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ABSTRACT

INTRODUCTION: Studies show that the development of endometrial cancer is associated with the activity of estrogen-
-dependent genes, whose action is conditioned by the presence of estrogen receptors (ER). Analysis of the transcriptional
activity of the genes which code ERs as well as the concentration profile of their isoforms could help to understand the
mechanism of estrogen activity on the risk of endometrial cancer occurrence, as well as the mechanisms involved in
its development and spread. The aim of the conducted studies was to compare the transcriptional activity of the genes
coding ER-alpha and ER-beta estrogen receptors, determine the types of post-transcription modifications of ER mRNA
in endometrial adenocarcinoma and normal endometrium as well as determine the transcriptome of estrogen-dependent
genes of cytochrome P450.

MATERIAL AND METHODS: Extraction of the total RNA from 47 endometrium samples was performed with the TRI-
zol reagent (Invitrogen). The expression profile of the estrogen-dependent genes of cytochrome P450 was determined
using the HG-U133A (Affymetrix) oligonucleotide microarray technique from among 22,283 IDs of mRNA IDs. The
QRT-PCR reaction for quantification of the mRNA of estrogen receptors was performed using an ABI PRISMTM 7700
(TagMan) sequence detector. For the QRT-PCR reaction, oligonucleotide starter sequences to detect the ER-alpha and
ER-beta mRNA isoforms were designed using Primer ExpressTM Version 1.0 software.

RESULTS: In the presented work, it was found that estrogen receptor gene expression occurs in normal endometrium
as well as in endometrial adenocarcinoma, and the dominating type is ER-alpha. The transcriptional activity of the
ER-alpha and ER-beta genes decreases in adenocarcinoma with a simultaneous increase in the transcriptional activity
ratio. The ER-alpha/delta5 isoform dominates in endometrial cancer. Statistical analysis conducted in the GeneSpring
11.5 programme showed that from the group of 91 mRNA IDs of the genes of cytochrome P450, 5 mRNA IDs differen-
tiate, for p <0.5 and FC(log2) > 1.5. In the presented work, it was found that the expression of estrogen receptor genes
occurs in normal endometrium and endometrial adenocarcinoma, and the dominant type is ER-alpha. The transcriptional
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activity of the ER-alpha and ER-beta genes decreases in adenocarcinoma, while the transcriptional activity index incre-
ases. In endometrial cancer, the ER-alpha/deltas isoform dominates. Statistical analysis conducted in GeneSpring 11.5
showed that from the group 91 ID mRNA of cytochrome P450 genes, 5 ID mRNA is differentiating, for p < 0.5 and FC
(log2) > 1.5.

CONCLUSIONS: The presence of such a transcriptional profile of the studied genes in endometrial adenocarcinoma
may indicate that post-transcriptional modifications of estrogen receptors are associated with changes triggering carci-
nogenesis.
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transcription modifications

STRESZCZENIE

WSTEP: Badania wskazuja, ze wzrost raka endometrium ma zwigzek z aktywnos$cia gendw estrogenozaleznych, kto-
rych dziatanie jest uwarunkowane obecnoscia receptorow estrogenowych (ER). Analiza aktywnoS$ci transkrypcyjnej ge-
néw kodujacych ERs oraz profilu stezen ich izoform moglaby pomoc w zrozumieniu mechanizméw wptywu estrogenow
na ryzyko wystapienia raka endometrium, a takze mechanizméw zaangazowanych w jego rozwdj i rozprzestrzenianie.
Celem prowadzonych badan byto porownanie aktywnosci transkrypcyjnej genéw kodujacych receptory estrogenowe
ER-alfa i ER-beta, wyznaczenie typow modyfikacji potranskrypcyjnych mRNA ERs w gruczolakoraku endometrium
i endometrium prawidtowym oraz wyznaczenie transkryptomu estrogenozaleznych genéw cytochromu P450.
MATERIAL | METODY: Ekstrakcje catkowitego RNA z 47 probek endometrium przeprowadzono przy uzyciu odczyn-
nika TRIzol (Invitrogen). Technika mikromacierzy oligonukleotydowych HG-U133A (Affymetrix) sposrod 22 283 1D
mRNA wyznaczono profil ekspresji estrogenozaleznych genow cytochromu P450. Reakcje QRT-PCR w celu oznaczenia
ilosciowego mRNA receptorow estrogenowych wykonano z zastosowaniem detektora sekwencji ABI PRISMTM 7700
(TagMan). Do reakcji QRT-PCR zaprojektowano sekwencje oligonukleotydowych starterow do detekcji izoform mRNA
ER-alfa i ER-beta, wykorzystujac program komputerowy Primer ExpressTM Version 1.0.

WYNIKI: W przedstawionej pracy stwierdzono, ze ekspresja genow receptorow estrogenowych wystepuje w endome-
trium prawidlowym oraz gruczolakoraku endometrium, a dominujgcym typem jest ER-alfa. Aktywnosc¢ transkrypcyjna
genoéw ER-alfa i ER-beta zmniejsza si¢ w gruczolakoraku, przy rownoczesnym wzros$cie wskaznika aktywnosci tran-
skrypcyjnej. W raku endometrium dominuje izoforma ER-alfa/deltaS. Analiza statystyczna przeprowadzona w progra-
mie GeneSpring 11.5 wykazala, Ze z grupy 91 ID mRNA gendw cytochromu P450 réznicujacych jest 5 ID mRNA, dla
p<0,51FC(log2) > 1,5.

WNIOSKI: Obecnos¢ takiego profilu transkrypcyjnego badanych genéw w gruczolakoraku endometrium moze wska-
zywac na zwigzek modyfikacji potranskrypcyjnych receptorow estrogenowych ze zmianami uruchamiajacymi karcino-
genezg.

SLOWA KLUCZOWE

rak endometrium, receptory estrogenowe, estrogenozalezne geny, Cytochrom P450, mikromacierz oligonukleotydowa,
modyfikacje potranskrypcyjne

INTRODUCTION WSTEP

There has been significant progress in cancer diagno- W ostatnich latach nastapit znaczny postep w diagno-

stics and treatment in recent years. In this regard, the
indication of the role of estrogen receptors in the trans-
mission of intracellular signals regulating gene expres-
sion in estrogen-dependent tissues was an important
achievement. These mechanisms can be disrupted in
the course of many cancers, which consequently leads
to the initiation of neoplastic transformation.

Endometrial cancer is one of the most common cancers
in women, which makes it a significant problem, both
oncological and social. The incidence of this type of
cancer has been steadily growing in recent years. Cur-
rently, endometrial cancer is the fourth most frequently
occurring cancer in Poland, after breast, lung and skin
cancer. In 1980 1,827 new cases were reported and the

styce terapii nowotworow. Waznym osiggnigciem w tym
zakresie bylo wskazanie na rol¢ receptorow estrogeno-
wych w przekazywaniu wewnatrzkomorkowych syg-
natow regulujacych ekspresje genow w tkankach estro-
genozaleznych. W przebiegu wielu nowotworow moze
dochodzi¢ do zaktocenia tych mechanizméw, co w kon-
sekwencji prowadzi do zapoczatkowania transformacji
NOWOtworowej.

Rak endometrium nalezy do najczgstszych nowotwo-
roéw ztosliwych u kobiet, stajac si¢ istotnym problemem
zardwno onkologicznym, jak i spolecznym. Czgstos$¢
zachorowan na ten typ nowotworu w ciggu ostatnich lat
systematycznie rosnie. Aktualnie zajmuje on w Polsce
czwarte miejsce pod wzgledem czgstosci wystepowania
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standardized incidence rate was 7.9, while in 2013 tho-
se numbers were, respectively, 5,706 and 16.6 [1].

The disease rarely occurs before the age of 40. The
highest incidence is observed in the age group 5564
[2]. Since the number of women over the age of 60 is
growing in our society, it should be expected that as the
population at risk increases, the number of those who
develop this type of cancer should also increase.
Endometrioid carcinoma, that is endometrial adenocar-
cinoma associated with estrogen stimulation, is the most
common type among endometrial cancers. Women with
higher socio-economic status are more likely to develop
this type of cancer. Moreover, it has been observed that
the incidence of endometrial cancer increases with the
level of industrialization of a given region, which testi-
fies to the strong influence of environmental factors [3].
The role of estrogens as an important factor in endo-
metrial cancer etiology has been known for years. De-
pending on the time of their use, the risk increases from
20% after one year to 62% after 3 years. The highest
risk is found in women using estrogens for 10 or more
years [4]. lower risk is observed in slim women who do
not suffer from diabetes and have normal blood pres-
sure.

The regulation of neoplastic growth by estrogens re-
sults from their regulatory functions in estrogen-depen-
dent tissues, and may depend significantly on the profile
of estrogen receptor concentrations [5]. Two estrogen
receptor subtypes are currently known: ER-alpha and
ER-beta, coded by genes composed of eight exons and
seven introns, and located on two different chromoso-
mes: ER-alpha: 6q24-27 (NR 3A1); ER-beta: 14q22-
24 (NR 3A2). Human ER-beta is highly homologous
with ER-alpha and the highest degree of homology
(96%) is shown by the domain responsible for binding
with DNA. Structurally, estrogen receptors consist of
regions marked from to F. In terms of their function,
the domains responsible for transcription transactiva-
tion (domains AF-1 and AF2), receptor translocation to
the cellular nucleus (NLS domain), ligand attachment
(LBD domain) and binding with DNA (DBD domain)
are distinguished . The domain responsible for binding
the receptor-steroid complex to DNA (DNA binding do-
main) has a double zinc finger structure, which enables
the complex to recognize the place on chromatin and
bind to nuclear DNA after activating the receptor [6].
Estrogen receptors are transcription factors which can
stimulate (positive regulation) or inhibit (negative regu-
lation) gene expression. Signal transduction via estro-
gen receptors is conditioned by their structure, there-
fore changes in their receptor structure may, weaken,
prevent or intensify the effect of estrogen on gene trans-
cription. The variety of ascertained forms of alpha or
beta estrogen receptor mRNA in estrogen-dependent
tissues is a result of alternative splicing, in which the
primary transcript (pre-mRNA) can undergo various ty-
pes of post-transcriptional processing (gene cutting and
splicing as well as modifications of the 5' and 3' ends),
but also post-transcriptional modifications, which chan-
ge the sense of the transcripts (mRNA editing). Alter-
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nowotworow zlosliwych wérod kobiet, po raku sutka,
ptuc i skory. W roku 1980 zarejestrowano 1827 nowych
zachorowan, a standaryzowany wspotczynnik zacho-
rowalnos$ci wynosit 7,9, natomiast 2013 roku liczby te
przedstawialy si¢ odpowiednio: 57061 15,6 [1].
Choroba ta rzadko pojawia si¢ przed 40 r.z., a najwigk-
sza zachorowalno$¢ wystepuje w wieku 55-64 lat [2].
W naszym spoteczenstwie rosnie liczba kobiet, ktore
przekroczyty 60 r.z., nalezy zatem oczekiwaé wraz ze
wzrostem liczebnos$ci populacji bedacej w grupie ryzy-
ka, zwigkszenia liczby tych, ktére zachoruja na ten typ
nowotworu.

