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STRESZCZENIE

drn. biol. Anna Fabisiewicz Chorzy na raka jelita grubego z przerzutami moga osiagng¢ korzy$c z leczenia panitumumabem jedynie,

Zakiad Biologii Molekularnej, jesli w guzie nie stwierdzono mutacji w genie K-RAS. W zwigzku z tym konieczne jest zbadanie statusu

Centrum Onkologii —Instytut tego genu w celu wylonienia chorych, ktérzy moga byé poddani takiemu leczeniu.
ul. Roentgena 5, 02-781 Warszawa
Tel.: (+4822) 644 02 09

e-mail: fabisiewicz@coi.waw.pl

Celem pracy bylo opracowanie standardowej procedury oznaczania statusu genu K-RAS w materiale
izolowanym z bloczkoéw parafinowych. Kolejnym celem byta walidacja wybranych technik molekularnych
oznaczania mutacji w pieciu osrodkach w Polsce, w ktérych odbywa sie leczenie chorych na raka jelita
grubego. Ocenie poddano cztery rézne techniki oznaczania mutacji: SSCP, DHPLC, RFLP/PCR i bezpo-
$rednie sekwencjonowanie.

Stwierdzono, ze wszystkie jednostki uczestniczace w procesie walidacji sg odpowiednio przygotowane
do podiecia dziatalnosci diagnostycznej w zakresie oznaczania statusu genu K-RAS. Przyjeto nastepuja-
ce zalecenia dla laboratoriow diagnostycznych: 1. Material do izolacji DNA powinien zawiera¢ przynaj-
mniej 70% utkania nowotworowego; 2. Ujednolicenie procedury izolacji DNA ze skrawkéw parafinowych

Onkologia w Praktyce Klinicznej wymaga stosowania gotowego zestawu do izolacji DNA; 3. W przypadku braku jednoznacznego wyniku
Tom 4, nr 6, 232-244

konieczne jest stosowanie dwdch metod oznaczania mutacji, przy czym jedng z nich powinno byc¢ se-
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kwencjonowanie bezposrednie.
Stowa kluczowe: rak jelita grubego z przerzutami, mutacja K-RAS, status K-RAS, panitumumab
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ABSTRACT

Metastatic colorectal cancer patients will benefit from treatment with panitumumab only when they don't
have mutation in K-RAS gene. Therefore, estimation of mutational status of K-RAS is necessary for the
selection of patients, who should be treated with panitumumab.

The aim of this study was to evolve a standard method of estimation of K-RAS mutational status in the
material isolated from paraffin blocs. The second aim was the validation of selected molecular methods of
K-RAS mutation evaluation in five Polish oncological centers where mCRC patients are treated. Four me-
thods were evaluated: SSCP, DHPLC, RFLP/PCR and direct sequencing.

We found that all groups in five selected oncological centers, who took part in the validation process, were
well prepared for molecular diagnosis of K-RAS mutational status. The following recommendations for
diagnostic laboratories were approved: 1. At least 70% of cancer cells should be present in a tissue for
DNA isolation; 2. The method of DNA isolation should be standardized, the most appropriate is usage of
DNA isolation kits; 3. In case of equivocal results two independent molecular methods should be employ-

ed, one of them should be direct sequencing.

Key words: metastatic colorectal cancer, K-RAS mutation, K-RAS mutational status, panitumumab
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Wstep

Powstanie nowotworu wigze si¢ z akumulacja zmian
w genomie komorki. Ich wynikiem sg zaburzenia w ob-
razie ekspresji wielu gendéw w tym genéw odpowiedzial-
nych za utrzymanie rownowagi miedzy czynnikami
wzrostowymi i antywzrostowymi. W prawidlowo funk-
cjonujacej komorce ta réwnowaga odpowiada za utrzy-
manie pod kontrola proceséw proliferacyjnych [1].
W komoérkach nowotworowych w wyniku zmian w ge-
nomie nastepuje silne przesunigcie rownowagi w kie-
runku proliferacji. Prowadzi to do zahamowania pro-
cesu apoptozy oraz nabycia przez komoérki nowotwo-
rowe zdolnosci do rozprzestrzeniania si¢ po organizmie
i zasiedlania nowych obszaréw zajmowanych w prawi-
dtowych warukach przez inne typy komérek. Jedna
z obecnie stosowanych metod terapii celowanej jest uzy-
cie lekéw, ktére zapobiegaja przesunigciu rownowagi
i przywracaja kontrole nad proliferacja. Do takich le-
kéw zalicza si¢ inhibitory aktywnosci szlakow przekazy-
wania sygnatéw. Moga to by¢ zar6wno inhibitory drob-
noczasteczkowe, jak i przeciwciala monoklonalne. W obu
przypadkach stosowane leki ukierunkowane sa na ha-
mowanie zdolnoSci przekazywania sygnatléw przez réz-
nego typu receptory o aktywnosci kinazy tyrozynowe;.

Jednym z podstawowych szlakéw przekazywania sygna-
tu jest szlak naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR,
endothelial growth facto receptorr) [2]. Rodzina recep-
toré6w EGFR zbudowana jest z 4 biatek EGFRI1, 2, 3
i 4 (inne nazwy dla tych receptoréw to: HER1, 2,31 4
lub ERB B1, 2, 3 i 4). Receptor, faczac si¢ z liganiem,
ulega dimeryzacji, a nastgpnie autofosforylacji. W wy-
niku dimeryzacji moga powsta¢ zaréwno homodimery,
jak i heterodimery. Receptory moze aktywowac kilka
r6znych ligandéw (EGE TGFg, HB-EGE amfireguli-
ny, hereguliny, neureguliny, betaceluliny) Moze wiec

powstac potezna sie¢ informacyjna napedzajaca proli-
feracje [2, 3].

