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Decreased osteonectin and fibronectin gene expression in endometrial
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Streszczenie
Cel pracy: Celem pracy byto zbadanie profilu ekspresji genéw kodujgcych biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej
w nowotworach endometrium przy pomocy techniki makromacierzy.
Materiat i metody: Ocenie poddano tkanki pobrane w trakcie zabiegu operacyjnego od 40 pacjentek operowanych
z powodu raka trzonu macicy oraz 9 pacjentek z powodu migsniakow. Z uzyskanego materiatu tkankowego
izolowano RNA, ktdre poddano reakcji odwrotnej transkrypcji. Nastepnie otrzymane komplementarne DNA (cDNA)
znakowano izotopowo oraz uzyto do reakcji PCR. Przygotowanie membran oraz proces hybrydyzacji znakowanego
cDNA przeprowadzano zgodnie z protokotem dofgczonym do zestawu makromacierzy. Uzyskane wyniki poddano
analizie statystycznej przy pomocy sztucznej sieci neuronowey.
Wyniki: W analizie statystycznej otrzymanych wynikdw pordownywano stopien ekspresji genow biatek macierzy
zewnagtrzkomorkowej w tkankach nowotworowych w stosunku do poziomu ekspresji tych gendw w prawidfowym
endometrium. Istotnos¢ statystyczng wykazano dla ekspresji genu fibronektyny oraz osteonektyny i w obu
przypadkach byta ona istotnie statystycznie nizsza dla tkanek nowotworowych (odpowiednio p=0,009, p=0,0003).
Dodatkowo wykazano, ze ekspresja tych gendw malata wraz ze wzrostem stopnia zawansowania klinicznego
i histologicznego choroby jednak dla tych zaleznosci nie wykazano istotnosci statystycznej.
Whioski: Zmnigjszenie ekspresji genu osteonektyny i fibronektyny w nowotworach endometrium w porownaniu do
tkanek prawidtowych wydaje sie promowac rozwdj choroby. Poziom ekspresji tych gendw moze stanowi¢ rowniez
dodatkowe narzedzie w okreslaniu stopnia zaawansowania choroby oraz przewidywania dalszego jej przebiegu.
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Abstract

Objectives: The aim of this study was to investigate, by means of cDNA macroarrays, the expression profile of
genes coding the ECM proteins in endometrial cancer.

Material and methods: Tissue specimens were collected during surgical procedures. 40 patients were operated
due to endometrial cancer and 9 patients because of uterine myomas. RNA was isolated and reverse transcriptase
reaction with radioisotope labeling of cDNA were performed. PCR reaction was performed with labeled cDNA. All
steps of macroarray hybridization were done according to the protocol. Statistical analysis was done with different
tests, including artificial neural network method.

Results: The level of ECM protein genes expression in normal endometrial tissue was compared to the expression
of these genes in endometrial cancer specimens. Statistical significances were found only for fibronectin and
osteonectin genes and for both genes decreased expression was observed in cancer tissues (p=0.009, p=0.0003,
respectively). Moreover, fibronectin and osteonectin genes expression decreased along with increase of clinical
staging and histological grading of the endometrial cancer but no statistical significance for this trend was found.
Conclusions: Decreased expression of fibronectin and osteonectin genes, when compared to normal endometrial
tissue expression, in endometrial cancer may play an important role as a stimulus for disease development and, on
the other hand, may be used as an additional marker for the progression of the disease.

Key words: endometrial cancer / cDNA macroarrays / fibronectin / osteonectin

extracellular matrix proteins

Wstep

Postep genetyki molekularnej zwigzany z ukonczeniem sek-
wencjonowania genomow organizmow zywych, w tym genomu
cztowieka (Human Genome Project), umozliwia prowadzanie
kompleksowych analiz ekspresji réznych genéw czlowieka,
zwlaszcza pod katem ich udzialu w procesach chorobowych.
Glowna technikg stuzacq analizie profilow genetycznych staly
si¢ tzw. mikro- i makromacierze, na ktérych immobilizowane
sq sondy odpowiadajace badanym transkryptom genéw orga-
nizmu [1-3]. Technologiczne podstawy produkcji macierzy
opisano w latach 80 i od tego czasu wachlarz ich zastosowania
w diagnostyce chorob poszerza sig [3-4]. Macierze DNA to zmi-
niaturyzowany uktad hybrydyzacyjny, na ktory sktadaja si¢ upo-
rzadkowane zestawy genow lub czgsciej ich fragmentow (tzw.
sond molekularnych) w postaci oligonukleotydéw lub sekwencji
c¢DNA, unieruchomione na statym podtozu. Miejsca hybrydyza-
cji utozone sa w $cisle okreslonym porzadku umozliwiajacym
identyfikacj¢ produktow hybrydyzacji. Coraz czgstsze zastoso-
wanie tej metody badawczej jest dowodem, ze oznaczanie profi-
lu genetycznego choroby moze by¢ pomocne do okreslania pod-
typu guza oraz modelu jego zachowania w przebiegu choroby,
co nie byto mozliwe przy wykorzystaniu badania pojedynczych
parametrow czy diagnostyki histologicznej [5-7].

Zmiany ekspresji gendw maja kluczowe znaczenie w trans-
formacji nowotworowej zdrowych komorek organizméw zy-
wych. Badanie odmiennosci szlakow metabolicznych wywota-
nych przez zmiang ekspresji genow, pozwala precyzyjnej okre-
$li¢ mechanizmy prowadzace do onkogenezy.