Wsrdd rakoéw endometrium najczestszy jest rak endo-
metrioidalny, czyli gruczolakorak endometrium zwia-
zany ze stymulacja estrogenowa. Kobiety o wyzszym
statusie socjoekonomicznym sg bardziej narazone na
zachorowanie. Ponadto zaobserwowano, ze czgstos$¢
raka endometrium ros$nie wraz ze stopniem industria-
lizacji danego regionu, co §wiadczy o silnym wptywie
czynnikow $rodowiskowych [3].

Rola estrogenéw, jako znaczacego czynnika etiologii
raka endometrium, jest znana od wielu lat. W zalezno-
$ci od czasu ich stosowania, ryzyko to wzrasta od 20%
po roku do 62% po trzech latach. Najwyzsze ryzyko
stwierdza si¢ w grupie kobiet stosujacych estrogeny
przez 10 lub wigcej lat [4]. Mniejsze ryzyko obserwu-
je si¢ u szczuptych kobiet, niechorujacych na cukrzyce
i z prawidlowym ci$nieniem krwi.

Regulacja wzrostu nowotworowego przez estrogeny
wynika z ich funkcji regulacyjnych w estrogenozalez-
nych tkankach moze zaleze¢ istotnie od profilu stezen
receptoréw estrogenowych [5]. Obecnie znane sg dwa
subtypy receptora estrogenowego: ER-alfa ER-beta,
kodowane przez geny zbudowane z o$miu eksonow
i siedmiu intron6éw, a zlokalizowane na dwdch réznych
chromosomach: ER-alfa: 6q24-27 (NR 3Al); ER-beta:
14922-24 (NR 3A2). Ludzki ER-beta jest wysoce ho-
mologiczny z ER-alfa, przy czym najwyzszy stopien
homologii (96%) wykazuje domena odpowiedzialna za
wigzanie z DNA. Pod wzgledem strukturalnym recep-
tory estrogenowe sktadaja si¢ z regionéw oznaczonych
kolejno literami od A do F. Pod wzgledem funkcjonal-
nym wyréznia si¢ domeny odpowiedzialne za transak-
tywacje transkrypcji (domeny AF-1 i AF-2), transloka-
cj¢ receptora do jadra komdrkowego (domena NLS),
przylaczanie liganda (domena LBD) i wigzanie z DNA
(domena DBD). Domena odpowiedzialna za wiazanie
kompleksu receptor-steroid z DNA (DNA binding do-
main) posiada struktur¢ podwdjnego palca cynkowego,
ktéra po zaktywowaniu receptora umozliwia komplek-
SOwi rozpoznanie miejsca na chromatynie i zwigzanie
z jadrowym DNA [6].

Receptory estrogenowe sa czynnikami transkrypcyj-
nymi mogacymi pobudzaé (regulacja pozytywna) lub
hamowa¢ (regulacja negatywna) ekspresje genow.
Przekazywanie sygnatu za posrednictwem receptorow
estrogenowych jest uwarunkowane ich struktura, dla-
tego zmiany w ich budowie receptora moga ostabiac,
uniemozliwi¢ lub nasila¢ oddziatywanie estrogenu
na transkrypcje gendw. Roéznorodnos¢ stwierdzanych
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native splicing of mRNA is without a doubt one of the
mechanisms which control he ER activity [7].

In terms of function, the variants of post-transcriptional
modifications of ER mRNA can be divided into two ca-
tegories. The first one comprises positively dominating
receptors showing activity even in the absence of ligand,
thus being able to enable the cancer tissue to become
independent from hormonal regulation and acquire re-
sistance to hormone therapy, for example ER-alpha/del-
taS). The second group includes negatively dominating
receptors, which have no ability of transactivation and
block the activity of the normal form of the receptor
(e.g. ER-alpha/delta3 and ER-alpha/delta7) [8]. From
the clinical point of view, it is important how the regula-
tory sequence of ERE, the ability to bind ligands, trans-
location to the cellular nucleus, binding to DNA and the
creation of complexes with other transcription factors
and, as result the activation of estrogen-dependent gene
transcription, change.

In recent years, progress has been made in the isola-
tion and characterization of genes coding the isoenzy-
mes of cytochrome P450, indicating the significant role
of their expression at the transcription stage with the
involvement of transcription factor, such as an estro-
gen receptor [9,10]. Cytochromes P450 are large and
multi-functional superfamily of enzymatic proteins
showing the activity of monoamine oxidases involved
in the metabolism of endogenous compounds and ste-
roid hormones, the metabolism of fatty acids and their
derivatives, as well as the activation or deactivation of
drugs and the metabolism of other foreign compounds
entering the organism. Moreover, there are many sub-
stances which undergo biotransformation into reactive
transitional forms with the involvement of cytochrome
P450, which determines or intensifies their mutagenic
or carcinogenic activity, leading to cell dysfunction
and, as result, carcinogenesis [11].

Knowledge of the molecular mechanisms which un-
derlie the basis of the changes occurring in the endo-
metrium is still insufficient. The pleiotropicity of ER
is strictly associated with their transcriptional activity,
post-transcriptional modifications of ER mRNA and
the type of formation of ER homo- and heterodimers
responsible for gene expression regulation. Changes in
the ER-alpha and ER-beta relationship may also be re-
lated to carcinogenesis. High hopes in the diagnostics,
therapy and prognosis of the course of the disease are
placed in the search for correlations between the ex-
pression of estrogen-dependent genes and the stage of
endometrial cancer, as well as between the concentra-
tion profile of estrogen receptor isoforms and changes
in the expression of estrogen-dependent genes. These
studies may contribute to increasing the accuracy of
diagnoses and influence the therapeutic approach.

AIM OF THE STUDY

The aim of the study is to assess the transcriptional acti-
vity of estrogen receptors, types of ER post-transcrip-

form mRNA receptora estrogenowego alfa lub beta
w estrogenozaleznych tkankach jest wynikiem alter-
natywnego sktadania, w ktorym pierwotny transkrypt
(pre-mRNA) moze ulega¢ réznego rodzaju obrobkom
potranskrypcyjnym (cigcie i sktadanie genowe oraz
modyfikacje koncow 5' 3'), lecz takze skutkiem zmian
potranskrypcyjnych zmieniajacych sens transkryptow,
tzw. redagowanie mRNA (ending). Alternatywne skta-
danie mRNA jest niewatpliwie jednym z mechanizmow
kontrolujacych aktywnos¢ ER [7].

Pod wzgledem funkcjonalnym warianty modyfikacji
potranskrypcyjnych mRNA ERs mozna podzieli¢ na
dwie kategorie. Pierwsza obejmuje dominujace pozy-
tywnie receptory wykazujace aktywnos$¢ nawet przy
nicobecnosci liganda, a wigc mogace umozliwié tkan-
ce nowotworowej uzyskanie niezaleznosci od regulacji
hormonalnej i nabycie opornosci na hormonoterapig,
np. ER-alfa/delta5. Druga grupa to dominujace nega-
tywnie receptory, ktére nie majg zdolnosci transakty-
wacji 1 blokuja aktywno$¢ prawidlowej formy receptora
(np. ER-alfa/delta3 i ER-alfa/delta7) [8]. Z klinicznego
punktu widzenia wazne jest, jak zmienia si¢ sekwen-
cja regulatorowa ERE, zdolno$¢ wiagzania ligandow,
translokacja do jadra komoérkowego, wigzanie DNA
i tworzenia komplekséw z innymi czynnikami tran-
skrypcyjnymi, a w efekcie aktywowanie transkrypcji
estrogenozaleznych genow.

W ostatnich latach dokonat si¢ postgp w izolacji i cha-
rakterystyce genow kodujacych izoenzymy cytochro-
mu P450, wskazujac na istotng rol¢ kontroli ich eks-
presji na etapie transkrypcji przy udziale czynnika
transkrypcyjnego, takiego jak receptor estrogenowy
[9,10]. Cytochromy P450 to liczna wielofunkcyjna
nadrodzina bialek enzymatycznych wykazujacych ak-
tywnos$¢ monooksydaz, zaangazowane w metabolizm
zwigzkow endogennych i hormonéw steroidowych
oraz metabolizm kwasow thuszczowych i ich pochod-
nych, a takze aktywacj¢ lub inaktywacje lekow i me-
tabolizm innych zwigzkow obcych dostajacych si¢ do
organizmu. Ponadto jest wiele substancji, ktore ulega-
ja biotransformacji przy udziale cytochromu P450 do
reaktywnych form przejsciowych, co determinuje lub
nasila ich mutagenne badz rakotworcze dziatanie, pro-
wadzac do dysfunkcji komoérki, a w konsekwencji do
kancerogenezy [11].

Wiedza na temat molekularnych mechanizmoéw leza-
cych u podstaw przemian zachodzacych endometrium
jest wciaz niewystarczajaca. Plejotropowows¢ ER $ci-
sle wigze si¢ z ich aktywnoscig transkrypcyjna, mo-
dyfikacjami potranskrypcyjnymi mRNA ER i typem
tworzenia homo- i heterodimerow ER odpowiedzial-
nych za regulacje ekspresji genow [12]. Takze zmiany
w stosunku ER-alfa do ER-beta moga by¢ zwiazane
z kancerogeneza. Duze nadzieje w diagnostyce, tera-
pii i prognozowaniu przebiegu choroby poklada si¢
w poszukiwaniu zalezno$ci pomiedzy ekspresja genow
estrogenozaleznych a stopniem zaawansowania raka
endometrium oraz profilem st¢zen izoform receptorow
estrogenowych a zmiang ekspresji gendw estrogenoza-
leznych. Badania te moga przyczyni¢ si¢ do zwigksze-
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tional modifications and to determine the transcriptome
of estrogen-dependent genes of cytochrome P450 in the
tissue of endometrioid cancer of the body of the uterus
as well as to attempt to determine a correlation between
the concentration profile of estrogen receptor isoforms
and changes in the expression of estrogen-dependent
genes.

The process of acheiving the aim of the study consisted

of the following stages:

1. Determining 22,283 mRNA ID transcriptome of en-
dometrium specimens by the oligonucleotide micro-
array technique and identifying the mRNA ID asso-
ciated with the activity of estrogen-dependent genes
of cytochrome P450 differentiating endometrial ade-
nocarcinoma from the reference group.

