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SAMENVATTING 

Achtergrond en doelstelling: Farmacogenetica is een onderzoeksgebied waarin de 

associatie tussen genetische varianten en geneesmiddelrespons wordt bestudeerd. 

Dit met als doel de dosering van een geneesmiddel te optimaliseren. De evolutie van 

farmacogenetica de voorbije jaren is onmiskenbaar. Door de innovatie op 

technologisch vlak, wordt genotypering steeds meer de norm. Verschillende gen-

geneesmiddel interacties zijn reeds bewezen waaronder het effect van DPYD 

varianten op fluoropyrimidines. Het DPYD gen codeert voor dihydropyrimidine 

dehydrogenase, dat verantwoordelijk is voor de afbraak van 5-Fluorouracil. Bepaalde 

DPYD varianten kunnen een DPD deficiëntie veroorzaken. Dit leidt tot een 

verminderde afbraak van 5-Fluorouracil met ernstige bijwerkingen als gevolg. In dit 

onderzoek worden verschillende DPYD testen geanalyseerd met als doel de validatie 

en klinische implementatie van een van deze testen in het universitair ziekenhuis van 

Gent. 

Methode: In dit onderzoek worden twee testen gevalideerd namelijk de LAMP Human 

DPD Deficiency Kit van LaCar en de Taqman SNP Genotyping Assays van Thermo 

Fisher. Beide technieken worden hierbij vergeleken met de referentiemethode, Sanger 

sequenering. De beoordeling van deze technieken gebeurt o.b.v. een aantal criteria 

waaronder correctheid van resultaten, kostprijs, tijdsinname en efficiëntie van 

rapportering.  

Resultaten: De grafieken van de drie testen geven telkens de vier functionele 

varianten correct weer. Bij de LAMP analyse wordt de variant 2843T>C benoemd als 

de functionele variant 2846A>T. We zien echter wel een afwijking in de curve dat dit 

indiceert. Bij het Taqman Assay worden correcte resultaten bekomen voor de analyse 

van de functionele varianten 1905+1G>A en 1236G>A. Het Taqman Assay is het 

duurst met € 47,38 per staal waarna Sanger sequenering en LAMP analyse volgen 

met respectievelijk € 39,43 en € 36,75. Sanger sequenering neemt het meeste tijd in 

beslag gevolgd door het Taqman Assay en de LAMP analyse.  

Conclusie: In het algemeen worden de vier functionele varianten van het DPYD gen 

correct gedetecteerd door Sanger sequenering, LAMP analyse en Taqman Assays. 

Uit deze drie technieken blijkt de LAMP analyse de beste keuze voor de detectie van 

DPYD varianten.  
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1. INLEIDING 

Farmacogenetica (Engelse term: pharmacogenomics) is een wetenschappelijke 

discipline waarin het effect van genetische variatie op geneesmiddelrespons wordt 

bestudeerd. Door deze variatie in kaart te brengen, kan de dosering van een 

geneesmiddel worden aangepast. Een bepaalde dosis kan bij de ene patiënt weinig 

effectief zijn, terwijl dit bij de andere patiënt zorgt voor ernstige bijwerkingen met in 

extreme gevallen de dood als gevolg. Genetische testen nemen een steeds 

belangrijkere rol in bij de ontwikkeling van nieuwe geneesmiddelen om een zo hoog 

mogelijke doeltreffendheid en veiligheid te bereiken. (1) 

 

De term farmacogenetica werd voor het eerst voorgesteld door de Duitse farmacoloog 

Friedrich Vogel in 1959. In 510 v.C. werd echter al een eerste voorbeeld beschreven 

door Pythagoras. Hij stelde vast dat sommige mensen een slechte reactie hadden op 

bepaalde voedingswaren zoals fava bonen. De beschrijvingen van Pythagoras werden 

later gekoppeld aan de term favisme. Bij favisme ontstaat hemolyse van de rode 

bloedcellen na consumptie van fava bonen. In 1956 ontdekten Carson et al. dat een 

deficiëntie van glucose-6-fosfaat dehydrogenase (G6PD) aan de basis ligt van deze 

aandoening. Dit leidde tot meer onderzoek rond de impact van genetische variabiliteit 

op inname van medicatie met het ontstaan van een nieuwe discipline, 

farmacogenetica. (2–5) 

 

Voor high throughput sequeneringstechnieken ter beschikking waren, werd 

voornamelijk gewerkt met fenotyperingstechnieken. Hierbij worden bepaalde 

eigenschappen onderzocht die tot stand komen door expressie van een genotype. Een 

voorbeeld hiervan is de bepaling van de enzymactiviteit, die kan beïnvloed worden 

door genetische variatie in het gen dat codeert voor het enzym. Bij genotypering wordt 

het DNA gesequeneerd om mogelijke varianten op te sporen. (4)  

De afgelopen jaren heeft het farmacogenetisch onderzoeksveld veel vooruitgang 

geboekt. Omwille van de innovaties op technologisch vlak wordt genotypering meer 

en meer de standaard, dankzij de daling van de kostprijs voor high-throughput 

sequenering. Er bestaan nu ook grote databanken waarbij de klinische gegevens van 

de patiënt in verband worden gebracht met zijn of haar genetische informatie. Een 
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voorbeeld hiervan is de UK Biobank waarbij meerdere bedrijven zoals AstraZeneca en 

Pfizer samenwerken om een grote hoeveelheid data ter beschikking te stellen. (6) 

 

Tot op heden worden genetische testen voornamelijk gebruikt als reactieve test. 

Daarmee wordt bedoeld dat een genetische test pas wordt aangevraagd wanneer een 

bepaalde behandeling reeds is gestart en niet het gewenste resultaat oplevert. Hierbij 

kan het geneesmiddel een gebrek aan effectiviteit vertonen of een toxische reactie 

uitlokken. Het gebruik van farmacogenetische kennis voor dit doeleinde past in het 

huidige principe van “one size fits all”. Daarbij wordt een therapie opgesteld o.b.v. de 

gemiddelde patiënt in een populatie. (7) Sinds enkele jaren is er een evolutie richting 

gepersonaliseerde geneeskunde. Dit concept houdt in dat een therapie wordt 

opgesteld op maat van de individuele patiënt. Onder dit motto wordt gepleit voor meer 

preventief testen. Een voorbeeld dat dit concept volledig omarmt is de PREPARE 

studie (Pre-emptive Pharmacogenomic Testing for Preventing Adverse Drug 

Reactions). Kleinere studies toonden eerder al aan dat genotypering via een panel 

leidt tot een daling van hospitalisaties, zorgkosten en spoedgevallen maar er was nog 

onvoldoende bewijs omtrent de implementatie van zo een test in de praktijk. In de 

PREPARE studie werd een panel bestaande uit de 12 belangrijkste farmacogenen 

(CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A5, DPYD, F5, HLA-B, SLCO1B1, 

TPMT, UGT1A1, VKORC1) gescreend voor varianten. Een genotypering werd 

uitgevoerd voor de 50 erfelijke varianten in deze genen. Bij detectie van een actionable 

variant werd de standaardtherapie gewijzigd o.b.v. de richtlijnen van de Dutch 

Pharmacogenetics Working Group (DPWG). De controlegroep kreeg de 

standaardtherapie toegediend. Het primair eindpunt van dit onderzoek was de 

incidentie van klinisch relevante bijwerkingen. Verschillende zorginstellingen, zoals 

ziekenhuizen en apotheken, verspreidt over zeven Europese landen namen deel aan 

de studie. Uit het onderzoek bleek dat een therapie gebaseerd op genotypering 

resulteerde in een reductie van klinisch relevante bijwerkingen van 30%. Finaal werd 

in deze studie aangetoond dat de implementatie van farmacogenetica mogelijk is in de 

praktijk en dat dit leidt tot minder toxische nevenwerkingen waardoor behandelingen 

veiliger worden. (8)  
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Dit is dan ook het belangrijkste voordeel van de introductie van farmacogenetica 

waarbij  de zorgverlening voor de individuele patiënt verbeterd wordt. Tijdens de 

ontwikkeling van geneesmiddelen worden aspecten zoals dosering via een 

gerandomiseerde studie bepaald. De exclusiecriteria in die studies zijn vaak zeer strikt 

waardoor de groepen niet meer representatief zijn voor de samenleving. De 

participanten zijn meestal jonge, gezonde mannen terwijl zwangere vrouwen, 

kinderen, ouderen en andere risicogroepen worden uitgesloten ook al nemen deze 

bevolkingsgroepen ook het desbetreffend geneesmiddel. Statistieken tonen 

bijvoorbeeld aan dat bijna 90% van patiënten ouder dan 70 jaar in contact zullen 

komen met 1 of meer geneesmiddelen geassocieerd met een farmacogen. (1) Ook 

heeft een behandeling waarbij rekening wordt gehouden met farmacogenetische 

effecten een grote impact op het reduceren van bijwerkingen. Individualisatie van de 

geneesmiddeldosis zorgt voor een lager aantal overdosissen en de bijwerkingen die 

hiermee gepaard gaan. Cijfers tonen aan dat 3,5% van hospitalisaties geassocieerd 

zijn met bijwerkingen van geneesmiddelen. Bij ouderen is dit aantal nog hoger wegens 

een verhoogde gevoeligheid en polyfarmacie. Bijwerkingen beïnvloeden tevens in 

belangrijke mate de therapietrouw van de patiënt. Dit is een aspect dat vaak over het 

hoofd wordt gezien maar zeer relevant is. Een slechte therapietrouw komt het vaakst 

voor bij chronische aandoeningen en kan leiden tot het escaleren van de ziekte. 

Oorzaken van een slechte therapietrouw zijn voornamelijk bezorgdheid over de 

bijwerkingen, de noodzaak van de behandeling niet inzien en een negatieve connotatie 

rond het geneesmiddel. Bij chemotherapie bijvoorbeeld zullen de meeste mensen 

meteen denken aan de vele bijwerkingen zoals haaruitval en braken. Genetische 

testen kunnen de therapietrouw sterk bevorderen. Wanneer een persoon namelijk 

weet dat de therapie gepersonaliseerd is, kan dit een grote impact hebben op de 

ingesteldheid van de patiënt en de bezorgdheid rond de behandeling doen dalen. 

 

Ondanks al deze voordelen staat de gezondheidssector nog voor verschillende 

uitdagingen die de klinische implementatie bemoeilijken. In het algemeen is het gebrek 

aan kennis over de farmacogenetica een groot werkpunt. Meer mogelijkheden tot 

educatie is een vereiste voor zowel patiënten als zorgverleners. Er is reeds gebleken 

dat opleidingen rond gepersonaliseerde, genetisch testen een grote meerwaarde 

bieden. Vervolgens moet er nog veel vooruitgang worden geboekt m.b.t. de 

regelgeving over genetische testen en klinische richtlijnen. Doordat er geen globaal 
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netwerk van experten bestaat binnen de farmacogenetica hebben verschillende 

landen hun eigen wetgeving wat het moeilijk maakt om een test te valideren of een 

studie uit te voeren op internationaal niveau. Nog een relevante uitdaging is het 

implementeren van privacy in de regelgeving, aangezien DNA van de patiënten nodig 

is om een farmacogenetische test uit te voeren. Daarom wordt vaak met een DNA 

code gewerkt om een staal te benoemen i.p.v. de patiëntnaam. Bij genoomonderzoek 

kunnen incidentele bevindingen vastgesteld worden, zoals pathogene varianten 

geassocieerd met een sterk verhoogd risico op kanker, dementie, etc. Dit maakt de 

regelgeving complexer aangezien deelnemers aan het vrijgeven van die informatie 

ethisch verantwoord moet zijn. Dit is minder toepasselijk voor farmacogenetica 

aangezien een volledig genoomonderzoek hier niet noodzakelijk is. Er zijn namelijk 

slechts een beperkt aantal loci waarbij de associatie met de geneesmiddelrespons 

vaststaat. Sommige testen worden ook niet terugbetaald door de ziekteverzekering of 

zijn niet klinisch gereglementeerd wat de implementatie bemoeilijkt. Verschillende 

verenigingen zoals Clinical Pharmacogenomics Implementation Consortium (CPIC) 

(https://cpicpgx.org) en DWPG (https://www.knmp.nl/dossiers/farmacogenetica) zijn 

actief bezig om klinische richtlijnen te voorzien binnen pharmacogenomics. Een 

bijkomend werkpunt is het gebrek aan studies met etnisch diverse populaties binnen 

de farmacogenetica. Dit is van groot belang aangezien sommige genetische varianten 

frequenter of uitsluitend voorkomen in een specifieke populatie. Het CYP2C19 poor 

metabolizer fenotype komt bijvoorbeeld in een veel hogere frequentie voor in de 

Aziatische bevolking in vergelijking met de Europese bevolking. Dit kan echter niet 

worden achterhaald zonder de inclusie van proefpersonen van Aziatische afkomst in 

studies. Ook zorgt deze diversiteit ervoor dat een test mogelijks op globaal niveau kan 

worden geïmplementeerd. Een laatste werkpunt is het nagaan van kosteneffectiviteit 

bij de klinische implementatie van een test. (6,9) 
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1.1. BASISBEGRIPPEN IN DE FARMACOGENETICA 

Binnen de farmacogenetica wordt vaak gebruik gemaakt van specifieke terminologie. 

In de paragrafen hieronder wordt extra duiding gegeven bij de belangrijkste begrippen 

uit de farmacogenetica. 

