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STRESZCZENIE

Wprowadzenie. Indukowane niegenotoksycznymi kancerogenami (NGCs) zmiany metylacji DNA rozpatrywane sg jako
mechanizm ich toksycznego, w tym rakotworczego dziatania.

Cel badan. Celem podjetych badan byta ocena statusu metylacji rejonu promotorowego i ekspresji genu p53 na poziomie
mRNA oraz biatka w wyniku oddzialywania ftalanu dibutylu (DBP). Badania zmierzaty do oceny zaleznos$ci pomiedzy
ekspresja genu p53 a poziomem metylacji jego rejonu promotorowego.

Material i metody. Samce szczurow szczepu Wistar otrzymywaly DBP w dawce 1800 mg/kg m.c. x dzien! jednorazowo,
3-krotnie i 14-krotnie. Oceng stopnia zmian metylacji badanych sekwencji CpG rejonu promotorowego genu p353 dokona-
no metodg MSRA (ang. Methylation-Sensitive Restriction Enzyme Analysis). Analiz¢ wzglednego poziomu transkryptow
badanego genu przeprowadzano metoda PCR w czasie rzeczywistym natomiast oceng ekspresji genu na poziomie biatka
- technikg Western Blot.

Wyniki. W wyniku oddziatywania DBP wykazano wzrost metylacji genu p53 po jednorazowym narazeniu zwierzat bada-
nym zwigzkiem. Nie stwierdzono bezposredniej zalezno$ci pomiedzy poziomem ekspresji genu p53 a metylacja badanych
sekwencji rejonu promotorowego genu p53. Obnizony poziom biatka p53 obserwowano przez caly okres doswiadczalny.
Whioski. Wykazano brak zalezno$¢ pomigdzy poziomem ekspresji genu p53 a zmianami metylacji jego rejonu promotorowe-
go. Obnizony poziom biatka p53, byl prawdopodobnie efektem represyjnego oddziatywania biatka c-myc, uczestniczacego
w tych samych szlakach transdukcji sygnatu.

ABSTRACT

Background. Currently, nongenotoxic carcinogens-induced changes in DNA methylation profile are considered as mecha-
nism of their toxicity, including carcinogenic action.

Objective. The aim of the study was to determine the effect of dibutyl phthalate (DBP) on the methylation levels of the p53
promoter region, as well as mRNA and protein level of this gene.

Material and method. Male Wistar rats received DBP in one, three or fourteen daily oral doses (at 24-h intervals) of 1800
mg/kg b.w. x day'. The methylation level of c-myc gene was determined by PCR-based methylation sensitive restriction
enzyme analysis (MSRA). The expression of gene was assessed by Real-Time PCR (at mRNA level) and Western blot (at
protein level) analysis.

Results. There was observed the hypermethylation of p53 promoter region after short (1 day) exposure of the animals to
DBP. No correlation was found between mRNA expression and methylation level of p53 gene. The present study showed
decreased level of p53 protein, during the whole period of study.

Conclusions. No direct correlation was observed between the methylation and expression level of p53. The decreased pro-
tein level might be a consequence of the repressive effect of c-myc, which was involved in signal transduction pathways,
the same as p53 protein.
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WSTEP

