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In het St. Antonius ziekenhuis(AZN) is er een oadek gestart om de klonale verwantschap tussen twee
longtumoren, afkomstig van één patiént, te bepadenNext Generation Sequencen (NGS). Er wordt ligrb
50 genen gezocht naar mutaties. Als de twee lomyimovereenkomende mutaties hebben in dezelfdengen
kan men zeggen dat de longtumoren klonaal verwpm{raetastase) en als de mutaties niet overeenkdae
men zeggen dat de tumoren een andere primaireroagshebben. Dit is van belang voor de verdere
behandeling van de patiént.

Men wil de resultaten van dit onderzoek gaan vgkgel met de resultaten van de p53 mutatie anallisés een
conventionele methode om klonale verwantschapeatonen tussen tumoren. Het probleem is echtettetz
analyse niet aanwezig is in het laboratorium. Hetl dan deze scriptieopdracht is dan ook om eemp&atie
analyse op te zetten, om zo de klonale verwantstlssen twee longtumoren in één patiént te bepalen.

De analyse bestaat uit het amplificeren van exaitemet TP53gen middels Polymerase Chain Reaction (PCR)
en sequencen volgens de Sanger methode om de Sedaearerkrijgen. Als er in beide tumoren exacalfde
mutatie aanwezig is in h&P53gen, kan men concluderen dat zij klonaal verwant Echter heeft één enkele
tumor een mutatie of beide tumoren een andere iah men spreken van twee longtumoren met
verschillende primaire oorsprong.

Eerst werd de analyse opgezet op benigne weefsgiamdt Na optimalisatie werd de analyse uitgevagrd
tumormateriaal van vijf pati€énten met dubbele lomgbren. Op dit tumormateriaal had het Universitéédisch
Centrum Utrecht(UMCU) eerder een p53 mutatie amalygjevoerd. De oorspronkelijke resultaten van het
UMCU werden vergeleken met de resultaten van hét Aodat bepaald kon worden of de analyse van het
AZN goed werkt.

Op het DNA, geisoleerd uit geparaffineerd weefsetxon 5 tot en met 8 van HEP53gen geamplificeerd en
gesequenced. Deze exonen coderen voor het corerdvarehet p53 eiwit en volgens de literatuur wortieer
de meeste mutaties aangetroffen. Voor zowel deificapie als de sequentiereactie zijn twee primergetest
afkomstig uit de twee verschillende artikelen Wan der Sijp et alenAngelopoulou et al.

Beide primersets geven goede resultaten voor exan&/bij het benigne weefselmateriaal. Echter woon 5
en 6,bij primerseVan der Sijpet al,.worden slecht beoordeelbare sequenties verkregen.

De primersefAngelopoulotet al. verkrijgt ook slecht beoordeelbare seqesriij exon 6 en goed beoordeelbare
sequenties bij exon 5, echter wordt er tijdens @R Ran exon 5 sporadisch een PCR-product verkregen
Het optimaliseren van de PCR voor exon 5 geetvdiijle primersets weinig verbeteringen bij de vognian
een PCR-product. Tevens is er door het tijdschemnigvtijd overgebleven om de PCR en sequentieieaah
exon 6 te optimaliseren.

Aangezien exon 5 een beter beoordeelbare sequwenkigjgt bij de primerset vaAngelopoulou et aldan bij de
primerset varVan der Sijp et al.is er voor gekozen om de primerset van yYargelopoulou et ake gaan testen
voor de p53 mutatie analyse op tumormateriaal.

Van vijf patiénten met dubbele longtumoren, vedtrje p53 mutatie analyse in het AZN bij vier piattih
hetzelfde resultaat als in het UMCU. Bij één pdtigardt er een mutatie gemist, een reden hiervaarijn dat
het tumorpercentage te laag was om de mutatie segeentie te kunnen detecteren.

Bij deze vijf patiénten worden goede resultaterkreggen voor exon 7 en 8. Echter net als bij de bpge
benigne weefselmateriaal zijn exon 5 en 6 nogopémaal, waar exon 5 niet altijd een PCR-proderksijgt
en exon 6 slechte forward sequenties geeft.

Op basis van de resultaten kan men concludereteda$3 mutatie analyse goed werkt voor exon 7 &fo8r
exon 5 en 6 moet echter de PCR en het sequencerergy geoptimaliseerd worden, om ook hier eerlgoe
sequenties te verkrijgen voor het vinden van mesati

Om de PCR van exon 5 en 6 te optimaliseren karridepconcentratie nog aangepast worden, deze is
waarschijnlijk te hoog. Een hoge concentratie kaned inhibitie veroorzaken van de PCR bij exon$ al
aspecificiteit bij exon 6.



At the St. Antonius hospital (AZN) a study is labed to determine the clonal relationship betweamltwg
tumors in one patient. This will be determined lBxNGeneration Sequencing (NGS) with this technisue
genes are screened for mutations. If exactly theegautation is present in the same genes in bathtlumors,
it can conclude that the long tumors have a cloglationship (metastasis) and when the mutatioasiat the
same, it can conclude that both tumors have ardiifgorimary origin. This is important informatidor the
further treatment of the patient.

The results from this NGS study will be comparethwie results of the p53 mutation analysis; thia i
conventional method to determine the clonal reteiiop between tumors.

The problem is that the p53 mutation analysis tspnesent in the laboratory. The goal for this thessignment
is to develop the p53 mutation analysis, to deteentine clonal relationship between two lung tuniomsne
patient.

The analysis consists of the amplification of exfsrom theTP53gene by using the Polymerase Chain Reaction
(PCR) and the Sanger sequencing method to geetheerace data. When both tumors have exactly the sam
mutation on the same location in fhie53gen, you can conclude that the tumors are clomelited to

eachother. However when only one tumor has a noutati both tumors have a different mutation youctade
that the primary origin is different.

First, the analysis is tested on benign tissue maht¥/hen the analysis works on this material, dhalysis will
be performed on tumor tissue from five patientdwdibuble lung tumors. On this tumor material thévigrsity
Medical Center Utrecht (UMCU) previously had penfi@d a p53 mutation analysis. The results of the AZIN
be compared with the result obtained from the UM&dJthat it can be determined whether the asstheof
AZN works.

After DNA-isolation from paraffin tissue exon 5 8cof theTP53gene is amplified and sequenced. These exons
encode for the core-domain of the p53 protein adm@ing to the literature most mutations are fobark.

Two primer sets where tested for both the amplificaand the sequencing reaction. These two prieters
derived from the two different articles @an der Sijp et alandAngelopoulou et al.

Both primer sets obtain good results for exon 7 &ndowever poor sequences are obtained for examd®H
with primer seVan der Sijp et alThe primer seAngelopoulou et ahlso gives bad sequences for exon 6, but
good sequences for exon 5, however only sporadiR-pr@ducts are formed with the latter technique.
Optimizing the PCR for exon 5 gives a little impeonvent for both primer sets. In addition, there litte time
for the improvement of the sequence reaction fonex

Because exon 5 gives gosdquences for the entire exon with the primeisrafelopoulou et alas well as for
exon 7 and 8, it was decided to use this primefasdghe p53 mutation analysis on tumor tissue.

From five patients with double lung tumors, foutipats show the same results in which the p53 nautat
analysis of the AZN was compared with the resuithe UMCU. For one patient a mutation was not ckete, a
reason for this may be that the tumor percentagetavbow in order to detect the mutation in theusetge.

For these five patients good results are obtaineéxon 7 and 8. However, just as in the set-upeamign tissue
material for exon 5 and 6 the p53 analysis is mbtoptimal, exon 5 does not always shows a PCRugtahd
exon 6 obtains bad forward sequences.

On the basis of these results one can concludehba53 mutation analysis works well for exon @ & For
exons 5 and 6 the PCR and sequencing should thefuptimized, in order to good sequences for #tedlion
of a mutation.

In order to optimize the PCR of exon 5 and 6, thm@r concentration can be adjusted, this is likelpe too
high. A high concentration can cause both inhibitidd the PCR by exon 5 as aspecificity by exon 6.



ADC: Adenocarcinoom

ARF: Alternate Reading Frame

ATM: Ataxia-telangiectasia mutated

AZN: St. Antonius ziekenhuis

Bp: Basenpaar

CHK2: Checkpoint Kinase 2

DNA: Deoxyribonucleinezuur

EGF: Epidermal Growth Factor

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor
GCC: Grootcellig carcinoom

HE: Hematoxyline en Eosine

KT: Kamertemperatuur

LOH: Loss of Heterozygosity

MDM2: Mouse Double Minute 2 homolog
NGS: Next Generation Sequencing
nAChrs: Nicotine Acetylcholine Receptors
NSCLC: Niet-kleincellige long carcinomen
PC: Paraffine Coupe

PCR: Polymerase Chain Reaction

Rpm: Round per minute

SCC: Squameus cel carcinoma

SCCP: Single-strand comformation polymorphism
SCLC: Kleincellige long carcinomen
TP53: Tumor protein 53

UMCU: Universitair Medisch Centrum Utrecht
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Longtumoren zijn oorzaak nummer één bij kanker lgégerde mortaliteit. Het is algemeen bekend dat
carcinogene stoffen in sigarettenrook een oorzgak/an longtumoren. Naar schatting veroorzakeredez
carcinogenen wereldwijd 85% van de longtumoremrapsen die roken. Dit in tegenstelling tot 15-25% de
longtumoren die voorkomen bij mensen die minder Hztsigaretten in hun leven gerookt hebb&h’!

In het St. Antonius ziekenhuis(AZN) op de afdelpaghologie zijn in het jaar 2013 bij ongeveer 2@fignten
één longtumor of meerdere longtumoren gediagnastice

Bij de patiénten met meerdere longtumoren kan iiretiat er bij de diagnose direct meerdere tumgeronden
worden in de long. Ook kan het zijn dat er eersttaenor gevonden wordt en dat er na behandelinglean
eerste tumor, zich op een later tijdstip een twaadwr vormt in de long.

Voor de patiénten met meerdere longtumoren wordi@nenteel een onderzoek opgezet op de moleculaire
afdeling van de pathologie in het AZN. Hierbij wilen onderzoeken of meerdere tumoren van één patiént
klonaal verwant zijn, wat betekend dat de tumor gfaistaseerd is. Of dat de tumoren van verschillende
klonaliteite zijn, dit betekend dat er twee pringatiumoren zijn. Deze informatie is van belang vid®@werdere
behandeling van de patiént.

Om het verschil aan te tonen tussen een metasiasengweede primaire tumor wil men gebruik makam v
Next Generation Sequencing (NGS). Hierbij wordt panel van 50 genen gesequenced en geanalyseerd voo
aanwezigheid van eventuele mutaties in deze g@itlevert vervolgens per tumor een mutatiepatropn
Wanneer meerdere tumoren van één patiént hetzelfiti’iepatroon hebben kan men zeggen dat dit een
gemetastaseerde tumor is. Indien de patronen tunderen niet overeenkomen kan men zeggen dat daréum
geen klonale verwantschap hebben en dat er dusesisraan twee primaire tumoren.

Om de resultaten die afkomstig zijn van de NGS geddinnen interpreteren moeten deze eerst worden
vergeleken met de resultaten van de conventionetaades die men in de pathologie laboratoria gkbrién
van deze conventionele moleculaire methodes iS8enputatie analyse.

In tegenstelling tot de NGS wordt er bij de p53 aigt analyse naar één gen gekeken, namelijiunsdr

protein 53 gen(TP53)Door de exonen vanP53te amplificeren middels een polymerase chainoa¢BCR) en
te sequencen volgens de Sanger methode, kan bepaaen of er een mutatie aanwezig is.

Indien er in beide tumoren één mutatie gezien wopdexact dezelfde positie P53 kan men zeggen dat het
een metastase betreft. Als er twee mutaties wagdeanden op twee verschillende positiesib3kan men
stellen dat de tumoren een andere klonale oorsgrebben. Hetzelfde geldt als een tumor een mutatét en
de andere tumor geen mutatie.

In het verleden is de p53 mutatie analyse vooralesp (ongefixeerd) weefsel uitgevoerd in het AxdMarbij
RNA uit weefsel werd omgezet in copy DNA en venesig werd hiervan de sequentie bepaald en geanalysee
op mutaties.

Ook is de analyse uitgevoerd op gefixeerd matenaadruit het DNA geisoleerd werd en hierop eetekes
PCR werd uitgevoerd. Een nested-PCR houdt in datemaal een PCR wordt uitgevoerd, eerst op hgttta
DNA en vervolgens met interne primers op de verdneCR-producten van de eerste PCR. Dit werd
vervolgens gesequenced en geanalyseerd op aaneielzigimn mutaties.

Gezien de resultaten niet optimaal waren en delgginecedure veel tijd in beslag nam is in 2010diea om
de p53 mutatie analyse uit te besteden aan de atalexpathologie van het Universitair Medisch Cent
Utrecht (UMCU). Echter met het oog op het NGS proyel men de p53 mutatie analyse weer opzettdrein
AZN. Dit om de vergelijking te kunnen maken tusserresultaten van de NGS en de conventionele p5&tieu
analyse.

De doelstelling van deze scriptie opdracht is dalkna@m een p53 mutatie analyse op te zetten op DNA
geisoleerd uit gefixeerd weefselmateriaal, waarifir eenmalig een PCR wordt uit gevoerd en er geseqd
hoeft te worden. Dit om de mogelijke klonale vertgghappen tussen longtumoren aan te tonen. Afhignkel
van de resultaten zou ook getracht worden om digsmaog te valideren.



Bij de longtumoren valt een onderverdeling te matkkessen twee grote groepen, namelijk de niet-kédiige
long carcinomen (NSCLC) en de kleincellige longctamen (SCLC). Dit is de belangrijkste onderveirugl
met betrekking tot de behandeling van de patiéraij pati€nten met SCLC meestal een palliatieve
chemotherapie krijgen, kan een patiént met een NSRbgelijk nog geopereerd worden. Deze laatstepgroe
patiénten heeft een grotere overlevingskdrgot de NSCLC behoren de volgende typen carcinomen:

- Squameus cel carcinoma (SCOyigine van bronchiale epitheelcellen.
- Adenocarcinoom (ADCYrigine van de tumorcellen zijn broncho alve@apitiheelcellen.

- Grootcellig carcinoon{GCCY. Kleine groep waarbij geen differentiatie te makait tussen ADC of
SCC.

In het verleden is er ook geprobeerd een onderlregde maken voor de SCLC groep, welke van origine
neuroendocrine is. Echter doordat er geen vers@sltussen de overlevingskansen van de patiénndato
ervaren long pathologen moeilijk histologisch hetlerscheid konden maken, is de onderverdeling llervd&r
wordt nog wel een onderverdeling gemaakt tussegraiep SCLC en een combinatiegroep van SCLC en
NScLCHHE

Zoals al eerder vermeld bevat sigarettenrook valeigogene stoffen die kunnen leiden tot de vormizg
longtumoren. Deze carcinogene stoffen kunnen ewdiry aangaan met het DNA in de longcellen, wadmdij
de voorkeur heeft om aan de nucleotiden adenirgianine te binden. Een binding van het carcinogasn
nucleotiden wordt een DNA-adduct genoemd.