 

1.1.1.  DNA 

De humane cel bestaat uit 46 chromosomen en is diploïd. Dit betekent dat de 

chromosomen telkens in paar voorkomen en er dus 23 chromosoomparen aanwezig 

zijn in de cel. Een paar bestaat uit een chromosoom afkomstig van de moeder en een 

van de vader. In deze 

chromosomen ligt het DNA of 

erfelijke materiaal vervat. Het DNA 

is een aaneenschakeling van 

nucleotiden die door 

complementariteit een dubbele 

helixstructuur vormen. Elk 

nucleotide is samengesteld uit een 

fosfaatgroep, een suikergroep 

(desoxyribose) en een base. Deze 

nucleotiden worden vaak 

vernoemd naar hun base: adenine 

(A), cytosine (C), guanine (G) of 

thymine (T). De baseparen die de 

DNA structuur mogelijk maken zijn A-T en C-G.  RNA heeft een gelijkaardige structuur 

maar is enkelstrengig en zal uracil bevatten i.p.v. thymine. De samenstelling van het 

DNA wordt eenvoudig weergegeven op figuur 1.1. Genen zijn een opeenvolging van 

kleine DNA fragmenten met een vaste plek op het chromosoom. Elk gen bevat de 

informatie voor een bepaalde erfelijke eigenschap. Sommige genen zullen 

bijvoorbeeld de informatie bevatten die nodig is voor de synthese van proteïnen. Die 

proteïnen zorgen dan in het algemeen voor de opbouw van fysische en biologische 

kenmerken. Het DNA dat codeert voor eiwitten neemt slechts 1,5% van het volledige 

genoom in beslag. (10) 

 

Figuur 1.1: Samenstelling DNA (43) 
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DNA wordt eerst omgezet tot messenger RNA (mRNA) d.m.v. transcriptie en 

vervolgens tot proteïnen via translatie. RNA bevat zowel intronen als exonen. Tijdens 

de posttranscriptionele modificatie worden de intronen via splicing verwijderd. Het 

matuur mRNA, bestaande uit exonen, zal vervolgens coderen voor een bepaalde 

aminozuursequentie. Na opvouwing van deze sequentie wordt een proteïne 

verkregen. 

 

1.1.2.  Algemene begrippen 

Een genotype is de erfelijke informatie die aanwezig is op een locus in het genoom en 

bijdraagt tot een bepaalde observeerbare eigenschap namelijk het fenotype. Zo wordt 

het genotype van een specifiek gen voorgesteld door een paar allelen. Elk allel staat 

voor een ander kenmerk en wordt gesymboliseerd door een hoofdletter of kleine letter. 

Dit wordt geïllustreerd a.d.h.v. een voorbeeld op figuur 1.2. Een fenotype is een 

kenmerk zoals lichaamslengte en oogkleur dat tot stand komt door genexpressie. (11) 

Figuur 1.2: Voorbeeld van genotype en fenotype. In dit voorbeeld zorgt het allel B voor normale 
vleugels terwijl allel b leidt tot gekreukte vleugels. Uit de afbeelding kan worden afgeleid dat B 
het dominante allel. (11) 

Een allel is een mogelijke variant van een gen. Er is reeds vermeld dat een persoon 

telkens een chromosoompaar overerft. Dit betekent dan ook dat voor een locus op dat 

chromosoom er telkens 2 allelen aanwezig zijn. (12) Wanneer de twee allelen op een 

chromosoompaar hetzelfde zijn, dan is de persoon homozygoot voor dat allel. 

Wanneer ze verschillend zijn, is de persoon heterozygoot. Dit geldt echter niet bij de 
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geslachtschromosomen van een man. Het X-en Y-chromosoom van een man zijn 

namelijk niet identiek. 

 

Een allel kan verdeeld worden in verschillende categorieën. Een voorbeeld hiervan is 

de onderverdeling tussen wildtype allel (WT) en mutant allel (M). Een wildtype allel is 

het allel dat het meest voorkomt in de populatie en als normaal wordt beschouwd. Een 

mutant allel is een variant die afwijkt van de norm.  

Ook is er een differentiatie tussen een dominant en een recessief allel. Wanneer een 

individu twee verschillende allelen heeft zal het dominante allel altijd tot expressie 

komen en zo het fenotype bepalen. Het recessieve allel zal enkel tot uiting komen 

wanneer deze als een paar voorkomt en dus homozygoot aanwezig is. 

Wanneer het gen codeert voor een enzym, zal elk allel gepaard gaan met een score 

die een maat vormt voor het functioneel effect van een allel. Het cijfer 1 staat voor een 

volledig functioneel allel, 0,5 staat voor een allel met verminderde functie en 0 is een 

niet-functioneel allel. De scores van beide allelen worden dan opgeteld om de 

functionaliteit van het enzym na te gaan. Een totaalscore van 2 betekent dat het enzym 

volledig functioneel is. 

 

De term autosomaal wordt gebruikt met betrekking tot genetisch overdraagbare 

aandoeningen. Autosomaal betekent dat het gen dat verantwoordelijk is voor de ziekte 

plaatsvindt op een  autosoom. Dit is een chromosoom dat geen geslachtschromosoom 

is. In elke cel zitten 23 chromosoomparen waarvan 1 paar bestaat uit de 

geslachtschromosomen. Bij een man wordt dit voorgesteld als XY en bij een vrouw als 

XX. (13) 

 

Een haplotype stelt een unieke combinatie van allelen voor die een grote kans hebben 

om samen overgeërfd te worden. Dit komt doordat ze dicht bij elkaar liggen op 

hetzelfde chromosoom waardoor recombinaties tijdens de meiose zelden plaatsvinden 

(linkage disequilibrium). Haplotypes worden ook proxies genoemd. (14) 
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1.1.3.  Begrippen m.b.t. genetische varianten 

Het DNA kan verscheidene genetische varianten bevatten. (15) Enkele belangrijke zijn 

short tandem repeats (STR), copy number variations (CNV) en single nucleotide 

variations (SNV). 

STR’s zijn herhaalde, opeenvolgende, korte stukken DNA. Deze komen op 

verschillende plaatsen voor in het genoom en zijn sterk verschillend binnen een 

populatie. Vooral het aantal repeats is specifiek voor elk individu. De STR’s worden 

o.a. gebruikt binnen het forensisch onderzoek om DNA sporen te linken aan een 

verdachte via de lengte van deze repeats. 

CNV’s (copy number variations) zijn variaties in het aantal kopieën van een bepaald 

stuk DNA tussen individuen. Deze verschillen kunnen ontstaan door deleties of 

inserties van basen en verschillen in omvang. (16) 

SNV’s (single nucleotide variations) zijn de meest voorkomende genetische varianten. 

Een SNV wordt gedefinieerd als een variant in het DNA waarbij slechts 1 of een 

beperkt aantal nucleotiden betrokken is. SNV’s kunnen voorkomen in zowel coderend 

als niet-coderend DNA. Een puntmutatie kan op verschillende manieren voorkomen 

namelijk via een transitie, transversie, deletie of insertie. Bij een transitie wordt een 

purine vervangen door een ander purine of een pyrimidine door een ander pyrimidine. 

Bij een transversie wordt een purine vervangen door een pyrimidine of omgekeerd. Bij 

een deletie wordt een nucleotide uit de sequentie verwijderd terwijl bij een insertie een 

nucleotide wordt toegevoegd. (17,18) 

 

Een farmacogen is een gen dat codeert voor een eiwit dat een belangrijke invloed heeft 

op de werking van een specifiek geneesmiddel.. 

Een actionable genetische variant is een variant op een farmacogen dat de 

geneesmiddelrespons zodanig wijzigt dat een klinische interventie noodzakelijk is. Dit 

kan onder de vorm van een dosisaanpassing van het geneesmiddel of een 

therapieswitch. (7) 
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1.1.4.  Nomenclatuur binnen de farmacogenetica 

Voor een correcte rapportering moeten de benamingen van de genetische varianten 

gekend zijn. Allereerst is er de Human Genome Variation Society (HGVS) 

nomenclatuur. Deze benaming bestaat uit drie delen namelijk de positie van het gen 

in het chromosoom, de SNV positie en het bekomen aminozuur. Een wijziging van het 

aminozuur is enkel van toepassing bij varianten in een exon. De varianten worden 

meestal benoemd o.b.v. een referentiesequentie. De referentie voor dit onderzoek is 

het cDNA wat wordt voorgesteld met een ‘c.’ in de benaming van de SNV positie. De 

nummering van de nucleotiden gaat als volgt. Voor de exonen wordt gestart bij het 

startcodon ATG. Nucleotide 1 is dan A, nucleotide 2 is T, enz. tot aan het laatse 

nucleotide van het stopcodon. Bij de intronen zijn twee notaties mogelijk. Als het 

nucleotide dicht bij het 5’ uiteinde van het intron ligt, gebeurt de telling in relatie tot het 

laatse nucleotide van het exon dat upstream ligt van het intron. Daarna volgt een 

plusteken en de positie van het nucleotide in het intron. Bij een nucleotide dat dicht bij 

het 3’ uiteinde ligt, begint de telling na het eerste nucleotide van het exon dat 

downstream ligt. Dan volgt een minteken en de positie van het nucleotide in het intron.  

 

Een voorbeeld van deze benaming is NM_000110.4(DPYD):c.1905+1G>A. Deze 

benaming verwijst naar een puntmutatie van G naar A. Deze variant vindt plaats op 

het eerste nucleotide van het intron dat downstream ligt van exon 14 in het DPYD gen. 

Een schematische voorstelling hiervan wordt weergegeven in figuur 1.3. Een andere 

notering die veel voorkomt is de Reference SNP cluster ID (rsID) bv. rs3918290. 

Hiermee kan met hoge precisie een variant gevonden worden in de verschillende 

databases zoals NCBI en HapMap. Het star allel number associeert een specifiek allel 

met een getal. Voor het voorbeeld is dit DPYD*2A. Het wildtype allel wordt voorgesteld 

met nummer 1 en andere allelen krijgen een hogere ster-annotatie. (19–21) 

 

Figuur 1.3: Schematische voorstelling van de variant NM_000110.4(DPYD):c.1905+1G>A 
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1.2. DPYD GEN 

1.2.1.  Algemeen 

Het DPYD gen is 950 kilobasen (kb) groot en is gelegen op chromosoom 1p22. Het 

bestaat uit 23 exonen en 4399 nucleotiden. DPYD vertoont een grote variabiliteit. 

Reeds meer dan 30 varianten zijn gekend voor het gen. DPYD codeert voor het enzym 

dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD). Dit enzym is de initiële en 

snelheidsbepalende stap in de metabolisatie van de nucleotiden thymine en uracil. Het 

zorgt voor de omzetting van thymine en uracil naar 5,6-dihydrothymine en 5,6-

dihydrouracil. DPD deficiëntie is een autosomaal recessieve aandoening die leidt tot 

verhoogde concentraties van thymine en uracil in bloed, urine en cerebrospinaal vocht. 

De meeste varianten in DPYD hebben geen invloed op de enzymfunctie maar een 

aantal varianten veroorzaken een DPD deficiëntie. Dit is een autosomaal, recessieve 

aandoening die leidt tot verhoogde concentraties van thymine en uracil in bloed, urine 

en cerebrospinaal vocht. De symptomen zijn afhankelijk van de ernst van de 

enzymdeficiëntie. De meest frequente symptomen zijn een vertraagde ontwikkeling op 

cognitief en motorisch vlak en convulsies. Andere symptomen zoals microcefalie, 

autisme en groeiretardatie komen in mindere mate voor. De meeste mensen zijn 

echter asymptomatisch. (19,22–24)  

 

1.2.2. Fluoropyrimidines 

Pharmacogenomics is van groot belang in oncologie. Chemotherapeutica zijn namelijk 

gekend voor hun nauw therapeutisch interval wat kan leiden tot zeer ernstige 

dosisgerelateerde neveneffecten. De juiste dosis vinden is dan ook noodzakelijk voor 

de veiligheid van de patiënt. De fluoropyrimidines 5-FU, Capecitabine en Tegafur 

worden zeer vaak gebruikt voor de behandeling van tumoren. Ze werken in op o.a. 

gastro-intestinale kankers, borstkanker en hoofd-halskanker. Meestal worden ze 

toegediend als combinatietherapie met andere antineoplastische middelen. (22) 

5-FU wordt intraveneus toegediend en wordt vooral gebruikt bij gastro-intestinale 

maligniteiten zoals colorectale kanker. Een combinatietherapie met Methotrexaat en 

Leucovorine is mogelijk. Ook is er een specifieke therapie voor pancreaskanker 

namelijk Folfirinox (5-FU, Irinotecan en Oxaliplatin). Bij borstkanker wordt het 5-FU 

meestal via een bolus toegediend terwijl bij dikkedarmkanker de behandeling via een 

infuus wordt gegeven. (19,23,25,26) 
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Capecitabine is een prodrug van 5-FU en wordt oraal toegediend. Dit geneesmiddel 

wordt vooral gebruikt bij de behandeling van darmkanker en metastatische 

borstkanker. Bij een gemetastaseerd mammacarcinoom is zowel een monotherapie 

mogelijk als een therapie in combinatie met Docetaxel. (27) 

Tegafur is eveneens een prodrug en wordt oraal ingenomen voor de behandeling van 

maagkanker. Tegafur kan gebruikt worden in combinatie met Uracil, Gimeracil of 

Oteracil. Uracil en Gimeracil zorgen voor een reversibele inhibitie van DPD en remmen 

zo de afbraak van 5-FU. Oteracil veroorzaakt een daling in activiteit van 5-FU. Er is 

slechts weinig bewijs m.b.t. de invloed van DPYD varianten op de toxiciteit van deze 

combinatietherapieën. De dosisaanbevelingen voor een patiënt met een DPYD variant 

zijn dan ook ongekend bij deze therapie. Daarom is een behandeling met Tegafur niet 

aangeraden volgens de CPIC richtlijnen. (19,28) 

 

5-FU is een pyrimidineanaloog dat fungeert als een antimetaboliet. Slechts 1-3% van 

de toegediende dosissen wordt via de anabolische pathway omgezet tot cytotoxische 

metabolieten. Het merendeel (80%) van het geneesmiddel wordt via de katabolische 

pathway gedegradeerd en uitgescheiden via de urine. Een klein percentage wordt 

onveranderd via de urine geëlimineerd.  

