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Wybrane metody analizy nieznanych mutacji w DNA- metody
badania mutacji powodujgcych nowotwory ztosliwe dziedziczone

w sposdb rodzinny cz. |

Jednym z najwiekszych wyzwan wspdlczesnej medycyny sg choroby nowotworowe, ktére wedtug

przeprowadzonych badan bezposrednio lub posrednio dotyczg az 1/3 populacji ludzkie;j.

Wedtug przeprowadzonych badan statystycznych, 90% choréb nowotworowych wystepuje
sporadycznie, za$ w 5%-10% przypadkéw obserwuje sie tendencje do wystepowania tzw.

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

Stowa kluczowe: nowotwory ztosliwe, dziedziczenie rodzinne, mutacje DNA, delecje, insercje, izolacja
DNA do celéow genetycznych, PCR, techniki przesiewowe: SSCP, heterodupleksy, DHPLC,
sekwencjonowanie, gen APC, rodzinna polipowatos¢ jelita grubego- FAP, zel poliakryloamidowy,

elektroforeza zelowa, denaturacja.

Nowotwory ztosliwe stanowig tzreciag w kolejnosci przyczyne zgondw. Dzieki aktualnym badaniom
mozliwe jest wyodrebnienie grupy nowotworéw ztosliwych, ktére dziedziczone sg rodzinnie.
Stanowig one srednio od 10 do 20% diagnozowanych przypadkéw, uwzgledniajgc predyspozycje
wielogenowe i genetyczno-srodowiskowe odsetek ten wzrasta do okoto 30% diagnozowanych
przypadkéw. Dzieki bardzo zaawansowanym badaniom przeprowadzonym w ostatnich latach
zidentyfikowano wiele genow, ktorych mutacje odpowiedzialne sg za dziedziczng predyspozycje do
nowotword ztosliwych. Ponadto, dzieki temu mozliwa stata sie identyfikacja osdb posiadajgcych

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

Jako pierwszy w 1866 roku Broca opisat przypadek rodzinnie wystepujacego raka piersi i watroby,

z kolei w 1900 r. Haaland przedstawit teorie dziedziczenia choréb nowotworowych, ktéra opierata
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sie na zatozeniu, ze niektére nowotwory dziedziczg sie zgodnie z zasadami Mendla. Z aktualnych
badan juz wiemy, ze nowotwory mogg by¢ dziedziczone w rodzinach w sposdb autosomalny
(dominujacy lub recesywny)- w takich przypadkach méwimy o nowotworach dziedzicznych. Obecnie
wiadomo, ze u podstaw procesu nowotworzenia lezg zmiany w informacji genetycznej, kiedy to ten
wieloetapowy proces ropoczyna sie od zmiany genetycznej w pojedynczej komdrce i postepuje,
prowaddzac do rozwoju (czasami przez wiele lat) guza nowotworowego. Taki guz moze naciskaé na

sgsiadujace tkanki, a w efekcie dawac przerzuty do innych narzgdéw.

W procesie tzw. transformacji nowotworowej obserwowana jest kumulacja licznych zmian informacji
genetycznej, a w szczegdlnosci obserwuje sie nagromadzenie mutacji w genach o podstawowym
znaczeniu dla rozwoju nowotworu tj. protoonkogenach (geny prawidtowego ludzkiego genomu),
genach supresorowych (geny kodujgce biatka zwane ,strainikami genomu”- petnigce funkcje
kontrolujace proces rdéznicowania i proliferacji komdrkowej) i mutatorowych (geny naprawcze DNA).
Ponadto, obserwuje sie zmiany epigenetyczne w réznych genach (gtéwnie w genach kodujgcych
biatka, ktére odpowiedzialne sg za wzrost i réznicowanie sie komérek, lub w biatka regulujgce ich
aktywnosc¢) [6], [1], [2].

Aktualnie, nie jest do konca znana doktadna liczba mutacji, ktére nagromadzone w pojedynczej
komérce w konsekwencji prowadzg do transformacji nowotworowej, przyjeto, ze konieczne jest

wystgpienie od 3 do 6 niezaleznych od siebie mutacji, by rozpoczat sie ten proces [6], [1], [2].