Warunkiem niezbgdnym do rozszerzania si¢ procesu nowo-
tworowego jest nabycie przez komorki nowotworowe fenotypu
inwazyjnego. Determinuje on zdolno$¢ do przemieszczania sig,
naciekania otaczajacych tkanek i tworzenia przerzutdéw w miej-
scach odlegtych od ogniska pierwotnego. W procesie progresji
nowotworowej komorki muszg pokonaé bariery w postaci blony
podstawnej (basement membrane — BM), macierzy zewnatrzko-
morkowej (extracellular matrix — ECM) i §ciany naczyn krwio-
nosnych [8, 9].
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Jednym z wazniejszych sktadnikow macierzy zewnatrzko-
morkowe;j jest fibronektyna, ktora petni rolg spoiwa pomigdzy
architektonicznym szkieletem tkanki i jej komoérkami poprzez
odpowiednie receptory powierzchniowe. Jest to proteina sktada-
jaca si¢ z dwoch tancuchoéw o masie 270 kDa kazdy, potaczonych
mostkiem dwusiarczkowym na jednym z koncow [10]. Fibronek-
tyna sklada si¢ z rdzenia utworzonego przez trzy mniejsze cza-
steczki (I, II i III) tworzace strukture pierwszorzedowa, do ktorej
dotaczaja si¢ inne elementy odpowiedzialne za oddziatywanie
z heparyna, kolagenem oraz receptorami zlokalizowanymi na
powierzchni komorek. Biatko to petni wiele funkcji zwiazanych
z odpowiedzia immunologiczna, gojeniem ran, widknieniem,
tworzeniem naczyn krwionosnych oraz embriogeneza [11, 12].

Innym waznym biatkiem macierzy zewnatrzkomorkowej
jest osteonektyna, glikoproteina o masie 43 kDa, znana rowniez
pod nazwa SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cystei-
ne), ktora nalezy do niekolagenowych sktadnikow macierzy ze-
wnatrzkomorkowej i odpowiedzialna jest za procesy mineraliza-
cji tkanek, dzigki zdolnosci do wigzania jondw wapnia. Modulu-
je ona interakcje zachodzace pomigdzy poszczegdlnymi elemen-
tami macierzy w procesie morfogenezy i réznicowania [13, 14].
Jest rowniez czynnikiem wplywajacym na dynamikg procesu
degradacji sktadnikow blony podstawnej i miazszu tkanki tacz-
nej poprzez stymulacjg metaloproteinaz [15]. Ponadto wptywa
na ksztatt komorek $rodbtonkowych i uczestniczy w procesach
neoangiogenezy oraz transformacji nowotworowej [16, 17].

Dlatego tez uwaza sig, ze osteonektyna peni kluczowa rolg
w tworzeniu nacieku nowotworowego i przerzutowaniu nowo-
tworow [18]. Ekspresj¢ osteonektyny obserwuje si¢ gldwnie
w tkankach, ktére podlegaja ciagtej przemianie i dynamicznej
odbudowie: m.in. w chrzastce, kosci, srodbtonku przewodu po-
karmowego 1 naczyn krwionosnych oraz skorze [19]. Znacznie
zwigkszong ekspresjg tego biatka zaobserwowano w komorkach
i tkankach zaangazowanych w procesy naprawcze zwigzane
z gojeniem sig ran oraz w tkankach nowotworowych [20].

Inni badacze wykazali, ze osteonektyna powoduje wzrost
aktywnosci metaloproteinazy — 2 (MMP-2) w ludzkich tkankach
nowotworowych zwigkszajac ich zdolno$¢ do naciekania
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zdrowych tkanek oraz umozliwiajac w ten sposob latwiejszy
rozrost intensywnie rozwijajacej si¢ sieci patologicznych naczyn
krwionosnych [13, 21, 22]. Réznorodnos¢ funkcji jakie petni to
biatko powoduje, ze konieczne sa dalsze badania w celu ustalenia
jego przydatno$ci w leczeniu chordb cywilizacyjnych, w tym
NOWOtWOrow.

Rak trzonu macicy jest jednym z najczgstszych nowotworéw
zto$liwych wystgpujacym u kobiet i w Polsce, wedlug
Krajowego Rejestru Nowotworow, w 2006 roku na ten nowotwor
zachorowato 4376 kobiet (http://85.128.14.124/krn). W zwiazku
z cywilizacyjnymi czynnikami ryzyka, predysponujacymi do
rozwoju tej choroby, zachorowalno$¢ na ten typ nowotworu
systematycznie rosnie [23].

Genetyczne podstawy przyczyn rozwoju nowotworow endo-
metrium sg systematycznie badane i obecnie znanych jest kilka
mutacji genow biatek bioracych udziat w procesach komunikacji
i tworzenia wigzan migdzykomorkowych. W chwili obecnej za
najczgséciej zmutowany gen w nowotworach trzonu macicy uzna-
wany jest PTEN, bioracy udzial w kontroli apoptozy i migracji
komorek [24, 25]. W wielu badaniach ujawniono, ze nawet do
83% nowotworéw endometrioidalnych charakteryzuje si¢ utra-
ta ekspresji genu PTEN [26]. Kolejna pod wzgledem czgstosci
wystgpowania jest mutacja w kodonie 12 protoonkogenu K-ras
(Kirsten rat sarkoma 2 viral oncogene homolog), wystgpujaca
w okoto 30% nowotworéw I grupy. Mutacja, ktora wystgpuje
z podobna czgstotliwoscia jest mutacja f-kateniny.

W wigkszosci przeprowadzonych i opublikowanych do tej
pory pracach dotyczacych ekspresji genow w nowotworach en-
dometrium, koncentrowano si¢ gtownie na zmianie ekspresji po-
jedynczych genow [24, 27].