2. Determining the transcription activity of ER-alpha
and ER-beta genes by the QTR-PCR technique and
searching for correlations between the transcriptio-
nal activity of ER-alpha and ER-beta genes in nor-
mal endometrium and endometrial adenocarcinoma.

3. Determining the types of alternative splicing of
ER-alpha and ER-beta mRNA using designed star-
ters and determining the ratio of the proportion of
ER-alpha and ER-beta mRNA variants in the total
pool of estrogen receptors.

MATERIAL AND METHODS

The analysis included forty-seven women hospitalized
in the Department and Clinic of Gynecology and Ob-
stetrics at the Medical University of Silesia in Katowi-
ce, in whom the body of the uterus had been removed
due to such indications as: endometrial cancer, uterine
fibroids, tumors of uterine appendages and uterine pro-
lapse. The pathomorphological inclusion criteria inclu-
ded: endometrium in the proliferative phase (n = 24)
and endometrioid endometrial adenocarcinoma (EEC
— endometroid endometrial cancer) of various histo-
pathological grades (G1 =7, G2 = 11, G3 = 5). In the
group of women with endometrium in the proliferative
phase, the mean BMI value was within the norm and
was equal to 24.2 kg/m? (£ 2.4). In the case of diagno-
sed adenocarcinoma, only one woman had BMI within
the normal limits. The mean BMI value for the group
was 30.4 kg/m? (= = 5.6). All the women with endo-
metrial cancer included in the study were in the first
or second stage of clinical advancement according to
FIGO, in which the cancer had not spread beyond the
uterus. The exclusion criteria were: hormone therapy
within 12 months prior to the procedure, diagnosed en-
dometriosis and non-endometrioid endometrial cancer.
Consent for determining gene expression in the studied
material was given by the Bioethics Committee of the
Medical University of Silesia in Katowice (KNW/0022/
KB1/98/12).

The material for the study was collected in the opera-
ting room, immediately after uterus removal. Frontal
dissection of the uterine body, from the external ori-
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nia doktadnosci rozpoznan oraz wptywac na postgpo-
wanie terapeutyczne.

CEL PRACY

Celem pracy jest ocena aktywnos$ci transkrypcyjnej

receptorow estrogenowych, typéw modyfikacji potran-

skrypcyjnych ER i wyznaczenie transkryptomu estro-
genozaleznych gendow cytochromu P450 w tkance raka
endometrioidalnego trzonu macicy oraz préba okre-

Slenia zalezno$ci pomigdzy profilem stezen izoform

receptoréw estrogenowych i zmiang ekspresji estroge-

nozaleznych genow.

Realizacja celu pracy obejmowata naste¢pujace etapy:

1. Wyznaczenie transkryptomu 22 283 ID mRNA wy-
cinkéw endometrium technika mikromacierzy oli-
gonukleotydowych oraz wytypowanie ID mRNA
zwigzanych z aktywno$cig estrogenozalezych ge-
néow cytochromu P450 réznicujacych gruczolakora-
ka endometrium od grupy referencyjne;j.

2. Wyznaczenie aktywnosci transkrypcyjnej gendéw
ER-alfa ER-beta technika QRT-PCR oraz poszuki-
wanie zaleznos$ci pomigdzy ich aktywnoscig tran-
skrypcyjna w endometrium prawidtowym i gruczo-
lakoraku endometrium.

3. Wyznaczenie typow alternatywnego skltadania
mRNA ER-alfa i ER-beta z zastosowaniem zapro-
jektowanych starteréw oraz wyznaczenie wskaznika
udziatu wariantow mRNA ER-alfa i ER-beta w cat-
kowitej puli receptoréw estrogenowych.

MATERIAL METODY

Analizie poddano 47 kobiet hospitalizowanych w Ka-
tedrze i Klinice Ginekologii i Potoznictwa Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego Katowicach, u ktorych wy-
konano usunigcie trzonu macicy, ze wzgledu na takie
wskazania, jak: rak trzonu macicy, mig$niaki macicy,
guzy przydatkow macicy oraz wypadanie narzadu rod-
nego. Patomorfologiczne kryteria wiaczenia stanowity:
endometrium w fazie proliferacyjnej (n = 24) i gruczo-
lakorak endometrium typu endometrioidalnego (endo-
metroid endometrial cancer — EEC) w rédznym stopniu
zréznicowania histopatologicznego (G1 =7, G2 = 11,
G3 =5). W grupie kobiet z endometrium w fazie wzro-
stowej srednia warto§¢ BMI miescita si¢ w granicach
normy i wynosita 24,2 kg/m? (+ 2,4). W przypadku roz-
poznanego gruczolakoraka tylko u jednej chorej BMI
byt w granicach normy, a srednia warto$¢ BMI dla tej
grupy wynosita 30,4 kg/m? (+ = 5,6). Wszystkie kobie-
ty z rakiem endometrium obj¢te badaniem znajdowa-
ty si¢ w I i II stopniu klinicznego zaawansowania wg
FIGO, w ktorym nowotwor nie wychodzit poza macicg.
Kryteria wykluczenia obejmowaty: stosowanie terapii
hormonalnej 12 miesigcy przez zabiegiem, rozpoznana
endometrioza i rak endometrium typu nieendometrioi-
dalnego. Zgode¢ na oznaczenie ekspresji genéw w bada-
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fice of the cervical canal to the fundus uteri, made it
possible to view the uterine cavity and to take a tissue
fragment from the endometrium using biopsy forceps.
The endometrium samples were placed in sterile tubes
containing RNA/ater™ (Sigma) in the amount of 10ul
per Img of tissue (200ul RNA/ater™ per 20mg of tis-
sue) and sent to the Department and Faculty of Mole-
cular Biology in Sosnowiec, where they were stored at
-80° until the next stage of molecular analysis.
Extraction of RNA from the tissue material was con-
ducted using a TRIzol™ reagent set (Invitrogen Life
Technologies, California, USA). Then, the extract was
purified by etching with DNAase I (deoxyribonuclease
I) on the columns of an RNeasy Mini Kit set (Qiagen,
Valencia, CA). Qualitative assessment of the extracts
was conducted by agarose electrophoresis, and the
quantitative assessment by means of Gene Quant spec-
trophotometer (Pharmacia Biotech, Cambridge, UK).
The transcriptome consisting of 22,283 mRNA were de-
termined by the HG-U133A oligonucleotide microarray
technique (Affymetrix, Santa Clara, CA) in accordance
with the recommendations contained in the Affymetrix
Gene Expression Analysis Technical Manual. The ana-
lysis began with cDNA synthesis on the array of the
obtained ribonucleic acid extract using an Invitrogen
SuperScript Choice System set (Gibco BRL Super-
Script Life Technologies). Double-stranded ds-cDNA
was the array for the synthesis of biotinylated cRNA
using a BioArray HighYield RNA Transcript Labeling
Kit (Enzo Life Science, NY). cRNA labelled with bio-
tin was purified on the RNeasy Mini Kit columns (Qia-
gen, Gmbh, Hilden Germany), subjected to fragmenta-
tion and hybridization with a Human Genome Arrays
HG-U133A microarray (Affymetrix, Santa Clara, CA).
cRNA hybridized with the microarray was subjected to
labelling with the streptavidin-phycoerythrin complex.
The intensity of the fluorescence signals on the plate
corresponding to 22,283 mRNA IDs was read using Ge-
neArray Scaner G2500A (Agilent Technologies, CA).
After initial assessment of the array experiment quality
in the Microarray Site 5 program (Affymetrix), normali-
zation of the results was performed in the RMA Express
program, which enabled their assessment and compari-
son of the concentration profiles of all the transcripts
labelled on 47 HG-U133A microarrays. On the basis
of the NetAffix™ database (Affymetrix) and the litera-
ture data, the numbers (so-called IDs) of the cytochro-
me P450 genes present on the HG-U133A plate were
sought. Subsequently, on the basis of statistical analy-
ses conducted by means of Gene Spring 11.5 software
(Agilent Technologies, CA), differential genes were
selected, assuming p-value < 0.05 and FC parameter
(log,) > 1.5 as statistically significant results (fold chan-
ge — indicating log, for a multiple fluorescence signal
difference between the tested and control transcripts).
Quantitative analysis of estrogen receptor mRNA was
conducted employing specific starters for particular va-
riants of post-transcriptional mRNA modifications. In
the presented studies, the QRT-PCR reaction was per-

nym materiale wydata Komisja Bioetyczna Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach (KNW/0022/
KB1/98/12).

Materiat do badania pobrano na sali operacyjnej bezpo-
srednio po usunig¢ciu macicy. Rozcigcie trzonu macicy
w linii czotowej, od ujscia zewngtrznego kanatu szyjki
macicy do dna, umozliwito uwidocznienie jamy macicy
i pobranie fragmentu tkankowego z endometrium przy
uzyciu kleszczykow biopsyjnych. Probka endometrium
zostata umieszczona w sterylnych probéwkach zawie-
rajacych RNA/ater™ (Sigma) w ilosci 10 pl na 1 mg
tkanki (200 ul RNA/ater™ na 20 mg tkanki) i prze-
kazana do Katedry i Zaktadu Biologii Molekularnej
w Sosnowcu, gdzie w temperaturze -80° byta przecho-
wywana do czasu kolejnego etapu analizy molekular-
nej.

Ekstrakcje RNA z materialu tkankowego przeprowa-
dzono przy uzyciu zestawu odczynnikow TRIzol™
(Invitrogen Life Technologies, Kalifornia, USA). Na-
stepnie ekstrakt oczyszczono przez trawienic DNA-zg
I (deoksyrybonukleaza I) na kolumnach zestawu RNe-
asy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA). Oceng jakoscio-
wa ekstraktow przeprowadzono metoda elektroforezy
agarozowej, a ilosciowo technikg spektrofotometrii
przy uzyciu spektrofotometru Gene Quant (Pharmacia
Biotech, Cambridge, UK).

Traskryptom ztozony z 22283 mRNA wyznaczono
technika mikromacierzy oligonukleotydowych HG-
-U133A (Affymetrix, Santa Clara, CA), zgodnie z za-
leceniami zawartymi w Affymetrix Gene Expression
Analysis Technical Manual. Analiz¢ rozpoczgto od
syntezy cDNA na matrycy otrzymanego ekstraktu kwa-
su rybonukleinowego przy uzyciu zestawu Invitrogen
SuperScript Choice System (Gibco BRL SuperScript
Life Technologies). Dwuniciowy ds cDNA stanowit
matryce do syntezy biotynylowanego cRNA z zastoso-
waniem zestawu BioArray HighYield RNA Transcript
Labeling Kit (Enzo Life Science, NY). Znakowany bio-
tyng cRNA oczyszczono na kolumnach RNeasy Mini
Kit (Qiagen, Gmbh, Hilden Germany), poddano frag-
mentacji i hybrydyzacji z mikromacierza Human Geno-
me Arrays HG-U133A (Affymetrix, Santa Clara, CA).
Zhybrydyzowany z mikromacierza cRNA poddano
znakowaniu kompleksem streptowidyna-fikoerytryna.
Intensywnos$¢ sygnatow fluorescencji na plytce odpo-
wiadajaca 22 283 ID mRNA odczytano przy uzyciu
skanera GeneArray Scaner G2500A (Agilent Techno-
logies, CA).

