminozuren lang.f
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Figuur 7  Genomische regio, transcripten en producten  
Dit figuur geeft de regio weer waar het gen gelokaliseerd is met in rood het coderende deel van het gen. Dit plaatje laat vooral zien dat er 2 isovormen bestaan van het transcript en eiwit; isovormen A en B.e

De klinische relevantie van K-ras

Het ras gen is een oncogen dat gemuteerd voorkomt in 30% van de tumoren. K-ras mutaties zijn vastgesteld in verschillende typen carcinomen, maar vooral in gastro-enterologische kankers waaronder colorectale, pancreatische (in 90% van de gevallen) en galkanaal carcinomen. De prevalentie van K-ras mutaties is 15-68% van sporadische colorectaal adenomen en 40-65% van colorectaal carcinomen. Het merendeel van de mutaties komt voor als een activerende puntmutatie in codon 12 en/of 13 (exon 1) en codon 61 (exon 2). Dit zijn zogenaamde hotspots.3 In genetica is een hotspot een gebied in het DNA dat gemakkelijk mutaties ondergaat. De gevonden mutaties in deze codons zijn niet steeds dezelfde, zie figuur 8 voor codon 12 en 13, en hebben ook steeds een ander defect als gevolg. Echter, het is nog onduidelijk welke van de codons belangrijk zijn voor de prognose en op welke manier de verschillende nucleotide substituties tot biologische activatie van het oncogen leiden.5,7
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Figuur 8  Verschillende K-ras mutaties in codon 12 en 13 

Er zijn 12 puntmutaties die kunnen voorkomen in codon 12 en 13 van K-ras. Alle mogelijke mutaties met hun corresponderende aminozuurveranderingen zijn in deze figuur opgenomen. 6
Uit meerdere onderzoeken blijkt dat de prevalentie van K-ras mutaties bij colorectaal carcinomen hoog is en resultaten wijzen er zelfs op dat ze een vroege genetische gebeurtenis representeren die de verschijning van histologisch detecteerbare afwijkingen voorgaat.9 K-ras is een distinctieve tumormarker, maar zou in de toekomst zelfs preventief kunnen zijn. Er wordt veel onderzoek gedaan naar screening van risicogroepen, en K-ras is in faeces een veelbelovende marker.10,11 De prognostische waarde van K-ras mutaties in colorectaal carcinomen staat echter onder discussie. Enerzijds zou K-ras inherent verbonden zijn aan een slechte prognose.2 Anderzijds wordt een verband niet aangetoond of wordt geconcludeerd dat vanwege discutabel bewijs niets over de prognose gezegd kan worden aan de hand van K-ras mutaties.12 Wel hebben specifieke studies aangetoond dat codon 13 mutaties, waarvan het merendeel G→A transities zijn, die resulteren in de aminozuur substitutie Gly13→Asp13, een sterkere voorspellende waarde hadden dan andere K-ras mutaties. Deze mutatie blijkt significant verbonden aan de biologisch agressieve potentie van de tumor en de klinische uitkomst voor de patiënt; de overlevingskans was lager. Voor codon 12 is zo’n prognostisch verband niet aangetoond.5 

Aangezien het K-ras eiwit betrokken is bij vele celprocessen is het mogelijk dat verschillende mutaties in verschillende mate de tumorgenese beïnvloeden. In niet-kleincellige longcarcinomen (NSCLCs) is aangetoond dat K-ras een voorspellende waarde heeft voor de reactie van patiënten op een bepaalde therapie. De therapie met gefitinib en erlotinib grijpt aan op het intracellulaire domein van de EGFR, de stoffen zijn tyrosine kinase inhibitors (TKIs). Echter voor patiënten met K-ras mutaties, wat in 20 tot 30 % van de gevallen van NSCLC voorkomt, blijkt dat er een sterke correlatie is tussen K-ras mutatie en het niet reageren op TKIs, ongeacht of deze een verhoogde expressie hebben van EGFR, een voorspellende factor voor een goede reactie op TKIs. Bij ruim 95% van de testgroep met K-ras mutaties vordert de ziekte, ondanks de behandeling. Overigens blijkt een mutatie in het EGFR gen wel een positief voorspellende waarde te hebben, en komt deze mutatie niet naast een K-ras mutatie voor.13 

Voor toekomstige screening, vroege vaststelling of sprake is van een maligne karakter van darmkolieken, identificatie van levermetastasen van colorectaal carcinomen en vooral ook voor voorspelling of een patiënt zal reageren op therapie met TKIs is het kunnen vaststellen van mutaties in het K-ras gen relevant. Om deze redenen is besloten een moleculair diagnostische bepaling voor de K-ras mutatie-analyse te ontwikkelen.

Werkwijze

Op basis van de aanwezige kennis en literatuurstudie is voor de nieuwe K-ras mutatie-analyse een methode gekozen die gebaseerd is op sequentie-analyse van het betreffende gen. Het voordeel van sequentie-analyse ten opzichte van een andere methode, zoals een mutatiespecifieke PCR, is dat er altijd een PCR-product gegenereerd moet worden om dit te kunnen sequencen. Dit is tevens een controle op de input van DNA. Tevens kunnen andere, nieuwe, mutaties worden aangetoond naast de bekende mutaties in de hotspots. In verband met de fragmentatie van DNA in paraffine materiaal zijn primers gekozen die kleine PCR-producten geven na amplificatie van het gefragmenteerde DNA. PCR-producten kleiner dan 250-300 bp kunnen uitstekend worden gesequenced en gescreend op mutaties.
Patiëntenmonsters
Voor de ontwikkeling van de bepaling werd in eerste instantie uitgegaan van DNA geïsoleerd uit bloed van gezonde anonieme donoren. Er is gebruik gemaakt van DNA van geanonimiseerde donoren uit de minidonordienst binnen de divisie Pathologie. Uit het bloed is DNA geïsoleerd volgens standaard protocolI, gebaseerd op lysatie van aanwezige cellen, gevolgd door precipitatie van DNA dat vervolgens in oplossing wordt gebracht. Tijdens de optimalisatie van de bepaling is gebruik gemaakt van paraffinecoupes uit een ander onderzoeksproject die bekend waren zonder K-ras mutatie. DNA uit het patiënten paraffine materiaal is geïsoleerd volgens standaard protocolII, met behulp van directe lysis en incubatie met proteïnase K.
Tabel 1 Validatiepanel K-ras mutatie-analyse

In deze tabel is de samenstelling van het validatiepanel voor de K-ras mutatie-analyse weergegeven. Het type weefsel dat is weggenomen is weergegeven in kolom 2. Vaak zijn metastasen uit de lever uigenomen en was alleen daarvan het blokje beschikbaar. De geboortedatum en datum van operatie staan in kolom 3 en 4 en in kolom 5 is de leeftijd ten tijde van de operatie weergegeven (voor zover bekend). In de laatste kolom is de K-ras mutatie weergegeven zoals die bekend was bij het onderzoek naar MSI, eerst is de hotspot vermeld en vervolgens de afwijkende basenvolgorde van dat codon en de bijbehorende mutatie codering.
	Monster
	Weefsel
	Geboorte Datum
	Datum OK
	Leeftijd
	Geslacht
	K-ras Mutatie
	Exon

	1
	lever
	17-5-1931
	9-11-1999
	68.53
	m
	13 > GAC
	G13D
	1

	2
	darm/lever
	22-9-1920
	24-12-1994
	74.30
	m
	61 > CAC
	Q61H
	2

	3
	lever
	30-7-1941
	25-11-2004
	63.37
	m
	onbekend

	4
	darm
	22-7-1942
	3-6-2004
	61.91
	m
	13 > GAC
	G13D
	1

	5
	lever
	24-3-1956
	25-5-2004
	48.20
	m
	13 > GAC
	G13D
	1

	6
	darm
	7-3-1924
	
	
	m
	12 > GTT
	G12V
	1

	7
	lever
	27-2-1941
	8-9-2003
	62.57
	m
	13 > GAC
	G13D
	1

	8
	darm/lever
	31-3-1932
	
	
	m
	-
	-
	-


Voor de validatie van de bepaling is een panel van monsters uitgezocht uit een onderzoek naar MSI van een andere afdeling. Bij alle patiënten waren colon adenocarcinomen, vaak met gepaarde levermetastasen, gediagnostiseerd en is operatief weefsel verwijderd. De patiënten zijn geïnformeerd en hebben toestemming verleend voor onderzoek op het weggenomen weefsel. Het betrof darm- en leverweefsel. In het onderzoek naar MSI was reeds vastgesteld of er sprake was van K-ras mutaties en zoja, welke mutaties op welke posities. Er zijn 7 monsters gekozen met een K-ras mutatie en 1 zonder mutatie als negatieve controle. De gemiddelde leeftijd ten tijde van chirurgie was 63.15 jaar en het betrof alleen mannelijke patiënten. Tabel 1 geeft de samenstelling van dit panel weer. 