Istotnym sktadnikiem $rodowiska toczacej si¢ choroby no-
wotworowej sa biatka macierzy zewnatrzkomorkowej i dlatego
poszukuje si¢ zaleznoéci mogacych swiadczy¢ o ich wptywie na
powstawanie, rozwoj i jej przebieg [10, 28].

Cel pracy

Celem podjgtej pracy badawczej byto zbadanie czy istnieja
zalezno$ci pomigdzy zmiana ekspresji genéw kodujacych biatka
macierzy zewnatrzkomérkowej w tkankach prawidtowych
w porownaniu do nowotworéw endometrium, ich wzajemnego
odnalezienia korelacji ze stopniem
zaawansowania procesu chorobowego przy pomocy techniki

oddziatywania oraz

makromacierzy.

Materiat i metody

Material do badan uzyskano od 49 pacjentek leczonych
w I Katedrze i Klinice Ginekologii Onkologicznej i Ginekologii
oraz w II Katedrze i Klinice Ginekologii Uniwersytetu Medycz-
nego w Lublinie.

Pacjentki leczone byly operacyjnie w latach 2000-2005
z powodu nowotworu endometrium rozpoznanego w materiale
histopatologicznym uzyskanym podczas zabiegu wytyzeczko-
wania jamy macicy (40 pacjentek) oraz z powodoéw nienowotwo-
rowych (9 pacjentek). Probki materialu tkankowego zawieraly
wylacznie fragmenty zdrowej lub zmienionej chorobowo btony
$luzowej jamy macicy. W 14 przypadkach materiat wykorzysta-
ny do dalszych prac byt mrozony a w pozostatych 35 materiat
pobrany w trakcie zabiegu operacyjnego poddany byt dalszej ob-
roébce w ciagu 60 minut.

© Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

Izolacj¢ RNA przeprowadzono wedlug protokotu wyko-
rzystujacego odczynnik TRI. Materiat tkankowy $wiezy lub
mrozony w ilo$ci 150mg homogenizowano przez 5 minut do-
dajac 1,0ml odczynnika TRI na kazde 100mg tkanki. Uzyskane
RNA rozpuszczano w odpowiedniej ilosci 0,1% roztworu dietylu
kwasu piroweglowego. Probki RNA przechowywano do dalszej
obrobki w -80°C. Jakos$¢ kazdego preparatu sprawdzano meto-
da elektroforezy na zelu agarozowym, a iloSciowe oznaczenie
RNA wykonano metoda spektrofotometryczng. Pomiar absorpcji
wykonano przy dlugosci fali 260nm. Trawienie DNA wykony-
wano przy uzyciu odezynnikow z zestawu BD RiboQuant™ RPA
System (BD Bioscences Pharmingen, San Jose, USA).

Do reakcji znakowania przygotowywano roztwdr Master
Mix w sktadzie: 2pl 5X Reaction buffer, 1ul 10X DTP Mix (dla
znakowania fosforem [a-P*?]dATP), 3,5ul o - P*? dATP, 0,5ul
DTT 100mM. W oddzielnej proboéwce przygotowywano mie-
szaning reakcyjna w sktadzie: 2ul RNA, 1ul CDS Primer Mix
(BD Biosciences Clontech, Palo Alto, USA), ktoéra nastgpnie
mieszano i wirowano przez 1 minut¢ w 14000 obr/min. Probke
z mieszaning reakcyjng wstawiano do termocyklera PCR (Perkin
Elmer, USA) zaprogramowanego wedlug nastgpujacego sche-
matu: 1. 70°C 2min., 2. 50°C 2min., 3. 50°C 30 sek., 4. 50°C
25min. Reakcjg odwrotnej transkrypcji przeprowadzano dodajac
do probek z Master Mix 1pl odwrotnej transkryptazy (MMLV
Reverse Transcriptase).

Nastgpnie, dodawano przygotowany uprzednio Master Mix
w ilo$ci 8ul do probowki z mieszaning reakcyjna w trakcie 3
etapu reakcji i inkubowano przez kolejne 25 minut w 50°C.
Nastgpnie zatrzymywano reakcje znakowania dodaniem 1pl
dziesigciokrotnie stgzonego odczynnika Termination Mix.
Reakcje PCR  przeprowadzano wykorzystujac uzyskane
wyznakowane izotopowo cDNA. Otrzymana mieszaning
oczyszczano przy pomocy zestawu BD Atlas™ Nucleospin®
Extraction Kit. Aktywno$¢ uzyskanej sondy sprawdzano
uzywajac licznika scyntylacyjnego.

Do przeprowadzenia oznaczenia ekspresji genow wyko-
rzystano nylonowe membrany o dodatnim tadunku powierzch-
niowym Atlas human cancer 1.2 array (¢cDNA Expression Array
PT3547-3E; BD Biosciences Clontech, Palo Alto, USA; nr kat.:
7851-1).

Macierz zawiera punkty hybrydyzacyjne dla 1176 genow,
z czego do grupy kodujacych bialka macierzy zewnatrzkomor-
kowej nalezy 31 gendéw. Reakcje hybrydyzacji przeprowadzono
zgodnie z protokotem dotaczonym do zestawu. Odpowiednio
przygotowane membrany, po hybrydyzacji, przenoszono do ka-
set wyposazonych w BIOMAX TRANSCREEN HE w ktorych
znajdowata si¢ klisza Kodak BioMax MS (KODAK, USA).

Czas ekspozycji kliszy fotograficznej uzalezniony byt
od aktywnosci sondy i wahat si¢ od 4 dni przy aktywnosci
powyzej 2x10° do 7 dni przy aktywnosci 1x10°. Po wyjeciu
klisz¢ wywotywano przy pomocy odczynnikéw firmy Kodak
(KODAK, USA). Nastgpnie dane odczytywano przy pomocy
oprogramowania AtlasImage™ (BD Biosciences Clontech, Palo
Alto, USA).