In de anabolische pathway worden cytotoxische metabolieten in de lever gevormd. 

Deze zullen de metabolisatie van pyrimidines op verschillende manieren inhiberen. 

Het fluoropyrimidine wordt afgebroken tot drie metabolieten namelijk 

fluorodeoxyuridine monofosfaat (FdUMP), fluoro-deoxyuridine trifosfaat (FdUTP) en 

fluorouridine trifosfaat (FUTP). FdUMP zal covalent binden op thymidylaatsynthase 

(TS), een enzym dat belangrijk is voor de synthese van purines en pyrimidines. Het 

enzym zorgt namelijk voor de omzetting van dUMP naar dTMP met 5,10-methyleen 

tetrahydrofolaat uit de folaatcyclus als methyldonor. De inhibitie van dit proces leidt tot 

een tekort aan dTMP. Dit resulteert in een depletie van dTTP waardoor de synthese 

van de andere deoxynucleotiden ook wordt verstoord. De overmaat aan dUMP leidt 

mogelijks tot meer dUTP dat foutief in het DNA wordt geïmplementeerd. De inhibitie 

van TS zorgt uiteindelijk voor schade aan het DNA en een remming van de DNA 

synthese. Ook zal incorporatie van FdUTP en FUTP in DNA en RNA zorgen voor een 

daling in de synthese. Deze mechanismen veroorzaken finaal een inhibitie van de 

celdeling en celgroei van de kankercellen. De metabolisatiepathway wordt 

geïllustreerd in figuur 1.4. (29–31) 
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Figuur 1.4: Anabolische en katabolische pathway van 5-FU (30). 5-fluorouracil (5-FU), dihydrofolaat 
(DHF), dihydrofluorouracil (DHFU), dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD), deoxythymidine 
monofosfaat (dTMP), deoxyuridine monofosfaat (dUMP), α-fluoro-β-alanine (FBAL), fluorodeoxyuridine 
difosfaat (FdUDP), fluorodeoxyuridine monofosfaat (FdUMP), fluorodeoxyuridine trifosfaat (FdUTP), 
fluorouridine difosfaat (FUDP), fluorodeoxyuridine (FUDR), fluorouridine monofosfaat (FUMP), 5-fluoro-
ureidopropionzuur (FUPA), fluoro-uridine trifosfaat (FUTP), 5,10-methyleen tetrahydrofolaat (MTHF), 
thymidylaatsynthase (TS) 

 

In de katabolische pathway wordt 5-FU omgezet naar fluoro-beta-alanine (FBAL). Dit 

is een inactief metaboliet dat via de urine wordt geëlimineerd. De eerste en 

snelheidsbepalende stap in deze pathway is de omzetting van 5-FU naar 

dihydrofluorouracil (DHFU). Deze stap wordt gekatalyseerd door DPD. Een tekort aan 

DPD door een loss of functie variant in het DPYD gen zorgt voor een daling in de 

klaring van 5-FU en een verhoogde halfwaardetijd. Als gevolg krijgen we een 

accumulatie van het actief bestanddeel in het lichaam waardoor een groter percentage 

via de anabolische pathway wordt omgezet. Een ernstig DPD deficiëntie in combinatie 

met een 5-FU behandeling kan leiden tot een overdosis met levensbedreigende 

bijwerkingen en soms de dood als gevolg. Deze bijwerkingen zijn o.a. 

myelosuppressie, diarree, mucositis, neutropenie, neurotoxiciteit en hand-voet 

syndroom. Bij een hevige toxische reactie op 5-FU krijgt de patiënt hemodynamische 

ondersteuning, antibiotica, parenterale voeding, uridine triacetaat (UT) enz. UT is het 

antidoot voor fluoropyrimidines en moet oraal worden toegediend. Het antidoot 

fungeert als een prodrug van uridine. Het wordt in het lichaam gedeacetyleerd 

waardoor uridine in de circulatie terechtkomt. Uridine zal vervolgens in competitie gaan 

met de cytotoxische metabolieten en zo de werking van 5-FU inhiberen. (19,23,30,32) 
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1.2.3.  Huidige analyse 

In het universitair ziekenhuis van Gent (UZGent) wordt uitgebreid onderzoek gedaan 

m.b.t. genetisch overerfbare aandoeningen. Verscheidene testen, waaronder 

farmacogenetische testen, worden uitgevoerd om tot een diagnose te komen. Sinds 

2019 is het aantal aanvragen voor DPYD testen sterk gestegen. Screening van DPYD 

varianten wordt vooral aangevraagd binnen het gebied van de gastro-enterologie. Ook 

gyneco-oncologen vragen dit regelmatig aan voor de dosering van Capecitabine. (1) 

Initieel werd in 2019 de DPYD analyse uitgevoerd via NGS door het sequeneren van 

de volledige coderende sequentie van het gen. Aangezien de rapporteertijd opliep tot 

2 weken, wat niet in overeenstemming was met de klinische noden en ook resulteerde 

in varianten met onduidelijke klinische betekenis, werd in 2021 besloten om over te 

gaan tot Sanger sequenering van de regio’s waarin varianten gelegen zijn 

geassocieerd met toxiciteit.  Deze vier varianten zorgen voor een daling in 

enzymactiviteit. De variant NM_000110.4(DPYD):c.1905+1G>A of DPYD*2A bevindt 

zich in het intron aangrenzend aan exon 14. Deze variant muteert de splice donorsite 

van exon 14, waardoor alternatieve splicing optreedt en exon14 wordt uitgespliced. Dit 

werd reeds eerder geïllustreerd in figuur 1.3. De mutatie resulteert in een volledig 

verlies van functie en DPD enzymactiviteit wat wordt aangegeven door een score 0. 

Ook de variant NM_000110.4(DPYD):c.1679T>G (p.Ile560Ser) of DPYD*13 zorgt voor 

een allel zonder functie met score 0. De variant NM_000110.4(DPYD):c.2846A>T 

(p.Asp949Val) heeft een score van 0,5 wat betekent dat het allel resulteert in een 

verminderde enzymactiviteit. De laatste variant waarvoor wordt gescreend is 

NM_000110.4(DPYD):c.1236G>A (p.Glu412=), ook HapB3 genoemd. Deze variant is 

echter niet de oorzaak van de enzymdeficiëntie. De variant 

NM_000110.4(DPYD):c.1129-5923C>G ligt in intron 10 en creëert een cryptic splicing 

site wat de genexpressie wijzigt en zo zorgt voor een verminderde functie van het 

enzym. Beide varianten liggen in linkage disequilibrium en worden steeds samen 

overgeërfd als haplotype.  Omdat sequenering van het exon toelaat om ook eventuele 

andere varianten te detecteren in het exon, werd ervoor geopteerd om te screenen 

voor de variant in de coderende regio. De hotspot varianten met hun benaming en 

frequentie in Europa worden voorgesteld in tabel 1.1. In het verder verloop van deze 

tekst wordt gebruik gemaakt van de verkorte benamingen van de varianten zoals 

weergegeven in de tabel.  (19,33–36) 
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Tabel 1.1: Benaming en frequentie varianten (33–35) 

SNV positie rsID Star allel nummer/ 
triviale naam 

Frequentie in 
Europa 

1905+1G>A rs3918290 DPYD*2A 0.007917321 

1679T>G rs55886062.1 DPYD*13 0.0002832076 

2846A>T rs67376798 / 0.0037400308 

1236G>A  

1129-5923C>G 

rs56038477 

rs75017182 

HapB3 0.023735587 

 

Via sequenering wordt de aanwezige variant met bijhorende score achterhaald per 

allel. De scores voor de twee allelen worden dan opgeteld. De uiteindelijke score staat 

voor een bepaald genotype. Het fenotype dat hiermee gepaard gaat, geeft de 

enzymactiviteit weer. De dosisreductie wordt aan de hand van deze activiteit bepaald. 

Dit wordt weergegeven in tabel 1.2. Na toediening moet de dosis indien nodig worden 

aangepast afhankelijk van de toxiciteit die wordt waargenomen bij de patiënt. (25) 

 

Tabel 1.2: Bepaling dosisreductie a.d.h.v. genotype en fenotype (25,30) 

Score Genotype Fenotype Dosisreductie 

2 Twee functionele allelen Normale 

metabolisatie 

Toedienen van 

standaarddosis 

1,5 Heterozygoot voor een allel 

met verminderde functie 

Intermediaire 

metabolisatie 
50%  

1 Homozygoot voor een allel met 

verminderde functie 

Twee allelen met een 

verminderde functie 

0,5 Een allel met een verminderde 

functie en een allel zonder 

functie 
Zwakke 

metabolisatie 

Therapie wordt 

afgeraden 
0 Homozygoot voor een allel 

zonder functie 
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1.3. DPYD TESTEN 

1.3.1.  Fenotypering 

Fenotypering wordt minder frequent uitgevoerd in het UZGent wegens o.a. het gebrek 

aan terugbetaling en de veeleisende pre-analytische condities van de bloedstalen. 

Toch is het naast genotypering een zeer goede techniek om de enzymdeficiëntie op 

te sporen. Deze techniek heeft o.a. een hogere sensitiviteit dan de genotypering. In 

het fenotypisch onderzoek wordt het gehalte uracil en de dihydrouracil/uracil ratio 

bepaald in het plasma. De focus ligt echter meer op uracil aangezien uit onderzoek is 

gebleken dat dit de toxiciteit beter kan voorspellen. Kwantificatie van uracil en 

dihydrouracil wordt meestal verricht via high performance liquid chromatography 

(HPLC) met een detectiemethode naar keuze. Als detector wordt vaak geopteerd voor 

de massapectrometer. De combinatie van HPLC met tandem massaspectrometrie 

(LC-MS/MS) staat gekend voor zijn hoge sensitiviteit en specificiteit. De analyse wordt 

uitgevoerd op een bloedstaal met anticoagulans. Als de uracilconcentratie hoger is dan 

100 ng/ml, is er sprake van een volledige DPD deficiëntie en wordt een behandeling 

met 5-FU of Capecitabine afgeraden. Een waarde tussen de 14 en 100 ng/ml wordt 

geassocieerd met een gedeeltelijke deficiëntie. Dit betekent een hoog risico op 

toxiciteit bij toediening van een fluoropyrimidine. Een dosisreductie van 50% wordt 

aangeraden. Als het gehalte uracil lager is dan 14 ng/ml, heeft DPD een normale 

enzymactiviteit en kan de behandeling zonder enige aanpassing gestart worden. (25) 

 

1.3.2.  Sanger sequenering 

Tot op heden wordt de genotypering van DPYD in het UZGent uitgevoerd d.m.v. cycle 

sequenering. Deze werkwijze is sterk gebaseerd op Sanger sequenering. Allereerst 

moeten de DNA-fragmenten geamplificeerd worden via een polymerase chain reaction 

(PCR). Dit omdat Sanger sequenering een lagere amplificatie capaciteit heeft en dus 

meer startmateriaal vereist. Hierna wordt het DNA gedenatureerd bij hoge temperatuur 

om de gewenste enkelstrengige fragmenten te verkrijgen. Vervolgens worden de 

primer en het DNA polymerase toegevoegd bij een lagere temperatuur. Deze zijn 

noodzakelijk voor de verlenging van de DNA-fragmenten.  Tenslotte worden de 4 

deoxynucleotide trifosfaten (dNTP’s) en de 4 dideoxy NTP’s (ddNTP’s) toegevoegd in 

een ratio van 100 op 1. Deze ddNTP’s zijn fluorescent gelabeld wat detectie mogelijk 

maakt. Bij deze stap zal de primer binden aan het DNA. Het polymerase kan dan 
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dNTP’s inbrengen in de groeiende DNA ketens. Wanneer echter een ddNTP wordt 

ingevoegd, zal de synthese stopgezet worden. Dit omdat een ddNTP geen vrije 3’ 

hydroxylfunctie meer heeft waar verder kan op gebouwd worden. Bij deze procedure 

worden een aantal cycli uitgevoerd van opeenvolgend denaturatie en synthese. Zo 

wordt uiteindelijk een mengsel bekomen van DNA ketens van allerlei lengtes. Na 

opzuivering wordt dit mengsel geanalyseerd via de fragment analyzer. De fragmenten 

komen terecht in een capillair met polyacrylamide. De twee elektrodes veroorzaken 

een elektrisch veld. Het negatief geladen DNA zal migreren naar de kathode elektrode. 

Hoe kleiner de fragmenten, hoe verder ze zullen migreren. Via laserfluorescentie 

detectie komen we te weten welk nucleotide aanwezig is op de verschillende loci van 

de sequentie. Dit komt doordat de ddNTP’s gelabeld zijn met fluorescente merkers die 

elk een ander kleur zullen weergeven bij detectie. Finaal worden de resultaten 

gegenereerd. D.m.v. de software Seqpilot wordt een grafiek bekomen waarbij de 

gekleurde pieken telkens een nucleotide op een bepaalde plaats in de sequentie 

voorstellen. Deze sequentie wordt dan vergeleken met de referentie sequentie. Het 

volledige proces wordt kort geïllustreerd in figuur 1.5. 

