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WSTEP

Niezwykle rozwinigte w ostatnich latach badania metylacji DNA wnosza nowe, istotne
elementy w zrozumienie przeksztatcania si¢ komorki prawidtowej w nowotworowa, okre-
$lane jako transformacja nowotworowa. Jednoczesnie wskazuja na kierunek badan chemicz-
nych kancerogendw, ktorych dziatanie rakotworcze ma podstawy epigenetyczne. Zwiazki te
okreslane jako niegenotoksyczne kancerogeny (NGCs), powoduja u gryzoni wzrost czestosci
wystepowania nowotworow o roznej lokalizacji, a ich wspolna cecha jest zdolnos¢ stymu-
lowania proliferacji komorkowej w docelowych narzadach i tkankach oraz hamowania apo-
ptozy [9, 19, 22]. Wywotywanie takich efektow biologicznych, zwiazanych z zaburzeniem
rownowagi pomigdzy replikacja i $miercia komorek uwazane jest za podstawowy czynnik
determinujacy zachwianie homeostazy komorkowej, ktorej konsekwencja moze by¢ transfor-
macja nowotworowa [22, 25].

Regulacja cyklu komorkowego i apoptozy zachodzi przede wszystkim na poziomie genow
i zwiazana jest z regulacyjnym wptywem biatek kodowanych przez protoonkogeny i geny su-
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presorowe. Przyczynami nieprawidtowego funkcjonowania biatek regulatorowych moga by¢
nie tylko mutacje punktowe, translokacje i amplifikacje gendw, ale rowniez zmiany epigene-
tyczne, ktore uniemozliwiaja ich prawidlowa ekspresj¢ przy niezmienionej sekwencji nukleo-
tydowej. W regulacji ekspresji genow istotna rolg przypisuje si¢ metylacji DNA [3, 4, 17].

Metylacja DNA jest poreplikacyjna modyfikacja DNA, polegajaca na przytaczaniu grup
metylowych do cytozyny, obecnej wewnatrz dinukleotydu CpG (p oznacza grupg fosforano-
wa) 1 jest katalizowana przez rodzing metylotransferaz DNA (DNMTs) [2, 10].

Zmiany metylacji DNA rozwazane sa jako kluczowy mechanizm dziatania przynajmnie;j
niektorych NGCs [5, 8].

Prezentowana praca stanowi fragment badan realizowanych w Zaktadzie Toksykologii
Srodowiskowej Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego — Panstwowym Zaktadzie Hi-
gieny z zakresu wptywu NGCs na metylacj¢ i aktywno$¢ transkrypcyjna genow uczestnicza-
cych w kontroli cyklu komorkowego i apoptozy.

Zbadano wptyw fenobarbitalu (PB), zaklasyfikowanego przez Migdzynarodowa Agen-
cj¢ Badan nad Rakiem (IARC) do zwiazkéw o udowodnionym dziataniu kancerogennym
dla zwierzat i prawdopodobnie rakotwérczym dla ludzi - grupa 2B [11], na poziom metyla-
cji genu supresorowego p53. Wyniki z zakresu zmian metylacji korelowano z synteza DNA
i aktywnos$cia metylotransferaz DNA (DNMTs).

MATERIALY I METODY

Odczynniki

Fenobarbital (95%) - Farmaceutyczno-Chemiczna Spotdzielnia Pracy ,,Galenus”; [*H]-
tymidyna, (aktywno$¢ 1020 MBg/mol) - Instytut Badan, Produkcji i Stosowania Radioizo-
topoéw, Czechy; [*H-methyl] SAM (S-adenozylometionina) o aktywno$ci 362,6 GBg/mmol
- Perkin Elmer LAS, Inc.; Kit do izolacji DNA, enzymy restrykcyjne: Hin6l, Bsh1236] oraz
phage A DNA - Fermentas, USA; FastStart Taq Polimeraza - Roche, Niemcy. Wszystkie inne
stosowane odczynniki - Sigma Chemical Company, USA o najwyzszej czystosci i jakoSci.