Ftalan dibutylu (DBP), nalezacy do estrow
kwasu ftalowego (ftalany), jest szeroko stosowany
w przemysle chemicznym, gtownie jako plastyfikator
nitrocelulozy, octanu poliwinylu, jak réwniez jako
rozpuszczalnik farb drukarskich, srodek przeciwpienny,
sktadnik lakierow do paznokci oraz lakieréw do wlosow
[32, 15]. Wszystkie ftalany charakteryzuja si¢ niska
ostrg toksyczno$cig (LD, w zakresie 1-30 g/kg m.c.).
W krotko- i dtugookresowych badaniach przeprowadzo-
nych na gryzoniach wykazano, ze indukuja szkodliwe
efekty w watrobie, nerkach a takze w gonadach [6,
7]. W testach na mutagenno$¢ i/lub genotoksycznosé
daja wyniki negatywne [1, 9]. W ich kompleksowych
mechanizmach dziataniach (MOA - ang. Mode of Ac-
tion) uwzgledniana jest aktywacja receptora PPARa.
(ang. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-o),
co prowadzi do zmian w transkrypcji wielu genow
metabolizmu komorkowego, wzrostu liczby i masy
peroksysoméw w parenchymalnych (miazszowych)
komorkach watroby, indukcji proliferacji koméorkowe;,
supresji apoptozy, jak rowniez wtornie do stresu oksyda-
cyjnego, ktorego efektem moga by¢ uszkodzenia DNA
[14]. W ostatnich latach w mechanizmach toksycznego,
w tym rakotworczego dziatania PPs (ang. Peroxisome
Proliferators), do ktorych zaliczany jest rowniez DBP
uwzgledniane sg zmiany we wzorze metylacji DNA
[20, 27, 28, 30]. Sadzi si¢, ze nieprawidtowa metylacja
DNA, dotyczaca protoonkogendéw oraz gendow supre-
sorowych, przyczynia si¢ do zahamowania procesu
transkrypcji i ekspresji genow, tym samym moze by¢
rozwazana jako czynnik uniemozliwiajacy pelnienie ich
fizjologicznych funkcji [5]. Wychodzac z tych przesta-
nek, przeprowadzono badania majace na celu ustalenie
czy DBP wplywa na zmiany poziomu metylacji rejonu
promotorowego genu supresorowego pJS3, kodujacego
biatko zaangazowane w regulacje cyklu komorkowego
i apoptozy. Podjeto rowniez probe oceny zalezno$ci
pomiedzy ekspresja p53, a stopniem metylacji rejonu
promotorowego badanego genu.

MATERIALY I METODY

Odczynniki

Ftalan dibutylu (DBP) - Sigma, USA; Hin6l,
Bsh12361 - enzymy restrykcyjne, DNA faga A oraz
Genomic DNA Purification Kit - Fermentas, Litwa; Fa-
stStart Taq Polimeraza - Roche, Szwajcaria; RNeasy®
Mini Kit - Zestaw do izolacji RNA - Qiagen, Niemcy;
RT-PCR -Advantage® RT-for-PCR Kit - Zestaw do
odwrotnej transkrypcji RT-PCR - Clontech, USA; Kapa
™ SYBR® Fast qPCR Kit - Zestaw do Real-Time

PCR - Kapa Biosystem, USA; T-PER Tissue Protein
Extraction Reagent - bufor do izolacji biatek - Pierce,
USA; Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP
Substrate - Millipore, USA; Przeciwciala: mysie I-rze-
dowe (p53, B-aktyna), kozie anty-mysie II rzedowe
(HRP) - Santa Cruz, USA; Oligonukleotydy do reakcji
amplifikacji genu p53 oraz do PCR w czasie rzeczywi-
stym zaprojektowane przy uzyciu programu FastPCR
byly zsyntetyzowane w Pracowni Sekwencjonowania
DNA i Syntezy Oligonukleotydow Instytutu Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie. Wszystkie inne stosowa-
ne odczynniki - Sigma Chemical Company, USA byly
0 najwyzszej czystosci i jako$ci.

Schemat doswiadczen

Badania przeprowadzano na dojrzatych samcach
szczurdw szczepu Wistar-Crl:WI(Han) o masie ciata
200 + 10g. Szczury o masie 50-60g umieszczano (po
5 sztuk) w plastikowych klatkach, w pomieszczeniu
o standardowych warunkach klimatycznych (tempera-
tura 20 - 24°C; wzgledna wilgotno$ci powietrza 55 +
10%), z 12-godzinnym rytmem $§wietlnym. Zwierzeta
w okresie adaptacji (okres 2-tygodniowy) i w trakcie
do$wiadczen otrzymywaty pasze standardowg - LSM
iwode ad libitum. Ftalan dibutylu podawano szczurom
per os, sonda do zoladka w oliwie jadalnej jednora-
zowo, 3-krotnie i 14-krotnie w odstgpach dobowych
w dawce 1800 mg/kg m.c. x dzien'. Grupy kontrolne
szczuroOw otrzymywaty réwnowazng objgtos¢ oliwy
jadalnej. W odpowiednich punktach czasowych wa-
troby szczur6w badanych i kontrolnych izolowano,
przemywano i wazono. Material badawczy stanowit
prawy ptat watroby.