Zahamowanie gtéwnego przekaznika sygnatu, jakim jest
EGFR, za pomocg leku celowanego moze jednak oka-
zac si¢ nieskuteczne, gdy dalsze elementy tego szlaku
nie dzialaja prawidlowo. W komorce prawidlowej sygnat
z EGFR jest przekazywany na jeden z trzech podstawo-
wych szlakow metabolicznych: szlak RAS/RAF/MAPK/
/ERG, szlak PI3K/AKT i szlak STAT. Sygnaly przebie-
gajace tymi drogami steruja takimi procesami, jak proli-
feracja, angiogeneza, apoptoza i przerzutowanie.
Szlak sterowany przez biatko K-RAS jest kluczowy dla
procesu proliferacji zwiazanego z przekaznictwem sy-
gnatu za poSrednictwem EGFR1 [4]. W procesie trans-
formacji gen kodujacy to biatko czgsto ulega mutacjom
punktowym. Zmiany te sa powodem utraty prawidto-
wej funkcji biatka RAS. Powoduja one zaburzenia funk-
cjonowania GTP-azowej aktywnosci bialka, co w kon-
sekwencji prowadzi do jego aktywacji i ciaglej stymu-
lacji efektoréw RAS. Mutacje w genie RAS obserwuje
si¢ najczeSciej w przypadku gruczolakoraka trzustki
(90%), raka tarczycy (50%), raka jelita grubego (40%),
raka ptuc (30%) oraz biataczki szpikowej (30%). Nie
stwierdzono obecnosci tych mutacji w wypadku raka
piersi, prostaty, przelyku czy nowotworu pecherzyka
z6tciowego. Wigkszos$¢ mutacji (ok. 90%) w genie RAS
dotyczy kodonéw 12 i 13. Znacznie rzadziej obserwuje
si¢ mutacje w kodonie 61 i innych. W przypadku jelita
grubego cze¢sto$¢ mutacji w kodonie 12 i 13 jest zblizo-
na (w kodonie 12 — 54%, w 13 — 42%). Istnieja takze
przypadki, w ktérych klon komérek nowotworowych
posiada mutacje w kodonie 12 i 13 jednocze$nie (4%).
W wigkszoSci innych nowotworéw, w ktorych stwier-
dza si¢ obecno$¢ mutacji w genie RAS, przewazaja klo-
ny komorek z mutacjami w kodonie 12. Mutacje RAS
sa zmianami monoallelicznymi powstajacymi we wcze-
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snych etapach karcynogenezy (wczesne i $rednioza-
awansowane gruczolaki) [5-9].

Rak jelita grubego jest druga pod wzgledem czgstosci
wystepowania przyczyna zgonu zaréwno w Unii Euro-
pejskiej, jak i w Stanach Zjednoczonych [10]. W ostat-
nich latach w leczeniu tej choroby osiagni¢to znaczacy
postep i dotyczyt on gtéwnie odpowiedniego doboru
i dawkowania klasycznych chemioterapeutykéw. Nie-
dawno jednak pojawily si¢ leki nowej generacji. Sa to
leki ukierunkowane na hamowanie EGFR1 — recepto-
ra sterujacego proliferacja nablonka jelita grubego. Tego
typu leki teoretycznie powinny zahamowaé lub w zna-
czacy sposob ograniczy¢ proliferacje komérek nowotwo-
rowych, czyli doprowadzi¢ do zahamowania wzrostu no-
wotworu. Jednak od pewnego czasu wiadomo, ze nie
wystepuje znaczaca korelacja migdzy poziomem ekspre-
sji EGFR1 a odpowiedzig na inhibitory aktywnosci tego
receptora. W kilku ostatnio opublikowanych pracach
[11-16] wykazano, ze mutacja w genie K-RAS znosi te-
rapeutyczny efekt leku nakierowanego na hamowanie
aktywnosci EGFR. Dzieje si¢ tak dlatego, ze mutacja
w genie RAS prowadzi do autoaktywacji kinazy RAS,
czyli do niewymagajacej sygnatu aktywacji proliferacji.
Taki efekt zaobserwowano w przypadku monoterapii pa-
nitumumabem u chorych na raka jelita grubego [12]. Po-
dobny efekt zaobserwowano w przypadku préb mono-
terapii z zastosowaniem cetuksymabu u chorych na raka
ptuca [17].

Celem tej pracy nie jest udowodnienie roli statusu genu
K-RAS jako wskaznika klinicznej skuteczno$ci przeciw-
ciata antyEGFR czy niskoczasteczkowego inhibitora
aktywnosci kinazujacej receptora, ale opracowanie
standardowej procedury oznaczania statusu tego genu
w materiale pochodzacym z blokéw parafinowych oraz
wskazanie trudnoSci technicznych i sposobéw ich po-
konania. Dodatkowym celem tej pracy jest ocena efek-
tywnosci oznaczania statusu K-RAS za pomoca réznych
technik. Ocenie poddano cztery rézne techniki ozna-
czania mutacji: badanie poliformizmu konformacyjne-
go jednoniciowego (SSCP, single strand conformation
polymorphism), techniki wysokoci$nieniowej chroma-
tografii cieczowej w warunkach denaturujacych
(DHPLC, denaturing high pressure liquid chromatogra-
phy), analizy dlugosci fragmentéw restrykcyjnych
(RFLP/PCR, restriction fragment lenght polymorphism)
i bezposrednie sekwencjonowanie.

Materiatly i metody

Dane o zespotach uczestniczgcych w procesie
walidacji

W przeprowadzonym tedcie uczestniczyly nastgpujace
osrodki: Zaktad Biologii Molekularnej (ZBM) i Zaktad

Patologii Molekularnej (ZPM) Centrum Onkologii
— Instytut w Warszawie, Zaktad Biologii Nowotworéw
Oddzialu Gliwickiego Centrum Onkologii — Instytut
(ZBN), Zaktad Klinicznej Biologii Molekularnej Uni-
wersytetu Medycznego w Bialymstoku (UMB), Kate-
dra Patomorfologii Collegium Medicum UJ z Krakowa
(KPCM) i Katedra i Zaktad Biologii i Genetyki Aka-
demii Medycznej w Gdafisku (AMG).

Izolacja DNA z bloczkow parafinowych

Cztery rozne oSrodki zajmujace si¢ leczeniem raka jeli-
ta grubego: Centrum Onkologii — Instytut w Warsza-
wie, Collegium Medicum w Krakowie, Akademia Me-
dyczna w Gdansku i Uniwersytet Medyczny w Biatym-
stoku dostarczyly do Zaktadu Patologii Centrum Onko-
logii po 10 bloczkéw parafinowych. Kazdy blok wstep-
nie analizowano w macierzystej jednostce i wybierano,
jesli zawieral minimum 70% utkania nowotworowego.
W Zaktadzie Patologii CO-I kazdy z bloczkéw powtor-
nie oceniat patolog (WPO). Nast¢pnie wybrano 20 blocz-
kéw, z ktérych po zaszyfrowaniu skrojono materiat do
izolacji DNA. Probéwkom zawierajacym skrojony ma-
teriat nadano numery 1-20 w sposéb przypadkowy. Je-
dynie patolog wybierajacy bloczki znat sposéb przypo-
rzadkowania numeru probéwki numerowi bloczka.