Po wstepnej ocenie jakosci eksperymentu macierzowe-
go w programie Microarray Site 5 (Affymetrix) prze-
prowadzono normalizacj¢ wynikow w programie RMA
Express, umozliwiajacym ich oceng i porownanie pro-
filu stezen wszystkich transkryptow oznaczonych na
47 mikromacierzach HG-U133A. Na podstawie bazy
danych NetAffix™ firmy Affymetrix oraz danych lite-
raturowych wyszukano numery (tzw. ID) genow cyto-
chromu P450 obecne na ptytce HG-U133A. Nastepnie
na podstawie analiz statystycznych przeprowadzonych
przy uzyciu programu Gene Spring 11.5 (Agilent Tech-
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formed in single step in 50 pl of solution containing
1xTagMan buffer A with fluorochrome, which provided
a suitable background for fluorescence measurements
after each thermal cycle of the ORT-PCR reaction.
The number of mRNA molecules of the studied genes
(ER-alpha and ER-beta) was determined on the basis
of the kinetics of the QRT-PCR reaction using an ABI
PRISM™ 7700 sequence detector (TagMan). The se-
quences for oligonucleotide starters to detect ER-alpha
and ER-beta mRNA were designed by means of the Pri-
mer Express™ program, version 1.0, on the basis of the
sequences of the studied genes from the GenBank data-
base (http://ncbi.nlm.nih.gov) (Tab. I). Simultaneously,
amplification of a commercially available fragment of
the B-actin gene was performed in five different concen-
trations (from 1x 10° do 2 x 10*) and three repetitions

nologies, CA) typowano geny roznicujace, przyjmujac
za statystycznie istotne wyniki charakteryzujace si¢
warto$cig p < 0,05 oraz parametru FC (log,) > 1,5 (fold
change — wskazujacy log, wielokrotnosci roznicy syg-
natow fluorescencji pomigdzy badanymi a kontrolnymi
transkryptami).

Analize iloSciowa mRNA receptorow estrogenowych
przeprowadzono, stosujac specyficzne startery dla
poszczegodlnych wariantdéw modyfikacji potranskryp-
cyjnych mRNA. W przedstawionych badaniach re-
akcje QRT-PCR wykonywano jednostopniowo 50 ul
roztworu zawierajacego 1 x TagMan bufor A z fluo-
rochromem, ktéry zapewnial odpowiednie tto dla po-
miaru fluorescencji po kazdym cyklu termicznym re-
akcji ORT-PCR. Liczbe czasteczek mRNA badanych
genow (ER-alfa i ER-beta) wyznaczono na podstawie

Table I. Sequences of primers designed for ER-alpha and ER-beta
Tabela I. Sekwencje zaprojektowanych starterow dla ER-alfa i ER-beta

mRNA variant Starter/probe Nucleotide sequence Location in mRNA Amplimer
FERaE1 5'accatgaccctccacaccaaageatced' 364-389
ER-alfa 158 pz
RERaE1 5'gtagttgtacacggcgggcttgctg 3' 522-498
FERaE1 5'accatgaccctccacaccaaagcatced' 364-389
ER-alfa/delta2 461 pz
*RERaE1/3 S'tegttatgtcctgtagaatgeeggegd' 1013-1004/812-797
FERaE1 5'accatgaccctccacaccaaagcatc3' 364-389
ER-alfa/delta2/3 *RERaE1/4 S'tctttcgtatcectgtagaatgecgged' 1133-1121/812-798 464 pz
SERaE1 5'tcagatccaagggaacgagetggageccct3d' 408-437
ER-alfa/delta3 *FERaE2/4 5'tcaagggatacgaaaagaccgaagagga 3’ 1573-1595 /1729-1737 451
z
RERaE4/5 5'tccacaaagectggceaccctettc 3' 1466-1457/1456-1443 P
ER-alfa/delta4 *FERQE3/5 5’ gggaatgatgaaaggtggctttgtgg 3’ 1441-1456 /1730-1601 683
z
RERAES8 S'tatgacctgctgctggagatgctgg3' 1969-1993 P
*FERaE4/6 5’ gcgaagagggtgccaggaacca 3’ 999-1004/1121-1143
ER-alfa/delta5 gegaagagagioceagy 543 pz
RERaES S'tatgacctgctgctggagatgetggd' 1969-1993
*FERaES/7 5’ getectaacttgetettggacaggagtgtac 3' 1104-1120 /1457-1465
ER-alfa/delta6 g gelefiggacaggagia 559 pz
RERAES8 5S'tatgacctgctgctggagatgetgg3' 1969-1993
*FERAEG/8 5'cttaattctgtaacaaaggcatggagcatetg3d' 1720-1729/1914-1935
ER-alfa/delta7 218 pz
RERAES8 S'tatgacctgctgctggagatgctgg3' 1969-1993
Fi1 5’ atgtaccctctggtcacagegace 3’ 1646-1669
ER-beta1 g % 99 ( ) 251 pz
*Ri1 5’ ctccagcagceaggtcatacactggga 3 (1872-1897)
Fi1 5’ atgtaccctctggtcacagegace 3’ 1646-1669
ER-beta2 g % 98 ( ) 188 pz
*Ri2 5’ ctittctgcectegeatgectga 3 (1811-1834)
Fi1 5" atgtaccctctggtcacagegacce 3' 1698-1721
ER-beta3 g 9 9e ( ) 222 pz
*Ri3 5’ ggcttcectcagcataaacaatctccaag 3 (1891-1919)
Fi1 5’ atgtaccctctggtcacagegace 3' 1646-1669
ER-betad g % 9cs ( ) 209 pz
*Ri4 5’ tcaaatgaatgaattgcttttctccccat 3 (1814-1824/1825-1841)
Fo1 5 atgtaccctctggtcacagegace 3’ 1646-1669
ER-betab g % 9ee ( ) 188 pz
*Ri5 5'ggcgcegtacctegeatgect 3 (1814-1824/1825-1834)
*FI5/6 5’ tgggccaagaagattceeggtatgtac 3' 762-788
ER-beta5/6 dggecaagaag 9gterg ( ) 273 pz
R01 5’ ctccagcagcaggtcatacactggga 3’ (1009-1034)
*Fi6 5’ tettgttctggacaggtatgtaccct 3’ 204-229
ER-beta6 gliclagacagatalg : ) 103 pz
F1 5’ atgtaccctctggtcacagegace 3’ (1646-1669)

* oligonucleotide including alternative exon splicing site is indicated/zaznaczono oligonukleotyd obejmujacy miejsce alternatywnego sktadania eksonéw
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(TagMan DNA Template Reagents Kit and -actin Con-
trol Reagent Kit). The obtained results during p-actin
amplification constituted the basis for plotting a stan-
dard curve for each analysis, on the basis of which a
sequence detector determined the number of cDNA co-
pies of the tested genes.

Statistical analysis was conducted by means of the STA-
TISTICA programme. The normativity of the obtained
results was assessed employing the Shapiro-Wilk test.
Due to the fact that some parameters did not have nor-
mal distributions, non-parametric Kruskal-Wallis tests
were used to assess the differences between the groups.
The concentration of each ER-alpha or ER-beta mRNA
variant was determined by the number of mRNA va-
riant copies per 1pg of the total RNA. The measure of
the transcriptional activity of the ER-alpha and ER-beta
genes was the sum of concentrations of all the ER-alpha
or ER-beta mRNA variants resulting from post-trans-
criptional modifications in the studied groups.

The transcriptional activity ratio of the ER-alpha and
ER-beta genes is the quotient of the ER-alpha and
ER-beta transcriptional activity values determined
according to the following formula:

> ER-alfa

transcriptional activity ratio =
P Y T ER-beta

The value of the proportion ratio of a given post-trans-
criptional ER-alpha or ER-beta modification variant in
the total mRNA pool was equal to the quotient of the
number of mRNA copies of the variant to the sum of
the number of mRNA copies of all the ER-alpha or beta
variants:

. . . ER-alfax
proportion ratio of ER-alfa mRNA variant = S ER-alfa
ER-beta x
rti tio of ER-beta mRNA variant = ——————
proportion ratio o eta m varian S ER-beta

RESULTS

Based on the NetAffix ™ database by Affymetrix and
the literature data, 91 mRNA IDs of cytochrome P450
genes were sought, whose transcriptional activity can be
analyzed with HG-U133 A oligonucleotide microarrays.
The one-way ANOVA (one-way analysis of variance)
test assessed the statistical significance of the observed
differences between the mRNA concentration profiles
of cytochrome P450 genes for the control groups and
endometrial adenocarcinoma at histological maturity
grades G1-G3. It was found that between the transcrip-
tome groups for 91 mRNA IDs, there are statistically
significant differences in the intensity of fluorescence
signals for 22 mRNA IDs of the cytochrome 450 ge-
nes, assuming that p < 0.05 (Tab. II). By increasing the
criterion of strength of differentiation from p < 0.02 to
p <0.001, a gradual decrease in the number of mRNAs
differentiating the transcriptome groups was observed.

At a further stage of the analysis, a comparison of en-
dometrial adenocarcinoma transcripts with the control
group was conducted with the non-parametric Mann-

kinetyki reakcji QRT-PCR z zastosowaniem detektora
sekwencji ABI PRISM™ 7700 (TagMan). Sekwencje
oligonukleotydowych starterow do detekcji mRNA
ER-alfa i ER-beta zaprojektowano, wykorzystujac pro-
gram komputerowy Primer Express™ Version 1.0 na
podstawie sekwencji badanych genow pochodzacych
z bazy danych GenBank (http://ncbi.nlm.nih.gov) (tab.
I). Rownoczesnie przeprowadzono amplifikacje¢ komer-
cyjnie dostgpnego fragmentu genu B-aktyny w pigciu
roznych stezeniach (od 1 x 10° do 2 x 10%) i w trzech
powtorzeniach (TagMan DNA Template Reagents Kit
oraz B-actin Control Reagent Kit). Uzyskane wyniki
otrzymane podczas amplifikacji B-aktyny stanowity
podstawe do wykreslenia dla kazdej analizy krzywe;j
standardowej, na podstawie ktorej detektor sekwencji
wyznaczyt liczbg kopii cDNA badanych genow.
Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg pro-
gramu STATISTICA. Oceniono normatywno$¢ uzyska-
nych wynikoéw, stosujac test Shapiro-Wilka. Z uwagi na
to, ze niektore parametry nie mialy rozktadow normal-
nych, dla oceny réznic pomi¢dzy grupami zastosowano
testy nieparametryczne Kruskala-Wallisa.