Wanneer het DNA-adduct niet opgemerkt wordt dodrépeair mechanisme van de cel, kan dit leiderfoiaten

in de codering in het DNA. Deze coderingsfoutenriemleiden tot permanente mutaties in het DNA.d&s
coderingsfouten niet door het repair mechanismel@mwrerbeterd kan de cel als laatste redmiddelmog
apoptose gaan om de mutatie ongedaan te makermerBemneer deze mutatie in een cruciaal gen vodrkiam
betrokken is bij de apoptose, zoals een oncogeemtumorsuppressor gen aR53 kan de cel niet in apoptose
gaan en kan dit uiteindelijk leiden tot de vormiram een tumof’

De carcinogene stof nicotine is zelf niet in s@atmutaties te veroorzaken die leiden tot longkanikaar
promoot met name de tumorgenese na het ontstaashezammutaties. Bijvoorbeeld door proliferatie d&n
tumorcellen te promoten.

Op het celoppervlak van de longtumorcellen en négnwmgcellen zijn nicotine acetylcholine receptors
(nAChrs) aanwezig. De nAChrs binden acetylcholds,als een autocrine of paracrine groeifactor wierken
feedbackloop. Deze feedbackloop leidt tot prolifiersan de longcellen en tumorcellen.

Naast acethylcholine als ligand heeft ook nicotireanogelijkheid om als ligand te binden aan de n&ACh
Wanneer nicotine bindt aan een nAChrs stimule¢teti vrijkomen van epidermal growth factor(EGFhit
weefsel en het vrijkomen van meer acetylcholind. H&F is een ligand voor de epidermal growth factor
receptor(EGFR), waardoor de Ras-Raf-Erk route inaelgeactiveerd wordt.(zie fig. 1) Deze routeteid
uiteindelijk tot proliferatie van de cel die geaeterd wordt”!
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Fig. 1: Binding van nicotine en Ach aan het membraan geomd\Chrs leidt tot een autocrine of
paracrine feedback loops van ACh en tot het vrigmovan EGF. Het EGF bindt aan EGFR, wat
leidt tot de activatie van de Ras-Raf-Erk routezergt voor cel proliferatie.(afbeelding zelf
gemaakt)

Mutaties en beschadigingen in het DNA kunnen leidé¢cellulaire stress en uiteindelijk tot het dag van
tumoren. Wanneer er cellulaire stress optreedtdinmet tetramere eiwit p53 geactiveerd. IE63gen,
bestaande uit 11 exonen, is gelegen op de kortezannchromosoom 17(17.13) en codeert voor deze
tumorsuppressdr. De tumorsuppressor heeft als functie de cel ieigaorest te laten treden om de eventuele
schade te herstellen of de cel met onherstelb&@scin apoptose te laten gaan.

Normaal is het p53 eiwit als inactieve transcrifidietor in een lage concentratie aanwezig in demcelan het
lichaam, waar het een complex vormt met het eivoubt Double Minute 2 homolog (MDM2). Door de birglin
van het transactivatie domein van p53 aan MDM2 diver voor gezorgd dat het p53 inactief is en imetaat is
om transcriptie te activeren van de genen die kkém zijn bij apoptose of cel cyclus arrest.

Daarnaast heeft MDM2 ook de eigenschap om als pe8Hieke E ubiquitin ligase te acteren. Hiermer kat
ubiquitine als markers binden aan het p53 eiwized®@arkers worden vervolgens opgemerkt door proiees
met als gevolg dat het eiwit wordt afgebroken itk peptide&?*Y Deze afbraak door proteasomen wordt
via een negatieve feedbackloop in stand gehoudenpfi8, welke voor transcriptie zorgt van MDIME,

Op twee verschillende manieren kan het inactievBgegactiveerd worden, namelijk door cellulaire stre
veroorzaakt door DNA schade of door oncogene aetifdie fig. 2)"*”

Cellulaire stress door DNA schade kan veroorzaaktien door bijvoorbeeld het breken van de DNA sfesr)
telomeren erosie of U.V.-stralif De cellulaire stress signalen zorgen ervoor daelvét Ataxia-telangiectasia
mutated (ATM), MDM2 en Checkpoint kinase 2(CHK2}foryleert (zie fig 2. punt 2 t/m 4).

Door de fosforylatie van MDM2 laat het inactieve3dbs, deze wordt op zijn beurt gefosforyleerd dGbiK2,
waardoor het p53 nu actief is en transcriptie kiroaren van verschillende genen die betrokkenlzjjn
apoptose(Bax, PIG of NOVXA) en cel cyclus arrest(g?"
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Fig. 2: Het complex MDM2/p53(1). Door DNA-schade (2) wakdiM geactiveerd, welke MDM2 en CHK2 fosforyleerdk®jt
MDM2/p53 complex komt los en p53 wordt gefosforgleeor CHK2(4).

Bij de oncogene route activeren de oncogene sigria®#-1 transcriptie factor, welke zorgt voor danscriptie van het eiwit ARF(5). ARF
bindt aan MDM2, waardoor p53 los laat van MDM2 enactief kan worden(6).

Beide routes die p53 activeren, stimuleren of depégse route waarin de eiwitten Bax, PIG en NOVEtkdkken zijn(7), of de cel cyclus
arrest route, waarbij p21 de cel cyclus stil legter herstel van eventuele beschadingen plaatvieaten. (8)

Bij de cellen zonder stress houdt MDM2 het p53l k&g, door hieraan ubiquitous markers te bindéie, herkend worden door de
proteasomen en vervolgens p53 afbreken in kleipgdes.(9)

(afbeelding zelf gemaakt)

Cell cyclus
arrest

De andere activatie route vindt plaats door de gene signalen afkomstig van de pro-oncogene cdllen.
transcriptie factor E2F-1 wordt door oncogene digmaestimuleerd tot het uitvoeren van de transerigan het
gen dat codeert voor het Alternate Reading FranFjfeiwit. Het ARF hecht vervolgens aan MDM2 waando
p53 los laat en gefosforyleerd kan worden (zie.filgiht 5 t/m 6). p53 kan nu net als bij de DNA sisheoute
transcriptie uitvoeren van eiwitten die betrokkgn bij apoptose en cel cyclus arré&f?!
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Bij patiénten met longtumoren heeft ongeveer 15%da patiénten kans op een synchrone longtumomeen
de eerste diagnose gesteld wordt. Daarnaast leeefi@2% van de patiénten na behandeling van deesensior
kans op het ontwikkelen van een tweede tumor, estaghrone tumor genoemd(Fig. 3A&E.

In beide situaties is het probleem dat er moedgk onderscheid gemaakt kan worden tussen tuntoetnii,
synchroon of metachroon tumoren, of zij klonaalweatt zijn en de tumor dus gemetastaseerd is. (falde
tumoren een andere klonale oorsprong hebben guadesis van twee primaire tumoren.

Histologisch is het verschil goed aantoonbaar wanhet gaat om twee verschillende typen tumoresiszen
SCC en ADC. Echter komt het vaak voor dat zowgbrimaire tumor als de secundaire tumor(metastase of
tweede primaire) er histologisch hetzelfde uitziég(3C)*1*4

A- Trachea Trachea

Rechter long Linker lang Raechter long Linker long Rechiar long Linker long

B. C.

Trachea

Tumor A Tumor B

Rechtar long Linker long

Fig. 3: A. Metachrone tumorTumor A is eerst gediagnosticeerd en behandelbétandeling van tumor A ontstaat tumoiEB.
Synchrone tumor Tumor A en B zijn gelijktijdig gediagnosticee€l.Voorbeeld van gelijkenis van morfologie van beéideoren, op basis
van dit beeld kan geen uitspraak gedaan worden kieerale verwantschap.(Bron: www.schoolplaten.coeif, verder bewerkt.)

Het belang om onderscheid te maken tussen eentasdasf een tweede primaire tumor heeft te makeardme
behandeling van de patiént. Bij patiénten met eeetle primaire tumor kan nogmaals een operatiexogan
worden en is de prognose beter dan bij patiéntdreere metastase. Deze laatste groep patiénten imdndt
algemeen niet meer geopereerd en krijgt een palfabehandeling in de vorm van chemother8fi&) Het
betreft hier met name patiénten met een NSCLC gggzatiénten met een SCLC meestal al een pallatiev
behandeling krijgen.

Om het onderscheid toch te kunnen maken kaiiBB8gen gebruikt worden als klonale marker. FiE63is
ongeveer bij 50% van alle tumoren gemuteerd, biglomoren is dit bij 50% van de SCC en bij 30% #an
ADC. Deze mutaties blijven geconserveerd wannee¢nmer metastaseétt!*® Door een vergelijking te maken
van de mutaties aanwezig in de eerste tumor ewelede tumor, kan men bepalen of het een metastasdtb

of een tweede primaire tumor.

Voor het aantonen van mutaties in i€53gen in tumoren, maakt men gebruik van de p53 nautatalyse.
Deze analyse bestaat uit de volgende stappen: Bhlaren van benigne weefsel en twee tumoren,
amplificeren van de verschillende exonen ¥&b3door middel van PCR, sequencen van de PCR-praducte
volgens Sanger methoden en het analyseren varrkiegen sequenties op aanwezigheid van random

mutaties[.””“][w]m]
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Per tumor worden er bij de p53 mutatie analysechdiiende exonen uit hgtP53gen geanalyseerd. Door de
gevonden mutaties in de tumoren met elkaar te ligkgye kan men op basis van de mutaties tot eealiimg van
de volgende groepen komen:

Groep 1: Alleen één mutatie in één tumor.

Groep 2: De tumoren hebben elk een andere mutatie.
Groep 3: Eén identieke mutatie in beide tumoren.
Groep 4: Geen mutaties in beide tumoren.

Wanneer de tumoren de patronen van groep 1 ert@egr kan men concluderen dat de tumoren niet-&lona
verwant zijn. Echter moet bij de vergelijking vamegp 1 rekening gehouden worden met mogelijke @sxie
van de tumoren. Hiermee wordt bedoeld dat er t§dest ontstaan van de primaire tumor er geen p3atiau
aanwezig is, maar dat er bij de metastase wel egati® optreedt om de groeivoordelen van de tumor t
bevorderen. Bij groep 1 moet dus enige voorzicleigln acht genomen worden bij de conclusie.

De vergelijking van groep 3 geeft aan dat de tumdédenaal verwant zijn. Volgenbh. M. Ren®t al.is de kans
op een identieke mutatie in beide tumoren minderkfa en kan men concluderen dat de tumoren bijpgBoe
klonaal verwant zijn en dat de patiént een metadiasft.

Op basis van groep 4 kan er geen uitspraak gedaatew over de klonale verwantschap tussen tumgezien
er geen mutaties aanwezig zijn in beide tumoren.

Bij elke vergelijking van mutatie patronen moenaast de twee tumoren ook een stuk benicj;ne weefnale
patiént geanalyseerd worden, dit om eventuele poffismen in hefP53gen uit te sluite A3

Bij de p53 mutatie analyse wordt in het bijzondekeken naar exon 5 tot en met 8 vanTb3gen, deze
exonen vormen het core-domein. Het core-domeinervdeor heDNA bindingsdomein van het p53 eiwit,
welke er voor zorgt dat p53 kan binden aan het DN&binding aan het DNA kan de transcriptie vagear
genen gestart worden.

Een puntmutatie in het gen dat codeerd voor h&-domein kan er toe leiden dat er een verkeerdcauin
ontstaat, wat weer invloed heeft op de structuarhet p53 eiwit. Als de structuur verandert kan alijighet
p53 niet meer binden en is het niet meer in stadtanscriptie van genen betrokken bij de apoptdsel arrest.
Tevens is het ook mogelijk dat er een deletie plasid, hierdoor valt er een of meerdere nucleotidg en
wordt de structuur van het eiwit veranderd of p&8dvin zijn geheel niet meer gevormd.

Bij NSLC bevinden de meeste mutaties zich in he¢-cmmeir ™! In het artikel varW.-M. Gao et alstaat
vermeld dat bij NSLC 89% van de p53 mutaties indoee-domein voorkomen bij ADC en bij SCC is da¥60
Tevens vermeldt de auteur ook dat beide tumoreschidiende hotspots hebben. Voor ADC zou dit codon
248(31%) en 249(16%) zijn en voor SCC codon 267 (13%0(8,8%), 259(8,8%) en 248(2.9%§ Deze
codons liggen voor een groot deel in exon 7(248, 24 259) en in exon 8 (267), om deze reden is het
interessant om in eerste instantie exon 5 tot erBrog te zetten voor de p53 mutatie analyse.

Echter een studie vaBkaug. V et aimeldt dat 88% van de mutaties in het core-domaiwazig zijn, maar
daarnaast bevinden zich nog 12% van de mutatiesdn 4 en 9¥ Dit betekent dat een deel van de mutaties
gemist zal worden als de focus alleen ligt op exaot en met 8. De cijfers zijn gebaseerd op eesesing van
mutaties in exon 4 tot en met 9 in NSLC.
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Naast het gebruik van de p53 mutatie analyse oratieataan te tonen in HEP53gen, kan de
immunohistochemische p53-kleuring als indicatorrgidy worden.

Het p53-eiwit dient bij deze kleuring als epitoapov een gelabeld antilichaam, welke met behulpesm
lichtmicroscoop waargenomen kan worden in de tuellene van het preparaat. De kleuring wordt alleesitief
beschouwd indien de kern aankleurt, dit geeft adrmhdt eiwit zijn functie als transcriptie factatvoert.

Normaal heeft het wild-type p53 eiwit een korteflvakrdetijd en is deze niet zichtbaar in de tumiteneals er
een p53-kleuring op is uitgevoerd. Echter kan erden mutatie in h&iP53gen een conformatie verandering
plaats vinden in het eiwit, doordat het gemuteendegeotide voor een ander aminozuur codeert. Indiehet
geval is kan de halfwaardetijd verlengd wordenselneit p53 eiwit wel zichtbaar in de kern van dedrgallen
met de p53-kleuring.

Bij patiénten met een dubbele longtumor kan hetd#t de ene tumor p53 aankleurt en de andere tnieor
Dit is mogelijk een indicatie dat beide tumoren eadere klonale oorsprong hebben, echter blijfeleet
indicatie gezien ook andere gemuteerde eiwittehadfevaardetijd van het p53-eiwit kunnen verlendénkan
een tgg]ding ontstaan tussen het p53-eiwit en hettgerde eiwit, een voorbeeld hiervan isfastoncogen
eiwit.
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Het opzetten van de p53 mutatie analyse bestadewiblgende drie punten, namelijk het weefselnesér
uitzoeken en het DNA hier uit isoleren, het opzettan de PCR en de sequentiereactie. (flowscheenfigzi4 )
Via een trial-and-error methoden wordt de p53 nieri@balyse geoptimaliseerd, hierbij wordt er ste&is
enkele factor in de procedure van de PCR of se@reattie veranderd. De factoren worden aangepasia
hand van de website Bio-Rade PCR troubleshobtirierna wordt er bekeken of deze verandering esitief
of negatief effect heeft op het resultaat.

