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Streszczenie

Cel pracy: Celem pracy byta ocena aktywnosci transkrypcyjnej genow kodujgcych receptory melatoninowe oraz
genow zaangazowanych w ich regulacje w gruczolakoraku endometrium pod kgtem poszukiwania molekularnych
markerow diagnostycznych i prognostycznych tego nowotworu.

Materiat i metody: Materiat do badari stanowity wycinki gruczolakoraka endometrium typu endometrioidalnego
w stopniu histologicznego zroznicowania G1, G2, G3 oraz endometrium prawidfowego. Badania molekularne wy-
konano u 37 kobiet. Po izolacji RNA z tkanek technikg mikromacierzy oligonukleotydowych HG-U133A (Affymetrix)
sposrod 22 283 ID mRNA wyznaczono profil stezenia mRNA genow zwigzanych z aktywnoscig receptorow me-
latoninowych. Metoda qRT-PCR oceniono zmiany aktywnosci transkrypcyjnej genow receptorow melatoninowych
w wycinkach gruczolakoraka w porownaniu do endometrium prawidfowego.

Wyniki: Analiza transkryptomow metodg mikromacierzy ekspresyjnych (Affymetrix) pozwolita na wytypowanie 18
ID mRNA dla gendw zwigzanych z aktywnoscig receptorow melatoninowych roznicujgcych raka endometrium od
kontroli, przy zatoZeniu, Ze wartosc p<0,05 oraz FC(log2)>1,5. Wsrdd gendw specyficznie roznicujgcych raka sa:
w stopniu G2- ASMTL, GNA11, PER2, PTGDS oraz w stopnia G3- GNA12, GNA11. Wyciszenie genu kodujacego
biatko RGS4, regulujgce czas i nasilenie przekazywania sygnatu przy udziale biatka G (negatywnego regulatora)
obserwowano we wszystkich wycinkach raka, niezaleznie od stopnia zroznicowania histologicznego.
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Whioski: Profil stezenia mRNA gendw uczestniczgcych w regulacji aktywnosci biologicznej receptorow melato-
ninowych zalezy od stopnia zroznicowania histologicznego gruczolakoraka endometrium i moze stanowic¢ uzupet-
niajgcy marker diagnostyczny i prognostyczny raka endometrium. Istotne statystycznie obnizenie ekspresji genow
zaangazowanych w proces biosyntezy melatoniny (ASMTL) oraz genow kodujgcych biatka zwigzane z transdukcjg
sygnatu receptorow melatoninowych (GNA11, GNA12, RTGS4, HTR2B i GNRHZ2), mogag stanowi¢ obiecujgce
ogniwo w podjeciu nowych terapeutycznych rozwigzarn w leczeniu gruczolakoraka endometrium.

Stowa kluczowe: melatonina / receptory melatoninowe / gruczolakorak endometrium
nowotwory estrogenozalezne / estrogeny

Abstract

Objectives: The aim of the study was to evaluate transcription activity of melatonin receptors and genes associ-
ated with regulation of their activity in endometrial adenocarcinoma to identify probable diagnostic and prognostic
molecular markers.

Material and methods: The material included endometrial adenocarcinoma tissue samples of histopathological
grades G1, G2, G3, and normal endometrium. The molecular analysis was performed on 37 patient samples. Total
RNA was extracted and used for the microarray HG-U133A analysis. Among 22 283 ID mRNA, only entities of
genes associated with regulation of melatonin receptors activity were selected. gRT-PCR was employed for vali-
dation, what allowed to compare melatonin receptor genes activation in endometrial cancer tissues to the normal
endometrium.

Results: The results of the microarray experiments showed that only 18 ID mRNA were differential in endometrial
cancer samples as compared to the control at p-value<0.05 and FC(log2)>1.5. These genes were identified as
differentially expressed in grade G2- ASMTL, GNA11, PER2, PTGDS and in grade G3- GNAI2, GNA11. Silencing
of RGS4 encoding RGP4, which regulates signal transmission by G protein, was observed in all cancer groups,
independently of the histopathological grade.

Conclusions: The profile expression of genes associated with regulation of melatonin receptors activity was differ-
ent and dependent on the histopathological grade of endometrial cancer and can be an additional diagnostic and
prognostic marker. Statistically significant was the down-regulation of melatonin biosynthesis genes (ASMTL) and
melatonin signal transmitters (GNA11, GNA12, RTGS

Key words: melatonin / melatonin receptors / endometrial adenocarcinoma

estrogen-dependent malignancies / estrogens

Wstep

Rola estrogenow, jako znaczacego czynnika w etiologii
gruczolakoraka endometrium, jest znana od wielu lat [1]. Ta za-
leznos$¢ migdzy estrogenami, ktorych dziatanie nie zostato zrow-
nowazone progestagenami a rakiem endometrium jest najpetniej
udokumentowana [1]. Estrogeny petnia istotng rol¢ w kanceroge-
nezie poprzez zwigkszenie proliferacji komorek (posredni efekt
kancerogenny) i mutagenne dziatanie samych estrogenéw (bez-
posredni efekt kancerogenny). Wiedza o molekularnych mecha-
nizmach kontroli sygnalizacji estrogenowej poglebita si¢ dzigki
nowoczesnym technikom badawczym, ale nadal pozostaje kwe-
stig otwarta.