Analizg statystyczna przeprowadzono przy pomocy progra-
mu Statistica Statsoft wersja 8.0. Rozktad w grupach sprawdzano
testami Shapiro-Wilka, Kotmogorowa-Smirnowa 1 Lillieforsa.
W przypadku rozktadu normalnego wykorzystano testy parame-
tryczne t-Studenta dla prob niezaleznych oraz test chi kwadrat.
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Tabela . Charakterystyka pacjentek pogrupowanych pod wzgledem rozpoznania histopatologicznego.

_ Rozpoznanie Wiek Rodnosé Wiek PM Wiek menopauzy
histopatologiczne (n)
Ade”Ocam"’}‘r’]’:joindomem’a’e 64,0 £ 10,16 2,3+ 166 14,3+ 1,22 51,2 4,88
Pra""'d*o""(“;]fg;’ome” fum 50,1 + 7,56* 20+1,12 14,3+ 1,66 47,6 £ 3,03"

PM — wystapienie pierwszej miesigczki.

* istotnie statystycznie nizszy wiek pacjentek w grupie z prawidtowym endometrium
w poréwnaniu do pacjentek z chorobg nowotworowg (p=0,0003).

** jstotnie statystycznie nizszy wiek wystgpienia manopauzy u pacjentek w grupie z prawidtowym endometrium
w poréwnaniu do pacjentek z chorobg nowotworowg (p=0,0058).

Tabela . Analiza réznic w ekspresji genoéw pomigdzy tkankami nowotworowymi a prawidtowym endometrium obliczona przy pomocy testu U Manna-Whitneya (p<0,05).

ANALIZA
- ZAKRES
DOLNY GORNY STATYSTYCZNA
GEN TKANKA MEDIANA KWARTYL KWARTYL
MIN MAX u P
nowotwor 0,07 0,00 0,15 0,00 | 043
FO3B 79,0 0,009+
norma 0,16 0,12 0,23 0,09 | 0,35
nowotwor 0,00 0,00 0,12 0,00 | 0,34
F14A 41,0 0,0003*
norma 0,20 0,16 0,35 0,10 | 0,38

Tabela lll. Statystyka opisowa badanego materiatu wedtug stopnia zaawansowania klinicznego nowotworu (FIGO), test rang Kruskala-Wallisa (p<0,05).

P EES ANALIZA
GEN FIGO MEDIANA | DOLNY KWARTYL | GORNY KWARTYL STATYSTYCZNA
MIN | MAX H p
[ 0,64 0,00 0,11 0,00 | 043
FO3B Il 0,14 0,10 0,19 0,00 | 0,34 1,91 0,38
Il 0,00 0,00 0,17 0,00 | 0,34
[ 0,00 0,00 0,12 0,00 | 0,34
F14A Il 0,00 0,00 0,12 0,00 | 0,19 | 034 0,84
Il 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,19
Tabela IV. Statystyka opisowa badanego materiatu wedtug zroznicowania histologicznego nowotworu (G), test rang Kruskala-Wallisa, (p<0,05).
co | WO weowwa | BoWY | comwy | MRS | smrvericow
MIN | MAX H p
G1 0,07 0,00 0,15 0,00 | 0,43
FO3B G2 0,07 0,00 0,15 0,00 | 0,43 3,17 0,21
G3 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,10
G1 0,00 0,00 0,12 0,00 | 0,34
F14A G2 0,00 0,00 0,12 0,00 | 0,34 2,99 0,22
G3 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00
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W przypadku braku rozktadu normalnego stosowano testy
nieparametryczne: U-Manna Whitneya i test rang Kruskala-
Wallisa. P<0,05 przyjgto za statystycznie istotne. Ponadto prze-
prowadzono analiz¢ wykorzystujac sztuczne sieci neuronowe.
Dzigki takiej analizie mozliwe jest zbadanie, czy istnieja jakie-
kolwiek powiazania pomigdzy zmianami ekspresji poszczegol-
nych genow.

Wyniki

W tabeli I przedstawiono dane demograficzne pacjentek, od
ktorych pobrany zostat materiat tkankowy do badan.

W analizie statystycznej otrzymanych wynikow, przy po-
mocy testu U Manna-Whitneya, poréwnywano stopien ekspre-
sji genow biatek macierzy zewnatrzkomorkowej w tkankach
nowotworowych w stosunku do poziomu ekspresji tych genéw
w prawidtowym endometrium. Istotno$¢ statystyczna wykazano
jedynie dla ekspresji genu fibronektyny (FO3B) oraz osteonekty-
ny (F14A) i w obu przypadkach byta ona istotnie statystycznie
nizsza dla tkanek nowotworowych. (Tabela II).

Dodatkowo wykazano, ze ekspresja tych genéw malata wraz
ze wzrostem stopnia zaawansowania klinicznego i histologiczne-
go choroby, jednak dla tych zaleznosci nie wykazano istotnosci
statystycznej. (Tabele 1111 IV).

Na podstawie analizy wykonanej przy pomocy sztucznej
sieci neuronowej mozna okresli¢ wzajemne zaleznosci jakie wy-
stgpuja w grupie badanych genow. W ponizszej tabeli przedsta-
wiono istotne predyktory istnienia procesu ztosliwego w uzyska-
nym modelu neuronowym sieci ANN1. (Tabela V).