W diagnostyce genetycznej do bezposredniego diagnozowania nieznnych mutacji stoduje sie kilka-
obecnie dobrze znanych rodzajow analiz, w tym najczesciej wykorzystuje sie:

- izolacje DNA

- amplifikacje fragmentow genow ( z reguty sekwencji kodujgcych)

- wstepne wykrywanie zaburzen w produktach amplifikacji technikami przesiewowymi

- sekwencjonowanie

- metode Southerna i zalezng od ligacji multipleksowg amplifikacje sond
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Izolacja DNA do analiz genetycznych

Materiatem do izolacji DNA sg zazwyczajkomorki tatwo dostepne tj. np. leukocyty

z krwi obwodowej lub rzadziej bioptaty innych tkanek. W trakcie analizy genetycznej wykrywana jest
mutacja konstytucyjna, czyli taka, ktéra jest obecna we wszystkich komérkach pacjenta.

Materiat do badania najlepiej pobra¢ bezposrednio przed izolacjg, jednakze dobre wyniki mozna
uzyskac réowniez po kilkudniowym przechowywaniu krwi ( w temp. pokojowej) lub nawet przez kilka
lat (w temp. ponizej zera). Jezeli nie dysponuje sie tkankami Swiezymi to izolacje DNA mozna
wykonac z tkanek utrwalonych w formalinie i zatopionych w bloczkach parafinowych.

Izolacja DNA do badan genetycznych, polega na usunieciu biatek z lizatu komadrkowego.
W powszechnie znanej metodzie fenolowo-chloroformowej usuniecie biatek nastepuje poprzez
trawienie proteinaza K i ekstrakcjg w mieszaninie fenolu i chloroformu (zazwyczaj w stosunku 1:1).
Z odbiatczonych w ten sposéb prdbek, kwasy nukleinowe wytraca

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

DNA (obecnie najczesciej metoda ta stosowana jest do izolacji DNA z bloczkéw parafinowych [4].

Izolowanie DNA metodg 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
- roztwor proteinazy K o stezeniu 10 mg/ml

- mieszanina fenol-chloroform-alkohol izoamylowy (w stpsunku 25:24:1)
- izopropanol (99,7%)

- chloroform

- 70% roztwdr etanolu

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

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

-5 M CH; COONH,

Ekstrakcja DNA:

1)

2)
3)

4)

5)
6)
7)
8)
9)

W probdéwce o pojemnosci 1,5 ml umiesci¢ 25 mg tkanki lub 1-1,5 ml krwi , z ktérych ma byc
izolowane DNA, dodac¢ 750 ul buforu ekstrakcyjnego

Do prébki dodaé 20 pul proteinazy K, catos¢ delikatnie wymieszac

Prébke inkubowac w temp. 55°C przez conajmniej 3h, fagodnie mieszaé probke do powstania
emulsji

Prébke odwirowaé w temperaturze pokojowej przez 30 minut, przy 13 000xg. Otrzymang po
wirowaniu gérng warstwe (wodng) przeniesc do nowej probdwki (poj. 1,5 ml). Nastepnie,
dodac 75ul octanu amonu oraz 750 ul izopropanolu. Prébke umiesci¢ w lodzie na 30 minut (w
celu wytrgcenia DNA)

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

Usunac supernatant (nie naruszajgc DNA)

Dodac 500 pl 70% roztworu etanolu, wymieszac¢ tagodnie obracajac probéwke.

Prébke odwirowac (13 000 x g, w temp. pokojowej przez 30 s).

Ponownie usungc supernatant z probdwki (uwazajgc by nie naruszyé osadu DNA), krawedz

probowki wytrzec o bibute (sity kapilarne wyciggna jak najwiecej cieczy z prébki)

10) Otrzymany osad wysuszy¢ w temperaturze pokojowej (10-20 minut)

11) Osad DNA rozpusci¢ w 100 pl buforu TE przez co najmniej 12 godzin.
(8], [9], [10].
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Amplifikacja fragmentow genéw

Do powielania gragmentéw gendw wykorzystuje sie reakcje PCR (tacuchowa reakcje
polimeryzacji). Dzieki reakcji PCR liczba liczba kopii powielanego fragmentu zwieksza sie nawet

milion razy (w okreslonych warunkach reakgji) [3], [13].
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Zdjecie: Diagnostyka molekularna FAP, [11].