W zwiazku z danymi literaturowymi na temat wtasciwosci
antyproliferacyjnych melatoniny w liniach ludzkich komoérek
nowotworu piersi oraz w oparciu o wyniki eksperymentu wyka-
zujacego, ze melatonina blokuje proliferacj¢ komérek MCF-7
indukowanych estrogenami powstata hipoteza, zgodnie z ktora
wilasciwosci onkostatyczne melatoniny maja zwiazek ze szla-
kiem odpowiedzi komdrkowej na estrogeny [3]. Szereg publi-
kacji wskazuje na prawdopodobne antyestrogenowe wiasciwo-
$ci melatoniny i mozliwo$¢ wykorzystania tego hormonu jako
substancji hamujacej proliferacyjne i inwazyjne predyspozycje
komérek zaleznych od hormonow [4].
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Melatonina (5-metoksy-N-acetylotrypamina), podstawowy
hormon wytwarzany gldwnie przez szyszynke, jest nazywana
wielofunkcyjnym ,,hormonem ciemnosci” [5]. Pelni rolg koor-
dynatora rytmow biologicznych, przekazujac organizmowi infor-
macje o porze dnia (rola biochemicznego zegara) i spodziewa-
nej porze roku (rola biochemicznego kalendarza) [6]. Badania
przeprowadzone na linii komoérek neuronéw podwzgorzowych
GT1-7 wykazaly, ze melatonina reguluje ekspresj¢ genu kodu-
jacego hormon GnRH [7]. Potwierdzono rowniez silny zwiazek
melatoniny z uktadem plciowym poprzez obecnosé receptoréw
melatoninowych w komorkach gonad oraz wystepowanie recep-
torow estrogenowych w pinealocytach [2, 8].

Dziatanie melatoniny jest zwiazane z bezposrednim oddzia-
lywaniem tego hormonu z blonowymi receptorami melatonino-
wymi, aktywacja receptorow jadrowych nalezacych do podrodzi-
ny ROR/RZR (ang. Retinoid Orphan Receptors/ Retinoid Z Re-
ceptors) oraz na drodze niereceptorowej [9]. Zidentyfikowano
dwa typy blonowych receptoréw melatoniny MT1 i MT2, zakla-
syfikowane do nadrodziny receptorow sprze¢zonych z biatkami G
(nadrodzina GPCR). Wérdd receptorow MT1 wyrdzniono dodat-
kowo trzy podtypy receptorow: MT1A, MT1B i MT1C [10]. Za
posrednictwem podjednostki a biatka G receptory MT1 hamuja
aktywnosc¢ cyklazy adenylowej, zmniejszaja ilos¢ wyprodukowa-
nego w komorce cAMP i regulujg aktywnos$é wybranych kinaz
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biatkowych (PKC, PKA, MAPK). W konsekwencji dochodzi do
zmiany poziomu ufosforylowania czynnikdéw transkrypcyjnych
CREB (ang. cAMP Response Element-Binding) i ekspresji specy-
ficznych gendéw kodujacych biatka biorace udziat w procesie pro-
liferacji, angiogenezy, roznicowania i migracji komorek. Poprzez
te mechanizmy melatonina wywiera dziatanie hamujace prolife-
racj¢ komorek, a takze bierze udzial w regulacji ekspresji wielu
genow, co lezy u postaw jej onkostatycznego dziatania [11].

Dzialanie melatoniny na szlak transdukcji sygnatu estroge-
néw oraz rozwdj nowotworoéw estrogenozaleznych mozna wyja-
$ni¢ wskazujac kilka mechanizméw: posredni przez negatywna
regulacj¢ osi podwzgorze-przysadka-gonady, co prowadzi do ob-
nizenia poziomu krazacych endogennych estrogenow, bezposred-
ni jako selektywny modulator receptoréw estrogenowych (SERM
ang. Selective Estrogen Receptor Modulator) lub jako selektyw-
ny modulator enzymdéw metabolizmu estrogenow (SEEM ang.
Selective Estrogen Enzyme Modulator) [4]. W kazdej z przedsta-
wionych drog dzialania melatoniny istnieja dowody wskazujace
na wzajemne zaleznosci szlakow sygnatowych melatoniny i es-
trogendw w nowotworach estrogenozaleznych. Prawdopodobnie
wzajemne oddzialywania pomigdzy drogami przekazu sygnalu
estrogenowego i melatoninowego opieraja si¢ na przeciwstawnej
modulacji stgzenia wewnatrzkomorkowego cAMP oraz na wpty-
wie melatoniny na wewnatrzkomorkowy kompleks kalmoduliny
z wapniem(Ca2+/CaM) [12].

