BROMAT. CHEM. TOKSYKOL. — XLV, 2012, 3, str. 590-595

Barbara Bobrowska-Korczak, Dorota Skrajnowska,
Andrzej Tokarz, Katarzyna Szpaderska

NIESTABILNOSC MIKROSATELITARNA JAKO POTENCJALNY
MARKER DO BADAN NUTRIGENOMICZNYCH

Katedra i Zaktad Bromatologii, Warszawski Uniwersytet Medyczny
Kierownik: dr hab. 4. Tokarz prof. nadzw.

Celem badania byla ocena wystepowania niestabilnosci sekwencji
mikrosatelitarnych (D1Mgh6, D3Mgh7, D3Mgh9, D8Mghll) w DNA guzow i
tkance okotonowotworowej szczurow traktowanychw celu wywotania nowotworu
piersi 7,12-dimetylobenzo[a]antracenem, w odniesieniu do DNA izolowanego z
tkanki watrobowej zwierzqt nie otrzymujqcych czynnika kancerogennego.

Sposrod  czterech  badanych markerow niestabilnos¢  mikrosatelitarng
stwierdzono w przypadku mikrosatelit D1Mgh6 oraz D3Mgh9. Przeprowadzone
badania nie wykazaly zaleznosci miedzy wystepowaniem niestabilnosci w
2 loci, a efektywnosciq indukcji nowotworowej wyrazonq ilosciq guzow u
Jjednego szczura, jak rowniez maksymalng masq guza u jednego szczura. Bardzo
interesujqcym materialem do badan, ze wzgledu na obecnosé niestabilnosci
mikrosatelitarnych, jest tkanka okofonowotworowa.
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W ostatnich latach jednym z wiodacych celéw nauki o zywieniu stato si¢
badanie, w jaki sposob sktadniki zywnosci moga wptywac na materiat genetyczny.
Nutrigenomika opisuje biologiczne i statystyczne interakcje pomigdzy zwiazkami
chemicznymi w zywnoS$ci a genami, bada w jaki sposob sktadniki zywnosciowe
moga wplywaé na réwnowagg migdzy stanem choroby, a stanem zdrowia poprzez
wplyw na ekspresj¢ genow lub/i struktur¢ genomu (1). W pismiennictwie brakuje
danych dotyczacych wptywu sktadnikéw diety na mechanizmy zmian genetycznych
prowadzacych do rozwoju raka piersi, brakuje rowniez danych dotyczacych jedno-
litego modelu z zastosowaniem zwierzat do prowadzenia tego typu badan (2-4).

Bardzo interesujacym markerem do badan z dziedziny nutrigenomiki wydaje si¢
by¢ niestabilno$¢ mikrosatelitarna. Liczne prace potwierdzaja wystgpowanie zmian
w mikrosatelitarnych sekwencjach DNA w raku piersi (5).

Celem badania byta pilotazowa ocena wystepowania niestabilnos$ci sekwencji
mikrosatelitarnych w DNA guzéw i tkance okotonowotworowej szczuréw trak-
towanych w celu wywotania nowotworu piersi 7,12-dimetylobenzo[a]antracenem, w
odniesieniu do DNA izolowanego z tkanki watrobowej zwierzat nie otrzymujacych
czynnika kancerogennego. Badaniem objgto nastgpujace sekwencje mikrosateli-
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tarne: D1Mgh6 (wielko$¢ produktu PCR 127), D3Mgh7 (wielko$¢ produktu PCR
128 pz), D3Mgh9 (wielkos¢ produktu PCR 125 pz), D8Mghl1 (wielko$¢ produktu
PCR 146 pz).

MATERIAL I METODY

Materiatem do badan byly guzy, tkanka okotonowotworowa oraz watroby samic
szczurdw szczepu Sprague —Dawley (n=16). Zwierzgta pochodzily z Pracowni
Zwierzat Laboratoryjnych Katedry i Zaktadu Patologii Ogolnej i Do$wiadczalne;j
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Badania uzyskaty zgode Komisji
Etycznej przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym.

Zwierzegta mialy  zapewniony ciagly dostep do wody i paszy. Dodatkowo
suplementowane byly genisteing w polaczeniu z cynkiem. Przebywaly w
pomieszczeniu o statej temperaturze oraz o kontrolowanym fotookresie noc/dzien
(12h/dzien).