Wel PCR- —

2 product, op juiste =——— T S
PCR-Primears Rz " PCRvan DHA- PCR-product graotte? i
uitzoeken en HiTGrEnma isolsat nomasl =——— santonenwia
asanpassan BB weefsel gelelektroforese PCR-programma
bepalen Geen PCR- of E‘Cg—mx Mog steads geen PCR-primers
product? sanpassen PCR-product? Hanpsssen
. = Omndergrens
REETRIAE Wasfsal zoekan ——— Nomas|wasfsal DNA isolatie  —m DNASONGENISER oo voor
analyse opze epalan analyza
Uitvoerng
e PCRE&Sequentier
5 5 Sequentieresctie esctie op
prirreergzﬁgfhen uitvoeren Analysanan van Goade kwalitait tumarwesfsel
o sequenties sequenties?
AR ;‘fdzg;ﬂ 2 & Asnpaszsen Seqg.
- Mee — Reactie of
primars

Fig. 4: Flowschema van de drie punten die zijn gebruikiryet opzetten van de p53 mutatie analyse.

Er is een bewaartermijn van 30 jaar voor het wéelgeverwerkt wordt op de afdeling pathologie. anien er
vaak extra onderzoeken worden uitgevoerd op weetieltumoren bevatten is het materiaal erg kostiza
deze reden is er besloten om de p53 mutatie anedyseop te zetten en te optimaliseren met benigne
weefselmateriaal, wat in ruime mate aanwezig iketdaboratorium. Er worden weefsels geselecteaat it
veel DNA geisoleerd kan worden, zoals lever of klief. Daarnaast wordt er ook een stuk niet-malilgmg
meegenomen bij het opzetten, want uiteindelijk nageénalyse uitgevoerd worden op longweefsel.

Het uitgangspunt is dat de p53 mutatie analys¢uiste PCR-product en sequentie moet verkrijgemeseon 5
tot en met 8, waarvan de sequentie goed evalueezipaaWanneer dit het geval is kan de p53 mutatialyse
getest worden op tumorweefsel. Dit zal uitgevoeodd®n op tumorweefsel waar eerder een p53 mutadilyse
op uitgevoerd is in het UMCU, dit om de resultaten de p53 mutatie analyse bij het AZN te vergelijknet
de resultaten uit het UMCU. Op basis hiervan kegpeb&l worden of de p53 mutatie analyse goed werkt.

Eerst wordt er een analyse opgezet voor het cometiovan heTP53gen, exon 5 tot en met 8. De reden voor
deze keus is dat 88% van de mutaties gevonden wohdt core-domein. Wanneer de analyse voor exoh 5
en met 8 goed werkt wordt er gekeken om ook eelysm&oor exon 4 en 9 op te zetten, waarmee ded@ans
het vinden van een mutatie wordt verhoogd met oegret2%.

De primers die gebruikt gaan worden om de exonerhed core-domein te amplificeren zijn afkomstighat
artikel van,van der Sijp. et alln het artikel wordt gemeld dat er fragmentenndeidan 200 bp geamplificeerd
worden, omdat door de histologische verwerkingsgalace van het weefsel het DNA vaak gefragmenteserd i
Hoe kleiner het PCR-product, hoe groter de kanseypP CR-product.

Alle exonen van het core-domein in het onderzoek\en der Sijp et alworden geamplificeerd met twee
verschillende primerparen, waarbij de PCR-produetkaar deels overlappen. Dit betekent dat er 2R$¢h
48 sequentiereacties uitgevoerd moeten wordené&@mipatiént, waarbij een benigne en twee tumorwkefs
samples meegenomen worden. Het is praktisch geméihandig, maar aangezien het weefsel op deiafdel
pathologie een vergelijkbare verwerkingsproced@efthals in het artikel wordt er voor deze primems
methode gekozeh
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Indien het opzetten van de PCR middels deze methietiéukt, zullen de primers uit het artikel van
Angelopoulou et alzie tabel 1) getest worden. Deze primers hebtenadrdeel dat met een primerpaar een
heel exon geamplificeerd wordt en er de helft mirRiER en sequentiereacties uitgevoerd hoeven téemnan
vergelijking met de primer vavian der Sijp et aln bijlage 1V is een overzicht gegeven, op welksipe in het
exon de primerset van zowel Van der Sijp als Angeldou gelegen zijn.

Als de PCR van het core-domein opgezet is op tumefsel, wordt de PCR voor exon 4 en 9 opgezet. Deze
exonen vallen buiten het core-domein, echter Zogi®ofdstuk 2.7 vermeld is kan er 12% meer mutatie
gevonden worden indien deze exonen in de p53 rewatlyse worden opgenomen. Dit aan de hand van de
primers afkomstig uit het artikel vamgelopoulou. et af*

Tabel 1: Primers uit de artikelen van Van der Sijp. et al.Angelopoulou et al. Dit worden tevens de primers
voor de sequentiereactie.

Primerset Primerpaar Sequentie PCR-product grootte (bp)
51F CCTGACTTT CAACTC TGT CTC 158
51R ACT GCTTGT AGATGG CCA TG
52F CAG CTG TGG GTT GAT TCC AC 176
52R CTG GGG ACC CTG GGC AAC

Van der Sijp 6.1F AGG CCT CTG ATT CCT CAC TG 127
6.1R GCA CCACCACACTAT GTCGA
6.2 F CTCCTC AGCATCTTATCC GA 159
6.2 R CCACTG ACAACCACCCTT
7.1F AGG CGC ACT GGC CTC ATCTT 141
7.1R TCC AGT GTG ATG ATG GTG AGG
72F CAT GTG TAACAGTTCCTG CAT G 135
7.2 R GAG GCA AGC AGA GGC TGG
8.1F CCTTACTGCCTCTTGCTT CTC 130
8.1R CTT GCG GAG ATT CTCTTC CTC
82F TTG TGC CTG TCC TGG GAG AG 127
8.2R CTCCACCGCTTICTTIGTCCT
5F TGTTCACTTGTGCCCTGACT 268
5R CAGCCCTGTCGTCTCTCCAG
Angelopoulou 6F CTGGGGCTGGAGAGACGACA 247
6R GGAGGGCCACTGACAACCA
7F CTCCCCTGCTTGCCACA 245
7R AGGGGTCAGAGGCAAGCAGA
8F ACAAGGGTGGTTGGGAGTAGATG 320
8R GCAAGGAAAGGTGATAAAAGTGAA

Als er via gelelektroforese is aangetoond dat edderkelijk PCR-producten zijn ontstaan tijdens de
amplificatie, kan de sequentie van de PCR-produstgraald en geanalyseerd worden, er wordt hierbij m
name gekeken naar de dekking van het exon enveélesf niet achtergrondruis aanwezig is.

Voor de sequentiereactie worden eerst de primdnude die tijdens de amplificatie gebruikt zijre deden
hiervoor is dat de PCR-producten redelijk kleimzipor het vinden van andere goede interne primetsj het
gebruik van interne primers kan er slechts maadeehvan het exon gesequeneced worden.

Lukt de sequentie reactie niet met dezelfde primarsde PCR kunnen er alsnog nieuwe primers ongvorp

worden. Indien de p53 mutatie analyse naar behwegkt op het normale weefsel materiaal, kan de B&R
sequentiereactie getest worden op tumorweefsel.
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Naast de primers was ook het PCR-programma en &er®i€ over genomen uit het artikel vaian der Sijp et
al., echter wegens enkele onduidelijkheden in het drzike sommige factoren niet overgenomen. Voor deze
factoren was een gemiddelde waarde gekozen, getlaseele informatie van Bio-Rade PCR troubleshaftin
Deze factoren waren de magnesiumchloride (Mg@E primer concentratie en in het PCR-programenaetste
denaturatiestap.

Het gebruikte PCR-programma bestaat uit een deatastap van 95°C voor 5 min, gevolgd door deditir
bij 95°C voor 30 sec, annealing bij 55°C voor 46 ee elongatie bij 72°C voor 30 sec. de laatste stappen
werden 35x herhaald. Het PCR-programma eindigdeesetaatste elongatie bij 72°C voor 10 min enteang
gebracht naar kamertemperatuur (KT).

Voor de primerset vaAngelopoulou et alerd dezelfde PCR-mix en PCR-programma gebruskhedrboven
beschreven uitgezonderd de annealingstemperatezse,ig 58°C in plaats van 55°C vanwege de hogeltnme
temperatuur van de primefsmgelopoulou et al.

Naar aanleiding van het testen en optimaliserelpemjigne materiaal is er besloten om met de primhgese
Angelopoulou et ade p53 mutatie analyse uit te voeren op tumornaerAan de hand van de resultaten die
verkregen werden bij de optimalisatie werd er eerkwijze opgesteld, welke in paragraaf 4.1 tot & 408
beschreven is.

Tabel 2: De inhoud van de PCR-mix waarmee gestart is vobopeetten en optimaliseren van de P53
mutatie analyse. Dit voor de primerset Van der 8ijpAngelopoulou.

Bestandsdeel PCR-mix | Concentratie | Hoeveelheid aan de mix toegevoegd (ul)
PCR Buffer 10x 2
Magnesiumchloride 25 mM 1.25
dNTP’s 4 x 25 umol 2
Primer forward 25 pmol 1
Primer reverse 25 pmol 1
Taq polymerase 5U/ ul 0.2

In de jaren 2012 en 2013 zijn er in het patholdylaboratorium van het St. Antonius ziekenhuisotaal 12
p53 mutatie analyses aangevraagd op materiaalaténpen met zowel synchrone als metachrone longyteim)
welke zijn uitgevoerd door het pathologisch laboriatm van het UMCU.

Uit deze 12 patiénten werden er vijf geselectewedirbij er nog voldoende tumormateriaal in het
paraffineblokje aanwezig was voor het opzettend@p53 mutatie analyse. Van deze vijf patiénterewar
twee patiénten met meerdere SCC en drie patiénsemeerdere ADC (zie tabel 3).

De weefsels zijn in 2012 en 2013 volgens de normisk®logische procedure gefixeerd met formaline en
vervolgens ingebed in paraffine. Van het paraffireeriaal zijn hematoxyline en eosine (HE) gekleurd
preparaten gemaakt, waarop de patholoog het typertheeft gediagnosticeerd en het de tumorpercentag
Tevens is er een immunohistochemische kleuring p&8ruitgevoerd.
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Tabel 3 : De patiénten met meerdere longtumoren. Per patijiner drie samples gebruikt, één sample afkamsth
benigne longweefsel(N) en twee samples van longten{@1 en T2). In het UMCU is er een p53 mutatialgse uitgevoerd
en een bijbehorende uitslag is gegeven of de temotweede primair is of een metastase.

Pt | Weefsel | Type Dubbele | p53 expressie P53 mutatie analyse
tumor | longtumor (verleden) UuMcCu

N Nvt. Nvt. Wt

1 T1 ADC Synchroon + Wt
T2 ADC + Wt
N Nvt. Nvt. Wt

2 T1 SCC Metachroon + (c.744G>C(p.R248P))
T2 SCC + Wt
N Nvt. Nvt. Wt

3 T1 SCC Rest tumor + (c.736A>G(p.M246V))
T2 SCC + (c.736A>G(p.M246V))
N Nvt. Nvt. Wt

4 T1 ADC Synchroon - Wt
T2 ADC + (c. 716A>T (p.N2391))
N Nvt. Nvt. Wt

5 T1 ADC Synchroon +/- (c.584T>C(p.1195T))
T2 ADC - Wt

Voor de DNA isolatie werd er per sample 4 & 5 garatoupes(PC) van 10 pum dikte gesneden met het
microtoom, wanneer de patholoog het tumorperceritade HE coupe op meer dan 80% geschat had, werden
de PC direct in een 1,5 ml epjes (Eppendorf) opggea.

Wanneer er minder dan 80% tumor in het sample g¢seds, werden de PC eerste opgevangen op preparaat
glaasjes en het tumordeel gemarkeerd met eenvaiftolgens werd de gemarkeerde tumordeel met pefar
een scalpelmesje er afgeschraapt en direct in @emllepje opgevangen.

Het DNA werd vervolgens uit de PC geisoleerd metatamerciéle isolatiekit QlAamp DNA Mini Kit (Cat.

No. 51304, QIAGEN, Hilden, Germany).

Aan het epje met weefselmateriaal werd 180 pl¢isgsis buffer (QlAamp DNA Mini Kit) toegevoegd en
geincubeerd voor 15 min. bij 98°C in de thermom{¥érermomixer compact, eppendorf). Na kort cengyéfiten
en 5 min. afkoelen tot KT, werd er 20 pl proteings@IAamp DNA Mini Kit) toegevoegd aan het lysaat 15
sec. gevortext. Het lysaat werd vervolgens voom@@ geincubeerd op 68°C en tegelijk geschud opr600ds
per minute (rpm) in de thermomixer.

Na kort centrifugeren op maximale snelheid werdG pl lysis buffer (QIAamp DNA Mini Kit) toegevodgn
geincubeerd in de thermomixer op 70°C voor 10 Wamvolgens werd er kort gecentrifugeerd op maximale
snelheid, waarna 200 ul 100% ethanol werd toegeal/eagveer 15 sec. gevortex werd.

Het lysaat werd daarna overgebracht op een filterkdQIAamp DNA Mini Kit)) met opvangbuisje en
gecentrifugeerd op 14000 rpm. voor 1 min. De filtdom werd vervolgens in een nieuw opvangbuisjdagmpt
en een eerste maal gewassen met 500 pl wasbujgaralgd door 500 pl wasbuffer 2 (QlAamp DNA Mini
Kit). Na elke wasstap werd er gecentrifugeerd of®#@@ rpm voor respectievelijk 1 en 3 min.

Nadat de filterkolom in een 1,5 ml epje geplaatsvwerd er op het filter 50 pl elutiebuffer (QIARIDNA

Mini Kit) gepipetteerd en geincubeerd voor 5 mip.KiTl'. De kolomfilter met epje werd na incubatie wdomin
bij 14000 rpm gecentrifugeerd.

Na isolatie werd er per sample de DNA concenttagigaald met behulp van de NanoDrop (NanoDrop 2000
Thermo Scientific). Tevens werd er met de nanodi®pauiverheid bepaald via de 260/280 absorptie veatin
het sample, indien de waarde hoger dan 1.80 was, lved DNA als zuiver beschouwd.
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Per exon werd er een PCR ingezet waarbij het totdlene van de PCR-mix 20 pul was, waarvan 10,590
(B. Braun melsungen Ag), 2 pl van 10x PCR BuffgfRbche Basel, Zwitserland) en 2 ul dNTP’s (4 x 25
umol, Invitrogen). Tevens werd er aan de mix 1,2%gCl, (25 mM, RocheBasel, Zwitserland) en 0,2 pl

AmpliTad® DNA Polymerase (5U/ul, Roch8asel, Zwitserland) toegevoegd.