Obiecujace wyniki eksperymentéw nad hormonozaleznymi
rakami staly si¢ przestanka do podj¢cia badan nad rola melatoni-
ny w gruczolakoraku endometrium. Wiedza ta moze zosta¢ wy-
korzystana do skonstruowania lekow o ukierunkowanych mecha-
nizmach dziatajacych na okreslone szlaki metaboliczne komérek
nowotworowych [13].

Cel pracy

Celem pracy byta ocena aktywnosci transkrypcyjnej gendw
kodujacych receptory melatoninowe oraz genow zaangazowa-
nych w ich regulacj¢ w gruczolakoraku endometrium typu endo-
metrioidalnego pod katem poszukiwania molekularnych marke-
row diagnostycznych i prognostycznych tego nowotworu.

Materiaty i metody

Badaniem objg¢to grupe 37 kobiet leczonych w Katedrze
i Klinice Ginekologii i Potoznictwa SUM w Katowicach, u kto-
rych wykonano operacyjne usunigcie trzonu macicy ze wzgledu
na patologi¢ tego narzadu. Ocenie patomorfologicznej poddane
zostaly fragmenty endometrium nieleczonych hormonalnie ko-
biet, uzyskane w trakcie zabiegu. Do nastgpnego etapu badan
wlaczono chore, ktérych wynik badania patomorfologicznego
wykazywat prawidtlowe endometrium badz gruczolakoraka en-
dometrium typu endometrioidalnego. Analizujac stopien histo-
logicznego zréznicowania gruczolakoraka endometrium wedtug
kryterium proporcji ilosci sktadnika litego nieptaskonablonkowe-
go do ilosci struktur gruczotowych, stwierdzono 7 przypadkow
w stopniu G1, 11 w G2 i 5 w G3. Grupg¢ poréwnawcza stano-
wito 14 kobiet, u ktorych stwierdzono prawidlowe endometrium
w fazie proliferacyjnej. Na badania uzyskano zgod¢ Komisji
Bioetycznej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach
(KNW/0022/KB1/87/12).

Po izolacji catkowitego RNA z wycinkéw endometrium,
z zastosowaniem odczynnikow TRIZOL® (Invitrogen Life Tech-
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nologies, Kalifornia, USA), zgodnie z protokotem producenta.
RNA oczyszczano zestawem RNease-Free Dnase Set Mini Kit
(Qiagen Gmbh, Niemcy), a nastgpnie ekstrakty catkowitego RNA
poddawano ocenie iloSciowej i jakosciowej. Otrzymany RNA
byt matryca do wyznaczenia transkryptomow, technikg mikro-
macierzy ekspresyjnych HG-U133A (Affymetrix Inc. Kalifor-
nia, USA) zgodnie z instrukcjg producenta i metoda qRT-PCR.
Otrzymane wyniki eksperymentu macierzowego normalizowano
w programie RMA (ang. Robust Multichip Average) opartym na
przeksztatceniu logarytmicznym wartosci sygnatu fluorescencji
mRNA (log,), a nastgpnie w programie Gene Spring 11.5 (Agi-
lent Technologies, CA) wytypowano geny rdznicujace wycinki
gruczolakoraka endometrium w stopniu zrdéznicowania histo-
logicznego G1, G2 i G3 od kontroli, rozpoczynajqc od analizy
wariancji jednoczynnikowym testem ANOVA (ang. analysis of
variance) z poprawka Benjamini-Hochberg oraz testu wielokrot-
nych poréwnan post-hoc Tukeya rdwniez z poprawka Benjami-
ni-Hochberg. Analiz¢ eksperymentu macierzowego zakonczono
wygenerowaniem diagramu Venna wskazujacego specyficznosé¢
mRNA w réznicowaniu wycinkéw gruczolakoraka od kontroli.
Walidacj¢ eksperymentu macierzowego przeprowadzono me-
toda qRT-PCR (ang. Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction) dla mRNA receptoréw melatoninowych MTNRI1A
i MTNRI1B oraz kontroli endogennej — genu GAPDH (dehydro-
genazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego). Reakcje prowadzono
z zastosowaniem detektora sekwencji Opticon™ DNA Engine
Sequence Detector (MJ Research, USA). Do analizy wykorzysta-
no zestaw odczynnikoéw QuantiTect® Probe RT-PCR Kit (Qiagen
Inc., Niemcy) oraz starterow TagMan® Gene Expression Assays
(Applied Biosystems, USA): Hs00195567 dla mRNA MTNRI1A,;
Hs00173794 dla mRNA MTNR1B oraz Hs99999905 dla mRNA
GAPDH. Wielkos¢ otrzymanych amplimeréw dla MTNRIA,
MTNRI1B i GAPDH wynosita odpowiednio 69pz, 85pz i 122pz.
Warunki termiczne qRT-PCR: 30 min, temp. 50°C, 10 min.,
temp. 95°C 1 40 cykli (15 sek, temp. 94°C i 1 min, temp. 60°C)
1 10 min, temp. 72°C. Wzgledna aktywnos¢ transkrypcyjna bada-
nych genow kodujacych receptory dla melatoniny w odniesieniu
do kontroli endogennej GAPDH byta analizowana programem
REST 2009 QIAGEN [14]. Program opiera si¢ o algorytm opra-
cowany przez Pfaffla (2002) (test statystyczny Pair Wise Fixed
Reallocation Randomisation Test®).

