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Streszczenie |

Wprowadzenie: Retinoidy sa waznymi czynnikami bioracymi udziat w regulacji réznicowania i proliferacji komorek nabton-
kowych, a takze odgrywaja wazng role w ich chemioprofilaktyce i nowotworzeniu. Retinoidy wywieraja swoj efekt biolo-
giczny poprzez receptory jadrowe RAR i RXR. Cel pracy: Celem przeprowadzonych badan byla analiza st¢zenia retinolu
w surowicy krwi kobiet z rakiem szyjki macicy oraz ocena ekspresji mMRNA RAR i RXR w komorkach raka szyjki macicy
zakazonych wirusem brodawczaka ludzkiego (HPV) typu 16. i 18. Material i metoda: Materiat badany obejmowat
42 skrawki pooperacyjne tkanek raka ptaskonablonkowego, 7 skrawkdw gruczolakoraka szyjki macicy, a takze 26 skrawkow
raka przedinwazyjnego. U osob, od ktdrych pochodzity skrawki tkanek, oceniono surowiczy poziom retinolu, a w tkankach
ekspresje receptorow retinoidowych na poziomie mRNA i obecnos¢é sekwencji genomu HPV z zastosowaniem technik PCR.
Wyniki i wnioski: Srednia zawartosé retinolu w surowicy krwi pacjentek z rakiem szyjki macicy z towarzyszacym zaka-
zeniem wirusem HPV typu 16. i 18. byla nizsza niz w grupie kontrolnej, ale nie znamienna statystycznie. Poziom RARa,
RARB oraz ekspresja mRNA dla RXRB byly znamiennie nizsze w grupie badanej — u pacjentek z rakiem przedinwazyjnym
(CIS), z rakiem ptaskonablonkowym i z gruczolakorakiem szyjki macicy, w porownaniu z kobietami z grupy kontrolnej.
W przypadku raka ptaskonabtonkowego i raka przedinwazyjnego stwierdzono zmniejszenie ekspresji RARo mniej wiecej
0 75%, RARB 0 90%, a RXRB odpowiednio 0 70% i 83% w poréwnaniu z komorkami tkanek kontrolnych. W przypadku
gruczolakorakow ekspresja RARa,, RARB i RXRy byta na poziomie takim jak w tkankach grupy kontrolne;.

Stowa kluczowe: rak szyjki macicy, retinol, receptor kwasu retinowego (RAR, RXR), ekspresja

Summary |

Introduction: Retinoids are essential for the maintenance of epithelial differentiation and play a fundamental role
in chemoprevention of epithelial carcinogenesis. Retinoids exert their biological functions through nuclear receptors,
retinoic acid receptor (RAR) and retinoid X receptor (RXR). The present study made an effort to analyze serum blood
concentration of retinoids in women with cervical cancer as well as to assess an expression of RARs and RXRs in post-
operative cervical cancer tissues HPV 16/18 positive. Material and methods: The study material included tissue sam-
ples of 42 squamous cell carcinoma, 7 samples of adenocarcinoma cervix uteri and 26 samples carcinoma in situ.
The assessment of serum level of retinol, expression of retinoid receptors and presence of HPVs genome was performed. | 73
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Results and conclusions: The mean retinol content in blood serum of patients with cervical cancer associated with
HPV infection type 16 and/or 18 was lower than in controls. The level of RARa, RARB and RXRB mRNA expression
was significantly decreased in the study group of women with CIS, squamous cell carcinoma and adenocarcinoma
cervix to compare morphologically to the control women. In squamous cell carcinoma and carcinoma in sifu were
found to exhibit a decreased expression of RARa by about 75%, RARP by 90%, RXRp by 70% and 83% respectively
compared to the control tissues. Among adenocarcinomas RARa, RARB, RXRp were expressed in 10%. In the study
cancer tissues RARy, RXRa and RXRy were expressed on the same level as in the control tissues.