 

 

 

Figuur 1.5: Principe Sanger sequenering (44) 
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1.3.3.  LAMP Human DPD Deficiency Kit 

In dit onderzoek wordt de LAMP Human DPD Deficiency Kit van het Belgische bedrijf, 

LaCar, getest. Voor deze analyse wordt gebruik gemaakt van loop-mediated 

isothermal amplification (LAMP) i.p.v. PCR om de DNA-fragmenten te 

vermenigvuldigen. Zoals de term weergeeft, is de techniek isothermaal wat betekent 

dat de volledige reactie bij eenzelfde temperatuur plaatsvindt (65°C) in vergelijking met 

PCR. De amplificatie van de regio’s rond de 4 DPYD varianten gebeurt met behulp 

van 3 paar primers en een polymerase met high strand displacement activiteit. Door 

vorming van een dumbbell structuur worden meer initiatiesites voor de primers 

gesynthetiseerd waardoor de amplificatie sneller verloopt. 

 

Het specifieke mechanisme van LAMP wordt weergegeven in figuur 1.6. Eerst 

denatureert het dubbelstrengig 

DNA waardoor het target DNA 

wordt verkregen. Een eerste 

primer, namelijk de forward 

inner primer (FIP) bindt dan op 

de F2c sequentie en wordt 

verlengd door het polymerase. 

De F3 primer of forward outer 

primer bindt op F3c en wordt 

ook verlengd waardoor de 

vorige streng loskomt. Op de 

figuur is te zien dat de F2 

primer een 5’ overhang heeft. 

Dit is van groot belang want 

deze sequentie  is 

complementair met de F1 

sequentie van dezelfde streng en zorgt voor de vorming van een loop. Hetzelfde 

fenomeen vindt plaats aan het 5’ uiteinde van de streng m.b.v. de backward inner 

primer (BIP) en de B3 primer. Eens de loops gevormd zijn, kunnen de 2 loop primers 

binden. Deze zorgen ervoor dat de amplificatie nog sneller verloopt. (37) 

 

Figuur 1.6: Mechanisme LAMP (45) 
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Na LAMP worden de varianten gedetecteerd via een smeltcurve analyse. Bij de DPYD 

kit van Lacar hoort reeds een uitgebreid analyseplatform ontwikkeld door Lacar zelf 

genaamd Genefox. De grafieken worden als volgt bekomen. De temperatuur wordt 

verlaagd waardoor de probes de gevormde fragmenten kunnen hybridiseren. Deze 

probe bevat een quencher op het 3’ uiteinde en een fluorofoor op het 5’ uiteinde. Bij 

hybridisatie migreren de quencher en de fluorofoor naar elkaar toe waardoor de 

intensiteit van de fluorescentie daalt. Daarna wordt de temperatuur geleidelijk aan 

verhoogd waardoor de probes terug loskomen. Doordat de probes vrij zijn, worden de 

quencher en de fluorofoor terug van elkaar gescheiden en stijgt de fluorescentie. Uit 

deze analyse kan dan een smeltcurve worden opgesteld met de fluorescentiegraad in 

functie van de temperatuur. Het volledige proces wordt geïllustreerd in figuur 1.7.  (37) 

 

De aanwezigheid van een DPYD mutatie wordt afgeleid uit de temperatuur waarbij de 

probe loskomt. Bij een gemuteerd fragment zal de probe door de mismatch sneller 

loskomen en dus bij een lagere temperatuur een fluorescentiepiek vertonen. Dit geldt 

voor 3 van de 4 hotspot varianten. Bij DPYD*13 zal de probe echter bij een hogere 

temperatuur loskomen. Dit omdat de probe voor dit assay complementair is met het 

mutante allel. Een mismatch wordt hier veroorzaakt wanneer het wildtype allel 

aanwezig is. (37) 

 

 

 

 

Figuur 1.7: Voorstelling smeltcurve analyse (37) 
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1.3.4. Taqman SNP Genotyping Assays 

Een tweede DPYD analyse  die wordt getest in dit onderzoek, maakt gebruik van de 

Taqman SNP Genotyping Assays van het Amerikaanse bedrijf, Thermo Fisher. De 

assays worden verdeeld in drie soorten namelijk Taqman Predesigned SNP 

Genotyping Assay, Taqman Custom SNP Genotyping Assay of Taqman DME 

Genotyping Assay. De Predesigned Assays zijn reeds aangemaakt door het bedrijf. 

Deze producten worden vooraf getest om een goede kwaliteit en minimale 

functionaliteit te verzekeren. De DME Assays zijn gecreëerd om varianten te 

detecteren in specifieke genen. Deze genen coderen voor proteïnen die een rol spelen 

in de metabolisatie. De assays ondergaan een uitgebreide kwaliteitscontrole in 

tegenstelling tot de Predesigned Assays. Als laatste kan ook zelf een assay voor een 

bepaald target worden samengesteld m.b.v. de Custom TaqMan Assay Design Tool. 

De kwaliteitscontrole gebeurt dan op dezelfde manier als bij de Predesigned Assays. 

In dit onderzoek wordt gebruik gemaakt van een Taqman Predesigned SNP 

Genotyping Assay voor de detectie van 1236G>A en een Taqman DME Genotyping 

Assay voor de detectie van 1905+1G>A. (38) 

 

In deze assays worden de fragmenten geamplificeerd d.m.v. een PCR reactie. Elk 

assay bevat een specifieke forward-primer en reverse-primer zodat de gewenste 

sequentie wordt geamplificeerd. Daarnaast zal het assay ook twee minor groove 

binder (MGB) probes bevatten met een quencher die niet fluorescent gelabeld is (NFQ) 

en een fluorofoor. Deze probes zijn noodzakelijk voor de detectie van de variant. De 

aanwezigheid van een MGB zorgt ervoor dat de smelttemperatuur van de probe stijgt. 

Als gevolg zal na hybridisatie een stabieler complex worden gevormd. Deze methode 

maakt het mogelijk om kortere probes te synthetiseren die met een hoge specificiteit 

de allelen kunnen differentiëren. De twee MGB probes binden respectievelijk op het 

WT allel of op het M allel en bevatten het VIC™ fluorofoor of het FAM™ fluorofoor. De 

PCR reactie begint met de denaturatie van het DNA en de activatie van het Taq-

polymerase bij hoge temperatuur. Wanneer de temperatuur daalt tot 60°C, zullen 

zowel de primers als de probe binden met het DNA fragment. De hybridisatie van de 

probe door binding met het DNA fragment veroorzaakt quenching van de fluorofoor 

met een daling van de fluorescentie als gevolg. Hierna worden de primers verlengd 

door het polymerase. Tijdens de amplificatie, wordt de probe afgebroken door de 5’-
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exonuclease activiteit van het polymerase. De fluorofoor wordt hierdoor gescheiden 

van de quencher waardoor de fluorescentie stijgt. Een illustratie van dit proces wordt 

weergegeven in figuur 1.8. Na de PCR reactie, wordt de data geanalyseerd via de 

Quantstudio software. Hierbij wordt een grafiek gegenereerd met de 

fluorescentiegraad van FAM op de y-as en de fluorescentie van VIC op de x-as. Zo 

wordt een spreidingsdiagram bekomen waaruit het resultaat kan worden afgeleid. (38) 

 

 

2. OBJECTIEVEN 

Het doel van dit onderzoek is de validatie van een nieuwe methode voor de 

genotypering van DPYD. Sanger sequenering is de techniek die tot op heden wordt 

toegepast in het UZGent voor DPYD analyse. Er zijn echter andere testen die deze 

genotypering kunnen uitvoeren op een snellere manier. Dit is zeer belangrijk 

aangezien de startdosis van het chemotherapeuticum, 5-FU, wordt bepaald o.b.v. de 

resultaten van de analyse. Het is dus van cruciaal belang dat de analyse zo snel 

mogelijk gebeurt zodat de behandeling van de kankerpatiënt meteen van start kan 

gaan. In dit onderzoek worden de LAMP Human DPD Deficiency Kit van LaCar en de 

Taqman SNP Genotyping Assays van Thermo Fisher getest. Hierbij wordt Sanger 

sequenering gebruikt als referentietechniek. Om de testen met elkaar te vergelijken, 

baseren we ons op een aantal criteria. De voornaamste zijn correctheid van resultaten, 

kost, tijdsduur en efficiëntie van rapportering. Andere belangrijke punten die zullen aan 

bod komen zijn materiaalverbruik en moeilijkheidsgraad van de test. Tot slotte wordt 

vooruitgeblikt naar de bijdrage van deze technieken in de toekomst. 

Figuur 1.8: Principe Taqman Assay (46) 
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3. MATERIAAL EN METHODEN 

3.1. SANGER SEQUENERING 

3.1.1.  Materiaal 

De volgende materialen zijn noodzakelijk bij het uitvoeren van Sanger sequenering: 

micropipetten, pipettips, epjes, 96-well microtiterplaten, een PCR-toestel (Thermal 

Cycler) en een fragment analyzer. De specificaties van het materiaal worden 

weergegeven in bijlage 3.1. 

 

3.1.2.  Reagentia 

De reagentia die worden gebruikt voor de sequenering zijn Kapa2G Robust hotstart 

ready mix (MM), universele FORD primers met M13 sequentie, DNA stalen, Milli-Q 

water, antarctic fosfatase (5000U/ml), exonuclease I (3000U/ml), BigDye® Terminator 

v3.x Cycle Sequencing Kit, CleanDTR beads en ethanol (verdunning 85%). De 

specificaties van de reagentia worden weergegeven in bijlage 3.1. 

 

3.1.3.  Methode 

Bij Sanger sequenering wordt eerst PCR uitgevoerd onder FORD condities om het 

DNA te repliceren. In het Centrum Medische Genetica Gent (CMGG) maakt FORD 

deel uit van het algemene protocol voor Sanger sequenering en PCR gebaseerde 

NGS. Met FORD condities wordt bedoeld dat de primer een concentratie van 2 μM 

heeft en het DNA moet worden verdund tot een concentratie van 20 ng/μl. Per staal 

worden vier assays verricht duidend op de vier hotspot varianten van DPYD. Allereerst 

wordt 5 μl MM met een micropipet toegevoegd aan de welletjes. Dan worden de FORD 

primers gevortexd en gepipetteerd met een volume van 2,5 μl. De forward-primer 

en reverse-primer zitten samen en zijn specifiek voor elke variant. Deze primers zullen 

na denaturatie binden op het enkelstrengig DNA. Vervolgens wordt 2,5 μl van het 

verdunde DNA staal toegevoegd. Het is hierbij belangrijk om telkens het DNA nummer 

en de naam van de patiënt te controleren. Op het einde wordt de wellplaat geseald met 

een folie en wordt de plaat kort gecentrifugeerd om al het materiaal naar de bodem 

te brengen. De PCR oplossingen worden in het PCR-toestel gebracht en via het 

programma KAPA60 wordt een FORD PCR gestart. Dit programma heeft een totale 

duur van 55 minuten en wordt weergegeven in tabel 3.1. 
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Tabel 3.1: KAPA60 programma 

Temperatuur (°C) Tijd (uu:mm:ss) Aantal cycli 

95,0 00:03:00 1 

95,0 00:00:15 34 

60,0 00:00:10 34 

72,0 00:00:15 34 

72,0 00:01:00 1 

 

Na de PCR reactie, wordt het product opgezuiverd. Dit betekent dat alle ongebonden 

primers en dNTP’s worden geïnactiveerd. De opzuivering gebeurt aan de hand van 

twee enzymen namelijk antarctic fosfatase en exonuclease. Deze zijn thermolabiel en 

worden bewaard bij -20°C. Ook wanneer de enzymen worden gebruikt, moeten deze 

op ijs worden gezet. 

  

Allereerst wordt een mix gemaakt met een bepaald volume exonuclease, antarctic 

fosfatase en water. Dit is afhankelijk van het aantal stalen. Voor 20 stalen zijn de 

volumes respectievelijk 1 μl, 4 μl en 15 μl. De enzymen moeten meteen terug in de 

diepvries worden geplaatst na gebruik. Hierna wordt de mastermix gevortexd en wordt 

aan een nieuwe wellplaat per well 1 μl toegevoegd m.b.v. een repeteerpipet. Daarna 

wordt 5 μl van het correcte PCR product erbij gepipetteerd. Hierbij wordt telkens nog 

eens op en neer gepipetteerd om de reagentia te vermengen. De wellplaat wordt 

geseald met een harde folie en gecentrifugeerd. De plaat wordt uiteindelijk op het PCR 

toestel geplaatst en het programma EXO_AP wordt ingezet. Daarbij wordt eerst 

verwarmd tot 37°C om de enzymen te activeren zodat ze hun functie kunnen 

uitoefenen. Daarna wordt de hitte opgedreven tot 80°C om de thermolabiele enzymen 

te inactiveren. De totale duur van dit programma is 50 minuten en het programma is 

weergegeven in tabel 3.2. 

 

Tabel 3.2: EXO_AP programma 

Temperatuur (°C) Tijd (uu:mm:ss) Aantal cycli 

37,0 00:15:00 1 

80,0 00:20:00 1 
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Na de opzuivering worden de PCR producten gesequeneerd. Hierbij wordt eerst een 

sequencingmix aangemaakt. De samenstelling van deze mix wordt weergegeven in 

tabel 3.3. 

 

Tabel 3.3: Mastermix voor 30 PCR producten 

 

 

 

 

 

Dit wordt twee maal uitgevoerd namelijk voor de forward primer en voor de reverse 

primer. De twee mixen worden nadien gevortexd. Aan de ene wellplaat wordt 9 

μl sequencing mix met forward-primer toegevoegd en aan de andere 9 μl mix met 

reverse-primer. Vervolgens wordt er 1 μl PCR product gepipetteerd in elk welletje. De 

wellplaten worden geseald en gecentrifugeerd zodat ze klaar zijn om op het toestel te 

worden geplaatst. Bij deze stap wordt het programma SEQUENCING gestart waarvan 

de details worden voorgesteld in tabel 3.4. 

