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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Erkennen von Mutationen in Gewebe- und Stuhlproben durch
PCR-Amplifikation unter Verwendung von spezifischen Oligoprimern und eine Ausstattung, um das Verfahren
durchzufihren.

[0002] Eine zunehmende Menge an Beweisen lalt darauf schlieRen, dall somatische Mutationen kausal fur
die Herbeifiihrung von menschlichen Krebskrankheiten bedeutend sind. Diese somatischen Mutationen kén-
nen sich in den Genomen von bislang normalen Zellen ansammeln, von denen manche dann die Phanotypen
zeigen kénnen, die mit bésartigem Wachstum assoziiert sind. Solche onkogenen Mutationen kénnen eine An-
zahl von verschiedenen Arten von Veranderungen in der DNS-Struktur umfassen, einschlief3lich Zerstérungen,
Translokationen und Anderungen von einzelnen Nukleotiden. Letztere, auch als Punktmutationen bekannt,
koénnen bei der Karzinogenese haufig insofern eingreifen, als eine Vielfalt von mutagenen Chemikalien solche
Mutationen hervorrufen. Zusatzlich kdbnnen solche Mutationen spontan als Ergebnis von Fehlern bei der
DNS-Replikation auftreten.

[0003] Fortschritte in der rekombinanten DNS-Technologie haben zur Entdeckung von normalen zellularen
Genen (Protoonkogenen und Tumorsuppressorgenen) gefuhrt, die Wachstum, Entwicklung und Differenzie-
rung steuern. Unter bestimmten Umstanden wird die Regulierung dieser Gene verandert, und sie bewirken,
dafl normale Zellen neoplastisches Wachstumsverhalten annehmen. Es gibt bisher tiber 100 bekannte Pro-
toonkogene und Suppressorgene, die abhangig von ihren funktionalen Merkmalen in verschiedene Kategorien
fallen. Diese umfassen (1) Wachstumsfaktoren und Wachstumsfaktorrezeptoren, (2) Boten der intrazellularen
SignalUbertragungswege, zum Beispiel zwischen dem Zytoplasma und dem Nukleus, und (3) regulierende
Proteine, die Genexpression und DNS-Replikation beeinflussen.

[0004] Punktmutationen sind direkt mit der Verursachung von vielen menschlichen Tumoren in Verbindung
gebracht worden. Manche Tumoren tragen Onkogene der ras-Genfamile, die sich von ihren normalen zellula-
ren Gegenstick-Protoonkogenen durch die Anwesenheit einer Punktmutation an einer von einer begrenzten
Anzahl Stellen in diesen Genen unterscheiden.

[0005] Auf ahnliche Weise werden Punktmutationen in kritischen Bereichen der Tumorsuppressorgene, wie
z. B. p53, oft in Tumorzellen erkannt. Diese Mutationen reprasentieren qualitative Anderungen im Tumorzell-
genom, die diese Zellen von normalen Zellen unterscheiden und fir eine Grundlage fir die Diagnose des ge-
netischen Ursprungs eines der Untersuchung unterzogenen Tumors sorgen. Die Identifizierung der Mutatio-
nen, die aktive Onkogene erzeugt haben, kann fur wichtige diagnostische und prognostische Hinweise fir die
Tumorentwicklung sorgen. Zum Beispiel wurde gefunden, dal} eine Anzahl Mutationen den 12. Kodon der
ras-Onkogene verandert, wodurch das Ersetzen eines normalerweise vorhanden Glycins durch ein beliebiges
aus einer Anzahl alternativer Aminosaurereste bewirkt wird. Solche Aminosauresubstitutionen erzeugen ein
starkes transformierendes Allel. Daher kann das Vorhandensein einer bestimmten Nukleotidsubstitution ein
starker bestimmender Faktor fur das Verhalten der Tumorzelle sein (z. B. seine Wachstumsrate, Invasivitat
etc.). Als Ergebnis sind DNS-Proben von onkogenen Mutationen als diagnostische Reagentien in der klini-
schen Onkologie vielversprechend.

[0006] Unter den verschiedenen Arten von Neoplasmen ist eine Anzahl von denen, die im gastrointestinalen
Trakt gefunden werden, mit onkogenen Mutationen assoziiert. Diese Assoziation ist insbesondere fiir Pankre-
as- und kolorektalen Krebs bedeutsam. Kolorektaler Krebs ist mit tber 700 000 fir 1996 neu erwarteten Fallen
die dritthaufigste Malignitat auf der Welt. Allein in den Vereinigten Staaten werden im gleichen Jahr mehr als
70 000 Menschen an koloraktalem Krebs sterben. Wahrend Patienten mit fortgeschrittener Krankheit eine sehr
schlechte Prognose haben, kénnen kolorektale Tumoren, die in einem Stadium vor der Metastase diagnosti-
ziert werden, Ublicherweise durch operative oder koloskopische Entfernung geheilt werden. Ein Verfahren zur
Erkennung von operativ resektablen Tumoren kdnnte daher die Todesfalle aufgrund dieser Krankheit bedeu-
tend verringern (Winawer et al., J. National Cancer Institute, 83: 243, 1991).

[0007] Ein Verfahren, um Saugetier-Nukleinsaure in Stuhl zu erkennen, ist aus W093/20235 bekannt (Vo-
gelstein, B. & Kinzler, K.). Dieses Verfahren umfalit die Reinigung von Kot und zwei verschiedene Verfahren
zur Amplifikation von mutierten ras-Genen. Verfahren 1 basiert auf der PCR-Amplifikation von Ki-ras und nach-
folgendem Klonen der amplifizierten Ki-ras in einen bakteriellen Phagen, Anlegen einer Kultur des Phagen und
Plaquehybridisieren mit Oligonuklerotidproben, die fur die einzelnen Mutationen in Ki-ras spezifisch sind. Ver-
fahren 2 basiert auf PCR-Amplifikation, gefolgt von Gelelektrophorese des PCR-Produkts, Hybridisierung des
Produkts zum Nylonfilter und allelspezifische Hybridisierung mit isotopenmarkierten Testern, spezifisch fur jede
Mutation. Beide Verfahren sind empfindlich und spezifisch. Leider sind die Verfahren sowohl langwierig als
auch arbeitsintensiv, weil alle Mutationen in Ki-ras nicht durch ein Verfahren erkannt werden. Es sind bereits
mehr als 10 Mutationen von Ki-ras in Exon | beschrieben. Die obigen Verfahren verwenden Genproben, die fur
jede dieser Mutationen spezifisch sind. Wenn eine Stuhlprobe Gberprift/gescreent werden soll und es vorher
nicht bekannt ist, welche Mutation vorhanden ist, mul} in jeder Probe eine groRe Zahl verschiedener Son-
den/Tester verwendet werden, und zusatzlich mul} jeder Tester istopenmarkiert werden.
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[0008] PCR-Amplifikation von DNS aus Stuhl ist auch von Smith-Ravin et al. bekannt (Gut, 35, 81-86,
(1995)). In diesem Verfahren werden 10-50 g Stuhl verwendet, und es wurde DNS extrahiert, dann wurde ge-
reinigte DNS unter Verwendung von mitochondrischen Primern amplifiziert und unter Verwendung eines allel-
spezifischen Fehlpaarungs(Mismatch)verfahrens auf ras-Mutationen analysiert. Die Gesamterkennungsrate
war 9 von 22, das Verfahren verwendete grof3e Mengen Stuhl und war nicht zum Screening geeignet, weil es
noétig war, spezifische mutationsallelspezifische Amplifikations(MASA)-Tester zu verwenden, um die Mutatio-
nen zu erkennen.

[0009] In einem Artikel in Oncogene, 10, 1441-45, (1995) haben Hasegawa et al. DNS von 15 Patienten von
19 amplifiziert und unter Verwendung der Standard-MASA-Methode 3 Mutationen identifiziert. Nachfolgend
wurde eine besondere MASA-Methode durchgefihrt, die in erkannten Mutationen in 10 Patienten resultierte.
Das Problem bei diesem Verfahren ist eine geringe Erkennungsrate und, daB fir jede Mutation ein spezifischer
Tester verwendet werden mul3. Daher ist das Verfahren nicht zur Screeninganalyse geeignet.

[0010] Suzuki, Y. et al. (Oncogene, 5 (7): 1037-43, 1990) beschreiben die Erkennung von ras-Genmutatio-
nen in menschlichen Lungenkrebsen durch Einzelstrangkonformationspolymorphismus(SSCP)-Analyse von
Polymerase-Kettenreaktion(PCR)-Produkten. Dieses Verfahren gab jedoch nicht die Sequenzen der Mutatio-
nen an.

[0011] Es sind die Ziele der vorliegenden Erfindung, ein Uberpriifungs-, Durchleuchtungs- bzw. Screening-
verfahren zur Erkennung von Ki-ras-Mutationen in Gewebe und Stuhl mit angemessener Spezifitat und Ein-
fachheit in der Ausfiihrung unter Verwendung kleiner Substratmengen zu schaffen.

[0012] Diese Ziele werden durch die vorliegende Erfindung erreicht, die durch die beigefligten Anspriiche ge-
kennzeichnet ist.

[0013] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Uberpriifungs- bzw. Screeningverfahren zur Erkennung von
Ki-ras-Mutationen in kleinen Gewebe- oder Stuhlproben, in denen spezifische Primer gemaR der Erfindung
verwendet werden, um ein PCR-Produkt von 221 Basenpaaren zu erzeugen. Dieses Produkt zeigt einzigartige
Einzelstrangkonformationspolymorphismus(SSCP)-Muster, in denen unter Verwendung von SSCP-Analysen,
die auf 20%ig homogenen Polyacrylamidgelen (Phast-Gele, Pharmacia) durchgefiihrt werden, jede Mutation
erkannt und identifiziert wird.

[0014] Um die Menge des PCR-Produkts zu erhéhen, ist es moglich, nachfolgend eine sogenannte semi-nes-
ted PCR durchzufiihren, in der im 5'-Ende ein zusatzliches Oligonukleotid verwendet wurde, wahrend der spe-
zifische Oligoprimer des ersten Schritts im 3'-Ende verwendet wurde. Im nachsten PCR-Zyklus wurden beide
Oligoprimer aus dem ersten Schritt verwendet, was im PCR-Produkt mit 221 Basenpaaren resultierte. In die-
sem Produkt wurden die Mutationen wie oben mit Phast-Gel-SSCP erkannt.

[0015] Eine weitere Erhdhung der Empfindlichkeit gemaf der Erfindung wird in einem dritten Schritt unter Ver-
wendung von allelspezifischer Amplifikation oder mutationsspezifischer Primerextension erreicht. Dieser
Schritt beinhaltet die Verwendung von Testern, die eine Fehlpaarung (Mismatch) gegen das Wildtypgen auf
der letzten Base im 3'-Ende und eine zusatzliche Fehlpaarung auf Base Nr. 2 oder 3 vom 3'-Ende enthalten.
Uberraschenderweise erhdhte diese Strategie die Empfindlichkeit des Verfahren. Daher wurden unter Verwen-
dung des Verfahrens gemaf der Erfindung Ki-ras-Mutationen in 8 von 12 Patienten erkannt, indem Dop-
pel-PCR verwendet wurde, und in einer weiteren Studie wurden durch den ersten Schritt 6 Patienten mit Mu-
tationen in Ki-ras von 7 Patienten erkannt, wahrend die 7 mit Mutationen durch Kombination von Schritt 1 und
2 erkannt wurden. Daher betrug die Erkennungsrate 90% mit Einzel-PCR und 100% mit kombinierter PCR.
[0016] Im Folgenden wird die Erfindung gemeinsam mit Beispielen und Figuren detailliert offenbart.