Per PCR-mix van exon 6 tot en met 8 werd 2 pl deésd DNA toegevoegd, ongeacht de DNA concentrstie,
2 ul KO (B. Braun melsungen Ag) als negatieve contron Ae PCR-mix van exon 5 werd een minimale
DNA concentratie van 600 ng/ul toegevoegd.

De gebruikte primers zijn afkomstig uit het artikeih Angelopoulou et aPer PCR-mix werd er 1 pl forward
primer en 1 pl reverse primer(25 pmol, Sigma Aldrigt. Louis, USA)toegevoegd, de concentratieseen d
sequenties van de primers staan vermeld in tabel 1.

De PCR is uitgevoerd op de T100 Thermal Cycler {B&ul, Berkeley, USA) met twee PCR-programma’s een
voor exon 5 en een voor exon 6 tot en met 8.

Het PCR-programma van exon 6 tot en met 8 begorearetienaturatie stap van 95 °C voor 10 min. Vgars
ging een herhalende cyclus van 35 maal van stagrhij er 30 sec. gedenatureerd werd bij 95 °Colgelvdoor
45 sec. annealing bij 58 °C en de cyclus werd &tgs met een elongatie stap van 30 sec. bij 72 °C.

Na de 35 cycli volgde er nog een laatste elongddip van 10 min. bij 72°C , waarna gekoeld wereéot
temperatuur van 10 °C .

Bij het PCR-programma van exon 5 was de annealamg&? °C op 30 sec. i.p.v. 58°C, de rest van 6&-P
programma is gelijk aan dat van exon 6 tot en met 8

De grootte van de PCR-producten zijn aangetooneko% agarosegel, welke bestaat uit 2 gram agarose
(Roche, 11 388 991, 500 g) en 100 ml 0,5X in Tosabe-EDTA buffer. Aan de agarosegel werd 10 puRedl
oplossing (10 mg/ml, Biotium) toegevoegd, waarme@@€R-producten zichtbaar gemaakt kunnen worden met
behulp van een ultraviolet lamp.

Aan 3 ul Orange G loading buffer werd 5 pl vanP€R-product toegevoegd en vervolgens op de agalbseg
geladen. De PCR-producten zijn met het Owl modeéRBRtroforese systeem (Thermo) over de agarose gel

gerund voor 10 min. bij 100 volt. Er werd een 50doider DNA Molecular Weight Marker XlIl (Roch8asel,
Switzerland) tijdens de elektroforese mee geruitdyrd de grootte van de PCR-producten te kunnealbap

Voordat de sequentiereactie werd ingezet, werdest de storende elementen zoals dNTP’s en lossesier
uit gezuiverd. Dit werd gedaan doopPExXoSAP-IT (no. 78201, Affymetrix) toe te voegesmnabul PCR-
product, gepipetteerd in PCR-epjes (Bioplasticdtanaf, Nederland). Deze epjes werden eerst géfteyeterd
in een plaatcentrifuge( B4i, Jouran) voor 1 mif 2000 rmp.

De epjes werd er vervolgens in de T100 Thermal €y@io-Rad Berkeley, USA) geplaatst, waar het
programma ExoSap PCR geselecteerd werd. Bij dgrproma werd er geincubeerd voor 15 min bij 37°C,
gevolgd door 15 min bij 80°C.

De sequence mix werd gemaakt in een 1,5 ml epgarhvij per sequence reactie 3,5 yOHB. Braun
melsungen ag), il Ready Reaction mix en 18 5x sequencing buffer afkomstig uit de BigDyg BigDye®
Terminator v3.1 cycle sequencing kipplied Biosystems, Foster City, USA ) toegevoegidy

Na kort mixen met de vortex en afdraaien met beliatpeen mini centrifuge (Mini Star Silverline, VWR
Rochester, USA), werd de mix uitverdeeld in eem@fls plaat. Per well werd er 8 sequence reactie mix
toegevoegd en @l forward of reverse primer, welke ook gebruikt erarvoor de PCR-reactie. Aan de mix werd
per well 2ul gezuiverd PCR-product gevoegd.

De 96-wells plaat werd vervolgens afgedraaid ipldatcentrifuge voor 2 min. op 2000 rmp en in de0'1
Thermal geplaatst. Het programma dyetermi werdlgetgerd, hierbij werden de volgende stappen 25x
uitgevoerd. Eerst 96°C voor 10 sec., gevolgd d@3€5vo0r 5 sec. en 60°C voor 4 min. Als afsluitiram het
programma was de temperatuur 10°C voor oneindig.
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Voordat de sequentievolgorde bepaald kon worderd et sequentieproduct gezuiverd met behulp van de
BigDye XTerminator Purification Kit (no. 4376486pplied Biosystems, Foster City, USA). Per reactilw
werd er 5511 SAM-XT oplossing toegevoegd, welke gemaakt wasdrd49.5u1 SAM en 11ul XT te mengen in
een epje van 2 ml en vervolgens te vortexen.

De 96-wells plaat werd voor 15 min op ongeveer 1§00 gevortext, gevolg door centrifugatie voor Zynup
2200 rpm in de plaatcentrifuge.

De plaat werd vervolgens geplaatst in de 3500 GeAetlyzer(Applied Biosystems, Foster City, USA),
waarbij ingesteld werd om de sequentie te bepaden fragment met een grootte van 500bp.

De sequenties werd geanalyseerd met behulp veprégtamma SeqScape(versie 2.7, Applied Biosystems,
Foster City, USA ), waarin de genomische sequex@®| Reference Sequence: NC_000017.11) varT RéB
gen was ingeladen afkomstig uit Genbank van h&bNal Center for Biotechnology Information (NCBDe
verkregen sequenties werden vervolgens met de gedloensequentie vergeleken. Dit om te controlefdreb
juiste exon gesequenced was en of er eventueetiematawezig zijn.

Een mutatie werd afgegeven wanneer er in de foremangtverse sequentie van een exon op dezelfdigcl@em
nucleotiden aanwezig was die niet overeen kwamdagfenomische sequentie. Ook werd de sequentie dan
vergeleken met de sequentie van het benigne weefiselezelfde patiént, zodat polymorfismes niain@en
mutatie beschouwd werd.

De sequentie werden als niet evalueerbaar beschalsved veel achtergrondruis aanwezig was, waareleor
mutatie niet zichtbaar meer was. Als 1 sequentgeaalueerbaar was en er in de andere een mutatie
aangetroffen werd, dan werd dit beschouwd als gaimgivoor een mogelijke mutatie.
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In totaal waren er drie soorten weefsels gebruikirihet opzetten en optimaliseren van de p53 neutetalyse,
namelijk lever, lymfklier en long. Hiervan was n&B-isolatie uit het weefsel de DNA-concentratie aeldl. In
tabel 4 staat vermeld welke weefsels gebruikt warenm de opzet en optimalisatie van de p53 mutatayse.
Het DNA-isolaat werd gebruikt om de exonen 5 tot ert & amplificeren, welke was uitgevoerd met bphul
van de primersetgan der Sijpen Angelopoulou.

Tabel 4: weefsels met gemeten DNA concentratie in ng/p|&G72B0 ratio.

Sample weefsel DNA conc. (ng/pl) | 260/280 ratio
1 Lever 184.4 1.99
2 Lymfklier 129.1 1.92
3 Long 208.6 1.99
4 Lever 602.5 2.00
5 Lymfklier 129.1 1.98
6 Long 250.9 2.06

Na amplificatie met behulp van de primerset Van%igy, werden de PCR-producten aangetoond via
elektroforese op een 2% agarosegel. Voor de prianenp5.1, 5.2, 6.2, 7.1 en 7.2 was er een baialtbaar
van £150 bp bij alle samples. Een bandje van +J2%#&s zichtbaar bij de primerparen 6.1, 8.1 en8a2nple
5 vertoonde echter een zwak bandje bij primerpaaeB 8.2. Primerpaar 5.2 had bij alle samplesh§erandje
van 100 bp. (zie fig. 5)

primerpaar 51  primerpaar 5.2 primerpaar §.1 primerpaar §.2°

M456-456 -M456 - 456 -

2642 bp

500 bp
250 bp
150 bp

primerpaar 7.1 primerpaar 7.2 primerpaar 8.1 primerpaar §.2

Fig. 5: De primerparen uit de primerset Van der Sijp tegiaar uitgezet in de vorm van aangetoond PCHymto met een
grootte van +150 bp en 125 bp, afthankelijk vandeitruikte primerpaar. Er is een 50 bp ladder nezergl(M) om de grote
van de PCR-producten te bepalen, welke links vaiotbevermeld staan in bp. De nummers van de gesantples staan
vermeld aan de bovenzijde van de foto. De negatiemtrole (-),was negatief bij alle PCRs. De basdjeder de 50 bp zijn
primerdimers met daaronder het front(loadingbuffer)
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Bij de primerset van Angelopoulou vertoonden denprparen 6 en 8 bij alle samples een bandje vaf fp%n
bij primerpaar 7 een van +300 bp. Voor primergaarerd er bij sample 4 en 5 een licht bandje zahttvan
+250 bp en bij sample 6 geen bandje. (zie fig. f&mple 5 was een zwak bandje zichtbaar bij zowel
primerpaar 6 als 8.

M456-456-M456-456 -

2642 bp

500 bp
250 bp
150 bp

primerpaar & primerpaar 6 primerpaar 7 primerpaar 4

Fig. 6: De primerparen uit de primerset Angelopoulou tegiaar uitgezet in de vorm van aangetoond PCBemip met een
grootte van +250 bp en +300 bp, afhankelijk vandedtruikte primerpaar. Er is een 50 bp ladder neeergl(M) om de grote
van de PCR-producten te bepalen, welke links vaiotevermeld staan in bp. De nummers van de gesantples staan
vermeld aan de bovenzijde van de foto. De negatiem&role (-),was negatief bij alle PCRs. De basdjeder de 50 bp zijn
primerdimers met daaronder het front(loadingbuffer)

Aangezien alle samples bij primerset Van der Si#p BCR-product vertoonden, werd elk sample gesegden
De sequentie van exon 7 en 8 werd bij alle sampliedig gesequenced met behulp van de forwarceerse
primers uit de primersetan der Sijp, respectievelijk primers 7.1-7.2 eh-8.2. Tevens was er bij de baseline
van de sequentie van exon 7 en 8 geen achterguadichtbaar.

De PCR-producten van exon 5 en 6 werden niet vigligelsequenced door de forward en reverse priniiedg u
primerset Van der Sijp, dit zijn de primers 5.1-826.1-6.2. De 5.2 primer sequentie, zowel forvedsd
reverse, miste in het midden van de sequentie @egeli tot 25 nucleotiden van exon 5. Bij sampheigie de
forward en reverse sequentie van 6.1 en 6.2 adpelgit van exon 6 19 nucleotiden, samples 4 erséerhij de
forward en reverse sequentie 3 nucleotiden aaaihéé van exon 6 (Zie fig. 7). Op de baseline vasetuentie
van primerpaar 5.2 was veel achtergrond ruis zadntlen de forward primer van 6.2 vertoonde eenelebb
pieken patroon in de sequentie bij alle samples.

Bij de primerset van Angelopoulou was alleen samMplesequenced, aangezien dit sample als enigéebij
exonen een duidelijk bandje in de agarosegel gahed correcte aantal bp. De primerparen 5, 7 wri&egen
de volledige sequentie van de target exonen erasreen strakke baseline waarin geen achtergrondruis
aanwezig was. De forward sequentie van exon 6 wea®ptimaal te beoordelen vanwege achtergrond ruis
echter was de reverse sequentie wel goed te anatyse

Tevens is er gesequenced met de primerparen Valijgeals interne primers op de PCR-producten die
verkregen zijn met de primers van Angelopoulou.rtiie werd de revese primer van het eerste primexzaa
een exon gecombineerd met de forward van het tweedherpaar voor hetzelfde exon. Deze primers \egrén
niet de volledige sequentie van de exonen. De fahwa reverse primers gaven achtergrond ruis in de
sequenties van exon 6 en bij de reverse primeroaml exon 7 als 8.

A. Primerset B. Primerset C. Angelopoulou PCR-product
Sijp Angelopoulou met interne primers Sijp
1 1 1
TEER [2 2501 T—— i <57 - T—— |
188 188 188
| S | | | I | | |=—————————
LOOTHEEFER— 5.1 Rev. LBOI_Nrt Ex-SReWA_SEQZ014— 5 Rev. CCONNEIEEE— 5.1 Rev.
5.1 For. ——ANIIpESSERY 5 For. —— ADANG- 1 ESFa R _SEQZOTR 5.2 For. —— DN RES 3
I GOt A534 1 5.2 Rev.

52For. ————BOE pSE S —

Fig. 7: De sequentie dekking van exon 5 bij sampleD& rode streep stelt het volledige exon voor ehldewe strepen de sequentie die
verkregen zijn tijdens het sequenc&nDe verkregen sequenties (blauw) met behulp viamgppaar 5.1-5.2 (forward en reverse) Van der
Sijp, dekken tezamen niet het volledige exon(roBdDe primerset Angelopoulou gaf een volledige satjaéblauw) dekking van exon
5(rood) .C. De primer set Van der Sijp als interne primersnamsequentiereactie op PCR-producten verkregémniengrimerset
Angelopoulou, hierbij dekte de verkregen sequetitiasw) het exon(rood) niet volledig.
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Naar aanleiding van het bij-product dat ontstondi®iPCR met primerpaar 5.2, uit de primerset VanSijp,
werd er een optimalisatie uitgevoerd. Hierbij wadérerse factoren van zowel de PCR-mix als PCReycl
aangepast. Per test werd er een factor verandezdrewoor een toegepast. Indien een veranderd e
positief effect had, werd dit in het protocol opgaren. In tabel 5 is een overzicht van de factoden,
veranderingen hiervan en het resultaat. Bij elkeiteer een negatieve controle meegenomen, whtaaal
negatief waren. Samples 4 tot en met 6 waren gabraor de optimalisatie stappen, met uitzondeviag de
MgCl, concentratie reeks hiervoor zijn sample 1 tot et 3ngebruikt. Een compleet overzicht van de ratest
beredenering en tussenconclusie staat vermelglag®il.

Tabel 5: Overzicht van de factoren, de aanpassing die aggépast op de factoren en het effect hiervan@RGR van primerpaar 5.2
van de primerset Van der Sijp te optimaliseren.

Factor

Aanpassing

Resultaat

MgCl,

Aflopende concentratie reeks van 1.25,
0.94 en 0.63 mM

De concentratie 1.25 mM toonde voor één van
de drie samples een bandje van +150 bp zonder
een bij-bandje van £100 bp. De rest van de
samples vertoonde dit bij-bandje wel. Bij lagere
concentraties MgCl, waren er geen bandjes
zichtbaar bij alle samples.

Annealingstemperatuur

Verhoogd van 55°C naar 58 en 61°C

Twee van de drie samples vertoonde bij 58°C een
zwak bandje zonder bij-bandje.
Bij 61°C vertonen alle drie de samples een bij-
bandje.