Wyniki

Czgé¢ eksperymentalng pracy wykonano w 2 etapach.
W pierwszym etapie przeprowadzono analiz¢g poréwnawcza
trankryptoméw wyznaczonych metoda mikromacierzy ekspre-
syjnych (Affymetrix). Nastgpnie przeprowadzono walidacjg eks-
perymentu macierzowego technikg qRT-PCR. Na postawie bazy
danych NetAffx™ sposrod 22283 ID mRNA zlokalizowanych na
mikromacierzy HG-U133A wytypowano 66 ID mRNA gendéw
receptorow melatoninowych oraz mRNA gendéw zwiazanych
z regulacja aktywnosci receptorow melatoninowych.

Po akceptacji mikromacierzy do analizy porownawczej, oce-
niono stopien zroznicowania pomig¢dzy grupami transkryptoméw
gruczolakoraka endometrium w stopniu zréznicowania histolo-
gicznego G1, G2 i G3 od kontroli. Znamienno$¢ statystyczna
obserwowanych roznic migdzy profilami stgzen mRNA ocenio-
no na podstawie wynikow testu jednoczynnikowego ANOVA
(ang. analysis of variance) oraz testu wielokrotnych poréwnan
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post-hoc Tukeya z poprawka Benjamini-Hochberg (Tabela I)
oraz testu wielokrotnych poréwnan post-hoc Tukeya z poprawka
Benjamini-Hochberg (Tabela II). Analiza wariancji testem ANO-
VA z poprawka Benjamini-Hochberg wskazuje, ze z grupy 66 ID
mRNA zwigzanych z aktywnoscia receptorow melatoninowych
18 ID mRNA rdznicuje porownywane grupy transkryptomow,
przy zatozeniu, ze p<0,05 (Tabela I, Rycina 1) .Wraz z zaostrze-
niem kryteriow rdznicowania grup transkryptomow poprzez ob-
nizanie wartosci parametru ,,p” od wartosci p < 0,02 do p <0,001
liczba ID mRNA réznicujacych zmniejsza si¢ od 17 ID mRNA do
3 ID mRNA (Tabela I).

Dla wytypowanych 18 ID mRNA (p<0,05) w programie
Gene Spring wygenerowano ,,mapy goraca” obrazujace profil
stezenia mRNA charakterystyczny dla kazdej z pordéwnywanych
grup transkryptomow (Rycina 1). Barwa zotta odpowiada war-
tosci $redniej sygnatéw fluorescencji mRNA. Natomiast wzrost
poziomu mRNA w pordwnaniu do wartosci sredniej powoduje
zmian¢g barwy w kierunku czerwieni, a zmniejszenie pozio-
mu mRNA w kierunku barwy granatowej. Otrzymane wyniki
wskazuja, ze profil stgzenia mRNA receptoréw melatoninowych
i mRNA gendéw uczestniczacych w ich aktywnosci biologicznej
zalezy od stopnia zréznicowania histologicznego gruczolakoraka
endometrium oraz, ze w grupie gendw zwiazanych ze Sciezkami
sygnatowymi receptoréw melatoninowych dominuje tendencja
wyciszania aktywnosci transkrypcyjnej wraz ze wzrostem zroz-
nicowania histologicznego raka.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono analiz¢ testem
wielokrotnych poréwnan post-hoc Tukeya, ktory zwigksza precy-
zj¢ analizy pordwnawczej wskazujac liczbg reprezentatywnych
ID mRNA réznicujacych okreslona grupge wycinkéw gruczola-
koraka od kontroli (Tabela II). Otrzymane wyniki wskazuja, ze
z grupy 18 ID mRNA roéznicujacych wycinki gruczolakoraka
od kontroli, wyznaczonych jednoczynnikowym testem ANOVA
przy wartosci roznicujacej p<0,05, dla K vs G1 tylko 2 ID mRNA
byly statystycznie znamienne (GNRH2 i RGS4). Dla K vs G2
— 11 ID mRNA, dla K vs G3- 6 ID mRNA ( Tabela II). Poszuku-
jac odpowiedzi na pytanie czy wytypowane mRNA réznicujace
gruczolakoraka endometrium od kontroli sa specyficzne tylko dla
jednej z poréwnywanych grup wycinkéw raka od kontroli, wy-
generowano diagram Venna (ryc.2, tab.Ill). Otrzymane wyniki
wskazuja brak specyficznego mRNA réznicujacego K vs G1. Na-
tomiast z dwoch wytypowanych mRNA GNRH2 (ang. Gonado-
tropin-releasing hormone 2) rdznicuje rowniez wycinki K vs G2
oraz RSG4 (ang. Regulator of G-Protein Signalling 4) réznicuje
gruczolakoraka endometrium od kontroli, niezaleznie od stopnia
zaawansowania (Tabela III, Rycina 2). Spos$réd 11 mRNA rdzni-
cujacych G2 od kontroli — 6 ID mRNA jest specyficznych tylko
dla K vs G2 (Tabela III, Rycina 2). Natomiast 3 mRNA réznicu-
ja rowniez K vs G3 (Tabela III, Rycina 2). Sa to HTR2B (ang.
S-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2B, G protein-coupled)
oraz dwie izoformy mRNA ASMTL (ang. acetylserotonin O-me-
thyltransferase-like) (Tabela III). Liczba mRNA roznicujacych
gruczolakoraka endometrium od kontroli K vs G3 jest mniejsza
w porownaniu do K vs G2 i wynosi 6 mRNA, w tym tylko 2
mRNA sg specyficzne dla K vs G3. Sa to geny kodujace biat-
ka G : GNA11 i GNA12 (guanine nucleotide binding protein (G
protein), alpha) rozpoczynajace szlaki transdukcji sygnatu we-
wnqtrzkomdrkowego po aktywacji receptoréw melatoninowych
(Tabela IIT).
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Rycina 1. Mapy intensywnosci sygnatow fluorescencii ( ang.heatmap) obrazujace
stezenie 18 ID mRNA gendw zwigzanych z aktywnoscig melatoniny roznicujacych
gruczolakoraka endometrium w stopniu G1,G2 i G3 w poréwnaniu do kontroli K
(kolor niebieski-najnizsze wartosci, kolor czerwony — najwyzsze warto$ci sygnatow
fluorescencii).