PCR
[image: image16.emf]Op het geïsoleerde DNA wordt eerst een genspecifieke PCR ingezet. Er zijn aparte primers voor exon 1 en voor exon 2. Zo worden 2 PCR-producten verkregen, elk met een lengte rond de 200 basenparen. De ervaring heeft geleerd dat DNA uit paraffinecoupes vaak erg gefragmenteerd is. Om deze reden is gekozen voor primerparen zodat het product relatief kort blijft. In figuur 9 wordt het principe van de PCR kort toegelicht. 

Figuur 9    Het principe van DNA amplificatie met behulp van PCR 
Een specifiek DNA fragment wordt geamplificeerd met behulp van een amplificatie reactie. In 25 tot 35 cycli wordt het gewenste fragment exponentieel vermenigvuldigd. Een cyclus bestaat uit een smeltfase bij ~95(C waarbij de dubbele DNA streng gedenatureerd wordt naar 2 enkele strengen. Dan volgt een annealings fase bij ~60(C waarbij de specifieke primers aan de doelsequentie hechten. In de elongatiefase bij ~75(C verlengt het enzym DNA polymerase vanaf de primers de nieuwe DNA streng. Dan begint de cyclus weer bij het begin, zo ontstaat (bij 35 cycli) een product van 236= 68 biljoen kopieën van het gewenste fragment.
In tabel 2 zijn de primersequenties weergegeven die gebruikt zijn voor de PCR voor het K-ras gen. In onderstaande figuur 10 zijn de sequenties weergegeven van exon 1 en exon 2 van het K-ras gen. De hotspots, codon 12 en 13 in exon 1 en codon 61 in exon 2, zijn aangegeven. Ook de primers, zowel forward als reverse zijn weergegeven. De primers zijn geselecteerd met behulp van het  programma Lasergene van DNAstar,  zodat een primerpaar ontstaat dat zoveel mogelijk aan de eisen voldoet. 
Tabel 2    PCR-primers voor K-ras 
Voor exon 1 en 2 zijn de primersequenties gegeven voor de forward en de reverse primer. In de laatste kolom staat de lengte van het PCR-product.
	Exon 1
	5’
	CTGGTGGAGTATTTGATAGT
	3’
	Forward
	244 bp

	
	5’
	ATGGTCCTGCACCAGTAATA
	3’
	Reverse
	

	Exon 2
	5’
	GGTGCACTGTAATAATCCAGAC
	3’
	Forward
	224 bp

	
	5’
	CCACCTATAATGGTGAATATCT
	3’
	Reverse
	


De smelttemperaturen van de primers in een primerpaar moeten dicht bij elkaar liggen, langere primers hebben een hoger smeltpunt. De ideale primer is tussen de 18 en 24 bp lang en bevat 50% GC nucleotiden. Het smeltpunt ligt tussen de 50 en 65 °C. De primers mogen geen homoloog fragment aan zichzelf of aan elkaar hebben om primer-dimer (primers hybridiseren aan elkaar) en hairpin (de primer hybridiseert deels aan zichzelf en past niet meer op de sequentie) vorming te voorkomen. Hoe meer dezelfde nucleotiden achter elkaar voorkomen, hoe minder specifiek de binding is. Dit dient voorkomen te worden. 
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Figuur 10   Sequenties en PCR-primers voor exon 1 en 2 van K-ras

In deze figuur is de nucleotidevolgorde van exon 1 en 2 van K-ras weergegeven. Het exon is met geel gearceerd, de ongearceerde delen behoren bij de omliggende introns. De hotspots, codon 12 en 13 van exon 1 en codon 61 van exon 2, zijn groen gearceerd. De PCR-primers zijn rood gedrukt en onderstreept.

De vorming van een PCR-product werd steeds gecontroleerd door volgens protocol 5 μl PCR-product te runnen op een 1,5% agarosegel met ethidiumbromide.III Onder de UV-lamp wordt een gevormd product zichtbaar gemaakt als een oplichtend bandje tegen een donkere achtergrond. Een 1 kB size ladder werd steeds meegenomen. Een goed product bestaat uit 1 helder bandje op de juiste hoogte van de size ladder. Bijbanden duiden op aspecifieke binding van de primers op een andere positie. Een enkel (bijbandje) kleiner dan 100 bp duidt op de vorming van primer-dimer. Een smear geeft aan dat de primers onwillekeurig overal aan het DNA hybridiseren en vele producten van allemaal verschillende lengtes worden gevormd. 

Sequencen

Door incubatie van het PCR-product met een mix van de enzymen exonuclease I en shrimp alkaline phosphatase (SAP) wordt het verkregen PCR-product enzymatisch gezuiverd. Dit gebeurt een half uur bij 37 °C, gevolgd door 20 minuten bij 80 °C.IV Deze enzymen zuiveren het PCR-product door het afbreken van losse primers (Exonuclease I) en het defosforyleren van losse dNTP’s (SAP) die storing in de sequentiereactie zouden kunnen veroorzaken.
Tabel 3    PCR-primers voor K-ras 

Voor exon 1 en 2 zijn de primersequenties gegeven voor de forward en de reverse primer voor de sequentiereacties. 

	Exon 1
	5’
	GTGTGACATGTTCTAAT
	3’
	Forward

	
	5’
	CCTGCACCAGTAATATGC
	3’
	Reverse

	Exon 2
	5’
	TGTGTTTCTCCCTTCTC
	3’
	Forward

	
	5’
	CTTCAAATGATTTAGTATTA
	3’
	Reverse


Voor de sequentiereactie zijn primers gebruikt die intern liggen ten opzichte van de primers voor de PCR, omdat de sequentie er doorgaans specifieker uitziet wanneer zulke interne primers gebruikt worden. Tevens verloopt de sequentiereactie beter en bovendien zijn interne primers vaak korter, waardoor ze beter aan het PCR-product annealen bij de lage temperatuur van de sequentiereacties. In tabel 3 zijn deze primers weergegeven, in figuur 11 zijn de sequenties van exon 1 en 2 van het K-ras gen weergegeven met daarbij de interne primers voor het sequencen.  
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Figuur 11 Sequenties en PCR en interne  primers voor K-ras

In deze figuur is de nucleotidevolgorde van exon 1 en 2 van K-ras weergegeven. Het daadwerkelijke exon is met geel gearceerd, de ongearceerde delen behoren bij de omliggende introns. De hotspots zijn groen gearceerd. De PCR-primers zijn rood gedrukt en onderstreept. De interne primers voor het sequencen zijn grijs gearceerd en overlappen deels met PCR-primers of het exon. 
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Met een tweede amplificatiereactie wordt het nu gezuiverde PCR-product nogmaals geamplificeerd. Nu worden echter in plaats van alleen gewone nucleotides, dNTP’s, ook fluorescerende ddNTP’s in de reactiemix toegevoegd. Steeds wanneer het DNA polymerase zo’n fluorescerend ddNTP in de sequentie inbouwt is het niet mogelijk de elongatie voort te zetten. Omdat deze ddNTP’s at random worden ingebouwd ontstaan fragmenten van verschillende lengten met aan het einde een fluorescerende nucleotide. Aan elk type ddNTP is een ander fluorochroom gebonden; adenine, guanine, thymine en cytosine geven in aangeslagen toestand elk een andere kleur signaal af. De reactiemix is zodanig uitgebalanceerd dat na 25 PCR cycli er van elke fragmentlengte product is gevormd. Met behulp van capillaire electroforese worden de producten op grootte gescheiden in een polymeergel. Aan het einde van de capillair bevindt zich een laser die het fluorochroom dat aan elk fragment gebonden is aan de laatst ingebouwde ddNTP aanslaat. Het signaal dat nu wordt afgegeven wordt gedetecteerd. De kortste producten migreren het snelst door de capillair en zullen als eerst hun signaal afgeven. Op deze wijze wordt de nucleotidevolgorde van het product afgelezen in vier kleuren die corresponderen met de vier nucleotiden. In figuur 12 is het principe van sequencen weergegeven.