Schemat do$wiadczen

Badania przeprowadzano na dojrzatych samcach szczuréw szczepu Wistar o masie ciata
200 £ 10g. Mtode szczury o masie 50 - 60g umieszczano w klatkach (po 5 sztuk), w pomiesz-
czeniu o temperaturze 22 + 1°C z 12-godzinnym rytmem $wietlnym i wzglednej wilgotnosci
powietrza 50 + 10%. Zwierzg¢ta w okresie adaptacji (okres 2-tygodniowy) i w trakcie do-
swiadczen otrzymywaty paszg standardowa - LSM 1 wodg ad libitum.

Fenobarbital (PB) podawano szczurom sonda do zotadka w oliwie jadalnej w dawce wy-
noszacej 98,2 mg/kg m.c. x dzien'! jednorazowo, 3-krotnie i 14-krotnie. Grupy kontrolne
szczurdw otrzymywaty rownowazna objetosé oliwy jadalne;j.

W badaniach syntezy DNA wszystkie grupy zwierzat otrzymywaty droga dootrzewnowe;j
iniekcji (i.p.) 6[*H]-tymidyng (1,2 MBq/szczura) 1 godz. przed dekapitacja. W odpowied-
nich punktach czasowych watroby szczuréw badanych i kontrolnych izolowano, przemywa-
no i wazono. Wszystkie czynnosci wykonywano w temp. 4°C. Prawy ptat watroby stanowit
materiat badawczy.
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Synteza DNA

Syntez¢ DNA mierzono wbudowywaniem si¢ 6[*H]-tymidyny do jadrowego DNA, stosu-
jac technike ptynnej scyntylacji zgodnie z procedura opisana we wczesniejszej publikacji [14]
i wyrazano w dpm/mg DNA. DNA oznaczano metoda Burtona [6].

Metylacja rejonu promotorowego genu pJ53

Stopien metylacji dinukleotydow CpG w rejonie promotorowym genu p53 okreslano
metoda MSRA (Methylation-Sensitive Restriction Analysis). Powyzsza technika polega na
wykorzystaniu zdolnosci metylozaleznych endonukleaz restrykcyjnych do rozpoznawania
i cigcia sekwencji, w ktorych nie wystepuje metylacja cytozyny w pozycji piatej (5-MeC).
W przypadku metylacji tego nukleotydu we wspomnianej pozycji rozpoznawanej sekwencji,
enzymy te nie sg zdolne do cigcia DNA.

Wyizolowane z watroby szczurow genomowe DNA trawiono przy uzyciu dwoch enzy-
moéw restrykeyjnych: Hin6l 1 Bsh12361. Pierwszy z enzyméw (Hin6l) rozpoznaje sekwencjg
5-GYCGC-3’, a drugi (Bsh1236]) sekwencje 5°-CG¥CG-3". Kontrolg pozytywna stanowito
niemetylowane (dam-, dcm’) DNA faga A, poddawane trawieniu ww. enzymami, w celu potwier-
dzenia dziatania endonukleaz. Otrzymane produkty trawienia stanowity matryce w reakcji PCR.

Do analizy restrykcyjnej rejonu promotorowego genu p53 (fragment 418bp) wykorzysta-
no startery o sekwencji:

5’-TCTGTTTCAAAAAGCAAAAAGATGAC- 3’(forward)

5’-ATAGCAAGGAAAGTCCCAATGAACTG- 3’(rewerse).

Do zaprojektowania powyzszych starterow postuzono si¢ sekwencjami DNA dostepnymi
w bazie danych na stronie www.ncbi.nlm.nih.gov o nr: M26863 oraz ogdlnodostgpnym pro-
gramem FastPCR. Otrzymane produkty PCR wielkosci 418bp poddawano analizie w 6% zelu
akrylamidowym.

Aktywnos$¢ metylotransferazy DNA (DNMTs)

Aktywno$¢ metylotransferazy DNA (DNMTs) oznaczano metoda Adamsa i wsp. [1],
z modyfikacjami Tao i wsp. [24]. Metoda polega na pomiarze znakowanych [*H] grup metylo-
wych, ktorych donorem jest [*’H-methyl] SAM, przenoszonych do deoksycytydyny w poly(dI-
dC)-poly(dI-dC). Aktywnos¢ DNMTs wyrazano w cpm/pg biatka. Biatko oznaczano stosujac
gotowy zestaw do oznaczania biatka, firmy Bio-Rad. Szczegdtowy opis stosowanej metody
przedstawiono we wczesniejszej publikacji [13].