Kwvs (G}

Rycina 2. Diagram Venna grupujacy mRNA wytypowane testem post-hoc Tukeya z
poprawka Benjamini-Hochberg — po tescie jednoczynnikowym ANOVA w zaleznosci
od specyficznosci roznicowania grup transkryptoméw endometrium ( dla p <0,05): K
vs G1 =2 mRNA; Kvs G2 = 11 mRNA ; K vs G3 = 6 mRNA.

Objasnienia: G1, G2, G3-stopnie histopatologicznego zréznicowania gruczolakoraka
endometrium; K- grupa kontrolna (endometrium prawidtowe); ID- numer identyfikacyjny
sondy na mikromacierzy HG-U133A.

Walidacj¢ eksperymentu macierzowego, przeprowadzono
metoda qRT-PCR. Oceniano réznice w aktywnosci transkryp-
cyjnej genow kodujacych receptory melatoniny MT1 podtyp
A (MTNRI1A) i B (MTNR1B) w wycinkach raka endometrium
o réznym stopniu ztosliwosci (G1-G3) w odniesieniu do tka-
nek endometrium niezmienionego nowotworowo. Stwierdzono
wzrost ekspresji genu dla receptora MTNRIB we wszystkich
stopniach ztosliwosci gruczolakoraka, jednakze te zmiany nie
wykazaly istotnej znamiennosci statystycznej przy zatozeniu, ze
wartos¢ p<0,05.
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Tabela I. Liczba ID mRNA zwigzanych z aktywno$cig melatoniny réznicujacych grupy transkryptoméw gruczolakoraka endometrium od endometrium prawidtowego
w zaleznoéci od kryterium sity réznicowania- wartosci p wyznaczonej jednoczynnikowym testem ANOVA z korekcjg Benjamini-Hochberg.

p p<0,05 p<0,02 p<0,01 p<0,005 p<0,001
Liczba ID
mRNA 66 18 17 11 8 3

Tabela Il. Wynik testu wielokrotnych poréwnan post-hoc Tukeya wskazujacy liczbe ID mRNA réznicujacych poréwnywalne grupy transkryptoméw. Kolorem szarym
zaznaczono liczbg ID mRNA dla rznicowania grup transkryptoméw.

Objasnienia: G1, G2, G3-stopnie histopatologicznego zréznicowania gruczolakoraka endometrium; K- grupa kontrolna (endometrium prawidtowe); ID- numer identyfikacyjny sondy na
mikromacierzy HG-U133A.

Grupa transkryptomow K G1 G2 G3
K 18 2 1 6
G1 16 18 9 4
G2 7 9 18 5

G3 12 11 13 18

Tabela Ill. Legenda do diagramu Venna wskazujacego specyficzno$¢ ID mRNA w réznicowaniu grup transkryptoméw G1, G2 i G3 gruczolakoraka endometrium

w odniesieniu do kontroli K wyznaczonych na podstawie analizy wariancji ANOVA i testu post-hoc Tukeya z poprawka Benjamini-Hochberg.

Objasnienia: G1, G2, G3 - stopnie histopatologicznego zréznicowania gruczolakoraka endometrium; K - grupa kontrolna (endometrium prawidtowe); ID — numer identyfikacyjny
zestawu sond na mikromacierzy komplementarnych do okreslonego mRNA; | - obnizenie ekspresii.

