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Celem badan bylo sprawdzenie mozliwosci zastosowania zjawiska niestabil-
nosci pieciu wybranych sekwencji mikrosatelitarnych (fragmentow DI1Mgh6,
D5Mitll, D15Mgh4, D18Mgh3, D5Mgh3) we krwi u szczurow traktowanych
7,12-dimetylobenzo[a]antracenem do diagnozowania wczesnych etapow nowo-
tworu piersi, jak rowniez oceny wplywu skltadnikow diety na powstawanie biow-
skaznika i przebieg procesu nowotworzenia.

Hasta kluczowe: niestabilno$¢ sekwencji mikrosatelitarnych, kancerogeneza,
DMBA.
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Obecnie na calym $wiecie duzo uwagi poswigca si¢ badaniom dotyczacym niesta-
bilnosci sekwencji mikrosatelitarnych pod katem mozliwosci ich wykorzystania do
diagnozowania wczesnych etapdw rozwoju standw patologicznych. Bardzo waznym
elementem tych prac jest uwzglednienie wplywu czynnikdéw dietetycznych na powsta-
wanie i reagowanie wybranego biowskaznika w przebiegu procesu chorobowego.

Okoto 30% genomu cztowieka tworzg tzw. sekwencje powtarzajace si¢, wsrdd
ktérych na szczegolng uwage zastuguja te, ktore maja utozenie tandemowe i formu-
ja tzw. satelitarny DNA. Satelitarny DNA stanowi ok. 10% genomu i dzieli si¢ na 3
frakcje: makro-, mini-, mikrosatelitarny DNA (1).

Odcinki mikrosatelitarnego DNA nie sa dtuzsze od 1 kz, sktadaja si¢ z ok. 10—
—100 powtorzen okreslonej sekwencji 2—6 zasad (ryc. 1). Najczgsciej wystgpujacymi
sekwencjami mikrosatelitarnymi w genomach wigkszosci gatunkow sg powtdrzenia
dwunukleotydowe. Czgsto wystepuja uktady typu: (AC)n, (AGC)n, (AATG)n (A-
adenina, G-guanina, C-cytozyna, T-tymina). Funkcjq badz/i efektem obecnosci mi-
krosatelit w genomie sa: organizacja chromatyny (organizacja chromosomoéw, struk-
tura DNA, struktura telomerdw i centromerdw), regulacja proceséw metabolicznych
w DNA (replikacja, rekombinacja, cykl komérkowy) oraz regulacja dziatania genow
(transkrypcja, translacja, wigzanie biatek) (1, 2, 3).

Zmiennos¢ sekwencji mikrosatelitarnych moze by¢ skutkiem zachodzacych
w tych regionach mutacji, prowadzacych w konsekwencji do rozwoju procesu pa-
tologicznego. Zjawisko to okreslamy mianem niestabilno$ci mikrosatelitarnej (MI).
Im dtuzszy motyw tym wigksze tempo mutacji. Badania niestabilno$ci sekwencji
mikrosatelitarnych coraz czgsciej wykorzystywane sa jako narzedzie w klasyfikacji
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Ryec. 1. Zjawisko wystgpowania sekwencji mikrosatelitarnych w DNA (2).
Fig. 1. Occurrence of microsatellite sequences in DNA (2).

roznych typdéw chorob w tym: nowotworow, chordb uktadu nerwowego, przewodu
pokarmowego, ptuc (1, 2, 3).

Niestabilno$¢ mikrosatelitarna zostata po raz pierwszy opisana w dziedzicznych
niepolipowatych rakach jelita grubego. Wystgpuje ona w wigkszosci przypadkow
tego typu nowotworu (55-86%). Czgstos¢ obecnosci MI zwiazana jest ze stopniem
klinicznego zaawansowania choroby, w tym przerzutami, stopniem zrdznicowania
histopatologicznego nowotworu, jak réwniez przezywalnoscig. Niestabilno§¢ mi-
krosatelitarng stwierdzono ponadto w rakach endometrium, sutka, zotadka, trzustki,
jajnika, prostaty, ptuc, miedniczek nerkowych i moczowodu (1, 3).

