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1. Introduction


a  b  s  t  r  a  c  t
Background: The identiﬁcation of KRAS mutations before the administration of anti-epidermal growth factor re-
ceptor (EGFR) therapy of metastatic colorectal cancer (mCRC) has become important. The aim of the present
study was to develop a novel technology that can increase detection sensitivity for KRAS mutations.
Methods: DNAs were extracted from colorectal cancer tissues and formalin-ﬁxed, parafﬁn-embedded (FFPE) co-
lorectal cancer samples. Mutant-enriched PCR assay utilizes the exceptionally thermostable endonucleases,
PspGI for codon 12 and PhoI for codon 13, for speciﬁc amplifying KRAS mutations from mixed samples. The am-
pliﬁed PCR products were subjected to single-base primer extension or sequencing. Digital PCR was used to eval-
uate some of the results.
Results: We compared the results with that from direct sequencing. In the FFPE samples, thirteen discordant sam-
ples were found. We showed that the mutant-enriched PCR assay can identify the codons 12 and 13 mutation in a
mixed population of mutant and wild type DNA sequences at 1:1000 and 1:400, respectively. The sensitivity of
this method is lower than the digital PCR.
Conclusions: We developed a rapid and highly sensitive method to detect codons 12 and 13 mutations of the KRAS
gene. This method is a powerful tool for ﬁnding low-abundance variations in genomic DNA.
© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.


beneﬁt from the addition of cetuximab or panitumumab to standard
chemotherapy [3–7]. Therefore, KRAS mutation testing should be per-

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common causes of cancer
death in the world. There are over one million of individuals diagnosed
every year worldwide [1,2]. In recent years, the numbers of CRC inci-
dence have increased considerably in the Asian population. Similarly,
CRC  is  the  third  leading  cause  of  cancer  deaths  in  both  men  and
women in the Taiwanese population. Recently, signiﬁcant improve-
ments have been achieved including patient survival and prognosis by
applying new therapies. Anti-EGFR-targeted therapies with monoclonal
antibodies, such as cetuximab and panitumumab, are a successful strat-
egy for the treatment of metastatic colorectal cancer (mCRC) or after the
failure of conventional chemotherapy. These factors have been devel-
oped to inhibit ligands binding the extracellular domain of EGFR and
then block the downstream intracellular signaling pathways. KRAS is a
downstream molecule in the EGFR signal transduction pathway and
more evidence shows that the patients with KRAS mutations do not
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formed in all individuals from advanced CRC refractory to ﬁrst-line reg-
imens  to  identify  which  patient's  tumors  will  not  answer  to  the
expensive monoclonal antibody inhibitors of EGFR. Guidelines from
the National Comprehensive Cancer Network have been changed, stat-
ing that anti-EGFR monoclonal antibody therapies are to be restricted
to patients with wild-type KRAS tumors [8].
Several commonly used methodologies are available for detecting
the mutational status of the KRAS gene. These methods including Sanger
sequencing [9], pyrosequencing [10], ampliﬁcation refractory mutation
system-polymerase chain reaction (ARMS-PCR) [11], high resolution
melting (HRM) [12], real-time PCR [13], peptide nucleic acid (PNA)
clamp polymerase chain reaction (PCR) assay [14], wild-type blocking
PCR (WTB-PCR) [15], pyrophosphorolysis-activated polymerization
allele-speciﬁc ampliﬁcation (PAP-ASA) [16], next generation sequenc-
ing (NGS) [17], co-ampliﬁcation at lower denaturation temperature
PCR (COLD-PCR) [18], or digital PCR [19]. All of the methods have
their own advantages and disadvantages. In this study, we used a
mutant-enriched PCR assay to examine the presence of KRAS codon 12
and 13 mutations of patients with colorectal cancer using frozen stored
tissues and formalin-ﬁxed, parafﬁn-embedded (FFPE) tissues.
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2. Materials and methods

2.1. Source and extraction of genomic DNA

2.1.1. Tissue specimens
Resected primary colorectal cancers were obtained from 106 pa-
tients in the Changhua Christian Hospital, and these tissues were stored
in liquid nitrogen before DNA extraction. Extraction of DNA was per-
formed as described earlier [20]. The concentration of DNA was deter-
mined at 260 nm using the NanoDrop ND-1000 spectrophotometer
(NanoDrop Technologies Inc, Wilmington, DE). This study was ap-
proved by the Institutional Review Board of the Changhua Christian
Hospital. Moreover, we have checked the K-RAS mutations in these tis-
sue specimens using direct sequencing and single-base primer exten-
sion, and the results have been published [21], and we used these
samples to develop the mutant-enriched PCR assay.