Warunki utrzymywania zwierzat w okresie do-
$wiadczen byly zgodne z obowigzujacym rozporza-
dzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 10
marca 2006 roku w sprawie szczegétowych warunkow
utrzymywania zwierzqt laboratoryjnych w jednostkach
doswiadczalnych, jednostkach hodowlanych i u dostaw-
cow (Dz. Ustaw Nr 50, poz. 368/2006). Badania prze-
prowadzone byly po uzyskaniu zgody Lokalnej Komisji
Etycznej (pozwolenia Nr 6A/01 oraz NR 23/2010)

Ocena metylacja wybranych sekwencji CpG rejonu
promotorowego genu p53

W celu zbadania obecnosci metylacji w obrgbie
rejonu promotorowego genu pS53 zastosowano nieza-
lezne trawienia DNA przy uzyciu metylozaleznych
endonukleaz restrykcyjnych Hin6l, Bsh12361 (Metoda
MSRA - ang. Methylation Sensitive Restriction Enzyme
Analysis). Kontrole pozytywng stanowito niemetylo-
wane (dam-, dcm’) DNA faga A, poddawane trawieniu
ww. enzymami, w celu potwierdzenia dziatania endo-
nukleaz. Wyizolowane DNA poddawano niezaleznym
trawieniom endonukleazami restrykcyjnymi w tempe-
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raturze 37°C przez 16 godz. w buforze zalecanym przez
producenta (Y*Tango/Hin6I; R"/Bsh12361). Otrzymane
produkty trawienia stanowity matryce w reakcji PCR.
Produkty PCR wielkos$ci 418 pz (pz, par zasad) podda-
wano analizie w 6% zelu akrylamidowym.

Analiza ekspresji wytypowanych do badan genow

Ocene poziomu ekspresji genow w komorkach
watroby szczurdw grupy badanej i kontrolnej, prze-
prowadzano na poziomie mRNA i bialek. Pomiaru
wzglednego poziomu transkryptu p53 dokonano tech-
nika PCR w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR),
z zastosowaniem niespecyficznego interkalatora dwuni-
ciowych kwasow nukleinowych, SYBR Green I. Oceng
ekspresji gend6w na poziomie biatek przeprowadzano
technika Western Blot.

Reakcja Real-Time PCR

W reakcji Real-Time PCR wykorzystywano zestaw
KAPA SYBR® FAST qPCR (Kapa Biosystem). Analiza
przyrostu produktu amplifikacji w czasie rzeczywistym
zostala przeprowadzona przy pomocy aparatu Mini
Opticon Bio-Rad. W reakcji do ilosciowego PCR
zastosowano 2 ul cDNA dla genu badanego i genu re-
ferencyjnego S-aktyny. Profil czasowo-temperaturowy
Wyznaczono przy uzyciu oprogramowania dla systemu
Mini Opticon (Bio-Rad). Do pomiaréw ilosciowych
stosowano nastepujacy protokot: 1) wstepna denatura-
cja w 95°C/2min.; 2) 40 cykli wlasciwej amplifikacji
w nastepujacych etapach: 95°C/30s (denaturacja),
54°C/20s (przytaczanie oligonukleotydow), 72°C/30s
(synteza nici), 80°C/5s (odczyt fluorescencji); 3)
wyznaczenie krzywej topnienia (ang. Melting Curve)
95°C/0s, 65°C/15s, z powolnym podgrzewaniem
probek 0,5°C/s do 95°C i cigglym pomiarem fluore-
scencji; 4) chtodzenie w 40°C/30s. Specyficznos¢
produktow sprawdzano analizujac krzywa topnienia
i rozdziat w 6% zelu poliakrylamidowym. Warto$ci Ct
(ang. threshold value) zostaly wyznaczone przy uzyciu
oprogramowaniem dla systemu Mini Opticon Bio-Rad.
Wykorzystano nastepujace oligonukleotydy pS3Expl-
-F, 5’-GACAGGCAGACTTTTCGGC-3’, pS3Expl-R,
5’-GCGTGATGATGGTAAGGATGG-3, ActExpl-F,
5’-GTGGGTATGGGTCAGAAGG-3°, ActExpl-R, 5’-CA-
ATGCCGTGTTCAATGGGG-3’.