Figuur 12 Seqeuncen
Eerst vind een sequentiereactie plaats met fluorescerende nucleotiden, vervolgens worden producten in een gel op grootte gescheiden en hun fluorisatie signaal afgelezen.

Mutatie-analyse

De door de detector afgelezen fluorescerende signalen worden verzonden naar een computer die deze data analyseert. De signalen worden omgezet naar een piekenpatroon met vier kleuren pieken: groen voor adenine, zwart voor guanine, rood voor thymidine en blauw voor cytosine. Als het kleinste product eindigde met een guanine, komt voor dat product een zwarte piek op het beeldscherm. Daarna volgt het product dat 1 nucleotide langer is. Wanneer dit product eindigt op een adenine verschijnt na de zwarte piek een groene piek. Zodoende wordt de nucleotidevolgorde van het geamplificeerde product omgezet in een piekenpatroon. Wanneer een PCR-product bestaat uit een DNA fragment dat geen mutaties of polymorfismen bevat zal op elke positie een enkele piek zichtbaar zijn. Dit is het geval in figuur 13 op alle posities, behalve waar de pijl staat.

Echter wanneer een deel van het materiaal dat de input vormde voor de PCR een puntmutatie bevatte en een ander deel niet, dan zullen op die positie 2 verschillende pieken zichtbaar zijn, zoals in figuur 13 bij de pijlen. Dit zal ook het geval zijn als er sprake is van een polymorfisme. Een polymorfisme is een natuurlijke variatie in het DNA die in principe geacht wordt onschuldig te zijn. De sequentie wijkt dan zowel in de tumor al in het normale weefsel van de patiënt af van de online databanken, maar dit duidt niet op een mutatie. Voor K-ras zijn in de hotspots niet zulke polymorfismen bekend en is altijd sprake van een mutatie wanneer de sequentie van het patiëntenmateriaal afwijkt van de sequentie in de online databanken.e,f 
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Figuur 13    Mutaties in exon 1,  codon 12 en 13 van K-ras

Er zijn 6 verschillende puntmutaties in codon 12 en 13 (GGC GGT) van exon 1 van K-ras weergegeven. Boven de pijl zijn steeds 2 pieken zichtbaar in plaats van 1 piek. Boven elk plaatje staat wat de mutatie is.
Voor de mutatie-analyse wordt vaak gewerkt met een gevalideerd computerprogramma, zoals CodonCode Aligner, dat de sequentieresultaten kan inlezen en bovendien in staat is de online databases te raadplegen (of deze kunnen eenmalig ingelezen worden). Het programma maakt een vergelijking tussen de resultaten en de database en geeft de discrepanties weer. Zodoende is het niet noodzakelijk met de hand en het blote oog de hele sequentie te doorzoeken. 
Resultaten
PCR optimalisatie

Voor het ontwikkelen van een PCR voor het aantonen van exon 1 en 2 van het K-ras gen is een gekozen voor een basis PCR-programma met basisconcentraties van alle materialen in de PCR-mix gebaseerd op aanwezige kennis in het laboratorium. Deze basiswaarden zijn weergegeven in tabel 4 en 5. Op deze waarden is gevarieerd om de PCR te optimaliseren zodat het resultaat voldeed aan de eisen. Van deze variatieproeven is in tabel 6 een overzicht gegeven. Het PCR-product op gel moest een duidelijk zichtbaar bandje weergeven van de juiste grootte, afgemeten aan een 1 Kb Plus DNA ladder (250 U/g van de firma Invitrogen). Een negatieve controle (water in plaats van DNA aan de mix toevoegen) wordt altijd meegenomen om vals positiviteit uit te sluiten. Bij de PCR-producten mag maar 1 bandje zichtbaar zijn, extra banden zijn een indicatie van aspecifieke binding van de primers. De bandjes moeten ook van voldoende intensiteit zijn. Hoe intenser het bandje, hoe meer ethidiumbromide er gebonden is en hoe meer DNA er aanwezig is. De intensiteit van het bandje op gel zegt iets over de hoeveelheid gevormd PCR-product. Heel zwakke bandjes bevatten te weinig PCR-product als input voor de sequentiereacties. 
Tabel 4   Basismix standaard PCR

In deze tabel zijn de basisconcentraties weergegeven die gebruikt zijn om vanuit te gaan bij het ontwikkelen en optimaliseren van de K-ras PCR. Op deze basiswaarden zijn verschillende variaties uitgevoerd. In de laatste kolom is de eindconcentratie in het PCR-epje weergegeven en in kolom 1, 2 en 3 staat hoeveel van welk materiaal met welke concentratie daarvoor nodig is. Er is uitgegaan van een totaalvolume van 25 μl.
	Hoeveelheid
	Concentratie
	Materiaal 
	Eindconcentratie

	2,5 μl
	10X
	PCR Buffer II (Applied Biosystems)
	1x geconcentreerd

	2,0 μl
	25 mM
	MgCl2  (Applied Biosystems)
	2 mM

	0,2 μl
	5 U/μl
	DNA Polymerase (Amplitaq,  Amplitaq Gold of Taq Platinum)
	1 U/μl

	2,0 μl
	10 mM (2,5 mM elk)
	dNTPs (Invitrogen)
	0,8 mM

	0,5 μl
	10 μM
	Forward primer (Eurogentec)
	0,2 μM

	0,5 μl
	10 μM
	Reverse primer (Eurogentec)
	0,2 μM

	1,0 μl
	100 ng/μl
	DNA uit bloed (donorpanel)
	4,0 ng/μl

	16,3 μl
	-
	MilliQ water
	-

	25 μl
	 
	TOTAALVOLUME
	 


Onderstaand PCR-programma (tabel 5) geldt voor DNA polymerases Amplitaq (Applied Biosystems) en Taq Platinum (Invitrogen). Als gewerkt wordt met Amplitaq Gold (Applied Biosystems) dient met een initiële incubatiestap van 11 minuten gewerkt te worden omdat de chemische inactivatie van het polymerase op te heffen. Deze hot-start werking van het DNA polymerase enzym voorkomt elongatie van aspecifiek gebonden primers. Aan Taq Platinum is een proofreading enzym toegevoegd, wat de betrouwbaarheid van het PCR-product verhoogt.g,h
Tabel 5    Basis PCR programma

In deze tabel is het basis PCR programma weergegeven waar vanuit gegaan is bij de ontwikkeling en optimalisatie voor de K-ras PCR. Op dit basisprogramma zijn verschillende variaties uitgevoerd.

	
	35 cycli
	
	

	94 °C
	94 °C
	55 °C
	72 °C
	72 °C
	10 °C

	3:00
	0:30
	0:30
	1:00
	10:00
	∞

	Initiële incubatiestap
	Denatureren
	Anealen
	Elongeren
	Eind elongatie
	Koelingsstap


In tabel 6 is een weergave van de verschillende variaties die op de basismix en het basis programma zijn uitgevoerd (zie tabel 4 en 5) tijdens de optimalisatie van de PCR voor K-ras. In de kolommen ‘Materialen’ en ‘Programma’ zijn alleen de eventuele wijzigingen op de basis weergegeven. De waarnemingen zijn steeds geformuleerd ten opzichte van de vorige proef, volgens de nummering in de eerste kolom.
Er is uitgegaan van één PCR-programma om zowel exon 1 als exon 2 te kunnen amplificeren. Dit  is gedaan zodat beide exonen tegelijk in dezelfde PCR plaat en hetzelfde PCR apparaat ingezet kunnen worden. Omdat de PCR-producten gesequenced moeten worden, worden exon 1 en exon 2 wel in gescheiden epjes ingezet. Vanaf proef 8 in tabel 6 is gewerkt met nieuwe primers voor exon 2. Er zijn nieuwe primers gekozen omdat het PCR-product van exon 2 zwak bleef en bovendien na sequencen bleek dat de primers te dicht bij de hotspots gelegen waren. Hierdoor was de sequentie vaak nog onregelmatig ter hoogte van de hotspots en kon er geen uitsluitsel worden gegeven over het al dan niet aanwezig zijn van een mutatie. De PCR-producten werden steeds op 1,5% agarosegel gerund. In onderstaande figuur 14 zijn de resultaten van proeven 1 en 9 (beide magnesiumreeksen)  uit tabel 6 weergegeven. 
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Figuur 14 Resultaten op agarosegel van proef 1 en 9 van tabel 6

In deel A van dit figuur is de eerste magnesiumreeks weergegeven. Hier is alleen volbloed gebruikt en naast elkaar zijn de concentraties MgCl2 van 1 tot 5 mM te zien voor respectievelijk exon 1 en 2. Bij 1 mM is het bandje zwak of aanwezig. 