[0017] Fig. 1 zeigt SSCP-Analysen von Ki-ras Exon 1. Bahn 1: Wildtyp (die Wildtypsequenz von Kodons 12
und 13 ist GGT bzw. GGC). Bahn 2 bis 7: Fur Wildtyp und die Kodon-12-Mutationen heterozygote Proben: 2:
AGT, 3: CGT, 4: TGT, 5: GAT, 6: GCT und 7: GTT. Bahn 8: Eine fur Wildtyp heterozygote Probe und die Ko-
don-13-Mutation GAC. Bahn 9: Eine fur Wildtyp heterozygote Probe und eine seltene Doppelmutation von Ko-
don 12: TTT.

[0018] Fig. 2 zeigt die PCR-SSCP-Analyse von Exon | des Ki-ras-Gens aus chirurgischen Proben. Aulder der
Probe in Bahn 1 waren alle Proben heterozygot. Wildtypkodon 12 ist GGT und Kodon 13 GGC. Die Elektro-
phorese wurde auf PhastGel homogen 20 ausgefiihrt.

[0019] Kodon-I2-Mutationen sind in den folgenden Bahnen gezeigt: 1: AGT (Wildtypallel fehlt); Bahn 2: CGT,
Bahn 3: TGT; Bahn 4: GAT; Bahn 5: GCT; Bahn 6: GTT; Bahn 8: TTT. Bahn 7 zeigt eine Kodon-13-Mutation:
GAC.

[0020] Fig. 3 zeigt Haufigkeiten der in den Tumoren gefundenen verschiedenen Mutationen.

[0021] Fig. 4 zeigt die Sequenzanalyse von Adenom 1 von Patient C-05. Die DNS-Sequenzanalyse von
Exon 1 von Ki-ras zeigt zwei G-zu-T-Ubergénge in Kodon 12 (Pfeil).

[0022] Fig. 5 zeigt die Gelelektrophorese von PCR-Produkten aus ASA-Analyse (diskriminierende PCR) von
aus Kot purifizierter DNS. Die Signale zeigten positive GTT-Mutation. 1 und 2: Patient CO,, 3 und 4: Patient
C-23, 5 und 6: positive Kontrolle, 7: positive Kontrolle, 1 : 100 verdunnt, 8 und 9: negative Kontrolle (Kot von
Patienten mit einer anderen als der untersuchten Mutation), 12: negative Kontrolle (keine DNS zugeftigt).
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[0023] Von besonderer Bedeutung ist bei der vorliegenden Erfindung die Erkennung des mutanten Ki-ras-On-
kogens.

[0024] Um gemal der Erfindung Stuhlproben zu analysieren, ist es notwendig, die in der Probe vorhandene
Saugetiernukleinsaure abzutrennen. Mit der Praparation von Saugetier-Nukleinsdure aus Stuhl sind zwei
Hauptprobleme verbunden. Zum einen muf} die Saugetier-Nukleinsaure aus den Saugetierzellen freigesetzt
und von bakteriellen Zellen getrennt werden. Dieser Schritt wird weiterhin dadurch kompliziert, dafl es win-
schenswert ist, die Freisetzung von Nukleinsaure aus den bakteriellen Zellen zu vermeiden, da es in der Stuhl-
probe einen solch riesigen Uberschul von bakterieller Nukleinséure im Vergleich mit eukaryotischer Nuklein-
saure gibt. Zum zweiten kann die Sdugetiernukleinsaure, wenn sie einmal freigesetzt ist, von der relativ hohen
Konzentration an Nukleasen geschiitzt werden, die im Stuhl vorhanden sind und die die freigesetzte Sauge-
tier-Nukleinsaure abbauen und dadurch ihre Analyse verhindern kénnten. In der vorliegenden Erfindung wurde
gefunden, dal diese strengen Kriterien erflillt werden kdnnen, indem der Stuhl mit einem kommerziell erhalt-
lichen Lysepuffer inkubiert wird, der bei einem pH von mindestens etwa 8,0 eine hohe Pufferkonzentration von
mindestens etwa 500 mM enthaltend einen Chelatbildner wie z. B. EDTA und eine relativ niedrige Salzkonzen-
tration, vorzugsweise weniger als 10 mM, enthalt.

[0025] Der Stuhl-Lysepuffer minimiert durch den pH und die chelatbildenden Eigenschaften den Nukleinab-
bau, 16st eukaryotische, aber nicht bakterielle Zellen auf und ist fir die weitere Verarbeitung geeignet, um die
eukaryotische Nukleinsaure zu reinigen und/oder aufzukonzentrieren. Nach der Behandlung mit Lysepuffer
wird die Probe verarbeitet (z. B. durch Zentrifugation), um Bakterien und andere ungewtlinschte Rickstande
zu entfernen. Die nichtpartikulare Fraktion des Lysats wird dann mit einer Proteinase (wie z. B. 0,5 ug/ml Pro-
teinase K) in SDS (1%) inkubiert, um Nukleasen und andere Proteine abzubauen. Die Nukleinsaure in der Pro-
be kann durch chemische Mittel weiter abgetrennt werden, wie z. B. Binden der negativ geladenen Nuklein-
saure an eisenausgetauschte Saulen, und danach kann Eluieren von gereinigter/konzentrierter und/oder Kon-
zentrieren der DNS durch Ausfallen mit Ethanol durchgefihrt werden.

[0026] Zusatzlich wurde gefunden, dall Stuhl auch Inhibitoren enthalt, die vorzugsweise entfernt werden,
wenn die im Stuhl vorhandene Mutationsnukleotidsequenz amplifiziert werden soll, wie z. B. durch Polymera-
se-Kettenreaktion (PCR). Einer dieser Inhibitoren stort die DNS-Amplifikation durch Tag-Polymerase. Dieser
Inhibitor kann entfernt werden, indem die Stuhlnukleinsaure in der Gegenwart von chaotropen Salzen, wie z.
B. 6,0 M Natriumjodid oder Natriumperchlorat, an eine stationére Matrix gebunden wird. Uberraschenderweise
wurde gefunden, dal® Glas zu diesem Zweck die bevorzugte Matrix ist. Besonders bevorzugte kommerzielle
Typen von Glas sind Prep-A-gene™ (Bio-Rad) und Spin-Bind™ (FMC).

[0027] Der andere im Stuhl vorhandene Inhibitor verhindert das Binden von Nukleinsaure an Glas. Es wurde
gefunden, dal} dieser zweite Inhibitor entfernt werden kann, indem der Inhibitor in Anwesenheit von hohen
Salzkonzentrationen wie z. B. mindestens etwa 1,0 M an ein modifiziertes lonenaustauschharz (z. B. Qiagen)
gebunden wird. Fachleute kénnen sich verschiedene Arten vorstellen, auf die der oben beschriebene Prozel’
zum Konzentrieren und/oder Reinigen von Saugetier-DNS aus Stuhlproben modifiziert werden kann, wenn
man einmal erkannt hat, dafl Saugetier-Nukleinsaure selektiv aus Stuhlproben erhalten werden kann. Wahl-
weise kénnen Fachleute nun, da bekannt ist, dal3 solche Verfahren fiir Stuhlproben praktikabel sind, ohne
Ubermafliges Experimentieren alternative Reagenzien und Bedingungen ermitteln, die den hier beschriebenen
funktional aquivalent sind. Solche Modifikationen und funktionale Aquivalente werden durch die vorliegende
Erfindung erfal3t.

[0028] Die hier erwdhnten Aminosauren kénnen gemal den folgenden Dreibuchstaben- oder Einbuchsta-
benabkirzungen identifiziert werden:
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Amino Dreibuchstaben- Einbuchstaben-
abkiirzung abkiirzung
L-Alanin Ala A
L-Arginin Arg R
L-Asparagin Asn N
L-Asparaginsiure Asp D
L-Cystein Cys C
L-Glutamin Gln Q
L-Glutaminséure Glu E
L-Glycin Gly G
L-Histidin His H
L-Isoleucin Ile I
L-Leucin Leu L
L-Lysin Lys K
L-Methionin Met M
L-Phenylalanin Phe F
L-Prolin Pro P
L-Serin Ser S
L-Theronin Thr T
L-Tryptophan Trp w
L-Tyrosin Tyr Y
L-Valin Val \'%

[0029] Wenn es gewlnschtist, die Mutationsnukleotidsequenz vor der Erkennung zu amplifizieren, kann dies
unter Verwendung von Oligonukleotid(en) erreicht werden, das/die Primer fur die Amplifikation ist/sind. Diese
einzigartigen Oligonukleotidprimer basieren auf der Identifikation der flankierenden Bereiche, die an die Muta-
tionsnukleotidsequenz angrenzen. Im Fall von Ki-ras umfassen diese Oligonukleotidprimer zum Beispiel Se-
quenzen, die in der Lage sind, mit dem flankierenden Nukleotidsequenz 5'-GGTGGAGTATTTGATAGTG-
TATTAACCTTATGT-3' (Seq. Id. Nr. 1) und/oder 5-AATGGTCCTGCACCAGTAAT-3' (Seq. Id. Nr. 2) und dazu
komplementaren Sequenzen zu hybridisieren.

[0030] Die Primer, die gemafl dem Verfahren der Erfindung verwendet werden kdnnen, schlieen Oligonuk-
leotide von ausreichender Ladnge und angemessener Sequenz sein, um fir das Initiieren der Polymerisation
einer bedeutenden Anzahl von Nukleinsauremolekiilen, die die Zielnukleinsaure enthalten, zu sorgen. Auf die-
se Weise ist es mdglich, die spezifische Zielnukleinsduresequenz zu amplifizieren, die die interessierende Nu-
kleinsaure enthalt. Insbesondere bezeichnet der Ausdruck "Primer", wie er hier verwendet wird, eine Sequenz,
die zwei oder mehrere Desoxyribonukleotide oder Ribonukleotide enthalt, vorzugsweise mindestens acht, wo-
bei diese Sequenz in der Lage ist, die Synthese eines Primerextensionsprodukt zu initiieren, das im wesentli-
chen komplementar zu einem Zielnukeinsaurestrang ist. Der Olignuklotidprimer enthalt typischerweise 15-22
oder mehr Nukleotide, obwohl er weniger Nukleotide enthalten kann.

[0031] Experimentelle Bedingungen, die der Synthese zutraglich sind, umfassen die Anwesenheit von Nuk-
leotidtriphosphaten und eines Agens zur Polymerisation, wie z. B. DNS-Polymerase, sowie geeignete Tempe-
ratur und pH. Der Primer ist vorzugsweise einzelstrangig. Wenn er doppelstrangig ist, wird der Primer zunachst
behandelt, um seine Strange zu trennen, bevor er zum Praparieren von Extensionsprodukten verwendet wird.
Der Primer ist bevorzugt ein Oligodesoxyribonukleotid. Der Primer muf} ausreichend lang sein, um die Synthe-
se von Extensionsprodukten in Anwesenheit des Induzieragens zur Polymerisation zu primen. Die genaue Pri-
merlange hangt von vielen Faktoren ab, einschliellich Temperatur, Puffer und Nukleotidzusammensetzung.
[0032] Gemal dem Verfahren der Erfindung verwendete Primer sind so ausgestaltet, daf} sie "im wesentli-
chen" komplementar zu jedem Strang der zu amplifizierenden Mutationsnukleotidsequenz sind. Im wesentli-
chen komplementar bedeutet, dal® die Primer ausreichend komplementéar sein miissen, um mit ihren jeweiligen
Strangen unter Konditionen zu hybridisieren, die es gestatten, dall das Agens zur Polymerisation funktioniert.
Mit anderen Worten sollten die Primer ausreichende Komplementaritat mit den flankierenden Sequenzen auf-
weisen, um damit zu hybridisieren und die Amplifikation der Mutationsnukleotidsequenz zu erlauben. Vorzugs-
weise weist das Ende des Primers, das extendiert wird, mit dem komplementaren flankierenden Strang eine
perfekt basengepaarte Komplementaritat auf.