Do analizy zmian w iloSci mRNA genu zastosowano
model Pfaffl [22], w ktorym poziom mRNA genu w pro-
bach badanych jest szacowany relatywnie do poziomu
tego samego genu w probach kontrolnych i normalizo-
wany w stosunku do poziomu mRNA wybranego genu
referencyjnego (B-aktyny) z uwzglednieniem roznic
w wydajnos$ci amplifikacji poszczegdlnych transkryp-
tow. Program REST-384© (ang. Relative Expression
Software Tool- 384) postuzyt do wyznaczenia relatyw-
nych pozioméw mRNA poszczegdlnych gendow.

Przygotowywanie ekstraktow biatkowych

Izolacje bialek z watroby zwierzat grup kontrolnych
i badanych przeprowadzono z wykorzystaniem komer-
cyjnego zestawu do izolacji biatek T-Per Mamalian Tis-
sue Reagent (ThermoFisher Scientific, USA). Rozdziat
biatek prowadzono przy wykorzystaniu elektroforezy
w 10% zelach poliakrylamidowych w 1x st¢zonym
buforze Tris-Glicyna w aparatach pionowych pod napie-
ciem 120V w warunkach denaturujacych, w obecnosci
siarczanu dodecylu sodu (SDS).

Przeniesienie bialek z zelu na membrang przepro-
wadzono w drodze elektrotransferu potsuchego w czasie
1 godz. przy stalym napigciu 1 mA/cm?. Przed transfe-
rem membrane PVDF (ang. Polyvinylidene Fluoride)
aktywowano w alkoholu metylowym. Po transferze
w celu zablokowania niespecyficznie wigzacych miejsc
inkubowano membrang w 5% odttuszczonym mleku
w buforze 1xTBST przez 1 godz. w temp. pokojowe;.
Nastepnie membrane inkubowano ze specyficznym
dla danego biatka I-rzedowym przeciwciatem (1:5000
odpowiednio dla p53, B-aktyna) przez 16-18 godz.
w 4°C. Po hybrydyzacji membrang ptukano 4x10 min.
w buforze 1xTBST i kolejno inkubowano z odpowied-
nim przeciwciatem Il-rzedowym skoniugowanym
z peroksydaza chrzanowg (w rozcienczeniu 1:5000)
w odtluszczonym 5% mleku w buforze 1xTBST przez
1 godzing. Tak przygotowana membrane ptukano 4x10
min. buforem 1xTBST. Uzyskany metoda chemilumi-
nescencji sygnat, utrwalany na btonie fotograficzne;j
firmy Kodak, po zeskanowaniu poddawano analizie
w programie Image Quant, wersja 5.2. Odczyty nor-
malizowano wzgledem ekspresji biatka S-aktyny. Dla
kazdego badanego biatka analiz¢ Western Blot przepro-
wadzano w trzech powtdrzeniach.

Analiza statystyczna

Czesto$¢ wystepowania zmian metylacji w rejonach
promotorowych badanych gendéw w odniesieniu do
kontroli oceniano stosujac test Fischera. Przyjete kryte-
rium znamiennosci, p<0,05. Wyniki z zakresu poziomu
biatka przedstawiono jako $rednie wyniki z 5 zwierzat
+ SEM stosujac test t-Studenta. Testowanie istotnosci
statystycznej wykazanych réznic w poziomach mRNA
w ilo§ciowym PCR przeprowadzono z zastosowaniem
testow randomizacji (ang. Pair-Wise Fixed Reallocation
Randomization Test) [21].

