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 Streszczenie    
Cel pracy: Celem pracy była ocena aktywności transkrypcyjnej genów kodujących receptory melatoninowe oraz 
genów zaangażowanych w ich regulację w gruczolakoraku endometrium pod kątem poszukiwania molekularnych 
markerów diagnostycznych i prognostycznych tego nowotworu.

Materiał i metody: Materiał do badań stanowiły wycinki gruczolakoraka endometrium typu endometrioidalnego 
w stopniu histologicznego zróżnicowania G1, G2, G3 oraz endometrium prawidłowego. Badania molekularne wy-
konano u 37 kobiet. Po izolacji RNA z tkanek techniką mikromacierzy oligonukleotydowych HG-U133A (Affymetrix) 
spośród 22 283 ID mRNA wyznaczono profil stężenia mRNA genów związanych z aktywnością receptorów me-
latoninowych. Metodą qRT-PCR oceniono zmiany aktywności transkrypcyjnej genów receptorów melatoninowych 
w wycinkach gruczolakoraka w porównaniu do endometrium prawidłowego.

Wyniki: Analiza transkryptomów metodą mikromacierzy ekspresyjnych (Affymetrix) pozwoliła na wytypowanie 18 
ID mRNA dla genów związanych z aktywnością receptorów melatoninowych różnicujących raka endometrium od 
kontroli, przy założeniu, że wartość p<0,05 oraz FC(log2)>1,5. Wśród genów specyficznie różnicujących raka są: 
w stopniu G2- ASMTL, GNA11, PER2, PTGDS oraz w stopnia G3- GNA12, GNA11. Wyciszenie genu kodującego 
białko RGS4, regulujące czas i nasilenie przekazywania sygnału przy udziale białka G (negatywnego regulatora) 
obserwowano we wszystkich wycinkach raka, niezależnie od stopnia zróżnicowania histologicznego.
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Wnioski: Profil stężenia mRNA genów uczestniczących w regulacji aktywności biologicznej receptorów melato-
ninowych zależy od stopnia zróżnicowania histologicznego gruczolakoraka endometrium i może stanowić uzupeł-
niający marker diagnostyczny i prognostyczny raka endometrium. Istotne statystycznie obniżenie ekspresji genów 
zaangażowanych w proces biosyntezy melatoniny (ASMTL) oraz genów kodujących białka związane z transdukcją 
sygnału receptorów melatoninowych (GNA11, GNA12, RTGS4, HTR2B i  GNRH2), mogą stanowić obiecujące 
ogniwo w podjęciu nowych terapeutycznych rozwiązań w leczeniu gruczolakoraka endometrium.

 Słowa kluczowe: melatonina / receptory melatoninowe / gruczolakorak endometrium /  
     / ����������	
����	����	��	�/ 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. qRT-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 / 
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Rycina 1. Mapy intensywności sygnałów fluorescencji ( ang.heatmap) obrazujące 
stężenie 18 ID mRNA genów związanych z aktywnością melatoniny różnicujących 
gruczolakoraka endometrium w stopniu G1,G2 i G3 w porównaniu do kontroli K 
(kolor niebieski-najniższe wartości, kolor czerwony – najwyższe wartości sygnałów 
fluorescencji).

