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NiestabilnoS¢ genetyczna — jej znaczenie w procesie powstawania nowotworow
oraz diagnostyka laboratoryjna

Joanna Kozlowska, Izabela Y.aczmanska

Jednq z charakterystycznych cech komdrek nowotworowych jest niestabilnosc genetyczna, ktora moze si¢ ujawniac jako
zmiany: 1) cytogenetyczne — w postaci zwigkszonej liczby zlamari oraz aberracji liczbowych i strukturalnych chromosomow
(niestabilnosc¢ chromosomowa, CIN); 2) molekularne — jako niestabilnos¢ mikrosatelitarna (MSI), czyli zmiana diugosci
alleli powstata w wyniku zwigkszenia lub zmniejszenia liczby powtdrzen nukleotydowych i/lub niestabilnosc alleliczna — utrata
heterozygotycznosci (LOH), czyli delecja jednego z dwdch badanych alleli; lub/i 3) epigenetyczne — jako niestabilnosc
epigenetyczna wynikajgca z nieprawidtowej metylacji DNA, rearanzacji struktury chromatyny oraz zmian w budowie biatek
histonowych. Niestabilnos¢ genetyczna moze by¢ badana za pomocq roznorodnych technik, poczqwszy od cytogenetyki
klasycznej (np. barwienie prgzkow G), poprzez cytogenetyke molekularng (FISH, m-FISH, SKY, M-banding-FISH, CGH),
a takze metody biologii molekularnej.

Liczne badania przeprowadzone w ostatnich latach potwierdzajq zwigzek pomiedzy niestabilnosciq genetyczng i epigenetyczng,
a rozwojem choroby nowotworowej. Wiedza ta pozwala na poznanie i zrozumienie podstaw genetycznych transformacji
nowotworowej, a takze wykorzystana jest w diagnostyce i leczeniu nowotworow.

Genetic instability — its significance in cancer development
and laboratory diagnostics

Genetic instability is one of the characteristic features of cancer cells and it can be observed as (i) chromosomal instability
(CIN) with high number of breaks and/or numerical and structural chromosome aberrations (ii) molecular instability with
microsatellite instability (MSI) — as an alteration of allele length due to change of the number of nucleotide repeats and/or
allelic instability as loss of heterozygosity (LOH) — loss of one of two examined alleles and|/or (iii) epigenetic instability due to
DNA methylation pattern abnormalities, chromatin structure alterations or histone proteins modifications. Genetic instability
can be examined using a variety of laboratory techniques such as classical cytogenetics (G-banding), molecular cytogenetics
(FISH, m-FISH, SKY, M-banding-FISH, CGH) and biology molecular methods.

In recent years a number of studies have shown a correlation between genetic and epigenetic instabilities and cancer
development and progression. The results of these studies allow for a better understanding of the genetic basis of cancer
development and are helpful in cancer diagnostics and treatment.
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Wstep Nowotwory powstaja w wyniku kumulacji genetycz-
nych i epigenetycznych zmian w komorce. Proces ten
Choroby nowotworowe stanowia druga, po chorobach nazywany jest kancerogenezg i biora w nim udzial naste-
serca, przyczyn¢ zachorowan i zgonéw na calym Swiecie. pujace glowne grupy genow:
Dane opracowane przez Polska Uni¢ Onkologii (www. — protoonkogeny — koduja m.in. bialka kontrolujace
puo.pl) wykazujg stalg tendencje wzrostowa liczby zacho- prawidlowy przebieg replikacji DNA, proliferacji
rowan na nowotwory i prognozuja utrzymanie si¢ tego i r6znicowanie komdrek. Do aktywacji protoonko-
trendu co najmniej do 2020 r. (liczba zachorowan na gendw (i powstania onkogen6éw) dochodzi na skutek
Swiecie w 2000 r. wynosita 10 000 000, a prognozowana mutacji punktowych, translokacji chromosomowych
na 2020 rok wynosi 20 000 000). lub amplifikacji. Onkogeny na poziomie komorkowym

majg charakter dominujacy;
— geny supresorowe — zwane ,straznikami genomu”
Katedra i Zaklad Genetyki (gatekeepers). Sa odpowiedzialne za kontrolg replikacji
Akademia Medyczna we Wroclawiu i stabilnosci genetycznej komorki. Koduja m.in. biatka,




ktore biorace udziat w kontroli cyklu komoérkowego,
apoptozie;

— geny mutatorowe — zwane ,opiekunami genomu”
(caretakers). Koduja biatka, ktore biorg udziat w pro-
cesach usuwania zle sparowanych zasad, a ich inak-
tywacja prowadzi do niestabilno§ci mikrosatelitarnej
(Microsatellite Instability, MSI).