[0033] GemaR der Erfindung verwendete Oligonukleotidprimer werden in jeglichem Amplifikationsprozef ein-
gesetzt, der erh6hte Mengen der Zielnukleinsdure erzeugt. Typischerweise ist ein Primer komplementar zum
negativen (=) Strang der Mutationsnukleotidsequenz, und der andere ist komplementar zum positiven (+)
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Strang. Erhitzen der Primer zur denaturierten Nukleinsaure, gefolgt von Extension mit einem Enzym, wie z. B.
der thermostabilen oder Tag-DNS-Polymerase und Nukleotiden oder Ligasen, resultiert in frisch synthetisierten
+ und - Strangen, die die Zielnukleinsaure enthalten. Weil diese frisch synthetisierten Nukleinsduren auch
Template sind, resultierten wiederholte Zyklen der Denaturierung, Primererhitzung und Extension in exponen-
tialen Produkten der vom Primer definierten Region (d. h. der Zielmutationsnukleotidsequenz). Das Produkt
der Amplifikationsreaktion ist ein diskretes Nukleinsauredoppel mit Enden, die den Enden der spezifischen ein-
gesetzten Primern entsprechen. Fachleute werden andere Amplifikationsmethodiken kennen, die auch benutzt
werden kénnen, um die Kopienzahl der Zielnukleinsaure zu erhéhen.

[0034] Eine nutzliche Art, die Zahl der Kopien des beschriebenen PCR-Produkts zu erhéhen, ist, das se-
mi-nested PCR genannte Verfahren einzusetzen. Unter Verwendung dieses Ansatzes wird einer der urspriing-
lichen Primer als neuer Primer verwendet, z. B. markiert er die 3'-Region des ersten PCR-Produkts. Ein wei-
terer stromaufwartiger Primer, z. B. 5'-AACTTATGTGTGACATGTTCTAAT-3' (Seq. Id. Nr. 3) kann dann in der
entgegengesetzten Markierungsregion verwendet werden, um ein neues, kleineres PCR-Produkt zu erzeugen,
das die positive mutierte Region innerhalb des frisch gebildeten PCR-Produkts enthalt.

[0035] Die Oligonukleotidprimer zur Verwendung in der Erfindung kénnen prapariert werden, indem ein be-
liebiges geeignetes Verfahren verwendet wird, wie z. B. herkdmmliche Phosphotriester- und Phosphodiester-
verfahren oder automatisierte Ausfuhrungsformen davon. In einer solchen automatisierten Ausfuhrungsform
werden Diethylphosphoramidite als Ausgangsmaterialien verwendet und kdnnen, wie durch Beaucage et al.
beschrieben, synthetisiert werden (Tetrahedron Letters, 22: 1859-1862, 1981). Ein Verfahren zum Synthetisie-
ren von Oligonukleotiden auf einem modifizierten festen Trager ist in US-Patent Nr. 4,458,066 beschrieben.
Ein Amplifikationsverfahren, das gemaR dieser Erfindung verwendet werden kann, ist die in US-Patenten Nr.
4,683,202 und 4,683,195 beschriebene Polymerase-Kettenreaktion (PCR).

[0036] Jegliche Stuhlprobennukleinsaure in gereinigter oder nichtgereinigter Form kann als Startnukleinsaure
oder -sauren verwendet werden, vorausgesetzt, dal sie die spezifische, die Zielnukleinsdure enthaltende Nu-
kleinsduresequenz enthalt oder vermutet wird, dal® sie sie enthalt. Daher kann das Verfahren zum Beispiel
DNS oder RNS, einschlieRlich Boten-RNS, einsetzten, wobei DNS oder RNS einzelstrangig oder doppelstran-
gig sein kdnnen. Falls RNS als Templat verwendet werden soll, wirde man Enzyme und/oder Konditionen be-
nutzen, die optimal zur reversen Transkription des Templats auf DNS sind. Zusétzlich kann ein DNS-RNS-Hy-
brid benutzt werden, das von jedem einen Strang enthalt. Es kann auch eine Mischung aus Nukleinsauen ein-
gesetzt werden, oder die hier in einer vorherigen Amplifikationsreaktiort erzeugten Nukleinsauren kénnen unter
Verwendung der gleichen oder anderer Primer so verwendet werden. Die zu amplifizierende Mutationsnukle-
otidsequenz kann eine Fraktion eines gréf3eren Molekdls sein oder kann anfanglich als diskretes Molekul vor-
liegen, so daB die spezifische Sequenz die gesamte Nukleinsaure darstellt. Es ist nicht nétig, daR die zu am-
plifizierende Sequenz anfanglich in reiner Form vorliegt; sie kann auch eine kleine Fraktion einer komplexen
Mischung sein, wie z. B. in der gesamten menschlichen DNS enthalten.

[0037] Wenn die Zielmutationsnukleotidsequenz der Probe zwei Strange enthalt, ist es notwendig, die Stran-
ge der Nukleinsaure zu trennen, bevor sie als Templat verwendet werden kann. Strangtrennung kann entweder
als separater Schritt oder gleichzeitig mit der Synthese der Primerextensionsprodukte bewirkt werden. Diese
Strangtrennung kann unter Verwendung verschiedener geeigneter Denaturierungsbedingungen erreicht wer-
den, einschlieBlich physikalischer, chemischer oder enzymatischer Mittel; das Wort "Denaturieren” umfal3t alle
solche Mittel. Ein physikalisches Verfahren zum Trennen von Nukleinsaurestrangen umfal3t das Erhitzen der
Nukleinsaure, bis sie denaturiert ist. Eine typische Warmedenaturierung kann Temperaturen, die zwischen
etwa 80° und 105°C liegen, fir Zeiten, die zwischen etwa 1 und 10 Minuten liegen, umfassen. Strangtrennung
kann auch durch ein Enzym aus der Klasse der als Helikase bekannten Enzyme oder durch das Enzym RecA
bewirkt werden, das Helicaseaktivitat aufweist und von dem bekannt ist, daR es in Anwesenheit von riboATP
DNS denaturiert. Die zur Strangtrennung von Nukleinsauren mit Helicasen geeigneten Reaktionsbedingungen
sind von Kuhn Hoffmann-Berling beschrieben (CSH-Quantitative Biology, 43: 63, 1978), und Uber Methoden
zur Verwendung von RecA wird bei C. Radding ein Uberblick gegeben (Ann. Rev. Genetics, 16: 405-437,
1982).

[0038] Wenn die die Zielnukleinsdure enthaltende und zu amplifizierende Nukleinsaure einzelstrangig ist,
wird ihr Komplementares synthetisiert, indem ein oder zwei Oligonukleotidprimer zugefligt werden. Bei Einsatz
eines einzelnen Primers wird ein Primerextensionsprodukt in Anwesenheit des Primers, eines Agens zur Po-
lymerisation und der vier unten beschriebenen Nukleosidtriphosphate synthetisiert. Das Produkt ist zur einzel-
strangigen Nukleinsaure komplementar und hybridisiert mit einer einzelstrangigen Nukleinsaure, um ein Dop-
pel mit Strangen von ungleicher Lange zu bilden, das dann in einzelne Strange getrennt werden kann, um zwei
einzelne getrennte komplementéare Strange zu erzeugen. Wahlweise kénnen zwei Primer der einzelstrangigen
Nukleinsaure hinzugefiigt und die Reaktion wie beschrieben ausgefuhrt werden.

[0039] Wenn komplementare Strange von Nukleinsaure oder -saduren getrennt werden, und zwar ungeachtet
dessen, ob die Nukleinsaure anfanglich doppel- oder einzelstrangig war, sind die getrennten Strange zur Ver-
wendung als Templat fir die Synthese von zusatzlichen Nukleinsaurestrangen bereit. Diese Synthese wird un-
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ter Bedingungen durchgefiihrt, die erlauben, daf’ die Hybridisierung von Primern zu Templaten stattfindet. All-
gemein findet die Synthese in einer gepufferten wafirigen Losung statt, bevorzugt bei einem pH von 7-9, am
meisten bevorzugt von B. Bevorzugt wird ein molarer UberschoR (fiir genomische Nukleins&ure (iblicherweise
108: 1 Primer : Templat) der beiden Oligonukleotidprimer dem Puffer hinzugefligt, der die getrennten Temp-
latstrange enthalt. Es versteht sich jedoch, dal3 die Menge des komplementaren Strangs eventuell nicht be-
kannt ist, wenn der Prozel} der Erfindung fir diagnostische Anwendungen verwendet wird, so daf} die Primer-
menge relativ zur Menge des komplementaren Strangs nicht mit Sicherheit bestimmt werden kann. Als prakti-
sche MaRRnahme wird jedoch die zugefiige Primermenge allgemein in molarem UberschoRR gegeniiber der
Menge des komplementaren Strangs (Templat) vorliegen, wenn die zu amplifizierende Sequenz in einer Mi-
schung von komplizierten langkettigen Nukleinséurestréangen enthalten ist. Ein groRer molarer Uberschof ist
bevorzugt, um die Effizienz des Prozesses zu verbessern.

[0040] In manchen Amplifikationsausflihrungsformen werden die Substrate, zum Beispiel die Desoxyribonu-
kleotid-Triphosphate dATP, dCTP, dGTP und dTTP entweder getrennt oder gemeinsam mit den Primern in an-
gemessener Menge der Synthesemischung hinzugefligt, und die resultierende Lésung wird fir etwa 10 Minu-
ten, bevorzugt zwischen 1 und 4 Minuten, auf etwa 90°-100°C erwarmt. Nach dieser Erwarmungsperiode 1ait
man die LOsung auf Raumtemperatur abkuhlen, was fur die Primerhybridisierung bevorzugt ist. Der abgekuhl-
ten Mischung wird ein geeignetes Agens zum Bewirken der Primerextensionsreaktion hinzugefugt (hier "Agens
zur Polymerisation" genannt), und man 1Rt die Reaktion unter im Stand der Technik bekannten Bedingungen
stattfinden. Das Agens zur Polymerisation kann auch zusammen mit den anderen Reagentien zugefligt wer-
den, wenn es warmestabil ist. Diese Synthese-(oder Amplifikations-)Reaktion kann bei Raumtemperatur bis zu
einer Temperatur stattfinden, oberhalb deren das Agens zur Polymerisation nicht mehr funktioniert. Wenn zum
Beispiel DNS-Polymerase als das Agens verwendet wird, ist die Temperatur allgemein nicht héher als etwa
40°C. Am zweckmaRigsten findet die Reaktion bei Raumtemperatur statt.