 

Tabel 3.4: SEQUENCING programma 

Temperatuur (°C) Tijd (uu:mm:ss) Aantal cycli 

95,0 00:02:00 1 

95,0 00:00:10 24 

55,0 00:00:05 24 

60,0 00:02:00 24 

15,0 00:10:00 1 

 

Na Sanger sequenering moet nog een opzuivering gebeuren om onder andere de vrije 

ddNTP’s en primers te scheiden van de DNA-fragmenten. Dit gebeurt via magnetische 

beads. Om te beginnen moeten deze goed gevortexd worden om de beads te 

resuspenderen. Daarna wordt aan elke well 10 μl beads toegevoegd via de 

repeteerpipet. Vervolgens wordt ethanol 85% aangemaakt door ethanol te verdunnen 

met water. Hiervan wordt 45 μl toegevoegd via een multichannel pipet en waarna alles 

wordt vermengd. De wellplaten moeten nu 3 minuten op de magneet geplaatst 

RR 0,5 µl 

ABI-buffer 5x 2 µl 

Primer (1 µM) 2 µl 

Water 4,5 µl 
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worden. Gedurende deze periode zal het DNA aan de beads binden en de beads 

worden aangetrokken door de magneet naar de bodem. Hierna wordt het 

supernatans met de onzuiverheden zoals vrije ddNTP’s verwijderd. Als wasstap wordt 

nog eens 100 μl 85% ethanol toegevoegd en eruit gepipetteerd. Nu moeten de 

platen 10 minuten lang blijven staan om te drogen. Dan wordt 40 μl water toegevoegd 

waarna terug 10 minuten moet worden gewacht. Na die 10 minuten, wordt de inhoud 

van de platen vermengd d.m.v. een pipet. Vervolgens worden de platen 30 seconden 

op de magneet geplaatst. Dit zorgt ervoor dat resterende onzuiverheden aan de beads 

blijven hangen en men een supernatans bekomt met enkel de gewenste DNA-

fragmenten. Uit dit supernatans wordt telkens 30 μl gepipetteerd en overgebracht in 2 

nieuwe wellplaten met harde rand die bedoeld zijn voor de analyse. De platen worden 

geseald met een dunne folie en kort afgedraaid waarna ze worden geanalyseerd op 

de fragment analyzer. 

 

3.2. LAMP HUMAN DPD DEFICIENCY KIT 

3.2.1.  Materiaal 

Het materiaal dat we nodig hebben om de LAMP analyse uit te voeren is pipetten, 

pipettips met filter, epjes, PCR-strips, een Lightcycler 480 384-wellplaat met bijhorende 

sealing folie en de Lightcycler 480 II. Specificaties voor dit materiaal worden 

weergegeven in bijlage 3.2. 

 

3.2.2.  Reagentia 

De reagentia voor LAMP zijn de LAMP Human DPD Deficiency Kit van LaCar, de DNA 

stalen en Milli-Q water. De kit bevat lysis buffer, negatieve controle, positieve controle 

en 4 reactiebuffers voor de 4 te analyseren varianten. Specificaties voor de reagentia 

worden weergegeven in bijlage 3.2. 

 

3.2.3.  Methode 

Allereerst moeten de DNA stalen verdund worden tot een concentratie van ongeveer 

20 ng/μl. Vervolgens wordt in een PCR-strip telkens 200 µl lysis buffer en 1 µl DNA 

staal gepipetteerd. De LaCar kit bevat ook een positieve en een negatieve controle. 

De positieve controle bestaat uit een mix van plasmiden die telkens heterozygoot 

mutant zijn voor de variant. Met deze controle willen we achterhalen hoe efficiënt de 
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methode is en of de kwaliteit van de reagentia voldoende is. De negatieve controle 

bestaat uit PCR grade water en is bedoeld om contaminatie op te sporen. Deze 

controles ondergaan hetzelfde proces als de DNA stalen en worden dus ook samen 

met de lysis buffer gepipetteerd in een PCR-strip. Na een incubatie van 10 minuten 

wordt de wellplaat voorbereid. Hierbij wordt 8 µl reactiebuffer en 2 µl DNA staal of 

controle in lysis buffer toegevoegd aan een 384-wellplaat en goed geresuspendeerd. 

De reactiebuffers zijn specifiek voor elke variant dus per staal en controle worden vier 

assays uitgevoerd met telkens een andere buffer. Deze buffers bevatten 6 primers die 

telkens in de omgeving van de genetische variant binden. Zo wordt het gewenste 

fragment geamplificeerd. Na het pipetteren, wordt de plaat geseald en wordt het LAMP 

protocol uitgevoerd. Dit kan d.m.v. twee toestellen namelijk de Lightcycler 480 II en de 

Quantstudio 5. Specificaties van de analyses op beide toestellen worden weergegeven 

in tabel 3.5 en 3.6. 

 

Tabel 3.5: Procedure LAMP in Lightcycler 480 II 

Kwantificatie 

Temperatuur 
(°C) 

Acquisition 
mode 

Tijd 
(uu:mm:ss) 

Ramp rate 
(°C/s) 

Aantal cycli 

65 None  00:00:01 4,40 70 

65 Single  00:00:22 4,40 

Smeltcurve 

Temperatuur 
(°C) 

Acquisition 
mode 

Tijd 
(uu:mm:ss) 

Ramp rate 
(°C/s) 

Acquisitions 
(per °C) 

90 None  00:00:02 4,4 / 

40 None  00:00:20 1,0 / 

80 Continuous  / 0,14 2 

40 None  00:00:01 2,2 / 

 

Tabel 3.6: Procedure LAMP in Quantstudio 5 

Kwantificatie 

Temperatuur 
(°C) 

Tijd 
(uu:mm:ss) 

Ramp rate 
(°C/s) 

Aantal cycli 

65 00:01:00 1,6 30 
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Smeltcurve 

Temperatuur 
(°C) 

Tijd 
(uu:mm:ss) 

Ramp rate 
(°C/s) 

90 00:00:02 1,6 

35 00:10:00 0,8 

90 00:00:01 0,1 

 

3.3. TAQMAN SNP GENOTYPING ASSAYS 

3.3.1. Materiaal 

Voor het Taqman Assay wordt gebruik gemaakt van een Quantstudio 5, micropipetten, 

pipettips met filter, PCR-strips en een 384-wellplaat met bijhorende sealing folie. 

Specificaties van het materiaal worden weergegeven in bijlage 3.3. 

 

3.3.2. Reagentia 

De reagentia voor deze test zijn Taqman Genotyping Master Mix, Taqman 

Predesigned SNP Genotyping Assay, Taqman Drug Metabolism Enzyme (DME) 

Genotyping Assay en Milli-Q water. Specificaties voor deze reagentia worden 

weergegeven in bijlage 3.3. 

 

3.3.3. Methode 

Allereerst moeten zowel de DNA stalen als de assays terug in suspensie worden 

gebracht. Dit gebeurd door de reagentia te vortexen en centrifugeren. Vervolgens 

worden de DNA stalen verdund. Om een goed resultaat te bekomen, is het belangrijk 

dat de stalen ongeveer tot eenzelfde concentratie worden verdund. Uiteindelijk moet 

er 1-20 ng DNA per well aanwezig zijn. Daarna kan de reactiemix worden aangemaakt 

bestaande uit de mastermix en het assay. Hiervoor moeten we eerst berekenen 

hoeveel volume nodig is voor alle stalen. Per staal moet een volume van 2,50 µl 

mastermix en 0,25 µl assay aanwezig zijn. Deze mix wordt dan gevortexd en 

gecentrifugeerd zodat er geen luchtbellen meer aanwezig zijn. Na deze stap kan de 

plaat worden voorbereid. In elke well wordt 2,75 µl reactiemix en 2,25 µl DNA staal 

gepipetteerd. Uiteindelijk wordt de plaat geseald en gecentrifugeerd waarna de 

analyse op Quantstudio 5 volgt. Afhankelijk van welk assay wordt volbracht, zal de 
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analyse op het toestel verschillen. De mogelijkheden worden weergegeven in tabel 

3.7. (38) 

Tabel 3.7: Analyse van Taqman Assay in Quantstudio 5 (38) 

 

Predesigned en Custom 

Taqman SNP Genotyping 

Assays 

Taqman DME Genotyping 

Assays 

Temperatuur 

(°C) 

Tijd 

(uu:mm:ss) 

Aantal 

cycli 

Temperatuur 

(°C) 

Tijd 

(uu:mm:ss) 

Aantal 

cycli 

Activatie 

Polymerase 
95 00:10:00 HOLD 95 00:10:00 HOLD 

Denaturatie 95 00:00:15 
40 

95 00:00:15 
50 

Annealing 60 00:01:00 60 00:01:30 

 

4. RESULTATEN 

4.1. INTERPRETATIE GRAFIEKEN 

In dit onderzoek werden verscheidene stalen geanalyseerd d.m.v. Sanger 

sequenering, LAMP analyse en Taqman Assays. In deze sectie, worden de bijhorende 

grafieken weergegeven van een staal met variant NM_000110.4(DPYD):c.1236G>A 

(p.Glu412=). In bijlage 4.1 worden ook de rapporten weergegeven voor deze analyse. 

Omwille van tijdsgebrek en de hoge kostprijs, werd de Taqman Assay enkel 

geëvalueerd voor de assays 1905+1G>A en 1236G>A. Vanwege de 

privacywetgeving, worden de stalen niet benoemd maar weergegeven met een 

nummer.  
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Sanger sequenering 

Figuur 4.1: Sequentieprofielen voor de detectie van 1905+1G>A (A), 1679T>G (B), 2846A>T (C) 
en 1236G>A (D) in SeqPilot software.  

Na Sanger sequenering worden de sequentieprofielen gevisualiseerd door middel van 

SeqPilot. Deze profielen worden dan vergeleken met een referentiesequentie. De 

visualisatie van deze sequenties is mogelijk door de fluorescent gelabelde ddNTP’s. 

Elk ddNTP heeft een andere fluorescente merker wat leidt tot de vier verschillende 

kleuren in het profiel. Per variant wordt steeds het bijhorend exon en de flankerende 

intronen gesequeneerd met zowel een forward-primer als een reverse-primer. Bij de 

analyse voor de varianten 1679T>G en 2846A>T worden enkel de 

sequeneringsresultaten van de forward-primer weergegeven omdat de resultaten, 

gegenereerd door middel van de reverse primer, onvoldoende kwalitatief waren. Er 

zijn verschillende redenen waarom niet kwalitatieve data wordt verkregen, zoals 

contaminatie en onnauwkeurig pipetteren. Dit is geen ernstig probleem aangezien de 

aanwezigheid van de variant bepaald kan worden door middel van de 

sequeneringsresultaten van de reverse-primer. Op figuur D worden twee verschillende 

pieken weergegeven op dezelfde positie. De pieken zijn representatief voor de 

nucleotides A en G. Uit de referentiesequentie kan worden afgeleid dat het nucleotide 

G afkomstig is van het wildtype allel terwijl nucleotide A aanwezig is in het mutante 

allel. De combinatie van beide allelen wordt in de sequentie voorgesteld door de letter 

R. Uit resultaat D kan dus worden afgeleid dat de patiënt heterozygoot is voor de 

variant 1236G>A.  
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LAMP analyse 

 
Figuur 4.2: Smeltcurves voor de detectie van 1905+1G>A (A), 1679T>G (B), 2846A>T (C) en 
1236G>A (D) in Genefox software 

 

Figuur 4.3: Smeltcurves voor de detectie van 1905+1G>A (A), 1679T>G (B), 2846A>T (C) en 
1236G>A (D) in Quantstudio software 

Bij de LAMP analyse hebben we twee qPCR toestellen, Lightcycler 480 II en 

Quantstudio 5, met elkaar vergeleken om na te gaan of deze even performant zijn en 

correcte resultaten geven. De data van beide toestellen kan worden geanalyseerd in 

Genefox. Daarnaast kunnen de smeltcurves ook gegenereerd worden door de 

software van de Lightcycler en de Quantstudio zelf. De smeltcurves, verkregen door 

Genefox en Quantstudio, worden weergegeven in figuur 4.2 en 4.3. Beide analyses 
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resulteren in een smeltcurve waarbij de fluorescentiegraad wordt weergegeven in 

functie van de temperatuur. Bij curve D zien we dat er een piek bij mutant en een piek 

bij wildtype aanwezig is. Dit betekent dat het gen bestaat uit een wildtype allel en een 

mutant allel en dus heterozygoot mutant is voor 1236G>A. Deze bevinding komt 

overeen met het resultaat van de Sanger sequenering. Bij de andere curves zien we 

telkens slechts een piek bij wildtype wat betekent dat het wildtype allel homozygoot 

aanwezig is. 

 

Taqman SNP Predesigned Genotyping Assay 

 

Figuur 4.4: Scatterplot van alle stalen in Quantstudio software 

De laatste techniek die werd getest in dit onderzoek is het Taqman SNP Genotyping 

Assay. Deze analyse werd enkel uitgevoerd voor de assays 1905+1G>A en 1236G>A.  