Geny supresorowe i mutatorowe dzialaja na pozio-
mie komorkowym, jak geny recesywne, czyli dla utraty
ich funkcji konieczna jest inaktywacja obu alleli danego
genu. Utrata funkcji pojedynczgo allelu (tzw. pierwsze
zdarzenie wg hipotezy Knudsona) gendw supresorowych
i mutatorowych w komérkach germinalnych moze by¢
przyczyna dziedzicznych zespolow predyspozycji do roz-
WOju NOWOtWOrow.

Zmiany genetyczne w zdrowej komorce zachodza
pod wplywem dziatania réznych czynnikéw mutagennych,
egzo- lub/i endogennych, do ktorych zalicza sig:

— czynniki fizyczne — wszelkiego rodzaju promieniowa-
nia, np. UV, kosmiczne;

— czynniki chemiczne — substancje zawarte np. w dymie
papierosowym, w spalinach samochodowych, azbest
oraz niektore metale ci¢zkie (nikiel, kadm, kobalt);

— czynniki biologiczne — zewngtrzne np. wirusy, toksyny
bakteryjne i pasozytnicze oraz wewngtrzne, np. biedy
replikacji, poSrednie produkty przemiany materii, jak
np. wolne rodniki i hormony.

Kancerogeneza to proces ciagly, w ktorym mozna
wyr6znic cztery podstawowe etapy:

— preinicjacj¢ — etap narazenia na czynniki kancerogen-
ne, moze trwac cale zycie;

— inicjacje — zachodzi w momencie wystgpienia pierw-
szej mutacji, ktéra jest nieodwracalna i przekazywana
nastepnym komorkom;

— promocj¢ — moze trwac kilka lat, charakteryzuje si¢
nagromadzeniem licznych zmian genetycznych, np.
chromosomowych, takich jak: i) aberracje struktu-
ralne (np. delecje, duplikacje, translokacje, inwersje)
i liczbowe (poliploidie, aneuploidie), molekularnych
(mutacje w licznych genach o wysokiej i niskiej pene-
tracji) oraz epigenetycznych (zmiana ekspresji roznych
gendw);

— progresj¢ — trwa od kilku miesigcy do kilku lat i jest
to etap, w ktérym dochodzi do progresji w rozwoju
nowotworu, ktory nabiera charakteru zmiany zlosliwej
oraz zdolnoSci do przerzutowania [1-3].

Niestabilno$¢ chromosomowa

Niestabilno§¢ chromosomowa (CIN — Chromosomal
Instability, CA — Chromosomal Aberration) to zjawisko
wystgpowania zwigkszonej liczby ztaman chromosomoéw,
aberracji strukturalnych (np. translokacji, inwersji, dele-
cji, duplikacji) luby/i liczbowych (aneuplodii, poliploidii).
Niestabilno$¢ chromosomowa moze by¢ obserwowana
w limfocytach krwi obwodowej (spontaniczna, charakte-
rystyczna dla zespoldéw niestabilnosSci chromosomowej,
jak np. zesp6t Blooma, lub jako tzw. ukryta niestabilno$¢
chromosomowa, ktéra ujawnia si¢ po zastosowaniu in

vitro zwiazkow klastogennych, np. bleomycyny), lub
w komorkach nowotworowych, dla ktorych jest jedna
z charakterystycznych biologicznych cech. Aberracje
chromosomowe, wystepujace w komdrkach nowotworo-
wych, moga stanowi¢ zmiany pierwotne, specyficzne dla
danego nowotworu (zwykle translokacje zrownowazone)
oraz zmiany wtorne, niespecyficzne (zwykle aberracje
niezrownowazone), ktére powstaja w wyniku niestabil-
nosci chromosomowej w trakcie rozwoju choroby nowo-
tworowej.

Obecnie wykrywanie charakterystycznych zmian
chromosomowych (aberracji liczbowych i strukturalnych
oraz analiza liczby ztaman) wykorzystywane jest w celu
postawienia rozpoznania, ustalenia rokowania oraz moni-
torowania przebiegu choroby i leczenia, gtéwnie w choro-
bach nowotworowych uktadu krwiotworczego [4-6].