2.1.2. FFPE tissues
The specimens consisted of 83 FFPE colorectal adenocarcinomas
submitted for clinical KRAS mutation analysis. All samples were tested
for mutant-enriched PCR assay. FFPE samples were deparafﬁnized and
air dried, subsequently, DNA was isolated using the proteinase K and
QIAamp® micro DNA extraction kit (QIAGEN, Maryland, MD, USA) ac-
cording to the manufacturer's instructions. The clinic-pathological char-
acteristics of these patients are presented in the Table 1.

2.2. Mutant-enriched PCR assay for screening mutation of KRAS codon
12 mutations

The mutant-enriched PCR is a one-step PCR with restriction diges-
tion to eliminate wild-type genes selectively, thus enriching the mutat-
ed genes. This assay was performed as described previously with some
modiﬁcations [22]. Brieﬂy, to detect the codon 12 mutations, the se-
quences of primers for PCR ampliﬁcation are as follows: 5′-ACTTGTGG
TAGTTGGACCT-3′ (forward primer) and 5′-TAACTTGAAACCCAAGGT
AC-3′ (reverse primer). The forward primer harbors one mismatched
base (G to C) to introduce a new CCWGG sequence after PCR ampliﬁca-
tion of wild-type alleles. The thermostable restriction enzyme PspGI was
used to digest the CCWGG sequence in the amplicon of the wild-type. In
contrast, codon 12 1st base and 2nd base mutant alleles were not
digested because of the base substitution of G-to-A nucleotide, G-to-T
nucleotide and G-to-C nucleotide at fourth and ﬁfth base of CCWGG,


Table  1
Patients'  characteristics.
Characteristics	No.	Percentage
Total  patients	83
Age
Mean	49
Gender
Male	51	61
Female	32	39
Grade
Well	2	2
Moderate	77	93
Poor	4	5
Location
Colon	45	54
Rectum	28	34
Sigmoid	10	12
No.  of  EGFR-targeted  therapy  (Cetuximab)
Yes	48	58
No	35	42
Response  to  EGFR-targeted  therapy
Responders	22	27
Nonresponders	61	73


resulting in the enriched of mutant alleles. The unusually thermostable
restriction enzyme PspGI (activity half-life of 2 h at 95 °C) [23] resists
deactivation  during  thermal  cycling  of  the  reaction  is  the  key  of
mutant-enriched PCR assay. PCR ampliﬁcation of 0.1 μg DNA with 2.5
U of Pro Taq Plus DNA polymerase (Protech Technology Enterprise,
Taipei, Taiwan) and 0.5 U of PspGI (New England Biolabs, Ipswich, MA,
USA) in the presence of 200 μM dNTPs, 0.2 μM primers, and 1× reaction
buffer was carried out in an Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler
(Applied  Biosystems,  Foster  City,  CA,  USA).  The  reaction  mixture
contained a ﬁnal concentration of 10 mM Tris–HCl, 50 mM KCI, 0.01%
gelatin,  1.5  mM  MgCl2  and  0.1%  Triton  X-100.  The  PCR  program
consisted of 5 min at 94 °C followed by 35 cycles of 30 s at 94 °C,
1 min at 56 °C, and 1 min at 72 °C. There was a ﬁnal ampliﬁcation step
of 7 min at 72 °C. The PCR products were semi-quantiﬁed on a 2.5% aga-
rose gel in 0.5× Tris-borate-EDTA (TBE) and visualized by staining with
ethidium bromide (EtBr). The nucleotide of KRAS codon 12 was exam-
ined by single-base primer extension reaction or direct sequencing.

