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Celem pracy byta ocena wybranych genow pod kqtem mozliwosci
ich wykorzystania w charakterze markera w nowotworach piersi w
badaniach oddzialywania skladnikow diety na genom, jako wstgp do badan
nutrigenomicznych.
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W Polsce rak piersi stanowi okoto 12% wszystkich zachorowan na nowotwory,
bedac na pierwszym miejscu wsrod nowotwordow jako przyczyna zgondéw kobiet
(1).

Rak piersi moze rozwijac¢ si¢ w wyniku tacznego dzialania czynnikdéw genety-
cznych i srodowiskowych. Do transformacji nowotworowej moze doj$¢ w wyniku
mutacji powstaltych w obrgbie zaréwno protoonkogenéw, gendow supresorowych,
jak rowniez gendéw kontrolujacych apoptoze czy naprawe uszkodzonego DNA.
Wsrod genow, ktorych mutacje moga zwigkszac ryzyko raka piersi, oprocz BRCA1
i BRCA2, mozemy wyrozni¢ rowniez geny ATM, p53 czy RAS (2,3.,4).

Produktem genu RAS jest monomeryczne biatko blonowe o cigzarze 21 kD,
nalezace do rodziny bialek zwiazanych z uktadem GTP/GDP. Bialko to uczestniczy
w procesach proliferacji, roznicowania i syntezy komorkowej. Mutacje punktowe
genow RAS przeksztatcaja je w onkogeny. Produkt genu pozostaje wowczas dhuzej
w formie aktywnej, zwiazanej z GTP i w ten sposéb pobudza komorke do podziatu
(5,6).

Mimo, iz mutacje w kodonach 12, 59, 61 genu RAS wystepuja u ludzi stosunkowo
rzadko, tylko w 5% przypadkéw nowotwordw piersi, badanie ich wydaje si¢ bardzo
interesujace ze wzgledu na wystepowanie w raku piersi nadekspresji receptorow
licznych czynnikéw wzrostu, ktore moga by¢ aktywowane przez RAS, szczegdlnie
EGF oraz ErbB-2/neu/Her2 (20-50% przypadkow w raku piersi). W badaniach
laboratoryjnych prowadzonych z udziatem chemicznie indukowanych guzow piersi
zwierzat wykazano wystgpowanie mutacji w genach ras, nawet w przypadku 85%
badanych probek (7,8).

Celem badan byta ocena wystgpowania mutacji w genach H-rasl i K-rasl w
DNA pochodzacym z guzéw nowotworowych szczuréow traktowanych w celu
wywolania nowotworu piersi 7,12-dimetylobenzoantracenem (DMBA). Materiatem
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kontrolnym bylo DNA izolowane z tkanek watroby pochodzacych od szczurow
nietraktowanych DMBA. Dokonano oceny mozliwosci wykorzystania wybranych
genow w charakterze markerow w badaniach oddziatywania sktadnikow diety na
genom.

MATERIAL I METODY

Materiatem do badan byly guzy i tkanki watroby pochodzace od samic
szczurdw szczepu Sprague —Dawley. Zwierzeta pochodzity z Pracowni Zwierzat
Laboratoryjnych Katedry 1 Zakladu Patologii Ogoélnej i Doswiadczalnej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Badania uzyskaly zgode¢ Komisji
Etycznej przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym. Po okresie adaptaciji,
zwierzeta podzielono na 2 grupy. Pierwsza grupa (grupa badana) otrzymata, w celu
wywotania nowotworu sutka, dwukrotnie, w dawce 80 mg/kg masy ciata, sonda
dozotadkowa 7,12-dimetylobenzoantracen, rozpuszczony w oleju rzepakowym;
grupe druga (grupa kontrolna) stanowity zwierzeta, ktore przebywaty w identycznych
warunkach jak zwierzgta z grupy pierwszej, otrzymywaty ta sama dietg, natomiast
nie traktowane byly DMBA. W badaniu patomorfologicznym, indukowane DMBA
guzy zostaty zidentyfikowane jako adenocarcinoma sutka. Na ogot rak gruczotowy
sutka wystgpowat w II i III stopniu ztosliwosci histologicznej. Nie stwierdzono
wystgpowania spontanicznych nowotworéw w grupie nie otrzymujacej DMBA.

Zwierzeta mialy  zapewniony ciagly dostep do wody i paszy  (mieszanka
LAB-H, wytwoérnia pasz Andrzej Morawski). Przebywaly w pomieszczeniu o statej
temperaturze oraz o kontrolowanym fotookresie noc/dzien (12h/dzien).

