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Overzichten

Vroegdiagnostiek van carcinomen met behulp van puntmutatie-detectie in
excreten en secreten: een realistisch of fictief toekomstbeeld?

C. van de WATER!, D. W. SWINKELS? en A. STURK!

In dit overzichtsartikel wordt ingegaan op de moge-
lijkheden om puntmutaties in oncogenen en tumor-
suppressorgenen te gebruiken als tumormerkers in de
vroegdiagnostiek van carcinomen. Door de recente
ontwikkelingen in de moleculaire biologie neemt de
kennis over de pathogenese van tumoren steeds
verder toe. Inmiddels zijn een groot aantal verande-
ringen in het genetisch materiaal (met name punt-
mutaties) beschreven die zowel in een vroegtijdig
stadium van de carcinogenese ontstaan alsook een
hoge tumor-incidentie vertonen. Daarnaast zijn er
ontwikkelingen in de technologie van de polymerase
kettingreactie (PCR), die het mogelijk maken punt-
mutaties te detecteren in monsters die voor een zeer
groot percentage uit "mormale" cellen bestaan. Dit
laatste biedt perspectief om voor een aantal tumoren
screeningsprogramma's op te zetten, die gericht zijn
op het detecteren van puntmutaties in matrices als
urine, faeces en speeksel. Aan de hand van recente li-
teratuur wordt aangetoond dat concrete toepassingen
van puntmutatie-detectie in vroegdiagnostiek van
carcinomen een alleszins realistisch toekomstbeeld is.
Tevens worden een aantal bruikbare technieken voor
puntmutatie-detectie kort besproken.

Trefwoorden: puntmutatie-detectie; vroegdiagnostiek;
carcinoom

Bij het ontstaan en de progressie van tumoren staan
veranderingen in het genoom centraal (1-3). Dankzij
de indrukwekkende ontwikkelingen in de moleculaire
biologie is inmiddels veel bekend over zowel tumor-
specifieke als algemeen voorkomende veranderingen
in het genetisch materiaal bij tumorcellen. Hierdoor
is het inzicht in de pathogenese van tumoren enorm
toegenomen. Genetische veranderingen in tumoren
ontstaan al in een fase die voorafgaat aan het stadium
waarop de klinische symptomen zich openbaren. Dit
betekent dat de ontwikkelingen in de moleculaire bio-
logie in principe ook nieuwe perspectieven bieden
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met betrekking tot pré-symptomatische diagnostiek
van tumoren. Aangezien operatieve resectie van
"early-stage"-tumoren beschouwd wordt als de meest
wenselijke therapie, is het uiterst belangrijk om tu-
moren in een zeer vroegtijdig stadium te detecteren.
Nieuwe moleculair diagnostische testen, die gericht
zijn op het detecteren van genetische veranderingen
in de tumorcel, kunnen dankzij de mogelijkheden tot
vroegdiagnostiek leiden tot een daling in zowel de
morbiditeit als mortaliteit. Vroegdiagnostiek van tu-
moren bij goed gedefinieerde "high-risk"-groepen zal
met name een brede ingang vinden als de matrix
waarin wordt gescreend via eenvoudige, bij voorkeur
niet-invasieve methoden, kan worden verkregen. Om
deze reden zullen toepassingen van vroegdiagnostiek
met name in het verschiet liggen voor carcinomen,
die zodanig gelokaliseerd zijn, dat tumorcellen vrij
eenvoudig in excreten, secreten of lichaamsvloeistof-
fen terecht komen. Hierbij kan worden gedacht aan:
(i) tumoren van klieren of organen (speekselklier-
tumor — speeksel; pancreastumor — pancreassap) en
(ii) epitheliale tumoren waarbij tumorcellen terecht-
komen in de tractus digestivus (tumoren in hoofd-
hals gebied — speeksel; colorectaal tumor — faeces),
tractus urogenitalis (blaaskanker — urine) of tractus
respiratorius (longkanker — speeksel).