Procedure izolacji DNA wykonano w Zaktadzie Bio-
logii Molekularnej Centrum Onkologii — Instytutu
w Warszawie. DNA izolowano za pomoca zestawu Ma-
gneSil® Genomic, Fixed Tissue System (Promega). Trzy
skrawki o grubosci 18 mikronéw z kazdego bloczka
umieszczano w sterylnej probéwce Eppendorfa o po-
jemnosci 1,5 ml i zalewano buforem inkubacyjnym
w dawce 250 ul zawierajacym 0,1 mM DTT i 1,8 mg/ml
proteinazy K. Po energicznym wymieszaniu probki in-
kubowano przez noc w temperaturze 56°C w termo-
bloku z wytrzasaniem 1000 rpm. Nastepnie dodawano
500 ul buforu lizujacego i 20 ul kuleczek magnetycz-
nych (Resin) uprzednio energicznie wymieszanych. Po
5-minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej pro-
boéwki umieszczano w statywie magnetycznym (Dynal).
Ostroznie usuwano plyn znad kuleczek i dodawano
kolejna porcje (250 wl) buforu lizujacego. Powtarzano
oddzielanie kuleczek w statywie magnetycznym. Roz-
twor usuwano, a kuleczki przemywano, uzywajac 250 ul
buforu pluczacego. Jesli na §ciankach pozostawato duzo
parafiny, kuleczki przenoszono do nowej probéwki
Eppendorfa i omywano jeszcze 2-krotnie buforem ptu-
czacym. Za kazdym razem dokladnie usuwano caty roz-
twor. Po zakonczeniu procedury ptukania kuleczki su-
szono, pozostawiajgc otwartg probowke przez 15 mi-
nut w temperaturze pokojowej. Do kuleczek dodawa-
no 30 ul buforu elucyjnego i po energicznym wymie-
szaniu cato$¢ inkubowano przez 5 minut w temperatu-
rze 65°C. Nastepnie probowke wstawiano do statywu
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magnetycznego w celu oddzielenia kuleczek. Roztwor
zawierajacy uwolnione z kuleczek DNA przenoszono
do nowej sterylnej probéwki Eppendorfa. Czystosé
i stezenie otrzymywanych preparatéw DNA okre§lano
za pomoca spektrofotometru NanoDrop 1000.
Alternatywnie stosowano izolacje DNA z uzyciem ze-
stawu Sherlock (A&A Biotechnology). Izolacja za po-
mocg tego zestawu prowadzi do otrzymywania wigkszych
ilosci DNA o odpowiedniej czystoSci. Jednak uzycie ze-
stawu Sherlock wydhuza sama procedure ze wzgledu na
konieczno$¢ wezesdniejszego usunigcia parafiny.
Wszystkie zespoly uczestniczace w procesie walidacji
otrzymaly 0,5-1 ug kazdego z 20 analizowanych prepa-
ratow DNA.

Sekwencje starterow wykorzystywanych
w procesie okreslania statusu genu K-RAS

Sekwencje wszystkich uzytych w tej pracy starterow
przedstawiono w tabeli 1.

Oznaczanie mutacji K-RAS metodg PCR-RFLP

Zespoly: warszawski (ZBM) i biatostocki (UMB) do
identyfikacji mutacji K-RAS wykorzystaly zmodyfiko-
wana metode opisang przez Banerjee i wsp. [19]. Me-
toda ta pozwala na identyfikacje mutacji jedynie w ko-
donie 12. Opiera si¢ ona na 2-stopniowej reakcji poli-
merazy tancuchowej (PCR, polymerase chain reaction)
i trawieniu restrykcyjnym. Startery w pierwszej reak-
cji PCR zaprojektowano tak, aby stworzy¢ dwa miej-
sca restrykcyjne dla endonukleazy restrykcyjnej BstN1
w produkcie amplifikacji. Jedno obejmujace rejon ko-
donu 12 (GGT) i drugie w koficowym odcinku pro-
duktu PCR, bedace wewnetrzna kontrola reakcji tra-
wienia restrykcyjnego (ryc. 1). Mieszanina reakcyjna
w koficowej formie przy objetosci 25 ul zawierata:
1 x PCR bufor (Applied Biosystems), 200 uM kazde-
go z dNTP, 2 mM MgCl,, 200 nM startera F1, 300 nM
startera R1, 50 ng matrycowego DNA i 0,5 jednostki
polimerazy DNA AmpliTaq Gold (Applied Biosys-

Tabela 1. Sekwencje starteréw wykorzystywane w réznych laboratoriach

Table 1. The sequences of primers used in different laboratories

Osrodek Metoda Nazwa startera 5'- Sekwencja startera
ZBM , UMB PCR/RFLP F1 AGTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT
ZBM PCR/RFLP R1 TCAAAGAATGGTCCTGGACC
ZBM PCR/RFLP R2 CTCTATTGTTGGATCATATT
UMB PCR/RFLP R3 TGATGAAAATGGTCAGAGAA
AMG DHPLC F2 AAGGTACTGGTGGAGTATTTGATAGTG
AMG DHPLC R2 TCATGAAAATGGTCAGAGAAACC
KPCM SSCP F GACTGAATATAAACTTGTGG
KPCM SSCP R CTGTATCAAAGAATGGTCCT

ZPM SSCp SF1 AACCTTATGTGTGACATGTTC
ZPM SSCP SR1 TGTATCAAAGAATGGTCCTG
ZBM Sekwencjonowanie SF1 AACCTTATGTGTGACATGTTC
ZBM Sekwencjonowanie SR1 TGTATCAAAGAATGGTCCTG
ZBM Sekwencjonowanie SF2 GCCTGCTGAAAATGACTGAA
ZBM Sekwencjonowanie SR2 AGAATGGTCCTGCACCAGTAA

ZBM — Zaktad Biologii Molekularnej, Centrum Onkologii — Instytut w Warszawie; UBM — Zaktfad Klinicznej Biologii Molekularnej Uniwersytetu Me-
dycznego w Biatymstoku; AMG — Katedra i Zaktad Biologii i Genetyki Akademii Medycznej w Gdarsku; KPCM — Katedra Patomorfologii Collegium
Medicum UJ z Krakowa; ZPM — Zaktad Patologii Molekularnej, Centrum Onkologii — Instytut w Warszawie; PCR/RFLP (restriction fragment lenght
polymorphism) — analiza dtugosci fragmentdéw restrykcyjnych; DHPLC (denaturing high pressure liquid chromatography) — technika wysokocisnienio-
wej chromatografii cieczowej w warunkach denaturujacych; SSCP (single strand conformation polymorphism) — badanie poliformizmu konformacyj-

nego jednoniciowego
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Pierwszy PCR
Nietrawiony produkt | PCR (prawidtowy i zmutowany)

Bst N1 Bst N1
| |
—
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157 nukleotydow >
Trawiony produkt | PCR
Bst N1 BstN1
- '
Zmutowany o 143 nukleotydy ——
Bst N1 e
4
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Nietrawiony produkt | PCR
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Drugi PCR

114 nukleotydbw ———

(prawidtowy i zmutowany)
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| E—