Kolor czarny oznacza zbidr uczacy (szkoleniowy, przypadki
losowe z badanej grupy), natomiast kolor czerwony zbidr
walidacyjny (testowy). Oznacza to, ze sie€ ,,uczy si¢” powigzan
i wzajemnych oddziatywan pomigdzy ekspresja poszczegolnych
genow. Z tabeli tej wynika, Ze najistotniejszymi predyktorami
istnienia procesu ztosliwego w otrzymanym modelu okazaty sig:
F14A — osteonektyna, FO3B — fibronektyna, E11N 1 — kolagen,
typ VI, alfa 1, FO7A — laminina (beta 1), FOSA — laminina
(gamma 1).

Wykorzystanie tej sieci jako modelu prognostycznego po-
zwolito skuteczniej, niz analiza pojedynczych parametrow, prze-
widywac charakter badanej zmiany. Ze wzgledu na ograniczona
liczebno$¢ grupy nalezy jedynie przypuszczaé, ze te predyktory
beda mialy znaczenie w przewidywaniu rozwoju procesu ztosli-
wego w badaniach na wigkszym materiale.

Dyskusja

Rozwoj choroby nowotworowej uwarunkowany jest szere-
giem zmian zachodzacych zar6wno w komoérkach nowotworo-
wych jak i w ich najblizszym otoczeniu stanowigcym szkielet
danej tkanki [29]. W procesie progresji choroby komoérki nowo-
tworowe muszg pokonaé bariery w postaci bltony podstawne;j,
macierzy zewnatrzkomoérkowej i $ciany naczyn krwiono$nych
[8, 9]. Dlatego tez wydaje sig, ze biatka macierzy zewnatrzko-
morkowej petnia szczegolng role w rozwoju choroby [28, 30].
Macierz zewnatrzkomorkowa to ztozona sie¢ biatek petniacych
rézne funkcje: podporowe i stabilizujace, komunikacyjne oraz
regulacyjne [31].

Badania pozwalajace na doktadniejsze poznanie zlozonych
zaleznosci na poziomie molekularnym maja kluczowe znaczenie
w przewidywaniu rozwoju procesu nowotworowego.
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Tabela V. Analiza wrazliwo$ci modelu neuronowego ANN1.
E11N | FO3B | FO7A | FO8A | F14A
Miejsce 3 2 4 5 1
Btad 0,32 0,32 | 0,29 0,2 0,33

Wskaznik | 25,1 254 | 22,5 15,5 | 259

Miejsce 4 2 7 10 3

Btad 0,27 0,38 | 0,04 | 0,02 | 0,03

Wskaznik | 21,6 29,7 3,2 1,4 24,2

W prezentowanych badaniach wykazano zwigkszong eks-
presje¢ genu fibronektyny oraz osteonektyny w tkankach zdro-
wych w porownaniu do tkanek nowotworowych. W obu przy-
padkach aktywnos¢ tych genow byta istotnie statystycznie wyz-
sza w przypadku tkanek prawidtowych.

Dane dostgpne w literaturze na temat ekspresji genu fibro-
nektyny 1 jego roli w procesie transformacji nowotworowej nie
sa jednoznaczne. Wydaje sig, ze dzigki fibronektynie, komorki
nowotworowe zwigkszaja swoj potencjal rozrostowy oraz odpor-
no$¢ na apoptozg indukowana lekami przeciwnowotworowymi
[32]. Wigkszos$¢ dostgpnego pismiennictwa dotyczy jednak ba-
dan ekspresji genu tego biatka w chorobach rozrostowych tkanki
ptucnej [33, 34].

Han i wsp. dowodza, ze fibronektyna powoduje znaczny
wzrost proliferacji komorek raka pluc. Badali oni wptyw eks-
presji genu fibronektyny na ekspresj¢ genow odpowiedzialnych
za regulacj¢ cyklu komorkowego: cykliny D1 oraz genu p21 -
inhibitora kinaz zaleznych od cyklin (CDKNI1A — cyclin-depen-
dent kinase inhibitor 14) w komorkach raka ptuc. Wykazali, ze
fibronektyna zwigkszata ekspresj¢ cykliny D1 nawet dwukrot-
nie w poréwnaniu do proby kontrolnej, co zostatlo potwierdzone
badaniem RT-PCR z analizg iloéci produktu w czasie rzeczywi-
stym. Dodatkowo zaobserwowali, ze stezenie biatka cykliny D1
w poréwnaniu do stgzenia mRNA jest znacznie wyzsze, co moze
sugerowac regulowanie proceséw posttranslacyjnych przez fi-
bronektyng [33].

Z kolei Dai i wsp. badali wptyw progesteronu na komor-
ki Hec50co (jest to stabo zréznicowana linia komorkowa raka
endometrium), do ktorych przy pomocy wektoréw adenowiru-
sowych wprowadzili geny receptorow progesteronowych typu
A i B [35]. Nastgpnie zbadali zmiany fenotypowe indukowane
progesteronem oraz zmiany w cyklu komoérkowym zachodza-
ce w komorkach Hec50co. Ocenili, ze progesteron moze mie¢
wplyw na ekspresj¢ jedynie pigciu gendéw kodujacych biatka
zwiazane z macierza zewnatrzkomoérkowa. W przypadku genu
fibronektyny doszto do 2,8-krotnego zmniejszenia jego ekspre-
sji poprzez receptory typu B. Moze to mie¢ ogromne znacznie
w rozwijaniu zdolnos$ci do tworzenia przerzutow przez komorki
raka endometrium.
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Wyniki tych badan, koreluja z wynikami prezentowanymi
w naszej pracy. Ekspresja genu fibronektyny byta istotnie staty-
stycznie nizsza w komoérkach nowotworowych (p=0,009) w po-
réwnaniu do komorek prawidlowego endometrium. W zwiazku
z tym, ze fibronektyna zwigksza potencjat rozrostowy komoérek
nowotworowych, na podstawie otrzymanych wynikéw mozna
wnioskowac, ze nowotwory w nizszym stopniu zaawansowania
histologicznego maja wigksza zdolno$¢ do naciekania otocze-
nia w poréwnaniu do nowotworéw w stopniu G3. Wydaje sig
to sprzeczne z ogdlnie przyjeta wiedza, jednak trzeba wzia¢ pod
uwagg, ze zdolno$¢ do naciekania i przerzutowania regulowana
jest rowniez przez inne czynniki. Moze to by¢ réwniez zwigzane
z molekularnym rozregulowaniem proces6w genetycznych i me-
tabolicznych w niskozréznicowanych nowotworach.