In deel B is de tweede magnesiumreeks weergegeven met nieuwe primers voor exon 2. Hier is alleen exon 2 met de primerset B weergegeven met concentraties MgCl2 van 1 tot 4 mM voor volbloed en paraffine. Er zijn bijbanden ontstaan bij 3 en 4 mM in volbloed. 

Tabel 6    Variatieproeven voor de PCR-optimalisatie

Onderstaande tabel geeft chronologisch de proeven weer die gedaan zijn tijdens de optimalisatie van de PCR voor K-ras. Steeds zijn er variaties uitgevoerd op de basis die weergegeven is in tabel 4 en 5. In kolom 3 en 4 staan deze variaties weergegeven. In de vierde kolom staan de waarnemingen kort beschreven. In de laatste kolom staat welk DNA getest is, vanaf proef 6 is ook DNA uit paraffine meegenomen in de proeven.

	 
	Variatie
	Materialen
	Programma
	Waarnemingen
	DNA

	1
	Magnesiumreeks
	MgCl2
	basis
	4 mM geeft helderste bandje voor beide exonen
	Alleen DNA uit volbloed

	 
	 
	1, 2, 3, 4, 5 mM
	 
	
	

	2
	Bufferconcentratie
	PCR buffer II
	Ann. Temp.
	Exon 2 zwakker bij 50°C, geen verschil tussen 1x/1,5x buffer
	

	 
	 
	1,5x geconcentreerd
	50 °C
	
	

	3
	Bufferconcentratie
	PCR buffer II
	Aantal cycli
	Heldere bandjes voor beide exonen bij 40 cycli, geen verschil in buffer
	

	 
	 
	1,5x geconcentreerd
	40x
	
	

	4
	Bufferconcentratie
	PCR buffer II
	Combi
	Exon 2 zwakker dan bij 3, iets sterker dan bij 2, geen bufferverschil
	

	 
	 
	1,5x geconcentreerd
	50 °C & 40 cycli
	
	

	6
	DNA polymerase
	Amplitaq/ Taq
	Ann. Temp.
	Exon 2 geen bandjes: opnieuw uitvullen! Gold zwak met bijbandjes. 48 °C. zwakker dan 55 °C.
	DNA uit volbloed en DNA uit paraffine zonder       

 K-ras mutatie

	 
	 
	Platinum/ Amplitaq Gold
	48 °C
	
	

	7
	DNA polymerase
	Amplitaq/ Taq
	Aantal cycli
	40x helderder, maar bijbanden. Platinum intensere bandjes.
	

	 
	 
	Platinum
	40x
	
	

	 
	Vanaf hier gekozen voor 4 mM MgCl2 voor exon 1.

Vanaf hier gekozen voor Taq Platinum als standaard DNA Polymerase.

Vanaf hier gekozen voor 35 cycli en 55 °C in het PCR programma als standaard.
	

	8

 
	Nieuwe primers exon 2

 
	Primers exon 2 

Set A en set B
	basis
	Eén paraffinebandje valt weg, bijbandjes bij set B
	

	9
	Magnesiumreeks 2
	MgCl2 en primers
	basis
	Bij 2 en 3 mM MgCl2 de beste banden, maar nog zwak. Set B veel bijbanden!
	

	 
	 
	1, 2, 3, 4 M en set A/B
	 
	
	

	 
	Verder testen met 2 en 3 mM MgCl2 voor exon 2
	

	10
	DNA polymerase
	Amplitaq/ Taq
	basis
	Platinum mooier bandjes, bij 3 mM MgCl2 enkele bijbandjes. 
	

	 
	 
	Platinum
	 
	
	

	11
	Temperatuur
	Amplitaq/Taq
	Ann. Temp.
	Zelfde als bij 10, maar nog meer bijbanden. Set B sterker, maar groter!
	

	 
	 
	Platinum
	50 °C
	
	

	12
	DNA polymerase
	Amplitaq Gold
	Ann. Temp.
	50 °C, 2 mM beste resultaten. Bij 55 °C vallen veel banden weg.
	

	 
	 
	
	50 °C
	
	

	
	Vanaf hier gekozen voor 2 mM MgCl2 voor exon 2. 
Vanaf hier gekozen voor annealing temperatuur van 55 °C in het PCR programma.

 Vanaf hier ook voor exon 2 gekozen voor Taq Platinum.
	


Tabel 6 is een samenvatting van het labjournaal waarin alle proeven bijgehouden werden. Dit labjournaal is bijgehouden volgens standaard protocol en blijft eigendom van de afdeling Pathologie.V 

Op basis van de uitgevoerde proeven (tabel 6) is gekozen voor de PCR-mixen zoals weergegeven in tabel 7. Het gekozen PCR programma is gelijk aan het basisprogramma (tabel 5). Bij de keuze is gelet op de intensiteit van de bandjes, de afwezigheid van bijbanden (en dus vorming van primer-dimer), het gemak van één PCR programma en de geringe grootte van het PCR-product. 
Tabel 7  PCR-mix voor de PCR voor exon 1 en 2 van het K-ras gen

In deze tabel zijn de materialen, de concentraties ervan en de benodigde hoeveelheden voor een PCR-mix voor de PCR voor exon 1 en 2 van K-ras weergegeven. In kolom 1 staan de materialen met hun concentraties en in kolom 2 en 3 is aangegeven hoeveel hiervan nodig is voor respectievelijk exon 1 en 2 van K-ras per monster.

	Materiaal, concentratie en fabrikant
	Hoeveelheid voor exon 1 (in μl)
	Hoeveelheid voor exon 2 (in μl)

	10x geconc. PCR Buffer II (Applied Biosystems)
	2,5
	2,5

	25 mM MgCl2 (Applied Biosystems)
	4,0
	2,0

	5 U/μl Taq Platinum (Invitrogen)
	0,2
	0,2

	10 mM dNTP’s (Invitrogen)
	2,0
	2,0

	10 μM forward primer (Eurogentec)
	0,5
	0,5

	10 μM reverse primer (Eurogentec)
	0,5
	0,5

	DNA uit paraffine
	2,0
	2,0

	MilliQ water
	13,3
	15,3

	TOTAALVOLUME per monster
	25,0
	25,0


Op basis van de geoptimaliseerde PCR werd een werkprotocol opgezet. Dit “Werkprotocol  K-ras Mutatie-analyse” is opgenomen in bijlage 1. Een werkprotocol wordt opgezet en daarna door andere analisten getest. Na eventuele toevoegingen en veranderingen wordt het werkprotocol omgezet in een Standard Operating Procedure (SOP)VI volgens een standaard template. Deze werkwijze is vastgelegd in het kwaliteitssysteem van de afdeling Pathologie, geaccrediteerd op 23 mei 2007 door de CCKL.VII, VIII
Sequentie-analyse
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Het sequencen is steeds volgens het standaard protocol geldig in het moleculaire pathologie laboratorium gebeurd. De resultaten werden beoordeeld en geprint vanuit de software die bij de sequencer, de ABI 3130xl Genetic AnalyzerIX, werd geleverd. Na proef 4 (zie tabel 6) is het PCR-product gesequenced met de PCR-primers om na te gaan of er daadwerkelijk exon 1 en exon 2 van het K-ras gen was geamplificeerd. Een voorbeeld van één van de resultaten hiervan is weergegeven in figuur 15a. Na proef 7 (zie tabel 6) zijn de resultaten gesequenced met interne primers. Een voorbeeld van een resultaat hiervan is in figuur 15b weergegeven. Er is gekozen voor interne primers voor het sequencen omdat dit een verhoging van de specificiteit geeft, zoals duidelijk wordt uit figuur 15.
Figuur 15    DNA-sequenties met PCR-primers vs. DNA-sequenties met interne primers
In deel a van bovenstaande figuur is een DNA-sequentie weergegeven zoals ze eruit zagen na sequencing met de PCR-primers. In deel b is een DNA-sequentie weergegeven die het resultaat is van sequencing met interne primers. In deel a is in het begin van de sequentie een langere aanloop zichtbaar waar de pieken nog niet netjes van elkaar gescheiden zijn. Bovendien is door de hele sequentie meer achtergrond zichtbaar, wat het detecteren van mutaties bemoeilijkt. 

