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Wybrane metody analizy nieznanych mutacji w DNA- metody 

badania mutacji powodujących nowotwory złośliwe dziedziczone 

w sposób rodzinny cz. I 

Jednym z największych wyzwań wspólczesnej medycyny są choroby nowotworowe, które według 

przeprowadzonych badań bezpośrednio lub pośrednio dotyczą aż 1/3 populacji ludzkiej.  

Według przeprowadzonych badań statystycznych, 90% chorób nowotworowych występuje 

sporadycznie, zaś w 5%-10% przypadków obserwuje się tendencję do występowania tzw.  

dziedziczenia rodzinnego [6], [1], [2].  

 

Słowa kluczowe:  nowotwory złośliwe, dziedziczenie rodzinne, mutacje DNA, delecje, insercje, izolacja 

DNA do celów genetycznych, PCR, techniki przesiewowe: SSCP, heterodupleksy, DHPLC, 

sekwencjonowanie, gen APC, rodzinna polipowatość jelita grubego- FAP, żel poliakryloamidowy, 

elektroforeza żelowa, denaturacja.  

 

Nowotwory złośliwe stanowią tzrecią w kolejności przyczynę zgonów. Dzięki aktualnym badaniom 

możliwe jest wyodrębnienie grupy nowotworów złośliwych, które dziedziczone są rodzinnie. 

Stanowią one średnio od 10 do 20% diagnozowanych przypadków, uwzględniając predyspozycje 

wielogenowe i genetyczno-środowiskowe odsetek ten wzrasta do około 30% diagnozowanych 

przypadków. Dzięki bardzo zaawansowanym badaniom przeprowadzonym w ostatnich latach 

zidentyfikowano wiele genów, których mutacje odpowiedzialne są za dziedziczną predyspozycję do 

nowotworó złośliwych. Ponadto, dzięki temu możliwa stała się identyfikacja osób posiadających 

zmutowane geny z wykorzystaniem analiz molekularnych [7]. [1], [2].  

Jako pierwszy w 1866 roku Broca opisał przypadek rodzinnie występującego raka piersi i wątroby, 

z kolei w  1900 r. Haaland przedstawił teorię dziedziczenia chorób nowotworowych, która  opierała  
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się na założeniu, że niektóre nowotwory dziedziczą się zgodnie z zasadami Mendla. Z aktualnych 

badań już wiemy, że nowotwory mogą być dziedziczone w rodzinach w sposób autosomalny 

(dominujący lub recesywny)- w takich przypadkach mówimy o nowotworach dziedzicznych. Obecnie 

wiadomo, że u podstaw procesu nowotworzenia leżą zmiany w informacji genetycznej, kiedy to ten 

wieloetapowy proces ropoczyna się od zmiany  genetycznej w pojedynczej komórce i postępuje, 

prowaddząc do rozwoju (czasami przez wiele lat) guza nowotworowego. Taki guz może naciskać na 

sąsiadujące tkanki, a w efekcie dawać przerzuty do innych narządów.  

W procesie tzw. transformacji nowotworowej obserwowana jest kumulacja licznych zmian informacji 

genetycznej, a w szczególności obserwuje się nagromadzenie mutacji w genach o podstawowym 

znaczeniu dla rozwoju nowotworu tj. protoonkogenach (geny prawidłowego ludzkiego genomu), 

genach supresorowych (geny kodujące białka zwane „strażnikami genomu”- pełniące funkcje 

kontrolujące proces różnicowania i proliferacji komórkowej)  i mutatorowych (geny naprawcze DNA). 

Ponadto, obserwuje się zmiany epigenetyczne w różnych genach (głównie w genach kodujących 

białka, które odpowiedzialne są za wzrost i różnicowanie się komórek, lub w białka regulujące ich 

aktywność) [6], [1], [2]. 

 Aktualnie, nie jest do końca znana dokładna liczba mutacji, które nagromadzone w pojedynczej 

komórce w konsekwencji prowadzą do transformacji nowotworowej, przyjęto, że konieczne jest 

wystąpienie od 3 do 6 niezależnych od siebie mutacji, by rozpoczął się ten proces [6], [1], [2].  

 

W diagnostyce genetycznej do bezpośredniego diagnozowania nieznnych mutacji stoduje się kilka- 

obecnie dobrze znanych rodzajów analiz, w tym najczęściej wykorzystuje się: 

- izolację DNA 

- amplifikację fragmentów genów ( z reguły sekwencji kodujących) 

- wstępne wykrywanie zaburzeń w produktach amplifikacji technikami przesiewowymi 

- sekwencjonowanie 

- metodę Southerna i zależną od ligacji multipleksową amplifikację sond 
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Izolacja DNA do analiz genetycznych 

 

Materiałem do izolacji DNA są zazwyczajkomórki łatwo dostępne tj. np. leukocyty 

z krwi obwodowej lub rzadziej bioptaty innych tkanek. W trakcie analizy genetycznej wykrywana jest 

mutacja konstytucyjna, czyli taka, która jest obecna we wszystkich komórkach pacjenta.  