Genetische afwijkingen in tumoren

Van diverse tumoren breekt momenteel het besef
door dat hun ontstaan het gevolg is van een combina-
tie van erfelijke aanleg en omgevingsfactoren. Bij de
erfelijke component wordt een gemuteerd allel geérfd
via één van de ouders. Alle lichaamscellen bezitten in
dat geval de betreffende mutatie. Deze erfelijke vor-
men van kanker vinden hun oorsprong in mutaties in
de geslachtscellen (zogenaamde "germ-line"-muta-
ties) van één van de voorouders. Behalve de erfelijke
component zijn er ook omgevingsfactoren zoals ul-
traviolette straling, chemische stoffen en virussen die
kunnen leiden tot mutaties. Deze verworven mutaties
(beter bekend als somatische mutaties) vinden lokaal
plaats en kunnen niet worden doorgegeven aan de
volgende generatie. Het erven van één gemuteerd
allel of het ontstaan van één somatische mutatie is
niet voldoende om een normale cel in tumorcel te
veranderen. De oncogenese dient namelijk gezien te
worden als een meerstapsproces waarbij een accumu-
latie van genetische defecten noodzakelijk is voor het
ontwikkelen van tumoren. Dit laatste betekent uiter-
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aard wel dat bij personen die al een erfelijke aanleg
voor tumor-ontwikkeling hebben, somatische muta-
ties eerder zullen resulteren in tumorvorming in ver-
gelijking met personen die erfelijk onbelast zijn. Tot
nu toe wordt ervan uitgegaan dat bij het ontstaan van
tumoren meestal somatische mutaties een rol spelen.
Meer en meer genen worden echter ontdekt die de
erfelijke component van het ontstaan van tumoren
illustreren, bijvoorbeeld bij borstkanker het BRCAL1
(4) en BRCA2 (5).

De genetische veranderingen in tumoren als gevolg
van erfelijke aanleg en omgevingsfactoren betreffen
twee typen genen, namelijk de proto-oncogenen en
tumorsuppressorgenen. Beide typen genen hebben
normaliter een functie als regulator van celgroei en
celdifferentiatie. Deze regulatie-functie van proto-
oncogenen en tumorsuppressorgenen kan zich af-
spelen op celmembraanniveau (genproducten die
coderen voor groeifactoren en hun receptoren), cyto-
plasma-niveau (genproducten die coderen voor intra-
cellulaire boodschappermolekulen) en op kernniveau
(genproducten die coderen voor transcriptiefactoren
of celcyclusregulerende eiwitten). Proto-oncogenen
hebben normaliter een stimulerend effect op de cel-
groei of celoverleving, of een remmend effect op ge-
programmeerde celdood of apoptose, terwijl tumor-
suppressorgenen juist een celgroeiremmend effect
vertonen. Proto-oncogenen kunnen als gevolg van
mutaties gedereguleerd raken, hetgeen kan resulteren
in de productie van afwijkende eiwitten met transfor-
merende eigenschappen. De "ontspoorde" proto-on-
cogenen worden in de literatuur als oncogenen aange-
duid. Specifiecke mutaties in tumorsuppressorgenen
kunnen leiden tot het wegvallen van celdeling- en
celgroei-remmende componenten waardoor cellen
zich kunnen gaan onttrekken aan het complexe groei-
regulatiesysteem. De celgroei wordt hierdoor au-
tonoom en onafhankelijk van groeiremmende signa-
len uit de omgeving. Veranderingen in het genoom,
die het gebalanceerde samenspel tussen proto-onco-
genen en tumorsuppressorgenen in celgroei en -diffe-
rentiatie verstoren, liggen dus aan de basis van de
tumorvorming (6).

De typen veranderingen in het genoom, die verant-
woordelijk kunnen zijn voor activatie van proto-
oncogenen en inactivatie van tumorsuppressorgenen,
zijn: (i) translocaties, (ii) amplificaties, (iii) inserties,
(iv) deleties, (v) puntmutaties en (vi) genomische in-
stabiliteit als gevolg van een defect "DNA-repair'-
mechanisme.

Bij verreweg de meeste maligniteiten is sprake van
activatie van proto-oncogenen als gevolg van somati-
sche puntmutatie(s) of inactivatie van tumorsuppres-
sorgenen als gevolg van deletie(s) en/of somatische
puntmutaties. Dat in kwantitatief opzicht deleties en
somatische puntmutaties de belangrijkste bijdrage le-
veren aan maligne transformaties, betekent niet dat
de overige typen mutaties (translocaties, amplificaties
en inserties) geen essenti€le rol kunnen spelen bij zo-
wel de ontwikkeling als de diagnostiek van tumoren
(7). De translocaties bij maligne ziekteprocessen zo-
als Burkitt-lymfoom [t8;14] en chronische myeloide
leukemie [t9;22], evenals amplificaties van het erb
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B-2(neu)-oncogen bij mammacarcinoom en het N-
myc-oncogen bij neuroblastomen zijn hiervan een
bewijs.

Behalve mutaties in de proto-oncogenen en tumor-
suppressorgenen kunnen bij een aantal tumoren waar-
onder het colorectumcarcinoom ook defecten in het
"DNA-repair"-mechanisme ten grondslag liggen aan
de tumorogenese. Een defect in dit "repair”-mecha-
nisme kan behalve clonale expansie van cellen die
mutaties in een tumorsuppressorgen en/of proto-
oncogen hebben ondergaan, ook veranderingen geven
in microsatellieten (repeterende eenheden van korte
DNA sequenties) en leiden tot de zogenaamde micro-
satelliet-instabiliteit. Het gebruik van microsatelliet-
instabiliteit als merker bij de vroegdiagnostiek van
tumoren (8,9) wordt in dit overzicht verder buiten
beschouwing gelaten.