2.3. Mutant-enriched PCR assay for screening mutation of KRAS codon
13 mutations

To detect the codon 13 mutations, the sequences of primers for PCR
ampliﬁcation are as follows: 5′-GTTCTAATATAGTCACATTTTCATTATTTT
TATTATAAAGC-3′  (forward  primer)  and  5′-GTCAAGGCACTCTTGC
CTAGG -3′ (reverse primer). The forward primer harbors one mis-
matched base (G to A) to prevent the restriction enzyme PhoI cut. The
reverse primer harbors one mismatched base (C to G) to introduce a
new GGCC sequence after PCR ampliﬁcation of wild-type alleles. The re-
striction enzyme PhoI was used to digest the GGCC sequence in the
amplicon of the wild-type. In contrast, codon 13 1st base and 2nd base
mutant alleles were not digested because of the base substitution of
G-to-A nucleotide, G-to-T nucleotide and G-to-C nucleotide at ﬁrst or
second base of GGCC, resulting in the enriched of mutant alleles. PCR
ampliﬁcation of 0.1 μg DNA with 2.5 U of Pro Taq Plus DNA polymerase
(Protech Technology Enterprise, Taipei, Taiwan) and 0.1 U of PhoI
(New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) in the presence of 200 μM
dNTPs, 0.2 μM primers, and 1× reaction buffer was carried out in an Ap-
plied Biosystems 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems). The reac-
tion  mixture  contained  a  ﬁnal  concentration  of  10  mM  Tris–HCl,
50 mM KCI, 0.01% gelatin, 1.5 mM MgCl2 and 0.1% Triton X-100. The
PCR program consisted of 5 min at 94 °C followed by 35 cycles of 30 s
at 94 °C, 1 min at 56 °C, and 1 min at 72 °C. There was a ﬁnal ampliﬁca-
tion step of 7 min at 72 °C. The PCR products were semi-quantiﬁed on a
2.5% agarose gel in 0.5× TBE and visualized by staining with EtBr. The
nucleotide of KRAS codon 13 was examined by single-base primer ex-
tension reaction or direct sequencing.

2.4. Single-base primer extension reaction

A single-base primer extension reaction was done using ABI Prism
SNaPshot Multiplex kit (Applied Biosystems). The two probes for either
codon 12 1st base and codon 12 2nd base or codon 13 1st base and
codon 13 2nd base were added to the tube containing 1.5 μl of puriﬁed
PCR products, as well as 4 μl of SNaPshot Ready Reaction premix con-
taining AmpliTaq® DNA polymerase and ﬂuorescently labeled ddNTPs.
The sequences of the probes used for mutation analysis have been pre-
viously described [21]. Each 10 μl mixture was subjected to 25 single-
base extension cycles consisting of a denaturing step at 96 °C for 10 s
and primer annealing and extension at 55 °C for 35 s. After cycle exten-
sion, unincorporated ﬂuorescent ddNTPs were incubated with 1 μl of
shrimp alkaline phosphatase (United States Biochemical, Cleveland,
OH, USA) at 37 °C for 1 h, followed by enzyme deactivation at 75 °C
for 15 min. The primer extension reaction products were resolved by
automated capillary electrophoresis on a capillary electrophoresis plat-
form. Brieﬂy, 14 μl of Hi-Di™ Formamide (Applied Biosystems) and
0.28 μl of GeneScan ™-120LIZ® Size Standard (Applied Biosystems)
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were added to 6 μl of the primer extension products. All samples were
loaded and run on an ABI Prism 310 DNA Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) according to manufacturer's instructions and then ana-
lyzed using GeneScan™ 3.1 (Applied Biosystems).

2.5. PCR ampliﬁcation and direct sequencing
One pair of primer was used to amplify the exon-intron junction and
coding region of exon 2 of the KRAS gene. The sequence of the primer
has been previously described [21]. The PCR was performed with a de-
naturing step at 94 °C for 5 min, then 30 s at 94 °C, 1 min at 56 °C and
1 min at 72 °C for 35 cycles followed by a ﬁnal 7 min at 72 °C. The
PCR product was visualized on a 2.5% agarose gel. These PCR products
were then subjected to direct sequencing using the same primers.
The sequence reaction was performed in a ﬁnal volume of 10 μl, in-
cluding 1 μl of the puriﬁed PCR product, 2.5 μM of one of the PCR
primers, 2 μl of the ABI PRISM terminator cycle sequencing kit v3.1 (Ap-
plied Biosystems) and 2 μl 5× sequence buffer. The sequencing program
is a 25 cycle PCR program (denaturation at 96 °C for 10 s; annealing at
50 °C for 5 s; and elongation at 60 °C for 4 min). All mutations were
conﬁrmed by sequences originating from both the upstream and down-
stream primers. The sequence detection was performed in the ABI Prism
310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) according to standard pro-
tocols. Mutant enriched PCR followed by direct sequencing was done
as described above.

