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�				K��ò	�oF	l ���o)��	�� rpm��WWW		oF			<�+o,	��o*	- �+

4 �
�+oo�	<���	s �oo��	�	�oo! DNA �	�oo�	���j�oo�6	�ooF	

+����:�+��r��&			�y�M	DNA			�$��o��	<�	z �o�O	<�� �	��

	�	�oo�	- +oo 0DNA		��oo�+:	��–200c		���j�oo��	<�oo�$	�oo


��	- ���A#�	I�RJ�		

	PCR	3	���2VW	�+0����	I	[ �	�
V+� 9�+� �	J	$� DNA 

F	���	C�+?���	�Vw�	$�	+� 9�+� �	buffer		~�W�y�M	�F	�

	K��j��	- �!�	�
	R	$�	- +� 9�+� �	MgCl2		�V	�b��	
� �	

	�FVw�	+� 9�+� �	dNTP	V	�b��	
� �	�	V+� 9�+� �		+!	$�	

	$�	[ �- �!+���+�Forward 	�	 Reverse�y�M	�F	- �!V	

�b��	
� �	�
9��
	+�$		  
Forward: 5'-TCAGATTCACTTTTATCACC3' 
Reverse: 3'-AGTGTTAGACTGGAAACTTT5'	

	I�,+�	 $�HPSF Biotech7 ��j�	 <��9��)��+:		Y ���	J

I�d	 6J	 1����	 �2��	 [ �Taq DNA Polymerase	%F	

	+ mE
	��F	��	+mE�	s �	�F	�	��	����:�	/�+���	s � 
�+� �

���&	 %F	
��A�	1N2	�V��	 ������	+� 9�+� �	6	�F	 ' r�	

	 +�� ���+
	 ��#���	 $�	 ���j���Biored MycyclerUSA	

�<�D,	Z	<8	P53%) AF	( �̀;��	- $��	s ��m�	{ ��+�		- �+F

PCR�y�M	 &

��+2	 \*��	 ������+0	 +y�	 $�	DNA &	

+���+�& �	 &<��$	 �	 1�� )���+�,<�D,	Z	 <8	P53	+ q�
	

���+0	 6F	 /��	 �+�	 %F	 { ��+�	 4 �+�AF%���	���3	/� �	

- ���	�F	@��	cx	ZVF		%	K��V	�	%E ̀�	dW	�F	- �;F	/� �	

K��+2	 \*��	cx	ZdF		 %	K��VW	
9�> 
�	 %*��	 �	 % ��i	

+���+�		%FDNA	cx	Vd	<�D,�	- �+F	P�		cx	V�	<�D,�	- �+F	

ZF		 %	 K��%E ̀�	 [ �	7 +�D0	Iextension	 J	%*��	 ��

	K��+2cx g�F		 %	�F	
��A�	/� �	[ �	 �	 %E ̀�	[ �	K��

	K��+2	%*��cx 	g�F		%��	��N��	%E ̀�	��	K��	6	$�	' �

+ q�
&	 @�> .�	PCR	��	 ����	 ��+̀ 	 @�}?�	 ��	 6	Y �

	@�> .�	$�	+� 9�+� �PCR		�F�	$�	+� 9�+� �	Loadying 

dye[ !�^	��	' r�	�	���+0	|��?�		@8	- �!�	�X��	

��	����	��	+̀ 	$��0�	6$�	Ethydium bromidet ��	- �+F	�

	 - � ��DNA���+0	 ���j���	6F	 $��:�+��9�		 %	 K��ZW	

	8��9�	�F	�	%E ̀�PW	�;m 	̀$��:�+��9�	�A*	���	+ q�
	K

��	 ���j���	 6+mE�	 s �	 ��	 @8	 <���	 ��+̀ 	 $�	 ' �&	/��	

' ����	��N��	- ���+F6	4  ;
	�A*	
j)�	@+�),	%����	$�	

��	 ���j���	 � �	 
0��9�	 %,	����	 ���
	 - ��2		- �+F	 �$b

+ q�
	�*	%F	<8�DNA ��F	I	6/��	�JI	�R,��	J	6		

�D ��SSCP)	��7 ��	4 ��	&DNA 	��	K��+2	�F	

F	 
�� � �	 ����%%���	 [ 
	 K��X
�	 ��	 - ����	 6	@8	 $�

	 � ��	 / �+,��W�X��	- ��2		VwW	�X��	�	 /�	 +,�	 '  F	

� �	buffer TBE	~�W	�	�K�j9��+�	�� ���	IMerk	 J	%,

@������
�	 ( *��	 @8	 ��	 ��	 ��$�	 - �!���&�F	 ���
		 

Temed		 ��	 ���j���
�,	 [ �	 Y E�	 %,�	��	 ��	 ��� 9

	/�+,�	'  F	�	� ��	/�+,�	<� ����+� ������	� ��6F	@8		%

	K��Vw�	��+̀ 	��
�	- �" :	��	<��	���+� ��	- �+F	����	

�����	 �6	 ' r�	P	 @�> .�	 $�	 +� 9�+� �	PCR		 �F	 ��d	

	 $�	+� 9�+� �Lodying dye		|��?�	 ��+,	$�	 ���j���	 �F	�

	 K��+2	 %*��ZVF	 %*��		 %	 K��V	 %E ̀�	DNA	F	%

%���	[ 
	K��X	��	�����	��	- �6+F	' r�			l +�	- ��

	� �E�)�	/	 ����+0[ !�^	��	%E ̀�	%�	$�	' �	�	@8	- �!

��	����	��+̀	I�f	Q�dJ6	��#���	%F	[ ��
	�	$��:�+��9�	/X

%*��	�F	�+�	[ �̀
�	��	( �	[ �	@�=	��	�	���+0	cx	d	�F	

	 8��9�fW	 �	f
� �		� ��	 /�+,�	 @8	 ��	 +r��$��:�+��9�		



/0	����!	�	- ��.� 

����������	������������������	
�����
�������
���������������������������������������������������������������������������������������� ���
!�� ���
���fj[��	����

	�R						��						��						�W							Z							P							g									f								V							d						R									�								� 

��N����	6�;F	$��	&C��O	[ ��
	$�	
#�D!�	%F	@8	���		�	

���	� ��	�F	[  �WF	�X��		%	K���W	����	K���N�	%E ̀�	

�+E�	 K�+� �	 �F	 +mE�	 s �	 �F	 ���D�	 $�	 ' �	 �	 ��	�wW	

	 �X��IMerk	 Jt ��	@8	
����
	����	- � ��6	<����	��	

	��A�	@��.�	 �FR�X��	I		K�j9��� 
	 &1���	K	 �)F+� F

� u�9��+:	�	1���	Rg�X��	JI	Merk	J	�	��	+!��	�!���F

���	� ��	��	@8	<�	( �̀;��	[  �W�	�F�i	�X��			<�	 $�

���+0	% A
	' ��	I	/���J	I�ZQ�gJ6� �

� �

�������� �

	 $�fW%����		�) ���,�����@��,��9�,	 - �&	dV		+j�

�+�4�	4 #�� �	 �F		�W�V�wfR		 ��V	<$	+j�		4 #�� �	 �F

��
���������	 
���
��������PCR ����� �������������� �������P53��
�� ����
!�"#$��%$�
!�&� 
!�����
�������'�( �#)�*�+��, �-��

�.
�%�����/01�����1���

�.
�%�2�/����2���#$�%$����
�������'�( �#)�3 �)���, �-��


���&$�)4 ( ��.&� �5 67 ������8�9 ( ����:$�!�� �

� �

 
�����"��SSCP������ ����������P53�
!��#$�%$���#)�*�+��, �-��������
�������'�( ��&�� ��;�������
!�<= $
��)�&� 
!����!
�>��&>$�)�.�?$�, @�� 

4 ( ��.&� �5 67 ������8�9 ( ����:$A��



	C�+?���	%D��E� DNA7 ��	��	%F Chelex +�,	/):	�G ��F	$�	�+:�	
��=+�	
) :����	- �!		