Materiał do badania najlepiej pobrać bezpośrednio przed izolacją, jednakże dobre wyniki można 

uzyskać również po kilkudniowym przechowywaniu krwi ( w temp. pokojowej)  lub nawet przez kilka 

lat (w temp. poniżej zera).  Jeżeli nie dysponuje się tkankami świeżymi to izolację DNA można 

wykonać z tkanek utrwalonych w formalinie i zatopionych w bloczkach parafinowych. 

Izolacja DNA do badań genetycznych, polega na usunięciu białek z lizatu komórkowego. 

W powszechnie znanej metodzie fenolowo-chloroformowej usunięcie białek następuje poprzez 

trawienie proteinazą K i ekstrakcją w mieszaninie fenolu i chloroformu (zazwyczaj w stosunku 1:1). 

Z odbiałczonych w ten sposób próbek, kwasy nukleinowe wytrąca 

się alkoholami: etylowym lub izopropylowym. Metoda ta dostarcza czystego i nie zdegradowanego 

DNA (obecnie najczęsciej metoda ta stosowana jest do izolacji DNA z bloczków parafinowych [4]. 

 

Izolowanie DNA metodą ekstrakcji fenolowej (J. Sambrook i wsp.) [8], [9], [10] : 

 

Odczynniki:  

- bufor ekstrakcyjny: 10 mM EDTA , 10 mM Tris/HCl (o pH= 8.0), 0,5% SDS 

- roztwór proteinazy K o stężeniu 10 mg/ml 

- mieszanina fenol-chloroform-alkohol izoamylowy (w stpsunku 25:24:1) 

- izopropanol (99,7%) 

- chloroform 

- 70% roztwór etanolu 

- bufor TE o pH=8,0 : 10 mM tRis/HCl, 1 mM EDTA 

- 0,1M Tris/HCl 
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- 0,5M Tris/HCl 

- 5 M CH3 COONH4 

 

Ekstrakcja DNA: 

 

1) W probówce o pojemności 1,5 ml umieścić 25 mg tkanki lub  1-1,5 ml krwi , z których ma byc 

izolowane DNA, dodać 750 µl buforu ekstrakcyjnego 

2) Do próbki dodać 20 µl proteinazy K, całość delikatnie wymieszać 

3) Próbkę inkubować w temp. 55°C przez conajmniej 3h, łagodnie mieszać próbkę do powstania 

emulsji 

4) Próbkę odwirować w temperaturze pokojowej przez 30 minut, przy 13 000xg. Otrzymaną po 

wirowaniu górną warstwę (wodną) przenieśc do nowej probówki (poj. 1,5 ml). Następnie, 

dodać 75µl octanu amonu oraz 750 µl izopropanolu. Próbkę umieścić w lodzie na 30 minut (w 

celu wytrącenia DNA) 

5) Po inkubacji odwirować : 13 000xg, 30 minut (temp. pokojowa) 

6) Usunąć supernatant (nie naruszając DNA) 

7) Dodać 500 µl 70% roztworu etanolu, wymieszać łagodnie obracajac probówkę. 

8) Próbkę odwirować (13 000 x g, w temp. pokojowej przez 30 s). 

9) Ponownie usunąc supernatant z probówki (uważając by nie naruszyć osadu DNA), krawędz 

probówki wytrzeć o bibułę (siły kapilarne wyciągną jak najwięcej cieczy z próbki) 

10) Otrzymany osad wysuszyć w temperaturze pokojowej (10-20 minut) 

11) Osad DNA rozpuścić w 100 µl buforu TE przez co najmniej 12 godzin. 

 [8], [9], [10]. 
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Amplifikacja fragmentów genów  

 

Do powielania gragmentów genów wykorzystuje się reakcję PCR (łańcuchową reakcję 

polimeryzacji). Dzięki reakcji PCR liczba liczba kopii powielanego fragmentu zwiększa się nawet 

milion razy (w określonych warunkach reakcji) [3], [13]. 

 

 

 

Zdjęcie: Diagnostyka molekularna FAP, [11]. 

 

 

Wstępne wykrywanie zaburzeń w produktach amplifikacji-  techniki przesiewowe [3], [13]. 