2.6. RainDrop digital PCR

The sequences of the primers and probes used in this study were as
previously described [19]. The PCR reaction was performed in a ﬁnal
volume of 25 μl, including 12.5 μl of the TaqMan Universal Master Mix
(Life Technologies), 2.5 μl of the Droplet Stabilizer (RainDance Technol-
ogies, Lexington, MA), 2.5 μl of the 10× Taqman® Assay Mix and with a
minimum of 6 ng of target DNA template. A droplet was generated using
a hydrodynamic ﬂow-focusing microﬂuidic chip. The droplets contain-
ing PCR reaction components are suspended in inert ﬂuorinated oil
(REB Carrier Oil; RainDance Technologies). The emulsion was then sub-
jected to PCR ampliﬁcation. The PCR was performed with a denaturing
step at 95 °C for 10 min, then 15 s at 95 °C and 1 min at 60 °C for 44 cy-
cles.  After  completion,  the  emulsion  was  reinjected into  a  second
microﬂuidic chip for ﬂuorescence measurement. Custom LabView soft-
ware (National Instruments, Austin, TX) was used to analyze droplet
event data.

2.7. Statistics

Kappa statistics were used to compare mutant-enriched PCR assay
with direct sequencing. k between 0.61 and 0.80 was considered as in-
dicative of signiﬁcance to conclude that both methods provide substan-
tial results. k N 0.81 was considered as indicative of signiﬁcance to
conclude that both methods provide almost perfect results. Adjusted
Wald Method was used to determine positive and negative agreement
conﬁdent intervals.

3. Results

3.1. Mutational analysis of KRAS gene in colorectal cancers

We used direct sequencing to analyze the mutations of the KRAS gene
in codon 12 and codon 13. The results showed in 36 (34%) cases of KRAS
mutation in the 106 tissue specimens of colorectal cancer. Of the 36 KRAS
mutation cases, there were 27 cases of codon 12 mutation including 1
case of GGT → TGT, 1 case of GGT → AGT, 11 cases of GGT → GTT and
14 cases of GGT → GAT. There were nine cases of codon 13 mutation
and were all of GGC → GAC mutant.


The results showed the 35 (42%) cases of KRAS mutation in the 83
FFPE tissues of colorectal cancer. Of the 35 KRAS mutation cases,
there were 31 cases of codon 12 mutation including seven cases of
GGT → TGT, 8 cases of GGT → GTT and 16 cases of GGT → GAT. There
were four cases of codon 13 mutation and were all of GGC → GAC
mutant.

3.2. Analysis of tissue specimens by mutant-enriched PCR assay for screening
mutation of KRAS codon 12 and codon 13 mutations

We examined the presence of the KRAS codon 12 and codon 13 mu-
tations in the same 106 tissue specimens using the mutant-enriched
PCR assay followed by single-case primer extension analysis. The results
showed the same in 36 (34%) cases of KRAS mutation in the 106 cases of
colorectal cancer. The representative examples of the mutant-enriched
PCR  assay  followed  by  single-base  primer  extension  reaction  are
shown  in  Fig.  1.  The  results  of  mutant-enriched  PCR  followed  by
single-base primer extension analysis were identical to the results of se-
quencing analysis.