Grupy Liczba ID .
poréwnywalnych mRNA ID Symbol genu ef(‘s’z::-:r:'i
tramskryptomoéow réznicujacych pres]

G1vsK ; .
1 208519 _x_at GNRH2 Gonadotropin-releasing hormone 2 l
G2vsK
G1lvs K
G2vs K 1 204339 _s_at RGS4 Regulator of G-Protein Signalling 4 |
G3vsK
36553_at ASMTL acetylserotonin O-methyltransferase-like l
guanine nucleotide binding protein
40562_at GNAT1 (G protein), alpha 11 l
G2vsK 6 i 7 indi i
guanine nucleotide binding protein
564_at GNAT1 (G protein), alpha 11 !
205251_at PER2 period circadian clock2 !
211748_x_at PTGDS prostaglandin D2 synthase 21kDa l
212187_x_at PTGDS prostaglandin D2 synthase 21kDa l
guanine nucleotide binding protein
201040_at GNAI2 (G protein), alpha 12 !
G3vsK 2 - rootide bindi o
guanine nucleotide binding protein
214679 _x_at GNA1M1 (G protein), alpha 11 l
36554 _at ASMTL acetylserotonin O-methyltransferase-like) l
5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor
G2vsK 3 206638 _at HTR2B 2B, G protein-coupled !
G3vsK
209394 _at ASMTL acetylserotonin O-methyltransferase-like) l
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Tabela IV. Poréwnanie aktywno$ci transkrypcyjnej receptorow melatoninowych MTNR1A i MTNR1B w wycinkach gruczolakoraka endometrium w odniesieniu do kontroli,

gdy wyniki sa normalizowane wzgledem GAPDH w programie REST.

Objasnienia: X = G1, G2 lub G3 - stopnie histopatologicznego zréznicowania gruczolakoraka endometrium; p — warto$¢ wskazujaca site roznicowania kopii mRNA; R=2-AACT -
znormalizowana warto$¢ wzglednego poziomu ekspresji badanego genu wzgledem GAPDH wyliczona w programie REST; |, — obnizenie ekspresji; 1 — wzrost ekspresji.

'_Stppieﬁ ) Poziom
zréznicowania —o-AaCT g .
histopatologicznego Gen R=2 p-value eksr;z(i’ssjllgenu

(X)

MTNR1A 1,5 0,89 T
G1

MTNR1B 467 0,11 1

MTNR1A 25 0,37 1
G2

MTNR1B 65 0,38 1

MTNR1A 0,039 0,79 !
G3

MTNR1B 1,36 0,96 1

Wzrost ekspresji receptora  MTNRIA zaobserwowano
w stopniu G1 i G2, natomiast w stopniu G3 znaczne obnizenie
ekspresji i podobnie jak w przypadku zmian poziomu mRNA re-
ceptora MTNR1A obserwowane réznice nie byly statystycznie
znamienne (Tabela IV). Wyniki badan otrzymane metoda qRT-P-
CR potwierdzity wyniki eksperymentu macierzowego.

Dyskusja

Badanie zalezno$ci migdzy onkostatycznym dzialaniem
melatoniny a rozwojem nowotworow prowadzone sg od lat 70.
ubiegtego wieku [15]. Liczne eksperymenty w hodowlach ko-
morkowych miaty na celu wytlumaczenie antyproliferacyjnego
wplywu melatoniny w komorkach nowotworowych. Istnienie
zwigzku mi¢dzy niska synteza melatoniny przez szyszynke a wy-
stapieniem zwigkszonego ryzyka zapadalnosci na raka piersi po
raz pierwszy zostalo zasugerowane przez badaczy z National
Cancer Institute w USA [16]. Hamujace dziatanie tego hormonu
potwierdzono gtéwnie w przypadku komorek raka piersi MCF-
7, komorek raka okr¢znicy HT-29, ludzkich komorek czerniaka
M-6, mysich komoérek watroby HEPA1-6, komdrek neuroblasto-
my SK-N-MC oraz komorek raka prostaty LNCaP [17]. Wiedza
na temat wplywu melatoniny na rozwoj guzoéw u cztowieka jest
ograniczona i niejednoznaczna. O roli tego hormonu w procesie
kancerogenezy mozna wywnioskowa¢ posrednio z danych wska-
zujacych na obnizone stgzenie melatoniny w réznych typach no-
wotwordw, np. raku sutka, trzonu macicy, odbytnicy, gruczotu
krokowego [18].

Pierwsze rozwazania w sprawie udziatu melatoniny w pato-
genezie raka endometrium podjat na poczatku lat 90. ubieglego
stulecia Sandyk i wsp. [19]. Badacze wskazali na zwiazek ob-
nizonego poziomu melatoniny w okresie okotomenopauzalnym
oraz na czgstsze wystgpowanie rozrostu endometrium podczas
pory jesienno-zimowej (okres obnizonej sekrecji melatoniny).
W pracy podkreslono wiasciwosci antyestrogenne melatoniny.
W przypadku kobiet chorych na raka endometrium odnotowano
szesdciokrotnie nizszy poziom melatoniny we krwi w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Rozwoj gruczolakoraka endometrium zwia-
zany jest w duzej mierze z ekspozycja na dziatanie estrogendw.