Techniki wykorzystywane do badania niestabilnosci
chromosomowej

Techniki cytogenetyki klasycznej

Podstawowym badaniem, stosowanym w analizie niesta-
bilnoSci chromosomowej, jest badanie cytogenetyczne,
polegajace na ocenie chromosoméw w stadium metafazy.
Chromosomy uzyskujemy po zalozeniu hodowli z krwi
obwodowej, szpiku lub fragmentu tkanki nowotworowe;j
w plynnym podlozu, ktéra jest nastgpnie inkubowana
w cieplarce, z przeptywem CO,, w temperaturze 37°C.
Zalozenie hodowli z komorek guzéw litych mozliwe jest
po wczesniejszym poddaniu tkanki nowotworowej dziata-
niu kolagenazy, w celu uzyskania pojedynczych komorek
z tkanki. Hodowle komoérek krwi obwodowe;j (limfocytow)
standardowo trwaja 72, szpiku — 24, 48 lub 72 godziny,
a komorek guzdw litych od 10 dni do paru tygodni. Po tym
czasie do hodowli dodawany jest kolcemid w celu zahamo-
wania podzialéw komorkowych w stadium metafazy.

Z otrzymanego materiatu biologicznego sporza-
dzany jest preparat chromosomowy, ktory nastepnie jest
barwiony i analizowany w mikroskopie Swietlnym lub
fluorescencyjnym (w zaleznosci od zastosowanej metody
barwienia chromosomow).

Do najczeSciej stosowanych technik barwienia chro-
mosoméw naleza: GTG (G bands by trypsin using Giem-
sa) — prazki G, powstale w wyniku trawienia trypsyna
i barwienia barwnikiem Giemsy. Ta metoda barwienia
pozwala na uzyskanie obrazu naprzemiennie utozonych
ciemnych i jasnych prazkéw, ukladajacych si¢ we wzor
charakterystyczny dla kazdego chromosomu. Wzorce
ukladu prazkow G sa opisane w Mig¢dzynarodowym
Systemie Nazewnictwa Cytogenetycznego (ISCN An
International System for Human Cytogenetic Nomencla-
ture 2009) [5, 7]. Jest to standardowa technika barwienia
chromosomow.

Techniki cytogenetyki molekularnej

Metody cytogenetyczne pozwalaja na wykrywanie liczbo-
wych aberracji strukturalnych chromosoméw, obejmuja-
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cych regiony o wielkosci od 5 do 10 Mpz. Diagnostyka
malych aberracji strukturalnych mozliwa jest po zasto-
sowaniu technik, ktore tacza metody cytogenetyki kla-
sycznej z metodami biologii molekularnej. Sg to: FISH
(Fluorescence In Situ Hybridization), M-FISH (Multicolor
FISH), SKY (Spectral Karyotyping), M-banding FISH
(Multicolor-banding FISH). W metodzie FISH stosowa-
ne sa sondy genetyczne, czyli fragmenty DNA o znane;j
sekwencji, wyznakowane barwnikiem fluoroscencyjnym,
ktore w odpowiednich warunkach tacza si¢ (hybrydyzu-
ja) z komplementarnym fragmentem DNA badanego
genomu. Tak wyznakowane preparaty analizowane sg
w mikroskopie fluoroscencyjnym, wyposazonym w filtry
optyczne: green, orange, aqua, DAPI. System komputero-
wej analizy obrazu, potaczony z mikroskopem, pozwala
na zoptymalizowanie ogladanego obrazu poprzez wzmoc-
nienie slabych sygnaléw oraz usuwanie tta. Metoda FISH
pozwala na wykrywanie zmian chromosomowych w gra-
nicach od 3 do 10 Mpz (analiza metafaz), oraz od 40 do
250 kpz w przypadku zastosowania sond specyficznych
(analiza metafaz i interfaz) 8, 9].

Zastosowanie metod cytogenetyki molekularnej
pozwala na identyfikacje np. malych markeréw chromo-
somowych (czyli matych chromosoméw niewiadomego
pochodzenia), naddatkow i delecji, a takze badanie fuzji
chromosomowych, a w przypadku kariotypu mozaikowe-
go na szybka i dokladna oceng iloSciowa wystepowania
r6znych linii komérkowych [10].