Analiza statystyczna

Wyniki z zakresu syntezy DNA, aktywnosci DNMTs i RLW przedstawiono jako $rednie
wyniki z 5 zwierzat + SEM stosujac test t-Studenta. Czgsto$¢ wystgpowania zmian metylacji
w rejonach promotorowych badanego genu w odniesieniu do kontroli oceniano stosujac test
Fischera. Przyjgte kryterium znamiennosci, p<0,05.

WYNIKI

Badany zwiazek nie wptywat na masg ciata zwierzat oraz na spozycie paszy i wody. W ta-
beli I przedstawiono wyniki z zakresu wplywu PB na masg watroby, wyrazona jako wzgledny
przyrost masy watroby (RLW).
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Tabelal.  Wplyw fenobarbitalu (PB) na wzgledna masg watroby (RLW) szczurdéw otrzymujacych
zwiazek w dawce 92,8 mg/kg m.c. x dzien! jednorazowo, przez 3 i 14 dni
The effect of phenobarbital (PB) on relative liver weight (RLW) of rats received compound
for 1, 3 or 14 days at a dose of 92,8 mg /kg b.w. x day!

. RLW; g /100 g m.c.
Liczba dawek PB Kontrola
4,68+0,18 4,38+0,22
3 5,88+0,51° 4,29+0,26
12 5,38+40,38" 3,94+0,29

Wartosci $rednie + SEM z 5 zwierzat; roznice statystycznie istotne w stosunku do kontroli (*) p< 0,05.
Results are mean + SEM for groups of five animals; values significantly different from control (*)
p<0,05.

Jednorazowe podawanie PB nie wywotywato zmian w RLW. Wzglgdna masa watroby
(RLW) wzrastata po wielokrotnym podawaniu szczurom zwiazku. Narazenie zwierzat na 3
i 14 dawek PB, powodowato wzrost wzglednej masy watroby odpowiednio o 30% i 38%
w porownaniu do kontroli.

Wyniki badan wptywu PB na syntez¢ DNA (faza-S) przedstawiono w tabeli II. Zwiazek
stymulowat syntez¢ DNA juz po jednorazowym podawaniu zwiazku. Wykazano 2,5-krotny
wzrost syntezy w grupie zwierzat badanych w porownaniu do grupy zwierzat kontrolnych.
Przy przedtuzonym oddziatywaniu PB (3 dawki), odnotowano nieznaczny, dalszy wzrost syn-
tezy DNA, ktora 2,7-krotnie przewyzszata warto$ci uzyskiwane w grupie zwierzat kontrol-
nych. Dalsze kontynuowanie narazenia zwierzat (14 dawek) na PB nie wywotywalo zmian w
syntezie DNA i jej poziom byt poréwnywalny z wyznaczonym dla grupy zwierzat kontrol-
nych.

Tabela II.  Wptyw fenobarbitalu (PB) na ilo$¢ wbudowanej [*H] tymidyny do jadrowego DNA (synte-
za DNA) watroby szczuréw narazonych na PB w dawce 92,8 mg/kg m.c. x dzien™, przez 1,
3114 dni
The effect of fenobarbitalu (PB) on the rate of [*H ] thymidine utilization for liver DNA
synthesis in rats following PB administration for 1, 3 and 14 days at the dose of 92,8 mg/kg

b.w. x day’!
Ilos¢ wbudowanej [3H] tymidyny do jadrowego DNA;
Liczba dawek dpm/mg DNA
PB Kontrola
1 10153+3076" 40494914
3 12509+4096 4916+996
14 3122+1040 3188+369

Wartosci $rednie = SEM z 5 zwierzat; roznice statystycznie istotne w stosunku do kontroli (*) p<0,05.
Results are mean + SEM for groups of five animals; values significantly different from control (*)
p<0,05.

Zastosowana metoda (MSRA) do oceny zmian metylacji rejonéw promotorowych genow
sprowadza si¢ do wykorzystania metylowrazliwych enzymow restrykcyjnych, ktore tna wy-
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tacznie niezmetylowane fragmenty DNA. Schemat rejonu promotorowego genu p353 przed-
stawiono naryc. 1.