Guzy i tkanki okotonowotworowe (losowo wybrane do badan) uzyskano
od szczuréw (n=10), ktéorym w 50 i 80 dniu zycia podano, w celu wywotania
nowotworu sutka, sonda dozotadkowa 7,12-dimetylobenzo[a]antracen w oleju
rzepakowym, w dawce 80 mg/kg masy ciala. Dodatkowo badania niestabilnos$ci
mikrosatelitarnej wykonano w DNA pochodzacym z tkanki watrobowej szczuréw
nie traktowanych DMBA, a ktére przebywaly w identycznych warunkach jak
zwierzgta z grupy pierwszej, jak rowniez otrzymywaly ta sama diet¢ (n=6). W
badaniu patomorfologicznym, indukowane DMBA guzy zostaly zidentyfikowane
jako adenocarcinoma sutka. Na og6t rak gruczotowy sutka wystepowat w II 1 I1I
stopniu ztosliwosci histologicznej. Nie stwierdzono wystepowania spontanicznych
nowotwordw w grupie nie otrzymujacej DMBA.

Wybdér markerow mikrosatelitarnych oraz metody procedur analitycznych
zostaty dokonane w oparciu o dane opracowane przez Dahiya i wspotpr. (6). Analize
wybranych sekwencji mikrosatelitarnych przeprowadzono metoda elektroforezy na
zelach poliakrylamidowych barwionych bromkiem etydyny. Powielanie sekwencji
DNA przeprowadzono metoda tancuchowej reakcji polimerazy PCR. Niestabilno$¢
mikrosatelitarng oceniano na podstawie braku amplikonu badz obecnosci dodat-
kowego amplikonu, o innej wielko$ci, w zelu, w probie badanej w poréwnaniu
do tkanki kontrolnej, oznaczajacego delecj¢/insercj¢ pojedynczego nukleotydu w
badanej sekwencji DNA (7).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Dla lepszego zrozumienia mechanizmoéw prowadzacych do rozwoju raka piersi u
ludzi, w badaniach laboratoryjnych czgsto wykonuje si¢ eksperymenty na szczurach
traktowanych 7,12-dimetylobenzo[a]antracenem. Nowotwory sutka indukowane
chemicznie u szczuréw sa podobne do ludzkiego raka piersi pod wieloma wzglgdami,
w tym histopatologicznie, pochodzeniem z komodrek nabtonka gruczotu piersiowego,
zaleznoscia od hormonéw jajnika i rozwojem guza (8).
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W zastosowanym modelu badawczym efektywnos$¢ indukcji nowotworowej za
pomoca DMBA wynosita 90% (9/10 szczurow) (tabela 1).

Tabela 1.Efektywnos¢ indukcji nowotworowej u szczuréw traktowanych DMBA
Table 1. Effectiveness of the tumors induction at treated DMBA rats

Efektywnos$¢ induk- numer szczura
cji nowotworowe;j

1B 2B 3B | 4B | 5B 6B 7B 8B 9B 10B

czas pojawienia sie
pierwszego guza

u szczura [tydzien 17 17 16 16 17 18 brak | 18 15 17
zycia szczurow]

liczba guzow 3 4 6 6 3 1 brak | 2 brak da- 3

nych
maksymalnamasa | 4 g5 | g 71 | 7,14 | 339 | 9,05 | 14,68 | brak | 9,14 | Prakda |4 44
guza [g] nych

Pierwsze palpacyjnie wyczuwalne guzy pojawily si¢ w 15 tygodniu zycia
zwierzat, czyli 3 tygodnie po podaniu drugiej dawki DMBA (w 80 dniu zycia).
Wystgpowaty zarowno guzy pojedyncze, jak i mnogie — maksymalnie do 6/szczura,
a masa poszczegolnych guzow dochodzita nawet do 15 g (14,68g).

Sposrdéd  czterech badanych markerow niestabilno$¢ mikrosatelitarng
stwierdzono w przypadku mikrosatelit DIMgh6 oraz D3Mgh9 (tabela 2). W
przypadku DIMgh6 loci niestabilno$¢ dotyczyta 2 probek guzéw (20%) oraz
3 probek tkanki okolonowotworowej (43%), natomiast w przypadku D3Mgh9
az 100% guzow, 100% probek tkanki okotonowotworowej oraz 50% probek
watroby. Niestabilno$¢ mikrosatelitarna w przypadku 2 loci stwierdzono dla prébek
pochodzacych od szczuréw oznaczonych numerami 8B i 10B - guzy nowotworowe,
5B, 8B i 10B — tkanka okotonowotworowa. Przeprowadzone badania nie wykazaty
zaleznosci migdzy wystgpowaniem niestabilnosci w 2 loci, a efektywnoscia indukcji
nowotworowej wyrazonej iloscia guzow u jednego szczura, jak rowniez maksymalna
masa guza u jednego szczura. Stabilno$¢ mikrosatelitarna w przypadku wszystkich
badanych prébek stwierdzono w przypadku mikrosatelit D3Mgh7 oraz D8Mghl11.
Bardzo interesujacym materiatem do badan, ze wzgledu na obecnos$¢ niestabilnosci
mikrosatelitarnych, jest tkanka okolonowotworowa. W pismiennictwie brakuje
danych dotyczacych tej tkanki. Tkanka okolonowotworowa jako tkanka prawidlowa
powinna wykazywac cechy charakterystyczne dla materiatu kontrolnego. W zwiazku
z uzyskanymi wynikami badan nasuwa si¢ pytanie czy obecno$¢ niestabilnosci
sekwencji mikrosatelitarnych w tkance otaczajacej guz piersi moze $wiadczy¢ o
rozprzestrzenianiu si¢ komorek nowotworowych na sasiednie tkanki.