 

			 ������������	
�����
�������
���������������������	������������������������������������������������������������������������������������ ���
!�� ���
���fj[ �e

	4�P�	RRwfW����F		 6VW	_ ��?�	
2���	��	%����		����

H ��F�	�W�)����	��+̀ 	���,�	% 2��	��	%����	6		%)���	4�

	 4 F	 <���� Fdd	 �
	Z�	 @��	��F	 67 ��	 ��	 Chelex	$�

%����	 ��	 4 9��+:	 ��	 ���	 ' � :	 - �!dd%����	 		IgR	

�X��J DNA 	 �Fk �,�	�		��	 C�+?���	 ( ��)�	� j ,

%,PCR <�	�!	
9�2	��	��F	��q�%����	4 �!	��	%,	�F	 �!

�+:�+�,	 /):	 7 ����		R��	+j	IVR�X��	J		 $�fW	

����DNA 	�A*	PCR��q�		�)����	6%����	��	�$�
	- �!

	��VP	$�	%����	fW	���� DNA k �,	�F�	�			z ��O	%*��

%,	��	C�+?���	( ��)�PCR <�	��F	( ��)�	�!6			

	 	��	7 ��	Chelex	�+:�+�,	/):	�		]:��
	( �+c 	�F

����	 / �.
�	 %��N
	 	 ���,6��	 ��:	 7 ��	 ��	 4 F		| ��



);���!���	- ���	��F		 %- ��=		C�+?���	 %,DNA 	�F	

	 7 ��Chelex��F	 �+:�+�,	 /):	 $�	 +�AF	I	W�wWp<J6	

%����	 K� X�> O�!�		z ��O	 %*��DNA <�	�!��		

	@��*����	���	����	<���	6		

� ��� �

	 	F%
2�+*	 /��	 $�	 ' �	 4 
��	 ��=��	<�=+�	�!	

%�����!	�F�i	 4 9��+:	 ���		( 9� 	̀ 4 :����	 ��
�	 - + 0�

����6	4 ��+F�)F&C �+?���	DNA 	$�	���	4 )̂%��!�
	F	%,%�

B�)�	[ �	K��X<���	
�	�� �O�	��	�)��F&
�		- �+F	����


�	e  ?�
	 &] E.
	���F	� j�	<����6	%;9�m�	4 ��	��&	$�	

fW	%����		
��=+���7 ��	Chelex 	��	gR	�X��	%�����

�!	DNA( ��)�	- �+F		PCR���+0	C�+?���	6��		
9�2	%,

	7 ��	���+:�+�,	/):	��	VR�X��	%����	 $�	�!	 DNA	

( ��)�- �+F		 PCR	��	C�+?���6	4 ��+F�)F&	7 �� chelex 

�+:�+�,	 /):	 $�	 +�AF	 C �+?���	 - �+F	DNA	$�%����		- �!

	
) :������F�		
9�F	 %D��E�	�� DNA 	%�����$�
	- �!$�		

	 �:�F	 <��!_  ;c+
	��F	 6%;9�m�{ ��
	 %,	 - ����,			�

<�����!��		<������ F	<��r�!	� ���	%����	- ��	+F	- �!

�=+�	
����	�F�i4 9��+:	��	�:+0	K��X 		 &���	<���	

%,	 ��	fV�X��	$�		%�����!�
 	 %,DNA<�	�F	 �!	7 ��	

chelex��F	���	C�+?���	&	PCR	�)����	��q�	6
9�2	��		

7 ��	 ��	 %,�+:�+�,	 /):	&	Vd�X��	%����	�!	DNA	

	( ��)��A*	PCR	�)����	I�WJ	%,	�F	�EF�m�	�4 �
		] E.

����6	7 ���0	 ]�=�� ���		 �$�	 <�����!	 �	�u��		@��	 ��

�ZZZ- �h �		DNA%����	�!�
G ��F	 4 :����	 $�	 %,		�!