<
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Trawiony produkt Il PCR

115 nukleotydow ——p

115 nukleotydow —— b

Bst N1
v
Zmutowany ‘ <
Bst N1
v
Prawidtowy

86 nukleotydow ——— |

Rycina 1. Schemat reakcji gniazdowego PCR/RFLP
Figure 1. Schematic depicting the nested PCR/RFLP method

tem). Warunki reakcji PCR byly nastepujace: tempe-
ratura 95°C przez 5 min, 40 cykli (94°C przez 30s, 56°C
przez 30, 72°C przez 30 s), 72°C, 7 min. Produkt PCR
poddano trawieniu za pomoca endonukleazy restryk-

cyjnej BstN1. W efekcie mieszanina reakcyjna przy
objetosci 20 ul zawierata: 1 X bufor dla BstN1, BSA
(100 pg/ml), 2,5 ul produktu PCR 15 jednostek BstN1.
Catos¢ inkubowano 3 godziny w temperaturze 60°C.
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Mieszaning po trawieniu (15 ul) poddano elektrofo-
rezie w 8-procentowym roztworze zelu poliakryloami-
dowego.

Pozostale po trawieniu 5 ul prébki rozcieficzano
10-krotnie. Jeden ul tak rozcieficzonej probki stosowa-
no jako matryce w drugim PCR. Mieszanina reakcyjna
w drugim PCR w koncowej formie przy objetosci 25 ul
zawierala: 1 X PCR bufor (Applied Biosystems),
200 uM kazdego z ANTP, 1,5 mM MgCl,, 200 nM star-
teréw F1 i R21 0,5 jednostki polimerazy DNA Ampli-
Taq Gold (Applied Biosystem). Warunki reakcji byly
nastepujace: 95°C przez 5 min, 25 cykli (94°C przez
30 s, 55°C przez 30 s, 72°C przez 30 s), 72°C przez
7 min. Po amplifikacji 5 ul produktu drugiego PCR tra-
wiono za pomoca 5 jednostek BstN1 w warunkach opi-
sanych wcze$niej i nastgpnie analizowano w 8-procen-
towym roztworze zelu poliakryloamidowego.

Aby dodatkowo zweryfikowa¢ wyniki cigcia restrykcyj-
nego po drugim PCR, prazek odpowiadajacy formie
zmutowanej wycinano z zelu, oczyszczano za pomoca
zestawu NucleoSpin Extract (Macherey-Nagel) i pod-
dano sekwencjonowaniu ze starterem R2.

Oznaczanie mutacji w K-RAS metodg SSCP

Zespot krakowski zastosowal procedurg oparta na me-
todzie opisanej przez Garcia-Rostan i wsp. [4]. Mie-
szanina reakcyjna zawierata 1 X bufor PCR GoldTaq
(Applied Biosystem), 200 uM dNTP, 1,5 mM MgCl,
200 nM starteréw R i E 0,2 jednostki polimerazy DNA
AmpliTaq Gold (Applied Biosystem) i 200 ng matry-
cowego DNA. Reakcje prowadzono w termocyklerze
typ T3 (Biometra). Warunki reakcji PCR byly nastepu-
jace: 95°C przez 7 min, 40 cykli (95°C przez 30 s, 55°C
przez 40, 72°C przez 30 s), 72°C przez 7 min. Produkty
PCR mieszano z formamidem w proporcji 1:1. Prébki
denaturowano przez 12 minut w temperaturze 95°C
i schtadzano na lodzie. Zespot krakowski do rozdzialu
uzywat zelu MDE firmy LONZA. Elektroforeze prze-
prowadzono w aparacie Protean II XI Cell (Bio-Rad
Laboratories) w buforze 1 x TBE. Stala temperature
zeli osiggnigto poprzez zastosowanie systemu chtodze-
nia MultiTemp III (Amersham Pharmacia Biotech).
Warunki elektroforezy byly nastepujace: state napie-
cie wynosito 170V, czas elektroforezy — 19 godzin, stata
temperatura — 19°C. Prazki DNA wizualizowano me-
todg srebrowa.

Zespot warszawski amplifikowal DNA w objetosci
12,5 ul w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej 1 X bu-
for Il do PCR, 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,2 uM
kazdego ze starteréw, 20-50 ng matrycy oraz 0,325 U
polimerazy AmpliTaq Gold. Warunki reakcji byly na-
stepujace: 95°C przez 10 min, a nastepnie 35 cykli obej-
mujacych: 30 s w temperaturze 94°C, 30 sw 52°Ci30 s
w 72°C. Reakcje koficzono przez 7-minutowg inkuba-

cje w temperaturze 72°C. Analiz¢ prowadzono przy
uzyciu zelu poliakrylamidowego (39:1) zawierajace-
go glicerol w stezeniu 10%. Produkt PCR (10 ul) mie-
szano z 10 ul roztworu zawierajacego 0,1 M NaOH
i 2 mM EDTA i denaturowano w temperaturze 50°C
w bloku grzejnym przez 15 minut. Probke uzupenia-
no formamidem w dawce 4 ul zmieszanym z barwni-
kiem, ktoéry naktadano na zel. Elektroforez¢ prowa-
dzono w buforze 1 X TBE przy napigciu 200 V, a po
uplywie pierwszej godziny — przy napigciu 110 V
przez 19 godzin. Prazki wizualizowano metoda sre-
browa z wykorzystaniem zestawu firmy Amersham.
Zel suszono miedzy dwoma warstwami folii za pomoca
zestawu Dryout firmy Kucharczyk.

Oznaczanie mutacji w K-RAS za pomocg
DHPLC

Zespot gdanski wykorzystal do oznaczania metode
wysokosprawnej denaturujacej chromatografii cieczo-
wej (DHPLC). Ta posrednia metoda wykrywania mu-
tacji punktowych polega na rozdziale hetero- i homo-
duplekséw. Rozdziat nast¢puje w kolumnie chroma-
tograficznej, w warunkach czg$ciowej denaturacji,
z zastosowaniem gradientu buforéw zawierajacych
TEAA oraz acetonitryl, w optymalnej, dobranej em-
pirycznie temperaturze rozdzialu. Zamplifikowane
technika PCR fragmenty denaturuje si¢ w tempera-
turze 95°C, a nastgpnie powoli renaturuje w celu uzy-
skania hetero- i homoduplekséw. Heterodupleksy
posiadaja mniejsze powinowactwo do ztoza kolumny,
dlatego szybciej niz homodupleksy ulegaja elucji
z kolumny chromatograficznej. Detekcja fragmentéw
zachodzi za pomoca spektrometru UV-VIS. Czutos¢
wykrywania mutacji punktowych za pomocg DHPLC
przy optymalnie ustawionej temperaturze rozdzialu
okresla si¢ na 95-99%.