Drugim genem, ktoérego zwigkszona ekspresj¢ zaobser-
wowano w prezentowanych badaniach, w tkankach zdrowych
w poréwnaniu do tkanek nowotworowych, jest gen kodujacy
osteonektyng (SPARC). Jest to glikoproteina, ktorej glownymi
funkcjami w wielu tkankach jest udziat w procesach dojrzewa-
nia, przebudowy, regulacji cyklu komoérkowego oraz procesach
naprawczych. W badaniach in vitro wykazano jej dzialanie anty-
adhezyjne i antyproliferacyjne [36].

Dodatkowo, osteonektyna wplywa na zmiang ksztattu ko-
morek, hamuje odpowiedz komorkowa na stymulacjg czynnika-
mi wzrostu oraz wplywa na homeostazg¢ $rodowiska macierzy
zewnatrzkomoérkowej [15, 37]. W tkankach podlegajacych prze-
mianie w trakcie procesu nowotworowego, kluczowe znaczenie
dla jego przebiegu wydaje si¢ mie¢ zdolnos¢ komorek do przy-
legania do podtoza oraz ich niepodlegajaca kontroli proliferacja.
W badaniach in vitro wykazano, ze osteonektyna hamuje proli-
feracjg¢ komorek $rodblonka naczyn krwiono$nych, migsni gtad-
kich czy fibroblastow stymulowanych VEGF [37]. Badania na
myszach pozbawionych genu osteonektyny potwierdzity wyniki
otrzymane in vitro. Wykazano, ze fibroblasty i komorki migs$ni
gladkich pobrane od tych zwierzat wykazywaty si¢ wigksza zdol-
noscia do proliferacji w poréwnaniu do komoérek otrzymanych
od myszy z funkcjonujacym genem osteonektyny [38]. Dziatanie
antyadhezyjne osteonektyny polega na rozbijaniu kompleksow
biatkowych i reorganizacji wtokien aktyny poprzez fosforylacje
tyrozyny w biatkach zwiazanych z adhezja [39].

W przypadku ekspresji osteonektyny u ludzi, zwigkszona
ekspresje genu tego bialka zaobserwowali inni badacze m. in.:
w raku gruczohu piersiowego, okr¢znicy oraz czerniaku [40, 41].
Zespo6t pod kierownictwem Massi opublikowat wyniki dotyczace
korelacji ekspresji osteonektyny z klinicznym przebiegiem inwa-
zyjnego czerniaka skory na podstawie badan immunohistoche-
micznych [14]. Badanie obejmowalo 188 chorych z rozpozna-
nym czerniakiem, ktoérego glebokos¢ naciekania nie przekraczata
0,75mm. Wykazali oni, ze wspolczynnik osteonektyno-dodatnich
komoérek czerniaka dodatnio korelowat z ryzykiem progresji
choroby (p=0,01), ryzykiem wystapienia przerzutow odlegtych
(p=0,005) oraz umieralnoscia (p=0,03). Natomiast nie wykazano
korelacji z innymi czynnikami takimi jak wiek, pte¢ czy lokali-
zacja zmiany. Zwigkszone stgzenie osteonektyny w komorkach
czerniaka moze wptywac na wzrost aktywnosci metaloproteinaz
(kolagenazy, zelatynazy czy inhibitora aktywatora plazminoge-
nu typu I (PAI-I), ktore dziataja destrukcyjnie na sktadniki bton
podstawnych i struktur¢ macierzy zewnatrzkomorkowe;.
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Z drugiej jednak strony Mok i wsp. wykazali, ze zwigk-
szona ekspresja biatka osteonektyny moze dziata¢ supresyjnie
na rozwoj komorek SKOV3 raka jajnika in vitro 1 in vivo [42].
Komorki pokrywajace powierzchni¢ jajnika (human ovarian
surface epithelial - HOSE) cechuja sig¢ wysokim poziomem eks-
presji osteonektyny, natomiast w komorkach raka jajnika ekspre-
sja tego biatka pozostaje na niskim poziomie. W do§wiadczeniu
wykorzystali komorki linii komoérkowej raka jajnika, do ktérych
transfekowali petnej dtugos$ci cDNA genu osteonektyny w wyni-
ku czego zaobserwowali zmniejszone tempo wzrostu komorek
nowotworowych oraz zmniejszong zdolno$¢ tych komorek do
tworzenia guzéw nowotworowych u myszy pozbawionych od-
pornoséci komérkowej. Ich wyniki §wiadcza o waznej roli osteo-
nektyny w regulacji proceséw wzrostu i réznicowania komorek
HOSE oraz sugeruja, ze to biatko moze peié rolg supresora
rozZwoju nowotworow jajnika.