In gevalideerde sequentie-analyse software, zoals het programma CodonCode Aligner, wordt de DNA-sequentie vergeleken met de online genoomdatabanke en discrepanties opgespoord. Een weergave hiervan is te zien in figuur 16. Dit programma kan ook gebruikt worden om sequenties exon 1 en 2 van K-ras, verkregen door middel van PCR en sequentiereacties uit  verschillende coupes, met elkaar te vergelijken.
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Figuur 16  Vergelijking van sequenties in CodonCode Aligner

In dit figuur is te zien hoe in het programma CodonCode Aligner verschillende sequenties met de databank en met elkaar worden vergeleken. In het bovenste deel van het scherm is de sequentie uitgeschreven zichtbaar. ‘Indel’ en ‘indel_sub’ zijn monsters, ‘reference’ is de referentie: een DNA fragment dat ingelezen is uit de databank. In het onderste deel van het scherm is het piekenpatroon van de drie fragmenten onder elkaar te zien. Discrepanties ten opzichte van de databank kunnen zo gemakkelijk worden opgespoord. 

Validatie

Voor de validatie zijn 8 patiëntenmonsters, waarvan bij 7 door een andere afdeling in een ander onderzoek reeds een K-ras mutatie is vastgesteld, onderzocht op K-ras mutatie volgens het in bijlage 1 bijgevoegde werkprotocol. De resultaten van dit onderzoek zijn weergegeven in tabel 8. De monsternummers verwijzen naar de nummers zoals ze zijn weergegeven in tabel 1 op pagina 16. In figuur 17 zijn de sequentie-analyses van enkele monsters van onderstaande tabel weergegeven. De gevonden uitkomsten van de K-ras mutatie-analyse komen overeen met de eerder gevonden K-ras mutaties, voor zover deze bekend waren.
Tabel 8    Gevonden K-ras Mutaties in validatiepanel

De monsters in deze tabel refereren aan de monsters in het validatiepanel zoals beschreven in tabel 1. Van monster 3 was bekend dat ze een K-ras mutatie bevatte, maar niet welke. Monster 8 is de  negatieve controle. 

	Monster
	Weefsel
	Bekende K-ras Mutatie in exon:
	Gevonden K-ras Mutatie in exon:

	1
	lever
	13 > GAC
	G13D
	1
	13 > GAC
	G13D
	1

	2
	darm/lever
	61 > CAC
	Q61H
	2
	61 > CAC
	Q61H
	2

	3
	lever
	Onbekend
	13 > GAC
	G13D
	1

	4
	darm
	13 > GAC
	G13D
	1
	13 > GAC
	G13D
	1

	5
	lever
	13 > GAC
	G13D
	1
	13 > GAC
	G13D
	1

	6
	darm
	12 > GTT
	G12V
	1
	12 > GTT
	G12V
	1

	7
	lever
	13 > GAC
	G13D
	1
	13 > GAC
	G13D
	1

	8
	darm/lever
	-
	-
	-
	-
	-
	-
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Figuur 17  De mutatie-analyse van 3 van de validatiemonsters
In deze figuur zijn monster 2, 6 en 7 weergegeven. Links staat de forward sequentie en rechts de reversed sequentie. Met de pijl is steeds de mutatie weergegeven, welke in tabel 7 terug te vinden is.
Eerste Casus

Een eerste casus diende zich vrij snel aan nadat het Werkprotocol was opgesteld (bijlage 1). Een patiënt met een verwijderde appendix, waarbij de appendix verdacht was voor een mucueuze CRC, had ook een tumor in het linker ovarium. Onder de microscoop was na kleuring in het ovarium endotheelweefsel zichtbaar. Dit deed de aanvragend patholoog vermoeden dat sprake was van een metastase in het ovarium van de tumor in de appendix. Een coupe van het appendixweefsel en een coupe van het ovariumweefsel werden afgeleverd op het moleculaire pathologie laboratorium en volgens het Werkprotocol is op beide materialen de K-ras mutatie-analyse uitgevoerd. Als de tumor in de appendix een K-ras mutatie heeft, zal het endotheelweefsel in het ovarium dezelfde mutatie vertonen wanneer het een metastase betreft van de tumor in de appendix. In het geval van een metastase is de prognose voor de patiënt slechter dan wanneer het een nieuwe primaire tumor zou betreffen.

Onderstaande figuur 18 geeft de vergelijking van de DNA-sequentie van exon 1 van K-ras van het materiaal van beide coupes in CodonCode Aligner weer. De eerste en derde sequentie zijn de forward en reversed sequenties van de eerste coupe en de tweede en vierde sequentie zijn de forward en reversed sequenties van de tweede coupes. Het uitvergrootte beeld bevat de GGT|GGC sequentie van codon 12|13 weer. Zichtbaar is dat op de plaats van de streep 2 pieken aanwezig zijn in alle vier de sequenties. In beide blokjes is dezelfde K-ras mutatie in de hotspot codon 12 van exon 1 aanwezig: GGT > TGT. Volgens de tabel in het werkprotocol (pagina 3 van bijlage 1) komt dit overeen met de mutatiecodering G12C. Beide blokjes vertonen dezelfde mutatie in een hotspot van K-ras: het endotheelweefsel in het ovarium betreft inderdaad een metastase van de appendixtumor.
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Figuur 18  K-ras mutatie in appendix en ovarium

In deze figuur is zichtbaar hoe DNA-sequenties worden vergeleken met het programma CodonCode Aligner. De forward en reversed sequenties worden onder elkaar geplaatst. In dit geval zijn er 2 coupes vergeleken. De eerste en derde sequentie horen bij de eerste coupe en zijn respectievelijk de forward en reversed sequentie. Voor de tweede en vierde sequentie geldt hetzelfde, deze horen bij de tweede coupe. De mutatie wordt aangegeven met een streep (zie uitsnede). De mutatie GGT > TGT is weergeven.

Discussie en conclusie
Colorectaal carcinoom wordt in Nederland bij ruim 9000 mensen per jaar vastgesteld en bijna de helft hiervan overlijdt eraan. De prognose is slecht wanneer de tumor in een ver gevorderd stadium is en is uitgezaaid naar andere organen, vaak de lever. Aangezien symptomen zich pas voordoen in een laat stadium is er behoefte vroegtijdig CRC op te kunnen sporen.b Als vroege marker voor CRC is K-ras als mogelijkheid aangegeven. Echter, de prognostische waarde van K-ras als tumormarker staat ter discussie. Hoewel er enerzijds een verband is aangetoond tussen mutaties in het K-ras gen en een slechte prognose2 en er ook een verband wordt gelegd tussen één type mutatie en de agressieve potentie van de tumor en de overlevingskans voor de patiënt5, wordt er anderzijds geconcludeerd dat wegens discutabel bewijs niets over de prognose gezegd kan worden aan de hand van K-ras mutaties.12 Toch lijkt K-ras een veelbelovende tumormarker voor screening in faeces.10,11 
In niet-kleincellige longcarcinomen heeft K-ras een therapeutisch belang. Er is aangetoond dat wanneer sprake is van K-ras mutaties, er geen reactie op therapie met TKIs optreedt, ongeacht een eventueel verhoogde expressie van EGFR.13 Voordat met de therapie gestart wordt, verdient het aanbeveling vast te stellen of er mutaties in het K-ras gen aanwezig zijn.
Keuze van de methode

Mutaties in het K-ras gen komen in ongeveer 40% van vroege stadia van CRC en  levermetastasen en in 30% van andere tumoren voor. Het merendeel van de mutaties in het K-ras gen komen voor in drie hotspots, te weten in codon 12 en 13 van exon 1 en in codon 61 van exon 2.3 Op de afdeling Pathologie van het UMC Utrecht ontstond de behoefte aan een moleculair diagnostische bepaling om deze K-ras mutaties te kunnen detecteren. Omdat op de afdeling Pathologie voornamelijk gewerkt wordt met paraffinecoupes van chirurgisch verwijderd weefsel moest de bepaling geschikt zijn voor DNA uit paraffinemateriaal.