Puntmutaties treden zowel op in proto-oncogenen als
in tumorsuppressorgenen (10). Somatische puntmuta-
ties van het p53-tumorsuppressorgen, dat gelokali-
seerd is op chromosoom 17p, zijn de meest voorko-
mende genetische veranderingen in humane tumoren
(11). Het eiwitproduct van het p53-suppressorgen
fungeert als regulator in de celcyclus. Via een speci-
fieke DNA bindingscapaciteit remt dit eiwit de DNA
synthese en vertraagt daarmee de celdeling. Mutaties
ontregelen deze remming, met als gevolg een ver-
hoogde proliferatieve activiteit. Binnen de groep van
de oncogene puntmutaties wordt echter in de litera-
tuur de meeste aandacht besteed aan de ras-genen (c-
K-ras, c-H-ras en N-ras). Deze genen coderen voor
membraangebonden eiwitten met intrinsieke GTP-
ase-activiteit. Als gevolg van oncogene puntmutaties
van ras-genen vindt er een voortdurende intracellu-
laire signaaloverdracht plaats, hetgeen resulteert in
een verhoogde proliferatieve activiteit van deze cel.

Detectie van puntmutaties

De introductie van in-vitro enzymatische technieken
zoals de polymerase kettingreactie (PCR) en ligase
kettingreactie (LCR) hebben de opsporing van punt-
mutaties aanzienlijk vereenvoudigd. Met name de
PCR heeft zijn intrede gedaan bij de detectie van
puntmutaties. Er zijn vele PCR-varianten voor het
detecteren van puntmutaties beschreven (10,12). De
meeste zijn echter niet geschikt voor de detectie van
puntmutaties tegen een sterke achtergrond van nor-
male cellen. Enkele detectie-methoden kunnen hier-
voor wel worden gebruikt, waaronder clonering ge-
volgd door hybridisatie met allel specifieke gelabelde
oligonucleotiden (ASO), de allelspecifieke amplifica-
tie (ASA, ook bekend als "mismatch PCR" en "muta-
tion specific PCR assay") (13-15) en de "mutant en-
riched"-amplificatie (16,17). Deze methodieken zijn
alleen toepasbaar in de diagnostieck wanneer de muta-
ties bekend zijn en op enkele plaatsen in het gen zijn
geconcentreerd, zoals in het geval van K-ras-muta-
ties. Detectie van mutaties die verspreid liggen over
het gen, zoals in het geval van p53-mutaties, is voor-
alsnog gecompliceerd en daarom ongeschikt voor
diagnostische doeleinden (18).

Voor clonering van het (deel van het) gen waarin men
geinteresseerd is kan gebruik gemaakt worden van
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Figuur 1 "Mutant-enriched" PCR-amplificatie. Met behulp
van primers A en B wordt een eerste PCR uitgevoerd. Hierbij
is primer A een "mismatch primer" die zodanig is gekozen, dat
alleen in het wild-type allel een restrictieplaats ({;) wordt gege-
nereerd. De aanwezige mutatie () in het mutant-allel is hierbij
cruciaal, omdat deze de introductie van een restrictieplaats
juist blokkeert. Primer B zorgt voor de introductie van een
controle-restrictieplaats (W) in zowel wild-type als mutant.
Tijdens incubatie met het restrictie-enzym (1°¢ digestie) blijft
de mutant-sequentie intact en wordt de wild-type-sequentie
voor het grootste deel gesplitst. Na de 1°¢ digestie wordt een 2°
PCR uitgevoerd waarbij gebruik wordt gemaakt van dezelfde
primer A en van een nieuwe primer C. Primer C hybridiseert
aan de 5'-kant van de restrictieplaats die door primer B is
geintroduceerd. Door bij de 2° PCR opnieuw gebruik te maken
van primer A wordt specifiek het PCR-product van de mutant
geamplificeerd. De mate van specificiteit wordt bepaald door
de efficientie van de restrictie-enzym behandeling. Onvolle-
dige digestie van de door primer A geintroduceerde restrictie-
plaats ({}) gaat ten koste van de specificiteit omdat ongediges-
teerde wild-type-PCR-producten tijdens de 2° PCR-procedure
ook worden geamplificeerd. Onvolledige digestie van de con-
trole-restrictieplaats is niet van belang omdat deze de 2° PCR
niet beinvloedt. Om onderscheid te kunnen maken tussen het
mutant PCR-product en het wild-type-PCR-product na de 2°
PCR-procedure wordt opnieuw een digestie met het be-
treffende restrictie-enzym uitgevoerd (= 2° digestie). De uit-
eindelijk verkregen PCR-producten van wild-type en mutant
verschillen in lengte en kunnen met behulp van agarose-gel-
elektroforese van elkaar worden onderscheiden.