W przypadku analizy komoérek nowotworowych,
ktére charakteryzuja si¢ nagromadzeniem licznych
i nierzadko skomplikowanych aberracji strukturalnych
chromosoméw (complex chromosomal rearangements),
czesto wystepuja trudnosci w rozpoznaniu i zdefiniowa-
niu markeré6w chromosomowych, powstatych w wyniku
rearanzacji chromosoméw. W tych przypadkach bardzo
pomocne sa techniki wywodzace si¢ od FISH: SKY,
M-FISH, M-banding FISH. Metody te, dzi¢ki hybrydyza-
cji pomigdzy sondami wyznakowanymi pigcioma rdéznymi
fluorochromami a ocenianymi chromosomami umozli-
wiaja jednoczesne wyznakowanie i analize wszystkich
chromosoméw metafazowych. W wyniku r6znic w widmie
emitowanego $wiatla kazda para chromosomoéw auto-
somalnych oraz plci wybarwia si¢ w specyficzny sposdb
a przypadku M-banding FISH chromosomy wybarwiaja
si¢ w charakterystyczne prazki. Preparaty analizowane sa
w mikroskopie fluoroscencyjnym wyposazonym w filtry
optyczne: green, red, aqua, blue, yellow, DAPI. Rozdziel-
czo$¢ tych metod miesci si¢ w granicach od 3 do 10 Mpz
[11]. We wszystkich tych metodach, dla otrzymania
dobrych wynikéw analizy konieczne jest jednak uzyska-
nie dobrego preparatu chromosomowego, co cz¢sto jest
trudne w przypadku komorek nowotworowych.

Wprowadzenie w 1991 r. przez Kalionen’a i wsp.
techniki CGH (Comparative Genomic Hybridization)
pozwolifo na ominigcie etapu zaktadania hodowli i izo-
lacji chromosomdw z komorek nowotworowych. W tej
technice DNA pacjenta (wyznakowane zwykle kolorem
zielonym) mieszane jest z referencyjnym DNA (wyzna-
kowanym zwykle kolorem czerwonym), a nast¢pnie prze-

prowadzana jest hybrydyzacja tej mieszaniny DNA do
prawidlowych metafaz o kariotypie meskim. Preparaty
analizowane sa w mikroskopie fluoroscencyjnym, a spe-
cjalistyczny komputerowy program umozliwia ilo§ciowg
analize wzajemnej intensywnosci obu sygnatow fluoro-
scencyjnych wzdtuz kazdego chromosomu. Otrzymane
wyniki to profile wysycenia uzytych barwnikéw. Profil
o wartoSci od 0,75-1,25 uznawany jest za prawidiowy,
powyzej 1,25 oznacza amplifikacje (duplikacije), wartos¢
ponizej 0,75 oznacza delecj¢ danego regionu. Dzigki
temu metoda CGH umozliwia badanie niezrownowa-
zonych aberracji, czyli takich, ktére prowadza do utraty
lub zwigkszenia ilosci materialu genetycznego, ale nie
pozwala na wykrycie aberracji zrbwnowazonych, czyli np.
inwersji, translokacji. Doktadno$¢ metody wynosi okoto
5-10 Mpz. Zalety CGH umozliwily wykorzystanie jej
do badania niestabilnoSci chromosomowej w tkankach
nowotworowych [12].

W 1996 r. wprowadzono do diagnostyki mikroma-
cierze DNA. Stosowane sg one mi¢dzy innymi do wykry-
wania zmian w genomie (CGH do mikromacierzy, ang.
array-CGH), oceny ekspresji genéw (czyli poziomu ich
aktywnos$ci w stosunku do prawidlowej tkanki), poszu-
kiwania wariantéw polimorficznych (SNP) oraz mutacji,
a takze do okreSlania kolejnosci zasad w niezsekwen-
cjonowanych fragmentach DNA. Mikromacierze sg to
najczesSciej szklane lub nylonowe plytki podzielone na
komorki, w ktorych umieszczone sg jednoniciowe odcinki
DNA (sondy). Pomigdzy DNA badanym a sonda docho-
dzi do hybrydyzacji. Do odczytu wykorzystywany jest
odpowiedni detektor, a otrzymane w ten sposdb dane
przeksztalcane sg przez odpowiedni program w barwny
obraz. Dzigki mikromacierzom mozna wykonaé réwno-
cze$nie setki, a nawet tysigce oznaczen [13, 14].