Rodriguez-Jiménez i wsp. oceniali ekspresj¢ genu osteonek-
tyny w raku endometrium [43]. Stopien ekspresji genu badany
byt przy pomocy RT-PCR z analizg ilo$ci produktu w czasie rze-
czywistym. Stwierdzili oni, podobnie jak w naszym materiale, ze
w 98% przypadkéw tkanek nowotworowych wystapito istotne
statystycznie zmniejszenie ekspresji w poréwnaniu do tkanek
kontrolnych (p<0,001). Dodatkowo, w celu potwierdzenia tych
wynikow, badacze ocenili ekspresj¢ mRNA osteonektyny w 10
tkankach nowotworowych oraz tkankach prawidlowego endo-
metrium pobranych od tych samych pacjentek. Ekspresja genu
osteonektyny byta réwniez mniejsza w komorkach nowotworo-
wych w poréwnaniu do komoérek prawidlowych pobranych od
tych samych pacjentek. Autorzy wyjasniaja, ze zmniejszenie
ekspresji osteonektyny moze by¢ skutkiem hipermetylacji pro-
motora tego genu w komoérkach nowotworowych.

W zwiazku z przytaczanymi w pi$miennictwie danymi na
temat zwigkszonej lub zmniejszonej ekspresji mRNA genu os-
teonektyny w nowotworach roéznych tkanek i narzadow interpre-
tacja wynikow i jednoznaczne ustalenie roli jaka petni to biatko
nie jest mozliwe.

Prezentowane w tej pracy wyniki dotyczace ekspresji mRNA
genu osteonektyny potwierdzaja wyniki badaczy, ktorzy wykazali
zmniejszona ekspresj¢ tego genu w komorkach nowotworowych
w porownaniu do komorek prawidtowego endometrium. Ponadto
w miar¢ post¢pu zaawansowania klinicznego i histologicznego
nowotworu ekspresja mRNA osteonektyny zmniejszata si¢ jed-
nak nie wykazano dla tej zaleznosci istotno$ci statystycznej.

Whnioski

Zmniejszenie ekspresji genu osteonektyny i fibronektyny
w nowotworach endometrium w poréwnaniu do tkanek prawid-
towych wydaje sig promowa¢ rozwoj choroby. Poziom ekspre-
sji tych genéw moze stanowi¢ rowniez dodatkowe narzgdzie
w okreslaniu stopnia zaawansowania choroby oraz przewidy-
wania dalszego jej przebiegu. Wykorzystanie sztucznych sieci
neuronowych do analizy uzyskanych danych istotnie zwigksza
czuto$¢ i specyficznos¢ badania wptywu zmian ekspresji genow
na procesy wewnatrzkomorkowe.

Podzigkowania
Doswiadczenia przeprowadzono w ramach grantu KBN nr:
3POSE07123.

Nr 12/2009



Ginekol Pol. 2009, 80, 907-913

PRACE ORYGINALNE

ginekologia

Zmniejszona ekspresja genu osteonektyny i fibronektyny w nowotworach endometrium...

Pismiennictwo

1.

10.

1.

12,

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29,

30.

31.

32.

33.

34.

Blohm D, Guiseppi-Elie A. New developments in microarray technology. Curr Opin Biotechnol.
2001, 12, 41-47.

. Ishii M, Hashimoto S, Tsutsumi S, [et al.]. Direct comparison of GeneChip and SAGE on the

quantitative accuracy in transcript profiling analysis. Genomics. 2000, 68, 136-143.

. Ewis A, Zhelev Z, Bakalova R, [et al.]. A history of microarrays in biomedicine. Expert Rev Mol

Diagn. 2005, 5, 315-328.

. Braunschweig T, Chung J, Hewitt S. Tissue microarrays: bridging the gap between reaserch and

the clinic. Expert Rev Proteomics. 2005, 2, 325-336.

. Alizadeh A, Eisen M, Davis R, [et al.]. Distinct types of diffuse large B-cell ymphoma identified

by gene expression profiling. Nature. 2000, 403, 503-511.

. Alon U, Barkai N, Notterman D, [et al.]. Broad patterns of gene expression revealed by clustering

analysis of tumor and normal colon tissues probed by oligonucleotide arrays. Proc Natl Acad Sci
US A 1999, 96, 6745-6750.

. Perou G, Serlie T, Eisen M, [et al.]. Molecular portraits of human breast tumours. Nature. 2000,
406, 747-752.
Egeblad M, Werb Z. New functions for the matrix metalloproteinases in cancer progression. Nat

Rev Cancer. 2002, 2, 161-174.

. Duffy M, Maguire M, Hill A, [et al.]. Metalloproteinases: role in breast carcinogenesis, invasion

and metastasis. Breast Cancer Res. 2000, 2, 252-257.

Rhodes J, Simons M. The extracellular matrix and blood vessel formation: not just a scaffold. J
Cell Mol Med. 2007, 11, 176-205.

George E, Baldwin H, Hynes R. Fibronectins are essential for heart and blood vessel morpho-
genesis but are dispensable for initial specification of precursor cells. Blood. 1997, 90, 3073-
3081.

Pankov R, Yamada K. Fibronectin at a glance. J Cell Sci. 2002, 115, 3861-3863.

Motamed K, Sage E. SPARC inhibits endothelial cell adhesion but not proliferation through
a tyrosine phosphorylation- dependent pathway. J Cell Biochem. 1998, 70, 543-552.

Massi D, Franchi A, Borgognoni L, [et al]. Osteonectin expression correlates with clinical out-
come in thin cutaneous malignant melanomas. Hum Pathol. 1999, 30, 339-344.

Tremble P, Lane T, Sage E, [et al.]. SPARC, a secreted protein associate with morphogenesis
and tissue remodeling, induces expression of metalloproteinases in fibroblasts through a novel
extracellular matrix-dependent pathway. J Cell Biol. 1993, 121, 1433-1444.

Kamihagi K, Katayama M, Ouchi R, [et al.]. Osteonectin/SPARC regulates cellular secretion
rates of fibronectin and laminin extracellular matrix proteins. Biochem Bioph Res Comm. 1994,
15, 423-428.