W badaniach prowadzonych przez Mayall i wspotpr. (4), w ktorych uczestniczyto
17 kobiet chorych na raka piersi niestabilno$¢ mikrosatelitarna stwierdzono w 3
z badanych probek guzow i w 1 z badanych probek surowicy. U jednej z pacjen-
tek niestabilnos¢ sekwencji FgA wystepowata zarowno w surowicy, jak i zmie-
nionej nowotworowo tkance. Badania dotyczyly nastgpujacych sekwencji mikro-
satelitarnych: AR(X), ACTBP2, UT762, D14, DRLPA, FgA, 15q11, GGAA4DO07,
GGA2E02, D18S34, D17S513. Silva i wspotpr. (5) zbadali wystgpowanie poli-
morfizmu 6 markerow (D17S855, D17S654, D16S421, TH2, D10S197, D9S161)
i mutacje w genie TP53 w surowicy i guzach u 142 pacjentdéw, u ktorych zdiagno-
zowano nowotwor piersi. Niestabilnosci w minimum jednym markerze zaobserwo-
wano w 73% (104/142) analizowanych probek tkanki guza oraz w 43% (61/142)
probek surowicy. Wykazano zalezno$¢ wystgpowania MI od wielko$ci guza, etapu
rozwoju stanu patologicznego, okresu przezycia po usunig¢ciu guza. Niestabilnosci
wybranych biowskaznikdéw nie stwierdzono w zadnej z 35 badanych prébek suro-
wicy pochodzacych od zdrowych oséb. Zbiorcze zestawienie uzyskanych wynikéw
badan dotyczacych wystgpowania niestabilnosci mikrosatelitarnych w réznego typu
nowotworach u ludzi przedstawili Fleischhacker 1 Schmidt (3).

Dahiya 1 wspolpr. (6) przebadali 27 réznych markerow mikrosatelitarnych wy-
stgpujacych na chromosomach 1,3,5,7,8 DNA wyizolowanego z guzéow pochodza-
cych od szczurow z nowotworami piersi indukowanymi metylonitrozomocznikiem
(50 mg/kg masy ciata). Wykazali, ze w 30% (9/30) przypadkow badanych probek
niestabilno$¢ mikrosatelitarna wystgpowata w minimum 1 locus (doktadna lokali-
zacja genu na chromosomie): sze$¢ przypadkow MI stwierdzono dla loci D5Mitl1,
D5Mgh3, pig¢ dla loci DIMitl4, D1Mgh6, D5MghS5, D8Mghl10, cztery dla loci
D1Mgh2, D3Mgh7, dwadlaloci D7Mitl1. Toyota i wspotpr. (7) zbadali niestabilnos¢
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mikrosatelitarng 62 markeréw DNA guzow szczurdw traktowanych w celu wywo-
tania nowotworu piersi (adenocarcinoma) 2-amino-1-metylo-6-fenyloimidazo[4,5-
b]pirydyna (PhIP) badz 7,12-dimetylobenzo[a]antracenem (DMBA). Zmiany dtu-
gosci analizowanych sekwencji wystgpowaty w 60% (9/15) prébek pochodzacych
od zwierzat traktowanych PhIP i w 17% (2/12) probek pochodzacych od zwierzat
otrzymujacych DMBA, w tym mutacje w 4 loci: D3Mgh9, DIMit3, D20Mghl, TNF
wykryto tylko w jednej analizowanej probee, pochodzacej od szczura traktowane-
go PhIP. W przypadku zwierzat traktowanych DMBA niestabilnosci wystepowaty
w loci: D15Mgh4 oraz D18Mgh3, natomiast w przypadku szczuréw otrzymujacych
PhIP MI wykryto w loci: D3Mgh9, D9Mit3, D20Mghl, TNF, D6Mgh3, D20Mitl,
PND, MT1PA, DXmghl, TNF, D2N91, D16Mgh3, RBP-2, D6Mgh7, D2Mit2, TAT,
REN, D14Mgh2.