Wstepne wykrywanie zaburzen w produktach amplifikacji- techniki przesiewowe [3], [13].

Wsrdd metod wykorzystywanych do wykrywania zaburzen w produktach amplifikacji wyrdznia
sie technike SSCP(single stranded corfomational polymorphism), a takie analize
heteroduplekséw — HET (heteroduplex analysis), technike chemicznego rozszczepiania
niesparowanych heteroduplekséw- CMC (chemical mischmatch cleavage), DHPLC (Denaturing
High-Performance Liquid Chromatography), badz elektroforeze na zelach z gradientem czynnika
denaturujgcego — DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) (Analizy molekularne DNA

5
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i RNA). Badanie polimorfizmu konformacji jednoniciowych fragmentéw DNA (SSCP) jest jedng
najczesciej uzywang technikg elektroforetyczng , dzieki ktérej mozliwe jest wykrywanie

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

Wykonanie analizy SSCP :

Materiatem wyjsciowym do analizy SSCP sg produkty PCR. Produkty te przed elektroforezg
denaturuje sie termicznie w buforze obcigzajgcym z dodatkiem czynnika denaturujacego
(najczesciej stosowany jest formamid, zas rzadziej wykorzystuje sie mocznik lub wodorotlenek
sodowy).
Rozdziat przygotowanych produktéw PCR prowadzony jest w zelu poliakrylamidowym (nie
zawierajgcego czynnika denaturujgcego). W warunkach natywne] elektroforezy jednoniciowa
czagsteczka DNA tworzy wewnetrzne sparowania, dzieki czemu przyjmuje okreslong konformacje
przestrzenng (zalezng od sekwencji nukleotydéw). Szybkosc migracji jednoniciowych fragmentéw
DNA zalezna jest od ich wielkosci i konformacji, tak wiec fragmenty o takiej samej dtugosci
i jednakowej sekwencji nukleotydéw majg takg samg konformacje, a takze wykazujg identyczng
ruchliwos¢ elektroforetyczna.

Fragment, w ktérym wystepuje okreslona mutacja utworzy odmienny od prawidtowych wzér

prazkdw SSCP, a to ze wzgledu na tworzenie innych konformeréw migrujgcych ze zmieniong

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

Sktadnik Stezenie wyjsciowe
H,O

Bufor do PCR 10x

Starter 1 25pmoli/uL
Starter 2 25pmoli/uL
dNTP 5mM
Polimeraza Taq 5 jedn./uL
DNA 25 ng/uL

Warunki reakcji PCR:
Etap
Denaturacja wstepna
Denaturacja
Wiazanie starterow
Synteza
Synteza koncowa
Przechowywanie

Liczba cykli: 30

llosé

15,3ul

95
92
55
72
72
4

1x
12,5 pmoli
12,5 pmoli
5 nmoli
1 jedn.
0,125 ug

Temperatura (°C)

Objetosc na 1 prébke (uL)

2,5
0,5
0,5
1
0,2

Razem 25

Czas (sek.)
300
30
45
60
300

Otrzymane produkty PCR po reakcji SSCP nalezy rozdzieli¢ w zelu poliakrylamidowym [3], [12], [13],

[14].
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Przygotowanie 10% zelu poliakrylamidowego

Sktad Objetos¢ na 50 ml zelu
20% akryloamid/bisakryloamid (49:1) 25 ml

10x bufor TBE 2,5 ml

100% glycerol 2,5ml

TEMED 50ul

10% APS 500 pl

Mieszanine akryloamid/bisakryloamid, fufor TBE oraz glycerol nalezy odgazowa¢ przed dodaniem
katalizatoréw tj. TEMED i APS. Przygotowany w ten sposdb zel powiniem polimeryzowac przez ok. 45-

60 minut [3], [12].

O
|l

H/C\

NH-

Zdjecie: Wzér formamidu, [5].

Przygotowanie produktow PCR do elektroforezy

Do 4 pl produktu PCR nalezy dodaé¢ 6 pl buforu obcigzajgcego tj. formamid + 0,1% btekit
bromofenolowy. Prébki denaturowaé 5 minut w 95°C. Nastepnie, po denaturacji probki przeniesc na

16d. Na przygotowany zel poliakrylamidowy naktadaé po 8ul probki [3], [12], [14].
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Warunki elektroforezy:
Napiecie 70V

Czas 16 h

Temp. 20°C [3], [12], [14].