Op figuur 4.7 wordt het allel discriminatieplot weergegeven voor de 23 stalen. Deze 

stalen zijn reeds eerder getest via Sanger sequenering en LAMP analyse. Deze grafiek 

werd bekomen door het Taqman Predesigned Genotyping Assay voor 1236G>A te 

analyseren m.b.v. Quantstudio 5 en de bijhorende software. In de x-as wordt de 

fluorescentiegraad weergegeven van het VIC™ fluorofoor dat geassocieerd is met het 

wildtype allel. In de y-as wordt ook de fluorescentie weergegeven maar van het FAM™ 

fluorofoor dat bindt op het mutante allel. Als de punten aanwezig zijn links onderaan, 

betekent dit dat er noch een wildtype allel noch een mutant allel aanwezig is. De reden 

hiervoor is mogelijks een mislukte amplificatie of de analyse van een negatieve 
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controle waar geen DNA in zit. In deze test werden twee negatieve controles 

geïmplementeerd. Aangezien deze controles enkel water bevatten, wordt geen 

fluorescentie verwacht. Wanneer de punten aanwezig zijn rechts onderaan, zullen de 

stalen enkel het wildtype allel bevatten en dus geen variant. De groep in de 

rechterbovenhoek van het scatterplot heeft zowel een signaal voor het wildtype allel 

als voor het mutante allel. Dit betekent dat deze stalen heterozygoot mutant zijn. In de 

linkerbovenhoek worden normaal gezien de stalen weergegeven die homozygoot 

mutant zijn. In deze selectie zaten echter geen homozygoot mutante stalen dus het is 

niet getest of dit een correct resultaat zou opleveren. We zien echter wel dat een mooi 

resultaat wordt bekomen met deze stalen. De stalen met hetzelfde genotype clusteren 

samen waardoor het mogelijk is om de verschillende genotypes goed te differentiëren. 

De negatieve controles worden links onderaan weergegeven en de positieve controle 

rechts bovenaan zoals verwacht. Uit de twee vorige analyses, konden we afleiden dat 

het voorbeeldstaal heterozygoot mutant is voor de variant 1236G>A. Dit assay 

bevestigt het resultaat nogmaals aangezien het punt rechts bovenaan wordt 

weergegeven. 

 

4.2. VALIDATIE TESTEN 

In tabel 4.1 worden enkele resultaten opgesomd die belangrijk zijn voor de validatie 

van de LAMP Human DPD Deficiency Kit en de Taqman Assays. Zoals reeds eerder 

vermeldt, werden in dit onderzoek enkel de Taqman Assays voor 1905+1G>A en 

1236G>A getest. De bekomen resultaten worden vergeleken met de varianten die 

gevonden zijn via Sanger sequenering. We hebben in totaal 34 stalen geanalyseerd. 

Hiervan werden 23 stalen recent geanalyseerd. Op de overige 11 stalen was reeds 

een analyse in het CMGG uitgevoerd waarvan de data ter beschikking werd gesteld. 

De verkregen data van alle stalen werd dan opgeladen in de software om de gewenste 

grafieken te bekomen. De resultaten van alle geanalyseerde stalen worden 

weergegeven in bijlage 4.2. 
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Tabel 4.1: Validatie van de LAMP Human DPD Deficiency Kit en de Taqman Assays a 

DNA staal Sanger 

sequenering  

LAMP Human 

DPD Deficiency 

Kit 

Taqman SNP 

Genotyping 

Assays 

Leuven-1 1905C>G Abnormaal voor 

1905+1G>A 

 

Leuven-2 1905C>T Abnormaal voor 

1905+1G>A 

 

Leuven-3 1229G>A Abnormaal voor 

1236G>A 

 

Leuven-4 1218G>A WT  

Leuven-5 2843T>C 2846A>T (het)  

1 2846A>T 

1905+1G>A 

2846A>T (het) 

1905+1G>A (het) 

 

2 1236G>A 1236G>A (het) 1236G>A (het) 

3 1905+1G>A 1905+1G>A (het) 1905+1G>A (het) 

4 1679T>G 1679T>G (hom)  

5 2846A>T 2846A>T (het)  

6 1905+17A>G WT  

7 1280T>C 

85T>C 

1129-15T>C 

1896T>C 

496A>G 

1627A>G 

WT  

8 WT WT  
a heterozygoot (het), homozygoot (hom) 

 

De eerste drie stalen, afkomstig uit Leuven, vertonen een afwijkende smelttemperatuur 

bij de analyse met de LAMP kit. Dit komt doordat er telkens een SNV onder de probe 

ligt. Deze stalen werden geselecteerd om na te gaan of een vals positief resultaat wordt 

bekomen door een SNV onder de probe. De afwijkende smeltcurve toont aan dat bij 

de LAMP analyse een onderscheid kan worden gemaakt tussen een erkende DPYD 

variant en een SNV. Op figuur 4.5 wordt de smeltcurve van Leuven-1 afgebeeld. 
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Hierop wordt duidelijk weergegeven dat de piek van deze curve op de grens ligt van 

het interval voor een mutant allel. Dit komt doordat het SNV 1905C>G slechts een 

nucleotide verwijdert is van de variant 1905+1G>A. De LAMP analyse vertoont dus 

een hoge specificiteit voor dit assay. 

 

 
Figuur 4.5: Smeltcurve van staal Leuven-1 voor de detectie van 1905+1G>A in Genefox 

 

 

Bij het staal Leuven-5 wordt een fout resultaat bekomen voor de LAMP analyse. Deze 

analyse geeft namelijk weer dat het staal heterozygoot is voor de variant 2846A>T 

terwijl in werkelijkheid, enkel de variant 2843T>C aanwezig is. Op figuur 4.6 is de 

smeltcurve, geanalyseerd door middel van de Genefox software, afgebeeld voor dit 

staal. Uit de curve kan worden afgeleid dat de piek in het mutant gebied afwijkt naar 

links en niet dezelfde smelttemperatuur heeft als andere stalen die wel heterozygoot 

mutant zijn. Deze piek heeft namelijk een smelttemperatuur van 51,82°C terwijl de 

andere stalen een smelttemperatuur vertonen van 52,95°C. De piek van 2843T>C ligt 

echter wel nog in het interval waardoor het een fout resultaat oplevert. Indien mogelijk, 

zou het bedrijf eventueel het interval kunnen verkleinen zodat dit probleem wordt 

opgelost. Deze variant is niet getest met een Taqman Assay dus het is onduidelijk of 

deze analyse wel kan discrimineren tussen beide genotypes. Het is zeker mogelijk dat 

het scatterplot ook niet correct zou zijn. 
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Figuur 4.6: Smeltcurve van staal Leuven-5 voor de detectie van 2846A>T in Genefox  

 

 

Uit de resultaten van tabel 4.1 blijkt dat de LAMP technologie een hoge specificiteit en 

sensitiviteit heeft voor de vier varianten. Staal  4 wordt ook herkend als homozygoot 

door deze analyse. Het wordt ook bevestigd dat de varianten 1905+1G>A en 1236G>A 

worden herkend met de Taqman Assays. Het labo had echter geen homozygote stalen 

voor de geanalyseerde varianten waardoor we niet weten of de Taqman Assays een 

homozygoot staal correct kunnen benoemen. Vervolgens werden nog enkele stalen 

geïncludeerd met SNP’s en een staal met een normale sequentie. Deze stalen worden 

correct bestempeld als WT door de LAMP analyse.  

Voor de LAMP analyse zijn twee toestellen ter beschikking in het CMGG. Zowel de 

Lightcycler 480 II als de Quantstudio 5 zorgen voor kwalitatieve data en zijn eenvoudig 

in gebruik. Beide analyses leiden ook tot dezelfde smeltcurves in Genefox. 
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Uit de resultaten blijkt dat de meeste varianten correct worden geanalyseerd en mooi 

worden weergegeven in de smeltcurves bij de LAMP analyse. In Genefox wordt het 

resultaat niet enkel door de smeltcurves geïllustreerd maar ook reeds in de lay-out van 

de plaat. Dit zorgt ervoor dat we meteen een overzichtelijke weergave krijgen van het 

genotype van elk staal. In Genefox kan je ook van ieder staal apart een rapport 

genereren met de 4 verschillende genotypes, waardoor je voor iedere patiënt een 

overzichtelijk rapport krijgt. Een voorbeeld van de lay-out met de bijhorende legende 

wordt weergegeven in figuur 4.7.  

 
Figuur 4.7: Lay-out van plaat in Genefox met bijhorende legende 
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4.3. KOSTENANALYSE 

Voor de analyse van deze drie technieken werd ook een evaluatie van de kostprijs 

uitgevoerd. Dit werd onderverdeeld in twee categorieën namelijk de kost van de 

producten en van het personeel. Voor de producten werd telkens de inkoopprijs 

weergegeven en de prijs per staal. Materiaal zoals pipetten, pipettips en wellplaten 

werd samengevoegd onder de benaming ‘plastics’. De kost hiervoor is ongeveer € 1. 

De kostprijs van de toestellen en van het Milli-Q water werd niet meegerekend in deze 

analyse. Het bedrag dat wordt uitgegeven aan personeel werd berekend o.b.v. aantal 

minuten verrichte arbeid. Deze analyse is zeer belangrijk aangezien de kosten voor de 

verschillende testen hoog kunnen oplopen.  

 

4.3.1. Sanger sequenering 

De kostprijs voor de reagentia per staal is het goedkoopst bij de Sanger sequenering. 

Dit komt mede door de korting die is verkregen voor zowel de Cycle Sequencing kit 

als de CleanDTR beads. Beide werden aangekocht met een korting van respectievelijk 

38% en 35%. De aankoopprijs is hoog aangezien de producten in grote volumes 

worden aangekocht.  

Tabel 4.2: Kostenanalyse producten 

 Prijs (reagentia of kit) Prijs per staal 

TE buffer 1x, pH 8 (10 ml) € 0,01 € 0,01 

Forward -en reverse primers € 0,04 € 0,04 

KAPA2G Robust Hotstart 

Readymix (6,25 ml) 

€ 267,00 € 0,85 

Antarctic phosphatase 5000U/ml 

(1000 µl) 

€ 361,79 € 0,29 

Exonuclease I 3000 U/ml (150 µl) € 90,75 € 0,12 

BigDye® Terminator Cycle 

Sequencing kit (5000 reacties) 

€ 34.844,00 € 1,74 

M13 primers (100 nm) € 0,01 € 0,01 

CleanDTR beads (500 ml) € 7.597,01 € 0,61 

Ethanol absolute (2,5 L) € 155,57 € 0,03 

Plastics (pipetten, epjes,…) € 1,00 € 1,00 

Totaal € 43.317,18 € 4,71 
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De kostprijs voor het personeel is het hoogst bij Sanger sequenering aangezien de 

analyse het meeste tijd vergt. Bij deze analyse worden de wachttijden echter nog niet 

meegerekend. Bij Sanger sequenering worden namelijk verschillende 

incubatiestappen uitgevoerd en de resultaten zijn vaak pas de dag na de analyse 

beschikbaar.  

Tabel 4.3: Kostenanalyse personeel o.b.v. aantal minuten arbeid 

 MLTa Adjunct-

laboratorium 

verantwoordelijke 

Laboratorium 

verantwoordelijke 

Kosten 

Nakijken 

aanvraagformulier  

 1,5 1,5 € 2,33 

Administratie pre-

analytische fase 

3   € 1,66 

Analytische fase 20   € 11,07  

Post-analytische 

fase 

3   € 1,66 

Rapportering in 

Glims 

6   € 3,31 

Validatie in Glims  2 3 € 3,97 

Totaal 32 3,5 4,5 € 24,00 
a MLT = Medisch laboratoriumtechnoloog 

 

Bij het overzicht van de kostenanalyse voor Sanger sequenering, zien we dat er 

extra kosten bijkomen voor de DNA-extractie en GSU. Het GSU-team is 

verantwoordelijk voor het bedienen van de sequencers en het verwerken van de 

resultaten zodat deze geïnterpreteerd kunnen worden.  

Tabel 4.4: Overzicht kosten 

 DNA-extractie Sanger sequenering GSU Totaal 

Personeel  € 4,22  € 24,00 € 0,18 € 28,40 

Reagentia € 5,29 € 4,71 € 1,03 € 11,03 

Totale kost voor 

analyse 

€ 9,51 € 28,71 € 1,21 € 39,43 
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4.3.2. LAMP Human DPD Deficiency Kit 

Bij de LAMP analyse moet enkel de LAMP kit van LaCar aangekocht worden samen 

met eerder vermelde plastics zoals pipettips en Lightcycler 384-wellplaten. Met de 

LAMP kit kunnen ongeveer 24 reacties worden uitgevoerd. Dit aantal slaat echter op 

het gebruik van een 96-wellplaat. In dit onderzoek wordt een 384-wellplaat gebruikt 

waardoor het nodige volume lager ligt. Bij een 94-wellplaat wordt telkens 20 µl 

mastermix toegevoegd terwijl slechts 8 µl wordt toegevoegd aan een 384-wellplaat. 

Wanneer we dit omrekenen, komen we uit op een totaal van 60 reacties per kit. Een 

reactie betekent hier de analyse van een staal voor de vier assays. 

Tabel 4.5: Kostenanalyse producten 

 Prijs (reagentia of kit) Prijs per staal 

LaCar kit (60 reacties) € 532,56 € 8,88 

Plastics € 1,00 € 1,00 

Totaal € 533,56 € 9,88 

 

De LAMP analyse vergt het minste arbeid van alle technieken. Dit vertaald zich in de 

kostprijs voor het personeel. Zowel de hands-on tijd als de wachttijd is zeer kort voor 

deze analyse.  