Nr &/2015

Dlatego melatonina dzigki swoim wtasciwosciom antyestrogeno-
wym moze by¢ efektywnym czynnikiem antynowotworowym.
Tym bardziej, ze badania dokumentuja fakt, iz podanie melatoni-
ny obniza ekspresji mRNA ER-a, i estrogenozalezng proliferacje
[20]. Melatonina dzialajac przez receptor blonowy MT1, hamuje
cyklazg¢ adenylowa, zmniejszajac stgzenie cAMP w komorce, co
skutkuje zahamowaniem transkrypcji gendw receptora estroge-
nowego ERa.

Antyestrogenowe wlasciwosci melatoniny moga by¢ zwia-
zane z kalmomoduling, ktdra jest modulatorem aktywnosci tran-
skrypcyjnej receptora estrogenowego. Kalmomodulina oddziaty-
wuje z receptorem ERa, co stymuluje jego fosforylacj¢ 1 w ten
sposob utatwia wigzanie estrogendw i komplekséw estrogen-re-
ceptor do ERE (ang. estrogen response element) na DNA. Mela-
tonina za posrednictwem receptorow MT1 i zwigzanych z nimi
podjednostkami biatka G reguluje wewnatrzkomérkowy poziom
wapnia, uniemozliwiajac prawidtowe funkcjonowanie kalmomo-
duliny, co prowadzi do hamowania estrogenowej drogi przekazu
sygnatu wewnatrz komorki [21].

Wyniki naszego badania wykazaty zmienna ekspresj¢ genéw
zwigzanych z regulacja aktywnosci receptoréw melatoninowych
w gruczolakoraku endometrium. Interesujace jest to, ze dla stop-
nia G2 genami rdznicujacym sa geny, ktoére wykazuja obnizong
ekspresj¢ w komorkach raka i sa to GNA11 oraz ASMTL - gen
kodujacy enzym O-metylotransferazg acetyloserotoniny bioracy
udzial w syntezie melatoniny. Zatem moze to sugerowac, ze ist-
nieje lokalna produkcja tego hormonu w obrebie trzonu macicy,
a posrednio moze rowniez potwierdzac potencjalny zwiazek po-
migdzy powstawaniem nowotworéw hormonozaleznych a dzia-
taniem melatoniny. Podstawa takiej interpretacji byty prace wska-
zujace, ze melatonina w organizmie cztowieka wytwarzana jest
poza szyszynka, w tkankach, ktore nie sa gruczotami endokryn-
nymi, np. siatkdwce i soczewce oka, gruczole Hardera, komor-
kach enterochromatofilnych jelita, komorkach przysadki i szpiku
kostnego, komorkach uktadu immunologicznego, regulujac funk-
cj¢ tych tkanek oraz w komdrkach przewodu pokarmowego [22,
23, 24]. W blonie sluzowej zotadka, w ktdrej jest syntetyzowana
w ilo$ciach znacznie przekraczajacych ilos¢ melatoniny powsta-
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jacej w szyszynce, wywiera dziatanie ochronne na zotadek [24].
Istotny tez jest fakt, ze spadek ilosci komorek APUD produku-
jacych m.in. melatoning, jest zwigzany z wystgpowaniem raka
okreznicy [25]. Nie znalezliSmy informacji, ze melatonina jest
réwniez syntetyzowana w endometrium. WyszliSmy z zatozenia,
ze zmniejszenie aktywnosci transkrypcyjnej genu ASMTL zwia-
zanego z synteza melatoniny, moze sugerowaé spadek poziomu
melatoniny. Podobnie zinterpretowaliSmy zmniejszenie poziomu
mRNA GNAI1 - zakladajac, ze zmniejszenie poziomu melatoni-
ny moze byé powodem zmniejszenia aktywnosci transkrypcyjne;j
genu GNA 11 uczestniczacego w transdukcji sygnatu receptora
melatoninowego do wnetrza komorki.

Inne geny charakterystyczne dla stopnia G2 to geny: PER2
(ang. period circadian clock 2) peliacy funkcje¢ regulatora pro-
cesu transkrypcji i PTGDS kodujacy biatka zaangazowane w bio-
syntezg oraz regulacj¢ prostaglandyn. Natomiast dla stopnia G3
stwierdzono obnizenie ekspresji genow GNAI11l oraz GNAI12,
ktére modulujg funkcj¢ biatka G i zdolno$¢ przytaczania GTP.
Biatko kodowane przez gen GNA1l wptywa na aktywacje ki-
naz aktywowanych miogenami MAPK (ang. Mitogen-activated
protein kinase). Genem, ktory roznicuje gruczolakoraka endome-
trium niezaleznie od stopnia histopatologicznego zréznicowania
od endometrium niezmieniowego nowotworowo jest gen RGS4.
Odpowiada on za kodowanie proteiny wigzacej biatko G, przez
co uczestniczy w regulacji aktywnosci receptorow melatonino-
wych.