3 Hin61 Bsh12361 Bshl12361
5 Acil Acil Acil
R - : I i : I | : I Exonl o ! ’
g b, R .
| GEsese S568688S Trecess !
_ : PCR 418 bp -
Brak wyspy CpG . Region minimalny

-216 bp --131bp

Ryc. 1 Schemat rejonu promotorowego genu p33.

Scheme of the p53 gene promoter region

Charakterystyczna cecha rejonu promotorowego genu p53 [20] jest brak wyspy CpG, jak
réwniez miejsca TATA BOX. W obrgbie badanej sekwencji genu p53 zlokalizowane sa dwa
miejsca rozpoznawane przez endonukleazg Bsh12361 (-261bp i1 -179bp) oraz jedno miejsce
rozpoznawane przez Hin6l w pozycji -450bp. W obrgbie tych sekwencji nastgpuje przytacze-
nie czynnikow transkrypcyjnych.

Analiza restrykcyjna DNA izolowanego z watroby 4 szczuré6w narazonych na PB w daw-
ce 98,2 mg/kg m.c. x dzien! przeprowadzana byta w dwoch niezaleznych powtdrzeniach,
a kazda poddana analizie restrykcyjnej proba DNA byta nastgpnie uzyta do dwoch niezalez-
nych reakcji PCR. Identyczny schemat zastosowano dla DNA izolowanego z watroby szczu-
Tabela III. Sumaryczne wyniki trawienia metylowrazliwymi endonukleazami Bsh12361 i Hin6] DNA
izolowanego z watroby szczuréw narazonych na PB w dawce 92,8 mg/kg b.w. x dzien’,
przez 1,31 14 dni
Summary of methylation-sensitive digestion with Bsh12361 and Hin6I of DNA isolated
from the liver of rats treatment with phenobarbital (PB) for 1, 3 or 14 days

Grupa szczurow Liczba dawek

P 1 3 14

PB 8/16%* 8/16%* 12/16%*
Bsh1236]

Kontrola (Bs ) 0/8 0/8 0/8
p* <0,05 <0,05 <0,05
PB 8/16%* 12/16%* 12/16%*

Hin6l

Kontrola (Hin6D) 0/8 0/8 0/8

o <0,05 <0,05 <0,05
Objasnienie:

** Stosunek liczby prob DNA w ktorych badane sekwencje byly metylowane do ogdlnej liczby anali-
zowanych prob DNA; Ogolna liczba préb DNA (16) stanowila 100%; Roznice statystycznie istotne w
stosunku do kontroli, * p< 0,05. ** The proportion of DNA samples in which investigated sequences
of p53 gene were methylated to the number of DNA sample analyzed. The total number (16) of DNA
samples was taken as 100%; Values significantly different from control, * p <0,05.
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row kontrolnych. Przeprowadzona analiza restrykcyjna z wykorzystaniem endonukleazy re-
strykcyjnej Bsh1236l1 i Hin6l wykazata, ze zwiazek wywotywat wzrost poziomu metylacji
rejonu promotorowego genu p353 (Tabela III). Obecnos¢ zmetylowanej cytozyny (5-MeC),
w sekwencji rozpoznawanej przez enzym Bsh12361, wykazano w 8 spos$rod 16 badanych
prob DNA (50%), zaréwno po 1 jak i 3 dawkach PB. Dalsze kontynuowanie narazenia zwie-
rzat na PB (14 dawek) zwigkszalo czgstos¢é metylacji w sekwencji rozpoznawanej przez en-
zym Bsh12361. Metylacj¢ cytozyny (5-MeC) odnotowano w 12 probach DNA sposrod 16
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Ryc. 2 Reprezentatywne zele przedstawiajace wptyw fenobarbitalu (PB) na poziom metylacji rejonu
promotorowego genu p53 w watrobie szczurow.
Representative gels showing effect of phenobarbital (PB) on the methylation of the p53 pro-
moter region in rat liver.