[0041] Das Agens zur Polymerisation kann jegliche Verbindung oder jegliches System sein, der bzw. das
funktioniert, um die Synthese von Primerextensionsprodukten, einschliellich Enzymen, zu erreichen. Geeig-
nete Enzyme zu diesem Zweck umfassen zum Beispiel E.coli-DNS-Polymerase |, Tag-Polymerase, Kle-
now-Fragment der E.coli-Polymerase |, T4-DNS-Polymerase, andere verfligbare DNS-Polymerasen, Polyme-
rase-Mutein-Reverstranskriptase, Ligase und andere Enzyme, einschlieRlich warmestabiler Enzyme (d. h. sol-
cher Enzyme, die die Primerextension ausfiihren, nachdem sie Temperaturen ausgesetzt wurden, die ausrei-
chend erhéht sind, um die Denaturierung zu bewirken). Geeignete Enzyme erleichtern die Kombination der Nu-
kleotide in geeigneter Weise, um die Primerextensionsprodukte zu bilden, die zu jedem Mutationsnukleotid-
strang komplementar sind. Allgemein wird die Synthese am 3'-Ende jedes Primers ausgeldst und schreitet in
der 5'-Richtung entlang dem Templatstrang fort, bis die Synthese endet, wobei Molekiile verschiedener Langen
erzeugt werden. Es kann jedoch Agentien zur Polymerisation geben, die die Synthese am 5'-Ende auslésen
und in der anderen Richtung fortschreiten, wobei der gleiche Prozeld wie oben beschrieben verwendet wird.
Auf jeden Fall ist das Verfahren der Erfindung nicht auf die hier beschriebenen Ausfiihrungsformen der Amp-
lifikation beschrankt.

[0042] Der frisch synthetisierte Mutationsnukleotidstrang und sein komplementarer Nukleinsdurestrang bil-
den unter den oben beschriebenen Hybridisierungbedingungen ein doppelstrangiges Molekiil, und dieses Hy-
brid wird in nachfolgenden Schritten des Prozesses verwendet. Im nachsten Schritt wird das frisch syntheti-
sierte doppelstrangige Molekul unter Verwendung beliebiger oben beschriebener Verfahren Denaturierungs-
bedingungen ausgesetzt, um einzelstrangige Molekiile bereitzustellen.

[0043] Der obige Prozefd wird mit den einzelstrangigen Molekilen wiederholt. Ein zusatzliches Agens zur Po-
lymerisation, Nukleotide und Primer kdnnen, wenn erforderlich, hinzugefligt werden, damit die Reaktion unter
den oben vorgeschriebenen Bedingungen ablauft. Die Synthese wird wieder an einem Ende jedes Oligonuk-
leotidprimers ausgeldst und schreitet entlang der Einzelstrange des Templats voran, um zusatzliche Nuklein-
saure zu erzeugen. Nach diesem Schritt besteht die Halfte des Extensionsprodukts aus der spezifischen Nu-
kleinsduresequenz, die durch die beiden Primer begrenzt ist.

[0044] Die Schritte des Denaturierungs und der Extensionsproduktsynthese kénnen so oft wie nétig wieder-
holt werden, um die Zielmutationsnukleotidsequenz auf das zur Erkennung notwendige Ausmalf zu amplifizie-
ren. Die Menge der erzeugten Mutationsnukleotidsequenz hauft sich in exponentieller Weise an.

[0045] Das amplifizierte Produkt kann erkannt und identifiziert werden, indem es durch Einzelstrangkonfor-
mationspolymorphismus unter Verwendung des Pharmacia-Phast-Sytems zur automatischen temperaturge-
steuerten Elektrophorese und Silberfarbung analysiert wird. In einem solchen Prozel3 wird zum Beispiel eine
kleine Probe amplifizierter DNS der Denaturierung unterzogen und danach auf einem vorgegossenen
Phast-Gel, zum Beispiel auf den von Pharmacia gelieferten, elektrophoresiert. Auf einem Gel wie diesem wan-
dert ein einzelstrangiges DNS-Fragment abhangig von seiner Konformation. Die Konformation hangt von der
Primersequenz der Nukleotide ab, und Sequenzen, die um ein oder mehrere Nukleotide variieren, enthalten
eine spezifische einzigartige Konformation.

[0046] In einer Ausfihrungsform der Erfindung werden Nukleotidfragmente aus Stuhl- nach Amplifikation
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durch Gelelektrophorese auf Pharmacia-Phast-Gelen in Fragmente von unterschiedlicher Konformation ge-
trennt. Nach der Elektrophoration werden die Gele einer Silber enthaltenden Mischung ausgesetzt, um die ver-
schiedenen Nukleotidfragmente zu farben, wodurch die verschiedenen Arten der Mutationsnukleotidfragmente
erkannt und identifziert werden.

Beispiel 1

Erkennung und Identifikation von Mutationen von Ki-ras Exon 1 durch Minigel-Einzelstrangkonformationspoly-
morphismus

[0047] Einzelstrangkonformationspolymorphismus (SSCP) ist ein zweckmaRiges Verfahren zum Erkennung
von Mutationen (40). Das Verfahren beruht auf der Tatsache, dal3 die Konformation, die von einem Einzel-
strang-DNS-Fragment unter nicht-denaturierenden Bedingungen eingenommen wird, und damit seine Mobili-
tat in der Elektrophorese von seiner genauen Basensequenz abhangt. Bei SSCP mul} die Mutation normaler-
weise noch identifiziert werden, nachdem sie erkannt wurde. Im Fall des Onkogens Ki-ras gibt es jedoch eine
begrenzte Anzahl gemeldeter Mutationen, deren Mehrheit auf Kodons 12 und 13 des Exon 1 begrenzt sind.
Unter der Voraussetzung, dal® jede Mutationsvariante ein charakteristisches SSCP-Muster aufweist, gibt es
daher eine Basis fur die |dentifizierung. Dies wurde in einigen friheren Artikeln Gber Ki-ras angedeutet (18, 41,
42).

[0048] Diese Studie beschreibt ein SSCP-Protokoll, in dem alle tblicherweise gemeldeten Mutationsvarian-
ten von Ki-ras Exon 1 erkennbar und identifizierbar sind. Darliberhinaus wurden auch zwei weitere Varianten
erkannt, die unseres Wissens bisher in chirurgischem Biopsiematerial nicht gemeldet worden sind. Das Proto-
koll benutzt vorgegossene Polyacrylamidgele und ein automatisches Elektrophorese- und Farbungsinstrument
(Phast System, Pharmacia, Schweden). Es ist dabei keine Isotopenmarkierung von DNS beteiligt.

[0049] Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) wurden auf einem Perkin ElImer TC 1 Thermocycler unter Ver-
wendung eines Zweischrittprofils ausgefiihrt; 94°C, 15 Sek., 58°C, 30 Sek., abhangig von der Templatmenge
30-40 Zyklen lang. Diesem Profil gingen 2 Min. bei 94°C voran, und es wurde nach 5 Min. bei 72°C beendet.
Die verwendeten Primer waren: 5’AACCTTATGTGTGACATGTTCTAAT-3' (Seq. Id. Nr. 5) (stromaufwarts) und
5'-AATGGTCCTGCACCAGTAAT-3' (Seq. Id. Nr. 2) (stromabwarts). Die PCR-Reaktionsmischung bestand aus
10 mM Tris-HCI pH 9,0, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 0,01% (Gew./Vol.) Gelatine, 0,1% Triton, 125 uM von jeder
dNTP, 0,2 uM von jedem Primer und 0,2 uM Tag-Polymerase (Supertag, HT Biotechnology Ltd., UK) in einem
Gesamtvolumen von 100 pl. Die ProduktgrofRe war 221 bp.

[0050] SSCP-Protokoll: 4 yl des PCR-Produkts wurden durch Mischen mit einem gleichen Volumen des ioni-
sierten Formamids und kurzes Erwarmen auf 80°C denaturiert. AnschlieRendes schnelles Abkihlen auf Eis
war nicht notwendig, um die DNS in einem denaturierten Zustand zu halten. Die Proben wurden auf ein
20%iges homogenes Polyacrylamidgel (Phast-Gel) mit Pufferstreifen enthaltend 0,88 M L-Alanin, 0,25 M Tris
pH 8,8 aufgetragen und mit folgendem Programm laufen gelassen: Vorablauf: 400 V, 10 mA, 2,5 W, 15°C, 100
Vh, Laden: 400V, 1 mA, 2,5W, 15°C, 3 Vh, Trennung: 400 V, 10 mA, 2,5 W, 15°C, 300 Vh. Nach Elektropho-
rese wurden die Gele gemaf den Herstelleranweisungen silbergefarbt. Unter Verwendung dieses Verfahrens
konnten 24 Proben in zwei Stunden analysiert werden.

[0051] Alle der sieben am haufigsten gemeldeten Mutationen von Ki-ras Exon 1 (7) und eine ungewoéhriliche
Doppelmutation (Kodon 12: GGT zu TTT) stellen sich als durch das vorgestellte Verfahren erkennbar und iden-
tifizierbar heraus (Fig. 1). Alle Mutationen wurden beim Screening einer Anzahl von Lungen-, Kolon- und Pan-
kreastumorbiopsien gefunden (n > 400). Die Identitat der Mutationen wurde durch Sequenzieren von mindes-
tens zwei Proben festgestellt, die eine individuelle An des Bandenmusters wiedergeben. Zusatzlich wurden
weitere Proben mit der Methode der allelspezifischen Amplifikation (ASA) (20) als Kontrolle analysiert. In jedem
Fall erschienen die Mutationen als zwei Banden (oder aufgrund sekundarer Banden, die vermutlich metasta-
bile Konformationen wiedergeben, manchmal mehr) zusatzlich zu den Wildtypbanden. Dies wurde so interpre-
tiert, dal beide mutierte Einzelstrange unterschiedlich von den Wildtyp-Einzelstrdngen wandern. Es war daher
mdglich, zwischen verschiedenen Mutationsvarianten und gelegentlichen PCR-erzeugten unspezifischen Ban-
den relativ zu zwei wildtypspezifischen Banden zu unterscheiden. Dies wurde als Erfordernis fur eine verlaRli-
che Identifizierung betrachtet.

[0052] Das minimale Verhaltnis von mutierter zu normaler DNS, das zur Erkennbarkeit der Mutation erforder-
lich war, wurde folgendermallen getestet: Genomische DNS mit einer homozygoten AGT-Mutation wurde mit
normaler genomischer DNS in den Verhaltnsisen 1: 10, 1:20, 1:40, 1: 80 und 1 : 160 gemischt, wobei die
kombinierten Mengen konstant und gleich 250 ng gehalten wurden. Diese Mischungen wurden dann als Tem-
plate in einer PCR-Reaktion von 35 Zyklen verwendet. Danach wurden SSCP-Analysen der PCR-Produkte
durchgefiihrt. Das Mutationssignal war in allen Proben erkennbar, aber beim Mischverhaltnis (mutierte/norma-
le DNS) 1 : 160 nur mit Mihe (Ergebnisse nicht gezeigt).

[0053] Zusatzlich zu den vorgenannten Mutationen war auch eine Mutation in der letzten Base von Kodon 19:
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TTG zu TTT, gefunden in einer Kolonkrebsbiopsie, erkennbar und von den anderen Mutationen unterscheidbar
(nicht gezeigt).

[0054] Es sei davor gewarnt, daf3 die Verwendung von SSCP zur Identifizierung von Mutationen nur in be-
sonderen Fallen mdglich ist, bei denen berichtet wird, daf} ein begrenztes Spektrum von spezifischen Mutati-
onen auftritt. Im vorgelegten Fall erleichterte die gezeigte Heterogenitat der SSCP-Muster eine schnelle, ein-
fache und empfindliche Erkennung und Identifizierung von Mutationen von Ki-ras Exon 1 allein durch SSCP.