Tabel 4.6: Kostenanalyse personeel o.b.v. aantal minuten arbeid 

 MLTa Adjunct-

laboratorium 

verantwoordelijke 

Laboratorium 

verantwoordelijke 

Kosten 

Nakijken 

aanvraagformulier  

 1,5 1,5 € 2,33 

Administratie pre-

analytische fase 

3   € 1,66 

Analytische fase 8   € 4,43  

Post-analytische 

fase 

3   € 1,66  

Rapportering in 

Glims 

6   € 3,31 

Validatie in Glims  2 3 € 3,97 

Totaal 20 3,5 4,5 € 17,36 
a MLT = Medisch laboratoriumtechnoloog 
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De LAMP analyse is volgens deze kostenanalyse een relatief goedkope methode. De 

analyse kan eventueel ook op een bloedstaal worden uitgevoerd waardoor de kost 

voor DNA-extractie wordt geëlimineerd.  

Tabel 4.7: Overzicht kosten 

 DNA-extractie LAMP analyse Totaal 

Personeel  € 4,22  € 17,36  € 21,58  

Reagentia € 5,29 € 9,88  € 15,17 

Totale kost voor 

analyse 

€ 9,51 € 27,24  € 36,75  

 

4.3.3. Taqman SNP Genotyping Assays 

Een significant nadeel van deze test is de prijs van de assays. De Taqman Assays zijn 

zeer duur. Dit komt voornamelijk doordat voor elke variant een assay moet worden 

aangekocht. In tabel 4.8, zien we dat de variant 1236G>A een Predesigned Assay 

heeft terwijl de drie ander varianten elk een DME Assay hebben.  

Tabel 4.8: Kostenanalyse producten 

 Prijs (reagentia of kit) Prijs per staal 

Taqman 

Genotyping 

Master Mix (1 ml) 

€ 132,00 € 1,45 

Taqman 

Predesigned 

SNP Genotyping 

Assay 40x (300 

reacties) 

€ 508,00 € 1,69 

(1236G>A) 

Taqman DME 

Genotyping 

Assay (150 

reacties) 

€ 1.626,00 € 10,84 

(1905+1G>A) 

(2846A>T) 

(1679T>G) 

Plastics € 1,00 € 1,00 

Totaal € 2.881,00 € 14,99 
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Ook de hands-on tijd voor deze techniek is aan de hogere kant. Dit is voornamelijk 

het gevolg van de twee verschillende assays. Beide assays hebben namelijk een 

verschillende doorlooptijd op Quantstudio 5 waardoor ze apart moeten worden 

voorbereid. Hierdoor duurt de post-analytische fase ook langer aangezien de twee 

bekomen datafiles apart worden geanalyseerd in de software. 

Tabel 4.9: Kostenanalyse personeel o.b.v. aantal minuten arbeid 

 MLTa Adjunct-

laboratorium 

verantwoordelijke 

Laboratorium 

verantwoordelijke 

Kosten 

Nakijken 

aanvraagformulier  

 1,5 1,5 € 2,33 

Administratie pre-

analytische fase 

3   € 1,66 

Analytische fase 15   € 8,30 

Post-analytische 

fase 

6   € 3,31 

Rapportering in 

Glims 

6   € 3,31 

Validatie in Glims  2 3 € 3,97 

Totaal 30 3,5 4,5 € 22,88  
a MLT = Medisch laboratoriumtechnoloog 

 

De kostprijs voor de Taqman Assays ligt duidelijk hoger dan de kostprijs voor Sanger 

sequenering of LAMP analyse. Dit is vooral te wijten aan de dure assays en het 

verschil tussen de analyse van de Predesigned Assays en de DME Assays. 

Tabel 4.10: Overzicht kosten 

 DNA-extractie Taqman Assay Totaal 

Personeel  € 4,22  € 22,88  € 27,10  

Reagentia € 5,29 € 14,99  € 20,28 

Totale kost voor 

analyse 

€ 9,51 € 37,87  € 47,38  
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5. DISCUSSIE 

Allereerst moet worden nagegaan of het testen voor een DPD deficiëntie bij de 

behandeling met een fluoropyrimidine een meerwaarde biedt in de praktijk. Uit een 

eerder onderzoek (de With et al., 2023) blijkt dat de pre-therapeutische genotypering 

gevolgd door een eventuele dosisaanpassing leidt tot een betere patiëntveiligheid. 

Sinds de invoer van de European Medicines Agency (EMA) richtlijnen in 2020, wordt 

een stijging gezien in de implementatie van zowel genotypering als fenotypering voor 

het nagaan van DPD deficiëntie in Europa. Terugbetaling van de testen en duidelijke 

klinische richtlijnen worden beschouwd als de belangrijkste factoren voor een 

succesvolle implementatie. De mate van terugbetaling varieert sterk in de Europese 

landen. In België wordt de genotypering voor DPYD terugbetaald maar de fenotypering 

voor DPD niet. Verschillende richtlijnen ontstonden na de publicatie van het EMA. De 

CPIC richtlijnen worden het meest gebruikt in Europa. Gebrek aan kennis over 

farmacogenetische testen bij medisch personeel is echter nog een groot werkpunt. In 

het algemeen zien we dat het testen voor een DPD deficiëntie een meerwaarde biedt 

waardoor de implementatie ervan is gestegen. (39) 

In dit onderzoek werden drie methoden voor de genotypering van het DPYD gen 

getest. Een DPD deficiëntie kan ook worden achterhaald via fenotypering van de 

enzymactiviteit. Deze techniek heeft een hoge sensitiviteit en is onafhankelijk van de 

etniciteit van de patiënt. Een daling in enzymactiviteit kan het gevolg zijn van een 

functionele variant. Dit kan vervolgens via genotypering worden ontdekt. Een 

genetische oorzaak echter niet altijd aan de basis van een wijziging in enzymactiviteit. 

De enzymactiviteit kan ook dalen door bijvoorbeeld comedicatie. Dit kan niet worden 

ontdekt d.m.v. genotypering maar wel door fenotypering. Een voorbeeld hiervan is de 

combinatie van het fluoropyrimidine, Tegafur, met Uracil of Gimeracil. Zowel Uracil als 

Gimeracil zorgen voor een verminderde afbraak van Tegafur door DPD te inhiberen. 

Deze inhibitie kan worden vastgesteld door fenotypering. Desondanks wordt het 

gebruik van Tegafur afgeraden door het gebrek aan kennis over het gecombineerd 

effect van een DPD inhibitie en een DPYD variant. Fenotypering heeft echter ook 

significante nadelen. De analyse wordt namelijk niet terugbetaald door de 

ziekteverzekering in België waardoor de kostprijs voor de patiënt kan oplopen tot € 45. 

Daarnaast zijn de pre-analytische condities voor de bloedstalen zeer strikt. Dit komt 

vooral doordat het uracilgehalte in een bloedstaal sterk stijgt bij kamertemperatuur. 
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Een staal moet bijvoorbeeld gecentrifugeerd worden bij 4°C waarna het plasma 

meteen moet worden ingevroren. Dit proces mag maximaal 90 minuten duren. Een 

plasmastaal moet namelijk continu bewaard worden in -20°C. Dit is een extra 

moeilijkheid bij het transport van de stalen. Om deze redenen wordt de fenotypering 

nog maar zelden uitgevoerd in het UZ Gent om een DPD deficiëntie te achterhalen. 

 

Een standaardtechniek voor genotypering is Sanger sequenering. Dit is ook de huidige 

technologie die binnen het CMGG gebruikt wordt voor de analyse van DPYD. Een 

voordeel van Sanger sequenering is dat het telkens de exonen en omringende intronen 

van de vier beoogde varianten sequeneerd. Andere varianten in deze sequentie 

kunnen zo ook worden gedetecteerd. Dit is een meerwaarde op lange termijn. 

Toekomstig onderzoek kan immers leiden tot nieuwe ontdekkingen m.b.t. de 

functionaliteit van deze varianten. Het uitvoeren van Sanger sequenering heeft echter 

ook minpunten. Een belangrijk nadeel is de tijdsduur van de analyse. Uit de 

kostenanalyse blijkt dat Sanger sequenering per staal 12 minuten langer duurt dan de 

LAMP analyse. De analyse is echter gebaseerd op het aantal minuten verrichte arbeid 

en houdt geen rekening met de vele wachttijden tijdens Sanger sequenering. De 

verschillende programma’s op de thermal cycler genaamd KAPA, EXO_AP en 

SEQUENCING duren ongeveer 50, 55 en 70 minuten. Daarnaast worden meerdere 

analyses uitgevoerd op de capillaire sequencer, waardoor de resultaten van de 

analyse pas een dag later beschikbaar zijn. De tijdspanne tussen het afgeven van een 

staal aan het labo en het verkrijgen van de resultaten zal dus hoger zijn voor de 

sequenering dan voor de LAMP anayse. Dit is van groot belang aangezien de DPYD 

analyse wordt gebruikt voor de dosering van een chemotherapeuticum. Het doel is om 

de kankerbehandeling van de patiënt zo snel mogelijk te starten. Ook wat betreft de 

totale kost, is deze techniek duurder dan de LAMP analyse. Daarnaast is de 

voorbereiding voor deze analyse zeer complex wat resulteert in een grotere kans op 

fouten. De uitvoering bestaat namelijk uit verschillende stappen en meerdere reagentia 

zijn hierbij betrokken. Voor deze methode zijn ook meer plastics, zoals wellplaten en 

pipettips, nodig. Het is dus zeker een meerwaarde om een techniek te vinden die 

milieuvriendelijker is. 

 

De focus van dit onderzoek ligt voornamelijk bij het testen van de LAMP Human DPD 

Deficiency kit van LaCar. LAMP is een zeer snelle amplificatiemethode. Dit betekent 
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dat we met deze analyse op een korte tijd, een grote hoeveelheid DNA-fragmenten 

verkrijgen. De techniek slaagt erin om de vier varianten correct te detecteren. Ook 

wanneer een SNV onder de probe ligt, heeft dit meestal geen invloed op de detectie 

van de variant. Een uitzondering hierop is het SNV 2843T>C in het DPYD gen. Deze 

SNV ligt onder de probe en kan beschouwd worden als variant 2846A>T wegens 

kruisreactiviteit. Deze kruisreactie vertoont een frequentie van 0,0004% in de Genome 

Aggregation Database. In een vorig onderzoek (van Kuilenburg et al.,2016) werd een 

DPD activiteit van slechts 30% vastgesteld bij een aantal patiënten met de variant 

2843T>C. Deze variant werd toen gedetecteerd in de Nederlandse populatie. Het is 

niet mogelijk om het interval van de LAMP analyse voor assay 2846A>T te verkleinen 

aangezien de smelttemperatuur run afhankelijk is. Er moet dus rekening worden 

gehouden met de interrun variabiliteit. Een ander voordeel van de LAMP analyse is 

dat deze zowel op een DNA staal als een bloedstaal kan worden uitgevoerd in 

tegenstelling tot de andere technieken.  Dit zorgt ervoor dat de doorlooptijd van de 

analyse kan worden ingekort. Daarnaast wordt de amplificatie uitgevoerd bij eenzelfde 

temperatuur waardoor geen thermal cycler nodig is. Nadien wordt ook geen 

gelelektroforese meer uitgevoerd d.m.v. de fragment analyzer. Dit heeft dus als 

voordeel dat je als labo minder toestellen moet voorzien wat leidt tot een reductie van 

de kost voor het labo. Dit betekent ook dat de LAMP analyse niet afhankelijk is van het 

schema en de bezetting van deze toestellen binnen het labo. De LAMP analyse kan 

dus beschouwt worden als een zeer flexibele techniek waarbij de tijdsduur van zowel 

de analyse zelf als het verkrijgen van de resultaten korter is dan bij Sanger 

sequenering. De kostprijs voor deze methode is ook de laagste binnen dit onderzoek. 

Bovendien vereist de voorbereiding veel minder materiaal. Het grote nadeel van deze 

techniek is dat het enkel de vier belangrijkste varianten detecteert. Andere SNV’s, 

waarvan de functionaliteit nog onduidelijk is, worden niet bepaald via deze analyse. 

De informatie die dus wordt verkregen is beperkt. (40,41) 

 

De genotypering van het DPYD gen kan ook worden uitgevoerd door gebruik te maken 

van de Taqman SNP Genotyping Assays van Thermo Fisher. Thermo Fisher beschikt 

over een grote database van varianten van verschillende genen waarvoor reeds 

assays zijn geproduceerd. Het is ook mogelijk om zelf een assay voor een specifieke 

variant samen te stellen online. Er zijn dus meer mogelijkheden in de toekomst bij 

Thermo Fisher in vergelijking met LaCar. Daarnaast werden de correcte resultaten 
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bekomen met de geteste assays. Over de Taqman Assays voor de varianten 2846A>T 

en  1679T>G van het DPYD gen kan geen uitspraak worden gedaan. In tabel 4.10 

wordt de kostprijs weergegeven. Wanneer dit vergeleken wordt met de andere 

technieken, blijkt dat deze techniek de duurste is. Een van de redenen hiervoor is dat 

er vier verschillende assays moeten aangekocht worden. Voor de variant 1905+1G>A 

wordt een Taqman DME Genotyping Assay aangekocht. Voor de andere drie varianten 

wordt telkens een Taqman SNP Predesigned Assay gekocht. Deze kits zijn zeer duur. 

De Predesigned Assays kosten € 508 terwijl de kostprijs van een DME Assay € 542 

bedraagt. Hierdoor stijgt de totale kostprijs voor de analyse. De voorbereiding vergt 

ook meer tijd aangezien de verschillende soorten assays een apart qPCR protocol 

hebben, waardoor je de assays na elkaar moet analyseren op Quantstudio 5 of je moet 

twee verschillende toestellen hebben om deze in parallel te kunnen lopen. Het Taqman 

DME Assay moet in een plaat en de drie Taqman Predesigned Assays kunnen samen 

in een andere plaat. Dit maakt de voorbereiding en de analyse ingewikkeld waardoor 

de kans op fouten groter is. De extra arbeid leidt ook tot een hogere kostprijs van het 

personeel. 