��F	 ���	C�+?�����&	PCR	 �	Sequencing	 <8	P53	��	

	 $�	 - ��;
	 4 ��%����	 �!����	 ]:��6	 ��	
9�2	 %,��	���
	

%������+:	- �!	���	F%��	��N��	
F�O	IRWJ6		%F	%*�
	�F

4 ��%,	 4 9��+:	��N��	 +=�O	 %F	b�> 
�	K	B=�E��	Icross-

link	J4 �
�+�	�F%�D!	- �!- �&		C�+?���DNA		( �̀;��	�

	��	<8	+ q�
	<�
�	%*���	/���	�F	�$��	IR�,RWJ6		@���2�

����	4 ��	+F	��h �&		����	��	%����	4 ����	��+̀ 	K��	@�=

	 � 
�D� :�		 %����	 +��� ����;�	 %mF��	
	%*��	 �F	

	z ��ODNA	$�	���	C�+?���	�!	G ��F	
) :����	-��	%��

	���F%,�m�	;9
�	��	- +�� F	%���=6		

	 		 ��%;9�m��	 { ��
	 %,	 -	 ���<�����!	 �		@��	 ��

�WWW
� �	���,	��	- �h �			+F- ��	 DNA�%����!	-

	@��,��9�,	<�=+�	
D�� F�:+0	K��X&	PCR-SSCP	�F	

��	��N��	� E:��	IR�J	 6	��	4 ��	%;9�m�� �	PCR-SSCP	

%����- �!	�:�F	�$�
=+�	
���	H ��F	����		+�AF	���,�	$�	

%����	<��!�!���F	
%,			4 9��+:	���F	���	' � :���	%,	


�
	 ����
�n	
9��9��	 - �!��,	 - �+F	 %,	 ���F	 4 ��	 +F	 - � 

$�	+�AF	�$�
	%����	%����	4 9��+:	��	���	' � :	- �!���6	

@�2	4 �	��&		C�+?���DNA7 ��	�F		chelex	%F	C� �2�	

# �$%&�'�� ��� ����( !)!������ *�+ �, 
���DNA���-������� ������ ������� ��chelex����������� �����

���������	 
���� �������
����������
��� ������� �����������

�� ����
���DNA � ������Chelex������ �!"#$"!%��"%!��� $!%��

��&�'���(�) �'������*�!"#"�!%��"$!��� +!%��


��,�-���(�. �/������*�!%#% �!%����!��� *!%��

 



/0	����!	�	- ��.� 

����������	������������������	
�����
�������
���������������������������������������������������������������������������������������� ���
!�� ���
���fj[��	���f

���	 [ �#��	 PCR�	 4 F	 ��	 - ��	%*��	 @+�),	 %F	 �AN�

����	 K��+2&	- �+F	 /�9�	 �	 @����0	 %F	 � ��	 ��	 
9�	

4 :����	 $� �	 _ ��?�	 v � 
�+� �	 �	 
���$�D �6	4�c	

4 ��	%,���	C�+? DNA	7 ��	��ChelexB�+�	+
		7 ��	$�

	�+:�+�,	/):<�$��	@�2	4 �	��	�+
	%����	- �+F	+�AF	��

( 9� 	̀- �!
�	4 :����	��	���	- + 0���F6�)F	4 ��+F&
�		<��


7 ��	 chelex	��F%	4��m�	7 ��	[ �	<��)�	+���	��),	��

7 ��- �!C�+?���	- �+F	@��;�		 DNAk������	+y�6		

;9�m�%		+c �2	<���C�+?���	 %,	 ���	 DNA%����	 $�	- �!

7 ��	�F	
) :����	 Chelex���	�+:�+�,	/):	$�	+�AF		

�	%)��!
�	Y !�,	 ��	 �!�!�6	4 ��+F�)F&		 7 ��	4 ��	+y�	 $�

�#����$�	 �	 <���� F	 - �+F	 - ��> � �̀�%F	 <�+E�	 �!	%:+X


����F6			

� �

� �������
������ �

	 	� �̀	<�oo�		- +*�ooA�	+oo�,�		�Doo�8�9�
��	&		
oo�+,	

	/oo��	��oo
�	��)oo���,	<��oo���� F	�+oo!�9�I�	J�ooO	�1oo�	

		�)���,		- ���.��		- 8�9�
��	Y ?F			- 8�9������	�			+��E



�	+��
	�1 ����6		

��
References 
1. Shokar NK, Carlson CA, Shokar GS. Physician and patient influences on the rate of colorectal cancer 

screening in a primary care clinic. J Cancer Educ. 2006; 21(2):84-8. 