Primer concentratie

Verdunningsreeks van 1.25 pmol naar
0.65 pmol. Waarbij er steeds 0.15 pmol
minder toegevoegd werd.

Bij alle concentraties werd er een bandje van +150
bp en een bij-bandje van £100 bp geconstateerd.

DNA concentratie

Er was een aflopende
concentratiereeks gemaakt van 62.5,
25, 16.6 en 12.5 ng/ul DNA van een
sample.

Bij alle concentraties werd er een bandje van £150
bp en een bij-bandje van £100 bp geconstateerd.

Touch-down PCR

Begon met een annealingstemperatuur
van 63°C en werd met steeds met 1°C
per cyclus verlaagd tot 58°C. Hierna is

de cyclus nog 29 maal herhaald.

Alle samples toonden een bandje van +150 bp en
een bij-bandje van £100 bp.

BSA

Er werd een hoeveelheid van 2ul BSA
aan de PCR mix toegevoegd.

Alle samples toonden een bandje van £150 bp en
een bij-bandje van £100 bp.

Taq Gold Polymerase

In plaats van Taqg Polymerase werd er
Taq Gold Polymerase toegevoegd

Alle samples toonden een bandje van £150 bp en
een bij-bandje van £100 bp.

Grotere PCR producten

De forward primers van het eerste
primerpaar Van der Sijp is
gecombineerd met de reverse van het
tweede primerpaar Van der Sijp. Dit
om het gehele exon in eenmaal te
PCRen.

Alle samples toonden bij exon 8 een bandje
zonder bij-band. Bij exon 6 was dit het geval bij
twee van de drie samples. Bij exon 5 en 7 hadden
alle samples een bij-bandje naast het gewenste
bandje.
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Doordat er zwak bandje tot geen bandje, geen PGRupt, zichtbaar waren bij de amplificatie van esomet
de primers uit de primerset Angelopoulou, was era@&imalisatie uitgevoerd.

Voor deze optimalisatie waren er bij drie factovenanderingen toegepast aan de PCR-mix en PCRscy2&u
toegepaste verandering en het effect hiervan isgegeven in tabel 6.

Bij elke test was er een negatieve controle ingerelke allemaal negatief waren. De samples 4riahet
sample 6 zijn gebruikt voor de optimalisatie stappe een uitgebreider overzicht van de resultaten ,
beredenering en tussenconclusie is te vinden liageijl 1.

Tabel 6: Overzicht van de factoren, de aanpassing die aggépast op de factoren en het effect hiervan@RQR van primerpaar 5
van de primerset Angelopoulou te optimaliseren.

Factor

Aanpassing

Effect

MgCl,

Aflopende concentratiereeks van
2.50, 2.19 en 1.87 mM ingezet.

Een van de drie samples vertoonden bij alle
concentraties een bandje van £250 bp, waarvan
het bandje bij 2.50 mM het zwakste was.

De rest van de samples toonde bij alle
concentraties geen bandje, uitgezonderd bij 2.19
mM, hier toonde een ander sample ook een licht
bandje.

Annealingstemperatuur

Verhoogd van 55°C naar 60 en 62°C

Bij 60°C vertoonde een van de drie samples een
bandje van 250 bp. Twee van de drie samples
toonden bij 62°C een bandje van £250 bp.

DNA concentratie

Aflopende concentratiereeks van
400, 300, 200, 100 en 50 ng/ul van

een enkel sample

Bij de concentratie van 400 en 300 ng/ul is er een
bandje zichtbaar van +250 bp. 200 ng/ul toonde
een zwak bandje en 100 tot en met 50 ng/ul
toonde geen bandje
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Op het materiaal van vijf patiénten met metachmafrgynchrone longtumoren werd een p53 mutatie araly
uitgevoerd. Van elke patiént was er één benigngveefsel en twee longtumoren geanalyseerd.

Per sample werd er een schatting gemaakt van hatrgage tumormateriaal ten opzichte van het n@mal
weefsel in de HE-gekleurde coupe, dit varieerde3@# tot 95% per sample (zie tabel 7).

Na isolatie van het DNA werd de concentratie eauleerheid bepaald van het isolaat, welke voor sdieples
boven de 2.00 lag. Vervolgens werd er een PCR ot voor exon 5 tot en met 8 met de primerset
Angelopoulou. Hierbij is een foute concentratie MgGegevoegd aan de PCR-mix namelijk 1,56 mM in plaat
van 2,19.

Na de PCR werd er via gelelectroforese gecontridleter een PCR-product aanwezig was(zie fig. B)dien
dit het geval was werden de samples gesequenceshesigens werd de sequentie geanalyseerd op de
aanwezigheid van een eventuele mutatie in zow&meard als reverse sequentie reactie(zie tabdd8).
sequenties van normaal en tumorweefsel werden ledigye met de genomische sequentie uit de database.
In de onderstaande tekst is per patiént beschngetke samples een PCR-product vertoonde en ofée in
verkregen sequenties een mutatie aanwezig watafzé 8) Tevens wordt er vermeld of de sequentezgo
beoordeelbaar was en of deze de gehele sequentievaa het desbetreffende exon. Deze laatstetagsulzijn
te vinden in bijlage llII.

Tabél 7: Per patiént zijn er drie samples, 1 benigne amr materialen, hiervan is het tumorpercentage
geschat en na isolatie van het DNA uit het weefsde DNA concentratie bepaald en de zuiverheidhetn
DNA.

Patiént | weefsel | Tumor % | DNA conc.(ng/ul) | 260/280 ratio
N Nvt 55,2 2.15
1 T1 30 379,6 2.05
T2 40-60 304,1 2.09
N Nvt 142,5 2.05
2 T1 20-40 210,2 2.03
T2 20-40 221,9 2.05
N Nvt 83,0 2.07
3 T1 20-40 60,2 2.16
T2 20-40 401,1 2.06
N Nvt 148,1 2.05
4 T1 >60 100,3 2.05
T2 >60 247,2 2.04
N Nvt 72,2 2.04
5 T1 95 262,1 2.03
T2 30-60 172,7 2.05
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A.Exon 5
Ptl Pi2 Pt3

| | | P4 Pt 5
| ] | | e
MNTITZ NTITDN TIT2 - T ——
2847 bp I
S04 by
250 bg
150 by
B. Exon 6
Pl Pi2 Pt3 Pt 4 Bt 5
| ;| A . —
MNTIT2NTIT2 N TIT2 - MNTIT2 NTIT2 -

2647 bp

S0 b
250 bp
150 bp

C.Exon7
Ptl P2 Pt3 Pid Pt 3
| I i
MNTIT2 NTIT2 N TITZ - MNTIT2NTL T2 -
2642 bp
500 bp
250 bp
150 bp
D.Exon 8
Ptl Ptz Pt3 Pt4 Pt5
| | | | |
M *1 Tl T;N 1‘11“ w TIT"J T1 T2 \. Tl 'i“'

2642 bp 2642 bp
25'3 bp

Fig. 8: M is de 50 bp ladder, waarvan links in baseparénfepmeld staat was de grootte van het fragmentevit
ladder is. Per patiént(Pt) was er een normaal fiNjvee tumor weefsels(T1 en T2) geanalyseerd. Datieve
controle (-) is bij alle PCRs negatief. A. De PC&h\exon 5, waarbij de X aangeeft dat deze monstetbij het
experiment horen. B. De PCR van exon 6. C. De P&Rexon 7. D. De PCR van exon 8.

Het normale weefsel vertoonde bij exon 5 geen PERIyt en bij exon 6 tot en met 8 wel. Bij zowelndar 1
als 2 werd er bij alle exonen, 5 tot en met 8, RER-product aangetoond. Bij exon 5 waren dit edritbte
bandjes. Bij de PCR van exon 6 ontstond naast@Btproduct van +250 bp nog een bij-product vanGthp.
Dit ontstond bij alle weefsels en ligt als bandigkwoven het primer-dimer bandje van 75 bp in de
agarosegel.(zie fig. 8C)
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De verkregen sequenties van de exonen met een RiZRegb dekten het volledige exon (zie bijlage 160
vertoonde geen mutatie in deze sequenties. Eclieide forward sequentie van exon 6 bij alle deievdefsels
niet evalueerbaar, deze vertoonde namelijk veekagtondruis bij de sequentie.(zie fig. 9) Hetzelfgbld voor
exon 8 bij tumor 1. De resultaten van het UMCU @eniden ook geen mutatie in alle drie de weefsais va
patiént 1.

A. B

TGCAACCGAALTTT CCCT(C CGC TTTCCTTCCAC
56 6 97 109

Fig. 9: Bij het normale weefsel van patiént 1 is de forwsgduentie van
exon 6 is niet evalueerbadl(in vergelijking met hetzelfde deel van de
reverse sequentiB), welke wel evalueerbaar is.

Bij alle drie de weefsels van patiént 2 werd er B&R-product aangetoond bij de exonen 6 tot erBmet
Waarvan het normale weefsel en tumor 1 een zwatfjparertoonden bij exon 8 en tumor 2 bij exon 7efGe
enkel weefsel toonde een PCR-product bij exon fiwége het ontbreken van een PCR-product bij exon 5
waren deze weefsels niet gesequenced.

De verkregen sequenties dekten exon 7 en 8 bijit@wolledig. Het normale weefsel en tumor 1 veglere
geen sequentie bij exon 8, maar wel bij exon 7.

Exon 6 werd alleen door de reverse sequentie gediektas het geval bij alle drie de weefsel. Deerse
sequentie vertoonde geen mutatie bij alle drie éefsels en de forward sequentie was niet evaluaerba

In de forward en de reverse sequenties van exoas/geen mutatie gevonden , dit was bij alle drievelefsels
het geval. Dit gold ook voor de sequentie van e&em bij het normale weefsel en tumor 1 waren zalgel
forward als reverse sequentie niet evalueerbaaexan 8.

Het resultaat van patiént 2 komt niet overeen rieevan het UMCU, welke een mutatie hadden gevoimlen
exon 7 op codon 248 in tumor 2. Hierbij werd deleatide gunanine vervangen voor cytosine.(zie F.

AL
GAACC GG INGC SAACCGGAGCGC: WTCCGGTT !
102106 10¢ 11: 3 1L &’

TUMCU St. Antonius St. Antonius

Fig. 10: A. De forward sequentie van exon 7 van tumor 2ijised UCMU een duidelijke blauwe piek te
zien, welke ontbreekt bij de sequentie van het Ad&¢€irkel). Hetzelfde geldt voor de reverse setjedB).
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Bij tumor 2 van patiént 3 werd er een PCR-prodijcalte exonen verkregen, waarbij exon 5 een zwahdje
vertoonde. Het normale weefsel en tumor 1 misteR&@R-product bij exon 5, maar vertoonde wel PCR-
producten bij exon 6 tot en met 8. De drie weefgalspatiént 3 vertoonden bij exon 6 echter ooklaen
product in de agarosegel van +100 bp, net algatignt 1. (zie fig 8C)

Van alle exonen werd de volledige sequentie vesmdgj het sequencen (Bijlage IIl). Echter werdatevard
sequentie van exon 6 niet gedekt bij het normalkefsed en tumor 1, welke dan ook niet evalueerbaa. w
Bij exon 7 werd er bij tumor 1 en 2 in de sequedseelfde mutatie aangetroffen in codon 246, wear d
nucleotide adenine voor cytosine vervangen weid.fig. 11) De mutatie was ook bij het UCMU aangé&n
bij tumor 1 en tumor 2f.

Voor exon 8 werd in de sequentie van het normalefse¢ en tumor 1 geen mutatie gevonden. De forward
sequentie van exon 8 was bij tumor 2 niet evahesa, waarin de reverse sequentie wel beoordeelzsaen
geen mutatie in is gevonden .

A

CCGCCCC/TC ccC CGCGCCGCATG ccC CGCCCGCCATG CcC
5 97 97 '8 89
Normaal weefsel Tumor 1 Tumor 2

B.
CCCTT(ATCGCCCCCC CGCT T(ATCCCCGCC« CCGTTCATGCCGCCH
687 &7

Fig. 11: A. De forward sequentie van exon 7 bij de weefselpaiént 3. Te zien is dat het
normale weefsel geen mutatie vertoond en dat zowelr 1 als tumor 2 een mutatie
vertoonde bij codon 246, waaronder de adenine pakkleine gunanine piek zichtbaar is(zie
zwarte pijl).B. Is hetzelfde exon maar dan de reverse sequanide weefsels.

Alle drie de weefsel van patiént 4 vertoonden eERroduct bij exon 7 en 8. Het normale weefseiuemor 1
vertoonden ook een PCR-product bij exon 6, maaotimiste dit PCR-product. Andersom was het gbijal
exon 5 waar het normale weefsel en tumor 1 geenBrGé&ict vertoonde en tumor 2 wel, dit in de voram v
een zwak bandje in de agarosegel. (zie fig. 8AN&m bij tumor 1 een bij-product waargenomen va@Gtthp
bij de PCR van exon 6. (zie fig 8B)

De verkregen forward en reverse sequenties deldexahen volledig met uitzondering van exon 8 btj h
normale weefsel, waar alleen de reverse sequeettiexion dekte. Bij tumor 1 en 2 werden er geen tiegtin
de sequenties van de exonen aangetroffen. De fdrsemjuentie van exon 6 was bij zowel bij het noemal
weefsel als tumor 1 niet evalueerbaar en alleetutyipr 1 was de forward sequentie van exon 8 niet
evalueerbaar.

Tumor 2 vertoonde een mutatie in exon 7 op cod®) ®@arbij er een adenine vervangen werd door een
thyamine. (zie fig. 12 en tabel 8) De rest vanxienen bij tumor 2 vertoonden geen mutatie in deisetie.
De mutatie is dezelfde die bij het UCMU gevonders iwwatumor 2.
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AL

CATCTGTAACACGTTCC (ATCTCTAACACTT CC (ATCTCTAMCACGTTCC
67 73 61 73

L

Normaal weefsel Tumor 1 Tumor 2

R GCANCTGTTACACATC AGGAACTGTTACACATC A cGAACTCAllTACACAT C
89 89 3 89
*
Fig. 12: A. De forward sequentie van exon 7 van alle drievdefsel van patiént 4. Te zien
is dat het normale weefsel en tumor 1geen mutatteaend. Echter tumor 2 vertoonde een

mutatie op codon 239, waarbij adenine voor thyamwedt vervangen.(zie zwarte pil) Is
hetzelfde exon maar dan de reverse sequentie vemefsels.

Alle drie de weefels van patiént 5 vertoonden ge€r-product bij de PCR van exon 5, echter bij devan de
exonen werd er wel een PCR-product aangetoondiéifiae de weefsels (zie fig.8A t/m D). Bij de P@Rn
exon 7 vertoonden het normale weefsel en tumorlkemre zwak bandje in de agarosegel. Tevens ig debi
PCR van exon 6 ook een bij-bandje zichtbaar vard4iDbij alle drie de weefsels.