3.3. Analysis of FFPE tissues by mutant-enriched PCR assay for screening
mutations of KRAS codon 12 and codon 13

We examined the presence of the KRAS codon 12 and codon 13 mu-
tations in the 83 FFPE tissues using the mutant-enriched PCR assay
followed by sequencing analysis. The results showed in the 40 cases
(48%) of KRAS mutation in the 83 cases of colorectal cancer, which in-
cluded nine samples had no mutation in codons 12 and 13 of the KRAS
with direct sequencing analysis, but mutant-enriched PCR assay plus se-
quencing analysis showed KRAS mutations (8 cases were recognized as
codon 12 mutations and one case was diagnosed as codon 13 mutation).
Four other samples had a controversial KRAS codon 12 mutations with
lower ﬂuorescence signal and difﬁcult to be distinguished from wild
type after direct sequencing analysis, but mutant-enriched PCR assay
plus sequencing showed no KRAS mutation (these results were further
conﬁrmed by digital PCR method). The representative examples of the
mutant-enriched PCR assay followed by direct sequencing are shown
in Supplementary Fig. 1.
About KRAS codon 12 screening, no statistically signiﬁcant difference
was found between mutant-enriched PCR following direct sequencing
assay and direct sequencing only (k = 0.699; p b 0.001). For 12 cases
(14.5%), discordant results were obtained, mainly regarding codon 12
mutations (Table 2). The mutations of eight subjects were not detect-
able using the direct sequencing. The representative examples of the
KRAS mutations detected only by mutant-enriched PCR following direct
sequencing assay are shown in Fig. 2(A)–(B). The mutations of four sub-
jects which were found using direct sequencing with much lower muta-
tion peak were not detectable using the mutant-enriched PCR assay. The
representative examples of the KRAS mutations detected only by direct
sequencing are shown in Fig. 2(C).
About KRAS codon 13 screening, no statistically signiﬁcant difference
was found between mutant-enriched PCR assay and direct sequencing
(k = 0.883; p b 0.001). In one case (1%), discordant result was obtained,
mainly regarding codon 13 mutation, which was detectable using the
mutant-enriched PCR assay but not with direct sequencing (Table 3).

3.4. Sensitivity of the mutant-enriched PCR for KRAS mutation

To assess the sensitivity of mutant-enriched PCR assay for screening
mutation of KRAS codon 12 mutations, genomic DNA from the homozy-
gous AGT mutant cell line A549 was serially diluted into wild type KRAS
codon 12 DNA from tissue specimen to obtain decreasing ratios of
mutant-to-wild type sequences. Samples where mutant alleles repre-
sented respectively 100, 10, 1 and 0.1% of the total DNA were subjected
to mutant-enriched PCR in the presence of PspGI. Mutant-enriched PCR
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Fig.  1.  Representative  cases  of  KRAS  gene  detection  in  tissue  specimens  using  mutant-enriched  PCR  followed  by  single-base  primer  extension  reaction.  (A)  GGT  →  TGT,  G12C  change
(B)  GGT  →  AGT,  G12S  change  (C)  GGT  →  GTT,  G12V  change  (D)  GGT  →  GAT,  G12D  change  (E)  GGC  →  GAC,  G13D  change.




assay shows that mutant alleles are detectable down to 1:1000 mutant-
to-wild type DNA ratios (Fig. 3).
To assess the sensitivity of mutant-enriched PCR assay for screening
mutation of KRAS codon 13 mutations, genomic DNA from the heterozy-
gous GAC mutant tissue specimen was serially diluted into wild type
KRAS codon 13 DNA from tissue specimen to obtain decreasing ratios
of mutant-to-wild type sequences. Samples where mutant alleles repre-
sented respectively 100, 4, 1 and 0.25% of the total DNA were subjected
to mutant-enriched PCR in the presence of PhoI. Mutant-enriched PCR
assay shows that mutant alleles are detectable down to 1:400 mutant-
to-wild type DNA ratios (Fig. 3).




type KRAS gene from normal blood specimen to obtain decreasing ratios
of mutant-to-wild type sequences. Digital PCR shows that mutant alleles
are  detectable  down  to  1:100000  mutant-to-wild  type  DNA  ratio
(Table 4). This method was also used to recheck the mutations of two
cases (with G12V mutation) which showed mutations using direct se-
quencing but no mutation using mutant-enriched assay. The results of
digital PCR showed no mutation in these cases, which were similar to
the results of mutant-enriched assay. We also checked the mutations
of the cases with no mutation after direct sequencing analysis but posi-
tive mutation (G12V mutation) using mutant-enriched PCR assay, and
the results were similar with mutant-enriched PCR assay.