Beispiel 2
Erkennung von Ki-ras-Mutationen im Kot von Patienten mit kolorektalen Tumoren unter Verwendung von PCR
[l Materialien und Verfahren
Patientenauswahl

[0055] 25 Patienten, die zwischen August und November 1994 in die chirurgische Abteilung des Universitats-
hospitals von Bergen (Haukeland Hospital), Norwegen, aufgenommen wurden, beteiligten sich an der Studie.
Wir entschieden uns, zwei verschiedene Gruppen einzubeziehen, was uns ermdglichen wiirde, die Empfind-
lichkeit des von uns verwendeten Verfahrens zu beurteilen. Die erste Gruppe (A) wurde aus 10 Patienten ge-
bildet, die sich einer koloskopischen Untersuchung von vermutetem kolorektalen Tumoren unterzogen und bei
denen anschlieBend entweder ein bosartiger kolorektaler Tumor (Karzinom) oder ein gutartiger Tumor (Ade-
nom) mit einer GrélRe von mehr als 1 cm gefunden wurde. Die andere Gruppe (B), bestehend aus 15 Patienten,
umfalite Patienten, die sich einer chirurgischen Resektion von kolorektalen Karzinomen oder Adenomen mit
einer Grolke von mehr als 1 cm unterzogen. Die Patienten (10 Manner, 15 Frauen) waren zur Zeit der Tumo-
rexstirpation im Alter von 49 bis 90 Jahren (Durchschnittsalter 70).

Sammlung von Tumoren und Kot

[0056] Von jedem Patienten wurden Tumorgewebeproben gesammelt, in den meisten Fallen direkt nach Ope-
ration und Koloskopie. Im letzteren Fall wurden die Gewebeproben durch Biopsie oder Polypektomie erhalten.
Von 5 Patienten wurden von der Pathologieabteilung des Haukeland-Hospitals in Paraffin gebettete Gewebe-
blécke zur Verfliigung gestellt. Insgesamt erhielt man 27 kolorektale Tumorproben von 25 Patienten. Von zwei
Patienten erhielten wir insgesamt vier verschiedene Tumore, die unsere Kriterien erflllten; diese Tumore wur-
den begleitend in den chirurgisch resektierten Proben gefunden. Von diesen 27 Tumoren waren gemaf dem
Pathologiebericht 15 Karzinome und 12 Adenome.

[0057] Stuhlproben wurden entweder wahrend der Koloskopie durch Sammlung der Waschflissigkeit oder
vor der Operation erhalten. Die Proben wurden bei —80°C aufbewabhrt.

DNS-Préaparation aus Tumorproben

[0058] Genomische DNS wurde aus Tumorproben unter Verwendung der folgenden Standardverfahren
extahiert™.

[0059] Etwa 25 mg Tumorgewebe wurde in einem 1,5 ml-Eppendorfrohrchen gesammelt. Zum Zweck der
Zell-Lyse wurde die Probe in 300 pl TE-Puffer (10 mM TrisHCI pH 8,0 und 1 mM EDTA), 30 pl Proteinase XIV
(10 mg/ml), 30 pl 10% SDS (Natriumdodecylsulfat) und 30 yl THE-Puffer (100 mM TrisHCI pH 8,0, 1,5 M NaCl
und 100 mM EDTA pH 8,0) gel6st. Die Proben wurden tber Nacht bei 37°C inkubiert.

[0060] Um Protein und Verunreinigungen aus den Proben zu entfernen, wurden Phenol/ Chloroform-Extrak-
tionen durchgeflihrt: Jeder Probe wurde 1 Volumen Phenol hinzugefiigt, durch Vortexen gemischt, und es wur-
de bei 4°C 13000 g 5 Minuten lang zentrifugiert. Danach wurde die obere Schicht in ein neues Réhrchen ber-
fuhrt, wonach 1 Volumen Chloroform zugefiigt wurde, die Losung durch Vortexen gemischt und 5 Minuten lang
zentrifugiert wurde. Die obere wal¥rige Schicht wurde in ein neues Réhrchen Gberfihrt, und es wurden 2,5 Vo-
lumen 96% Ethanol hinzugefligt. Nach mindestens einstiindigem Ausfallen bei —20°C wurde die Probe 10 Mi-
nuten lang zentrifugiert, wonach der Uberstand vorsichtig verworfen wurde. Das Pellet wurde in 70% Ethanol
gewaschen und dann luftgetrocknet. Schliellich wurde die DNS in 100 pl TE-Puffer resuspendiert.

[0061] Es wurde DNS aus in Paraffin eingebettenen Gewebebldcken unter Verwendung eines kirzlich be-
schriebenen Verfahrens™ extrahiert.

[0062] Vom Gewebeblock wurde ein Teil von 20 um wurde abgeschnitten. Der Schnitt wurde in 10 mM TrisHCI
pH 9,0, enthaltend 5% Chelex-100-Harz (Bio Rad Laboratories, Hercules, California, USA), suspendiert und
10 Minuten lang gekocht.
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Polymerase-Kettenreaktionsverfahren

[0063] Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) hat sich als eine der umfassendst verwendeten Methoden der
Molekularbiologie etabliert. Die Griinde sind die folgenden: Es ist ein schnelles, billiges und einfaches Mittel
zum Erzeugen von Mikrogrammengen von DNS aus winzigen Mengen an Ausgangsmaterial. Die PCR-Metho-
de beruht auf der Bekanntheit von wenigstens einem Teil der DNS-Sequenz um den interessierenden Bereich.
Wir werden zunachst die grundlegenden Prinzipien der PCR kurz beschreiben, bevor wir uns den Verfahren
zuwenden, die in dieser Studie durchgefiihrt werden.

[0064] In der PCR wird das doppelstrangige DNS-Fragment, das amplifiziert werden soll, (Templat) mit zwei
kurzen einzelstrangigen DNS-Molekulen (Primern) gemischt, die zu Sequenzen an beiden Enden der zu am-
plifizierenden Sequenz komplementar sind. Die Reaktionsmsichung enthalt ebenfalls eine warmestabile
DNS-Polymerase und die vier zur DNS-Synthese erforderlichen Nukleotide.

[0065] Die Mischung wird auf etwa 95°C erwarmt, um das doppelstrangige Templat in einzelne Strange zu
denaturieren, und dann auf etwa 60°C abgekihlt, um jedem Primer zu gestatten, mit seiner komplementéaren
Sequenz auf den einzelstrangigen Templaten zu annelieren. Die Temperatur wird dann auf 72°C eingestellt,
die optimale Temperatur fiir die Polymerase, um mittels Extension jedes Primers durch sukzessive Additionen
von Nukleotiden neue Strange zu synthetisieren. Jeder frisch synthetisierte DNS-Strang enthalt eine Bindungs-
stelle fir den anderen Primer, wodurch er als zusatzliches Templat im nachsten Zyklus dient. Der Zyklus wird
eine Anzahl von Malen wiederholt, wobei die Produktmenge jedes Mal verdoppelt wird. Um einen Eindruck von
der Amplifikationskraft der PCR zu geben: 20 Zyklen erzeugen eine Million Kopien von einem DNS Molekil'?"2.
[0066] Exon 1 von Ki-ras wurde durch PCR unter den folgenden Bedingungen amplifiziert: 2 pl geldster DNS
wurden in einem Gesamtvolurrien von 100 pl, enthaltend 10 mM Tris-HCI (pH 9,0 bei 25°C), 50 mM KCL, 1,5
mM MgCl,, 0,01% (Gew./Vol.) Gelatine, 0,1% Triton X-100, 125 pM jedes Desoxynukleotidtriphosphats und 0,5
UM jedes Primers, geldst. 0,2 Einheiten Tag-DNS-Polymerase wurden zugefiigt. Die Tag-Polymerase (Super-
taq) wurde von HT Biotechnlogy Ltd. (Cambridge, England) erworben.

[0067] Die Reaktionen wurden auf einem DNS-Thermocycler (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT, USA) unter
Verwendung eines Zweischrittprofils durchgefiihrt: 94°C 15 Sekunden lang (denaturieren), 60°C 30 Sekunden
lang (annelieren/extendieren), 40 Zyklen lang. Diesem Profil gingen 2 Minuten bei 94°C (einzelner Denaturie-
rungsschritt) voran, und es gab einen abschlieRenden Extensionsschritt von 4 Minuten bei 72°C. Die Oligonu-
kleotidprimer waren die folgenden: Stromaufwarts: 5’AAC CTT ATG TGT GAC ATG TTC TAA T-3' (Seq. Id. Nr.
5) (als R1 bezeichnet) und stromabwarts: 5'-AAT GGT CCT GCA CCA GTA AT-3' (Seq. Id. Nr. 2) (R2). Die Pri-
mer ergaben ein Produkt mit einer Ladnge von 221 Basenpaaren (bp).

Identifikation von Ki-ras-Mutationen in Tumorproben

[0068] Es existieren mehrere Verfahren zum Bestimmen, ob eine Einzelbasenanderung in amplifizierter DNS
existiert'*2". Aus diesen wahlten wir ein Verfahren, von dem sich gezeigt hat, dak es sowohl schnell als auch
empfindlich ist, ndmlich Einzelstrangkonformationspolymorphismusanalyse (SSCP)?*%,

[0069] Da DNS ein negativ geladenes Heteropolymer ist, bewegt es sich zum positiven Pol, wenn es in ein
elektrisches Feld gebracht wird. Dies wird Elektrophorese genannt.

[0070] Im Labor wird haufig das Prinzip des molekularen Siebens angewandt. Mit diesem Verfahren ist man
in der Lage, eine Auswahl verschiedener Molekiile, z. B. verschiedener DNS-Fragmente, zu trennen, indem
man sie zwingt, sich in einem Netzwerk hydrierter organischer Polymere, Gel genannt, zu bewegen. Die Be-
wegungsgeschwindigkeiten der DNS-Fragmente wird entsprechend ihrer GroRRe und/oder Form verlangsamt.
[0071] Die Methode der SSCP nutzt eine bestimmte Eigenschaft von kleinen (100-400 bp) einzelstrangigen
DNS-Fragmenten von gleicher GroRe: Wenn ihnen gestattet wird, sich auf sich selbst aufzufalten, bilden sie
ausgepragte Strukturen (Konformationen). Diese Konformationen werden durch intramolekulare Wechselwir-
kungen und daher durch die Sequenz bestimmt. Deshalb wird eine Punktmutation als eine geanderte Konfor-
mation widergespiegelt, die unter glinstigen Pufferkonditionen und Gelporengréf3e in einer geanderten Mobili-
tat wahrend der Elektrophorese resultiert. Da komplementare Strange verschiedene Konformationen zeigen,
erscheinen DNS-Fragmente vom Wildtyp (normal, unverandert) im Gel als zwei Banden. Eine Punktmutation
fuhrt zu zwei zusatzlichen Banden®. In der Praxis erscheinen oft zusatzliche Banden aufgrund von alternativen
Konformationen. In dieser Studie wurde die Elektrophorese von PCR-Produkten unter Verwendung des Phar-
macia Phast Systems (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden) auf vorgegossenen Polyacyla-
mid-Minigelen (PhastGelen) durchgefihrt.