W badaniach wystepowania niestabilnosci mikrosatelitarnych w nowotworach
piersi w modelu z zastosowaniem szczurow oprocz DMBA stosowane sa rowniez
inne zwiazki. Najczesciej badanym materiatem sa guzy i krew badz probki watroby,
z pomini¢ciem tkanki okotonowotworowej (5,9-10).
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Dahiya 1 wspolpr. (6) przebadali 27 roznych markerow mikrosatelitarnych
wystepujacych na chromosomach 1, 3, 5, 7, 8 DNA wyizolowanego z
guzéw pochodzacych od szczurdw z nowotworami piersi indukowanymi
metylonitrozomocznikiem (50 mg/kg masy ciata). Wykazali, ze w 30% (9/30)
przypadkow badanych probek niestabilno§¢ mikrosatelitarna wystgpowata w
minimum 1 locus: sze$¢ przypadkow M1 stwierdzono dlaloci DSMit11, D5SMgh3, pig¢
dlaloci D1Mit14, D1Mgh6, D5SMgh5, D8Mgh10, cztery dla loci D1Mgh2, D3Mgh7,
dwa dla loci D7Mitl1. Toyota i wspotpr. (11) zbadali niestabilno$¢ mikrosatelitarna
62 markerow DNA guzéw szczurdéw traktowanych w celu wywotania nowotworu
piersi (adenocarcinoma) 2-amino- 1 -metylo-6-fenyloimidazo[4,5-b]pirydyna (PhIP)
badz 7,12-dimetylobenzo[a]antracenem. Zmiany dtugo$ci analizowanych sekwencji
wystepowaly w 60% (9/15) probek pochodzacych od zwierzat traktowanych PhIP
1w 17% (2/12) prébek pochodzacych od zwierzat otrzymujacych DMBA, w tym
mutacje w 4 loci: D3Mgh9, DIMit3, D20Mghl, TNF wykryto tylko w jednej
analizowanej probce, pochodzacej od szczura traktowanego PhIP. Watanabe i
wspolpr. (12) nie wykazali wystgpowania niestabilnosci mikrosatelitarnych u
szczurow traktowanych PhIP.

WNIOSKI

Przeprowadzone badania nie wykazaly zalezno$ci migdzy wystgpowaniem
niestabilno$ci mikrosatelitarnej w 2 loci, a efektywno$cia indukcji nowotworowe;j
wyrazonej ilo$cia guzéw u jednego szczura, jak réwniez maksymalna masa guza
u jednego szczura. Bardzo interesujacym materialem do badan, ze wzgledu na
obecno$¢ niestabilnos$ci mikrosatelitarnych, jest tkanka okotonowotworowa. Istnieja
przestanki do prowadzenia dalszych badan w kierunku poznania mechanizmow
oddziatywania sktadnikow diety na czgstotliwo$¢ wystepowania niestabilnosci
mikrosatelitarnych z zastosowaniem wypracowanego modelu badawczego, a
szczegoblnie z uwzglednieniem w badaniach tkanki okotonowotworowe;j.

B. Bobrowska, D. Skrajnowska, A. Tokarz, K. Szpaderska

MICROSATELLITE INSTABILITY AS THE POTENTIAL MARKER FOR NUTRIGENOMICS
EXAMINATIONS

Summary

The aim of the present study was to assess the frequency of microsatellite instability (D1Mgh6, D3Mgh7,
D3Mgh9, D8Mghl11) in DNA of tumors and around tissues of rats with mammary cancer induced with
7,12-dimethylbenz[a]anthracene, with reference to DNA isolated from hepatic tissues of rats not receiving
the carcinogenic factor.

Out of four examined markers the microsatellite instability was stated in the case of microsatellites
D1Mgh6 and D3Mgh9. The results indicate that there is not a positive correlation between the frequency
of microsatellite instability in 2 loci and the intensity of DMBA induced carcinogenicity. The around tis-
sue, on account of the presence of microsatellite instabilities, is very interesting material for examinations.
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