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Celem badania byta ocena wystgpowania niestabilnosci sekwencji D1Mgho,
D5Mitll, D5Mgh3, DI5Mgh4, D18Mgh3 DNA izolowanego z krwi i guzow
szczurow, traktowanych w celu wywolania nowotworu sutka 7,12-
dimetylobenzo[a]antracenem. Celem pracy byta ocena wybranych sekwencji
mikrosatelitarnych pod kqtem mozliwosci ich wykorzystania w charakterze
markera w badaniach oddziatywania sktadnikow diety na genom, jako wstgp do
badan nutrigenomicznych. W wyniku przeprowadzonych badan, wystgpowanie
niestabilnosci mikrosatelitarnej stwierdzono w przypadku 22% probek guzow
dla sekwencji DIMgh6. Nie wykazano wystgpowania niestabilnosci dla
DIMgh6 we krwi szczurow zaréwno traktowanych, jak i nie traktowanych
DMBA (material odniesienia). Stabilnos¢ mikrosatelitarna wystgpowata w
przypadku sekwencji D5SMitll, D5Mgh3, DI5Mgh4, DI8Mgh3, zaréwno w
guzach, jak i w krwi badanych zwierzqt, bez wzgledu czy otrzymywaly czynnik
kancerogenny czy tez nie.
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W Polsce rak sutka stanowi okoto 12% wszystkich zachorowan na nowotwory,
bedac na pierwszym miejscu wsrod nowotworéw dotykajacych kobiety oraz na
pierwszym miejscu jako przyczyna zgondw kobiet (1).

Pomimo licznych badan prowadzonych w réznych dziedzinach nauki, w tym
badan genetycznych, nadal nie udato si¢ uzyska¢ wiarygodnego markera, ktory
umozliwitby wykrywanie tworzenia nowotworu na etapie inicjacji, jak réwniez
brakuje danych dotyczacych oceny wplywu diety na rozw6j procesu patologicznego
2).

Dla lepszego zrozumienia mechanizmoéw prowadzacych do rozwoju raka piersi u
ludzi, w badaniach laboratoryjnych czesto wykonuje si¢ eksperymenty na szczurach
traktowanych 7,12-dimetylobenzo[a]antracenem. Nowotwory sutka indukowane
chemicznie u szczuré6w sg podobne do ludzkiego raka piersi pod wieloma
wzgledami, w tym histopatologicznie, pochodzeniem z komoérek nabtonka gruczolu
piersiowego, zalezno$cig od hormondw jajnika i rozwojem guza (3).

Celem badania byla ocena wystepowania niestabilno$ci  sekwencji
mikrosatelitarnych  (MI) w DNA guzéow wyindukowanych 7,12-dimetylo-
benzo[a]antracenem u szczuréw, w odniesieniu do DNA izolowanego z krwi
zwierzat otrzymujacych badz - nie czynnik kancerogenny. Badaniem objeto
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nastepujace sekwencje mikrosatelitarne: D1Mgh6 (wielko$¢ produktu PCR 127 pz),
D5Mitl1 (wielkos$¢ produktu PCR 145 pz), D5Mgh3 (wielko$¢ produktu PCR 102
pz), D15Mgh4 (wielkos¢ produktu PCR 122 pz), D18Mgh3 (wielkos¢ produktu
PCR 171 pz). Celem pracy byla zatem ocena wybranych sekwencji
mikrosatelitarnych pod katem mozliwosci ich wykorzystania jako markera w
badaniach oddziatywania sktadnikéw diety na genom, co mogltoby stanowi¢ wstep
do badan nutrigenomicznych.

MATERIAL I METODY

Materiatem do badan byly guzy i krew pelna samic szczuréw szczepu Sprague—
Dawley (n=15). Zwierzeta pochodzity z Pracowni Zwierzat Laboratoryjnych
Katedry i Zaktadu Patologii Ogdlnej i Do$wiadczalnej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego. Badania uzyskaty zgode Komisji Etycznej przy Warszawskim
Uniwersytecie Medycznym.

Zwierzeta miaty zapewniony ciaggly dostep do wody i paszy (mieszanka LAB-H,
wytwornia pasz Andrzej Morawski, ul. Zurawia 19, 89-240 Kcynia). Przebywaty w
pomieszczeniu o statej temperaturze oraz o kontrolowanym fotookresie noc/dzien
(12h/dzien).