Produkt PCR rozdzielano, stosujac DHPLC w tempe-
raturze 60°C (WAVE System 3500 z oprogramowaniem
Navigator Software, TRANSGENOMIC®). Fragmen-
ty o odmiennym profilu elucji poddawano nastepnie
sekwencjonowaniu bezposredniemu za pomoca sekwe-
natora automatycznego Genetic Analyzer ABI 310
wraz z odpowiednim oprogramowaniem (Applied Bio-
system), a elektroforogramy analizowano przy wyko-
rzystaniu oprogramowania Sequencher (Gene Codes
Corporation), stosujac jako wzorcowa sekwencje
ENSP00000256078 (www.ensembl.org).

Bezposrednie sekwencjonowanie

Do sekwencjonowania wykorzystano startery SF1
i SR1 (tab. 1). Mieszanina reakcyjna (25 ul) zawiera-
ta: 1 x bufor PCR, 200 uM kazdego dNTP, 2 uM
MgCl,, 0,4 uM starterow SF1 i SR1, 50-100 ng matry-
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cowego DNA oraz 0,5 jednostki polimerazy Ampli-
Taq Gold (Applied Biosystems). Reakcje przeprowa-
dzano w termocyklerze GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems). Warunki reakcji byly nastepu-
jace: 95°C przez 5 min, 40 cykli (94°C przez 30 s, 56°C
przez 30's, 72°C przez 30 s), 72°C przez 7 min. Pro-
dukty reakcji PCR rozdzielano w 2-procentowym roz-
tworze zelu agarozowego w buforze TBE przy napie-
ciu 5 V/em (60-80 V).

W przypadku trudnosci z otrzymaniem produktu z wy-
Zej wymienionymi starterami stosowano drugg parg
starterow (SF2, SR2) dajaca krotszy produkt amplifi-
kacji drugiego eksonu. Sktad mieszaniny oraz warunki
reakcji byly takie same jak opisane powyze;j.

Produkt PCR oczyszczano na kolumnach Montage
PCR Filter Units (Millipore). Stezenie produktu ozna-
czano spektrofotometrycznie. Dziesi¢¢ ng produktu
PCR znakowano przy uzyciu zestawu BigDye® Termi-
nator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosys-
tems) wedlug zalecen producenta. Warunki reakcji
byly nastepujace: 95°C przez 2 min, 25 cykli (96°C
przez 10 s, 55°C przez 5 s, 60°C przez 4 min). Produkt
reakcji wytracano etanolem, ptukano w 70-procento-
wym roztworze etanolu, suszono w speedvacu i zawie-
szano w formamidzie. Sekwencjonowanie prowadzo-
no w aparacie Abi Prism 3100 Genetic Analyzer (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA, Stany Zjednoczo-
ne).

Wyniki

Analizie poddano status mutacji genu K-RAS w 20
réznych preparatach DNA wyizolowanych z blocz-
kéw parafinowych chorych na raka jelita grubego.
Analizowano jedynie obecno$¢ mutacji w kodonach
12 i1 13 DNA izolowano za pomocg zestawu Magne-
Sil® Genomic, Fixed Tissue System (Promega).
Otrzymane preparaty DNA cechowal duzy stopien
czystoSci. WartoS¢ A, /A, we wszystkich przypad-
kach byta wyzsza niz 1,75. Stezenie otrzymanych pre-
paratow wynosito 40-120 ng/ul. Wszystkie preparaty
przed rozestaniem do zespoldéw testujacych podda-
no wstepnie amplifikacji ze starterami F1 i R1. We
wszystkich przypadkach, stosujac polimeraze¢ DNA
AmpliTaq Gold (Applied Biosystem), uzyskano pro-
dukty amplifikacji. Zespotom testujacym pozostawio-
no swobode w zakresie wyboru metody oznaczania
statusu genu K-RAS. Wszystkie 20 preparatow DNA
poddano bezposredniemu sekwencjonowaniu nici
sensownej i antysensownej w Zaktadzie Biologii Mo-
lekularnej Centrum Onkologii w celu ustalenia wzor-
ca statusu genu K-RAS. Sposrdd 20 analizowanych
preparatéw DNA w 12 nie wykryto mutacji w kodo-
nach 12/13. Mutacje w kodonie 12 wykryto w 4 przy-

padkach (prébki nr 5, 6, 14 i 18). W czterech przy-
padkach obserwowano mutacj¢ w kodonie 13 (prob-
kinr1,4,819). W przypadku sekwencjonowania, na
8 probek, w ktérych znaleziono mutacje, w 5 obser-
wowano duze tto bedace wynikiem obecnosci dru-
giego niezmutowanego allelu i/lub komérek bez mu-
tacji. Niskie tto obserwowano jedynie w probkach nr
6, 14 i 18. Wyniki przedstawiono w tabeli 2.

Metoda PCR/RFLP

Dwa zespoly: warszawski (ZBM) i biatostocki (UMB)
postugiwatly si¢ technika PCR/RFLP. Metoda ta po-
zwala na wykrycie mutacji jedynie w kodonie 12.
W obu przypadkach uzyto tego samego enzymu (Bst-
NI). Zesp6t ZBM stosowat dwuetapowy PCR, ze star-
terami F1 i R1 w pierwszym etapie i starterami F1
i R2 w drugim etapie, podczas gdy zesp6t UMB sto-
sowat jednoetapowy PCR, a do amplifikacji uzyt star-
terow F1 i R3. Zespot warszawski (ZBM) wykryl mu-
tacje w 10 przypadkach (nr 1, 3, 4, 5, 6, 9, 10, 14, 18,
20), w5 (nr 1,5, 6, 14 i 18), uzyskujac wynik pozytyw-
ny juz po pierwszym PCR, natomiast w pozostatych 5
przypadkach (nr 3, 4, 9, 10 i 20) dopiero po kolejnym
zastosowaniu PCR (ryc. 2). Dodatkowo sekwencjono-
wanie produktu cigcia restrykcyjnego po kolejnym
PCR pozwolilo na potwierdzenie obecnosci niewiel-
kiego klonu komérek nowotworowych zawierajacych
mutacje w genie K-RAS w kodonie 12 (prébka nr 1)
oraz klonu zawierajacego mutacj¢ w kodonie 12 i 13
réwnocze$nie (probka nr 4). W trzech prébkach
(nr 3, 10 i 20), w ktérych bezposrednie sekwencjono-
wanie nie wykazalo obecnosci mutacji, po drugim eta-
pie amplifikacji i cigciu restrykcyjnym obserwowano
bardzo staby prazek wskazujacy na obecno$¢ niewiel-
kich ilosci komoérek z mutacjag w kodonie 12. Sekwen-
cjonowanie produktu cigcia restrykcyjnego wyizolo-
wanego z zelu ujawnito bardzo niska zawartos¢ klonu
z mutacjg w kodonie 12 (prébki nr 3 i 10 — G12V
i probka nr 20 — G12D).