Celem badan byta préba oceny niestabilnosci pigciu wybranych sekwencji mi-
krosatelitarnych we krwi szczurow traktowanych, w celu wywotania nowotworu,
7,12-dimetylobenzo[a]antracenem w odniesieniu do zwierzat nie traktowanych
czynnikiem kancerogennym. Badania dotyczyty nastepujacych sekwencji mikrosa-
telitarnych: D1Mgh6 (wielko$¢ produktu PCR 127 par zasad), D5Mitl1 (wielkos¢
produktu PCR 145 par zasad), D5SMgh3 (wielko$¢ produktu PCR 102 par zasad),
D15Mgh4 (wielkos¢ produktu PCR 122 par zasad), D18Mgh3 (wielkos¢ produktu
PCR 171 par zasad), wybranych na podstawie danych z piSmiennictwa. Celem pod-
jetych badan byta ocena wybranych sekwencji mikrosatelitarnych pod katem moz-
liwosci ich wykorzystania do diagnozowania wczesnych etapow i ryzyka rozwoju
nowotwordw piersi, jak rowniez mozliwosci oceny wptywu oddziatywania sktadni-
kéw diety, w tym zwigzkéw polifenolowych, olejéw roslinnych, pierwiastkdw, na
ich powstawanie.

MATERIAL I METODY

Materialem do badan byta krew samic szczurow szczepu Sprague-Dawley. Zwie-
rzeta pochodzity z Pracowni Zwierzat Laboratoryjnych Katedry i Zaktadu Patolo-
gii Ogdlnej i Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Warszawie. Badania na
zwierzgtach uzyskaty zgode Komisji Etycznej przy Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym. Szczury mialy zapewniony ciagly dostep do wody i paszy, przetrzy-
mywane byly w pomieszczeniu o stalej temperaturze i kontrolowanym fotookresie
(12 h/dzien). Zwierzgta podzielono na dwie grupy: grupa I, szczury ktére otrzymaty
w celu wywolania nowotworu piersi jednorazowo DMBA w dawce 80 mg/kg mc
w oleju rzepakowym (n = 9, masa ciala 195 g, ryc. 2 — numer analizy 8—15); grupa
II, zwierzgta, nie traktowane DMBA (n = 6, masa ciala 208 g, ryc. 2 — numer anali-
zy 1-7). Krew szczuréw pochodzita z wezesnej fazy tworzenia nowotworu, okresu
przed uformowaniem wyczuwalnego palpacyjnie guza (12 tydzien zycia zwierzat).

Analiz¢ wybranych niestabilno$ci mikrosatelitarnej wykonano na Zzelach polia-
krylamidowych barwionych azotanem srebra badz bromkiem etydyny wg metody
opartej o PCR na podstawie danych z pismiennictwa (6, 7). Chromosomalne DNA
z krwi szczuréw wyizolowano metoda opartg o zestaw do izolacji DNA z krwi mro-
zonej firmy A&A Biotechnology (Gdynia, Polska), zmodyfikowana.
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Przyktad uzyskanych wynikéw badan markerow fragmentu D1Mgh6 przedsta-
wiono na ryc. 2.
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Ryc. 2. Analiza niestabilnosci mikrosatelitarnych dla markera D1Mgh6 (wielkos$¢ produktu 127 pz) we
krwi u szczuréw traktowanych badz nie DMBA.

Elektroforeza poliakrylamidowa produktéw PCR, 12% zel poliakrylamidowy, wywotywanie — bromek
etydyny.

Fig. 2. D1Mgh6 microsatellite marker analysis in blond of rats treated or untreated with DMBA, 12 %
polyacrylamide gel electrophoresis, ethidium bromide staining.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Analiza wybranych sekwencji mikrosatelitarnych w zastosowanym modelu z in-
dukowaniem guzow piersi za pomoca 7,12-dimetylobenzo[a]antracenu u szczuréw
nie wykazata réznic w dlugosci wybranych fragmentéw DNA mikrosatelitarnego.
Warto podkresli¢, ze materiat badany pochodzit z wezesnej niewyczuwalnej palpa-
cyjnie fazy tworzenia si¢ guza.