een bacteriofaagvector. Het in eerste instantie met be-
hulp van PCR geamplificeerde DNA wordt daarbij
middels bacteriofaagclonering verder geamplificeerd.
Na blotting van het DNA van de individuele plaques
wordt hybridisatie uitgevoerd met mutant-specifieke
(radio-actief) gelabelde oligonucleotiden. Deze me-
thode is gevoelig met een detectiegrens van ongeveer
1 mutant cel per 5000 normale cellen maar is te be-
werkelijk voor diagnostiek in een klinisch-chemisch
laboratorium. De hieronder beschreven allelspeci-
fieke en "mutant enriched" amplificatie zijn relatief
eenvoudig en in principe wel geschikt voor de dia-
gnostiek.

In het geval van allel specifieke amplificatie worden
primers gebruikt die volledig complementair zijn met
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het DNA-fragment dat de betreffende mutatie bezit
(13-15). Onder optimale PCR-condities vindt dan al-
leen hybridisatie plaats als de betreffende mutatie
aanwezig is. De normale "wild-type"-sequentie wordt
dus niet opgepikt.

De "mutant-enriched PCR"-amplificatie is een 2-
staps PCR-procedure die gebaseerd is op specifieke
digestie van het wild-type DNA (16,17). Op deze
wijze kan zonder gebruik te maken van mutant-speci-
fieke primers toch een specificke amplificatie van de
mutant-sequentie worden verkregen. De in de litera-
tuur beschreven sensitiviteit varieert van 0,01% tot
0,2% (16,17). Het principe van de "mutant-enriched
PCR"-procedure staat schematisch weergegeven in
figuur 1.

Overigens kunnen technieken voor het detecteren van
puntmutaties ook te gevoelig zijn (19,20). Bij testen
waarmee zeer zeldzame puntmutaties kunnen worden
opgespoord (< 1:10° cellen) wordt al een positief test-
resultaat gevonden in het stadium voorafgaand aan
clonale expansie. In die fase is nog geen sprake van
een "early stage" tumor en kan dus ook geen klini-
sche interventie plaatsvinden. Op de problematiek be-
treffende het voorkomen van tumorgeassocieerde
puntmutaties in een zodanig gering aantal cellen dat
dit ook voorkomt in "normale populaties" wordt later
ingegaan. Fout-positieve resultaten van de test kun-
nen worden voorkomen door negatieve controles
(cellijnen, non-neoplastisch weefsel) mee te nemen
en de bepaling in duplo te verrichten.

Screenen op tumoren?!
Dankzij de eerdergenoemde ontwikkelingen in de
moleculaire biologie zijn de vermelde, zeer gevoelige
methodieken voor het detecteren van puntmutaties
beschikbaar. Zelfs bij een sterke achtergrond van
tumorcellen met normale cellen kunnen puntmutaties
in tumorcellen worden gedetecteerd en gekarakteri-
seerd. Vroegdiagnostiek van tumoren lijkt daarom tot
de mogelijkheden te behoren (21-29). Een brede toe-
pasbaarheid van deze nieuwe testen op moleculair ni-
veau bij het screenen van asymptomatische patiénten
op tumoren zal echter alleen worden verkregen als
gebruik gemaakt wordt van relatief eenvoudig te ver-
krijgen matrices zoals urine, faeces en speeksel. Het
scopi€ren en nemen van biopten is in veel gevallen té
patiént-belastend, risicovol en kostbaar om in scree-
ningsprogramma's te worden opgenomen. De recente
literatuur die (vroeg)diagnostiek van tumoren als
oogmerk heeft, richt zich dan ook op tumoren die zo-
danig gelokaliseerd zijn dat het vrijkomen van tumor-
cellen in urine, faeces, speeksel en bloed tijdens het
proces van oncogenese onvermijdelijk is. In tabel 1
zijn de in de literatuur beschreven resultaten met
betrekking tot de detectie van puntmutaties in urine,
faeces, speeksel en pancreassap samengevat. De ver-
melde referenties kunnen in twee groepen worden
ingedeeld:

- Detectie van puntmutaties in materiaal van symp-
tomatische pati€nten waarbij de klinische diagnose
dus al is gesteld (13-15,18,30-34).