Badania eksperymentalne nad rakiem endometrium wykaza-
ly obecnos¢ receptoréw melatoninowych zaréwno 1A, jak i 1B
w endometrium [26]. Wykorzystujac reakcje qRT-PCR do oce-
ny ekspresji receptorow melatoninowych w réznych stopniach
patologicznej ztosliwosci raka endometrium w naszym badaniu
zostat potwierdzony wzrost aktywnosci transkrypcyjnej recepto-
row melatoninowych 1A i 1B korelujacy ze wzrostem gradingu,
ale zmiany te nie byly istotne statystycznie. Wyniki naszego ba-
dania moga sugerowac, ze wzrost ekspresji receptoréw melato-
ninowych moze by¢ reakcja obronng organizmu przed progresja
nowotworu. Dane z pismiennictwa pokazuja, ze w komodrkach
raka gruczotu piersiowego zaobserwowano dodatnig korelacje
pomigdzy stopniem ztosliwosci i wzrostem ekspresji receptorow
MTNRI1A i MTNRI1B [27]. W linii komoérkowej Ishikawa raka
endometrium zidentyfikowano mRNA wtasnie dla receptora me-
latoninowego MT1, co koresponduje z naszymi wynikami w ko-
morkach pochodzacych z ludzkiego endometrium [23]. Jest to
istotne, poniewaz aktywacja receptoréw melatoninowych moze
obnizaé ekspresj¢ gendw wrazliwych na dziatanie estrogenow.
Podanie melatoniny w fizjologicznym stezeniu 10° M moze po-
wodowaé obnizenie ekspresji mRNA ER-a, dzigki czemu hor-
mon ten moze znosi¢ proliferacyjne dziatanie estradiolu [26].
Zatrzymanie lokalnej produkcji estrogenéw w przypadku nowo-
twordw hormonozaleznych moze staé si¢ istotne w ich leczeniu.

Melatonina hamuje zaréwno aktywno$é¢, jak i ekspresje
mRNA aromatazy — enzymu przeksztalcajacego prekursory an-
drogenowe w estrogeny [28]. Badania przeprowadzone przez
Gonzales i wsp. potwierdzaja teori¢ zaangazowania receptorow
melatoninowych MT1 w proces hamowania aromatazy przez
melatoning [29]. Melatonina, obnizajac poziom cAMP, za po-
$rednictwem receptorow MT1 moze jednoczesnie indukowac
zmiany w ekspresji aromatazy w tkance nowotworowej, ponie-
waz ekspresja genu kodujacego aromatazg jest zalezna od cAMP.
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Zjawisko to jest szczegolnie istotne w przypadku estrogenozalez-
nych nowotwordéw prowadzac do zatrzymania samonapedzajace;j
si¢ syntezy estrogenow, a tym samym moze skutecznie zapobie-
gac niepozadane;j proliferacji.

Dane dotyczace ekspresji receptorow MT1 oraz gendow
zwiazanych z regulacja aktywnosci receptorow melatoninowych
w gruczolakoraku endometrium moga stanowi¢ wstep do dal-
szych eksperymentow oraz lepszego poznania ich roli w patoge-
nezie tego nowotworu. Mechanizmy, przez ktére melatonina ha-
muje proliferacj¢ estrogenozalezna, nie sg ostatecznie wyjasnio-
ne. Z danych literaturowych wynika, ze gtéwnym posrednikiem
w onkostatycznym dziataniu melatoniny jest receptor MT1 i wia-
$nie ten receptor byl gtéwnym przedmiotem naszego badania.
Ocena ekspresji genow kodujacych receptory melatoninowe oraz
gendw towarzyszacych biosyntezie i metabolizmowi melatoni-
ny moze postuzy¢ do prognozowania rozwoju nowotworu oraz
oceny molekularnej zmian zachodzacych w komorkach w trakcie
procesu kancerogenezy.

Whioski

Profil ekspresji genéw zwigzanych z aktywnos$cia melatoni-
ny zalezy od stopnia zréznicowania histopatologicznego raka en-
dometrium i moze stanowi¢ uzupehiajacy marker diagnostyczny
i prognostyczny raka endometrium. W pracy wykazano istotne
obnizenie ekspresji gendw zaangazowanych w proces biosyntezy
melatoniny (ASMTL) oraz gendw kodujacych biatka zwiazane
z transdukcja sygnatu receptoréw melatoninowych (GNALIL,
GNA12, RTGS4, HTR2B i GNRH2). Wyniki badania mogga sta-
nowi¢ obiecujace ogniwo w podjeciu nowych terapeutycznych
rozwigzan w leczeniu gruczolakoraka endometrium z wykorzy-
staniem onkostatycznego dzialania melatoniny.
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