[0072] SSCP-Protokoll: Die PCR-Produkte wurden durch Mischen mit Formamid und Erwarmen auf 80°C fir
1 Minute denaturiert. Die Proben wurden dann auf ein 20%iges homogenes Polyacrylamidgel mit nativen
Phastgel-Pufferstreifen, enthaltend 0,88 M L-Alanin, 0,25 M Tris pH 8,8, aufgebracht und mit dem folgenden
Programm laufen gelassen: Vorablauf: 400 V, 10 mA, 2,5 W, 100 Vh; Laden: 400 V, 1 mA, 2,5 W, 3 Vh; Tren-
nung: 400 V, 10 mA, 2,5 W, 300 Vh. Nach der Elektrophorese wurden die Gele gemaf den Empfehlungen des
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Herstellers silbergefarbt und getrocknet.

[0073] Unter Verwendung des beschriebenen Verfahrens zeigte jede Mutation in Kodon 12 und 13 von Ki-ras
ein deutliches Bandenmuster auf dem Phast-Gel. Die Identitat jeder Mutation wurde vorher durch direktes Se-
quenzieren und mutationsspezifische Primerextension (MSPE, wird spater erortert)? festgestellt. In dieser Stu-
die wurden diese Muster als Referenzen verwendet, um die An der Mutation in den Tumorproben festzustellen.
[0074] Alle Tumorproben wurden auf die Anwesenheit von Mutationen in Exon 1 des Ki-ras analysiert. Als
nachstes analysierten wir die Kotproben von den Patienten, deren Tumore eine Mutation enthielten.

DNS-Préaparation aus Kotproben

[0075] Genomische DNS aus Kot wurde unter Verwendung der Qiagen-Zeltkultur-DNS-Ausstattung (Qiagen
Inc., Chatsworth CA, USA) gereinigt.

[0076] Etwa 10 mg Kot wurden mit 1 ml des G2-Puffers gemischt. Aus einer koloskopischen Waschung nah-
men wir 500 pl und flgten eine gleiche Menge G2-Puffer zu. Dieser Puffer |6st die Nuklei und denaturiert alle
Arten von Protein. Die Stuhllysepuffermischung wurde durch Zentrifugation bei 13 000 g und 4°C 10 Minuten
lang gevortext und geklart. Der Uberstand wurde dann in ein neues Réhrchen iiberfiihrt, wonach 25 pl Protei-
nase K (20 mg/ml) zugefugt wurden. Die Proteinase verdaut die denaturierten Proteine in kleinere Fragmente.
Dann werden alle gebundenen Proteine von der DNS entfernt. Nach 60-minutiger Inkubation bei 50°C wurden
Genomic Tips von Qiagen (iber einem Abfalltablett plaziert und mit 1 ml des Aquilibrationspuffers QBT &quili-
briert. Dann wurden die Proben auf die aquilibrierten Genomic Tips aufgetragen, wonach die Saule mit 4 x 1
ml des QC-Waschpuffers gewaschen wurde. Die Saulen wurden dann auf saubere Sammelréhrchen gesetzt,
und es wurde ein angemessenes Volumen des Elutionspuffers QF zugefiigt. Die DNS wurde mit 0,7 Volumen
Isopropanol ausgefallt, manuell gemischt, 10 Minuten lang bei 4°C und 13 000 g zentrifugiert, und der Uber-
stand wurde vorsichtig entfernt. Die DNS wurde mit Ethanol 70% gewaschen und durch Zentrifugation wieder
pelletisiert. Die Proben wurden 10 Minuten lang luftgetrocknet, und schlieRlich wurde das Pellet in 50 pl
TE-Puffer wieder aufgel6st.

Erkennung von Ki-ras-Mutationen in Kotproben

[0077] Um die erwartete Mutation in Kodon 12 oder 13 des Ki-ras-Gens zu prifen, verwendeten wird muta-
tionsspezifische Primerextension (MSPE), auch allelspezifische Amplifikation (ASA)?*° genannt.

[0078] Das Verfahren der MSPE hangt von der Gestaltung eines Primers ab, der bei der PCR vorzugsweise
eine Sequenz gegenuber einer anderen amplifiziert, selbst wenn die Sequenzen sich nur um eine Base unter-
scheiden. Dies wird realisiert, wenn der Primer am oder nahe dem 3'-Ende vollstdndig zur gewlinschten (eine
Mutation enthaltenden) Sequenz paldt, aber nicht zu der anderen Sequenz (die keine Mutation tragt) paft. Die
Fehlpaarung zwischen dem normalen (nicht mutierten) DNS-Templat und dem Oligonukleotid resultiert in
schlechter Amplifikation dieses normalen Fragments.

[0079] Eine groRere Verlalllichkeit bezlglich der Spezifitat der MSPE kann erreicht werden, wenn der muta-
tionsspezifische Primer durch zusatzliche absichtliche Fehlpaarungen nahe dem 3'-Ende auf solche Weise de-
stabilisiert wird, dal® die Wahrscheinlichkeit der Verlangerung (und dadurch der Amplifikation) trotz der Fehl-
paarung noch weiter verringert wird®'.

[0080] Fehlgepaarte Primer wurden mit Hilfe eines kommerziellen Computerprogramms (Oligo 4.0, National
Biosciences Inc, USA) ausgewahlt, und zwar einschlieRlich einer zusatzlichen Fehlpaarung ein paar Basen-
paare vom 3'-Ende entfernt. Alle in dieser Studie verwendeten Primer wurden erworben.

[0081] Fur die MSPE verwendeten wir (semi-)nested PCR-Verfahren und Ampliwax-Gems.

[0082] In der nested PCR sind Empfindlichkeit und Spezifitat der DNS-Amplifikation erheblich verbessert®?3*,
Das Verfahren beinhaltet zwei aufeinanderfolgende PCRs. Die erste PCR enthalt ein Paar externe Primer,
wahrend die zweite zwei nested Primer enthalt, die intern zum ersten Primerpaar sind (nested PCR), oder ei-
nen der ersten Primer und einen einzelnen nested Primer (semi-nested). Das von der ersten Reaktion erzeugte
grélRere Fragment wird als Templat fur die zweite PCR verwendet.

[0083] PCR-Ampliwax-Gems (Perkin Elmer) erleichtern die Verwendung der "Warmstart"-Technik. Diese
Technik verhindert das vollstadndige Mischen des PCR-Reaktanden, bis die Reaktion eine Temperatur erreicht
hat, die nichtspezifisches Annelieren des Primer an Nicht-Ziel-DNS minimiert. Als Ergebnis werden Spezifitat
und Empfindlichkeit des PCR-Prozesses erhdht, und das Risiko der Primerdimerisation (Primer-Primer-Anne-
lierung) wird verringert®*3,

PCR-Verfahren

[0084] In der ersten Runde wurden 5 pl geléster DNS in der gleichen Reaktionsmischung wie die Tumorpro-
ben mit Primerkonzentrationen von 0,2 yM amplifiziert. Die Sequenz des stromaufwartigen Primers war
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5'-GGT GGA GTA TTT GAT AGT GTA TTA ACC TTA TGT-3' (R3) (Seq. Id. Nr. 1). Der stromabwartige Primer
war R2 (Seq. Id. Nr. 2). Diese Primer ergaben Fragmente einer Lange von 244 bp. Nach zweiminutiger Dena-
turierung bei 94°C wurde 16 Zyklen lang eine PCR durchgefiihrt (94°C fir 15 s, 60°C fur 15 s).

[0085] Die Amplifikationsfahigkeit des Templats in jeder Probe wurde geprift, bevor MSPE durchgefihrt wur-
de.

[0086] 1 pl des PCR-Produkts aus der ersten Runde wurde durch PCR unter Verwendung der Primer R1
(Seq. Id. Nr. 5) und R2 (Seq. Id. Nr. 2) (0,5 uM) 40 Zyklen lang (94°C fur 15 s, 60°C fur 30 s) reamplifiziert.
Aliquots von 15 pl wurden durch Elektrophorese auf einem 3 %igen NuSieve GTG (FMC BioProducts) Agaro-
segel analysiert. Die Proben aus der ersten Runde, die sich als amplifizierbar herausstellten, wurden der
MSPE unterzogen.

[0087] Wir bezogen AmpliWax-Gems und die Warmstarttechnik in die zweite PCR-Runde ein. 1 pl des
PCR-Produkts aus der ersten Runde wurde mit der Kombination aus Primer R3 (0,2 yM) und dem mutations-
spezifischen fehlgepaarten Primer reamplifiziert. Die fehlgepaarten Primer wiesen die folgenden Sequenzen
auf

GCT: 5'-AAG GCA CTC TTG CCT ACG CTA G-3' (R4); (Seq. Id. Nr. 11);

GTT: 5-AAG GCA CTC TTG CCT ACG CTA A-3' (R5) (Seq. Id. Nr. 6);

GAT: 5-AAG GCA CTC TTG CCT ACG CTA T-3' (R6) (Seq. Id. Nr. 7);

GAC: 5-CGT CAA GGC ACT CTT GCC TAC CT-3' (R7) (Seq. Id. Nr. 8);

AGT: 5'-AGG CAC TCT TGC CTA CGC TAT T-3' (R8) (Seq. Id. Nr. 9);

TGT: 5'-GCA CTC TTG CCT ACG CCA TA-3' (R9) (Seq. Id. Nr. 10);

[0088] Die Kombinationen aus R3 (Seq. Id. Nr. 1) mit den fehlgepaarten Primern ergaben Produkte von 143
(TGT) bis 150 (AGT) bp. PCR wurde 40 Zyklen lang (94°C fir 15 s, 60°C fiur 30 s) mit Primerkonzentrationen
von 0,2 uM (R4, R5) (Seq. Id. Nr. 11; Seq. Id. Nr. 6) oder 0,4 uM (R6-R9) (Seq. Id. Nr. 7-10) durchgefiihrt. Um
die TTT-Mutation zu prufen, die wir in einem Tumor fanden, fihrten wir an der Kotprobe sowohl eine GTT- als
auch eine TGT-Fehlpaarung durch; nur wenn beide Serien positive Ergebnisse erbrachten, konnten wir anneh-
men, dal im Kot eine Tumorzellen enthaltende TTT-Mutation vorhanden war.

[0089] Als negative Kontrollen verwendeten wir DNS aus Kot von Patienten mit kolorektalen Tumoren ohne
Mutation in Kodons 12 und 13 von Ki-ras. Es wurden die Proben mit der besten Amplifikationsfahigkeit ausge-
wahlt, um die Wahrscheinlichkeit von falschpositiven Ergebnissen zu minimieren. Als positive Kontrollen ver-
wendeten wir DNS aus Tumoren, bei denen die Art der Mutation in Ki-ras durch SSCP festgestellt und durch
Sequenzieren bestatigt wurde. MSPE-Produtke wurden einer Elektrophorese in einem 3%igen NuSieve-Aga-
rosegel unterzogen. Die Benennung eines Signals als positiv erforderte ein deutliches intensives Signal starker
als die negativen Kontrollen.

Ergebnisse
[0090] Es wurde ein experimenteller Zweischrittansatz entworfen. Zuerst analysierten wir kolorektale Tumo-

ren auf die Anwesenheit von Ki-ras-Mutationen. Wenn diese vorhanden waren, analysierten wir den Kot dieser
Patienten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefalt.
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Tabelle 1.

Merkmale der Patienten und Tumore, die auf Mutationen in Ki-ras untersucht wurden.