Objasnienie:

Genomowe DNA trawiono enzymami restrykcyjnymi: Bsh12361 (I) albo Hin6I (II). Obecno$¢ produktu

418bp dla prob DNA izolowanego z watroby szczuréw narazonych na PB (B1-B4), w dwoch powtdrze-

niach (1 1 2) odzwierciedla wzrost metylacji rejonu promotorowego genu p53.

K1-K4; DNA izolowane z watroby szczuréw kontrolnych.

NT — DNA nie trawione

M — marker wielkosci

Genomic DNA was restricted with Bsh1236I (I) or Hin6l (II). The present of the 418bp product for
DNA isolated from the livers of rats administered with PB (B1-B4), in two independent repetitions,
represented the increase of methylation of the p53 gene promoter region.

K1-K4; DNA isolated from the liver of control rats

NT — not digested DNA

M - size of marker



Nr 4 Fenobarbital a metylacja genu p53 w watrobie szczuréw 461

badanych (75%). Analiza tych samych prob DNA z wykorzystaniem endonukleazy Hin6l
wykazata réwniez obecno$¢ zmetylowanej cytozyny w pozycji -450bp; w 8 probach DNA na
16 (50%) po 1 dawce zwiazku i w 12 sposrod 16 analizowanych prob DNA, zaréwno po 3
i 14 dawkach PB (75%).

We wszystkich probach DNA izolowanego z watroby zwierzat kontrolnych nie otrzymano
produktu PCR (418bp), co swiadczylo o braku metylacji cytozyny w badanych sekwencjach.

Reprezentatywne wyniki dla przeprowadzonych badan, odzwierciedlajace zmiany po-
ziomu metylacji w czasie, jako funkcji liczby dawek PB, na ktore narazone byly zwierzgta
przedstawia rycina 2.

Po 1 dawce PB dla czterech niezaleznych prob DNA (B1-B4) traktowanych endonukleaza
Bsh1236I (I), produkt wielkosci 418bp otrzymano w dwoch probach (B1 i B2). Wynik byt
potwierdzony w 2 niezaleznie przeprowadzonych trawieniach (1, 2). Identyczne wyniki uzy-
skano przy trawieniu prob enzymem Hin6l (II). W Zzadnej z prob DNA szczuréw kontrolnych
(K1-K4) nie otrzymano produktu 418bp; wewngtrzna cytozyna w badanych sekwencjach nie
byta metylowana. Ze wzgledu na brak prazka 418bp we wszystkich powtdrzeniach, wyniki
dla kazdej proby DNA zwierzat kontrolnych zilustrowano tylko dla jednej reakcji PCR.

Po 3 dawkach zwiazku, produkt 418bp otrzymano w dwoch niezaleznych prébach, po
trawieniu DNA enzymem Bsh12361 (I) i w trzech probach po trawieniu DNA Hin6l (1). Przy
dalszym kontynuowaniu narazenia zwierzat (14 dawek), spos$rod 4 niezaleznych prob DNA,
ktore trawione byly Bsh1236I1 (I) lub Hin6l (II), w trzech otrzymano produkt 418bp (odpo-
wiednio B1, B2, B4 i B1, B2, B3).

Badany zwiazek stymulowatl przejsciowy wzrost aktywnosci DNMTs (Tabela 1V). Po
jednorazowym i 3-krotnym podawaniu zwierz¢tom PB w odst¢pach dobowych dawki wyno-
szacej 92,8 mg/kg m.c x dzien!, aktywnos¢ DNMTs przewyzszata odpowiednio o 40 i 52%
warto$ci uzyskiwane w grupie zwierzat kontrolnych. Kontynuowanie narazenia zwierzat na
PB (14 dawek), nie wywolywatlo statystycznie istotnych zmian w aktywnosci DNMTs w od-
niesieniu do kontroli.

Tabela IV. Wplyw fenobarbitalu (PB) na aktywno$¢ metylotransferazy DNA (DNMTs) w watrobie
szczuréw narazonych na PB w dawce 92,8 mg/kg m.c. x dzien przez 1, 3 i 14 dni
The effect of phenobarbital (PB) on DNA methyltransferase (DNMTs) activity in liver of
rats administered PB for 1, 3 and 14 days at the dose of 92,8 mg/kg b.w. x day!