- Detectie van puntmutaties in materiaal van pré-
symptomatische patiénten (24,26).
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Tabel 1. Detectie van puntmutaties in lichaamsmaterialen (urine, faeces, pancreassap en speeksel) bij (pré-)symptomatische patién-
ten met solide tumoren

Tumor matrix mutatie  sensitiviteit + specificiteit

(ref.) (methode)

Blaas- urine pS3 18 patiénten — bij 11 patiénten kon een pS3-mutatie worden aangetoond in de

kanker (*) primaire tumor — in 3 van deze 11 patiénten kon de tumor-specifieke pS3-mutatie

(18) worden aangetoond in urine (de overige 8 patiénten worden verder niet beschreven);
mutant-specifieke probes zijn negatief bij een normale (p53-"wild-type")

Blaas- urine p53 bij 1 patiént kon in urine, gedateerd 2 jaar voordat in situ de diagnose blaascarcinoom werd

kanker (*) gesteld, een p53-mutatie worden aangetoond die identiek was aan de mutatie in de primaire

(24) tumor; de p53-mutatie kon niet worden aangetoond in non-neoplastic' weefsel van
dezelfde patiént

Long- speeksel pS3 + 15 patiénten: - bij 8 patiénten kon een K-ras-mutatie worden aangetoond in de primaire

kanker (*) K-ras tumor — in 7 van deze 8 kon in ingevroren speekselmonsters die 1 tot 4 maanden waren

(26) verkregen voorafgaand aan de klinische diagnose, dezelfde mutatie worden aangetoond

- in 2 gevallen was sprake van een pS3-mutatie van de primaire tumor — hierbij kon in 1
geval dezelfde mutatie worden aangetoond in speeksel dat 13 maanden eerder gedateerd
was dan de klinische diagnose

- in 5 gevallen kon geen mutatie worden aangetoond in primaire tumor en/of speeksel;

5 controle patiénten waren negatief

Long- speeksel K-ras incidentie K-ras-mutatie in primaire tumor =10-30% !

kanker (k) 5 patiénten — in 1 geval kon een K-ras-mutatie in speeksel worden aangetoond;

(13) er is geen DNA onderzoek verricht aan de primaire tumor; negatieve controles worden
niet vermeld

Hoofd- speeksel p53 incidentie p53-mutatie in primaire hoofd-hals tumoren =50%

hals- in 5 van 7 patiénten met een p53-mutatie in primaire tumor kon de tumor-specifieke

tumoren pS3-mutatie worden aangetoond in speeksel; de niet-tumorspecifieke probes gaven

@31) in alle gevallen negatieve uitslagen

Pancreas- faeces K-ras incidentie K-ras-mutatie in primaire tumor =85%

carcinoom (*) 11 patiénten — bij 6 patiénten kon een K-ras-mutatie in faecces worden aangetoond

32) — in 5 gevallen was deze mutatie identiek aan de K-ras-mutatie gevonden in de primaire
tumor; incidentie van K-ras-mutaties in "normale" populatie vereist nader onderzoek

Pancreas- pancreas- K-ras incidentie K-ras-mutatie in primaire tumor > 95%

carcinoom sap 9 patiénten — in 6 gevallen kon een K-ras-mutatie in pancreassap worden aangetoond

(33) (%) er is geen DNA-onderzoek verricht aan de primaire tumor; sensitiviteit mutatie-detectie

> cytodiagnose; K-ras-mutaties konden niet worden aangetoond in pancreassap bij
controlegroepen (14 gezonde personen, 10 patiénten met chronische pancreatitis,
3 patiénten met "islet cell” tumor)

Pancreas- pancreas- K-ras 6 patiénten — in alle gevallen kon een K-ras-mutatie worden aangetoond in pancreassap;
carcinoom sap bij 6 andere patiénten kon in 2 gevallen een K-ras-mutatie worden aangetoond in perifeer
(15) (F**) bloed; er is geen DNA-onderzoek verricht aan de primaire tumor; bij 3 controles (chroni-
sche pancreatitis en choledocholithiasis) kon geen K-ras-mutatie worden aangetoond
Colo- faeces K-ras incidentie K-ras-mutatie in primaire tumor =50%
rectaal (F; FkHE) 24 patiénten (colorectaal tumor of adenocarcinoom > 1cm)— bij 9 patiénten kon een
tumor K-ras-mutatie worden aangetoond in de primaire tumor (in totaal 3 verschillende mutaties)
(30) — in 8 van de 9 patiénten kon de tumor-specifieke mutatie eveneens worden aangetoond in

faeces; bij zowel proximale als distale tumoren zijn K-ras-mutaties in faeces aan te tonen;
bij een colorectaal tumor van 1.3 cm? is de tumor-specifieke K-ras-mutatie al aantoonbaar
in faeces; controles (individuen zonder colorectale neoplasie + patiénten zonder K-ras-
mutatie op codon 12 en 13) waren negatief voor de gebruikte mutant-specifieke probes

Colo- faeces K-ras incidentie K-ras-mutatie in primaire tumor =40-50%

rectaal (k) 11 patiénten — van 3 patiénten was geen tumorweefsel beschikbaar; bij de overige

tumor 8 patiénten kon in 7 gevallen een K-ras-mutatie worden aangetoond in de primaire tumor

34) (in totaal 3 verschillende mutaties)— bij 4 van deze 7 patiénten kon de tumor-specifieke
mutatie eveneens worden aangetoond in faeces; controle patienten waren negatief (aantal?)