 
Rycina 2. Diagram Venna grupujący mRNA wytypowane testem post-hoc Tukeya z 
poprawką Benjamini-Hochberg – po teście jednoczynnikowym ANOVA w zależności 
od specyficzności różnicowania grup transkryptomów endometrium ( dla p <0,05): K 
vs G1 = 2 mRNA; K vs G2 = 11 mRNA ; K vs G3 = 6 mRNA.  
Objaśnienia: G1, G2, G3-stopnie histopatologicznego zróżnicowania gruczolakoraka 
endometrium; K- grupa kontrolna (endometrium prawidłowe); ID- numer identyfikacyjny 
sondy na mikromacierzy HG-U133A.
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Tabela  I .  Liczba ID mRNA związanych z aktywnością melatoniny różnicujących grupy transkryptomów gruczolakoraka endometrium od endometrium prawidłowego 
w zależności od kryterium siły różnicowania- wartości p wyznaczonej jednoczynnikowym testem ANOVA z korekcją 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  I I .  Wynik testu wielokrotnych porównań post-hoc Tukeya wskazujący liczbę ID mRNA różnicujących porównywalne grupy transkryptomów. Kolorem szarym 
zaznaczono liczbę ID mRNA dla różnicowania grup transkryptomów.  
Objaśnienia: G1, G2, G3-stopnie histopatologicznego zróżnicowania gruczolakoraka endometrium; K- grupa kontrolna (endometrium prawidłowe); ID- numer identyfikacyjny sondy na 
mikromacierzy HG-U133A.

Grupa transkryptomów K G1 G2 G3

K 18 2 11 6

G1 16 18 9 4

G2 7 9 18 5

G3 12 11 13 18

Tabela  I I I .  Legenda do diagramu Venna wskazującego specyficzność ID mRNA w różnicowaniu grup transkryptomów 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.  
Objaśnienia: G1, G2, G3 – stopnie histopatologicznego zróżnicowania gruczolakoraka endometrium; K – grupa kontrolna (endometrium prawidłowe); ID – numer identyfikacyjny 
zestawu sond na mikromacierzy komplementarnych do określonego mRNA; ��– obniżenie ekspresji.

Grupy 
porównywalnych 
tramskryptomów

Liczba ID 
mRNA 

�������	
����
ID Symbol genu Poziom 

�����	�

G1 vs K 
G2 vs K 1 208519_x_at GNRH2 Gonadotropin-releasing hormone 2 �

G1vs K

G2 vs K

G3 vs K

1 204339_s_at RGS4 Regulator of G-Protein Signalling 4 �

G2 vs K 6

36553_at ASMTL acetylserotonin O-methyltransferase-like �

40562_at GNA11 guanine nucleotide binding protein  
(G protein), alpha 11 �

564_at GNA11 guanine nucleotide binding protein  
(G protein), alpha 11 �

205251_at PER2 period circadian clock2 �

211748_x_at PTGDS prostaglandin D2 synthase 21kDa �

212187_x_at PTGDS prostaglandin D2 synthase 21kDa �

G3 vs K 2
201040_at GNAI2 guanine nucleotide binding protein  

(G protein), alpha 12 �

214679_x_at GNA11 guanine nucleotide binding protein  
(G protein), alpha 11 �

G2 vs K 
G3 vs K 3

36554_at ASMTL acetylserotonin O-methyltransferase-like) �

206638_at HTR2B 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 
2B, G protein-coupled �

209394_at ASMTL acetylserotonin O-methyltransferase-like) �
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Tabela  IV.  Porównanie aktywności transkrypcyjnej receptorów melatoninowych MTNR1A i MTNR1B w wycinkach gruczolakoraka endometrium w odniesieniu do kontroli, 
gdy wyniki są normalizowane względem GAPDH w programie REST.  
Objaśnienia: X = G1, G2 lub G3 – stopnie histopatologicznego zróżnicowania gruczolakoraka endometrium; p – wartość wskazująca siłę różnicowania kopii mRNA; R=2-��CT – 
znormalizowana wartość względnego poziomu ekspresji badanego genu względem GAPDH wyliczona w programie REST; ��– obniżenie ekspresji; ��– wzrost ekspresji.

�������
��������������

histopatologicznego 
(X)

Gen R=2- ��CT p-value
Poziom 

�����	�����������������������������������
X vs K

G1
MTNR1A 1,5 0,89 �

MTNR1B 467 0,11 �

G2
MTNR1A 25 0,37 �

MTNR1B 65 0,38 �

G3
MTNR1A 0,039 0,79 �

MTNR1B 1,36 0,96 �
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