Bij tumor 1 is in de reverse sequentie van exorrérautatie gevonden op codon 195, waarbij de ntidko
thymine vervangen werd door guanine. Echter wasitleard sequentie van exon 6 niet evalueerbaareed w
de mutatie niet bevestigd. (zie fig. 13) De segesntan de andere exonen bij tumor 1vertoonden geeatie.
Het UMCU vertoonde dezelfde mutatie in exon 6 tipor 1.

Het normale weefsel en tumor 2 vertoonden beide gadatie in de sequenties van exon 6, 7 en 8eeulas
de forward sequentie van exon 6 niet evalueerbaar.

A,
T.TCTTLTCCGLGTG THETCTTAHCCCGACTG @ TCTTATCCCATG
45 56 45 56 45 56
Normaal weefsel Tumor 1 Tumor 2
B.
"CCACTCGCATAAG/T( TCCACTCCGHTAACATC "CCACTCCGGITAAGATC
109 121 109 121 100 111

wtll g

Fig. 13:A. De forward sequentie van exon 6 bij alle driendeefsels niet evalueerbaar zijn wegens de
hoge pieken van het achtergrondruis. Bij tumor édkter wel een even grote thyamine als cytosigle pi
aanwezig.(zie zwarte pijB. Is hetzelfde exon maar dan de reverse sequaniee weefsels. Hierbij is
duidelijk te zien dat er bij tumor 1 een guaninekgzwarte piek) verschijnt onder de adenine
piek(groen), wat aan duid op een mutatie in cod@®, Waar thyamine vervangen wordt door cytosine.

28



Tabel 8: Resultaten van de beoordeelde mutatie in de fongfard.) en reverse(rev.) sequentie van exon Brianet 8.

(-) wild type sequentie, (N.e.) sequentie nietieedbaar, bij (Gp):geen PCR product verkregen enzehtbare mutatie wordt

benoemd. Er zijn per patiént drie weefsel geanalygséén normaal(N) en twee tumoren (T1 en T2).Degeizoffen mutatie in de

weefsels worden aangegeven.

Patient | weefsel Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8
Forw. | Rev. | Forw. Rev. Forw. Rev. Forw. | Rev.
N Gp Gp N.e. - - - - -
1 Tl - - N.e. N.e - - - -
T2 - - N.e. - - - - -
N Gp Gp N.e. - - - - -
2 T1 Gp Gp N.e. - - - N.e N.e.
T2 Gp Gp N.e. - - - - -
N Gp Gp N.e. N.e - - - -
3 T1 - - N.e. N.e c.738A>G | c.738A>G - -
T2 - - N.e. N.e c.738A>G | c.738A>G N.e -
N Gp Gp N.e. - - - N.e -
4 T1 - - N.e. - - - - -
T2 Gp Gp Gp Gp c.717A>C | c.717A>C - -
N Gp Gp N.e. - - - - -
5 T1 Gp Gp N.e. c.585T>G - - - -
T2 Gp Gp N.e. - - - - -
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Op het pathologisch laboratorium van het AZN, waendtmenteel een onderzoek opgezet om de klonale
verwantschap tussen dubbel tumoren uitgaande vlondde bepalen. Dit is van belang voor de verdere
behandeling van de patiént.

Men wil het verschil of verwantschap tussen de tem@antonen door gebruik te maken van NGS, waarbij
ongeveer 50 verschillende genen in twee tumoreaqesced worden en op basis hiervan wordt een
mutatiepatroon opgesteld. Wanneer het mutatiepatvao de NGS in beide tumoren exact hetzelfdensrnkan
suggereren dat de tumoren klonaal verwant aanrefijaaen betreft het een metastase. Als de mytatienen
niet overeenkomen zijn de tumoren waarschijnlijklzi van een andere oorspong en dus twee primaire
tumoren.

De resultaten verkregen bij dit onderzoek wil mergelijken met de resultaten van de p53 mutatiéyaeadie
tot op heden als gouden tandaard wordt gebruikteeds deze analyse momenteel niet operationdedtiAZN.
De doestelling van deze studie is om een p53 neudaialyse op te zetten om de klonale verwantsclssemn
longtumoren te bepalen. De p53 mutatie analysdaralater in een andere studie worden ingezet aa te
vergelijken met de NGS resultaten.

De analyse is eerst opgezet op benigne weefselasteraarbij er gebruik is gemaakt van gepubliceerd
methoden die in onze studie verder zijn geoptirealid, waarna de test is toegepast op een gesetkctee
patiénten groep.

Om te zien of de p53 mutatie analyse naar behoegktwijn er samples gebruikt die eerder door H&OW
gebruikt zijn voor een p53 mutatie analyse. Deltagn van het UMCU en AZN zijn vergeleken om zbtei
kunnen maken of de analyse in het AZN goed werkt

Met de primers uit het artik®an der Sijp et alis een PCR uitgevoerd op exon 5 tot en met 8 ealP53gen.
De ontstane PCR-producten zijn gesequenced, waeddnij 5 en 6 slecht beoordeelbaar zijn vanwegealabb
signalen en veel achtergrondruis in de sequenties.

Een oorzaak voor deze slechte sequentie van eiowaarschijnlijk het aspecifieke PCR-product datistaat
tijden de PCR met primerpaar 5.2. Deze wordt naetstarget PCR-product mee gesequenced en ver&bzzaa
mogelijk de dubbele signalen en het achtergrondnuile sequentie.

In het artikel van/an der Sijpet al. wordt niets vermeld over een aspecifieke bij-paidiij de PCR van exon 5.
Echter wordt er door de toenmalige onderzoekslgwhéey. Winand N.M. Dinjens, na mail contact, wel éstgd
dat er bij-producten waren en dat men hier weiimglér van ondervond.

De reden hiervoor is dat ze bij de studie Vam der Sijp et algebruik maakten van de techniek Single-Strand
Comformation Polymorphism (SSCP) om mutaties adarten'® Bij de SCCP methode worden de PCR-
producten gedenatureerd, waardoor er enkelstreNgsdhtstaat. Dit enkelstrengs DNA neemt een iddstie
conformatie aan en vertoont na migratie door palgamide gel een specifiek migratiepatroon.

Als er een mutatie aanwezig is in Ai€t53gen verandert de conformatie van het enkelstremgs &n zal het
specifieke migratiepatroon ook veranderen. Als dgraiepatronen van het benigne weefsel verschitiendat
van het tumorweefsel kan men zeggen dat er eertimaanwezig is in het tumorweef&gl.

Indien deze patronen gelijk zijn in hetzelfde exan beide tumoren werd dit gezien als een sterkeigang
voor dezelfde mutatie.

Er werd bij de studie vavian der Sijp et alniet exacte de sequenties van de exonen bepaakeinemogelijk bij-
product zou dan ook niet storend zijn. Anders daddre studie waar de exacte sequentie wel bepaaidt en
waar een bij-product de sequentie mogelijk wel karstoren.

Bij exon 6 is er moeilijk een verklaring te vindeoor de slechte sequenties, gezien er geen asgebift
product zichtbaar is in de agarosegel. Mogelijlstadt er toch een klein, niet zichtbaar, aspechighroduct
dat de sequentie stoort of is de gebruikte prinetrspecifiek genoeg tijdens de sequentiereact@raoor deze
op de verkeerde plek aan het PCR-product bind eshgergrondruis ontstaat. Het laatste is mogelijkiat er
alleen bij de forward primer 6.2 een slechte setie@eerkregen wordt.

Naar aanleiding van het aspecifieke bij-productafdstaat bij de PCR met primerpaar 5.2 is er @timalisatie
uitgevoerd. Er zijn hierbij verschillende verandgen toegepast aan factoren van de PCR cyclus BAnfiC
Bij een factor wordt er een zeer gering positiééetfopgemerkt na aanpassing. Deze factor is hhbgen van
de annealingstemperatuur. Een hogere annealingstemp zorgt ervoor dat primers minder snel aspscif
binden aan het DNA en hierdoor wordt de PCR spafi.
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De factoren die ook veranderd zijn maar helemaahgdfect hadden zijn het verlagen van de DNA
concentratie, het verlagen van de Mg€incentratie, het uitvoeren van een touch-down,ReRverlagen van
de primer concentratie, het vervangen van taq pefgse voor Taq gold polymerase en het toevoegeBSan
aan de PCR-mix. De beredenering voor de aanpagambovengenoemde factoren en een tussencondaasie s
vermeld in bijlage I.

Om de specificiteit van de PCR te verhogen en éedwlheid arbeid te verminderen is er getrachtem d
forward primer van primerpaar 1 en de reverse vangspaar 2 te combineren in éen PCR om zo gr&t&e-
producten te krijgen. Echter in deze PCR vertonealle exonen, op exon 8 na, meerdere bij-produ@en
gecombineerde primers zijn bij elkaar niet spekifienoeg en vormen bij-producten.

Ondanks de geringe verbetering bij de verhogingdeannealingstemperatuur is de PCR met primegpaar
nog steeds aspecifiek. Om deze reden is er ookgeprd om de analyse op te zetten met behulp vanmers
uit het artikel varAngelopoulou et alEen gunstige bijkomstigheid is dat er ook mind€Rs en
sequentiereacties ingezet hoeven te worden. Dénensrgeven per exon één PCR-product, in plaat2van
overlappende PCR-producten met 2 primerparen per @at bij de primerset vavian der Sijp et alwel het
geval is.

Net als bijvan der Sijpet al.is er in de forward sequentie van exon 6, verkragehde primers van
Angelopoulou et al achtergrondruis aanwezig. Aangezien de forwairdgr 6 vanAngelopouloween anderen
target sequentie heeft dan de forward primer 6rMan der Sijpis hier moeilijk een verband tussen te leggen
(zie bijlage 1V: target sequenties primers).

Een mogelijke oorzaak is dat de annealingstemparaan de sequentiereactie niet hoog genoeg isnéleng
temperatuur van de forward primer 6 is 63°C, tdr&rijbij de sequentiereactie een annealingstemparat
gebruikt wordt van 55°C. Door deze te verhogendamogelijk wel een goede sequentie ontstaan. e
geldt voor de PCR van exon 6 hier is de anneakmgsératuur 58°C, door deze te verhogen kan hetlaijn
voor het oog onzichtbare bij-producten niet meetwogad worden. Dit gaat niet op voor de forward prnaan
Van der Sijp, gezien deze primer een melting teatper heeft van 56°C, welke dicht in de buurt ligh de
annealingstemperatuur die gebruikt wordt in zoveeP€R als sequentiereactie.

Door het tijdschema om de scriptie tijdig af teden zijn de resultaten van een hogere annealingstettuur
niet opgenomen in het scriptieverslag.

Aangezien er bij de PCR van exon 5 niet altijd B&R-product wordt gevormd is er een optimalisatie
uitgevoerd. Omdat de meltingtemperatuur van degmpiaar gemiddeld 60°C is, is de annealingstemparatu
verhoogd naar 62°C wat een lichte verbetering gadfet vormen van een PCR-product. Ook werd de
concentratie MgGlverhoogd van 1,56 mM naar 2.19 mM, wat er voogizdat een extra sample een PCR-
product verkrijgt.

Wat echter opviel was dat het sample met de hodjstk concentratie bij zowel de opzet als optimdlesa
steeds een PCR-product vertoonde. Dit geeft mégadin dat de PCR een minimum hoeveelheid DNA nodig
heeft. Om deze reden is er een DNA concentratiesriegiezet en daarbij is het omslag punt van welean
PCR-product 400 ng DNA per 20 ul PCR-mix. Omdabigdeze concentratie een zwak PCR-product ziclntbaa
is, is de minimum DNA concentratie gesteld op 6MMNA per 20 pl PCR-mix, waar nog wel duidelijk een
PCR-product aanwezig is.

Bij het sequencen wordt altijd aan het begin vasatpientie een deel gemist door onduidelijke en
onregelmatige pieken, waardoor er een deel vaimtieth gemist wordt in de sequentieanalyse. Editataat in
het artikelAngelopoulou et akermeld dat zich in de overgangen van intron naan®ok mutaties kunnen
bevinden?” Om deze reden is er geprobeerd om zo veel mogedijin sequentie mee te sequencen.

Dit is getracht door te PCRen met de primers uitngkel vanAngelopoulou et aken de PCR-producten die
hier uit ontstaan te sequencen met de reverse Finitepaar 1 en de forward primers uit paar 2,dan
primerset Van der Sijp. Op deze manier zijn de satjes van de intron/exon overgang van het PCRyuatod
verkregen.
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Een probleem is alleen dat de sequenties in hedanidu niet beoordeelbaar zijn. Het is echter loglger om
de sequentie van het middelste deel van het exeerkeijgen dan de intron/exon overgang. Een matiatihet
exon kan direct van invloed zijn op het functiomevan het eiwit. Introns daarin tegen coderenvoet het
eiwit en zullen bij een puntmutatie geen invloetthen op het functioneren van het eiwit. Om dezemezhl
deze manier van sequencen niet toegepast wordde pb3 mutatie analyse op tumormateriaal.

Wat echter wel opvalt is dat er bij de forward sagie van exon 6.2 uit de primerset Van der Sijetfde
achtergrondruis aanwezig is als bij de PCR-produetzkregen met de primers van Van der Sijp. Ditelségt
nogmaals dat de primer mogelijk niet specifiek ganis voor PCR of sequencen.

De primersets uit beide artikelen verkrijgen mgle#ien PCR-product of goed beoordeelbare sequdsijiezon
5 en 6, waarbij exon 7 en 8 dit wel verkrijgen. Garingelopoulou et abetere resultaten verkrijgt bij de
sequentie van exon 5 is er voor gekozen om de pseheit dit artikel te gebruiken voor de p53 miatainalyse
op tumormateriaal.

Ondanks dat de optimalisatie van exon 5 nog niktdig is afgerond en de forward primer van exceé
matige beoordeelbare sequenties geeft is er weggngdschema, dat voor dit project staat, beslot de p53
mutatie analyse uit te voeren op tumormateriaaleenptimalisatie zal in de komende maanden verder
uitgevoerd worden.

De p53 mutatie analyse is op een totaal van vijépten met dubbele longtumoren uitgevoerd, waanbjjer
patiént één benigne longweefsel en twee longtumnjemgeanalyseerd. Bij vier van de vijf patiénten
hetzelfde resultaat verkregen als bij het UMCU.

Tumor 1 van patiént 2 kwam niet overeen met hetltzast van het UMCU, waarbij er een mutatie gemiss.
Een reden hiervoor kan zijn dat het percentage toetlen aanwezig in het weefsel te laag was, teziaa van
het percentage benigne cellen in hetzelfde weefsel.

In het artikel varA.J.J. Smits et alvordt vermeld dat er een tumorpercentage van @age25% aanwezig moet
zijn om de sequenties, verkregen via direct seqarergoed te kunnen interpreteren. Dit betekendhdién er
een lager tumorpercentage dan 25% aanwezig i€qleentie van de tumorcellen mogelijk onderdruktdeor
door de sequentie van de benigne cellen en deiminate tumorcellen gemist wordt.