Colo- faeces K-ras incidentie K-ras-mutatie in primaire tumor =50%

rectaal (F**) 55 patiénten (adenocarcinoom of adenoom)— bij 19 patiénten kon een K-ras-mutatie

tumor worden aangetoond in de primaire tumor — in10 van deze 19 patiénten kon de tumor-speci-

fieke mutatie eveneens worden aangetoond in faeces; controle patiénten worden niet vermeld

*: PCR — klonering in bacteriofaagvector — hybridisatie met mutant-specifieke 3?P-gelabelde probes — autoradiografie; **: "mutant-
enriched" PCR (PCR — enzymbehandeling -~ PCR — SSCP); ***: "allelic specific amplification" werd uitgevoerd voor 3 ver-
schillende mutaties gevolgd door gelelektroforese; **** : PCR — southern blotting — hybridisatie met mutant specifieke 3?P-gelabelde
probes — autoradiografie. De vermelde incidenties van de mutaties in de primaire tumoren zijn geen bevindingen van de auteurs, maar
zijn afkomstig uit de door hen aangehaalde literatuurverwijzingen.
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Bij de eerste groep heeft men in de meeste gevallen
(14,18,30-32,34) de primaire tumor ook aan mutatie-
onderzoek onderworpen. Op deze wijze heeft men
geprobeerd de puntmutatie-detectie in de secreten/ex-
creten te correleren aan de primaire tumor. In drie ge-
vallen (13,15,33) is puntmutatie-detectie van de pri-
maire tumor niet uitgevoerd en heeft men volstaan
met puntmutatie-detectie in pati€ntenmateriaal.

Bij de detectie van puntmutaties bij pré-symptomati-
sche patiénten (24,26) had men, naast een biopt van
de primaire tumor, ook de beschikking over materiaal
van de patiént in het pre-symptomatische stadium.
Hruban et al. (24) beschrijven een patiént met blaas-
kanker waarbij in urine, gedateerd 2 jaar voordat de
diagnose blaascarcinoom werd gesteld, een p53-mu-
tatie kon worden aangetoond die identiek was aan de
mutatie in de primaire tumor. Mao et al. (26) be-
schrijven 15 pati€énten met longkanker waarbij in 10
gevallen een K-ras- of p53-mutatie kon worden aan-
getoond in de primaire tumor. In 8 van deze 10 geval-
len kon dezelfde mutatie worden aangetoond in
speeksel dat 1 tot 13 maanden eerder was gedateerd
dan de klinische diagnose. De tot nu toe verkregen
resultaten bij pré-symptomatische patienten zijn hoop-
gevend, maar de schaarste aan patiéntenmateriaal, dat
is verzameld cq afgenomen voordat de tumor klinisch
kon worden gediagnostiseerd, verhindert echter een
concrete uitspraak over de perspectieven die punt-
mutatie-detectie biedt met betrekking tot vroeg-
diagnostiek van carcinomen.

De gevoeligheid van de moleculair diagnostische tes-
ten met betrekking tot de vroegdiagnostiek van car-
cinomen wordt bepaald door diverse factoren: (i) de
sensitiviteit van de test in het laboratorium, (ii) de lo-
kalisatie van de tumor (14), (iii) de efficiéntie waar-
mee "shedding" van tumorcellen in de te onderzoe-
ken matrix (urine, faeces, speeksel, e.d.) optreedt, (iv)
de incidentie van de betreffende mutatie in de pri-
maire tumor, (v) het tijdstip in de carcinogenese
waarop de betreffende mutatie ontstaat, (vi) de effi-
ciéntie waarmee DNA kan worden geisoleerd uit het
betreffende exreet/secreet, en (vii) de produktiesnel-
heid van het betreffende excreet/secreet. Men moet
zich hierbij realiseren dat de punten (iv) en (v) strij-
dig met elkaar kunnen zijn: de mutatie met de hoog-
ste incidentie in de primaire tumor is niet per definitie
een mutatie die in een vroeg stadium van de carcino-
genese ontstaat. Het onvoldoende zuiveren van DNA
uit het excreet/secreet (punt vi) kan leiden tot proble-
men bij de PCR-amplificatie. Uit de literatuur blijkt
dat fout-negatieve uitslagen in een aantal gevallen
worden toegeschreven aan remmers van de PCR af-
komstig uit het betreffende excreet/secreet (14).
Daarnaast kan de kwaliteit van het DNA in het
secreet (ondermeer fragmentlengte) de detectie van
puntmutaties bemoeilijken.