Stezenie kazdego z wariantow mRNA ER-alfa lub
ER-beta okreslata liczba kopii wariantu mRNA w prze-
liczeniu na 1 pg catkowitego RNA. Miarg aktywno-
Sci transkrypcyjnej genow ER-alfa lub ER-beta byta
suma st¢zen wszystkich wariantow mRNA ER-alfa
lub ER-beta powstatych w wyniku potranskrypcyjnych
modyfikacji w badanych grupach.

Wskaznik aktywnosci transkrypcyjnej genéw ER-alfa
i ER-beta jest ilorazem wartos$ci aktywnosci transkryp-
cyjnej ER-alfa i ER-beta wyznaczonym wedtug naste-
pujacego wzoru:

Y ER-alfa

wskaznik aktywnosci transkrypeyjnej = So =

Wartos¢ wskaznika udziatu danego wariantu modyfi-
kacji potranskrypcyjnej ER-alfa lub ER-beta w ogolnej
puli mRNA byta réwna ilorazowi liczby kopii mRNA
wariantu do sumy liczby kopii mRNA wszystkich wa-
riantéw ER-alfa lub beta:

L. . . __ERalfax
wskaznik udzialu wariantu mRNA ER-alfa = S ER-alfa

L. . . _ ER-betax
wskaznik udziatu wariantu mRNA ER-beta = > ER-beta

WYNIKI

Na podstawie bazy danych NetAffix™ firmy Affyme-
trix 1 danych literaturowych wyszukano 91 ID mRNA
genow cytochromu P450, ktorych aktywno$é tran-
skrypcyjng mozna analizowaé z zastosowaniem mi-
kromacierzy oligonukleotydowych HG-U133A. Jed-
noczynnikowym testem ANOVA (one-way analysis of
variance) oceniono znamienno$¢ statystyczng obserwo-
wanych roéznic pomigdzy profilami stgzen mRNA ge-
néw cytochromu P450 dla grup kontrolnych i gruczola-
koraka endometrium stopniu histologicznej dojrzatosci
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Table II. Number of mRNA IDs of cytochrome P450 mRNA differentiating endometrial adenocarcinoma transcriptomes determined by one-way ANOVA test
Tabela Il. Liczba ID mRNA cytochromu P450 réznicujacych transkryptomy gruczolakoraka endometrium wyznaczona jednoczynnikowym testem ANOVA

Number mRNAs differentiating K vs G1 vs G2 vs G3/Liczba mRNA réznicujacych K vs G1 vs G2 vs G3

P value/Warto$¢ p p<0,05

p<0,02

p<0,01 p <0,005 p <0,001

Differentiating/Roznicujace 91 22

6 4 1 0

-Whitney U test. Statistically significant results were
obtained for 15.4 and 3 mRNAs differentiating G1 vs
K, G2 vs K and G3 vs K respectively. Table III pre-
sents by means of heatmaps the visualization of chan-
ges in the activity of differential transcriptomes and the
multiple fluorescence signal difference, as well as the
p-value depending on the degree of histopathological
differentiation of adenocarcinoma in relation to the con-
trol group.

Using statistical restrictions, 5 specific mRNA IDs of
cytochrome P450 genes differentiating endometrial
adenocarcinoma of grades G1, G2, G3 from control,
K, were identified by the one-way ANOVA test with
Benjamini-Hochberg correction (Tab. IV).

Using the Venn diagram the specificity of 5 mRNA IDs
of estrogen-dependent genes in the differentiation of
adenocarcinoma transcriptomes in relation to the con-
trol was assessed (Fig. 1). Gene CYP46A1 with probe
number 220331 at differentiates endometrial adeno-
carcinoma from the control regardless of the grade of
histological maturity.

G3vws K

Fig. 1. Venn diagram.
Ryc. 1. Diagram Venna.

The measure of transcriptional activity of the ER-alpha
and ER-beta genes was the sum of the concentrations of
all the ER-alpha or ER-beta mRNA variants resulting
from post-transcriptional modifications in the studied
groups, expressed as the number of mRNA copies per
1pg of the total RNA.

In proliferative endometrium, the mean transcriptio-
nal activity of the ER-alpha gene was 60.764 + 6.332
mRNA copies. In endometrial adenocarcinoma, the
transcriptional activity was 29.996 + 3.735 mRNA co-
pies per 1ug of the total RNA (Table V). A statistically
significant difference between the studied groups in the
range of the assessed values (p <0.01 Kruskal-Wallis
test) was found. A statistically significant decrease was
noted in the number of ER-alpha mRNA copies per 1ug

32

G1-G3. Stwierdzono, ze mi¢dzy grupami transkrypto-
méw dla 91 ID mRNA wystepuja istotne statystycznie
réznice intensywnos$ci sygnatow fluorescencji dla 22
ID mRNA genéw cytochromu P450, przy zatozeniu,
ze warto$¢ p < 0,05 (tab. 1I). Zwigkszajac kryterium
sily réznicowania od wartosci p < 0,02 do p < 0,001,
obserwowano stopniowe zmniejszenie liczby mRNA
réznicujacych grupy transkryptomow.

Na dalszym etapie analizy przeprowadzono poréwna-
nie transkryptow gruczolakoraka endometrium z kon-
trolg testem nieparametrycznym Manna-Whitneya.
Otrzymano istotne statystycznie wyniki dla 15, 4 1 3
mRNA roéznicujacych odpowiednio G1 vs K, G2 vs K
i G3 vs K. W tabeli III przedstawiono za pomocg map
»ciepta” (heatmap) wizualizacj¢ zmian aktywnosci
transkryptomow réznicujacych oraz wielokrotno$c¢ roz-
nicy sygnatow fluorescencji i warto§¢ p w zaleznoS$ci
od stopnia zréznicowania histopatologicznego gruczo-
lakoraka w odniesieniu do kontroli.

Stosujac restrykcje statystyczne testem jednoczynni-
kowym ANOVA z poprawka Benjamini-Hochberg, wy-
typowano 5 specyficznych ID mRNA gendéw cytochro-
mu P450 réznicujacych gruczolakoraka endometrium
w stopniach G1,G2 i G3 od kontroli K (tab. IV).
Wykorzystujac diagram Venna, oceniono specyficzno$é
5 ID mRNA estrogenozaleznych genéw w rdznicowa-
niu transkryptomoéw gruczolakoraka w odniesieniu
do kontroli (ryc. 1). Gen CYP46A1 o numerze sondy
220331 at réznicuje gruczolakoraka endometrium od
kontroli niezaleznie od stopnia histologicznej dojrza-
losci.

Miara aktywnosci transkrypcyjnej gendéw ER-alfa
i ER-beta byla suma stgzen wszystkich wariantéw
mRNA ER-alfa lub ER-beta, powstalych w wyniku
potranskrypcyjnych modyfikacji w badanych grupach,
wyrazona liczba kopii mRNA w przeliczeniu na 1 pg
catkowitego RNA.

W endometrium proliferacyjnym S$rednia aktywno$é
transkrypcyjna genu ER-alfa wynosita 60 764 + 6332
kopii mRNA, w gruczolakoraku endometrium — 29 996
+ 3735 kopii mRNA w przeliczeniu na 1 ug catkowi-
tego RNA (tab. V). Stwierdzono réznice istotng sta-
tystycznie pomigdzy badanymi grupami w zakresie
ocenianych wartosci (p < 0,01 test Kruskala-Wallisa).
Odnotowano statystycznie istotny spadek liczby kopii
mRNA ER-alfa w przeliczeniu na 1 pg catkowitego
RNA w zaleznos$ci od stopnia zaawansowania poten-
cjalu transformacji nowotworowe;j.

W endometrium proliferacyjnym S$rednia aktywno$¢
transkrypcyjna genu ER-beta wynosita 38 874 + 3870
kopii mRNA, w gruczolakoraku endometrium — 13 920
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Table lIl. Multiple fluorescence signal difference for mRNA ID CYPs (FC-log, parameter) and their differential strength (p-value) of endometrial biopsy speci-
mens depending on grade of histopathological differentiation of adenocarcinoma in relation to control K group and heatmap A) G1 vs K, B) G2 vs K, C) G3 vs K
Tabela lll. Wielokrotno$¢ roznicy sygnatow fluorescencji ID mRNA CYPs (parametr FC-log,) oraz ich sita réznicowania (warto$¢ p) wycinkéw endometrium
zaleznosci od stopnia zréznicowania histopatologicznego gruczolakoraka w odniesieniu do kontroli K oraz ,mapy goraca”A) G1 vs K, B) G2 vs K, C) G3 vs K

mRNA
Change/
A) GlvsK Gene symbol/ P FC Zmiana
ID
Symbol genu
3 - 205676_at CYP27B1 0.04582 067337 1
ot [T 205765_at CYP3A5 0.01463 0.54699 1
ey [

vt B - 206504_at CYP24A1 0.03629 0.47830 1

e [ 207608_x_at CYP1A2 0.04499 0.58239 1

CPik

OPEL _ 207609_s_at CYP1A2 0.00369 0.37959 T
cecs [ 207913_at CYP2F1 0.04042 0.45439 1

e [

O _ 208126_s_at CYP2C18 0.01701 0.63710 T

cew [ 209148_at RXRB 0.01749 -0.4888 !

ces [

CPE — 210452_x_at CYP4F2 0.02568 0.70539 T
e 211843 _x_at CYP3A7 0.02257 0.68862 1
oeset [

214235_at CYP3A5 0.00441 1.21649 1

214610_at CYP11B1 0.04609 0.48306 1

219825_at CYP26B1 0.02682 0.65785 1

- [T(l?;lend - Makrix Plot
|
220017_x_at CYP2C9 0.04434 0.90997 1
mRNA
Change/
B)G2vsK Gene symbol/ P FC Zmiana
ID
Symbol genu

) - 202435_s_at CYP1B1 002094  -0.72316 !

5 - _ 208928 _at POR 001677 0.77148 1

o T 215082_s_at DOM3Z 0.04613  -0.46434 l

o

e ]
220331_at CYP46A1 001534  -0.6827 !
mRNA
Change/
C)G3vsK Gene symbol/ P FC Zmiana
ID
Symbol genu

202436_s_at CYP1B1 0.00673  -2.45382 !