Patient |Ge- Tumorort Tumorart/ Tumormutation Mutant in
sehlecht Stadium# Koth#
C-01 M/79 Rektum Karzinom/B |GGT — GCT (Ala) |VII: +
C-04 [W/69 absteigendes Kolon |Adenom GGT -» GTT (Val) |L:+
C-05 |W/90 transverses Kolon |Adenom1 |GGT — TTT (Phe) |II:-
aufsteigendes Kolon [ Adenom 2 | GGT — GAT (Asp)
C-09 [W/63 aufsteigendes Kolon | Karzinom/C |GGT — GAT (Asp) |[II: +
C-12  |W/80 Rektum Adenom GGT —» GAT (Asp) |L: +
C-14 M/71 Sigma Karzinom/B [GGT — GAC (Asp) (II: +
C-16 W/75 Sigma Karzinom/C |GGT — GAT (Asp) [II: -
C-17 M/87 Sigma Karzinom/C |GGT — AGT (Ser) 1II: -
C-18 |W/77 Sigma Karzinom/B {GGT — GTT (Val) [L: +
C-23 M/80 Sigma Karzinom/B |GGT — GTT (Val) |[II: +
C-24 W/68 Rektum Karzinom/B |GGT — GAT (Asp) |II: -
C-25 W/49 Rektum Karzinom/C |GGT — GCT (Ala) [II: +

"Tumore wurden gemaR Dukes' klassischem Dreistadiensystem' von CRC klassifiziert (A: Tumor begrenzt auf
Muskularis Propria, B: Erstreckung durch die Muskularis Propria, aber auf das Kolon beschrankt, C: Metastase
zu regionalen Lymphknoten).

“Kotproben wurden wahrend der Koloskopie (1) oder vor der Operation (1) gesammelt. Von Patient C-01 wurde
sowohl Kotprobe | als auch Il analysiert. Tumormutationen wurden durch Einzelstrangkonformationspolymor-
phismus und Elektrophorese auf PhastGelen bestimmt. Mutationen in Kotproben wurden mit mutationsspezi-
fischer Primerextension ermittelt.

[0091] Genomische DNS aus 27 Tumoren wurden durch die PCR-SSCP-Methdoe auf die Anwesenheit von
Mutationen am 12. und 13. Kodon des Ki-ras-Gens analysiert. Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Silberfar-
bung wurden unter Verwendung des PhastSystems durchgefiihrt. Bandenmuster sind in Fig. 2 gezeigt.
[0092] Wir erkannten Punktmutationen in 13 Tumorproben (48%), die wir von 12 Patienten erhalten hatten (4
aus Gruppe A, 8 aus Gruppe B). Mutationen wurden in 4 von 12 Adenomen (33%, alle vom zottigen Typ) und
9 von 15 Karzinomen (60%) erkannt. Die Mehrheit der Mutationen wurde im Sigma und Rektum lokalisiert.
[0093] Von den 15 weiblichen Patienten, die sich an der Studie beteiligten, hatten 8 (53%) eine Mutation in
Ki-ras, wohingegen 4 von 10 Mannern (40%) betroffen waren. Bei einem Patienten (C-05) fanden wir, daR die
aus zwei verschiedenen Adenomen erhaltenen Proben verschiedene Mutationen enthielten.

[0094] Das Mutationsspektrum der Tumore ist in Fig. 3 gezeigt. Die haufigste Mutation war GGT zu GAT (Gly-
cin zu Asparaginsaure) in Kodon 12, beobachtet in 5 Fallen. Die anderen im gleichen Kodon gefundenen Mu-
tationen waren GGT zu GTT (Glycin zu Valin, 3 Falle), GGT zu GCT (Glycin zu Alanin, 2 Falle) und GGT zu
AGT (Glycin zu Serin, 1 Fall). Wir fanden einen Fall einer Mutation in Kodon 13, ndmlich GGC zu GAC (Glycin
zu Asparaginsaure).

[0095] Ein Tumor (C-05, Adenom 1) erzeugte ein unubliches Bandenmuster, das einem vorher mit einer dop-
pelten Mutation in Kodon 12 (GGT zu TTT) assoziierten Muster dhnelte. Die Sequenzanalyse des PCR-Pro-
dukts bestatigte diese doppelte Mutation (Fig. 4).

[0096] Als nachstes analysierten wir Kotproben der 12 Patienten, deren Tumore eine Mutation enthielten. Ein
Patient aus Gruppe A (C-01) wurde bald nach der Koloskopie operiert, so daf} wir zusatzlich zur Koloskopie-
probe eine voroperative Probe erhielten.

[0097] Nach der Reinigung der DNS aus Kot wurde Exon 1 von Ki-ras PCR-amplifiziert. Es wurde bald deut-
lich, dal} die Koloskopieproben mehr menschliche DNS als die voroperativen Proben enthielten. Der mecha-
nische Effekt des Waschens einer Flissigkeit um den Tumor herum wahrend der Koloskopie rief offenbar die
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Freisetzung von Zellen in das Lumen hervor. Daher waren allgemein in den wahrend der Kolonskopie erhalte-
nen Proben sowohl die gesamte Zellmenge als auch die aus dem Tumor gewonnene Zellfraktion héher.
[0098] Eine Einschritt-PCR mit 40 Zyklen, die normalerweise fir jegliche Menge an Ausgangsmaterial aus-
reichend ist, war offensichtlich fur mehrere der Kotproben nicht ausreichend, méglicherweise aufgrund von "in-
hibitierenden Faktoren" im Kot. Wir hofften, die Effizienz der PCR durch Verwassern dieser Faktoren zu erho-
hen, indem nested PCR durchgefuhrt wurde. Dies wirde auch die Templatmenge fir MSPE erhéhen.

[0099] Es stellte sich heraus, dal mit dieser Zweischritt-PCR-Strategie alle Kotproben sowohl aus Gruppe A
als auch aus Gruppe B amplifizierbar und daher fir MSPE geeignet waren. Das Templat fir MSPE war 1 pl
des PCR-Produkts aus der ersten Runde. AmpliWax-Gems und die Warmstarttechnik wurden einbezogen. Es
waren positive und negative Kontrollen enthalten.

[0100] Auf diese Weise bestatigten wir die in den jeweiligen Tumoren gefundenen Mutationen in allen 4 Kot-
proben aus Gruppe A. In den von Gruppe B erhaltenen Kotproben (plus Fall C-01) identifizierten wir die Muta-
tion in 5 der 9 Falle. Proximale wie auch distale Tumoren (Patient C-09, aufsteigendes Kolon) ergaben positive
Ergebnisse. Es wurden vier verschiedene Typen von Mutationen erkannt: GCT, GTT, GAT und GAC.

[0101] Fur optimale Ergebnisse malfite die Konzentration der mutationsspezifischen Primer auf Werte einge-
stellt werden, die zwischen 0,2 und 0,4 uM variierten.

[0102] Reprasentative Ergebnisse der Erkennung von Mutationen in Ki-ras in Kot mit MSPE sind in Fig. 5
gezeigt.

Diskussion

[0103] Indieser Studie untersuchten wir die Mdglichkeit, Ki-ras-Mutationen im Kot von Patienten mit kolorek-
talen Tumoren zu erkennen. In 27 Tumoren (12 Adenome und 15 Karzinome) wurden Ki-ras-Mutationen in 13
Tumoren gefunden, 4 in Adenomen (33%) und 9 in Karzinomen (60%). Diese Haufigkeiten stimmen mit friihe-
ren Berichten*® (iberein. Dieses Ergebnis bestétigt die potentielle Rolle von Ki-ras-Mutationen als relativ friiher
Marker von kolorektalen Neoplasien.

[0104] Vor kurzem wurde beobachtet, dal Frauen eine héhere Haufigkeit von Ki-ras-Mutationen in kolorek-
talem Krebs als Manner haben®. Es wurde vorgeschlagen, daR dieser Unterschied mit der Zeit des Kontaktes
mit und der Konzentration von bestimmten Karzinogenen im Kot verbunden ist. Es wird berichtet, dal sowohl
Darmdurchgangszeit als auch Verstopfungshaufigkeit bei Frauen deutlich héher sind®. Eine Reflektion dieses
Geschlechtsunterschieds ist in unserem Material erkennbar, in dem gefunden wurde, da 53 % der Tumore
bei Frauen und 40% der Tumore bei Mannern eine Mutation beherbergen.

[0105] Wir fanden, daf} die Mehrheit der Mutationen (12 von 14, wenn TTT als zwei Mutationen betrachtet
wird) an Position 2 von Kodons 12 und 13 auftritt. Dies ist ebenfalls friiher erkannt worden?®®.

[0106] Obwohl die Zahl der in dieser Studie untersuchten Tumore klein ist, liegt die Gesamthaufigkeit der drei
Mutationen, die als haufigste angesehen werden (CAC, GAT und GTT), der in gréReren Serien gefundenen
erstaunlich nahe’?®.

[0107] Einige Punktmutationen sind mit distinkten anatomischen Orten in Verbindung gebracht worden®. In
dieser Beziehung stimmen unsere Ergebnisse mit der GCT-Mutation mit der Beobachtung lberein, dal} diese
Mutation auf das Rektum begrenzt zu sein scheint.

[0108] Die Korrelation von bestimmten Arten von Ki-ras-Mutationen mit dem klinischen Stadium, wie z. B. der
kiirzlich beschriebenen Begrenzung der GAT-Mutation auf Tumore der Dukes-Stufe B®, konnte im Material un-
serer Patienten nicht erkannt werden. Tatsachlich wurden von den finf Tumoren mit einer GAT-Mutation zwei
als Dukes C klassifiziert.

[0109] Wir haben die Kotproben der 12 Patienten (von einem Patient sowohl eine Koloskopie- als auch eine
voroperative Probe), deren Tumore eine Ki-ras-Mutation enthielten, analysiert. Wir konnten die entsprechende
Ki-ras-Mutation in 9 von 13 (4 Koloskopie- und 9 voroperative) Stuhlproben identifizieren. Die Identifizierung
wurde in allen 4 koloskopischen Proben und in 5 von 9 der voroperativen Proben erreicht. Nur die letzteren
Proben sind von diagnostischem Wert. Die Koloskopieproben stellten nur wertvolle Informationen bei Bewer-
ten des Verfahrens zur Verfigung.

[0110] Obwohl die Amplifikationsfahigkeit aller Kotproben festgestellt worden war, ergab MSPE nicht in jeder
Probe positive Ergebnisse. Als mdgliche Erklarung ist eine Anzahl Probleme erkennbar. Zuerst unterscheiden
sich Kotproben, wie friiher erwahnt, bezogen sowohl auf den gesamten Mucosalzellgehalt als auch auf die aus
dem Tumor gewonnene Zellfraktion stark. Als zweites wird die Reinigung von menschlichen Zellen aus Kot
wahrscheinlich durch die Anwesenheit von bakteriellen Zellen behindert. Ein weiteres Problem betrifft die Tat-
sache, dafl menschliche Zellen im Kot einer relativ hohen Konzentration an abbauenden Enyzmen ausgesetzt
sind. Zusatzlich ist gefunden worden, dal® Kot bestimmte Inhibitoren enthalt, die die DNS-Amplifikation in PCR
stéren’. Indem die DNS an ein modifiziertes lonenaustauschharz gebunden wird (z. B. Qiagen, in dieser Studie
verwendet), kdnnen diese Inhibitoren moglicherweise zumindest teilweise entfernt werden.