De literatuur betreffende vroegdiagnostiek van tumo-
ren via puntmutatie-detectie beperkt zich tot mutaties
in twee genen, namelijk het p53-tumorsuppressorgen
en het K-ras-oncogen. De hoge mutatie-incidentie in
deze genen bij veel tumoren en de grote beschikbare
kennis over het p53- en K-ras-gen zijn ongetwijfeld
de belangrijkste beweegredenen geweest om deze ge-
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nen als uitgangspunt te nemen voor onderzoek naar
(vroeg)diagnostiek van carcinomen. Het tijdstip in de
carcinogenese waarop de betreffende mutatie ontstaat
is echter een aspect dat in de literatuur enigszins on-
derbelicht blijft.

De in tabel 1 samengevatte literatuur vermeldt voor
zover onderzocht de afwezigheid van fout-positieve
uitslagen bij controle-patiénten. Een hoge specifici-
teit lijkt hierdoor gewaarborgd. Voor harde uitspraken
betreffende de specificiteit dient echter eerst inzicht
te worden verkregen in de incidentie van het voorko-
men van de betreffende mutaties in (i) andere typen
tumoren, en (ii) "normale" populaties. Voor het p53-
tumorsuppressorgen is door Hollstein et al. (35) de
lokatie en de aard van de mutaties bij een groot aantal
tumoren (solide tumoren, lymfomen en leukemieén)
in kaart gebracht. De p53-mutatie-spectra die op deze
wijze voor de verschillende typen tumoren werden
verkregen, zijn duidelijk verschillend. Hieruit zou
mogen worden geconcludeerd dat aard en lokalisatie
van de p53-mutaties gerelateerd zijn aan een bepaald
tumor-type. Er bestaat echter een grote overlap in
pS3-mutaties tussen de verschillende typen tumoren.
Hierdoor is het in de praktijk niet mogelijk om p53-
mutaties te selecteren die volledig specifiek zijn voor
één bepaald tumor-type. Daarnaast is het de vraag of
de incidentie van het voorkomen van de spaarzame
p53-mutaties die wel bij één tumor-type zijn aange-
toond, en dus mogelijk tumor-specifiek zijn, hoog ge-
noeg is om als bruikbare tumormerker te fungeren.
Over de incidentie van mutaties in "normale" popula-
ties is weinig bekend. Wel is met behulp van dier-
experimenteel onderzoek aangetoond dat de aan-
wezigheid van mutaties in het K-ras-oncogen niet
noodzakelijkerwijs resulteert in tumor-ontwikkeling
(20), hetgeen past in het huidige inzicht dat de onco-
genese opgevat moet worden als een meerstapsmuta-
tieproces. Het feit, dat tumorvorming het gevolg is
van een accumulatie van genetische veranderingen,
betekent, dat op theoretische gronden mag worden
verondersteld, dat een bepaalde mutatie waarop
wordt gescreend ook in "normale" cellen kan voor-
komen. Immers, een mutatie zal alleen tot tumor-
vorming leiden als in de betreffende cel andere
prédisponerende factoren met betrekking tot tumor-
vorming aanwezig zijn. Als deze prédisponerende
factoren afwezig zijn, zal er als gevolg van de soma-
tische mutatie geen maligniteit ontstaan. In het laatste
geval brengt het screenen op deze ene puntmutatie
wel het risico van het genereren van fout-positieve
uitslagen met zich mee. Dit risico wordt groter naar-
mate de sensitiviteit van de test verder toeneemt. Juist
met de zeer geavanceerde en gevoelige PCR-technie-
ken kan dit een re€el probleem zijn. Opmerkelijk is
dat in de literatuur weinig melding wordt gemaakt
van dit fenomeen. De literatuur die handelt over p53-
mutaties laat zien dat in het materiaal van controle-
individuen alleen "wild-type"-sequenties kunnen
worden aangetoond (35). Om meer inzicht te verkrij-
gen in de specificiteit dient de frequentie van muta-
ties in proto-oncogenen en tumorsuppressorgenen in
gezonde humane populaties als functie van leeftijd,
blootstelling, e.d., te worden vastgesteld (36).
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Het feit dat puntmutaties in proto-oncogenen en tu-
morsuppressorgenen eerder tumorgerelateerd dan tu-
morspecifiek zijn, zou de suggestie kunnen wekken
dat het screenen op carcinomen met behulp van punt-
mutatie-detectie zinloos is vanwege een te geringe
specificiteit. Dit behoeft geenszins het geval te zijn.
Enerzijds is het de combinatie van tumortype en de
aard van het lichaamsmateriaal waarop wordt ge-
screend, waardoor al een zekere specificiteit in de
procedure wordt geintroduceerd. Alleen al vanwege
de tumorlokalisatie is het onwaarschijnlijk dat bij-
voorbeeld bij het detecteren van p53-mutanten in
speeksel in het kader van screenen op longkanker,
een fout-positieve uitslag zou ontstaan als gevolg van
de aanwezigheid van een blaascarcinoom. Anderzijds
zal uitbreiding van de screeningsprocedure naar het
detecteren van meerdere puntmutaties (combinatie-
mutatie-onderzoek) tot de gewenste reductie van het
aantal fout-positieven kunnen leiden (27). Hierbij
moet worden opgemerkt dat de specificiteit gezocht
moet worden in een combinatie van mutaties in
proto-oncogenen en tumorsuppressorgenen en niet
zozeer in de aard of exacte lokalisatie van een punt-
mutatie als zodanig (1,10).