Ukryta, konstytutywna niestabilnos¢é chromosomowa

Wrodzona niestabilno§¢ chromosomowa charaktery-
styczna jest dla rzadko wystepujacych, dziedziczonych
autosomalnie recesywnie, zespolow takich jak np.: ataxia
teleangiectasia, zespol Blooma, Xeroderma pigmentosum
i anemia Fanconiego. W zespotach tych obserwuje si¢
wyzsza niz populacyjna cz¢sto$¢ wystgpowania nowotwo-
row (wyjatkiem jest zespdt Cockayne’a) [6], zwigzang
z uszkodzeniami systemOw naprawy DNA, ktére powo-
duja wzrost czestosci aberracji chromosomowych [15].
Ukryta niestabilno$¢ chromosoméw jest wykrywa-
na in vitro, po dodaniu do hodowli badanych komorek
(limfocytéow krwi obwodowej, fibroblastow, komdrek
guza) zwigzkéw indukujacych aberracje chromosomowe
(tzw. zwiazkow klastogennych). Ten typ niestabilnosci jest
uwazany za marker indywidualnej podatnosci na §rodo-
wiskowe czynniki mutagenne i jest charakterystyczna
cechg dla oséb chorujacych na nowotwory indukowane
czynnikami mutagennymi, jak np. rak krtani. Wyniki tych
testow moga by¢ jednak analizowane jedynie w odniesie-
niu do grupy badanej, a nie moga by¢ wykorzystywane
dla indywidualnego poradnictwa. Dane epidemiologicz-
ne, przeprowadzane w latach 1965-2008 w laboratoriach



wielu krajow, potwierdzaja Scisty zwigzek pomi¢dzy nie-
stabilno$cig chromosomowa, a wzrostem ryzyka rozwoju
choroby nowotworowe;j [16, 17].

Techniki wykorzystywane dla badania
ukrytej niestabilnoS§ci chromosomowej

W 1983 r. Hsu T.C. i wsp. opracowali test bleomycynowy
jako metode oceny indywidualnej podatnosci na dziata-
nie mutagendw. Polega on na dodaniu do standardowe;j
hodowli komorek (na trzy godziny przed zakonczeniem
hodowli, w fazie G2 cyklu komérkowego) roztworu ble-
omycyny o stezeniu 30 ug/ml. Nastepnie sporzadzany jest
preparat chromosomowy, ktory w klasycznej odmianie
testu barwiony jest barwnikiem Giemsy, a nastgpnie pod-
dany analizie w mikroskopie Swietlnym. Oceniana jest
liczba ztaman chromatyd oraz procent komdrek zawiera-
jacych ztamania. Zakres ponizej 0,8 ztaman na komoérke
jest charakterystyczny dla stabilnoSci chromosomowej,
0,8-1,0 odpowiada niestabilnoSci chromosomowej, po-
wyzej 1,0 — podwyzszonej niestabilnosci chromosomowej
oraz zwigkszonemu ryzyku wystapienia choroby nowo-
tworowej [18].

Testami diagnostycznymi sa natomiast test diepok-
sybutanowy (DEB) i mitomycynowy (MMC), stosowane
w diagnostyce anemii Fanconiego. W obu przypadkach
pierwszym etapem jest zalozenie 72 godzinnej hodow-
li z limfocytéw krwi obwodowej, na plynnym podtozu,
z dodatkiem mitogenu, w temperaturze 37°C. Po 24
godzinach dodawany jest DEB w stezeniu 0,1uM/ml lub
mitomycyna w stezeniu 50 ng/ml. Po izolacji limfocytow
oraz zabarwieniu preparatow barwnikiem Giemzy oce-
niany jest procent uszkodzonych komorek, liczba aberra-
cji na komoérke oraz procent figur radialnych.

Inna metoda, wykorzystywana do badania niesta-
bilnos$ci chromosomowej oraz w diagnostyce zespotu
Blooma, jest analiza czgsto$ci wymian siostrzanych chro-
matyd (SCE - Sister Chromatid Exchange). Do stan-
dardowej hodowli dodawana jest BrdU (5‘bromodezok-
syurydyna) w stezeniu 10 pwg/ml. Otrzymane po izolacji
preparaty barwione sa barwnikiem Hoechst’a, a nastep-
nie naswietlane promieniowaniem UV. Po 2-godzinne;j
inkubacji w roztworze 2xSSC barwione sg barwnikiem
Giemzy. Preparat poddawany jest analizie w mikrosko-
pie swietlnym, ktora polega na okresleniu czestotliwo-
Sci wymiany siostrzanych chromatyd. U os6b zdrowych
czestos¢ SCE wabha si¢ od 4 do 10 wymian na komorke,
natomiast u osob z zespolem Blooma SCE wystepuje
z czestotliwoscig 60-100 lub wigcej [19].