_E 2 214622_at CYP21A2 0.02876  0.52856 1

e [

(1,77
o

220562_at CYP2W1 0.01353  0.79699 T

33



ANN. ACAD. MED. SILES. (online) 2020; 74: 24-39

Table IV. Cytochrome P450 genes differentiating cancer from normal endometrium and direction of changes in expression
Tabela IV. Geny cytochromu P450 réznicujace raka od prawidtowego endometrium oraz kierunek zmian ekspresji

ID - Symbol Wartosc p < 0,05 Glvs K = (Fogzcc:rl?e) = G3vs K
202434 _s_at CYP1B1 2.847-10+ 1.6845 i 1.2477 il 1.1693 i
202435_s_at CYP1B1 3.837 - 102 1.2348 1 -2.3347 1 -2.3499 !
202436_s_at CYP1B1 6.512-107 1.6106 1 -3.8198 l -2.7310 l
202437 s_at CYP1B1 9.213-10¢ 1.0703 1 -4.3701 1 -3.5993 !
220331_at CYP46A1 5096 - 10+ -1.6267 1 -2.0617 1 16712 !

Table V. Transcriptional activity of ER-alpha and ER-beta genes and ER-alpha/ER-beta ratio in proliferative endometrium and endometrial adenocarcinoma
Tabela V. Aktywnos¢ transkrypcyjna genéw ER-alfa i ER-beta oraz wskaznik ER-alfa/ER-beta w endometrium proliferacyjnym i gruczolakoraku endometrium

ER-alpha sum (mean * SEM)/

Grup/Grupa Suma ER-alfa ($rednia * SEM)
Normal endometrium/
Endometrium prawidtowe 60764 + 6332
Endometrial adenocarcinoma/ 29996 + 3735

Gruczolakorak endometrium

ER-beta sum (mean £ SEM)/ ER-alpha/ER-beta (mean = SEM)/
Suma ER-beta ($rednia  SEM) ER-alfa/ER-beta ($rednia £ SEM)
38874 + 3870 1.645+0.128
13920 + 2115 2445 +0.172

of the total RNA depending on the stage of neoplastic
transformation potential.

The mean transcriptional activity of the ER-beta gene in
proliferative endometrium was 38.874 + 3.870 mRNA
copies. In endometrial adenocarcinoma the value was
equal to 13.920 + 2.115 mRNA copies per 1ug of the
total RNA.

By analyzing the expression of ER-alpha and ER-be-
ta genes, an assessment of the ratio of transcriptional
activity equal to the quotient of transcriptional activi-
ty of the studied genes was carried out, assuming that
the transcriptional activity of the gene was the sum of
the mean concentrations of all the ER-alpha or ER-beta
mRNA variants in the studied groups. In the case of
proliferative endometrium, it was found that the ratio
was equal to 1.645 + 0.128, while in endometrium ade-
nocarcinoma the value was 2.445 + 0.172.

Eight pairs of starter sets and hybridization probes were
designed for the detection and quantitative assessment
of the ER-alpha mRNA alternative splicing products
based on the literature data presented by Green et al.
Nucleotide sequences characteristic of only one ER-al-
pha isoform were identified, confirming the specificity
in the BLAST program. In order to detect the isoforms,
one of the starters was designed in such way that it wo-
uld hybridize an area encompassing the boundaries of
exons joined as result of alternative splicing.

The most commonly found isoform in proliferative
endometrium was ER-alpha/delta7 (87.5%), and the
ER-alpha/delta5 isoform was not found in any of the
studied samples. ER-alpha/delta2 and ER-alpha/delta3
were present in 58.3 and 62.5% of the assessed sam-
ples. ER-alpha/deltaS was found in all the examined
fragments of adenocarcinoma (100%). ER-alpha/delta7
and ER-alpha/delta2 were slightly less common; re-
spectively in 78.9% and 63.2% of cases.

Seven pairs of starters and hybridization probes were
designed for the detection and quantitative assessment
of the ER-beta mRNA alternative splicing products in
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+ 2115 kopii mRNA w przeliczeniu na 1 pg calkowite-
go RNA.

Analizujac ekspresje genow ER-alfa i ER-beta, przepro-
wadzono ocen¢ wskaznika aktywnos$ci transkrypcyjne;j
réwnej ilorazowi aktywnosci transkrypcyjnej badanych
gendw, przyjmujac za aktywno$¢ transkrypcyjna genu
sume Srednich stezen wszystkich wariantow mRNA
ER-alfa lub ER-beta w badanych grupach. W endome-
trium proliferacyjnym stwierdzono, ze wskaznik ten
byt réwny 1,645 + 0,128, natomiast gruczolakoraku
endometrium — 2,445 + 0,172.

Zaprojektowano osiem par zestawow starteréw i sond
hybrydyzacyjnych do detekcji i oceny iloSciowej pro-
duktow alternatywnego sktadania mRNA ER-alfa na
podstawie danych literaturowych przedstawionych
przez Greena i wsp. Wyznaczono sekwencje nukleo-
tydowe charakterystyczne tylko dla jednej izoformy
ER-alfa, potwierdzajac specyficzno$¢ w programie
BLAST. W celu detekcji izoform jeden ze starteréw zo-
stat zaprojektowany w ten sposéb, aby hybrydyzowat
z obszarem obejmujacym granice eksonow potaczo-
nych w wyniku alternatywnego sktadania.

W endometrium proliferacyjnym najczesciej stwier-
dzang izoforma byt ER-alfa/delta7 (87,5%), natomiast
izoforma ER-alfa/delta5 nie wystapita w zadnej bada-
nej probee. ER-alfa/delta2 i ER-alfa/delta3 obecne byly
u 58,3% 1 62,5% ocenianych. We wszystkich badanych
fragmentach gruczolakoraka wykazano ER-alfa/delta5
(100%). Nieco rzadziej wystgpowala ER-alfa/delta7
(78,9%) 1 ER-alfa/delta2 (63,2%).

Do detekeji i oceny ilosciowej produktéw alternatyw-
nego sktadania mRNA ER-beta zaprojektowano siedem
par zestawOw starterow i sond hybrydyzacyjnych w ten
sposob, by hybrydyzowaty z obszarem obejmujacym
sekwencje graniczne macierzystego i obcego fragmen-
tu nukleotydowego, nalezacego do eksonu 6smego.
Izoforme¢ ER-beta5 odnotowano u kazdej badanej, po-
dobnie jak forme¢ dzikg ER-beta. W endometrium proli-
feracyjnym izoforma ER-beta2 wystepowata w kazdej
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such way that they would hybridize an area encompas-
sing the borderline sequences of the original and foreign
nucleotide fragment, belonging to the eighth exon. The
ER-beta5 isoform was observed in each patient, as was
the wild form of ER-beta. The ER-beta2 isoform was
present in each sample of proliferative endometrium.
The ER-beta3 and ER-beta4 variants were present in
16.7 and 45.9%. ER-beta5 was also found to be present
in all the examined adenocarcinoma samples. 31.6% of
positive results characterized the ER-beta3 and ER-be-
ta4 isoforms, and ER-beta2 was present in 84.2% cases
of endometrial cancer.

DISCUSSION

The development of modern methods of molecular
biology, especially introduction of the oligonucleotide
microarray technique, provides chance to classify can-
cer on the basis of its molecular profile. Compared to
qualitative analysis, the quantitative analysis of mRNA
undoubtedly enables more accurate knowledge to be
gained regarding the changes occurring in subsequent
stages of carcinogenesis. Currently, the diagnosis of
endometrial pathology is based on pathomorphologi-
cal assessment; however, not all cases of endometrial
cancer are diagnostically simple. Great hopes are as-
sociated with the development of molecular diagnostic
methods, the application of which will enable patho-
logies to be diagnosed before the occurrence of patho-
morphological changes. Hence the search for molecular
markers of neoplastic transformation.

In the case of endometrial cancer, no screening tests
are available, and the symptoms of the disease are not
very specific and occur relatively late. The correlation
between the occurrence of this cancer and estrogens
is commonly known. Due to their mitogenic activity,
estrogens play a significant role in the development
of all ER-positive cancers [13]. These hormones may
not only promote the development of cancers by sti-
mulating proliferation, changes in gene differentiation
and expression, but also initiate the process of carci-
nogenesis through reactive metabolites created with
the involvement of the enzymes of the cytochrome
P450 complex [14]. The main estrogen in women, i.c.
17B-estradiol (E,), on the one hand is substrate for the
enzymes of the 1st phase of metabolism (CYP1AL, CY-
P1A2, CYP1B1), which in turn leads to the production
of active 2- and 4-hydroxycathechols, and on the other
E, is a ligand for the estrogen receptor considered to
be a transcription factor. Initiation of the endogenous
carcinogenesis process in the endometrium by reactive
estrogen metabolites is associated with damage to the
DNA caused by adduct formation. The mechanism of
their formation is primarily studied in the case of mam-
mary gland cancers, for which estrogens are also consi-
dered to be the main risk factor in the etiopathogenesis
[16].

As transcription factors, estrogen receptors directly or
indirectly influence the expression of a number of ge-

probce. Warianty ER-beta3 i ER-beta4 obecne byty
u 16,7% i 45,9%. Réwniez we wszystkich badanych
probkach gruczolakoraka ujawniono ER-beta5. 31,6%
wynikow pozytywnych charakteryzowato izoformy
ER-beta3 i ER-beta4, a ER-beta2 obecna byla w 84,2%
przypadkoéw raka endometrium.

DYSKUSJA

Rozwdj nowoczesnych metod biologii molekularnej,
a zwlaszcza wprowadzenie techniki mikromacierzy
oligonukleotydowych, stwarza szanse na klasyfikacje
nowotworu na podstawie jego profilu molekularnego.
Analiza iloSciowa mRNA, w porownaniu z analiza
jakosciowa, pozwala niewatpliwie na dokladniejsze
poznanie zmian zachodzacych na kolejnych etapach
kancerogenezy. Obecnie rozpoznanie patologii endo-
metrium opiera si¢ na ocenie patomorfologicznej, ale
nie wszystkie przypadki raka endometrium sg diagno-
stycznie proste. Duze nadzieje wiaze si¢ z opracowa-
niem molekularnych metod rozpoznawczych, ktoérych
zastosowanie umozliwi zdiagnozowanie patologii
przed zmianami patomorfologicznymi. Stad tez poszu-
kuje si¢ molekularnych markeréw transformacji nowo-
tworowe;.