[0111] Das MSPE-Verfahren als solches scheint fiir die Erkennung von Ki-ras-Mutationen in Kot sehr gut ge-
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eignet zu sein. Die Analyse von Kotproben erforderte die Erkennung von mutierten Ki-ras-Sequenzen, die un-
ter einer Fille von Wildtyp-Ki-ras aus normalen Zellen aus den Tumorzellen hergeleitet wurden. Experimente
zur Feststellung der Empfindlichkeit des Verfahrens zeigten, dafs MSPE mindestens 0,01% mutierte Zellen in
einer heterogenen Zellpopulation erkennen konnte (unverdéffentlichte Daten). Ein weiteres Merkmal von MSPE
ist, dafd das Verfahren relativ unempfindlich auf "luftgetragene”, vor der PCR vorhandene Verunreinigungen ist
(z. B. menschliche DNS, die aus Haar, Haut etc. freigesetzt wird).

[0112] Es werden weitere Studien bendtigt, um die Effizienz des Verfahrens zu verbessern, zum Beispiel
durch Bemihungen, die Ausgangsmenge des Templats fir MSPE anzugleichen. Neuere Experimente in un-
serem Labor weisen darauf hin, da dies mit einem Dreirunden-PCR-Aufbau erreicht werden kdnnte. Eine wei-
tere Verbesserung kénnte durch "Anreichern" der Probe mit mutanten Zellen vor der Analyse erreicht werden,
zum Beispiel durch bevorzugte Reinigung von mutanten gegentiber Wildtypzellen.

[0113] Screening auf mehrere Mutationen in einer Analyse konnte durch die gleichzeitige Verwendung einer
Anzahl von fehlgepaarten Primern moglich sein. Eine zusatzliche Untersuchung einer sogenannten "Multip-
lex-PCR"-Prufung ware wertvoll. SchlieBlich wird eine weitere Bewertung einer méglichen Anwendung der Me-
thode in einem Screeningtest bendtigt. Ein solcher Test, wahrscheinlich mit hoher Spezifitat, wirde einen po-
sitiven voraussagenden Wert ergeben, der den der Erkennung von Blut im Kot bei weitem Ubertrifft.

[0114] Kirzlich sind Ki-ras-Mutationen auch im Kot von Patienten mit einem Pankreas-Adenokarzinomen
und seinen vermuteteten Vorlaufergewebsverletzungen® identifiziert worden. Dieser Fund erweitert den po-
tentiellen Umfang der Ki-ras-Analyse in Kot noch mehr. Daher kénnte Ki-ras-Erkennung in Kot eine schnelle
und nichtinvasive Screeningstrategie nicht nur zur Friherkennung von kolorektalem Krebs, sondern auch fur
andere gastrointestinale und Pankreas-Malignitaten sein.

Beispiel 3
Ki-ras-Onkogenanalyse in der genauen Diagnose von bésartigen Gewebeveranderungen in der Pankreas

[0115] Die Aktivierung des Ki-ras-Onkogens durch spezifische Punktmutationen an Kodon 12 tritt in Pankre-
asleiter-Adenokarzinomen mit bemerkenswert hoher Haufigkeit auf und ist wahrscheinlich ein wichtiges Ereig-
nis in der Pathogenese diese Krebses. Ki-ras-Onkogenmutationen sind auch in Pankreassaft von Patienten
mit bosartigen Gewebsveranderung erkennbar. Diese spezifische Genaktivierung kann daher bei der Diagno-
se von Pankreas-Malignitaten sowie in der differentiellen Diagnose gegen chronische Pankreatitis helfen und
auch dabei, gutartige von bosartigen zystischen Krankheiten der Pankreas zu trennen.

[0116] Wir haben kirzlich ein schnelles nichtradioaktives SSCP-Instrument fur die Erkennung und Identifi-
zierung von Ki-ras-Mutationen mit einer Empfindlichkeitsgrenze (Zellen mit einem mutierten Allel/normale Zel-
len) von 0,02 entwickelt. Wir haben diese Technik auf verschiedene Proben von dreiRig Patienten angewendet,
die wegen bosartiger Gewebsveranderung der Pankreas operiert wurden. Alle dreil3ig Patienten beherbergten
eine Kodon-12-Mutation im Tumor. Pankreassaft, der von zwdlf Patienten gesammelt wurde, zeigte in neun
Fallen die Anwesenheit von Mutation. Drei Patienten mit zystischen Pankreaskrankheiten, die urspriinglich als
nicht-bdsartig klassifiziert worden waren, zeigten Ki-ras-Mutation in Zystenflissigkeit und Zystenwandenbiop-
sien, und nach der Operation wurde eine bdsartige Histologie bestatigt. Von drei Patienten gesammelte peri-
toneale Flissigkeit zeigte die Anwesenheit der gleichen Mutation, die im Tumor gefunden wurde.

[0117] Die Anwesenheit der Mutationen GAT und GTT scheint mit einer besseren Prognose nach der Ope-
ration verbunden zu sein als eine Anwesenheit aller anderer Mutationen. Wir schlieen, dal} Analyse nach
Ki-ras-Mutationen in Pankreas-Gewebsveranderungen sowohl diagnotisch als auch prognostisch hilfreich sein
und zu einer friiheren Diagnose fiir diese verheerende Krankheit fiihren kann, deren einzige Uberlebenshof-
fung eine frihe Diagnose und radikale Operation ist.

Beispiel 4

Assoziation von spezifischen Ki-ras-Genmutationen mit verbessertem Uberleben der Patienten in Pankre-
as-Adenokarzinomen

[0118] Pankreas-Adenokarzinome sind fur ihre groRe Haufigkeit von Ki-ras-Genmutationen bekannt. In der
vorliegenden Studie wurde mit Formalin fixiertes und in Paraffin eingebettetes Tumormaterial von 73 Patienten
mit primaren Adenokarzinomen unter Verwendung eines auf Einzelstrangkonformationspolymorphismus ba-
sierenden Verfahrens auf die Anwesenheit von aktivierenden Punktmutationen in Exon 1 von Ki-ras unter-
sucht. 49 (72%) der 68 Karzinome, die erfolgreich amplifiziert wurden, beherbergten eine oder mehrere Punkt-
mutationen.

[0119] Die Uberlebensanalyse zeigte keine Korrelation zwischen der Abwesenheit oder Anwesenheit von
Ki-ras-Mutation und dem Uberleben des Patienten, und es wurde kein Unterschied zwischen Féllen mit einer
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oder mehreren Mutationen beobachtet. Die Anwesenheit von zwei spezifischen Mutationen (GTT- und
GAT-Triplets in Kodon 12) war jedoch beim Vergleich mit allen anderen Arten von Mutationen oder der Abwe-
senheit von Mutéation erheblich mit einem verbessertert Uberleben des Patientenverbunden (p = 0,0038). In
einer multivariaten Uberlebensanalyse (Cox-Verfahren), die zusatzlich das Patientenalter zur Zeit der Diagno-
se, Tumordurchmesser und Tumorlokalisierung beinhaltet, zeigte die Art der Ki-ras-Mutation eine starke und
unabhangige prognostische Bedeutung (p = 0,03).

[0120] Daher definiert die Anwesenheit von GTT- und GAT-Mutationen in Exon 1 von Kiras eine Untergruppe
von Patienten mit Pankreas-Adenokarzinomen, bei denen die Prognose bedeutend verbessert ist. Molekulare
Analyse von Ki-ras kénnte ein hilfreicher Marker sein, um Patienten auszuwahlen, die eher von ausgedehnter
chirurgischer Behandlung profitieren.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum Feststellen/Erkennen von Ki-ras-Mutationen im Exon | Kodon 12 bis 13 in Proben von
Gewebe, Tumorgewebe, Gewebesekretionen, Exkretionen, Expektoraten, wobei das Verfahren umfaft:
(a) Reinigen und Trennen von DNS aus der Probe;
(b) Ausfihren mindestens einer PCR-Amplifikation unter Verwendung eines stromaufwartigen flankierenden
Oligoprimers 5'-AAC CTT ATG TGT GAC ATG TTC TAA T-3' (R1) (Seq. Id. Nr. 5) und eines stromabwartigen
flankierenden Oligoprimers 5'-AAT GGT CCT GCA CCA GTA AT-3' (R2) (Seq. Id. Nr. 2) zur Erzeugung eines
spezifischen PCR-Erzeugnisses umfassend die Mutationen; und (c) Ausfihen eines Identifizierungsschrittes
umfassend eine Phast-Gel®-SSCP, wobei als Ergebnis der Verwendung einer spezifischen Kombination von
Oligoprimern zur PCR-Amplifikation eine direkte Ermittlung der Mutationen als Banden auf dem Phast-Gel® er-
reicht wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf zwischen Schritt (a) und Schritt (b) eine wei-
tere PCR-Amplifikation unter Verwendung des stromaufwartigen flankierenden Oligoprimers 5'-GGT GGA GTA
TTT GAT AGT GTA TTA ACC TTA TGT-3' (R3) (Seq. Id. Nr. 1) und des stromabwartigen flankierenden Oligo-
primers 5-AAT GGT CCT GCA CCA GTA AT-3' (R2) (Seq. Id. Nr. 2) durchgefiihrt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, das weiterhin einen spezifischen PCR-Amplifikationsschritt, der nach
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Schritt (b) ausgefuhrt wird, umfal3t, und zwar unter Verwendung eines Oligoprimers 5' GGT GGA GTA TTT
GAT AGT GTATTAACC TTATGT-3' (R3) (Seq. Id. Nr. 1) in Kombination mit mindestens einem mutationsspe-
zifischen fehlgepaarten Primer, ausgewahlt aus

GCT: 5'-AAG GCA CTC TTG CCT ACG CTA G-3' (R4) (Seq. Id. Nr. 11);

GTT: 5-AAG GCA CTC TTG CCT ACG CTA A-3' (R5) (Seq. Id. Nr. 6);

GAT: 5-AAG GCA CTC TTG CCT ACG CTA T-3' (R6) (Seq. Id. Nr. 7);

GAC: 5-CGT CAA GGC ACT CCT GCC TAC CT-3' (R7) (Seq. Id. Nr. 8);

AGT: 5'-AGG CAC TCT TGC CTA CGC TAT T-3' (R8) (Seq. Id. Nr. 9);

TGT: 5'-GCA CTC TTG CCT ACG CCA TA-3' (R9) (Seq. Id. Nr. 10).

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dal® die Probe aus
dem Kolon, dem Rektum, der Lunge und der Pankreas enthnommen wird.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daf’ die in dem Ver-
fahren verwendeten Proben frisch, gefroren oder in Paraffin eingebettet sind.

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dal} die Probe Stuhl,
Pankreasflissigkeit, zystische Flussigkeit aus der Pankreas, Biopsien vom Kolon und Rektum umfal3t.

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dalk die Menge des
als Startmaterial bei dem Verfahren verwendeten Stuhls von 5-100 mg reicht, vorzugsweise 10 mg betragt.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dal® die Menge des
als Startmaterial bei dem Verfahren verwendeten Tumorgewebes im Bereich von 2-50 mg, vorzugsweise bei
25 mg liegt.

9. Ausstattung zum Durchfuhren des Verfahrens nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da es Che-
mikalien zum Durchfihren der PCR-Reaktionen, einen Oligoprimer mit der Sequenz 5'-AAC CTT ATG TGT
GAC ATG TTC TAA T-3' (R1) (Seq. Id. Nr. 5), einen Oligoprimer mit der Sequenz 5'-AAT GGT CCT GCA CCA
GTA AT-3' (R2) (Seq. Id. Nr. 2) und geeignete Gele sowie Erkennungssysteme zum Analysieren des PCR-Er-
zeugnisses enthalt.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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AGT GAC GAT GCT GTT TIT7

Fig 3
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