 

De drie geteste technieken namelijk Sanger sequenering, LAMP analyse en Taqman 

Assay detecteren allemaal de variant 1236G>A. Deze variant is echter niet 

verantwoordelijk voor de gedaalde functie van het enzym. De verminderde functie is 

het gevolg van de variant 1129-5923C>G. De variant 1236G>A wordt gedetecteerd 

zodat ook andere varianten in het exon kunnen worden achterhaald. In de literatuur 

werd reeds bevestigd dat de detectie van 1236G>A voldoende is. Dit besluit werd 

bekomen door de bepaling van het linkage disequilibrium. Het linkage disequilibrium 

of koppelingsonevenwicht geeft de associatie weer van allelen op verschillende loci in 

de populatie. Hieruit kan de correlatie tussen 1236G>A en 1129-5923C>G worden 

afgeleid. Dit betekent dat de beide varianten telkens samen worden overgeërfd en de 

detectie van 1236G>A voldoende is. Via dit onderzoek werd dan nagegaan of we de 

variant 1236G>A correct kunnen bepalen wat het geval is voor de drie technieken. (42) 

 

De rapportering van de drie technieken is zeer belangrijk voor de eventuele klinische 

implementatie. Bij Sanger sequenering wordt het rapport gegenereerd vanuit Seqpilot. 

Het rapport is zeer overzichtelijk en bevat de geselecteerde curves samen met de 

nodige informatie over de aanwezige variant. De LAMP analyse kan worden 
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uitgevoerd met twee toestellen namelijk de Lightcycler 480 II en de Quantstudio 5. 

Quantstudio 5 is een zeer eenvoudig toestel maar de resultaten van de analyse worden 

niet op het toestel zelf weergegeven. De data wordt eerst opgeladen in de Quantstudio 

software. In deze software wordt dan een Excel-bestand gegenereerd wat kan worden 

opgeladen in Genefox. Bij de Lightcycler kunnen de grafieken direct worden bekeken 

via de Lightcycler software. Zo kan snel worden nagegaan of er een fout is gebeurd 

tijdens de voorbereiding of analyse. Van hieruit wordt een XML-bestand gegenereerd 

dat kan worden opgeladen in Genefox. Genefox is een online analyseplatform 

ontwikkeld door LaCar. Iedereen kan een account aanmaken op dit platform waardoor 

het software pakket gemakkelijk beschikbaar is. De resultaten worden zeer 

overzichtelijk weergegeven in de smeltcurves maar ook in de lay-out van de plaat. De 

kleurencode van de lay-out, afgebeeld op figuur 4.7, geeft meteen weer of een 

bepaalde variant aanwezig is. Het is ook mogelijk om voor elke patiënt een apart 

rapport aan te maken in deze software. Een voorbeeld van dit rapport wordt 

weergegeven in bijlage 4.1. In het rapport worden de smeltcurves weergegeven samen 

met het resultaat voor elke variant. Een nadeel aan deze software is het gebrek aan 

extra informatie. Wanneer een smeltcurve als abnormaal wordt bestempeld, kan de 

oorzaak hiervan niet worden nagegaan. Dit is meestal het gevolg van een SNV die 

onder de probe ligt maar dit SNV wordt niet benoemd in de software. De LAMP analyse 

in de Quantstudio software verloopt op een gelijkaardige wijze. De structuur van de 

software is zeer overzichtelijk en de resultaten worden ook mooi weergegeven in de 

smeltcurves. Quantstudio wordt ook gebruikt om de resultaten van de Taqman Assays 

te analyseren. Hierbij wordt een scatterplot gegenereerd van alle stalen. De 

rapportering voor deze analyse is ondermaats t.o.v. de andere analyses. Allereerst is 

er geen mogelijkheid om een rapport te creëren per patiënt. Dit betekent dat het 

scatterplot met alle stalen telkens in het rapport staat samen met de bijhorende tabel 

met de resultaten van alle stalen. Uit het plot zelf kan ook niets worden afgeleid want 

het gewenste staal wordt er niet in aangeduid. 

 

Uit dit onderzoek blijkt dat de implementatie van de LAMP Human DPD Deficiency Kit 

voor de genotypering van DPYD de beste keuze zou zijn. De analyse is het goedkoopst 

en neemt het minste tijd in beslag. Bovendien is de voorbereiding voor deze analyse 

zeer eenvoudig wat de kans op fouten beperkt. De software, Genefox, is ook zeer 

overzichtelijk en handig in gebruik. De rapporten, die door deze software worden 
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gegenereerd, ogen simpel maar bevatten alle nodige informatie om een conclusie te 

vormen over de aanwezige varianten. In het algemeen, is het echter onduidelijk of de 

LAMP analyse de beste keuze zou zijn op lange termijn. We moeten namelijk ook 

rekening houden met de evolutie van het farmacogenetisch onderzoeksgebied. Het 

nut van genetische testen is reeds bewezen voor verschillende geneesmiddel-gen 

interacties apart. Een volgende stap is mogelijks het implementeren van een 

farmacogenetisch panel. Dit werd onderzocht in de PREPARE studie. Uit deze studie 

bleek dat het testen van een panel van verschillende farmacogenen waaronder DPYD 

leidde tot minder bijwerkingen bij de behandeling. De implementatie van de test op 

grote schaal bleek ook klinisch relevant te zijn. De kans is dus reëel dat dit wordt 

geïntegreerd in het labo. Dan moeten er methoden ter beschikking zijn om deze test 

uit te voeren. In dit onderzoek, lijkt de LAMP analyse het minste potentieel te hebben 

op toekomstvlak. Het bedrijf LaCar heeft momenteel slechts vier genetische testen op 

de markt. De vier kits maken telkens gebruik van de LAMP analyse voor de detectie 

van varianten in vier verschillende genen. Het is mogelijk dat er meer testen volgen 

maar dit is afhankelijk van het toekomstperspectief van het bedrijf zelf. Thermo Fisher 

daarentegen beschikt over een database aan varianten waarvoor reeds assays zijn 

aangemaakt. Het is ook mogelijk om zelf een assay samen te stellen. Dit biedt veel 

mogelijkheden naar de toekomst toe. De nadelen die eerder werden beschreven 

gelden echter nog steeds. Het rapporteren van de resultaten per patiënt is o.a. een 

vereiste voor de klinische implementatie en mag dus niet ontbreken. Om fouten te 

vermijden in een diagnostisch laboratorium is het veel handiger wanneer de resultaten 

per patiënt worden weergegeven, wat niet mogelijk is voor de Taqman Assays. Bij 

Sanger sequenering wordt het te sequeneren gebied bepaald door de keuze van 

primers. Deze techniek is dan ook niet beperkt tot een bepaald gen en detecteert alle 

varianten binnen een bepaald gebied. De kostprijs en duur van de analyse ligt ook 

lager dan bij de Taqman Assays en de rapportering gebeurt op een overzichtelijke 

manier via het Seqpilot programma. Sanger sequenering lijkt dus de beste optie voor 

het testen van een farmacogenetisch panel. Voor de genotypering van grote panels 

moet de techniek echter geschikt zijn om een groot gebied binnen het genoom te 

sequeneren. Dit wordt eerder uitgevoerd door een NGS gebaseerde techniek. (8) 
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6. CONCLUSIE 

In het algemeen worden de vier functionele varianten van het DPYD gen correct 

gedetecteerd door Sanger sequenering, LAMP analyse en Taqman Assays. Een SNV 

onder de probe wordt ook correct weergegeven door de LAMP analyse. In dit 

onderzoek werden enkel de varianten 1236G>A en 1905+1G>A getest met de Taqman 

Assays. Een verdere analyse van de varianten 2846A>T en 1679T>G is dus 

noodzakelijk voor de validatie van deze methode. De resultaten van de LAMP analyse 

worden zeer mooi gevisualiseerd in Genefox. Ook de rapportering in deze software is 

zeer overzichtelijk. Daarnaast kunnen zowel de Lightcycler 480 II als de Quantstudio 

5 gebruikt worden voor de LAMP analyse. Deze analyse is ook de goedkoopste en 

neemt het minste tijd in beslag. Hieruit kan worden besloten dat de LAMP DPD 

Deficiency Kit van LaCar de beste keuze is voor de DPYD analyse. Voor de 

genotypering van een farmacogenetisch panel is een NGS gebaseerde techniek 

eerder aangeraden. 
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8. APPENDIX 
 

Bijlage 3.1: Specificaties materiaal Sanger sequenering 

 

Bijlage 3.2: Specificaties materiaal LAMP 

Materiaal en reagentia Leverancier, stad, 

land 

Lotnummer/serienummer 

Quantstudio 5 Applied biosystems, 

Singapore 

GTZYR33 

LightCycler® 480 II Roche, Mannheim, 

Duitsland 

6956 

LightCycler® 480 384-

wellplaat + folie 

Roche, Mannheim, 

Duitsland 

22006595 (plaat) 

2023-09-LP (folie) 

LAMP kit LaCar, Luik, België 19503C 

 

Materiaal en reagentia Leverancier, stad, 

land 

Lotnummer/serienummer 

Capillaire sequencer ABI 

3730XL (fragment analyzer) 

Applied biosystems 20143-015 

Labcycler Gradient 

Thermocycler (PCR-toestel) 

SensoQuest GmbH, 

Göttingen, Duitsland 

1122220163 

KAPA2G Robust Hotstart 

Readymix 

KAPA biosystems, 

Wilmington, VS 

8203954001 

Antarctic phosphatase 

(5000U/ml) 

Bioké, Leiden, 

Nederland 

10140302 

Exonuclease I (2000 U/ml) Bioké, Leiden, 

Nederland 

10156836 

BigDye® Terminator Cycle 

Sequencing kit 

Applied biosystems 01250312 

CleanDTR beads GC Biotech 24883DE6 

Ethanol absolute VWR Chemicals, 

Pennsylvania, VS 

22H164012 



 
 

 

Bijlage 3.3: Specificaties materiaal Taqman SNP Genotyping Assays 

Materiaal en reagentia Leverancier, stad, 

land 

Lotnummer/serienummer 

Quantstudio 5 Applied biosystems, 

Singapore 

GTZYR33 

MicroAmp Optical 384-

wellplaten + folie 

Applied biosystems, 

Singapore 

C3607S29 (plaat) 

33JKLY (folie) 

Taqman Genotyping Master 

Mix 

Applied biosystems, 

Vilnius, Litouwen 

2572341 

Taqman Predesigned SNP 

Genotyping Assay (300 

reacties) 

Applied biosystems, 

Pleasanton, VS 

P230426-004 F07 

Taqman DME Genotyping 

Assay (150 reacties) 

Applied biosystems, 

Pleasanton, VS 

P230403-006 C03 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Bijlage 4.1: Rapportering van staal 18 

- Rapport Sanger sequenering in SeqPilot 

 



 
 

 

 

 

 



 
 

 

- Rapport LAMP analyse in Genefox 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 

 

 

 



 
 

 

- Rapport LAMP analyse in Quantstudio 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 

 

 

 



 
 

 

- Rapport Taqman Assay in Quantstudio 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 

 

 

 



 
 

 

Bijlage 4.2: Resultaten van alle geanalyseerde stalen a 

DNA staal Sanger 

sequenering 

LAMP Human 

DPD Deficiency 

Kit (LaCar) 

Taqman SNP 

Genotyping 

Assays 

(Thermofisher) 

Leuven-1 1905C>G Abnormaal voor 

1905+1G>A 

 

Leuven-2 1905C>T Abnormaal voor 

1905+1G>A 

 

Leuven-3 1229G>A Abnormaal voor 

1236G>A 

 

Leuven-4 1218G>A WT  

Leuven-5 2843T>C 2846A>T (het)  

1 1905+1G>A 

2846A>T 

2194G>A 

1627A>G 

1905+1G>A (het) 

2846A>T (het) 

 

2 1236G>A 1236G>A (het) 1236G>A (het) 

3 1905+1G>A 1905+1G>A (het) 1905+1G>A (het) 

4 1679T>G 1679T>G (hom)  

5 2846A>T 2846A>T (het)  

6 1905+17A>G WT  

7 1280T>C 

85T>C 

1129-15T>C 

1896T>C 

496A>G 

1627A>G 

WT  

8 WT WT  

9 1627A>G  WT  

10 1601G>A WT  

11 WT WT  

12 WT WT  



 
 

 

13 2846A>T 2846A>T (het)  

14 1905+1G>A 1905+1G>A (het) 1905+1G>A (het) 

15 2846A>T (het) 

1129-15T>C 

2846A>T (het)  

16  1905+1G>A (het) 1905+1G>A (het) 1905+1G>A (het) 

17  1679T>G (het) 1679T>G (het)  

18 1236G>A (het) 

1627A>G 

1236G>A (het) 1236G>A (het) 

19 1905+1G>A 

1896T>C 

496A>G 

1627A>G 

1129-15T>C 

1905+1G>A (het) 1905+1G>A (het) 

20 1627A>G WT  

21 1236G>A 

1129-5923C>G 

483+18G>A 

85T>C 

1236G>A (het) 1236G>A (het) 

22 1236G>A 1236G>A (het) 1236G>A (het) 

23  1236G>A 1236G>A (het) 1236G>A (het) 

24 1236G>A 1236G>A (het) 1236G>A (het) 

25 258G>A WT  

26 1896T>C 

1601G>A 

WT  

27 1679T>G 1679T>G (het)  

28 2846A>T 2846A>T (het)  

29 2846A>T 2846A>T (het)  

a heterozygoot (het), homozygoot (hom) 
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