Grupie biatostockiej nie udato si¢ uzyskac¢ amplifikacji
3 sposérdd 20 preparatow DNA (probki nr 5, 7 i 13).
Z pozostalych 17 prébek DNA mutacje w kodonie 12
znaleziono w 3 przypadkach (probki nr 6, 141 18). Gru-
pa biatostocka nie obserwowata mutacji po jednostop-
niowym PCR w prébce nr 1. Wyniki uzyskane przez
zespot biatostocki, ktory stosowat jednostopniowy PCR,
byly zblizone do uzyskanych przez zesp6t warszawski
(ZBM) przy jednostopniowym PCR.

Metoda SSCP

Dwa zespoty: warszawski (ZPM) i krakowski
(KPCM) wykorzystaty metode SSCP do oznaczania
statusu mutacji w genie K-RAS. Zastosowana meto-
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Tabela 2. Zestawienie wynikéw walidacji

Table 2. Summary of validation results

Nr Bezposrednie Gniazdowy PCR/RFLP? SSCP3 SSCP* DHPLC Bezposrednie  Podsumo-
prébki  sekwen- PCR/RFLP' + bezposrednie sekwen- wanie
cjonowanie sekwen- cjonowanie®
(wzorzec)' cjonowanie®
1 p. G13D + - + + p. G13D p. G13D +
p.G12S
2 WT - - - - WT WT -
3 WT (+) - - - WT Brak wyniku -
p. G12V
4 p. G13D (+) - + + p. G13D p. G13D +
p. G12S
p. G13D
5 p. G12V + Brak wyniku - + p. G12V WT +
p. G12D
p. G12V
6 p. G12V + + + + p. G12V p. G12V +
p. G12V
7 WT + Brak wyniku - - WT - -
p. G12V
8 p. G13D - - + + p. G13D p. G13D +
9 p. G13D (+) - + - p. G13D p. G13D +
p. G12D
10 WT (+) - - - WT Brak wyniku -
p. G12V
11 WT - - - - WT WT -
12 WT - - - - WT WT -
13 WT - Brak wyniku - - WT WT -
14 p. G12D + + + + p. G12D p. G12D +
p. G12D
15 WT - - - - WT WT -
16 WT - - - - WT WT -
17 WT - - - - WT WT -
18 p. G12A + + + + p. G12A +
p. G12A
19 WT - - - - WT WT -
20 WT (+)
p. G12D - - - WT WT -
WT — brak mutacji; + — obecnosé¢ mutacji; (+) — mutacja ujawniona dopiero po drugim PCR; — — brak mutacji; 'Zakfad Biologii Molekularnej,
Centrum Onkologii — Instytut w Warszawie; ?Zaktad Klinicznej Biologii Molekularnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku; 3Zaktad Patologii
Molekularnej, Centrum Onkologii — Instytut w Warszawie; “Katedra Patomorfologii Collegium Medicum U) w Krakowie; °Katedra i Zaktad Biologii

i Genetyki Akademii Medycznej w Gdansku; 6Zaktad Biologii Nowotworéw Centrum Onkologii — Instytut w Gliwicach; PCR/RFLP (restriction fragment
lenght polymorphism) — analiza dtugosci fragmentéw restrykcyjnych; DHPLC (denaturing high pressure liquid chromatography) — wysokocisnienio-
wa chromatografia cieczowa w warunkach denaturujacych
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Rycina 2. Analiza prébek oznaczanych metoda PCR/RFLP. Obraz trawienia restrykcyjnego endonukleaza restrykcyjna
Bst NI probek od 11 do 20 po pierwszym PCR i drugim PCR. Brak trawienia (gérny prazek) obrazuje mutacje
w kodonie 12. Widoczna zmiana mutacyjna w prébce nr 14, 18 oraz obecnos¢ niewielkiego klonu komérek z mutacjg
w kodonie 12. w prébce nr 20. Flurogramy sg wynikiem sekwencjonowania prazka wycietego z zelu wskazujacego
na mutacje (prébki nr 14, 18, 20). WT — postac prawidtowa; R — ni¢ antysens; pz. — pary zasad; 50 pz. i 100 pz.
— wskazniki wielkosci

Figure 2. Analysis of samples determined with PCR/RFLP method. Gel elecrophoresis of samples no.11 to no.20 digested
with restriction endonuclease BstNI after first PCR and second PCR. No digestion (upper band) indicates mutation in codon 12.
Visible mutation — samples no.14 and 18; minor clone with mutation in codon 12 — sample no. 20. Fluorograms are the
results of sequencing of the band isolated from the gel indicating mutation (samples no. 14, no. 18, no. 20). WT — wild

type; R — antisense strand, pz — base pairs; 50 pz and 100 pz — molecular size markers

da pozwala na rozpoznanie mutacji zaré6wno w ko-
donie 12 jak, i 13. Oba zespoty wykryly obecnos¢
mutacji w 7 preparatach DNA (préobkinr 1,4, 6, 8, 9,
141 18) (ryc. 3).

Metoda DHPLC

W badaniach prowadzonych przez zesp6t gdanski,
ktéry jako jedyny dysponowat zautomatyzowanym
aparatem do wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej, wykazano obecno$¢ mutacji w kodonie 12 w préb-
kach nr 5, 6, 141 18, a w kodonie 13 w prébkach nr 1,
4,819 (ryc. 4).

Sekwencjonowanie

W ramach walidacji bezposrednie sekwencjonowanie
wszystkich 20 probek DNA wykonaly jeszcze 3 zespo-
ly: warszawski (ZBM), gliwicki (ZBN) i gdanski
(AMG). Zespotowi gliwickiemu nie udato si¢ zampli-
fikowac probek nr 3 i 10 oraz wykaza¢ mutacji w kodo-
nie 12 w prébee nr 5. W pozostalych probkach zespot
gliwicki wykazal obecno$¢ mutacji w 7 przypadkach,
w tym — w kodonie 12 w prébkach nr 6, 14 i 18,
aw kodonie 13 w prébkach nr 1, 4, 8, 9. Wyniki uzyska-
ne przez zesp6t gdanski byly zgodne z wynikami wzor-
ca otrzymanymi w ZBM (ryc. 5).
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Rycina 3. Przyktadowy wynik reakcji SSCP. Widoczne
zmiany w uktadzie prazkéw w stosunku do kontroli
w prébce nr 14 i 18. K— kontrola bez mutacji; (+) — mu
tacja; (-) — brak mutagji

Figure 3. An example of the result of a SSCP assay. Visible
changes in bands pattern in samples 14 and 18 compared
to the control. K— control without mutation; (+) — muta-
tion; (-) — no mutation

Dyskusja

W piSmiennictwie pojawia si¢ coraz wiecej doniesief
o skutecznosci leczenia chorych na raka jelita grubego
z wykorzystaniem panitumumabu jedynie w grupie pa-
cjentéw bez mutacji w genie K-RAS [12, 13]. W zwiaz-
ku z tym przed przystapieniem do leczenia z zastoso-
waniem tego preparatu koniecznie nalezy zbadac sta-
tus genu K-RAS. Autorzy niniejszej pracy podjeli pro-
be sprawdzenia, czy oSrodki, w ktérych odbywa sig¢ le-
czenie chorych na raka jelita grubego, sa w stanie wy-
konywac rutynowe oznaczenia statusu mutacji w tym
genie dla celéw diagnostycznych.