Niestabilno$¢é mikrosatelitarna

Mikrosatelity to sekwencje tandemowe, czyli zblokowane
seryjne powtdrzenia sekwencji DNA, zlozone z 1 do 300
nukleotydéw, roztozone réwnomiernie w genomie, co
6-10 kpz, powtarzajace si¢ w pojedynczym locus od 2 do
100 razy. W genach znajduja si¢ w sekwencjach flanku-
jacych i niekodujacych DNA, bardzo rzadko w sekwen-
cjach kodujacych. W materiale genetycznym czlowieka

wystepuje okoto 100 tysiecy loci z mikrosatelitami, ktore
sa cecha osobniczo zmienna.

Badania ostatnich lat dowodza, ze zostaly zaob-
serwowane zmiany w diugo$ci alleli mikrosatelitar-
nych w DNA wyizolowanym z tkanek nowotworowych,
w poréwnaniu do DNA pochodzacego z krwi obwodowej
lub zdrowej tkanki pacjenta. Zmiany te zostaly okreslone
jako niestabilno$¢ mikrosatelitarna MSI (Microsatellite
Instability), a powstaja one w wyniku mutacji w czasie
replikacji DNA lub w poreplikacyjnej naprawie DNA.
Niestabilno$¢ mikrosatelitarna jest markerem fenoty-
pu mutatorowego RER+ (Replication ERror phenoty-
pe), a nowotwory, w ktorych stwierdzono niestabilnos$¢
mikrosatelitarna, okreslane sg jako RER+. MSI po raz
pierwszy zostala opisana w 1993 r., jako swoista cecha
w dziedzicznych, niepolipowatych rakach jelita grubego
HNPCC (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer).
U pacjentéw z HNPCC fenotyp RER + obserwowany jest
w prawie 90% przypadkéw. W innych nowotworach (np.
sporadyczne raki jelita grubego, raki endometrium, pier-
si, zoladka, trzustki, prostaty, ptuc, jajnika, miedniczek
nerkowych i moczowodu, pecherza moczowego, glowy,
szyi, skory) niestabilno§¢ mikrosatelitarna stwierdzana
jest z mniejsza czgstotliwoscia [20-22].

Utrata heterozygotycznosci, czyli LOH (Loss Of
Heterozygosity,) jest zjawiskiem obserwowanym we wcze-
snych i zaawansowanych stadiach procesu nowotworo-
wego. LOH to niestabilno$¢ alleliczna, ktora przejawia
si¢ czgSciowa utrata (przynajmniej 20%) jednego z alleli
w DNA tkanki nowotworowej, w poréwnaniu z DNA
z krwi obwodowej tego samego pacjenta. Mozna ja ozna-
czy¢ poprzez analiz¢ wybranych sekwencji mikrosateli-
tarnych. Analiza taka jest mozliwa jedynie w odniesieniu
do markerdw informatywnych, czyli takich, ktére charak-
teryzuja si¢ heterozygotycznoscia (r6znig si¢ dtugoscia
sekwencji powtorzonej allelu matczynego i ojcowskiego)
[23].

Techniki wykorzystywane do badania
niestabilnoSci mikrosatelitarnej

Niestabilno$¢ mikrosatelitarna badana jest przy uzyciu
reakcji PCR (Polymerase Chain Reaction), w procesie am-
plifikacji badanego DNA, przy zastosowaniu swoistych
dla wybranych marker6w starteréw, z ktorych jeden jest
znakowany fluorescencyjnie. Nastepnie tak powielone
fragmenty DNA sa rozdzielane w elektroforezie kapi-
larnej (np. z uzyciem sekwenatora). Porownanie wielko-
Sci markeroéw mikrosatelitarnych tkanki nowotworowe;j
i tkanki zdrowej od tego samego pacjenta umozliwia ob-
serwacj¢ kazdej zmiany dtugoSci allelu, a co za tym idzie,
rozpoznanie niestabilnos$ci mikrosatelitarnej w badane;j
tkance nowotworowej.