Pomimo, ze w prezentowanych badaniach nie stwierdzono wystgpowania niesta-
bilnosci mikrosatelitarnych i w zwiazku z tym nie mozna byto ich wykorzysta¢ do
oceny wplywu diety na ich powstawanie, to w piSmiennictwie pojawia si¢ coraz
wigcej danych wskazujacych zaleznos$é oddziatywania sktadnikow diety na MI ma-
teriatu genetycznego. Manku (8) wykazat, ze suplementacja diety kwasami thusz-
czowymi rodziny omega 3 (2 g/dzien etylo-EPA w odniesieniu do placebo), powo-
duje znaczacy spadek w ilosci powtdrzen typu CAG (cytozyna, adenozyna, guani-
na) u pacjentow z choroba Huntingtona (HD), u ktérych wczesniej stwierdzono 44
1 wigcej powtorzen tego fragmentu. Warto dodaé, ze choroba mézgu Huntingtona
odznaczata si¢ wzrostem dtugosci tripletu CAG obecnego w genie zlokalizowanym
na chromosomie 4p16.3. Pacjenci z ta choroba maja od 36 do 100 powtorzen tego
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fragmentu, natomiast osoby nie dotknigte ta chorobg mieszcza si¢ w przedziale
30-60 powtodrzen. Najwigksza liczba powtérzen charakteryzuje pacjentow w po-
czatkowym stadium choroby. Sung i wspdtpr. (9) podjeli probe analizy zaleznosci
wystepowania niestabilnosci mikrosatelitarnych od nawykow zywieniowych u pa-
cjentéw z rakiem okreznicy. Wykazali oni odwrotng korelacje migdzy wystepowa-
niem MI, a spozywaniem ryboflawiny. Cravo i wspotpr. (10) badali wptyw suple-
mentacji kwasu foliowego u pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego
na niestabilno$¢ nastgpujacych markerow: D1S216, D2S118, D3S1298, D3S1611,
D5S404, D8S260, D17S783, D18S440, D22S282. DNA zostalo wyizolowane
z probek w wyniku biopsji tkanek odbytnicy pacjentow. Materiat kontrolny stano-
wity limfocyty krwi obwodowej. Kolonoskopia zostala wykonana dwukrotnie — na
poczatku badan i po szesciu miesigcach, w ciggu ktorych czgs$é pacjentdw otrzy-
mywata kwas foliowy w ilosci 5 mg/dzien, podczas gdy reszta zazywata placebo.
Stwierdzono, ze tylko u jednego pacjenta wykazujacego MI, suplementacja kwasu
foliowego doprowadzita do normalizacji niestabilnosci mikrosatelitarnej w trzech
z szesciu badanych markeréw. Mozna by wysnu¢ wniosek, ze wynik ten jest spowo-
dowany btedem pobrania probek, jednak niestabilno$¢ mikrosatelitarna wystepowa-
fa w trzech pozostatych markerach, a pacjenci otrzymujacy placebo nie wykazywali
zadnych zmian. Autorzy zaobserwowali, ze stezenie kwasu foliowego w blonie §lu-
zowej jelita byto o 30-50% nizsze u pacjentéw wykazujacych MI.