4. Discussion
3.5. Comparison of the sensitivity of the digital PCR with mutant-enriched

PCR assay for KRAS mutation

To assess the sensitivity of digital PCR for screening mutation of KRAS,
genomic DNA from the homozygous GTT mutant cell line SW620 (G12V
mutation) was serially diluted into genomic DNA containing the wild-


Table  2
Agreement  analyses  between  mutant-enriched  PCR  and  direct  sequencing  for  the  detec-
tion  of  KRAS  codon  12  mutations  in  FFPE  tissues.
Mutant-enriched  PCR
n  =  83	MD	MND	Totals
Direct  sequencing
MD	27	4	31
MND	8	44	52
Totals	35	48	83
Positive  agreement:  77%  CI 95%  [60.7%;  88.2%]
Negative  agreement:  92%  CI  95%  [79.9%;  97.2%]
MD  mutation  detected,  MND  mutation  not  detected.

Recent studies have found that mutation of KRAS in mCRC didn't
contribute to the therapeutic response to anti-EGFR-targeted therapies
with monoclonal antibodies [24–26]. In this study, we developed a
new KRAS mutation test, in which these KRAS mutations are easily de-
tection of a low concentration of mutant target in the presence of a
large excess of wild-type DNA that is often found in clinical specimens.
Our results indicate that this assay is a sensitive, cost-effective and clin-
ically applicable method to evaluate the most common KRAS mutations
in the FFPE tissue of patients with mCRC. Mutant-enriched PCR assay
leads to selective ampliﬁcation of mutant codon 12 or codon 13 KRAS se-
quences   through   a   restriction   endonuclease-mediated   selection
(REMS)-PCR. A mutagenic primer introduces a variation that creates
the recognition site for PspGI or PhoI in the wild-type codon 12 or
codon 13 target sequence, thereby suppressing the exponential ampliﬁ-
cation of the wild-type allele. The mutant alleles escape digestion and
this enables their exponential ampliﬁcation. Thus, tumor specimens
that contained a KRAS wild-type can be ruled out in this step. To mea-
sure the exact nucleotide alteration of the target ampliﬁed, the single-
base primer extension reaction or sequencing is done.
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Fig.  2.  Representative  cases  of  KRAS  mutation  detected  by  mutant-enriched  PCR  and  their  matched  direct  sequencing  results.  (A)  A  KRAS  mutation  detected  only  by  mutant-
enriched PCR (GGT → GAT, G12D change), (B)  a KRAS mutation detected only by mutant-enriched PCR (GGT → TGT, G12C change), (C)  a KRAS mutation detected only by direct
sequencing  (GGT  →  TGT,  G12C  change).


Compared with other PCR-based methods for the enrichment of mu-
tant alleles, only one primer set was needed in mutant-enriched PCR
assay. It was not necessary to use costly probes and be able to detect
all 12 types of possible mutations at codons 12 and 13 of KRAS gene
after direct sequencing the mutant-enriched PCR products. It is better
than the traditional PCR with direct sequencing approach which is not
mutant enriched. Sometimes, probe-based methods cannot detect all
the possible mutations, which need further sequencing the PCR product
and similar to the traditional PCR approach. There are some disadvan-
tages of our method, such as our mutant-enriched PCR assay needs to
sequence the PCR product to get the mutation changes resulting in


Table  3
Agreement  analyses  between  mutant-enriched  PCR  and  direct  sequencing  for  the  detec-
tion  of  KRAS  codon  13  mutations  in  FFPE  tissues.
Mutant-enriched  PCR
n  =  83	MD	MND	Totals

Direct  sequencing
MD	4	0	4
MND	1	78	79
Totals	5	78	83
Positive  agreement:  80%  CI 95%  [79.9%;  97.2%]
Negative  agreement:  100%  CI 95%  [96%;  100%]
MD  mutation  detected,  MND  mutation  not  detected.

Fig.  3.  Sensitivity  of  mutant-enriched  PCR  assay  for  identifying  the  KRAS  gene  mutation.
(A)  We  tested  10%,  1%  and  0.1%  (mutated/wild-type)  dilutions  of  A549  (mutated  in
codon 12 of KRAS), carrying the mutation in homozygosis. The analytical sensitivity is ap-
proximately 0.1% using mutant-enriched PCR assay. (B) We tested 4%, 1% and 0.25% (mu-
tated/wild-type) dilutions of tissue specimen (mutated in codon 13 of KRAS), carrying the
mutation in heterozygosis. The analytical sensitivity is approximately 0.25% using mutant-
enriched  PCR  assay.
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Table  4
Sensitivity  of digital  PCR  for identifying the KRAS gene mutation. We  tested 10%,  1%, 0.1%,
0.01% and 0.001% (mutated/wild-type) dilutions of SW620 (mutated in codon 12 of KRAS),
carrying  the  mutation  in  homozygosis.  The  analytical  sensitivity  is  approximately  0.001%
using  digital  PCR.
Sample  name	Intact  drops  count	Poisson  corrected	Poisson  corrected
wild-type  count	mutant  count
Wild-type	841000	10697	46.1
SW620	8000000	183	22543
1:10	8810000	9472	1464
1:100	8870000	10510	194
1:1000	7710000	9392	90.1
1:10000	8160000	9748	57.1
1:100000	8340000	424	61