WYNIKI

Zastosowana technika MSRA do oceny poziomu
metylacji rejonu promotorowego genu p353 polega na
wykorzystaniu zdolno$ci metylozaleznych endonukleaz
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restrykcyjnych do rozpoznawania i cigcia sekwencji,
w ktorych nie wystepuje metylacja cytozyny w pozycji
piatej (5-MeC). Uproszczony schemat rejonu promoto-
rowego genu p353 uwzgledniajacy badane sekwencje
CpG przedstawiono na ryc. 1.

Hin6l Bsh12361 Bsh12361
i ci Acil
_ I Aclll Atlll I c1I I R
1 I T 1 Exon 1 (g
, 261 |
-4 -
! 50 / ,\ 179 X
| CCCGCGTC :
CAGCGCAG GGGCGCAG™ CTCGCGGG
I GTCGCGTC GAGCGCCC :
I
PCR 418 pz
— ey
Brak wyspy CpG

Ryc. 1. Schemat rejonu promotorowego genu p53

A scheme of the p53 gene promoter region

W obrebie rejonu promotorowego genu p33 zlo-
kalizowane sa dwa miejsca rozpoznawane przez en-
donukleaze Bsh12361 (-261 pz i -179 pz) oraz jedno
miejsce rozpoznawane przez Hin6l w pozycji -450 pz.
Cechg charakterystyczng przedstawionego rejonu jest
brak wyspy CpG [24].

Wyniki trawienia DNA endonukleazg Bsh12361
oraz Hin6l przestawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Sumaryczne wyniki trawienia metylowrazliwymi
endonukleazami Bsh12361 i Hin6I DNA izolowa-
nego z watroby szczuréw narazonych na DBP przez
1,31 14 dni.

Summary of methylation-sensitive digestion with
Bsh1236I and Hin6I of DNA isolated from the liver
of rats treatment with DBP for 1, 3 or 14 days.

Grupa szczurow Liczba dawek
Enzym 1 3 14
DBP Bsh.1236I 0/1 61 0/16 a 0/1 63"
Hin6l 8/16* 4/16 ¢ 4/16 ¢
Kontrola 0/8 0/8 0/8

* Stosunek liczby prob DNA, w ktorych badane sekwencje
pS53 byly metylowane do ogolnej liczby analizowanych
prob DNA; Ogolna liczba prob DNA (16) stanowita 100%;
(*) roznice statystycznie istotne w stosunku do kontroli, p<
0,05.

* The proportion of DNA samples in which investigated
sequences of the p53 gene were methylated to the number
of DNA samples analyzed; 100% - all DNA samples (16);
(*) values significantly different from control p< 0,05.

Przeprowadzona analiza restrykcyjna DNA, izo-
lowanego z watroby szczuréw narazonych na ftalan
dibutylu, z wykorzystaniem endonukleazy restrykcyjnej
Bsh1236I nie wykazata zmian metylacji cytozyny w ba-
danych sekwencjach DNA zaréwno po jednorazowym,
jak 1 wielokrotnym narazeniu zwierzat na DBP.

Zmiany poziomu metylacji badanych sekwencji
CpG wykazano w analizie z wykorzystaniem enzymu

Hin6l. Po jednorazowej dawce zwiazku metylacja
cytozyny wystapita w 8 prébach na 16 badanych
(50%). Dalsze narazenie zwierzat na badany zwigzek
(3 1 14 dni) skutkowato obnizeniem cze¢stosci wyste-
powania zmetylowanej cytozyny w pozycji -450 pz,
w poréwnaniu do wynikow uzyskanych po 1 dawce
DBP. Stwierdzone wystepowanie 5-MeC tylko w 25%
przebadanych prob, zaréwno po 3 i 14 dniach DBP byto
statystycznie nieistotne.

Reprezentatywne wyniki dla przeprowadzonych
badan, odzwierciedlajace zmiany poziomu metylacji
w czasie, jako funkcji liczby dawek DBP, na ktore byty
narazone zwierzeta przedstawia ryc. 2.