Liczba dawek Aktywno$¢ DNMTs; cpm/ug biatk
PB Kontrola
43,414£5,33 * 31,07+1,72
3 44,63+1,77 * 29,29+1,00
14 32,08+0,77 30,79+2,14

Wartosci srednie + SEM z 5 zwierzat; roznice statystycznie istotne w stosunku do kontroli (*) p< 0,05.
Results are mean + SEM for groups of five animals; values significantly different from control (*)
p<0,05.

DYSKUSJA

Mechanizmy dziatania niegenotoksycznych kancerogenéw (NGCs) sa bardzo zréznico-
wane i wszechstronne [21, 22]. Ta r6znorodnos¢ mechanizmow dziatania, ktore nie sa catko-
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wicie wyjasnione, stwarza szereg problemoéw zwiazanych zardwno z wczesna identyfikacja
NGCs, jak i ocena ryzyka wynikajacego z oddziatywania tej kategorii czynnikéw rakotwor-
czych. Z drugiej strony, wiedza na temat NGCs jest juz na tyle obszerna, ze pozwala przy-
najmniej czgsciowo zdefiniowa¢ wezesne zmiany w docelowych tkankach wywolywane ich
oddziatywaniem. Naleza do nich migdzy innymi, powigkszenie docelowych narzaddéw, hamo-
wanie komunikacji mi¢gdzykomorkowej, stymulacja syntezy DNA i proliferacji komdrkowej,
indukowanie i/lub hamowanie aktywnosci okre§lonych uktadow enzymatycznych, hamowa-
nie apoptozy [12, 22].

Wyniki dostgpnych badan przeprowadzonych w warunkach in vivo wskazuja, ze szereg
zwiazkow zaliczanych do NGCs powoduje hipometylacj¢ i/lub hipermetylacj¢ rejondéw pro-
motorowych gendéw bioracych udziat w regulacji cyklu komérkowego i apoptozy [2, 18, 23].
Zmiany metylacji genow zaangazowanych ww. procesy, definiowane jako hipermetylacja
(zwigkszenie poziomu metylacji) lub hipometylacja (obnizenie poziomu metylacji) prowa-
dzi¢ moga do zmiany ich funkcji i ekspres;ji.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze PB wywotywat wzrost poziomu metyla-
cji rejonu promotorowego genu pS3, w pozycji -450bp oraz w pozycji -261 1 -179bp, ktory
utrzymywal si¢ przez caty okres doswiadczalny. Wykazana hipermetylacja oznacza metylacje
cytozyny w uprzednio niemetylowanych sekwencjach. Mozna, wigc sugerowaé, ze PB sty-
mulowal metylacj¢ de novo. Jednoczesnie stwierdzono, ze PB indukowal przejsciowy wzrost
syntezy DNA, ktory poprzedzal wzrost masy watroby (RLW). PB stymulowat rowniez in-
dukcje aktywnosci DNMTs, ktora ograniczona byta, podobnie jak synteza DNA, tylko do
pierwszych dni podawania zwierzgtom zwiazku (po 11 3 dawkach PB).

Wykazany w badaniach wzrost aktywnosci DNMTs, dotyczy¢ moze ré6znych izoform me-
tylotransferazy DNA. Za zachowanie prawidlowego wzoru metylacji w okresie kolejnych
rund replikacji DNA, poprzedzajacych podziaty komorkowe odpowiedzialna jest DNMT]1
[2]. Jednakze, metylacja regulowana jest rowniez przez metylotransferazy de novo (DNMT3a
i3b) i demetylazy [2, 7, 10].

Wykazany wzrost metylacji genu p53 po 14 dawkach zwiazku, przy jednoczesnym braku
replikacyjnej syntezy DNA i braku stymulacji aktywnosci DNMTs, sugerowa¢ moze udziat
w hipermetylacji genu mechanizmow nie zwiazanych z aktywnoscia DNMTs.

DNMT1 jest niezbedna dla replikacji DNA i jej synteza jest indukowana przy wejsciu ko-
moérek w fazeg S [15, 16]. Jezeli wige prawda jest, ze wzrost aktywnosci DNMT1 skorelowany
jest z replikacja DNA, wowczas w nie proliferujacych komoérkach (brak stymulacji syntezy
DNA), zaburzenia aktywnosci demetylaz i de novo metylaz (DNMT3a i 3b) indukowa¢ moga
hipo- i hipermetylacjg.