Voor de nieuwe K-ras mutatie-analyse is gekozen voor een methode op basis van sequentie-analyse. De reden om voor een methode op basis van sequentie-analyse, in tegenstelling tot bijvoorbeeld een mutatiespecifieke PCR, te kiezen is dat er voor sequencing altijd een PCR-product gegenereerd wordt. Dit PCR-product is direct een controle op de DNA input. Ook kunnen naast bekende mutaties in de hotspots andere, nieuwe, mutaties aangetoond worden. 

PCR optimalisatie

Er zijn twee PCRs ontwikkeld zodat onder gelijke condities de exonen 1 en 2 van het K-ras gen tegelijk geamplificeerd kunnen worden. De hotspots in exon 1 zijn te ver verwijderd van de hotspot in exon 2 om beide exonen in één keer te amplificeren, dus dit gebeurt wel in gescheiden epjes. Er is echter uitgegaan van één PCR programma vanuit het oogpunt van gebruiksgemak en tijdswinst. De primers voor de PCR zijn zodanig gekozen dat de te amplificeren DNA fragmenten niet langer zijn dan 250 bp. Dit omdat de ervaring leert dan DNA uit paraffinemateriaal vaak sterk gefragmenteerd is. 
Tijdens de optimalisatie van de PCR is eerst gevarieerd met de MgCl2 concentratie. Mg2+ is een essentiële cofactor voor het Taq DNA polymerase. Het bindt aan nucleotiden en veroorzaakt een stijging van de Tm (de temperatuur waarbij de helft van de basen van dubbelstrengs DNA niet meer gepaard is) en daarmee een toenemende resistentie tegen denaturatie. De optimale concentratie is afhankelijk van de dNTP-concentratie, maar wordt ook beïnvloed door de nucleotidesequentie, eventuele magnesiumbindende componenten in het monster en de lengte van het te amplificeren DNA fragment. Om deze reden is een titratiereeks vereist voor het optimaliseren van de Mg2+-concentratie. 
Een andere factor in de PCR waarmee gevarieerd is tijdens de optimalisatie is de annealings-temperatuur. De temperatuur is afhankelijk van de primers, de optimale annealings-temperatuur ligt 5 ºC onder de Tm van de primers, welke weer beïnvloed wordt door het GC-gehalte en de lengte van de primers. Volgens het programma waarmee de primers gekozen zijn lag de Tm tussen de 55 en 60 ºC. In eerste instantie is uitgegaan van de hoogste temperatuur. De annealingstemperatuur is dan ook gesteld op 5 ºC onder 60 ºC. In een poging het PCR-product voor exon 2 te versterken is de PCR ook bij een annealingstemperatuur van 50 ºC getest. Een bijkomend risico is dat de primers bij een lagere temperatuur minder specifiek binden en er ongewenste bijproducten ontstaan. Als de annealingstemperatuur echter te hoog wordt gekozen, smelten de primers weer los van de DNA streng en wordt geen product gevormd. Echter door de verhoogde Mg2+-concentratie wordt de Tm ook verhoogd. Bij een annealingstemperatuur van 55 ºC werd het sterkste bandje op gel waargenomen.
Door de concentratie van de PCR buffer te variëren werd de concentratie van het eenwaardige ion Na+ in de buffer gevarieerd. Eenwaardige ionen bevorderen de annealing van de primers. Vooral in GC-rijke gebieden blijkt Na+ een effect te hebben op het denatureren van het te amplificeren DNA. In het geval van de K-ras PCR is geen verschil opgemerkt tussen bufferconcentraties van 1x en 1,5x geconcentreerde PCR Buffer II (Applied Biosystems). 
Het aantal cycli in het PCR programma is ook gevarieerd, maar omdat de PCR reactie volgens een sigmoïdale curve verloopt en er een plafond bereikt wordt, is het vaak weinig zinvol meer dan 35 cycli in te voeren. De hoeveelheid gewenst PCR-product neemt dan niet meer toe in tegenstelling tot de toename van ongewenste aspecifieke producten en primer-dimers. Dit is dan ook waargenomen in proef 7 (zie tabel 6) waar bijbanden werden waargenomen.

Naast Amplitaq DNA polymerase zijn ook twee andere DNA polymerasen getest. Amplitaq Gold is chemisch geïnactiveerd en deze inactivatie moet opgeheven worden door een verlengde incubatiestap bij 94 ºC. Zodoende krijgt de PCR een hot-start waardoor elongatie van bij lagere temperaturen nog aspecifiek gebonden primers voorkomen wordt. Aan Taq Platinum is een proofreading enzym toegevoegd, wat de juistheid van het PCR-product verhoogt omdat eventuele inbouwfouten worden gecorrigeerd. Bij Amplitaq Gold werden vaker bijbanden waargenomen (proef 6, zie tabel 6), wat tegenstrijdig is met de omschreven werking van het enzym. Wellicht heeft de hoge MgCl2 concentratie (4 mM) invloed op de elongatie-fase, want bij proef 12 werden geen bijbanden waargenomen. Hier betrof het een nieuwe primerset voor exon 2 waarbij de MgCl2-concentratie van 2 mM optimaal was. Bij Taq Platinum werden echter steeds de mooiste banden waargenomen. 
Keuze van de primers

Voor exon 2 zijn na proef 7 (zie tabel 6) nieuwe primers besteld. Dit is om twee redenen gedaan. Ten eerste werd met de oude primers bij proef 6 geen resultaat meer verkregen voor exon 2, wellicht ten gevolge van afbraak van de primers. De primers waren toen slechts enkele maanden oud. Ten tweede bleek na sequentie-analyse van de resultaten van proef 7 dat de primers van exon 2 te dicht bij de hotspots lagen. De hotspots kwamen in de aanloop van de DNA-sequentie te liggen en door de slechte kwaliteit aan het begin van de sequentie waren ze niet goed te beoordelen. Door te kiezen voor interne sequentieprimers verloopt de sequentiereactie specifieker. Bovendien zijn interne primers vaak korter dan PCR-primers, waardoor de annealing bij 50 ºC beter verloopt tijdens de sequentiereactie.
Conclusie

Na optimalisatie van de PCR voor exon 1 en 2 van het K-ras gen is een werkprotocol opgezet (bijlage 1). Vervolgens is dit protocol gevalideerd aan de hand van een panel CRC tumoren. In dit panel waren K-ras mutaties bekend. Deze mutaties konden bevestigd worden met het nieuwe protocol. Hiermee is aangetoond dat een betrouwbare moleculaire bepaling is opgezet voor de K-ras mutatie-analyse. Het werkprotocol zal worden omgezet in een SOPVI, waarna de bepaling in het diagnostiekprogramma van het moleculaire pathologie laboratorium van het UMC Utrecht zal worden opgenomen. De bepaling zal worden gebruikt voor het aantonen van mutaties in het K-ras gen bij darmtumoren en niet-kleincellige longcarcinomen.
Aanbevelingen

Wanneer de K-ras mutatie-analyse is opgenomen in het diagnostiekprogramma van het moleculaire pathologie laboratorium verdient het wellicht aanbeveling deze bepaling samen met de reeds bestaande EGFR bepaling op te nemen in één procedure. Dit in het kader van het aangetoonde effect van K-ras mutaties op de behandeling van niet-kleincellig longcarcinomen met TKIs die aangrijpen op het interne domein van EGFR.