W zZadnej z prob DNA (B1-B4) poddanych trawie-
niu endonukleazg Bsh1236I, nie uzyskano produktu
PCR (Ryec. 2). Z kolei po jednej dawce DBP, w wyniku
trawienia DNA endonukleaza Hin6l w dwoch sposrod
czterech przeanalizowanych prob (B1, B2) otrzymano
produkt PCR wielko$ci 418 pz. Ten sam wynik uzyska-
no w dwoch niezaleznych trawieniach (1, 2). W wyniku
kontynuowania narazenia zwierzat na DBP (3 1 14 dni)
tylko analiza restrykcyjna DNA z wykorzystaniem en-
donukleazy Hin6l wykazata obecno$¢ produktu PCR
odpowiednio w probie B2 i probie B1, w wymienionych
wyzej punktach czasowych.

Ze wzgledu na fakt, ze we wszystkich probach DNA
izolowanego z watroby zwierzat kontrolnych nie otrzy-
mano produktu PCR (418 pz), co swiadczyto o braku
metylacji cytozyny w badanych sekwencjach, wyniki
dla kazdej z préb DNA zwierzat kontrolnych (K1-K4)
zilustrowano tylko dla jednej reakcji PCR.

Analizy wzglednych zmian w ilo§ci mRNA genu
p53 w watrobie zwierzat narazonych na DBP przedsta-
wiono w tabeli 2.

Tabela 2. Wptyw ftalanu dibutylu (DBP) na poziom mRNA
genu p53 w watrobie szczurow Wistar.
The effect of dibutyl phthalate (DBP) on mRNA
level of p53 gene in Wistar rats liver.

- 3 . p
Grupa szezuréw Poziom wzglednej ! ekspresji genow
1 3 14
DBP 0,588 0,809 0,546
(0,018) (0,310) (0,010)

Wzgledny poziom mRNA p53 w watrobie szczurow
narazonych na 1, 3 i 14 dawek DBP (1800 mg/kg m.c. x
dzien ')

! Poziom wzglednej ekspresji genu p53 normalizowany
w stosunku do poziomu mRNA genu referencyjnego
B-aktyny; () w nawiasach podano wartosci p, analiza
statystyczna zostala przeprowadzona z wykorzystaniem
testu randomizacji.

Relative mRNA quantification of p53 in rats liver treated
with DBP for 1, 3 and 14 days (1800 mg/kg b.w. x day™).

! Expression ratios are relative to B-actin endogenous
control; p-values are given in brackets ( ); statistical analyses
were done using randomization test.



Nr 4 Wplyw ftalanu dibutylu (DBP) na poziom metylacji i ekspresji genu P53 w watrobie szczurow 429
DBP
Bl B2 B3 B4
1x i 1 2 1 2 1 2 1 2
Behi2d6) sisn—> A I S
Hinel) 418 —o [ [ N I
M NT K1 K2 K3 K4
418p, — [
Bl B2 B3 B4
3x N 1 2 1 2 1 2 1 2
R e o | ]
CTOp— | | __ | | |
M NT K1 K2 K3 K4
418y, — [
Bl B2 B3 B4
14X M 1 2 1 2 1 2 1 2
ST | | ]
e <o ] (T R |
M NT K1 K2 K3 K4
418y, —o I
Ryc. 2. Reprezentatywne zele przedstawiajace wptyw ftalanu dibutylu (DBP) na poziom metylacji rejonu promotorowego

genu p53 w watrobie szczurow.

Genomowe DNA trawiono enzymami restrykcyjnymi: Bsh12361 albo Hin6I. Obecno$¢ produktu 418 pz dla prob
DNA izolowanych z watroby szczuréw narazonych na DBP (B1-B4) przez 1, 3 i 14 dni, w dwoch powtorzeniach
(1 1 2) odzwierciedla wzrost metylacji rejonu promotorowego genu p53. K1- K4, DNA izolowane z watroby
szczurdéw kontrolnych; NT - DNA nie trawione, kontrola pozytywna PCR; M - marker wielkosci.
Representative gels showing effect of dibutyl phthalate (DBP) on the methylation level of the p53 promoter region
in rat liver.