Markery mikrosatelitarne sa coraz czgsciej wykorzystywane w celu oceny na-
razenia Srodowiskowego na substancje o charakterze genotoksycznym i mutagen-
nym. Zwiazkami, ktérym udowodniono indukcj¢ niestabilnosci mikrosatelitarnej
sa niektore pierwiastki. Hirose i wspotpr. (11) podjeli si¢ analizy niestabilnosci
mikrosatelitarnej u pacjenta dtugotrwale narazonego na zwigzki chromu, u ktérego
doszto do powstania guza w jamie nosowej. Zastosowano cztery markery mikro-
satelitarne: D2S123, D3S1067, TP53 i D18S474. Poréwnano DNA tkanki guza
z probkami otrzymanymi z blony §luzowej jamy nosowej nie objetej choroba oraz
z leukocytéw krwi obwodowej, jednak nie udalo si¢ stwierdzi¢ MI w zadnym z ba-
danych loci. Natomiast Kondo i wspdtpr. (12), ktérzy analizowali niestabilno$¢
mikrosatelitarng w szesciu loci (D3S647, D3S966, D3S1289, D5S346, D9S161,
TP53) wykazali, ze jest ona znaczaco wyzsza u pacjentow z nowotworem phuc na-
razonych na chrom w poréwnaniu z prébkami uzyskanymi od pacjentéw z nowo-
tworem ptuc nie deklarujacych ekspozycji na zwiazki chromu. Ghor i wspotpr. (13)
zastosowali trzy markery mikrosatelitarne — D6Mit3, D9Mit2 i D15Mghl w celu
sprawdzenia czy narazenie szczuréw in vivo na kadm indukuje niestabilno$¢ mi-
krosatelitarng w leukocytach zwierzat. Szczury zostaty podzielone na dwie grupy
— pierwsza otrzymala jednorazowa, doustng dawke chlorku kadmu stanowiaca 1/10
LDy, i stuzyta do oceny zatrucia ostrego. Grupa druga, stuzaca do oceny narazenia
przewlektego, otrzymywata przez cztery tygodnie, codziennie (oprocz niedziel),
doustna dawke CdCl, bedaca 1/30 LD,,. Probki krwi pobrano dwukrotnie, pierwsza
— stanowiaca jednoczesnie probe kontrolna — przed podaniem chlorku kadmu, dru-
23 24 h po podaniu ostatniej dawki badanego zwiazku. Po jednorazowym podaniu
kadmu nie zaobserwowano zmiany wielkosci alleli w zadnym z trzech badanych
loci. W badaniu narazenia przewlektego w kazdym badanym loci zaobserwowano
niestabilno$¢ mikrosatelitarna majaca postac delecji 2—3 par zasad lub addycji 3—6
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par zasad. Slebos i wspotpr. (14) badali wplyw kadmu przy uzyciu linii komoérko-
wej ludzkiego wiokniakomigsaka HT1080. Uzyli w tym celu trzech nastepujacych
markeréw mikrosatelitarnych: MycL1, D7S1482 1 DXS981. W badaniu wykazano,
ze ekspozycja na kadm powoduje indukcje¢ niestabilnos$ci mikrosatelitarnej w ludz-
kich komérkach linii HT1080.

WNIOSKI

Z przedstawionych danych wynika, ze ocena niestabilnosci mikrosatelitarnych,
mimo naszych niepowodzen wobec wybranych sekwencji, wydaje si¢ by¢ obie-
cujacym markerem zarowno w diagnostyce stanu nowotworowego, jak réwniez
w ocenie wptywu sktadnikow diety i jej zanieczyszczen na rozwoj procesu patolo-
gicznego.

B. Bobrowska, A. Tokarz, M. Kaminska

MICROSATELLITE INSTABILITY AS THE MARKER IN THE RESEARCH
OF THE IMPACT OF DIET ON CARCINOGENESIS

Summary

The aim of the present study was to assess instability of five selected microstallie sequences in the
blood of rats treated with 7,12-dimehtylbenz[a]anthracene administered to start carcinogenesis relative
to untreated rats. The five studied sequences were D1Mgh6, D5Mitll, DSMgh3, D15Mgh4, D18Mgh3.
It was attempted to assess the feasibility of using those sequences to diagnose early stages and the risk
of development of breast cancer, as well as to assay the feasibility of assessing the impact of elements of
the diet, including polyphenolic compounds, vegetable oils, microelements, on the development of breast
cancer. Analysis of selected microsatellite sequences in the applied model did not show differences in the
length of the selected DNA fragments.
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