2. Shokar NK, Vernon SW, Weller SC. Cancer and colorectal cancer: knowledge, beliefs, and screening 
preferences of a diverse patient population. Fam Med. 2005; 37(5):341-7. 

3. Smith G, Carey FA, Beattie J, Wilkie MJ, Lightfoot TJ, Coxhead J, et al. Mutations in APC, Kirsten-ras, and 
p53--alternative genetic pathways to colorectal cancer. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002; 99(14):9433-8. 

4. Tang R, Wang PF, Wang HC, Wang JY, Hsieh LL. Mutations of p53 gene in human colorectal cancer: 
distinct frameshifts among populations. Int J Cancer. 2001; 91(6):863-8.  

5. Lipkin M, Reddy B, Newmark H, Lamprecht SA. Dietary factors in human colorectal cancer. Annu Rev 
Nutr. 1999; 19:545-86.  

6. Sandler RS. Epidemiology and risk factors for colorectal cancer. Gastroenterol Clin North Am. 1996; 
25(4):717-35. 

7. Soussi T. The p53 tumour suppressor gene: a model for molecular epidemiology of human cancer. Mol Med 
Today. 1996; 2(1):32-7.  

8. Devita Jr VT, Hellman S, Rosenberg SA. Cancer: principles and practice of oncology. 6th ed. Philadelphia: 
Lippincott Williams & Wilkins; 2001. pp. 1216-1312. 

9. Guimaraes DP, Hainaut P. TP53: a key gene in human cancer. Biochimie. 2002; 84(1): 83-93 

10. Adimoolam S, Ford JM. p53 and regulation of DNA damage recognition during nucleotide excision repair. 
DNA Repair (Amst). 2003; 2(9): 947-54. 

11. Rowland BD, Peeper DS. KLF4, p21 and context-dependent opposing forces in cancer. Nat Rev Cancer� 
2006; 6 (1): 11-23.  

12. Hofseth LJ, Hussain SP, Harris CC. p53: 25 years after its discovery. Trends Pharmacol Sci� 2004; 25(4): 
177-81. 

13. Cadwell C, Zambetti GP. The effects of wild-type p53 tumor suppressor activity and mutant p53 gain-of-
function on cell growth. Gene. 2001; 277(1-2): 15-30.  

14. Cristi E, Perrone G, Toscano G, Verzi A, Nori S, Santini D, et al. Tumour proliferation, angiogenesis, and 
ploidy status in human colon cancer. J Clin Pathol. 2005; 58(11):1170-4. 

15. Perrone G, Vincenzi B, Santini D, Verzi A, Tonini G, Vetrani A, et al. Correlation of p53 and bcl-2 
expression with vascular endothelial growth factor(VEGF), microvessel density (MVD) and clinico-
pathological features in coloncancer.Cancer Lett. 2004; 208(2):227-34. 



	C�+?���	%D��E� DNA7 ��	��	%F Chelex G ��F	$�	�+:�+�,	/):	�	
��=+�	
) :����		- �!		

 

�����������������	
�����
�������
���������������������	����������������������������������������������������������������������������������� ���
!�� ���
���fj[ ��

16. Schmitt CA, Lowe SW. Apoptosis and chemoresistance in transgenic cancer models. J Mol Med. 2002; 
80(3):137-46� 

17. Chaubert P, Bautista D, Benhattar J. An improved method for rapid screening of DNA mutations by 
nonradioactive single-strand conformation polymorphism procedure. Biotechniques. 1993; 15(4):586. 

18. Welsh JA, Castren K, Vahakangas KH. Single-strand conformation polymorphism analysis to detect p53 
mutations: characterization and development of controls. Clin Chem. 1997; 43(12):2251-5. 