Omdat in de literatuur grote verschillen worden vastgesteld in het voorkomen van K-ras mutaties in CRC3 is het wellicht interessant om te onderzoeken welk percentage K-ras mutaties in CRC op de afdeling Pathologie gevonden wordt. Er zou materiaal van in het verleden chirurgisch verwijderde darmtumoren verzameld kunnen worden en op deze testgroep zou de K-ras mutatie-analyse uitgevoerd kunnen worden. Ook zou gekozen kunnen worden voor het bijhouden van een lijst van al het in de toekomst binnenkomend materiaal waarin het type weefsel, de diagnose, de eventueel aangetoonde K-ras mutatie en de leeftijd en het geslacht van de patiënt worden bijgehouden. Zo kan worden nagegaan of op de afdeling Pathologie dezelfde percentages K-ras mutaties als in de literatuur worden gevonden.
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Werkprotocol K-ras Mutatie-analyse

1. DNA isoleren met behulp van Directe Lysis – SOP PAMPAN-115

· Er wordt gewerkt met paraffinecoupes
· Er is een HE-coupe nodig waarop het tumorgebied is aangegeven

· Er is 1 cm2 tumorweefsel nodig, alleen dit wordt gebruikt voor de bepaling

2. PCR inzetten voor exon 1 en exon 2 van K-ras

· Premix exon 1 per monster 

 2,5 µl
10x PCR Buffer II  (Applied Biosystems)

 2,0 µl
10 mM dNTP’s (Invtrogen)

 0,2 µl
5 U/ µl Taq Platinum (Invitrogen)

 0,5 µl
10 µM forward primer exon 1* (Eurogentec)

 0,5 µl
10 µM reverse primer exon 1* (Eurogentec)

 4,0 µl
25 mM MgCl2  (Applied Biosystems)

13,3 µl 
MilliQ water

· Premix exon 2 per monster 

 2,5 µl
10x PCR Buffer II (Applied Biosystems)

 2,0 µl
10 mM dNTP’s (Invitrogen)

 0,2 µl
5 U/ µl Taq Platinum (Invitrogen)

 0,5 µl
10 µM forward primer exon 2* (Eurogentec)

 0,5 µl
10 µM reverse primer A exon 2* (Eurogentec)

 2,0 µl
25 mM MgCl2 (Applied Biosystems)

15,3 µl 
MilliQ water

· Dit mengsel in 23 µl per PCR-epje van 0,2 ml uitvullen

· 2 µl onverdund DNA toevoegen

· Neem een blanco mee van 2 µl MilliQ water

· Plaats de plaat met epjes in een PCR apparaat en stel het volgende programma in:

	
	35 cycli
	
	

	94 °C
	94 °C
	55 °C
	72 °C
	72 °C
	10 °C

	3:00
	0:30
	0:30
	1:00
	10:00
	∞


3. PCR producten runnen op 1,5% agarose gel om te controleren of er een PCR product is gevormd – SOP PAMPAN-035

· Giet een 1,5 % agarose gel (1 uur stollen) 

· Breng de PCR producten (inclusief de blanco!) op gel

· Neem een 1 Kb Plus Ladder (Invitrogen) mee

· de blanco mag geen bandje vertonen.

4. Bij aanwezigheid van PCR producten moeten deze enzymatisch gezuiverd worden:

· Blanco niet meenemen! 

· Voeg aan 20 µl PCR product de volgende enzymen (op ijs houden) toe:

1,0 µl  Shrimp Alkaline Phosphatase

0,5 µl  Exonuclease I

· Zet de plaat in een PCR apparaat en run het enzymzuiveringsprogramma:

	37 °C
	80 °C
	4 °C

	30:00
	20:00
	∞


5. Na enzymzuivering worden de Big Dye Terminator Sequentiereacties ingezet –SOP PAMPAN-078

· Per epje bij elkaar pipetteren (Totaal volume van 10 µl)

2,0 µl 
BDT 5x verdunningsbuffer V1.1

1,0 µl
   
Big Dye Terminator V1.1

1,0 µl 
10 pmol/µl K-ras interne primer (forward of reverse)* 

1,5 µl

enzymgezuiverd PCR product

4,5 µl

MilliQ water

· Er zijn per monster 4 epjes: per exon een forward en een reverse epje. 

· Zet de plaat in een PCR apparaat en start het SequenceBDT programma:

	
	25 cycli
	

	96 °C
	96 °C
	50 °C
	60 °C
	4 °C

	0:10
	0:10
	0:10
	2:00
	∞


6. Sequenties runnen op de ABI 3130xl Genetic Analyzer – SOP PAMPAN-103

· Sephadex gel maken (minimaal 3 uur wellen) volgens SOP

· PCR-producten aanvullen tot 25 µl met MilliQ water

· Een 3130-run is 16 monsters, zorg dat in alle wells van de runs vloeistof zit, anders komt de capillair droog te staan. Lege wells vullen met minstens 20 µl water.

· Samplesheet maken voor Sequencen volgens SOP.

· Op 3130xl 96 wells plaat aftekenen welke wells gebruikt worden.

· Plaat runnen op de ABI 3130xl Genetic Analyzer

· Sequenties analyseren en printen in Sequencing Analysis

Primers
Primers zijn besteld bij Eurogentec. De uitgevulde stock primers zijn te vinden in de -20oC koude kamer (G04.551 lade 44). De werkoplossingen staan in de vriezer  onder de PCR tafel in de onderste lade in het bakje “EGFR en K-ras primers” (G04.528, vriezer 1).
Primersequenties PCR-primers Exon 1 (08 oktober 2007):

1.
5’
CTGGTGGAGTATTTGATAGT
3’
forward

2.
5’
ATGGTCCTGCACCAGTAATA
3’
reverse

Primersequenties PCR-primers Exon 2 (KRAS_ex2_F en KRAS_ex2_R_A, feb.):

3.
5’
GTGCACTGTAATAATCCAGAC
3’
forward

4.
5’
CACCTATAATGGTGAATATCT
3’
reverse A

Interne Sequentie-primers Exon 1 (K-RAS_ex1_F_seqB en K-RAS_ex1_R_seqA, dec.):

5.
5’
GTGTGACATGTTCTAAT
3’ 
forward B

6.
5’
CCTGCACCAGTAATATGC
3’
reverse A

Interne Sequentie-primers Exon 2 (KRAS_ex2_seq_F en KRAS_ex2_R_A, feb.):

7.
5’
TGTGTTTCTCCCTTCTC

3’
forward

8.
5’
CTTCAAATGATTTAGTATTA
3’
reverse A

Hotspots voor puntmutaties: exon 1, codon 12 & 13 (GGT|GGC) en exon 2, codon 61 (CAA).

Mutatiecodering

         Mutatie gevonden. Aan de hand van de sequentie opzoeken welk codon dit is.
         In onderstaande tabel opzoeken welk aminozuur codeert zonder de mutatie.
         Vervolgens opzoeken welk aminozuur codeert met mutatie. 
         Uiteindelijke notatie als volgt:           Codon nummer
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                      Origineel aminozuur                   G 12 V                mutant aminozuur

