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Streszczenie

Cel pracy: Powstawanie przerzutow jest nieodtaczng cechg nowotworow ztosliwych, a takze przyczyng
wielu niepowodzen terapeutycznych. Proces ten jest sekwencjg nastepujgcych po sobie zjawisk takich jak,
proteolityczna degradacja bton plazmatycznych, migracja komorek, proliferacja i neowaskularyzacja. Do grup biatek
bezposrednio zaangazowanych w wymienione powyzej procesy nalezg miedzy innymi, kadheryny oraz integryny.
Celem przeprowadzonych badari byta ocena ekspresji gendw kodujacych E-kadheryne (CDH1) i p1-integryne
(ITGB1) w nowotworach bfony Sluzowej trzonu macicy oraz korelacja uzyskanych wynikow z danymi Kliniczno-
patologicznymi.

Materiat i metody: Materiat uzyty do badan stanowito 106 preparatow raka bfony sluzowej trzonu macicy.
W preparatach tych oznaczono ekspresje CDH1 i ITGB1 na poziomie mRNA metoda real-time PCR. Wyniki badan
zostaty poddane analizie statystyczney.

Wyniki: Ekspresje genow CDH1 oraz ITGB1 stwierdzono we wszystkich badanych preparatach i byta ona
znamiennie statystycznie skorelowana ze stopniem ztosliwosci nowotworu. W nowotworach o wysokim stopniu
zréznicowania komorkowego (G1) byta najwyzsza, natomiast wartosc¢ jej obnizata sie wraz ze wzrostem stopnia
ztosliwosci nowotworu, w przypadku obu analizowanych gendw. Stwierdzono takze wystepowanie istotnej
statystycznie korelacji miedzy ekspresjg CDH1 i ITGB1 (test rang Spearmana, r=0,29, p<0,01).

Whniosek: Okreslanie ekspresji gendw CDH1 i ITGB1 moze by¢ rozwazane jako uzyteczny molekularny marker
stopnia ztosliwosci oraz wskaznik ryzyka powstawania przerzutow w odniesieniu do nowotworow btony sluzowej
trzonu macicy.
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Abstract

Objectives: The metastatic ability of tumors is characteristic for malignant neoplasms and constitutes the main
cause of therapeutics failures. Metastasis formation involves the sequence of processes such as proteolytic
degradation of the basement membrane, migration, intravasation, extravasation, proliferation and angiogenesis.
Cadherins and integrins are groups of proteins directly involved in these processes.

In the present study we analyzed the mRNA expression of COH1 and ITGB1 genes by real-time polymerase chain
reaction (RT-PCR). The study included 106 endometrial carcinomas. CDH1 and ITGB1 mRNA expression was
found in all of the studied samples. Generally, the CDH1 and ITGB1 mRNA expression was significantly higher in
well-differentiated rather than poorly differentiated tumors.

Materials and methods: The mRNA expression levels of COH1 and ITGB1 in series of 83 samples of endometrial
carcinoma were studied by real time RT-PCR method. Statistical analysis of the obtained results was performed.

Results: CDH1 and ITGB1 gene expression was observed in all examined tissues and was correlated with cancer
malignancy (G). In high grade malignant tumors (G1), CDH1 and ITGB1 gene expression was the highest, in
G2 and G3 tumors the expression of both genes was gradually lowering. Moreover, the statistically significant
correlation between CDH1 and ITGB1 gene expression was observed. (Spearman test, r=0.29, p<0.01).

Conclusion: CDH1 and ITGB1 mRNA expression seems to be an important marker of cancer progression and
metastases in endometrial malignant tumors.