DNA was digested with methylation-sensitive restriction endonucleases Bsh12361 and Hin6l. The present of the
418 bp product for DNA isolated from the livers of rats administered with DBP (B1-B4), in two independent rep-
etitions (1 and 2), represented the increase of methylation of the p53 gene promoter region. K1-K4, DNA isolated
from the livers of control rats; NT - not digested DNA, positive control of PCR; M - size of marker.

W wyniku oddziatywania DBP (1800 mg/kg m.c. x
dzien') wykazano zmiany wzglednej ekspresji p53. Po
jednorazowym narazeniu zwierzat na badany zwiazek
stwierdzono znaczgce obnizenie w stosunku do kontroli
poziomu transkryptu p53, p<0,05. Przy kontynuowaniu
narazenia zwierzat na DBP (3 i 14 dni) obserwowano
utrzymujacy sie spadek ekspresji genu p53, jednak tylko
w przypadku 14 dawek zwigzku, obnizona w stosunku
do kontroli ekspresja genu p53 (0 50%) byta statystycz-
nie istotna, p<0,05.

Uzyskane wyniki z zakresu wptywu DBP na mRNA
p353 weryfikowano poprzez analize Western Blot (Ryc. 3).

Analiza poréwnawcza ilo$ci biatka p53 w watro-
bie szczurdéw narazonych na DBP w dawce 1800 mg/
kg m.c. x dzien! wykazata rdznice w jego poziomie
w poréwnaniu do odpowiednich grup kontrolnych. Po
jednorazowej dawce DBP, obnizony poziom biatka p53,
byl statystycznie nieistotny. Narazenie zwierzat na DBP
w ciagu 3 i 14 dni powodowato dalsze obnizenie ilo$ci
produktu biatkowego genu p53; odpowiednio o 33
1 54% w odniesieniu do warto$ci kontrolnych, p<0,05.

DYSKUSJA

Pi$miennictwo ostatnich lat wskazuje, ze wykrywa-
nie wezesnych zmian w genomie komorki, zwigzanych
z ekspresja gendéw, stanowi¢ moze podstawe oceny
potencjatu kancerogennego czynnikéw chemicznych
o epigenetycznych mechanizmach dziatania [24].
W tym kontekscie, szczegdlne znaczenie moga miec
wyniki badan oceniajacych wptyw niegenotoksycznych
kancerogenow (NGCs) na poziom metylacji kluczo-
wych genéw uczestniczacych w regulacji cyklu komor-
kowego i apoptozy, ze wzgledu na role metylacji DNA
w regulacji ekspresji genow [2, 4], brak rownowagi
pomigdzy tymi procesami w najwczesniejszych fazach
rozwoju procesu nowotworowego [ 18] 1 zdolnos¢ NGCs
do ingerowania w te procesy [9, 23].

W niniejszej pracy podjeto probe zdefiniowania
wptywu ftalanu di-butylu (DBP) na poziom metylacji
genu p53 i okreslenia zalezno$ci pomigdzy statusem
metylacji a ekspresja genu p53 na poziomie mRNA
1 biatka.
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Ryec. 3.
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Analiza ilosciowa (Western Blot) biatka p53 w watrobie szczuréw szczepu Wistar narazonych na DBP kolejno
przez 1, 3 i 14 dni w dawce 1800 mg/kg m.c. x dzien !

A) Obraz biatka p53 po analizie Western Blot. Rozdziat badanych biatek prowadzono przy wykorzystaniu elek-
troforezy SDS-PAGE i analizowano z wykorzystaniem techniki Western Blot. Uzyskany metoda chemilumine-
scencji sygnat na kliszach RTG poddano analizie w programie /mage Quant. Odczyty biatka p53 normalizowano
wzgledem biatka B-aktyny.

B) Analiza ilosciowa poziomu biatka p53. Warto$ci kontrolne, w badanych pkt. czasowych, wyrazone jako 100%.
K - kontrola; (*) réznice statystycznie istotne w odniesieniu do kontroli, p<0,05;

Western blots analysis of p53 protein in the liver of Wistar rats following DBP administration for 1, 3 and 14 days
at a dose of 1800 mg/kg b.w. x day™'.