W procesie walidacji uczestniczyto 6 zespotéw z 5 roz-
nych os§rodkéw w kraju (Warszawe reprezentowaly
dwa oSrodki). W sumie do wykrywania mutacji wyko-
rzystano cztery rézne metody: PCR/RFLP, SSCP,
DHPLC i sekwencjonowanie. Metoda PCR/RFLP
pozwalata na wykrycie mutacji jedynie w kodonie 12.
Pozostate trzy metody wykrywaly mutacje zaréwno
w kodonie 12, jak i 13.

Wzorzec statusu mutacji we wszystkich 20 preparatach
DNA opracowano w Zaktadzie Biologii Molekularnej
Centrum Onkologii — Instytucie (tab. 2). Do oznacze-
nia obecnosci mutacji wykorzystano 2 niezalezne me-
tody: metode PCR/RFLP i sekwencjonowanie obu nici.
Pozwolito to na ustalenie, iz 8 sposrdd 20 preparatéw
DNA zawiera mutacje w genie K-RAS. Mutacje w ko-
donie 12 odnotowano w czterech prébkach (nr 5, 6, 14
i18), a mutacje w kodonie 13 réwniez w czterech prob-
kach (nr 1, 4, 8, 9). Ponadto w prébce nr 1 obserwowa-
no obecno$¢ niewielkiego klonu komérek zawieraja-
cych mutacje w kodonie 12. Klon ten byt na tyle maty,

A -
Probka nr 2
; 10—t .........................................
E : : :
Probka nr 18
0 1 2 3 4 5
Czas
B
A G C T G G T G G C @G
AG C T G G T G G C @G
A G C T G G T G G C @G
AG C T G GCT G G C G

Rycina 4. Przyktadowy elektroforogram uzyskany metoda
DHPLC. A. Profil elucji dla prébki nr 2 (brak mutacji) oraz
prébki nr 18 [mutacja w kodonie 12 K-RAS: (p.G12A)].
B. Przyktadowy elektroforogram uzyskany metodg DHPLC.
Fluorogram sekwencji obszaru 12 i 13 kodonu genu
K-RAS, strzatka zaznaczono zmiane w kodonie 12. Gérny
wiersz — sekwencja prawidtowa, dolny wiersz — se-
kwencja badana. Widoczna mutacja w postaci dodatko-
wego piku — kolor niebieski

Figure 4. An example of an electrophorogram obtained with
DHPLC. A. Elution profile for sample no. 2 (wild type) and
sample no. 18 [mutation in codon 12 K-RAS: (p.G12A)].
B. Fluorogram of sequence in the region of codon 12 and 13
of K-RAS, arrow depicts change in codon 12

ze bezposrednie sekwencjonowanie nie pozwalato na
potwierdzenie jego obecnosci.

Wszystkie testujace zespoly bez problemu wykryly je-
dynie mutacje w probkach: nr 6 (G12V), 14 (G12D)
i 18 (G12A). Najtrudniej byto wykry¢ mutacje w prob-
ce nr 5. Zespotowi bialostockiemu nie powiodta si¢ am-
plifikacja tego DNA, a zespo6t gliwicki pomimo skutecz-
nej amplifikacji nie wykazal mutacji w tej prébce. Ze-
spot warszawski stosujacy technike gniazdowego PCR/
/RFLP wykazat obecno$¢ niewielkich ilosci komodrek
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Ni¢ sens /\N E .

N

Nr 6
p-G12V
[GGT/GTT]
[Gly/Val]

Nr 14 Nr 9
p.G12D p-G13D
[GGT/GAT] [GGC/GAC]
[Gly/Asp] [Gly/Asp]

Ni¢
antysens

Rycina 5. Bezposrednie sekwencjonowanie nici sens i antysens. Przyktadowy fluorogram przedstawiajagcy mutacje

w kodonie 12 i 13 genu K-RAS. WT — postac prawidiowa

Figure 5. Direct sequencing of a sense and antisense strand. An example of a fluorogram of mutation in codon 12 and 13

K-RAS. WT — wild type

zawierajacych mutacje w kodonie 12 w kilku dodatko-
wych prébkach (nr 1, 3,4, 5, 9, 10, 20). Obecno$¢ muta-
cji w tych probkach ujawniono dopiero po zastosowa-
niu drugiego etapu PCR i ponownym trawieniu restryk-
cyjnym. Na podstawie tych danych mozna wnioskowac,
ze w co najmniej kilku przypadkach istnieja niewielkie
populacje komoérek ze zmutowanym kodonem 12
w populacji komérek bez mutacji lub z mutacjg w in-
nym kodonie. Wielkos¢ frakcji komérek z mutacja jest
jednak zbyt mala, aby ich obecno$¢ mozna bylo wyka-
za¢ mniej czulymi metodami, takimi jak SSCP, DHPLC
czy bezposrednie sekwencjonowanie. Metoda gniazdo-
wego PCR/RFLP okazata si¢ wigc najbardziej czula ze
wszystkich zastosowanych technik. Dodatkowo obec-
nos$¢ komoérek ze zmianami w kodonie 12 potwierdzo-
no poprzez sekwencjonowanie produktu wycigtego
z zelu (ryc. 2).

Ponadto w prébkach nr 4 i 5 wykazano obecno$¢ dwoch
populacji zmutowanych komoérek. W prébee nr 5, poza
klonem (zawierajacym mutacje G12V) zidentyfikowa-
nym za pomocg innych metod, wykryto klon z mutacja
G12D. Natomiast w przypadku prébki nr 4, gdzie do-

minowat klon komérek G13D, zidentyfikowano réw-
niez komorki z jednoczesng mutacja w kodonie 121 13
(G12S i G13D). Wykrycie mutacji w kodonie 13 z za-
stosowaniem wykorzystanej w tej pracy metody PCR/
/RFLP jest mozliwe jedynie wtedy, gdy wystepuje ona
réwnocze$nie z mutacja w kodonie 12. Obecnos¢ klo-
néw zawierajacych dwie mutacje wykazano réwniez
w innych pracach [5]. Obecno$¢ dwoch klonéw potwier-
dzono przez sekwencjonowanie prazka po drugim tra-
wieniu restrykcyjnym. Na podstawie zebranych danych
nie mozna wykluczy¢, ze w preparacie, z ktérego izolo-
wano DNA, obecne sa dwa klony: jeden z mutacja
w kodonie 13, a drugi z mutacjg w kodonach 12 i 13.