Om de perspectieven die puntmutatie-detectie biedt
bij de vroegdiagnostiek van carcinomen verder te
kunnen staven moet er meer materiaal van pré-symp-
tomatische patiénten beschikbaar komen. Verder zal
voor de juiste keuze van de puntmutatie de kennis
van de pathogenese, met name wat betreft de geneti-
sche veranderingen die gerelateerd zijn aan bepaalde
stadia in de carcinogenese, verder moeten toenemen.
Een terrein waarop op dit moment al zeer veel mole-
culair genetische aanknopingspunten aanwezig zijn,
is de colorectale carcinogenese. De tumorprogressie
van het colorectumcarcinoom blijkt in een aantal sta-
dia te kunnen worden onderscheiden, de zogenaamde
adenoom-carcinoom-sequentie. Recent is gebleken
dat deze stadia behalve door karakteristieke verande-
ringen op weefselniveau ook worden gekenmerkt
door een reeks van moleculair genetische afwijkingen
(37-39). Dankzij deze kennis kunnen PCR-methodie-
ken vrij snel worden opgezet en kan een verant-
woorde keuze van moleculairgenetische merker(s)
worden gemaakt. Daarnaast is juist voor het colorec-
tumcarcinoom een grote behoefte aan vroegdiagnos-
tiek. Hiervoor zijn twee redenen aan te geven: (i) het
colorectumcarcinoom vormt de tweede meest fre-
quente doodsoorzaak ten gevolge van maligniteiten
in de westerse wereld, en (ii) resectie van het colorec-
tumcarcinoom in een vroegtijdig stadium verlaagt zo-
wel de morbiditeit als mortaliteit. Studies hebben uit-
gewezen dat verwijdering in het adenoomstadium
leidt tot een reductie in tumor-incidentie met 76-90%
(37). Behalve dat puntmutatie-detectie perspectieven
biedt voor vroegdiagnostiek van carcinomen (40) kan
het ook als hulpmiddel worden gebruikt bij de stadié-
ring van tumoren. Het zal duidelijk zijn dat het vast-
stellen van het tumorstadium zowel prognostische als
therapeutische consequenties heeft voor de patiént.
Voor het colorectumcarcinoom is aangetoond dat zo-
wel het type als het aantal K-ras-mutaties gerelateerd
zijn aan de stadi€ring van de tumor (41).
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Dankzij de moleculaire biologie zullen ook de inzich-
ten in pathogenese en carcinogenese van andere tu-
moren dan het colorectumcarcinoom toenemen. Deze
ontwikkeling kan de introductie van moleculair dia-
gnostische testen op het terrein van de vroegdiagnos-
tiek versnellen. Verder zal de opmars van vrij
eenvoudige maar tevens meer geavanceerde PCR-
technieken (zoals de "mutant-enriched PCR") ertoe
bijdragen dat vroegdiagnostiek van carcinomen toe-
gankelijk wordt voor steeds meer laboratoria. Het
gebruik van puntmutaties als tumormerker in de
vroegdiagnostiek van carcinomen lijkt dan ook een
realistisch toekomstbeeld. Het klinisch-chemisch be-
roepenveld zal zich qua kennis en faciliteiten hierop
moeten voorbereiden.
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Summary

Early detection of cancer using point-mutation-detection: a
realistic or fictive futuristic view? Water C van de, Swinkels
DW and Sturk A. Ned Tijdschr Klin Chem 1996, 21: 132-138.
In this review the use of point-mutations in oncogenes and tu-
morsuppressorgenes as tumourmarkers will be discussed. As a
result of the developments in molecular biology, our know-
ledge of the pathogenesis of tumours has increased considera-
bly. Presently, a large number of changes in the genetic mate-
rial especially point-mutations, with both an early occurrence
during carcinogenesis and a high tumour-incidence, have been
described. Furthermore, using recently developed PCR-techni-
ques, tumour-specific point-mutations can be detected in sam-
ples which are highly contaminated with "normal" cells. This
provides new perspectives for the development of screening
procedures focussed on the detection of point-mutations in
matrices such as urine, faeces and saliva. On the basis of
recent literature we demonstrate that actual applications of
point-mutation detection in early diagnosis of cancer is a
realistic concept in the near future.
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