increasing the possibility of contamination in comparison with probe-
based detection methods, and some mutations may have no thermosta-
ble restriction enzyme to be used or no proper enzyme cutting site to be
used to distinguish normal allele, such as detection of codon 61 muta-
tions, and sometimes more DNA need to be used.
The digital PCR method is more sensitive than mutant-enriched PCR
assay and which is able to detect less than 0.001% of mutated DNA. But
this approach requires expensive instruments and consumables to per-
form an analysis.
In addition, the inﬂuence of different restriction enzyme concentra-
tions in the mutant-enriched PCR assay should be considered in our
study. In order to test that the wild-type allele is completely digested,
different restriction enzyme concentrations should be applied in the
PCR reaction mixture. We found that when we used high concentration
of  restriction  enzyme,  the  sequence  chromatograms  showed  only
mutant-type nucleotide peak. In contrast, wild-type nucleotide peak ap-
peared when used with the low concentration of restriction enzyme
(data not shown). The reasons are due to incomplete digestion of the re-
striction  enzyme  resulting  in  the  ampliﬁcation  of  wild  allele  and
presence of normal sequence, and these sequencing results will alarm
us about the propriety of concentration of the enzyme digestion. Be-
cause the normal sequence must not present in the sequencing results
after the enzyme digestion, this phenomenon cannot be explained by
false-positive or false-negative results, and it is easy to explain and
ﬁnd this kind of problem after sequencing the PCR product. Similar re-
sults are also found in other studies [27,28].
Molinari et al. have used a similar approach of mutant-enriched PCR
to detect mutations of the KRAS in mCRC [27]. Their method consists of
two ampliﬁcation steps (semi-nested PCR) and used thermal intolerant
restriction enzyme BstNI or BglI for codon 12 or codon 13 respectively
to digest the ﬁrst PCR products, which is inconvenient and easy to be
contaminated. In our study, we chose two unusually thermostable re-
striction enzymes PspGI and PhoI for detecting the mutations of codon
12 and codon 13 respectively. These two enzymes can survive to tem-
perature as high as 95 °C over 2 hours. This character resists deactiva-
tion during thermal cycling of the reaction, allowing the continuous
generation of mutant-type allele during the entire course of PCR ampli-
ﬁcation without an additional procedure of the enzyme to digest the
PCR product. Consequently, this new strategy signiﬁcantly reduced
the probability of contamination, and much more simple and easy to
perform.
The nine mCRC patients initially reported as KRAS wild type and not
responding to cetuximab subsequently were found false negative be-
cause the detection limit of the used direct sequencing method was
too high. When we re-analyzed by mutant-enriched PCR assay, we
found that some tumor specimens contained a KRAS mutation, which
might explain why they did not respond to cetuximab therapy. We
also conﬁrmed the results of some cases by the digital PCR method.
The four mCRC patients initially reported as KRAS mutation and
responding  to  cetuximab,  subsequently  when  we  re-analyzed  by


mutant-enriched PCR assay, we found that the mutant alleles were un-
able to be exponentially ampliﬁed. Simultaneously, we examined the
sequence chromatogram of patients and a little baseline noise was
found (Fig. 2C). Two of them (with G12V mutation) were further con-
ﬁrmed by the digital PCR method.
In conclusion, we developed a mutant-enriched PCR assay to detect
the KRAS codon 12 and codon 13 mutations. The detection of a small
fraction of codon 12 and codon 13 positive tumor cells is useful for
predicting the clinical course of the anti-EGFR monoclonal antibody
treated mCRC.
Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.cca.2014.05.008.
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