 

Wśród metod wykorzystywanych do wykrywania zaburzeń w produktach amplifikacji wyróżnia 

się technikę SSCP(single stranded corfomational polymorphism), a także analizę 

heterodupleksów – HET (heteroduplex analysis), technikę chemicznego rozszczepiania 

niesparowanych heterodupleksów- CMC (chemical mischmatch cleavage), DHPLC (Denaturing 

High-Performance Liquid Chromatography), bądź elektroforezę na żelach z gradientem czynnika 

denaturującego – DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) (Analizy molekularne DNA 
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i RNA). Badanie polimorfizmu konformacji jednoniciowych fragmentów DNA (SSCP) jest jedną 

najczęściej używaną techniką elektroforetyczną , dzięki której możliwe jest wykrywanie 

punktowych zmian w DNA  [3], [13]. 

 

 

Wykonanie analizy SSCP  : 

 

Materiałem wyjściowym do analizy SSCP są produkty PCR. Produkty te przed elektroforezą 

denaturuje się termicznie w buforze obciążającym z dodatkiem czynnika denaturującego 

(najczęściej stosowany jest formamid, zaś rzadziej wykorzystuje się mocznik lub wodorotlenek 

sodowy).  

Rozdział przygotowanych produktów PCR prowadzony jest w żelu poliakrylamidowym (nie 

zawierającego czynnika denaturującego). W warunkach natywnej elektroforezy jednoniciowa 

cząsteczka DNA tworzy wewnętrzne sparowania, dzięki czemu przyjmuje określoną konformację 

przestrzenną (zależną od sekwencji nukleotydów). Szybkośc migracji jednoniciowych fragmentów 

DNA zależna jest od ich wielkości i konformacji, tak więc fragmenty o takiej samej długości 

i jednakowej sekwencji nukleotydów mają taką samą konformację, a także wykazują identyczną 

ruchliwość elektroforetyczną.  

 Fragment, w którym występuje określona mutacja utworzy odmienny od prawidłowych wzór      

prążków SSCP, a to ze względu na tworzenie innych konformerów migrujących ze zmienioną 

szybkością  [3], [12], [13], [14]. 
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Mieszanina reakcyjna: 

Składnik                 Stężenie wyjściowe                     Ilość                             Objętość na 1 próbkę  (µL) 

H2O                                                                               15,3µL 

Bufor do PCR                    10x                                       1x                                                      2,5 

Starter 1                          25pmoli/µL                         12,5 pmoli                                        0,5 

Starter 2                           25pmoli/µL                         12,5 pmoli                                       0,5 

dNTP                                     5mM                                  5 nmoli                                            1 

Polimeraza Taq                 5 jedn./µL                              1 jedn.                                          0,2 

DNA                                  25 ng/µL                                 0,125 µg                                

    

                                                                                                                       Razem                25     

 

Warunki reakcji PCR: 

Etap                                                                   Temperatura (°°°°C)                         Czas (sek.) 

Denaturacja wstępna                                                    95                                                 300 

Denaturacja                                                                    92                                                   30 

Wiązanie starterów                                                       55                                                   45 

Synteza                                                                            72                                                   60 

Synteza końcowa                                                           72                                                   300 

Przechowywanie                                                            4 

Liczba cykli: 30 

 

Otrzymane produkty PCR po reakcji SSCP należy rozdzielić w żelu poliakrylamidowym [3], [12], [13], 

[14]. 
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Przygotowanie 10% żelu poliakrylamidowego 

 

Skład                                                                                                            Objętość na 50 ml żelu 

20% akryloamid/bisakryloamid (49:1)                                                           25 ml 

10x bufor TBE                                                                                                     2,5 ml 

100% glycerol                                                                                                     2,5 ml 

TEMED                                                                                                                  50µl 

10% APS                                                                                                                500 µl 

Mieszaninę akryloamid/bisakryloamid, fufor TBE oraz glycerol należy odgazować przed dodaniem 

katalizatorów tj. TEMED i APS. Przygotowany w ten sposób żel powiniem polimeryzować przez ok. 45-

60 minut [3], [12]. 

 

Zdjęcie: Wzór formamidu, [5].  

 

 

Przygotowanie produktów PCR do elektroforezy 

 

Do 4 µl produktu PCR należy dodać 6 µl buforu obciążającego tj. formamid + 0,1% błękit 

bromofenolowy. Próbki denaturować 5 minut w 95°C. Następnie, po denaturacji próbki przenieśc na 

lód. Na przygotowany żel poliakrylamidowy nakładać po 8µl próbki [3], [12], [14]. 
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Warunki elektroforezy: 

Napięcie 70V 

Czas 16 h 

Temp. 20°C [3], [12], [14]. 

 

Autor: Lidia Koperwas 
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