Key words: molecular marker / E-cadherin / p1-integrin / CDH1 / ITGB1 /

/ endometrial carcinoma / gene expression /

Wstep

Adhezja odgrywa bardzo istotng funkcj¢ w regulacji takich
procesow komorkowych jak wzrost, réznicowanie i migracja
komorki. Bialka odpowiedzialne za adhezj¢ okresla si¢ akroni-
mem CAMs (ang. cellular adhesion molecules) i posrednicza one
w oddziatywaniach migdzy komodrkami oraz migdzy komoérkami
a macierza migdzykomoérkowa [1]. W procesie transformacji no-
wotworowej nastgpuje stopniowa utrata kontaktu migdzy komor-
kami i w efekcie dochodzi do ich rozsiewu poza obrgb pierwotne-
go ogniska nowotworowego. Zjawisko powstawania przerzutow,
czyli przemieszczanie si¢ komorek nowotworowych z obszaru
guza pierwotnego do wezlow chlonnych oraz do odlegtych tka-
nek i narzadow, jest nieodlaczng cecha nowotworow ztosliwych,
a takze przyczyna wielu niepowodzen w terapii przeciwnowo-
tworowej [2].

Powstawanie przerzutow jest sekwencja nastgpujacych po
sobie procesow takich, jak proteolityczna degradacja bton pod-
stawnych, migracja komorek, intrawazacja, proliferacja i neo-
waskularyzacja. Do grup biatek bezposrednio zaangazowanych
w te procesy naleza, migdzy innymi, kadheryny oraz integryny
[3]. Kadheryny sa powierzchniowymi czynnikami adhezyjnymi,
zaleznymi od kationow wapnia, odpowiadajacymi za utrzymanie
architektury tkanek nabtonkowych oraz kontrolowanie polary-
zacji, proliferacji i r6znicowania komorek. Jednym z gtéwnych
biatek rodziny kadheryn, ktérego ekspresja zmienia si¢ w trakcie
procesu transformacji nowotworowej jest E-kadheryna. Biatko to
okresla sig jako supresor wzrostu, gdyz dziata ono na zasadzie in-
hibicji kontaktowej, indukujac zatrzymanie cyklu komoérkowego,
poprzez dodatnia regulacj¢ biatka p27, ktore z kolei petni funkcje
inhibitora kinaz zaleznych od cyklin CDK (ang. cyclin-dependent
kinase) [4, 5].
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Kodujacy E-kadheryng gen CDH] zlokalizowany jest na 16
chromosomie i sktada si¢ z 16 eksonow, obejmujacych ok. 100
kb genomowego DNA [6]. Sugeruje si¢, ze zmiany ekspresji i/lub
funkcji E-kadheryny moga by¢ zwiazane z redukcja przylegania
komorek potomnych do nowotworowej komorki rodzicielskiej,
co wiaze si¢ z ich zwigkszona zdolnoscia do lokalnej inwazji [7].

Kolejna grupg biatek zaangazowanych w  powstawanie
przerzutow stanowia integryny. Podobnie jak kadheryny, sa one
czasteczkami adhezyjnymi pelniacymi funkcjg receptorow dla
elementéw macierzy pozakomoérkowej 1 wiaza si¢ z takimi biat-
kami jak kolagen, fibronektyna czy witronektyna. Poza funkcja
adhezyjna, integryny petnia funkcj¢ przekaznikow sygnatéw ko-
morkowych. Integryny wystgpuja jako heterodimery sktadajace
si¢ z dwoch niekowalencyjnie zwiazanych podjednostek, a i b.
Dotad poznano 16 podjednostek a i 8 podjednostek b, ktore two-
1rza 24 rozne heterodimery [8]. Do najlepiej poznanych naleza
integryny bl, b2 i b3. Integryny bl noszace takze wspodlng na-
zw¢ VLA (ang. very late antigen) lub CD29, zawieraja wspolny
fancuch bl tworzacy heterodimer z podjednostkami a (CD48).
Bialka te biora udzial w wiazaniu komorek z macierza zewnatrz-
komoérkowa i wystepuja w wigkszosci komorek uktadu immuno-
logicznego [9].