A) Representative western immunoblot images of p53 protein. Liver tissue lysates were separated by SDS-PAGE
and subjected to Western immunoblotting. The signal intensity from the chemiluminescent detection was analyzed
by Image Quant software. The p53 protein level was normalized to B—actin signal.

B) Quantitative analysis of p53 protein level. Control values at each time point were considered as 100%. (*)

Significantly different from the control at the same time point, p<0,05;

Gen p53, supresor transformacji nowotworowej,
oprocz udziatu w regulacji cyklu komorkowego i apop-
tozy, petni rowniez funkcje represora transkrypcji
genow zaangazowanych w proliferacje komorkowa
(myc), progresje cyklu komorkowego (cyklina B1)
[10, 12, 29]. Z uwagi natomiast na brak wyspy CpG
W rejonie promotorowym genu p53, sadzi sie [25], ze
jest on bardziej wrazliwy na miejscowo-specyficzna
metylacje sekwencji CpG.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze DBP
indukowat przej$ciowa zmiang statusu metylacji rejonu
promotorowego genu p53. Jednoczesnie stwierdzono
utrzymujacy si¢ w przebiegu doswiadczenia, obnizony
poziom transkryptu i biatka p53. Tym samym, obnizong
ekspresje badanego genu trudno przyczynowo wigzaé
ze zwigkszonym poziomem jego metylacji, ktory byt
wykazany tylko po jednorazowej dawce DBP.

W naszych wczesniejszych badaniach [16], prze-
prowadzonych w identycznych warunkach doswiad-
czalnych wykazano, ze DBP indukowat przejsciowy
wzrost syntezy DNA i aktywno$ci metylotransferaz
DNA (DNMTs), z ktorych DNMT1 i DNMT3 odpo-
wiedzialne sg za zachowanie prawidtowego wzoru
metylacji w okresie kolejnych rund replikacji DNA,

poprzedzajacych podziaty komorkowe [11, 28]. Wy-
niki te wskazujg na prawdopodobny udziat DNMTs
w mechanizmach indukowanej DBP metylacji cytozyny
w sekwencjach p53 uprzednio niemetylowanych.

Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, ze przy oddzialy-
waniu DBP wykazano rowniez wzrost transkryptu oraz
poziomu biatka c-myc (dane niepublikowane).

Biatko c-myc odgrywa istotng role zar6wno w fizjo-
logii jak i patologii komorki, dziatajac jako aktywator/
represor wielu genéw, w tym gendw bioracych udziat
w regulacji cyklu komorkowego [8, 19]. 15-20% genow
w genomie komorki znajduje si¢ pod kontrola biatka
c-myc. Przypisywane jest mu rowniez wspotdziatanie
z DNMT3 [3] jak i deacetylazami histonowymi [17].
Sadzi sie rowniez, ze aktywny protoonkogen c-myc
zwicksza generacje RFT (Reaktywne Formy Tlenu),
co prowadzi do uszkodzen DNA i ostabienia lub zaha-
mowania funkcji biologicznych p53 [31]. Jednocze$nie
wiadomo, ze biatko p53 bierze udziat w odpowiedzi
komorki na bodzce stresowe takie jak np. nieprawi-
dltowe sygnaty proliferacyjne, zwigzane z aktywacja
onkogenu.

Wszystkie te zaleznos$ci sugeruja, ze obnizony po-
ziom biatka p53, wykazany przy oddzialywaniu DBP
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mogt by¢ wynikiem raczej represyjnego dziatania akty-
wowanego biatka c-myc niz krétkotrwatej, wykazanej
tylko po 1 dawce DBP zmiany w poziomie metylacji
supresorowego genu p53.

WNIOSKI

1. Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze
indukowane zmiany ekspresji genu p353 nie byty
bezposrednio wynikiem zmian poziomu metylacji
badanych sekwencji rejonu promotorowego genu.

2. Obnizony poziom biatka p53, moze wynikac z repre-
syjnego oddzialywania biatka c-myc, uczestnicza-
cego w tych samych szlakach transdukcji sygnatu.
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