Goldblum S, Ding X, Funk S, [et al.]. SPARC (secreted protein acidic and rich in cysteine)
regulates endothelial cell shape and barrier function. Proc Nat! Acad Sci USA. 1994, 91, 3448-
3452.

Porte H, Chastre E, Prevot S, [et al].. Neoplastic progression of human colorectal cancer is
associated with overexpression of the stromelysin-3 and BM-40/SPARC genes. Int J Cancer.
1995, 64, 70-75.

Brekken R, Sage E. SPARC, a matricellular protein: at the crossroads of cell-matrix communica-
tion. Matrix Biol. 2001, 19, 816-827.

Porter P, Sage E, Lane T, [et al.]. Distribution of SPARC in normal and neoplastic tissue. J
Histochem Cytochem. 1995, 43, 791-800.

Gilles C, Bassuk J, Pulyaeva H, [et al.]. SPARC/osteonectin induces matrix metalloproteinase 2
activation in human breast cancer cell lines. Cancer Res. 1998, 58, 5529-5536.

Jacob K, Webber M, Benayahu D, [et al.]. Osteonectin promotes prostate cancer cell migration
and invasion: a possible mechanism for metastasis to bone. Cancer Res. 1999, 59, 4453-
4457,

Goodman M, Hankin J, Wilkens L, [et al.]. Diet, body size, physical activity, and the risk of
endometrial cancer. Cancer Res. 1997, 57, 5077-5085.

Lax S. Molecular genetic pathways in various types of endometrial carcinoma: from a phenotypi-
cal to a molecular-based classification. Virchows Arch. 2004, 444, 213-223.

Liu F. Molecular carcinogenesis of endometrial cancer. Taiwan J Obstet Gynecol. 2007, 46,
26-32.

Mutter G, Lin M, Fitzgerald J, [et al]. Altered PTEN expression as a diagnostic marker for the
earliest endometrial precancers. J Natl Cancer Inst. 2000, 92, 924-930.

Semczuk A. Assessment of the pRB-1 pathway alterations in endometrioid-type human endo-
metrial carcinomas. Ginekol Pol. 2005, 76, 420-422.

McCawley L, Matrisian L. Matrix metalloproteinases: multifunctional contributors to tumor pro-
gression. Mol Med Today. 2000, 6, 149-156.

Liotta L. Tumor invasion and metastases--role of the extracellular matrix: Rhoads Memorial
Award lecture. Cancer Res. 1986, 46, 1-7.

Nabeshima K; Inoue T, Shimao Y, [et al.]. Matrix metalloproteinases in tumor invasion: role for
cell migration. Pathol Int. 2002, 52, 255-264.

Hehlgans S, Haase M, Cordes N. Signalling via integrins: implications for cell survival and anti-
cancer strategies. Biochim Biophys Acta. 2007, 1775, 163-180.

Rintoul R, Sethi T. Extracellular matrix regulation of drug resistance in small-cell lung cancer. Clin.
Sci 2002, 102, 417-424.

Han S, Sidell N, Roman J. Fibronectin stimulates human lung carcinoma cell proliferation by
suppressing p21 gene expression via signals involving Erk and Rho kinase. Cancer Lett. 2005,
219,71-81.

Ritzenthaler J, Han S, Roman J. Stimulation of lung carcinoma cell growth by fibronectin-integrin
signalling. Mol Biosyst. 2008, 4, 1160-1169.

Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

35.

36.

3.

38.

39.

40.

4.

42,

43.

Dai D, Wolf D, Litman E, [et al.]. Progesterone inhibits human endometrial cancer cell growth and
invasiveness: down-regulation of cellular adhesion molecules through progesterone B recep-
tors. Cancer Res. 2002, 62, 881-886.

Yan Q, Sage E. SPARC, a matricellular glycoprotein with important biological functions. J His-
tochem Cytochem. 1999, 47, 1495-1506.

Raines E, Lane T, Iruela-Arispe M, [et al.]. The extracellular glycoprotein SPARC interacts with
platelet-derived growth factor (PDGF)-AB and -BB and inhibits the binding of PDGF to its recep-
tors. Proc Nat/ Acad Sci U S A. 1992, 89, 1281-1285.

Bradshaw A, Francki A, Motamed K, [et al.]. Primary mesenchymal cells isolated from SPARC-
null mice exhibit altered morphology and rates of proliferation. Mol Biol Cell. 1999, 10, 1569-
1579.

Young B, Wang P, Goldblum S. The counteradhesive protein SPARC regulates an endothelial
paracellular pathway through protein tyrosine phosphorylation. Biochem Biophys Res Commun.
1998, 251, 320-327.

Bellahcene A, Castronovo V. Increased expression of osteonectin and osteopontin, two bone
matrix proteins, in human breast cancer. Am J Pathol. 1995, 146, 95-100.

Ledda F, Bravo A, Adris S, [et al.]. The expression of the secreted protein acidic and rich in
cysteine (SPARC) is associated with the neoplastic progression of human melanoma. J Invest
Dermatol. 1997, 108, 210-214.

Mok S, Chan W, Wong K, [et al.]. SPARC, an extracellular matrix protein with tumor-suppressing
activity in human ovarian epithelial cells. Oncogene. 1996, 12, 1895-1901.

Rodriguez-Jiménez F, Caldés T, Iniesta P, [et al.]. Overexpression of SPARC protein contrasts
with its transcriptional silencing by aberrant hypermethylation of SPARC CpG-rich region in
endometrial carcinoma. Oncol Rep. 2007, 17, 1301-1307.

913



	GP_12-2009_calosc.pdf