Szczurom w 50 dniu Zycia podano jednorazowo sonda dozotadkowa 7,12-
dimetylobenzo[a]antracen (7,12-dimethylbenz[a]anthracene, nr katalogowy: D 3254,
Sigma, Chemical CO 14 508 St. Louis MO 63178, USA) w oleju rzepakowym, w
dawce 80 mg/kg masy ciata, w celu wywotlania nowotworu sutka (n=9). Dodatkowo
badania niestabilno$ci mikrosatelitarnej wykonano w DNA krwi szczuré6w nie
traktowanych DMBA, a ktore przebywaty w identycznych warunkach jak zwierzeta
z grupy pierwszej, jak rdwniez otrzymywaly t¢ sama diet¢ (n=6). W badaniu
patomorfologicznym, indukowane DMBA guzy zostaly zidentyfikowane jako
adenocarcinoma sutka. Na og6t rak gruczotowy sutka wystepowat w 11 i III stopniu
ztosliwosci  histologicznej. Nie stwierdzono wystepowania spontanicznych
nowotwordw w grupie nie otrzymujacej DMBA.

Wyboér markeréw mikrosatelitarnych oraz metody procedur analitycznych zostat
dokonany w oparciu o dane opracowane przez Dahiya i wspotpr. (4) i Toyota i
wspoétpr. (5) z kilkoma wiasnymi modyfikacjami. Analiz¢ wybranych sekwencji
mikrosatelitarnych ~ przeprowadzono  metodg  elektroforezy na  zZelach
poliakrylamidowych badz agarozowych barwionych bromkiem etydyny. Powielanie
sekwencji DNA przeprowadzono metoda tancuchowej reakcji polimerazy PCR.
Niestabilno$¢ mikrosatelitarng oceniano na podstawie obecno$ci dodatkowego
amplikonu w Zelu o innej wielkosci w probie z tkanki w poréwnaniu do proby z
krwi, oznaczajacego delecje/inercje pojedynczego nukleotydu w badanej sekwencji
DNA.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W  wyniku  przeprowadzonych  badan, wystgpowanie  niestabilno$ci
mikrosatelitarnej stwierdzono w dwoch z dziewigciu probkach guzéow (22% probek)
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w przypadku sekwencji DIMgh6 (ryc. 1). Nie wykazano wystgpowania
niestabilnosci dla D1Mgh6 we krwi szczuréw zarowno traktowanych, jak i nie
traktowanych DMBA. Stabilno§¢ mikrosatelitarna wystepowata w przypadku
sekwencji D5Mitl1, D5Mgh3, D15Mgh4, D18Mgh3 (ryc. 1), zarowno w guzach,
jak i krwi badanych zwierzat, bez wzgledu na obecno$¢ lub — nie czynnika
kancerogennego.

a) 3B 4B 4B 5B 6B 7B 8B 8B 9B K
guzl guz4 guz2

501+481
404
331

242

190 Produkt
147 127 bp.
111+110 100
<— wystgpowanie niestabilno$ci mikrosatelitarnej.
b) 3B 4B 4B 5B 6B 7B 8B 8B 9B K
guzl guz4 guz2
501+481
404
331
242
190
147 Produkt
111+110 145 bp.

Ryec. 1. Analiza niestabilnosci mikrosatelitarnych, markeréw a) D1Mgh6 (127 pz), b) D5Mitl1 (145 pz),
w guzach szczuréw traktowanych DMBA.

Fig. 1. The analysis of microsatellite instability of markers D1Mgh6 (a) and D5Mitl11 (b), in tumor rats
treated by DMBA.
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Z analizy uzyskanych danych wynika, ze wypracowanie modelu badawczego
efektywnie laczacego w sobie proces nowotworowy, niestabilno§¢ sekwencji
mikrosatelitarnych, jak réwniez nutrigenomike¢ jest bardzo trudne. Podobna ocene
wyrazajg rowniez w swoich pracach inni autorzy.

Negatywne wyniki dotyczace wystepowania niestabilnosci mikrosatelitarnej u
zwierzat z guzami indukowanymi chemicznie uzyskali rowniez Weber i wspotpr. (6)
oraz Watanabe i wspotpr. (7). Weber i wspélpr. (6) analizujac materiat pochodzacy
od szczurow, u ktorych chemicznie wywotywano migsaki (sarcoma), stwierdzili, ze
zadna sposrod 140 analizowanych sekwencji, nie wykazata niestabilnosci
mikrosatelitarnej w DNA pochodzacym z tkanki nowotworowej w odniesieniu do
materiatu kontrolnego, ktorym byta tkanka prawidlowa. Podobne rezultaty uzyskali
Watanabe i wspotpr. (7), ktorzy do indukcji nowotworu sutka u samic szczurow
uzyli PhIP. W zadnym z 21 analizowanych loci badacze nie zaobserwowali zmiany
dlugosci sekwencji mikrosatelitarnych. Eksperyment wykazat natomiast duzg liczbe
mutacji punktowych, ktore powigzano ze zjawiskiem niestabilno$ci pojedynczego
nukleotydu, ang. single nucleotide instability, SNI.