Aangezien het tumorpercentage van patiént 2 in tuntossen de 20 en 40% geschat is, kan het zadlaijde
sequentie van de benigne cellen de mutatie onddrdam tumor 1, zodat deze niet zichtbaar is in de
sequentié®!

Bij patiént 5 is er een mutatie in de reverse setig@an exon 6 waargenomen, bij tumor 1. Echterdeze
mutatie niet met zekerheid worden bepaald, omd#&bmheard sequentie niet evalueerbaar is wegens het
aanwezige achtergrondruis. De reden om niet metrheld een mutatie af te geven is, omdat DNA
dubbelstrengs is en indien er een puntmutatie azgvsdeze in beide DNA-strengen zichtbaar mget zi
Het probleem van achtergrondruis was al bekendebdpzet met de Angelopoulou primers bij het bemign
weefelmateriaal, echter zijn er nu bij enkele sawlij-producten zichtbaar in de agarosegel, biPG& van
exon 6. Het verklaart waarom de sequentiereaastachtergrondruis geeft en is mogelijk ook deme
waarom enkele reverse sequenties van exon 6 ragtemrbaar zijn.

Weinig weefsels verkrijgen een PCR-product bij @RR/an exon 5, echter als er een product aanwezjgeft
deze een goed analyseerbare sequentie. Mogelijkleicondities van de PCR-mix of PCR-cyclus voberon
nog niet optimaal. Om deze te verbeteren wordt@nenteel gekeken naar de primer concentratie, walke
1,25 pmol/ul is in de PCR-mix. De concentratie damprimers horen ongeveer tussen de 0.2 en 1 jggeh,
zowel een te hoge als te lage primer concentratiegk voor zorgen dat er geen PCR-product ontddaat.
resultaten van deze aanpassing zijn door het tiglea van het scriptieverslag niet in het verslagieekt.

Door het sporadisch vormen van een PCR-produeoin 5 en de slechte beoordeelbare sequentiegeadti
exon 6 kunnen er ook mutaties gemist worden. Heaisook van groot belang om deze PCR en
sequentiereactie van exon 5 en 6 verder te opsaraln. Ook zou er meer weefsel geanalyseerd magteien
waarbij de spreiding van de mutaties groter islére studie zijn alleen weefsel getest met eentimutaexon 6
en’v.

32



Bij exon 8 heeft een groot deel van de weefselsseguentie verkregen, echter niet bij enkele wéefsit het
geval. Een reden hier is dat er mogelijk geen PGt toegevoegd is aan de sequentiereactie.detriacht
deze reactie opnieuw uit te voeren, echter doomextrgoed werkend capillair in de Genetic Analyzerde
deadline van het verslag zijn deze resultatenapgenoemd in dit verslag.

Aanzien de resultaten na optimalisatie van de mb&fatie analyse nog niet geheel naar wens zijh evae
concluderen dat de p53 mutatie analyse moeilijkeagetten is. Er zijn echter alternatieve methamaklonale
verwantschap aan te tonen in tumoren, zoals deofdssterozigosity analyse(LOH).

De LOH analyse toont aan of er verlies is van loztggotie in een chromosomen paar. Een oorzaak ediey
kan een deletie zijn in een van de 2 chromosoméwiberlies van een geheel chromosoom. Een diergel
verlies komt vaak voor in tumoren. Wanneer er esschil in LOH patroon is tussen twee tumoren kaeeh
aanwijzing zijn dat het 2 verschillende tumorernréfet Overeenkomst in LOH duidt erop dat de tumoren
genetisch verwant zijn en dat het derhalve om eetastase gaat.

In het artikel Van der Sijp wordt de LOH analysegedeken met die van de p53 mutatie analyse, walkeies
dezelfde resultaten gaven bij dezelfde patiéftéHet opzetten van een LOH analyse zou ook overwogen
kunnen worden, indien de p53 mutatie analyse omeside blijft werken.

Naar alle waarschijnlijkheid zullen deze conventienrmethodes vervangen worden door de NGS. Het
uiteindelijke doel is aantonen dat NGS betere tatn genereert dan de conventionele methodenvdpitt al
deels aangetoond in een artikel uit 2014, wadjiret al. vermeld dat van 27 mutatie gevonden bij 115
borstkanker samples 20 gevonden zijn met de p5atmwnalyse en 27 met de NGS. Wat betekend ddtz&®
7 mutaties meer gevonden heeft dan de p53 mutaigse. Men komt in het artikel dan ook tot de dosie dat
de NGS gevoeliger is dan de p53 mutatie andff’se.

Ondanks dat het artikel niet gaat over het aanteaarklonale verwantschap tussen twee tumorenmemzich
voorstellen dat het sequencen van 50 verschillgeden meer informatie oplevert over het verschil of
overeenkomst van tumoren dan het sequencen vam dl&TP53gen.

Gezien de resultaten van deze studie kan men aereln dat de p53 mutatie analyse nog niet vollegigezet
is binnen het AZN. Hierbij werkt de PCR van exoniét volledig en zijn de verkregen sequenties vames
slecht te beoordelen. Voor exon 7 werkt de PCR goedorden goed beoordeelbare sequenties verkrdgee;
kunnen dan ook gebruikt worden voor de p53 mutaigdyse. De PCR van exon 8 werkt ook naar behoren,
maar moet nog enkele aanvullende sequentiedatajgerkom er zeker van te zijn of de analyse vadegelukt
is op het tumorweefsel.

De gevoeligheid van de p53 mutatie analyse is meignaar wens, van de vijf patiénten komen er @i@reen
met de resultaten van het UMCU en één patiént Miegelijk was het tumorpercentage bij deze patiéraag.
Voor een optimalere gevoeligheid bij de p53 mutatialyse dient kritisch gekeken te worden naar het
tumorpercentage in het weefsel.

Hieronder staan enkele punten vermeld, waar ndgohignvoldoende naar gekeken is en mogelijk zawnkmn
bijdragen aan een beter resultaat voor de p53 rmuaalyse:

- Tumor verrijking via lase capture microdisecti&lia een microscoop kan er met behulp van een laser
zeer precies tumorcellen verkregen worden uit vedefateriaal. Doordat alleen de tumorcellen uit het
weefsel gehaald worden kan hier mee het tumorptrgerverhoogd worden voor de analyse, hierdoor
ontstaat er minder kans op onderdrukking van detseguentie door de sequentie van het benigne
weefselmateriaal.
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Verder optimaliseren van exon Er zou gekeken kunnen worden naar de primercoratentdeze is
met 1.25 pmol/ pl aan de hoge kant is, gezien demmaal tussen de 0,2 en 1 pmol/ul ligt. Een teshog
primer concentratie zou inhiberend kunnen werketteifCR. Ook moet er een herhaling op
tumormateriaal uitgevoerd worden met de juiste eatratie MgCJ toegevoegd aan de PCR-mix.

Optimaliseren van exon:@Bij de analyse op tumorweefsel waren er bij ditrebij-producten te zien.
Een PCR optimalisatie zou er voor kunnen zorgerddaé bandjes niet meer gevormd worden. Een
idee om dit te bereiken is om de annealingstempetéuverhogen, zodat de primer specifieker kan
binden. Ook zou een verlaging van de primerconaéatkunnen bijdragen, gezien deze met 1.25 pmol
relatief hoog is, dit geldt voor zowel de PCR aguentiereactie.

Signal/Noise ratio Dit is de ratio die vermeld wordt bij de sequerdata, het geeft aan hoeveel
signalen er zijn te opzichten van de ruis signadede sequentie. Een sequentie met een S/N ratio
tussen de 100 en 1000 is betrouwbaar. Mogelijlendk niet evalueerbare sequenties buiten deze
range, waardoor ze niet betrouwbaar zijn en er geanlusie aangegeven mag worden. Hier is nog
onvoldoende naar gekeken.

Split sample validatieGezien er nu gezocht werd naar een bekende muwatidt deze ook sneller
gevonden. Om deze factor weg te halen voor deat#idou er een split sample procedure gebruikt
kunnen worden. Hierbij wordt in het AZN de p53 ntiganalyse uitgevoerd, maar wordt een deel van
het DNA ook opgestuurd naar het UMCU. Als de ugstavan een vooraf bepaald aantal samples
overeenkomen, kan geconcludeerd worden dat de p&&imanalyse in het AZN werkt.
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Bijlagen scriptieverslag
P53 mutatie analyse; Het bepalen van de
klonale verwantschap tussen longtumoren




1. Magnesiumchloride concentratiereeks

Reden Door het verlagen van de concentratie Mg@irdt de Tag polymerase minder actief, waardoor er
mogelijk specifiekere PCR-producten ontstaan.

Er werd een concentratie reeks ingezet met Mg&h 1.25 mM, 0.94 mM en 0.63 mM. Bij een concdidrean
1.25 mM toonden sample 5 en 6, naast het bandje1&® bp, een bij-bandje van £100 bp in de agamiseg
Sample 3 toonde hier een zwak bandje bij +150 bgeem bij-bandje.

De concentratie 0.94 en 0.63 mM vertoonden beiéa pandjes of bij-bandjes bij alle samples.(zietah

Tabel 1: Resultaten concentratie reeks van Mg@aarbij 150 bp staat voor het bandje van het B&Riuct en 100 bp voor het bandje
van het bij-product. De (+ ) staat voor een dujddlandje/bij-bandje, (+/-) staat voor een zwakdjefbij-bandje en (-) staat voor geen
bandje of bij-bandje.

Sample MgCl, 1,25 mM MgCl, 0,94 mM MgCl, 0,63 mM

150 bp | 100 bp 150bp | 100bp | 150bp | 100 bp
1 + + +/- - - -
2 + + - - - -
3 +/- - - - - -

Tussenconclusie Het verlagen van de MggQloncentratie voorkomt vorming van het bij-produetnEen te
lage concentratie Mggkorgt er zelfs voor dat er geen product ontstaat.

2. Annealingstemperatuur.

Reden:Door het verhogen van de annealingstemperatwderoprimers minder aspecifiek binden aan het
template DNA, waardoor de PCR specifieker kan worde

De originele cyclus heeft een annealingstemperatans5°C, voor de optimalisatie is een
annealingstemperatuur van 58°C en 61°C toegepigsteBannealingstemperatuur van 58°C vertoonden
samples 4 en 6 een licht bandje van +150 bp gmader bij-bandje. Sample 5 vertoonde bij deze
annealingstemperatuur een bandje van +150 mébalijje van +100 bp.

Een annealingstemperatuur van 61°C vertoonde inipks 4, 5 en 6 zowel een bandje van +150 bpesi$g-
bandje van £100 bp. (zie tabel 2)

Tabel 2: Resultaten verschillende annealingstemperaturesrbija 50 bp staat voor het bandje van het PCRymrioein 100 bp voor het
bandje van het bij-product. De (+ ) staat voor @eidelijk bandje/bij-bandje, (+/-) staat voor eevak bandje/bij-bandje en (-) staat voor
geen bandje of bij-bandje.

Sample Temp. 58°C Temp. 61°C
150 | 100 bp | 150 bp | 100 bp
bp

4 +/- - + +
5 + +/- + +/-
6 +/- - + +/-

Tussenconclusie: Een annealingstemperatuur van 58°C lijkt een vereatl effect te hebben op het tegengaan
van bij-producten, een hogere temperatuur van @E%® een minder goed effect.



3. Primer concentratiereeks

Reden:Door een lagere primer concentratie te gebruikemk&n deze minder binden aan het DNA, dit zou er
voor kunnen zorgen dat de primers specifieker warde

De primer concentratie in de PCR-mix is 1.25 pnel primer. Er werd een concentratiereeks ingez¢tdme
concentraties 1.10, 0.95, 0.80 en 0.65 pmol, ke 8,15 pmol minder.

Bij de gehele concentratiereeks vertoonden sardplgB£n 6 een bandje met een grootte van +150 legeij-
bandje van £100 bp. (zie tabel 3)

Tabel 3: Resultaten van primer concentratiereeks, waarlijitbstaat voor het bandje van het PCR-producterbf voor het bandje
van het bij-product. De (+ ) staat voor een dujddlandje/bij-bandje, (+/-) staat voor een zwakdjefbij-bandje en (-) staat voor geen
bandje of bij-bandje.

Sample | Primer 1,10 pmol | Primer 0,95 pmol | Primer 0,80 pmol | Primer 0,65 pmol
150 bp 100 150 bp 100 150bp | 100 bp | 150 bp | 100 bp
bp bp
4 + + + + + + + +
5 +/- +/- + + + + + +
6 + + + + + +/- + +/-

TussenconclusieHet verlagen van de concentratie primer lijkt ggetoed te hebben op het wel of niet
ontstaan van een bij-product bij primerset 5.2.

4. DNA concentratiereeks.

Reden: Door minder DNA aan te bieden in de PCR mix hebtmémers de voorkeur om specifieker te binden
aan het tamplate DNA.

Van sample 6 werd een aflopende verdunningsreekaajed met de DNA concentraties van 62.5, 25, 16.6 e
12,5 ng/pl. Alle verdunningen gaven een bandjexds0 bp groot en bij-bandje van £100 bp. (Zie tab)e

Tabel 4: Resultaten van DNA concentratiereghsarbij 150 bp staat voor het bandje van het PGRmt en 100 bp voor het bandje van

het bij-product. De (+ ) staat voor een duidelignbje/bij-bandje, (+/-) staat voor een zwak bamiijandje en (-) staat voor geen bandje
of bij-bandje.

Sample DNA 62,5 ng/ul | DNA 25 ng/ul | DNA 16,6 ng/ul | DNA 12,5 ng/ul
150 bp | 100bp | 150 | 100bp | 150 bp | 100 bp | 150 bp | 100 bp
bp
6 + + + + + + + +

TussenconclusieHet verdunnen van DNA geeft niet het gewenstecttm het bij-product te verwijderen.
5. Touch-down PCR, BSA en Taq gold DNA polymerase.

Reden:De bij-producten van exon 5.2 kunnen mogelijk a@stdoor het hoge GC-gehalte van de reverse
primer. Er zijn nog twee opties om het ontstanghgduct te verminderen namelijk:

1. BSA Zou de specifiteit verhogen van de PCR, dooralgnperase in een stroperiger milieu te brengen.

2. Touch-down PCRDoor een hogere annealingstemperatuur te gebruiaa de melting temperatuur
van de primers en dit per cyclus af te bouwen zowtespecifiekere PCR-producten ontstaan.

3. Taq polymeraseTaq gold polymerase wordt pas na 10 min bij 9§é@ctiveerd, doordat een gebonden
enzym inactief wordt. Hierdoor begint de PCR latet er voor kan zorgen dat er geen aspecifieke
bindingen kunnen plaats vinden voor dat de PCRir@gois. Tevens heeft Taq gold proofreading van
5'-3’ wat er voor zorgt dat er fout ingebouwde ragtiden opgemerkt worden en herstelt worden door
het ezym.



Het touch-down(Td) PCR programma heeft een begireaimgstemperatuur van 63°C, welke vervolgens per
cyclus werd afgebouwd met 1°C tot uiteindelijk eemealingstemperatuur van 58°C. Bij 58°C werdyidus
29 maal herhaald. De Td werd uitgevoerd met ena@obdvine serum albumine(BSA). Beide combinaties
gaven een bandje van +150 bp met een bij-bandje:186 bp . Ook met het originele PCR-programma in
combinatie met BSA vertoonden ditzelfde resultaat.