W naszych wezesniejszych badaniach [13] przeprowadzonych w identycznych warunkach
doswiadczalnych wykazano, ze PB stymulowat wzrost metylacji genu p/6. Jednak w przeci-
wienstwie do aktualnie prezentowanych wynikéw, hipermetylacja genu p/6 miata charakter
odwracalny i korelowata z aktywnos$cia DNMTs i synteza DNA.

WNIOSKI

1. Wczesna odpowiedzia docelowego narzadu dla dziatania PB, jakim jest watroba byta
stymulacja syntezy DNA, ktora poprzedzata wzrost masy watroby.
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2.  Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze PB indukowat metylacj¢ de novo w ana-
lizowanych sekwencjach rejonu promotorowego genu p53.

3. Indukowane PB zmiany metylacji genu p53, prawdopodobnie nie byly zwiazane z aktyw-
no$cia DNMTs.

G. Kostka, K. Urbanek-Olejnik, B. Wiadrowska, R. Bankowski

INDUKOWANA FENOBARBITALEM HIPERMETYLACJA REJONU PROMOTOROWEGO
GENU P53 W WATROBIE SZCZUROW SZCZEPU WISTAR

STRESZCZENIE

Indukowane niegenotoksycznymi kancerogenami (NGCs) zmiany metylacji DNA rozpatrywane
sa jako mechanizm ich toksycznego, w tym rakotworczego dziatania. Zbadano wptyw fenobarbitalu
(PB), na poziom metylacji regionu promotorowego genu p53 w watrobie szczurow szczepu Wistar.
Zmiany metylacji genu p53 korelowano z synteza DNA, aktywnoscia metylotransferaz DNA (DNMTs)
oraz z masa watroby. Samce szczurow szczepu Wistar otrzymywaly PB w dawce wynoszacej 98,2 mg/
kg m.c. x dzien! jednorazowo, 3-krotnie i 14-krotnie. Wykazano, ze PB wywotywat hipermetylacjg
w badanych sekwencjach rejonu promotorowego genu p53. Indukowana PB hipermetylacja genu wy-
stgpowata w przebiegu catego okresu dos§wiadczalnego. Stymulacje syntezy DNA, ktora poprzedzata
wzrost masy watroby oraz indukcj¢ DNMTs, wykazano tylko po 1 i 3 dawkach zwiazku. Kontynuowa-
nie narazenia zwierzat na PB (14 dawek) nie wywotywato zmian w syntezie DNA i aktywnosci DNMTs
w poréwnaniu do kontroli. Przypuszcza sig, ze indukowana PB de novo metylacja rejonu promotorowe-
go genu p53, nie byta zwigzana z aktywno$cia DNMTs.

G. Kostka, K. Urbanek-Olejnik, B. Wiadrowska, R. Bankowski

PHENOBARBITAL-INDUCED HYPERMETHYLATION OF THE P53 PROMOTER REGION IN
THE LIVER OF WISTAR RATS

SUMMARY

Non-genotoxic carcinogens (NGCs)-induced changes of DNA methylation has been proposed
as a mechanism of their toxicity, including carcinogenic action. The effect of phenobarbital (PB),
arodent liver carcinogen on the methylation level of the p53 promoter region in rat liver was studied.
Changes in the methylation status of the p53 gene were correlated with changes in DNA synthesis,
DNA methyltransferase (DNMTs) activity and liver weight. Male Wistar rats received PB in one, three
or fourteen daily oral doses of 92.8 mg/kg b.w. x day'. We have demonstrated that PB increased the
methylation of the p53 gene. Cytosine hypermethylation in the analyzed CpG sites of the p53 gene
promoter occurred during the whole period of study. However, an increase in DNA synthesis was only
observed after 1 and 3 days of treatment with PB and it preceded liver growth. Treatment of rats with PB
for 1 and 3 days also produced an increase in nuclear DNMTs activity. After prolonged administration
(14 days), no changes in DNMTs activity nor DNA synthesis were observed. It is proposed that PB-
induced de novo methylation of the p53 gene was not associated with DNMTs activity.
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