W badaniach prowadzonych na modelach zwierzgcych wy-
kazano, ze obnizona ekspresja biatka E-kadheryny, jak i bl-inte-
gryny zwiazana jest z progresja oraz powstawaniem przerzutow
[10]. Obserwacje te potwierdzono w badaniach na materiale ar-
chiwalnym pobranym od pacjentek z rakiem btony §luzowej trzo-
nu macicy [11]. Brak jest jednak doniesien literaturowych, ktore
analizowatyby ekspresje genow kodujacych oba biatka w mate-
riale nowotworowym blony §luzowej trzonu macicy i odnosily te
dane do cech kliniczno-patologicznych.
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Cel pracy

Celem podjgtych przez nas badan byta analiza ekspresji
E-kadheryny oraz bl-integryny na poziomie mRNA, w prepara-
tach raka blony $luzowej trzonu macicy oraz korelacja uzyska-
nych wynikoéw z danymi kliniczno-patologicznymi.

Materiat i metody

Materiat uzyty do badan stanowity wycinki ze zmienionej
nowotworowo btony §luzowej trzonu macicy. Pacjentki bytly le-
czone operacyjnie w Oddziale Klinicznym Ginekologii Onkolo-
gicznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Badaniami objgto
106 pacjentek, u ktorych zdiagnozowano przed przyjeciem do
oddzialu nowotwor endometrium. Charakterystyka demograficz-
na pacjentek i kliniczno-patologiczna badanego materiatu zawar-
ta zostala w tabeli 1.

Nowotwory btony $luzowej trzonu macicy scharakteryzowa-
ne zostaty wg klasyfikacji FIGO pod wzgledem zaawansowania
klinicznego oraz wg kryteriow WHO odnosnie stopnia ztosliwo-
Sci histologicznej [12].

Izolowanie RNA i synteza cDNA

Catkowite RNA izolowano przy uzyciu odczynnika TRI Re-
agent (Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, USA) zgodnie z za-
leceniami producenta. Czysto$¢ otrzymanych preparatow RNA
okreslano metoda spektrofotometryczng poprzez pomiar absor-
bancji przy dtugosci fali 260 nm i 280 nm. Przyjetym kryterium
czystosci DNA byla warto$¢ A, /A, mieszczaca sig w granicach
1,8-2,0. Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano przy
uzyciu zestawu PCR Kit ver. 3.0 (Takara Bio Inc. Japonia) zgod-
nie z zaleceniami producenta. cDNA przechowywano w temp.
-20°C.

Analiza ilosciowa produktu amplifikacji w czasie
rzecgywistym — reakcja real-time PCR

Otrzymany RNA stanowit matrycg¢ w reakcji real-time PCR
dla oznaczenia liczby kopii mRNA dla genéw CDH]I i ITGBI.
Uzyta mieszanina reakcyjna zawierala: 0,5 pul cDNA, 5 pl
TagMan® Universal PCR MasterMix, 0,5 pul 20x TagMan® Gene
Expression Assays i 4 ml H,O. Reakcjg real-time PCR prowadzo-
no w urzadzeniu Mastercycler®ep realplex (Eppendorf). Poczat-
kowa ilo$¢ matrycy wyznaczana byta na podstawie parametru Ct
(teoretyczny numer cyklu, przy ktorym wartos$¢ fluorescencji jest
Wwyzsza niz przyjgta arbitralnie warto$¢ graniczna). Pomiar war-
tosci Ct wykonano w dwoch powtodrzeniach, jako gen referencyj-
ny wykorzystano HPRT1 (fosfatydylotransferaza hipoksantyno-
guaninowa; ang. hypoxanthine phosphoribosyltransferase I). Do
badan zastosowano nastgpujace sondy TagMan® Gene Expres-
sion Assays (Applied Biosystems, USA): CDH1 - Hs01023894
ml, ITGBI - Hs00559595_m1, HPRT1 - Hs02800695 m1.

Analizy statystycznej wynikéw dokonano przy uzyciu pro-
gramu komputerowego STATISTICA wersja 9.0 (StatSoft, Po-
land).

Wszystkie wyniki badan sprawdzono testem Shapiro-Wilka
pod wzgledem zgodnosci z rozkladem normalnym. Czg$¢ wy-
nikéw badan nie byta zgodna z rozktadem normalnym, stad tez
dalsze analizy statystyczne wykonano metodami nieparametrycz-
nymi (test U Manna-Whitneya, test korelacji rang Spearmana).
Analizy ilorazu szans (odds ratio — OR) oraz 95-procentowego
przedzialu ufnosci (95 percent confidence interval — 95% CI), do-
konano przy uzyciu modelu regresji logistycznej. Za statystycz-
nie istotna przyjeto wartos¢ p<0,05.
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Tabela I. Charakterystyka demograficzna pacjentek i kliniczno-patologiczna
nowotwordw btony $luzowej trzonu macicy.