Do analizy LOH niezbe¢dne jest DNA wyizolowane
z guza nowotworowego oraz DNA wyizolowane z krwi
obwodowej tego samego pacjenta. Pierwszym etapem jest
amplifikacja DNA marker6w mikrosatelitarnych w regio-
nach polimorficznych. Jeden ze starteréw znakowany jest
fluoroscencyjnie. Po dodaniu odpowiednich standardow
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wielkos$ci produkty PCR sg rozdzielane elektroforetycz-
nie, a uzyskane wyniki analizowane sa przy udziale odpo-
wiedniego programu komputerowego. Poréwnuje si¢
wysoko$¢ pikow uzyskanych dla DNA guza z wysokoScia
pikéow dla prawidiowego DNA. Tkanka nowotworowa
charakteryzuje si¢ duza heterogennoscia i moze zawierac
komorki na réznym etapie rozwoju nowotworu, dlatego
catkowita utrata allelu w heterozygotycznym locus wyste-
puje bardzo rzadko; najcz¢Sciej obserwowana jest utrata
heterozygotycznosci w zakresie 0-80% [24].

Niestabilnosé epigenetyczna

Termin epigenetyka, czyli badanie dziedzicznoSci poza-
genowej, zostal wprowadzony przez C.H. Waddingtona
w 1942 r. Wyr6zniane sg dwa rdzne procesy epigenetycz-
ne: nieprawidfowa metylacja DNA (hypo- lub hypermety-
lacja) oraz przebudowa struktury chromatyny, polegajaca
na zmianach w obrebie biatek histonowych.

Metylacja DNA polega na przytaczeniu grupy mety-
lowej do wegla w pozycji 5 pierscienia cytozyny, w obre-
bie dwunukleotydu CpG. W genomie cztowieka okoto
70% wysp CpG ma przytaczong grupg metylowa do cyto-
zyny. Proces ten zachodzi w prawidtowych komodrkach
podczas roznicowania si¢ tkanek, inaktywacji chromoso-
mu X, pigtnowania genomowego (genomic imprinting),
apoptozy i kontroli cyklu komorkowego [25]. Jednakze
w obrebie genomu wystepuja sekwencje DNA, w kto-
rych wyspy CpG nie ulegaja metylacji, sa to wyspy CpG
zlokalizowane na 5 koficach genéw w regionach promo-
torowych, o zasadniczym znaczeniu dla podstawowych
procesOw komorki. Hypermetylacja region6w promoto-
rowych moze zahamowa¢ transkrypcje, co prowadzi do
utraty ekspresji genu, a hypometylacja do zwigkszenia
ekspresji genu.

W rozwoju nowotworu istotng rol¢ odgrywaja oba
typy zaburzen metylacji, czyli globalna hypometylacja
genomu i jednoczesna hypremetylacja wysp CpG regio-
noéw promotorowych niektérych gendéw (najcze¢sciej
gendw supresorowych i mutatorowych). Zjawisko zwigk-
szonej czgstoSci hypermetylacji okreSlane jest jako niesta-
bilnos¢ epigenetyczna, ktora wigze si¢ z wystgpowaniem
fenotypu metylatorowego wysp CpG (CIMP; CpG Island
Methylator Phenotype). Fenotyp CIMP po raz pierwszy
zostal opisany przez Toyote i wsp. w 1999 r. w rakach
jelita grubego. Badania ostatnich lat wskazuja na zwig-
zek pomig¢dzy nowotworami CIMP+, a np. rokowaniem
[26, 27].

Drugim zjawiskiem prowadzacym do zaburzen epi-
genetycznej regulacji ekspresji gendéw, obserwowanym
w komorkach nowotworowych, jest modyfikacja biatek
histonowych. Posttranslacyjne modyfikacje histonow
obejmuja ich acetylacje, metylacje, fosforylacje, ubi-
kwitynacje¢ i koniugacje z SUMO (Small Ubiquitin — like
MOdifer), ktore powoduja zmiany w ekspresji genow.
W zaleznoSci od rodzaju i miejsca wystapienia modyfi-
kacji nastgpuje kondensacja lub rozluznienie struktury
chromatyny. DNA staje si¢ bardziej lub mniej dostepne
dla czynnikéw transkrypcyjnych i polimeraz, co skutku-

je zmniejszeniem lub zwig¢kszeniem poziomu ekspresji
gendw. Zmiany epigenetyczne cechuje wysokie praw-
dopodobiefistwo powrotu do stanu wyjSciowego tzn., ze
w odrdznieniu od zmian genetycznych maja one charak-
ter odwracalny [28, 29].