19. Kerns BJ, Jordan PA, Moore MB, Humphrey PA, Berchuck A, Kohler MF, et al.�P53  Overexpression in 
formalin-fixed, Paraffin-embedded Tissue Detected by Immunohistochemistery. J Histochem Cytochem. 
1992; 40(7):1047-51. 

20. Coombs NJ, Gough AC, Primrose JN. Optimisation of DNA and RNA extraction from archival formalin-
fixed tissue. Nucleic Acids Res. 1999; 27(16): e12. 

21. Shi SR,�Cote RJ, Taylor CR. Antigen retrieval immunohistochemistry: past, present,and future. J Histochem 
Cytochem; 1997; 43(3); 327-43. 

""B�
�	 1��/
��� �C, &D��4 6+��$�CE��
�, &%
�����A���� ���F DG��������/( 
�)H����P53�I �
��)�PCR-SSCP���
�%�)�
!���

�����������
�������'�( �#)�*�+��A�C��� ���J ���2KL��.
�!�<C�.
�%� �C��"M �
0� �C�����HA��

23. Leahy DT, Salman R, Mulcahy H, Sheahan K, O'Donoghue DP, Parfrey NA. Prognostic significance of p53 
abnormalities in colorectal carcinoma detected by PCR-SSCP and immunohistochemical analysis. J Pathol. 
1996; 180(4):364-70. 

"NB��
�, &%
����
�	 1��/
��� �C, &D��4 6+��$�CE��A���� ������( �����/( 
�)L����P53����
�������'�( �
!��A�.&�7 $�!�#OP���

�������C��D0� ��/�� @8�Q�OR�2KN����("2�.
�%� C�SK"M �
0� �CK����KSA��

"LB�, &D��4 6+��$�CE��
�, &%
�����A���� ���F DG�3 �+�
��/( 
�)H����P53!�, 
�%�)�/D� �F �8���T�U���8����)��)��, �-�#$�%$�
��

����������
�����/$�'�(�A�C
��@+( �/$��
!�/�� �&D)�M ��&V���/�� @8�Q�OR�.&�7 $�!�#OP��2KL��.
�!�2�.
�%� �C�M �
0� �C�����SA 

26. Jernvall P, Makinen M, Karttunen T, Makela J, Vihko P. Conserved region mutations of the P53 gene are 
concentrated in distal colorectal cancers. Int J Cancer. 1997; 74(1):97-101. 

27. Jansson A, Gentile M, Sun XF. p53 Mutations are present in colorectal cancer with cytoplasmic p53 
accumulation.�Int J Cancer. 2001; 92(3):338-41.  

28. M. SchmitzI. KayserM. PaulyP. Lagoda, Ö. Türeci, J. Weber, A. Kerschen, F. Ries and M. Dicato  PCR-
SSCP a sensitive and rapid method to detect mutations in the P53 tumor suppressor gene of patients with 
advanced colorectal cancer  European Journal of Cancer, Volume 31, Supplement 6, November 1995, Page 
S96.  

29. Sheffield VC, Beck JS, Kwitek AE, Sandstrom DW, Stone EM. The sensitivity of single-strand conformation 
polymorphism analysis for the detection of single base substitutions. Genomics. 1993; 16(2):325-32.  

30. Williams C, Ponten F, Moberg C, Soderkvist P, Uhlen M, Ponten J, et al. A high frequency of sequence 
alterations is due to formalin fixation of archival specimens �Am J Pathol. 1999; 155(5):1467-71. 

31. Ben-Ezra J, Johnson DA, Rossi J, Cook N, Wu A. Effect of fixation on the amplification of nucleic acids 
from paraffin-embedded material by the polymerase chain reaction. J Histochem Cytochem. 1991; 39(3):351-
4. 

32. Roa JC, Roa I, Melo A, Araya JC, Villaseca MA, Flores M, et al. [p53 gene mutation in cancer of the colon 
and rectum]. Rev Med Chil. 2000; 128(9): 996-1004.   