Charakterystyka Iloét’:n;:?g ntek
Sredni wiek £SD (zakres) 62,84+10,73 (31 — 83)
klasyfikacja FIGO

| 70

1l 15

1 18

\Y, 3
ztosliwosé histologiczna

G1 21

G2 75

G3 10
grubosc¢ nacieku

<1/2 60

>1/2 46
przerzuty do weztéw chtonnych

Nie 98

Tak 8

Wyniki

Ekspresja genow CDHI i ITGBI, na poziomie mRNA,
stwierdzona zostala we wszystkich 106 preparatach raka blony
Sluzowej trzonu macicy. Zestawienie poziomow ekspresji bada-
nych genéw w odniesieniu do danych kliniczno-patologicznych
zawarte zostato w tabelach II i III. Nie zaobserwowano zalezno-
$ci miedzy ekspresja badanych genow a wiekiem pacjentek (test
rang Spearmana, dla CDHI 1=0,04; p>0,05, dla /ITGBI r=-0,14,
p>0,05).

Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze
$rednia ekspresja genu CDHI w nowotworach blony $luzowej
trzonu macicy zmienia si¢ wraz z progresja nowotworu. W odnie-
sieniu do stopnia zaawansowania wg FIGO (test Kruskala-Wal-
lisa, p<0,01), nowotwory o najnizszym stopniu zaawansowania
(FIGO I) charakteryzuja si¢ najwyzsza ekspresja CDH1 i jest ona
znamiennie statystycznie wyzsza w poréwnaniu do stopnia FIGO
IL, 1T i IV (odpowiednio, test Manna-Whitneya, p<0,05; p<0,05;
p<0,01). Réwniez ekspresja CDHI w nowotworach w stopniu
FIGO 111 III byta znamiennie statystycznie wyzsza w pordéwnaniu
ze stopniem FIGO IV (test Manna-Whitneya, p<0,01). Podobnie
w przypadku stopnia zréznicowania (G), nowotwory dojrzate hi-
stologicznie (G1) charakteryzowatly si¢ znamiennie statystycznie
wyzsza ekspresja CDHI, w porownaniu ze stopniami G2 i G3
(odpowiednio, test Manna-Whitneya, p<0,05 i p<0,01). Analo-
giczne zalezno$ci zaobserwowano w relacjach miedzy ekspresja
CDHI a stopniem naciekania migsniowki oraz obecnoscia prze-
rzutow w wezlach chlonnych. (Tabela II).
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Tabela Il. Ekspresja genu CDH1 wyrazona jako ilo$¢ kopii badanego genu
w przeliczeniu na 1000 kopii genu HPRT1, w odniesieniu do parametréw kliniczno-
patologicznych.

Tabela lll. Ekspresja genu ITGB1 wyrazona jako ilo$¢ kopii badanego genu
w przeliczeniu na 1000 kopii genu HPRT1, w odniesieniu do parametrow kliniczno-
patologicznych.

CDH1 (ilos¢ kopii ITGB1 (ilos¢ kopii
mRNA dla CDH1/ p mRNA dla ITGB1/ p
1000 kopii HPRT1) 1000 kopii HPRT1)
FIGO p2<0,01 FIGO pa<0,05
| 1233,73+335,63 | 563,42+98,74
1] 870,69+394,00 Il 436,56+112,41
I 707,98+273,43 1] 495,86+261,29
\Y 307,67+411,76 \Y, 216,51+£127,42
Grade (G) p#<0,01 Grade (G) pa<0,05
1 1163,56+378,28 1 607,84+152,16
2 834,11+395,23 2 437,28+97,45
3 516,43+283,56 3 274,71£104,83
naciekanie migsnidwki p°<0,05 naciekanie miesniowki p°<0,05
<1/2 968,21+338,47 <1/2 562,58+138,14
>1/2 597,32+328,44 >1/2 364,11+107,88
przerzuty do weztéw p°<0,05 przerzuty do weztéw p°<0,05
chtonnych chtonnych
brak 1016,37+398,91 brak 628,43+142,49
obecne 573,68+312,83 obecne 258,21+£118,24