W raku endometrium nie dysponujemy badaniem skri-
ningowym, a jego objawy sa mato charakterystyczne
i pojawiaja si¢ stosunkowo po6zno. Powszechnie znany
jest zwigzek wystepowania tego nowotworu z estro-
genami. Hormony te, ze wzgledu na swoja mitogen-
ng aktywnos¢, odgrywaja znaczaca rolg we wzroscie
wszystkich ER-pozytywnych rakéw [13]. Moga nie
tylko promowac rozwoj nowotwordw poprzez stymula-
cj¢ proliferacji, zmiany réznicowania i ekspresji gendw,
ale takze inicjowa¢ proces kancerogenezy za posred-
nictwem reaktywnych metabolitow powstatych przy
udziale enzymoéw kompleksu cytochromu P450 [14].
Gtowny estrogen kobiet, tj. 17B-estradiol (E,), z jednej
strony jest substratem dla enzyméw I fazy metabolizmu
(CYP1AL, CYP1A2, CYPIBI), co w efekcie prowa-
dzi do produkcji aktywnych 2- i 4-hydroksykatecholi,
a z drugiej E, jest ligandem dla receptora estrogenowe-
go uwazanego za czynnik transkrypcyjny [15]. Inicjali-
zacja procesu kancerogenezy endometrium przez reak-
tywne metabolity estrogenow wiaze si¢ uszkodzeniem
DNA wywotanym tworzeniem adduktéw. Mechanizm
ich tworzenia bada si¢ przede wszystkim w przypadku
nowotworow gruczotu piersiowego, dla ktorych row-
niez estrogeny sa postrzegane jako gtowny czynnik ry-
zyka w etiopatogenezie [16].

Receptory estrogenowe jako czynniki transkrypcyj-
ne wplywaja bezposrednio lub posrednio na ekspresje
szeregu genow, hamujac lub nasilajac ja, a wigec tym
samym stanowig istotne ogniwo tancucha przemian
dokonujacych si¢ zarowno w prawidtowej, jak i no-
wotworowe] tkance. Jest wysoce prawdopodobne, ze
tkanki nowotworowe zmieniaja sygnalizacj¢ zalezng od
receptoréw estrogenowych. Wedtug Hirata i wsp. zna-
czaca role w onkogenezie estrogenozaleznych tkanek
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nes, either inhibiting or intensifying it; they, therefore
constitute significant element of the chain of transfor-
mations occurring in both healthy and neoplastic tissue.
It is highly likely that neoplastic tissues change signa-
ling dependent on estrogen receptors. According to Hi-
rat et al., the variants of ER mRNA alternative splicing
play a significant role in the oncogenesis of estrogen-
-dependent tissues [17].

The paper presents the assessment of the ER-alpha and
ER-beta gene expressions in the case of endometrial
adenocarcinoma as well endometrium without neo-
plastic changes. The types of ER mRNA alternative
splicing in post-transcriptional modifications and their
expressions were determined. The presented results do-
cument the presence of ER-alpha and ER-beta mRNA
in proliferative endometrium and adenocarcinoma;
the expression of the ER-alpha gene was significan-
tly higher compared to ER-beta. In cancer tissues, the
transcriptional activity of the ER-alpha and ER-beta
genes decreases, and the transcriptional activity ratio
expressed by the quotient of transcriptional activity of
the ER-alpha and ER-beta genes, increases. These data
confirm the dominating significance of ER-alpha in the
endometrium. Even though the level of ER-beta expres-
sion was significantly lower than ER-alpha, it is this re-
ceptor that may affect the biology of the carcinogenesis.
The decrease in ER-beta mRNA expression during car-
cinogenesis in estrogen-dependent cancers, which many
authors describe, suggests that this receptor may not act
only as a physiological inhibitor of growth processes,
but also a suppressor of carcinogenesis [18]. Gustafsson
proposed a hypothesis on the protective role of ER-beta
in the processes of carcinogenesis [19]. This hypothe-
sis is confirmed by the decrease in the transcriptional
activity of the ER-beta gene noted in this study. Kato
et al. demonstrated correlation between the increase in
ER-alpha mRNA expression with endometrium hyper-
plasia conversion into G1 adenocarcinoma [20].

The significance of ER-alpha and ER-beta in the stu-
died material was also determined on the basis of the
change in the transcriptional activity ratio, determi-
ned by the quotient of the transcriptional value of the
ER-alpha and ER-beta gene. The transcriptional acti-
vity ratio of the ER-alpha and ER-beta gene in proli-
ferative endometrium was 1.645 + 0.128, whereas in
adenocarcinoma it was 2.445 + 0.172, which testifies to
the decreasing role of ER-alpha in intracellular estrogen
signaling over the course of pathology development.
Analyzing the proportion ratio of the assessed variants
of ER-alpha gene alternative splicing, it was found that
ER-alpha/delta5 isoform expression was not found in
any of the studied cases of proliferative endometrium,
while the ratio grew significantly in endometrial ade-
nocarcinoma. Higher values of the expression of the
ER-alpha/delta2, ER-alpha/delta3 and ER/delta6 iso-
forms were also observed in cancer tissue, compared to
endometrium without neoplastic changes.

The ER-alpha/delta5 and ER-alpha/delta6 isoforms,
lacking exons coding the LBD fragment, determine
the hormone-dependent AF2 transactivation and li-
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odgrywaja warianty alternatywnego skladania mRNA
ERs [17].

W niniejszej pracy przedstawiono oceng ekspresji ge-
néw ER-alfa i ER-beta w gruczolakoraku endometrium
oraz endometrium niezmienionym nowotworowo.
Wyznaczone zostaly typy alternatywnego sktadania
mRNA receptorow estrogenowych w modyfikacjach
potranskrypcyjnych i ich ekspresje. Przedstawione wy-
niki dokumentujg obecno$¢ mRNA i ER-alfa ER-beta
w endometrium proliferacyjnym i gruczolakoraku, przy
czym ekspresja genu ER-alfa byta znamiennie wyzsza
w poréownaniu z ER-beta. W tkankach nowotworowych
aktywno$¢ transkrypcyjna genéw ER-alfa i ER-beta
zmniejsza si¢, a wskaznik aktywnosci transkrypcyjne;j,
wyrazony ilorazem aktywnosci transkrypcyjnej genow
ER-alfa i ER-beta, wzrasta. Dane te potwierdzaja do-
minujace znaczenie ER-alfa w endometrium. Mimo
ze poziom ekspresji ER-beta byt znacznie nizszy niz
ER-alfa, to wtasnie ten receptor moze mie¢ wpltyw na
biologie nowowtworzenia.

Opisywany przez wielu autordw spadek ekspresji
mRNA ER-beta podczas karcinogenezy w estrogeno-
zaleznych nowotworach sugeruje, ze receptor ten moze
petni¢ role nie tylko fizjologicznego inhibitora proce-
sow wzrostowych, ale takze supresora karcinogenezy
[18]. Gustafsson wysunat hipoteze o protekcyjnej roli
ER-beta w procesach nowotworzenia [19]. Odnotowa-
ny w niniejszej pracy spadek aktywnosci transkrypcyj-
nej genu ER-beta potwierdza t¢ hipoteze. Kato i wsp.
[20] wykazali zaleznos¢ migdzy wzrostem ekspres;ji
mRNA ER-alfa z konwersja rozrostu endometrium do
wysoko zroznicowanego gruczolakoraka.

Znaczenie ER-alfa i ER-beta w badanym materiale wy-
znaczono takze na podstawie zmiany wskaznika aktyw-
nosci transkrypcyjnej, okreslonego ilorazem warto$ci
transkrypcyjnej gendw ER-alfa i ER-beta. Wskaznik
aktywnos$ci transkrypcyjnej genéow ER-alfa i ER-be-
ta w endometrium proliferacyjnym wynosit 1,645 +
0,128, natomiast w gruczolakoraku 2,445 + 0,172, co
$wiadczy o zmniejszaniu si¢ roli ER-alfa w wewnatrz-
komorkowej sygnalizacji estrogenowej w miar¢ nara-
stania patologii.

Analizujac wskaznik udziatu ocenianych wariantéw al-
ternatywnego sktadania genu ER-alfa stwierdzono, ze
w zadnym z badanych przypadkéw endometrium proli-
feracyjnego nie ujawniono ekspresji izoformy ER-alfa/
delta5, natomiast stwierdzono znamienny wzrost tego
wskaznika w gruczolakoraku endometrium. W tkance
nowotworowej takze obserwowano wyzsze warto$ci
ekspresji izoformy ER-alfa/dela2, ER-alfa/delta3 i ER/
deltab w poréwnaniu z endometrium niezmienionym
NOWOtWOIOWO.

Izoformy ER-alfa/delta5 i ER-alfa/delta6, z brakiem
eksonow kodujacych fragment LBD, decyduja o hor-
monozaleznej transaktywacji AF2 i wigzaniu ligandu.
Ekspresje ER-alfa/delta5 wykazano w raku endome-
trium 1 raku szyjki macicy, a zaobserwowany w tych
przypadkach wzrost ekspresji tej izoformy wigzal si¢
z klinicznymi cechami wzrostu agresywnos$ci nowo-
tworu [21]. Takze w innym nowotworze estrogenoza-
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gand binding. The expression of ER-alpha/deltaS was
demonstrated in endometrial and cervical cancer, and
the increase in the expression of the isoform observed
in these cases was associated with clinical features of
increased aggressiveness of the cancer [21]. Also, in
another estrogen-dependent cancer, breast cancer, an
increase in the expression of ER-alpha/deltaS compa-
red to healthy tissue was described [22]. Fujimoto et
al. defined the ER/delta5 isoform as a factor with high
transcriptional activity potential [23].

As a result of the conducted studies, it was found that
in as many as 87.5% of cases of endometrium without
neoplastic changes, positive results of ER-alpha/delta7
mRNA were obtained. On the other hand, a higher per-
centage of negative results was observed in endometrial
adenocarcinoma. The decrease in ER-alpha/delta7 ex-
pression in this cancer may prove the protective role of
the isoform in the process of carcinogenesis.

The ER-beta5 isoform was found in all the studied sam-
ples, both proliferative endometrium and adenocarcino-
ma. Unlike ER-alpha/delta5, the isoform does not act as
a positively dominating receptor and does not activate
gene transcription in the absence of ligand. The dimeri-
zation of ER-beta5 with ER-alpha or ER-beta inhibits
both transactivation processes. As consequence, this
isoform is a physiological inhibitor of transcription pro-
cesses and belongs to negatively dominating receptors
[24]. According to Chi et al., ER-beta5 expression is
associated with larger size of tumor and higher prolife-
rative activity in the case of breast cancer [25]. The pre-
sence of such a profile of alternative splicing variants
in endometrial adenocarcinoma, different than endome-
trium without neoplastic changes, may indicate that the
number of transcription errors is associated with gene-
tic changes increasing the risk of carcinogenesis.
Analysis of the results obtained in the array experiment
confirmed the increase in the CYP1BI1 transcriptional
activity in G1 endometrial adenocarcinoma with regard
to normal endometrium. This increase in gene expres-
sion is observed only in G1 endometrial adenocarcino-
ma. In subsequent grades, a strong decrease in CYP1B1
expression is observed. Due to the fact that the level of
CYPIBI 202434 s at mRNA was significantly higher
in cancer cells in the G1 phase compared to the others
studied in the function of cytochrome P450, it can be
defined as a molecular signature of the neoplastic trans-
formation process in the endometrium. The increased
level of CYP1B1 mRNA may promote the formation
of reactive estrogen metabolites, which can initiate the
neoplastic process; on the other hand, the activity of
CYP1BI1 may decrease the level of estrogens in the en-
dometrial tissue.