Sjoling i wspoltpr. (8) poddali analizie material uzyskany od szczuréw, ktorym
podawano DMBA w celu wywotania nowotworu typu fibrosarcoma. Autorzy
zbadali, pod katem wystgpowania niestabilno$ci, az 215 mikrosatelitarnych loci,
rozproszonych po wszystkich chromosomach. Eksperyment wykazat liczne
przypadki wystepowania zmian loci mikrosatelitranych w materiale pochodzagcym z
objetych procesem nowotworowym tkanek, zmiany te wystepowaly najczgsciej w
sekwencjach ulokowanych na chromosomach 1 i 2. Yamasaki i wspoétpr. (9) poza
stwierdzeniem niestabilno$ci mikrosatelitarnej w materiale pochodzacym od
szczuréw z indukowanymi brodawczakami, wykazali takze, iz komorki, w ktorych
dochodzi do zmian sekwencji mikrosatelitarnych sg bardziej podatne na
wystgpowanie mutacji genéw zaangazowanych w procesy kancerogenezy.

Dane dotyczace wystepowania zjawiska niestabilno$ci mikrosatelitarnej u ludzi z
chorobg nowotworowa piersi takze sg zroznicowane. Rush i wspétpr. (10). zbadali
materiat pochodzacy od 47 kobiet z pierwotnym guzem piersi, postugujac si¢ do
oceny MI siedmioma markerami mikrosatelitarnymi: TP53, D17S1291, D17S855,
D17S856, D17S807 — ulokowanymi na chromosomie 17, 1GF1R znajdujacym sie
na chromosomie 159 oraz D19S75 — ulokowanym na chromosomie 19. Zmiang
dlugosci sekwencji mikrosatelitarnych wykryto w ponad 28% guzdéw, z czego
prawie 11% charakteryzowato si¢ zmiang w co najmniej dwoch analizowanych loci.
Powierska-Czarny i wspotpr. (11) poddali analizie materiat pochodzacy od 70
pacjentek chorych na raka piersi pod katem wystepowania MI oraz utraty
heterozygotycznosci. Autorzy w badaniu tym postuzyli si¢ szeScioma markerami
mikrosatelitarnymi: HUMD1S103, HUMTHO1, HUMD21S11, HUMD18S51,
HUMFIBRA oraz HUMAMGXY. U 6 (8%) sposréd 70 pacjentek objetych
badaniem stwierdzono Ml-pozytywne guzy, a w guzach pochodzacych od 31 kobiet
(44%) wykryto utrate heterozygotyczno$ci. Natomiast wedlug Anbazhagana i
wspotpr. (12) niestabilno$¢ mikrosatelitarna jest bardzo rzadkim zjawiskiem w raku
piersi. Do tego wniosku doszli oni analizujac 267 probek guzéw uzyskanych od
kobiet chorych na raka piersi, z wykorzystaniem az 104 markerow
mikrosatelitarnych ulokowanych na 11 chromosomach. Jedynie w 10 przypadkach



Nr 3 Niestabilno$¢ mikrosatelitarna jako marker w raku piersi 501

na ponad 10000 wykonanych reakcji amplifikacji wybranych sekwencji
mikrosatelitarnego DNA, autorzy odnotowali zmiang dlugosci produktu PCR w
probkach badanych w odniesieniu do materiatu kontrolnego, ktéorym bylo DNA
wyizolowane ze zdrowych tkanek. Badacze stwierdzili rowniez brak mutacji genow
naprawy typu mismatch w analizowanych guzach.

WNIOSKI

1. W wyniku przeprowadzonych badan, wystgpowanie niestabilnosci
mikrosatelitarnej stwierdzono w przypadku 22% probek guzéw dla sekwencji
D1Mgh6. Nie wykazano wystepowania niestabilnosci dla DIMgh6 we krwi
szczuré6w zarowno traktowanych, jak 1 nie traktowanych DMBA (materiat
odniesienia).

2. W zastosowanym modelu badawczym, nie wykazano wystepowania
niestabilno$ci mikrosatelitarnej w przypadku sekwencji D5Mitll, D5Mgh3,
D15Mgh4, D18Mgh3, zarébwno w guzach, jak i we krwi badanych zwierzat, bez
wzgledu na fakt otrzymywania lub nie-czynnika kancerogennego.

3. Woystepowanie niestabilnosci mikrosatelitarnej w przypadku sekwencji
DI1Mgh6 daje podstawe do poszukiwania, W zastosowanym modelu badawczym,
nast¢pnych markerdw do badah nutrigenomicznych.

B. Bobrowska, D. Skrajnowska, A. Tokarz, M. Kaminska
MICROSATELLITE INSTABILITY MARKERS IN MAMMARY CELLS
Summary

The aim of the present study was to investigate the effect of 7,12-dimethylbenz[a]anthracene on
microsatellite instability at D1Mgh6, D5Mitl1l, D5Mgh3, D15Mgh4, D18Mgh3 loci within the rat
genome. In this study we examined the possible role of microsatellite instability as a marker for
detection dietary interventions on the development of mammary cancer.
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