p? - test Kruskala-Wallisa
p° - test Manna-Whitneya

W przypadku genu /TGBI réwniez zaobserwowano zna-
mienne statystycznie réznice w zaleznos$ci od stopnia zaawanso-
wania klinicznego i zréznicowania histologicznego. (Tabela IITI).

W nowotworach o stopniu zaawansowania okreslonym jako
FIGO I ekspresja ITGBI byta wyzsza niz w stadium FIGO IV
(test Manna-Whitneya, p<0,05) oraz w nowotworach o stopniu
zrdznicowania G1 wyzsza niz w stopniu G3 (test Manna-Whit-
neya, p<0,05).

Zaobserwowano takze znamienng statystycznie pozytywna
korelacje migdzy ekspresja genu CDH1 1 ITGBI (test rang Spear-
mana, r=0,29, p<0,01) w badanych nowotworach btony $luzowej
trzonu macicy.

Wyliczono takze iloraz szans okre$lajacy ryzyko naciekania
mig$niowki oraz wystgpowania przerzutow wraz ze wzrostem
stopnia ztosliwosci raka btony §luzowej trzonu macicy. (Tabela
V).

W nowotworach o stopniu zr6znicowania charakteryzowa-
nym jako G2 i G3, ryzyko ponad 50% naciekania mig$nidwki
jest 4-krotnie wigksze niz w przypadku nowotworéw o stopniu
zroznicowania G1 (OR [95% CI - 4,85 [1.32-17.71], p=0,02).

Dyskusja

Ekspresja genoéw kodujacych E-kadheryng (CDHI) oraz
bl-integryng (ITGBI) analizowana byta w 106 preparatach raka
btony §luzowej trzonu macicy.

Sredni wiek pacjentek, od ktorych pozyskano material, wy-
nosit 62,84+10,73 i1 wahat si¢ w przedziale 31-83 lat. Liczba
losowo wybranych pacjentek, ktore uczestniczyly w badaniach
i przekroczyty 50 rok zycia wynosita 100 (94,3%), co stanowito
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p? - test Kruskala-Wallisa
p° - test Manna-Whitneya

Tabela IV. lloraz szans OR (95%Cl) wzrostu stopnia ztosliwosci w raku btony
$luzowej trzonu macicy w odniesieniu do stopnia naciekania migéniowki i obecnosci
przerzutdw w weztach chtonnych.

G1 G2,3 | OR (95% CI)
naciekanie miesniowki
<1/2 19 47
>1/2 3 38 4,85 (1.32-17.71)
p=0,02
obecnos¢ przerzutéw
w weztach chtonnych
brak 20 70
obecne 1 15 4,28 (0.53-34.45)
p=0,17

podobny odsetek, w poroéwnaniu z grupa badawcza uzyta przez
Creasmana i wsp., [13] (90%), natomiast wigkszy niz w bada-
niach prowadzonych przez Hasanuddina i wsp. (63%), ktorzy
w populacji Indonezji analizowali ekspresj¢ CDH1 i ITGB1 na
poziomie biatka, w 56 archiwalnych preparatach nowotworéw
btony $luzowej trzonu macicy [11]. Hasanuddin i wsp. réznice te
thumacza wigksza $rednig dtugoscia zycia kobiet w krajach roz-
winigtych oraz czgstszym stosowaniem przez nie hormonalnej
terapii zastgpezej [11].

913



PRACE ORYGINALNE
ginekologia

Ginekol Pol. 2013, 84, 910-914

Katarzyna Wojcik-Krowiranda, et al. Ekspresja genow kodujacych E-kadheryne i B 1-integryne w nowotworach biony Sluzowej trzonu macicy.