Autor: Lidia Koperwas

Literatura:

[1]. Hoffman J.R.H., Hoffman G.H., MD, 2012. Inherited Colon and Rectal Cancer: Part 3 of 4—FAP.
Gastroenterology and Endoscopy News, ISSUE: AUGUST 2010 | VOLUME:61:08.
http://www.gastroendonews.com/ViewArticle.aspx?d=Expert+Review&d_id=461&i=August+2010&i_
id=658&a_id=15662

[2]. Ptawski A., Podralska M., Krokowicz P., Paszkowski J., Lubinski J., Stomski R., 2008. Familial

adenomatous polyposis of colon, Borgis - Postepy Nauk Medycznych 7/2008, s. 463-471.

[3]. Stomski R, 2008. Analiza DNA, teoria | praktyka. Wydawnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu, Poznan 2008. s. 195-2002

[4]. Matyjasik J., Masoj¢ B., Kurzawski G. Analizymolekularne DNA i RNA w wykrywaniu dziedzicznych
predyspozycji do nowotwordéw. http://www.czytelniamedyczna.pl/2998,analizy-molekularne-dna-i-

rna-w-wykrywaniu-dziedzicznych-predyspozycji-do-nowotw.html

[5]. http://forbrugerkemi.dk/kemi-info/stoffer/f/formamid/

[6]. Maria Sasiadek, Ryszard Slezak. Nowotwory dziedziczne. Poradnictwo genetyczne.

http://www.google.pl/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CFMQFjAA&url=http%3

9

Siedziba: Laboratoria.net, 30-392 Krakéw, Czerwone Maki 59/22, tel.: (12) 364 16 95, fax.: (12) 412 48 14
www.laboratoria.net, e-mail: bok@Ilaboratoria.net, info@laboratoria.net

Wydawca: Labro Technologie, 30-392 Krakdw, ul. Czerwone Maki 59 /22, NIP 954-111-33-29, Regon:
273427089, www.labro.com.pl




www.laboratoria.net

I a bO l“a tO I‘i a n ii EITL Kontakt: bok@laboratoria.net

info@laboratoria.net

A%2F%2Fammaterialy.w.interia.pl%2Fgen%2Fnowotwor.doc&ei=G9YeUJbVKoXesgbm9oCwBA&usg=
AFQjCNHIcYrO9mATuKSWiju-4UlJ_gNku9sg]

[7]. http://www.nowinylekarskie.ump.edu.pl/uploads/issues/75/075_0438.pdf

[8]. Kiyszejko-Stefanowicz L, 2003. Cwiczenia z biochemii. Wydawnictwo Naukowe PWN, 2003, s.
369-371

[9]. Sambrook J. i wsp. 1989: Molecular cloning. A laboratory manual. Book 2. Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Cold Spring Harbor, 9.14-9.23]

[10]. http://www.genome.ou.edu/protocol_book/protocol_partl.html#l.A

[11]. http://www.czytelniamedyczna.pl/3004,rodzinna-polipowatosc-gruczolakowata-jelita-

grubego.html

[12]. Hayashi K., 1991. PCR-SSCP: a simple and sensitive method for detection of mutations in the

genomic DNA. PCR Meth. Appl. 1991, 1, 34-38.

[13]. Orita M., Suzuki Y., Sekiya T., Hayashi K., 1989. Rapid and sensitive detection of point mutations

and Dna polymorphism using the polymerase chain reaction. Genomics 1989, 5, 874-879.

[14]. Sheffield V.C., Beck J.S., Kwotek A.E., Sandstorm D.W., Stone E.M., 1993. The sensitivity of
single-strand conformation polymorphism analysis for the detection of single base substitutions.

Genomics 1993, 16, 325-332.

10

Siedziba: Laboratoria.net, 30-392 Krakéw, Czerwone Maki 59/22, tel.: (12) 364 16 95, fax.: (12) 412 48 14
www.laboratoria.net, e-mail: bok@Ilaboratoria.net, info@laboratoria.net

Wydawca: Labro Technologie, 30-392 Krakdw, ul. Czerwone Maki 59 /22, NIP 954-111-33-29, Regon:
273427089, www.labro.com.pl