Techniki wykorzystywane do badania
niestabilnoSci epigenetycznej

MS-AP-PCR (Methylation — Sensitive Arbitrarily Primed
PCR) to metoda oparta na reakcji PCR, dzigki czemu
tatwo moze by¢ wprowadzona w kazdym laboratorium
molekularnym. Do identyfikacji miejsc metylowanych
w genomie uzywany jest enzym restrykcyjny Hpall, tnacy
DNA w miejscach, ktoére ulegly metylacji oraz jego izo-
schizomer — enzym Mspl, tnacy DNA w miejscach nie-
metylowanych. Dodatkowo w tej reakcji stosowany jest
enzym restrykcyjny Rsal, ktéry tnie DNA na male frag-
menty, redukujac potencjalne artefakty, powstajace w re-
akcji PCR. Fragmenty DNA po amplifikacji oraz trawie-
niu rozdzielone sa elektroforetycznie. Jezeli po trawieniu
odpowiednio enzymami Rsal oraz Rsal + Hpall obec-
ny jest produkt, oznacza to, ze badany fragment DNA
byl metylowany. Brak produktu trawienia po dzialaniu
enzymami Rsal + Mspl rowniez Swiadczy o metylacji.
Metoda wykorzystywana jest do wykrywania fragmentow
o zmienionej metylacji, co pozwala na ocen¢ zmian we
wzorze metylacji w komorkach nowotworowych, lub tez
na wykazanie réznic w cz¢stosci wystepowania i wzorze
metylacji pomi¢dzy dwoma genomami.

Metoda RLSG (Restriction Landmark Genomic
Scanning) umozliwia zlokalizowanie zmian w metylowa-
nym DNA w calym genomie. Technika ta wymaga spe-
cjalistycznego sprzetu, a DNA uzyte do badania musi by¢
bardzo dobrej jakoSci. Wykorzystywane sa tu metylowraz-
liwe enzymy restrykcyjne Notl i Ascl, ktore tng jedynie
niemetylowane miejsca, zlokalizowane na wyspach CpG.
Rozdzial fragment6w restrykcyjnych nastepuje w elektro-
forezie z uzyciem dwupoziomowego zelu. Metoda umoz-
liwia bezpoSrednie porownanie DNA, pochodzacego od
dwoch roznych osob lub poréwnanie pomigdzy zdrowym
i nowotworowym DNA.

DMH (Differential Methylation Hybridization) wyko-
rzystuje technik¢ mikromacierzy DNA. Na szklang lub
nylonowga plytke, podzielong na komorki, umieszczane
jest ponad 5000 malych jednoniciowych fragmentoéw
wysp CpG. DNA z tkanki prawidlowej i nowotworowej
poddane jest trawieniu metylowrazliwymi enzymami
restrykcyjnymi. Po amplifikacji i wyznakowaniu nowo-
tworowego i prawidlowego DNA dwoma barwnikami
fluoroscencyjnymi (Cy3 — barwnik zielony — nowotwo-
rowy; Cy5 — barwnik czerwony — prawidtowy), produkty
PCR sa mieszane i nanoszone na mikromacierze wysp
CpG. Pojawienie si¢ po hybrydyzacji czerwonego sygnatu
$wiadczy o obecnosci metylowanych sekwencji w tkance
nowotworowej. Zolty sygnal obserwujemy w metylowa-
nych sekwencjach, zaréwno w tkance prawidiowej, jak
i nowotworowej. Wynik analizowany jest przy pomocy
specjalistycznego sprzetu i oprogramowania. Stuzy do



wykrywania r6znic w metylacji pomi¢dzy dwoma geno-
mami oraz wyznaczania wzoru metylacyjnego w tkankach
nowotworowych [30].

Pojawienie si¢ nowych, rozwoj istniejacych technik
molekularnych oraz post¢pujaca automatyzacja badan
laboratoryjnych umozliwia dokladniejsza i szersza oceng
zdarzen zachodzacych w komoérkach nowotworowych.
Poznanie zaleznoSci pomig¢dzy obserwowanymi zmianami
oraz odkrycie nowych biomarkeréw w sposob znaczacy
moze przyczynic si¢ do wezeSniejszego wykrywania, bada-
nia progresji, okreSlania typu nowotworu oraz doboru
odpowiedniej terapii.
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