Het vervangen van polymerase voor Taq Gold polysselaverde bij alle samples een bandje op +150dtp m
een bij-bandje. (zie tabel 5)

Tabel 5: Resultaten van Td, toevoeging BSA en Tagq gold pehase. Hierbij staat 150 bp voor het bandje varP@R-product en 100
bp voor het bandje van het bij-product. De (+ ateor een duidelijk bandje/bij-bandje, (+/-) $taaor een zwak bandje/bij-bandje en (-)
staat voor geen bandje of bij-bandje.

Sample | TdPCR+2 pl BSA | Td PCR+0 ul BSA | PCR + 2 ul BSA Taq gold
polymerase
150bp | 100bp | 150bp | 100 bp | 150bp | 100 bp | 150 bp 100 bp
4 + + + + + + + +
5 + + + + + +/- + +/-
6 + + + + + + + +

TussenconclusieZowel BSA, de Td PCR en de combinatie van beatgtmiet voor het verwijderen van het
bij-product. Tevens laat het gebruik van Tag gatymerase ook geen verbeterend effect zienop het
verminderen van bij-producten.

6. Grotere PCR-producten

Reden:Door de forward 1 en reverse 2 primers van elk em@en PCR-mix te gebruiken, wordt getracht om
het aantal PCRs te verminderen (van 8 naar 4) evehminderen van bij-producten.

Uit de primerset Van der Sijp werden de forwardrenis van primerparen 5.1, 6.1, 7.1 en 8.1 gekopgesh de
reverse primers 5.2, 6.2, 7.2 en 8.2. Door deiregps te combineren ontstaan er grotere PCR-predutie het
gehele exon bevatten.

Bij primerpaar 5.1 forward en 5.2 reverse ontstonelemeerdere PCR-producten bij alle drie de sasnple
ditzelfde was het geval bij het primerpaar 7.1 famdven 7.2 reverse. Primerpaar 6.1 forward ene/@rse
vertoonde bij zowel sample 4 als 5 een enkel PGRIiymt van de verwachte grootte van +200 bp, Saiple
vertoonde echter wel meerdere PCR-producten.

Primerparen 8.1 foward en 8.2 reverse vertoondealbisamples een enkel bandje van +200 bp grootte

Tabel 6: Resultaten van grotere PCR-producten. De (+ ) stamteen duidelijk bandje/bij-bandje, (+/-) staabr een zwak bandje/bij-
bandje en (-) staat voor geen bandje of bij-bariijeelk exon staat vermeld of er een bandje aatstis van de juiste grootte en of er bij-
bandjes aanwezig zijn.

Sample Primers exon 5 Primers exon 6 Primers exon 7 Primers exon 8
+280 | Bij-bandje | +200 bp Bij- +210 bp Bij- +200 bp Bij-
bp bandje bandje bandje
4 - + + + + + + -
5 - + + + + +/- + -
6 - + + + + + + -

TussenconclusieAlleen de PCR van exon 8 toont geen aspecifiekdymten. De PCR van grotere producten
geeft op deze manier geen voordeel.




1. Annealingstemperatuur.

Reden:Gezien de meltingtemperatuur van het primerpaaiidpstd 60 °C is en de gebruikte
annealingstemperatuur 55 °C is kan het zijn dagrioheers niet goed binden. Om deze reden is de
annealingstempertuur hoger ingesteld.

Er is gekozen voor de annealingstemperaturen 60%2 &C. Sample 4 vertoonde een bandje van +2%)j bp
beide temperaturen en sample 5 vertoonde bij liefdperaturen geen bandje. Een licht bandje van bp58as
zichtbaar bij 62°C voor sample 6, deze vertoonti¢eedij 60°C geen bandje.( zie tabel 7)

Tabe 7Resultaten verschillende annealingstemperaturenstaat voor een bandje van 250 bp (+/-) staat gen zwak bandje van
+250 bp en (-) staat voor geen bandje.

Sample Temp. 60°C | Temp. 62°C
4 + +
5 - -
6 - +/-

Tussenconclusie:Een verhoging van annealingstempertuur lijkt eeing effect te hebben bij 62 °C, waarbij
twee van de drie samples een PCR-product vertoond.

2. Magnesiumchloride concentratiereeks

Reden:: Door het verhogen van de concentratie Mg@irdt de Taq polymerase actiever, waardoor er nijegel
PCR-producten ontstaan.

De concentratiereeks Mg{dbopt af met stappen van ongeveer 0,32 mM, begishing 2,50 mM en eindigend
met 1,87 mM.

Sample 4 vertoonde bij alle concentraties een leavat) 250 bp, echter bij de concentratie 2,50 isMit
bandje zwak. Sample 5 vertoonde bij geen enkeleartratie een bandje en sample 6 vertoonde een zwa
bandje van £250 bp bij de concentratie 2,19 mM.dBijrest van de concentraties toonde sample 6lgaatjes.(
Zie tabel 9)

Tabel 9 Resultaten verschillende MgGtoncentraties. (+ ) staat voor een bandje van Bp6@/-) staat voor een zwak bandje van +250

bp en (-) staat voor geen bandje.
Sample MgCl, 2,50 mM MgCl, 2,19 mM MgCl, 1,87 mM
4 +/- + +
5 - - -
6 - +/- -

TussenconclusieEen verhoging van Mgglijkt gering te werken bij een concentratie vah®mM, waarbij
twee van de drie samples een PCR-product vertoond.



1. DNA concentratiereeks

Reden Sample 4 heeft een hoge DNA concentratie en vettsteeds een PCR-product, mogelijk heeft de PCR

een minimale hoeveelheid DNA nodig om te werken

Aangezien sample 4 een DNA concentratie van 60g/5l neeft, is dit sample gebruikt voor een

verdunningsreeks. De concentratiereeks die getst was van 400 tot 50 ng/ul DNA.
De concentraties 400 en 300 ng/ul vertoonden eelelijls bandje met een grootte van +250 bp. Dekstevan
het bandje neemt af bij 200 ng/ul en het bandjenigtsmeer zichtbaar vanaf 100 ng/ul. (Zie tabel 8)

Tabel 8 Resultaten verschillende DNA concentraties. $tajt voor een bandje van £250 bp (+/-) staat @earzwak bandje van 250 bp
en (-) staat voor geen bandje.

Sample DNA 400 DNA 300 DNA 200 DNA 100 DNA 50 ng/ul
ng/ul ng/ul ng/ul ng/ul
4 + + +/- - -

TussenconclusieEr is een omslag bij 200 ngl, waar een zwak PCR-product zichtbaar is. Ditchim dat er
minimaal 400 ng DNA toegevoegd moet worden in d&ax van 20 pl, gezien er aan de mix 2 pl DNA
wordt toegevoegd. Voor de zekerheid wordt dezeggogn600 ng gesteld omdat hier een duidelijk PGiRipct

zichtbaar is.
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25. Primerset Van der Sijp.

Reference Sequence: NC_000017.11
Dik gedrukte, schuin en onderstreepte tekst isdrget exon.

1.2. Exon 5:Nnucleotiden 12241 tot en met 12600.
tagctcgcta gtgggttgca ggaggtgett acgcatgttt gtttctttge tgecgtcette

cagttgcttt atctgttcac ttgtgccctg actttcaact ctgtctcctt cctcttccta

126 129 132 135 139 142
cag tactccc ctgccctcaa caagatgttt tgccaactgg ccaagacctg ccct gt géag
145 149 152 155 159 162
ctigtigggiitg attieéacacc cccgcccgge acccgegt cc gigccatgge catctacaag
165 169 172 175 179 182

cagtcacagc acatgacgga ggttgtgagg cgctgccccc accatgageg ctgct cagat
186

agcgat ggt g agcagct ggg gctggagaga cgacagggct ggttgcccag ggtccccagg

gaaggaaatt tgcgtgtgga gtatttggat gacagaaaca cttttcgaca tagtgtggtg

5forwl | CCT GACTTT CAACTCTGT CTC 158 hp
S5revl ACT GCT TGT AGATGG CCATG

5forw2 | CAG CTG TGG GTT GAT TCC AC 182 bp
S5rev?2 CTG GGG ACC CTG GGC AAC T

1.2. Exon 6: Nucleotiden 12541 tot en met 12901.

agcgat ggt g agcagct ggg gct ggagaga cgacagggct ggttgcccag ggtccccagg
188 192 195

cctctgattc ctcactgatt gctcttaggt ctggcccetc ctcagcatct tatccgagtg

198 200 205 208 212 215

gaaggaaatt tgcgtgtgga gtatttggat gacagaaaca cttttcglca tagtgthLg

218 222 224

gtgccctatg agcclcctga ggtctggttt gcaactgggg tctctgggag glggggttaa

ggot ggttot cagtggccct ccaggt gagc agtagggggg ctttctcctg ctgettattt

gacctcccta taaccccatg agatgtgcaa agtaaatggg tttaactatt gcacagttga

6forwl | AGG CCT CTG ATT CCT CAC TG 127 H)p
6revl GCA CCACCACACTAT GTCGA

6formw2 | CTC CTC AGC ATCTTATCC GA 159 hp
6rev?2 CCACTG ACAACCACCCTT

12



1.3.Exon 7: Nucleotiden13141 tot en met 13500

gcgacagagc gagattccat ctcaaaaaaa aaaaaaaaag gcctcccctg cttgccacag
226
gtctccccaa ggclcactgg cctcatcttg ggcctgtgtt atctcctagg ttggctctga
229 232 236 239 242 246
ctgtaccacc atccactaca actacatgtg taacagttcc tgcatgggcg gcat gaaccg
249 252 256 259260
gaggcccatc ctcaccatca tcacactgga agactccagg tcaggagcca cttgclaccc

tgcacact gg cctgctgtgc cgecagectect gettgectet gacccctggg cccacctctt

7forwl | AGG CGC ACT GGC CTCATCTT 141H)p
7revl TCC AGT GTG ATG ATG GTG AGG

fforw2 | CAT GTGTAACAGTTCCTGCATG 135 hp
7rev2 GAG GCA AGC AGA GGC TGG

1.4.Exon 8: nucleotide 13681 tot en met 13980

gat ggagcct ggttttttaa atgggacagg taggacctga tttccttact gcctcttgcet
261 265 268 271
tctecttttcc tatcctgagt agtggtaatc tactgggacg gaacagcttt gaggtgcgtg
275 278 281 285 288 291
tftgtgcctg tcctgggaga gaccggcgca cagaggaaga gaatctccgc aagaaagggg
295 298 301 306
agcctcacca cgagctgccc ccagggagca ctaagcgagg taagcaagca ggacaagaag

cgotggagoa gaccaagggt gcagttatgc ctcagattca cttttatcac ctttccttge

8forw.1 | CCT TACTGC CTCTTG CTT CTC 130 bp
8rev.1 CTT GCG GAG ATTCTCTTCCTC

8forw.2 | TTG TGC CTG TCC TGG GAG AG 127 bp
8rev. 2 CTCCACCGCTTCTTGTCCT

2. Primerset Angelopoulou.

Reference Sequence: NC_000017.11
Dik gedrukte, schuine en onderstreepte tekst isangét exon.

2.1.Exon 5:Nnucleotiden 12241 tot en met 12600.
tagctcgcta gtgggttgca ggaggtgett acgcatgttt gtttctttge tgeccgtctte

cagttgcttt atctgttcac ttgtgccctg actttcaact ctgtctcctt cctcttccta

126 129 132 135 139 142
cag tactccc ctgccctcaa caagatgttt tgccaactgg ccaagacctg ccctgtgcag
145 149 152 155 159 162
ctgtgggttg attccacacc cccgececgge acccgegt cc gligccat ggc cat ct acaag
165 169 172 175 179 182

cagt cacagc acatgacgga ggttgtgagg cgctgccccc accatgagcg ctgctcagat
186

agcgat ggt g agcagct ggg getiggagagarcgacagggetgot t gcccag ggt ccccagg

gaaggaaatt tgcgtgtgga gtatttggat gacagaaaca cttttcgaca tagtgtggtg

5forw. | TGTTCACTTGTGCCCTGACT 268 bp
S Rev. | CAGCCCTGTCGTCTCTCCAG
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2.2.

Exon 6: Nucleotiden 12541 tot en met 12901.

agcgat ggt g agcagEHGGGNGETGHagagancaacaggget! got t gcccag

188

192

cctctgattc ctcactgatt gctcttaggt ctggcccctc ctcageatct

198

200

205

ggt ccccagg
195
tat ccgagtg

208

212

gaaggaaatt tgcgtgtgga gtatttggat gacagaaaca cttttcgica

215

tagtgtgfitg

218

222

224

gtgccctatg agccfcctga ggtctggttt gcaactgggg tctctgggag

ggoflGattgl Eagiiggeeetl Eeaggt gage agtagggggg ctttctectg

gacctcccta taaccccatg agatgtgcaa agtaaatggg tttaactatt

CTGGGGCTGGAGAGACGACA

GGAGGGCCACTGACAACCA

274 bp

2.3.
gcgacagagc
gtctccccaa

229
ct gt accacc

Exon 7: Nucleotiden 12541 tot en met 12901.

gagattccat ctcaaaaaaa aaaaaaaaag gcCticccety

ggcficactgg cctcatcttg ggecctgtgtt atctcctagg

232

236

239

ofloggot t aa

ctgcttattt

gcacagttga

g
226

ttggctctga

242

at ccactaca actacatgtg taacagttcc tgcatgggcg

246
gcat gaaccg

249
gaggcccatc

252

256

259260

ctcaccatca tcacactgga agactccagg tcaggagcca

tgcacact gg

cctgetgtge cccagectietigettgectetigacecetiogy

CTCCCCTGCTTGCCACA

AGGGGTCAGAGGCAAGCAGA

245 bp

2.4.Exon 8: nucleotide13681 tot en met 13980.

tcctccacct

gatiggagect

tctcttttcc
275
tttgtgectg

acct ggagct
gottttttaa
tat cct gagt

278
t cct gggaga

ggagcttagg

at gggacagg
261

agt ggt aat c

ct ccagaaag

taggacct ga
265
t act gggacg

cttgcffaccc

cccacctctt

gacaagggtg gttgggagta

tttccttact
268
gaacagcttt

gcctcttget
271

gaggtgcgtg

281
gaccggcgca

285
cagaggaaga

288
gaat ct ccgc

291
aagaaagggg

295
agcct cacca

298
cgagct gccce

301
ccagggagca

306
ct aagcgagg

t aagcaagca

cggt ggagga

ctctttccta

ggacaagaag

ctcagattca cttttatcac ctttccttge

GCAAGGAAAGGTGATAAAAGTGAA

gaccaagggt gcagttatgc
gcactgccca acaacaccag ctcctctccc cagccaaaga
ACAAGGGTGGTTGGGAGTAGATG 320 bp
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