Analiza ekspresji genu CDHI wykazata, Ze jest ona
w znacznym stopniu ujemnie skorelowana z progresja i obec-
noscia przerzutéw raka btony $luzowej trzonu macicy, zarbwno
w odniesieniu do stopnia zaawansowania FIGO, stopnia zroz-
nicowania, jak i stopnia naciekania migsnidéwki oraz obecnosci
przerzutow w weztach chtonnych. Wyniki tych analiz sg zgodne
z danymi dotyczacymi ekspresji CDHI w nowotworach btony
Sluzowej trzonu macicy, na poziomie biatka [11, 14]. Wydaje
sig, iz w procesie transformacji nowotworowej endometrium
dochodzi do bezposredniego przetozenia migdzy iloScia mRNA
powstajacego w procesie transkrypcji a biatkiem syntetyzowa-
nym w procesie translacji. Podobne sugestie mozna wysunac¢
w odniesieniu do genu i biatka bl-integryny. Ilos¢ powstajacego
mRNA odpowiada prawdopodobnie puli biatka powstajacego na
matrycy mRNA. Znamienna statystycznie korelacja migdzy eks-
presja CDH1 i ITGB1 wskazuje na fakt, iz oba te geny oraz ich
biatkowe produkty biora udziat w tych samych procesach mole-
kularnych. W badaniach prowadzonych na modelu mysim wyka-
zano, ze E-kadheryna odpowiada za prawidlowe réznicowanie,
proliferacj¢ oraz funkcjonowanie komorek macicy. Dodatkowo
w komorkach prawidtowych, bialko to bierze udziat w procesach
kontrolujacych poprawnos¢ procesu proliferacji i kierujacych
komorke na drogg apoptozy [15]. W materiale nowotworowym
pierwotna funkcja E-kadheryny ulega zmianie wraz z zahamo-
waniem ekspresji genu CDH] i syntezy kodowanego biatka [16].

Zgodnie z danymi opublikowanymi przez Yi i wsp. oraz
Kanga i wsp. jednym z molekularnych mechanizméw odpowie-
dzialnych za obnizanie ekspresji E-kadheryny w materiale no-
wotworowym jest metylacja w obrgbie promotora genu CDH/
[17,18]. Ponadto oba zespoly badawcze sugeruja, ze poziom
E-kadheryny moze by¢ rozwazany jako marker kliniczny stopnia
zaawansowania w przypadku nowotworow btony $luzowej trzo-
nu macicy [18].

Ekspresja bl-integryny w komorkach btony $luzowej trzo-
nu macicy ulega wahaniom w czasie cyklu menstruacyjnego,
wzrasta w fazie wydzielniczej oraz pozostaje na do§¢ wysokim
poziomie w poczatkowym okresie ciazy, kiedy dochodzi do for-
mowania kompleksu bialek macierzy zewnatrzkomorkowej [19].

W procesie transformacji nowotworowej integryny biora
udzial migdzy innymi, w aktywacji 3-kinazy fosfatydyloinozyto-
lu, ktoéry z kolei stymuluje procesy progresji i formowania prze-
rzutow poprzez kaskade sygnalizacyjna PI3K/Akt/mTOR [20].

Zmieniona ekspresja genow/biatek uznanych za biomarke-
ry procesu nowotworzenia moze okazaé si¢ istotna z kliniczne-
go punktu widzenia, zarbwno w aspekcie prognostycznym, jak
i terapeutycznym. Dodatkowo, analiza ekspresji gendw na pozio-
mie mRNA jest metoda wymagajaca niewielkich ilosci materiatu
pozyskanego od pacjentow oraz jest szybsza i mniej kosztowna
w poréwnaniu do technik, za pomoca ktorych oznaczany jest po-
ziom biatka. Czasteczki adhezyjne, w tym kadheryny oraz inte-
gryny, moga sta¢ si¢ podstawa stosowania terapii celowanych,
ktorych efektem bgdzie zahamowanie lub spowolnienie procesu
powstawania przerzutow, bez roOwnoczesnej ingerencji w prawi-
dtowe mikrosrodowisko komorek prawidtowych [21].
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