Aminozuur codering

	
	2e positie
	

	5’ eind
	T
	C
	A
	G
	3’ eind

	T
	Phe
	Ser
	Tyr
	Cys
	T

	
	Phe
	Ser
	Tyr
	Cys
	C

	
	Leu
	Ser
	OCH
	OPA
	A

	
	Leu
	Ser
	AMB
	Trp
	G

	C
	Leu
	Pro
	His
	Arg
	T

	
	Leu
	Pro
	His
	Arg
	C

	
	Leu
	Pro
	Gln
	Arg
	A

	
	Leu
	Pro
	Gln
	Arg
	G

	A
	Ile
	Thr
	Asn
	Ser
	T

	
	Ile
	Thr
	Asn
	Ser
	C

	
	Ile
	Thr
	Lys
	Arg
	A

	
	Met
	Thr
	Lys
	Arg
	G

	G
	Val
	Ala
	Asp
	Gly
	T

	
	Val
	Ala 
	Asp
	Gly
	C

	
	Val
	Ala 
	Glu
	Gly
	A

	
	Val
	Ala
	Glu
	Gly
	G


	Aminozuur
	3 letter
	1 letter
	
	Aminozuur
	3 letter
	1 letter

	Alanine
	Ala
	A
	
	Lysine
	Lys
	K

	Arginine
	Arg
	R
	
	Methionine
	Met
	M

	Asparagine
	Asn
	N
	
	Phenylalanine
	Phe
	F

	Aspartic Acid
	Asp
	D
	
	Proline
	Pro
	P

	Cysteine
	Cys
	C
	
	Serine
	Ser
	S

	Glutamic Acid
	Glu
	E
	
	Threonine
	Thr
	T

	Glutamine
	Gln
	Q
	
	Tryptophan
	Trp
	W

	Glycine
	Gly
	G
	
	Tyrosine
	Tyr
	Y

	Histidine
	His
	H
	
	Valine
	Val
	V

	Isoleucine
	Ile
	I
	
	Stop codons
	AMBer
	OCHer

	Leucine
	Leu
	L
	
	
	OPA
	


K-ras Exon 1 en 2 met omliggende sequentie en hotspots
Hotspots: codon 12 en 13

     5221 cagaacagca gtctggctat ttagatagaa caacttgatt ttaagataaa agaactgtct

     5281 atgtagcatt tatgcatttt tcttaagcgt cgatggagga gtttgtaaat gaagtacagt

     5341 tcattacgat acacgtctgc agtcaactgg aattttcatg attgaatttt gtaaggtatt

     5401 ttgaaataat ttttcatata aaggtgagtt tgtattaaaa ggtactggtg gagtatttga
     5461 tagtgtatta accttatgtg tgacatgttc taatatagtc acattttcat tatttttatt

Ex1  5521 ataaggcctg ctgaaaatga ctgaatataa acttgtggta gttggagctg gtggcgtagg

     5581 caagagtgcc ttgacgatac agctaattca gaatcatttt gtggacgaat atgatccaac

     5641 aatagaggta aatcttgttt taatatgcat attactggtg caggaccatt ctttgataca

     5701 gataaaggtt tctctgacca ttttcatgag tacttattac aagataatta tgctgaaagt

     5761 taagttatct gaaatgtacc ttgggtttca agttatatgt aaccattaat atgggaactt

     5821 tactttcctt gggagtatgt cagggtccat gatgttcact ctctgtgcat tttgattgga

     5881 agtgtatttc agagtttcgt gagagggtag aaatttgtat cctatctgga cctaaaagac

     5941 aatcttttta ttgtaacttt tatttttatg ggtttcttgg tattgtgaca tcatatgtaa

Hotspots: codon 61 
    23161 ttacattccc accagcaatg cacaaagatt tcagtgtctg tatccttgct aacacttatt

    23221 ttccattttt tgagtttttt tgttttgttt ttttaataat agccaatcct aatgggtatg

    23281 tggtagcatc tcatggtttt gattttattt tcctgactat tgatgatgtt gagcatcttt

    23341 tcaggtgctt agtggccatt tgtccgtcat ctttggagca ggaacaatgt cttttcaagt

    23401 cctttgccca tttttaaatt gaattttttg ttgttgagtt gtatataaca ccttttttga

    23461 agtaaaaggt gcactgtaat aatccagact gtgtttctcc cttctcagga ttcctacagg

Ex2 23521 aagcaagtag taattgatgg agaaacctgt ctcttggata ttctcgacac agcaggtcaa
    23581 gaggagtaca gtgcaatgag ggaccagtac atgaggactg gggagggctt tctttgtgta

    23641 tttgccataa ataatactaa atcatttgaa gatattcacc attataggtg ggtttaaatt

    23701 gaatataata agctgacatt aaggagtaat tatagttttt attttttgag tctttgctaa

    23761 tgccatgcat ataatattta ataaaaattt ttaaataatg tttatgaggt aggtaatatc

    23821 cctgttttat aaatgaagtt cttgggggat tagagcagtg gagtaacttg ctccagactg

    23881 catcggtagt ggtggtgctg ggattgaaac ctaggcctgt ttgactccac agccttctgt

    23941 actcttgact attctacaaa agcaagactt taaacttttt agatacatca ttaaaaaaga

Volledige exon in geel gearceerd

Hotspots in groen gearceerd
PCR primers rood geschreven en onderstreept

Interne (sequentie-)primers grijs gearceerd
Figuur 3 De CIN mutatie route van CRC


 De genetische mutaties per tumorstage van de onwikkeling van een colorectaal carcinoom via de CIN pathway. Het gehele traject neemt 20 tot 40 jaar in beslag. 











Figuur 2 De verschillende stages van een colorectaal carcinoom 


Stage 0 is een benigne poliep, maar stage 4 is zeer invasief.








Figuur 1  De initiatie van colorectaalcarcinomen   


In de crypte van de lumen van de darmwand ontstaat een tummorcel in de epitheliale stamcellen die de crypte bevolken. Hieruit vormt zich een leasie. De darm is blauw/rood ingelkleurd aangegeven. De witte blokjes zijn de epitheelcellen en de crypte bevindt zich onderin een dal tussen de darmvlokken. Ten gevolge van continue blootstelling aan omgevingscarcinogenen ontstaat een poliep.b














Exon 1


tat|taa|aaA|ggt|act|ggt|gga|gta|ttt|gat|agt|gta|tta|acc |tta|tgt|gtg|aca|tgt|tct|aat|ata|gtc|aca|ttt|tca|tta|ttt|tta|tta|taa|ggc|ctg|ctg|aaa|atg|act|gaa|tat|aaa|ctt|gtg|gta|gtt|gga|gct|ggt|ggc|gta|ggc|aag|agt|gcc|ttg|acg|ata|cag|cta|att|cag|aat|cat|ttt|gtg|gac|gaa|tat|gat|cca|aca|ata|gag|gta|aat|ctt|gtt|tta|ata|tgc|ata|tta|ctg|gtg|cag|gac|cat|tct|ttg|ata   





Exon 2


agt|aaa|agg|tgc|act|gta|ata|atc|cag|act|gtg|ttt|ctc|cct|tct|cag|gat|tcc|tac|agg|aag|caa|gta|gta|att|gat|gga|gaa|acc|tgt|ctc|ttg|gat|att|ctc|gac|aca|gca|ggt|caa|gag|gag|tac|agt|gca|atg|agg|gac|cag|tac|atg|agg|act|ggg|gag|ggc|ttt|ctt|tgt|gta|ttt|gcc|ata|aat|aat|act|aaa|tca|ttt|gaa|gat|att|cac|cat|tat|agg|tgg|gtt|taa|att





5’





5’





3’





3’





3’





3’





5’





5’





Exon 1


tat|taa|aaA|ggt|act|ggt|gga|gta|ttt|gat|agt|gta|tta|acc|tta|tgt|gtg|aca|tgt|tct|aat|ata|gtc|aca|ttt|tca|tta|ttt|tta|tta|taa|ggc|ctg|ctg|aaa|atg|act|gaa|tat|aaa|ctt|gtg|gta|gtt|gga|gct|ggt|ggc|gta|ggc|aag|agt|gcc|ttg|acg|ata|cag|cta|att|cag|aat|cat|ttt|gtg|gac|gaa|tat|gat|cca|aca|ata|gag|gta|aat|ctt|gtt|tta|ata|tgc|ata|tta|ctg|gtg|cag|gac|cat|tct|ttg|ata   





Exon 2


agt|aaa|agg|tgc|act|gta|ata|atc|cag|act|gtg|ttt|ctc|cct|tct|cag|gat|tcc|tac|agg|aag|caa|gta|gta|att|gat|gga|gaa|acc|tgt|ctc|ttg|gat|att|ctc|gac|aca|gca|ggt|caa|gag|gag|tac|agt|gca|atg|agg|gac|cag|tac|atg|agg|act|ggg|gag|ggc|ttt|ctt|tgt|gta|ttt|gcc|ata|aat|aat|act|aaa|tca|ttt|gaa|gat|att|cac|cat|tat|agg|tgg|gtt|taa|att





Monster 2 reverse





Monster 2 forward





Monster 6 forward





Monster 6 reverse





Monster 7 reverse





Monster 7 forward
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Nieuwe primerset B exon 2, MgCl2 in mM





  L       1      2       3      4       1       2       3      4      L





paraffine





volbloed





A.





Exon 2





Exon 1





Concentraties MgCl2 in  mM





 1       2      3      4     5       1      2      3      4      5     L 





a.





b.
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