Na podstawie powyzszych danych mozna wnioskowac,
ze zastosowanie gniazdowego PCR/RFLP w rutynowej
diagnostyce stanowi utrudnienie i przysparza proble-
méw z interpretacja wyniku. Tak duza czuto$¢ moze pro-
wadzi¢ do wykrywania niewielkich populacji komdrek
z mutacja w guzie sktadajacym si¢ gléwnie z komoérek
bez mutacji. W takim przypadku nie nalezy pozbawiac
pacjenta dodatkowej mozliwosci leczenia. Podsumowu-
jac, w przypadku metody gniazdowego PCR/RFLP naj-
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bardziej poprawne wydaje si¢ stosowanie 1-etapowe-
go jej wariantu. Natomiast ze wzgledu na obecno$¢
znacznego odsetka mutacji w kodonie 13 w wypadku
raka jelita grubego sposéb ten powinien by¢ uzupet-
niony o dowolna inna metode¢ wykrywajaca mutacje
w obu eksonach. Autorzy niniejszej pracy zalecaja jako
optymalne rozwigzanie dodanie metody sekwencjono-
wania do metody PCR/RFLP.

Zespoly stosujace SSCP w oznaczaniu mutacji w genie
K-RAS potwierdzily, ze metoda ta moze by¢ wykorzy-
stywana do badania przesiewowego, ale trzeba pamie-
ta¢, ze cechuje ja ograniczona czuto$¢. Oba zespoly:
warszawski (ZPM) i krakowski (KPCM) wykryly 7 spo-
§rod 8 zmian. Znacznie bardziej precyzyjna okazata si¢
metoda DHPLC. Stosujacy te technike zesp6t gdanski
wykryt wszystkie 8 mutacji. Dodatkowo miejsce zmia-
ny zweryfikowano poprzez sekwencjonowanie produk-
tu rozdziatu.

Reakcja bezposSredniego sekwencjonowania jest tech-
nika najlepiej obrazujaca wystgpowanie zmian w 12
i 13 kodonie genu K-RAS i umozliwiajaca doktadne opi-
sanie zmiany z uwzglednieniem nukleotydowego wa-
riantu mutacji. Nalezy jednak uwzglednic fakt, ze pro-
dukty uzyskane po amplifikacji materiatlu wyizolowa-
nego z parafiny przeznaczone do sekwencjonowania nie
powinny przekracza¢ 200 pz. Jest to istotne, gdyz ja-
ko$¢ preparatéw parfinowych, na ktéra laboratorium
diagnostyczne nie ma wplywu, moze by¢ bardzo niska.
Objawia si¢ to brakiem amplifikacji lub brakiem moz-
liwosci przeanalizowania wyniku sekwencjonowania ze
wzgledu na bardzo wysokie, niespecyficzne tlo (beda-
ce wynikiem degradacji DNA). Ponadto nalezy pamie-
taé, ze klony komoérek z mutacjami w 12 i 13 kodonie
moga wystepowacé w matej iloSci, co objawia si¢ obec-
noscia niewielkich pikéw na fluorografie sekwencji sta-
bo wyrdzniajacych si¢ z tla (sygnal z komérek z mu-
tacja jest zdominowany przez sygnal z komérek nowo-
tworowych bez mutacji lub komérek zdrowej tkanki
obecnych w preparacie) (ryc. 5). Dlatego sekwencjo-
nowanie obu nici sensownej i antysensownej wydaje si¢
najwlasciwsze w przypadkach, gdy klon zawierajacy
mutacje wystepuje w niewielkiej iloSci.

Reakcja bezposredniego sekwencjonowania nie jest tak
czula jak technika gniazdowego PCR/RFLP. Jednak ze
wzgledéw opisanych powyzej (idealne obrazowanie
molekularne, ryzyko zbyt duzej czutosci) jest technika
dobrze nadajaca si¢ do oznaczania mutacji w K-RAS.

Podsumowanie

Wszystkie jednostki uczestniczace w procesie walidacji
w koncowym efekcie w sposdb prawidlowy oznaczyly sta-
tus genu K-RAS we wszystkich 20 preparatach DNA.
W praktyce oznacza to, ze s3 one odpowiednio przygo-

towane do tego, aby podja¢ dzialalno$¢ diagnostyczna
w zakresie oznaczania statusu genu K-RAS. Proces wa-
lidacji ujawnit jednak potrzebe uwiarygodniania sto-
sowanych w diagnostyce molekularnej procedur. Oka-
zalo si¢, ze nawet jezeli w badaniach naukowych po-
wszechnie wykorzystuje si¢ metody molekularne, to
stosowane procedury nie s3 na tyle ujednolicone, aby
mozliwe bylo ich wykorzystanie w rutynowej diagno-
styce klinicznej. Wynikiem przeprowadzonego proce-
su walidacji sg nastepujace zalecenia dla laboratoriow
diagnostycznych:

— material do izolacji DNA powinien zawiera¢ nie
mniej niz 70% utkania nowotworowego. W przy-
padku izolacji materiatu z bloczkéw parafinowych
patolog powinien oceni¢ preparat, zanim jego
skrawki przekaze si¢ do izolacji (w celu uzyskania
jak najlepszego preparatu do analizy optymalne jest
uzycie mikrodyssektora, jednak koszt aparatu i jego
dostepnos$¢ uniemozliwia zalecenie takiej metody.
Inna metoda jest wydtubywanie materiatu z blocz-
ku parafinowego. Poniewaz jest to niszczenie ma-
terialu biologicznego, réwniez nie moze by¢ przy-
jete jako zalecana procedura);

— powinno si¢ ujednolici¢ procedury izolacji DNA ze
skrawkéw parafinowych. W tym celu zaleca si¢ sko-
rzystanie z gotowego zestawu do izolacji DNA ze
skrawkéw parafinowych;

— w przypadku braku jednoznacznego wyniku,
uwzgledniajac czulo$¢ i precyzje stosowanych me-
tod, powinno si¢ wykorzysta¢ dwie metody ozna-
czania mutacji. Stosujac zasady dobrej praktyki la-
boratoryjnej, zaleca si¢, aby jednego z wykonywa-
nych oznaczefi dokonywano przy wykorzystaniu
metody sekwencjonowania bezpos$redniego przynaj-
mniej z jednej nici — oprdécz metody PCR/RFLP,
SSCP lub DHPLC.
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