Wybor metody procedur analitycznych oznaczania gendéw H-rasl 1 K-rasl
zostat dokonany w oparciu o dane opracowane przez Cho i wspot. (9) oraz Freitas i
wspot. (10) z kilkoma wlasnymi modyfikacjami. Chromosomalne DNA z materiatu
biologicznego wyizolowano metoda oparta o zestaw do izolacji DNA firmy A&A
Biotechnology, z kilkoma wtasnymi modyfikacjami. Produkt reakcji amplifikacji
oczyszczano przy pomocy zestawu Clean Up firmy A&A Biotechnology. Reakcje
sekwencjonowania prowadzono z uzyciem zestawu BigDye v3.1. firmy Applied
Biosystems wedtug schematu: warunki reakcji: 96°C 10 s, 50°C 5s, 60°C 4 min — 24
cykle; premix do sekwencjonowania (20 pl): matryca (oczyszczony produkt PCR)
2 ul, primery wstgzeniu 1pM 3,2 pl, mix BigDye 4 ul, bufor 4 pl, woda 6,8 ul. Nadmiar
znakowanych dideoksynukleotydow z produktow reakcji sekwencjonowania
usunigto wedlug instrukcji producenta przy uzyciu zestawu Ex Terminator firmy
A&A Biotechnology. Nastgpnie denaturacja matryc w temperaturze 95°C w czasie
5 minut oraz elektroforeza kapilarna w sekwenatorze ABI. Jako kontrolg pozytywna
reakcji sekwencjonowano plazmid pGEM.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Podsumowujac uzyskane wyniki analizy DNA mozna stwierdzi¢, ze w
zastosowanym modelu badawczym, zaré6wno w guzach nowotworowych
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(u szczuréw traktowanych DMBA), jak i tkankach watroby (w grupie kontrolnej)
nie wykryto mutacji w amplifikowanych fragmentach genéw H-rasl oraz K-rasl.
Podobne wyniki uzyskali rowniez inni autorzy (8,11,12,13). Sanchez-Munoz i
wspot. (11) wykazali brak wystgpowania mutacji KRAS u 35 pacjentow z guzami
piersi poddanymi klasyfikacji zgodnie z kryteriami zaproponowanymi przez zespot
Nielsena i wspol. (14). Koffa i wspol. (8), u pacjentdow z nowotworami piersi,
zaobserwowali natomiast wystgpowanie mutacji w kodonie 12 genu K-ras (157 par
zasad) (8/65 probek, 12,3%), nie wykazujac mutacji w genie H-ras kodon 12 (312
par zasad). Hoadley i wspol. (12) réwniez nie stwierdzili w nowotworach piersi
wystgpowania mutacji gendw BRAF, HRAS, KRAS. Samuelson i wspol. (13) na
podstawie przeprowadzonych analiz sugeruja, ze 10zw0j procesu nowotworowego
indukowanego DMBA przebiega niezaleznie od mutacji gendw RAS.

Natomiast odmienne wyniki badan uzyskali w prowadzonych z udzialem
zwierzat pracach Cho i wspol. (9). W guzach piersi, pochodzacych od szczurow
traktowanych N-metylo-N-nitrozomocznikiem, wykazali bowiem wystgpowanie
mutacji w kodonie 12 genu H-ras (GGA—GAA) (9/18 guzéw, 50%). Zwickszona
ilo$¢ mutacji obserwowano w modelu, kiedy zwierzgta dodatkowo otrzymywaty
akryloamid (23/28, 82% guzow). W zadnej z badanych grup nie wykryto mutacji
w kodonach 13 1 61. Yu i wspot. (15) stwierdzili mutacje w kodonach 12 i 13 genu
H-ras w przypadku guzow piersi indukowanych u szczuréw 2-amino-1-metylo-
fenyloimidazo[4,5-b]pirydyna (PhIP). Na podstawie przedstawionych przyktadow
wydaje sig, ze wystgpowanie mutacji genéw Kras i Hras w modelu na zwierz¢tach
z zastosowaniem 7,12-dimetylobenzoantracenu jest znacznie rzadsze, w poréwna-
niu do modeli z uzyciem innych zwiazkéw chemicznych indukujacych nowotwory
piersi.

W badaniach przeprowadzonych przezzespot Hollestelle iwspot. (16) stwierdzono
wystepowanie 8 mutacji RAS w 7 z 40 (18%) badanych linii komoérkowych raka
piersi: zidentyfikowano 5 linii z mutacja KRAS (MDA-MB-134VI, SK-BR-7,
SUM229PE, MPE 600, MDA-MB-231), 2 linie z mutacja HRAS (Hs578T, SUM159
PT) i1 linig¢ (SK-BR-7) z mutacja NRAS.

WNIOSKI

W wyniku przeprowadzonych badan mozna stwierdzié, ze wystgpowanie mutacji
w genach K-rasl i H-rasl jest zjawiskiem rzadko wystgpujacym i dlatego mato
charakterystycznym w przypadku nowotworow piersi, indukowanych chemicznie
za pomoca DMBA, co dyskwalifikuje zastosowany model badawczy do badan
nutrigenomicznych. Duze nadzieje wiaze si¢ jednak z badaniami tych gendéw
zaro6wno pod katem mozliwosci wykorzystania ich w diagnostyce, prognozowaniu,
jak 1 nutrigenomice szczegbdlnie w nowotworach trzustki, jelita grubego, tarczycy
(5,6,17,18).
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H-RASIT AND K-RASI AS POTENTIAL MARKERS IN THE BREAST CANCER
Summary

The aim of the present study was to assess the feasibility of using genes to diagnose early stages and the
risk of development of breast cancer, as well as to assay the possibilities of using them in character of the
marker in examinations of elements of the diet to the genome as the admission to nutrigenomic exami-
nations.
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