The specificity of 5 mRNA IDs of estrogen-dependent
genes in the differentiation of adenocarcinoma trans-
criptomes with respect to the control was assessed
using the Venna diagram. From the group of 2 mRNA
IDs selected as differentiating G1 endometrial adeno-
carcinoma from control K, 1 mRNA ID specific for the
G1 grade, corresponding to the CYP1B1 gene with pro-
be number 202434 s at on the HG-U133A microarray

leznym, jakim jest rak sutka, zostat opisany wzrost eks-
presji ER-alfa/deltaS w porownaniu ze zdrowa tkankg
[22]. Fujimoto i wsp. okreslili izoforme ER/deltaS jako
czynnik o wysokim potencjale aktywnosci transkryp-
cyjnej [23].

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze
az w 87,5% przypadkow endometrium niezmienione-
go nowotworowo uzyskano pozytywne wyniki mRNA
ER-alfa/delta7. Natomiast wigkszy odsetek wynikow
negatywnych odnotowano w gruczolakoraku endome-
trium. Zmniejszenie ekspresji ER-alfa/delta7 w tym
nowotworze moze §wiadczy¢ o protekcyjnej roli oma-
wianej izoformy w procesie karcinogenezy.

We wszystkich badanych probkach zarowno endome-
trium proliferacyjnego, jak i gruczolakoraka, stwier-
dzono izoform¢ ER-beta5, ktéra w przeciwienstwie do
ER-alfa/delta5 nie dziata jak dominujacy pozytywnie
receptor, nie aktywuje transkrypcji genowej przy braku
ligandu. Dimeryzacja ER-beta5 z ER-alfa lub ER-beta
hamuje oba procesy transaktywacyjne. W konsekwencji
izoforma ta jest fizjologicznym inhibitorem procesow
transkrypcyjnych i nalezy do dominujacych negatyw-
nie receptorow [24]. Wedtug Chi i wsp. [25] ekspre-
sja ER-beta5 ma zwiazek z wigkszym rozmiarem guza
1 wyzsza aktywnoscia proliferacyjna w przypadku raka
sutka. Obecno$¢ w gruczolakoraku endometrium takiej
liczby izoform receptordéw estrogenowych, powstatych
w procesie alternatywnego sktadania, moze wigzac si¢
ze zwigkszeniem liczby pomytek transkrypcyjnych
i w konsekwencji prowadzi¢ do nasilenia procesu kar-
cinogenezy.

Analiza wynikow uzyskanych w eksperymencie ma-
cierzowym potwierdzita wzrost aktywnosci transkryp-
cyjnej CYP1B1 w stopniu G1 gruczolakoraka endome-
trium w odniesieniu do endometrium prawidlowego.
Ten wzrost ekspresji genu jest obserwowany tylko dla
stopnia histologicznego zréznicowania G1 gruczolako-
raka endometrium. W kolejnych stopniach obserwowa-
ne jest silne zmniejszenie ekspresji CYP1B1. W zwigz-
ku z tym, ze poziom mRNA CYPIBI1 202434 s at
byt zdecydowanie wyzszy w stopniu G1 niz w pozo-
statych badanych komorkach endometrium, mozna
takie zmiany okresli¢ jako wczesny sygnator moleku-
larny procesu transformacji nowotworowej gruczola-
koraka. Zwigkszony poziom mRNA CYPIBI moze
z jednej strony sprzyja¢ tworzeniu reaktywnych me-
tabolitow estrogenow, ktoére moga inicjowaé proces
nowotworowy, z drugiej za$ strony dziatanie CYP1BI1
moze obniza¢ poziom estrogenéw w tkance endome-
trium.

Wykorzystujac diagram Venna, oceniono specyficzno$é
5 ID mRNA estrogenozaleznych gendéw w roznico-
waniu transkryptomow gruczolakoraka w odniesieniu
do kontroli. Z grupy 2 ID mRNA wytypowanych jako
réznicujace gruczolakoraka endometrium w stopniu hi-
stologicznego zrdznicowania G1 od kontroli (K), wy-
odrebniono 1 ID mRNA specyficzny dla stopnia G1,
ktory odpowiada genowi CYP1BI o numerze sondy
202434 s at na mikromacierzy HG-U133A (Affyme-
trix). Dla stopnii G2 i G3 brak jest specyficznych ID
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(Affymetrix) was distinguished. There are no specific
mRNA IDs of estrogen-dependent isoenzymes of cy-
tochrome P450 for grades G2 and G3. 3 mRNA IDs
of the CYP1BI gene with probe numbers 202435 s at,
202436 s _at, 202437 s at were included in the group
of IDs differentiating endometrial adenocarcinoma of
Grade 2 and 3 in relation to control K. In the group
of 4 mRNA IDs differentiating Grade 3 endometrial
adenocarcinoma in relation to the control there are 3
mRNA IDs shared with Grade 2 and one ID differentia-
ting the endometrial adenocarcinoma specimens from
the control (Fig. 1). The CYP46A1 gene with probe
number220331 _at differentiates endometrial adenocar-
cinoma from the control regardless of the level of histo-
logical maturity.

Cytochrome 46A1 participates in cholesterol metabo-
lism and occurs mainly in the neurons of the central
nervous system [26]. The results of our study indicate
the presence of this cytochrome also in estrogen-de-
pendent endometrial tissue. The role of this cytochro-
me is to oxidize cholesterol to 24s-hydroxycholesterol
(oxysterol), which is more polar than cholesterol. In
addition, testosterone and progesterone, binding and
oxidizing a number of drugs are also substrates for this
enzyme.

Changes in the composition of functionally active ER
variants may, therefore, disturb the estrogen signaling
system. Changes in the expression of estrogen-depen-
dent genes of cytochrome P450 may affect the biology
and characteristics of the neoplasm.

CONCLUSIONS

The changes in the transcriptional profile of the studied
genes in endometrial adenocarcinoma in correlation to
proliferative endometrium described in this paper may
indicate that the signaling system mediated by estro-
gens may be associated with changes triggering carci-
nogenesis. In conclusion:

1. The expression of ER-alpha and ER-beta genes oc-
curs in proliferative endometrium and in endome-
trial carcinoma, with ER-alpha being dominant in
neoplastic tissue.

2. The increased ratio of transcriptional activity of the
genes coding estrogen receptors in endometrial ade-
nocarcinoma indicates a decreased proportion of
ER-beta in the total pool of ER mRNa and indicates
the involvement of estrogen receptors in carcinoge-
nesis.

3. The high concentrations of ER-alpha/delta5, ER-al-
pha/deltaE7 and ER-alpha/deltaE2 in endometrial
adenocarcinoma indicate the possibility to use these
variants of post-transcriptional modifications of ER
mRNA as sensitive markers of molecular progres-
sions of cancer.

4. The gene which possibly differentiates endometrial
adenocarcinoma transcriptomes from normal endo-
metrium is CYP46A1.
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mRNA estrogenozaleznych izoenzymoéw cytochromu
P450. Do grupy réznicujgcych gruczolakoraka endo-
metrium w stopniach G2 i G3 stosunku do kontroli
(K) zaliczono 3 ID mRNA genu CYP1B1 o numerach
sond: 202435 s at, 202436 s _at, 202437 s at. W gru-
pie 4 ID mRNA roéznicujacych stopien G3 gruczolako-
raka endometrium w stosunku do kontroli wystepuja
3 ID mRNA wspolne stopniem G2 oraz 1 ID roznicu-
jacy wycinki gruczolakoraka endometrium od kontroli
(ryc. 1). Gen CYP46A1 o numerze sondy 220331 at
réznicuje gruczolakoraka endometrium od kontroli nie-
zaleznie od stopnia histologicznej dojrzatosci.
Cytochrom 46A1 bierze udzial w metabolizmie cho-
lesterolu 1 wystepuje gtdéwnie w neuronach centralne-
g0 systemu nerwowego [26]. Wyniki naszego badania
wskazuja na obecnos$¢ tego cytochromu takze w estro-
genozaleznej tkance endometrium. Rola tego cytochro-
mu polega na utlenianiu cholesterolu do 24s-hydroksy-
cholesterolu (oksysterolu), ktory jest bardziej polarny
niz cholesterol. Poza tym substratami dla tego enzymu,
ktory wiaze utlenia szereg lekow, sg testosteron i pro-
gesteron.

Zmiany sktadzie aktywnych funkcjonalnie wariantow
ERs moga wiec zaburza¢ estrogenowy system sygna-
lizacji. Zmiany ekspresji estrogenozaleznych genéw
cytochromu P450 moga wptywac na biologie i charak-
terystyke nowotworu.

WNIOSKI

Opisane w prezentowanej pracy zmiany profilu tran-
skrypcyjnego badanych gendéw w gruczolakoraku
endometrium w korelacji do endometrium proliferacyj-
nego moga wskazywac, ze mediowany przez estrogeny
system sygnalizacji moze mie¢ zwigzek ze zmianami
uruchamiajacymi karcinogeneze.

Podsumowujac:

1. Ekspresja genow ER-alfai ER-beta wystepuje w endo-
metrium proliferacyjnym i gruczolakoraku endome-
trium, przy czym w tkance nowotworowej dominuje
ER-alfa.

2. Wzrost wskaznika aktywnosci transkrypcyjnej genéw
kodujacych receptory estrogenowe w gruczolakora-
ku endometrium $wiadczy o zmniejszeniu udziatu
ER-beta w catkowitej puli mRNA ERs i wskazuje na
udziat receptorow estrogenowych w kancerogenezie.

3. Wysokie st¢zenie ER-alfa/deltas oraz ER-alfa/deltaE7
i ER-alfa/deltaE2 w gruczolakoraku endometrium
$wiadczy o mozliwosci wykorzystania tych warian-
tow modyfikacji potranskrypcyjnych mRNA ERs
jako czutych markerow molekularnych progresji no-
wotworu.

4. Genem kandydujacym do miana ro6znicujacych tran-
skryptomy gruczolakoraka endometrium od endo-
metrium prawidtowego jest CYP46A1.

5. Zmiany ekspresji 4 ID mRNA CYPIB1 na mikro-
macierzy HG-U133A (Affymetrix) mogg stanowic¢
dodatkowy marker w ocenie stopnia histopatologicz-
nego gruczolakoraka endometrium.
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5. Changes in the expression of 4 IDs of CYPIBI
mRNA on the HG-U133A microarray (Affyme-
trix) may constitute an additional marker in the as-
sessment of the histopathological grade of endome-
trial adenocarcinoma.
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