Key words: cervical cancer, retinoid, retinoic acid receptor A, retinoic acid receptor X

Coaep:xanue |

Baenenue: PeTiHOMIB! SBIAIOTCA CYMIECTBEHHBIM (DAKTOPOM IPHHAMAIOIMM Y4aCTHE B PETYIHPOBAHIN AH((epeHIHam
11 IpONH(epaIIHH FMUTETHATBHBIX KIETOK. MIrparoT Takke BaKHYIO POIb B UX XHMIOIPO(UIAKTHKE X HOBOOOPA30BAHMIL.
PeTrHONIBI OKA3BIBAIOT CBOE OMONOTHUECKOE BIMSAHKE IOCPEACTBOM sinepHbIX penentopoB PAP n PUkcP. Lenb padotsi:
Lens npoBOAMMBIX HCCIEIOBAHIH COCTOSIA B TOM, YTO0BI CAIENATh AHAIN3 KOHIEHTPAIUH PETHHONA B CHIBOPOTKE KPOBH
JKCHILYH C PAKoM LIeHKU MaTky ¥ oLeHuTb skenpeccuio MPHA PAP u PUkcP B kieTkax paka MmeHKU MaTKU 3apakKeHHbIX
BIpycOM uenoBedeckoro nammuioma (BITY) tuma 16 u 18. Marepuan u meton: Mcenexyemslii Matepuan BrTrOqan 42 mocoe-
ONEPALMOHHBIX OTPE3Ka TKAHEH ILI0CKOIMUTENUAIBHOTO PaKa, 7 OTPE3KOB a1eHOKAPLUHOMA IIEHK] MATKH, a TAKKE
26 0Tpe3KOB TOMHBA3UOHHOTO Paka. Y OONBHBIX, OT KOTOPBIX OBLTH B3ATHI OTPE3KM TKAHEH, OLCHNBANICS CHIBOPOTOUHBIN
YPOBEHb PETHHOIA, A B TKAHAX HKCIIPECCUs PETUHOMHBIX PeLieNTOpoB Ha yposHe MPHA 1 Hanuuue ceKBeHUMY TeHoMa
BITY npnt mprMeHeHNN TeXHHKH HAa9aIbHOH XUMIOTEPAINH I PaJHOTEePANNH (COKP. Ha3BaHHE HA AHITHHCKOM SA3bIKE
—III1P). Pe3ybTatsl u BbIBOAIBI: CpeaiHEe COREpKAHIE PETHHONA B CBIBOPOTKE KPOBHU MAUEHTOK C PAKOM IICHKI MAaTKH
TIpH COMyTCTBYIOMEM 3apakeHnn BupycoM BITY Tuma 16 u 18 65110 MeHbIIE deM B KOHTPONBHOH TPyIIE, HO HE 3HAMe-
HATEJIbHO CTAaTHCTHYCCKH. YpoBeHb PAP ambda, PAP Gera u sxcnpeccns MPHA s PUkcP Gera Obuti 3HAMEHATETBHO
MEHBIIE B HCCTIETYEMOH TPyIINe MAHEHTOK ¢ JOMHBA3HOHHBIM PAKOM (COKp. Ha3BaHHE Ha aHIIHIHCKOM s3b1ke — KUC),
C IUIOCKOBIUTENNAIBHBIM PAKOM U € lcHOKAPLUHOMOM LEeHKH MATKK B CPABHEHUHU C KEHIIMHAMH KOHTPOIbHOM
Tpymmsl. B ciydae paka mI0CKO3MUTEMMANBHOTO 1 paka TOMHBA3HOHHOTO OTMEUCHO yMeHblIeHne dKkcrpeccrn PAP anbda
npubmmsutensHo Ha 75%, PAP 6era Ha 90%, a PUxcP Gera coorBercTBeHHO Ha 70% 1 83% B CpaBHEHHH C KIETKAMH
KOHTPOJBHBIX TKaHel. B ciydae agenoxapmaoma skcipeccus PAP anbga, PAP Geta n PUxkcP ramma Obima Ha ypoBHe
OTMEUYCHHBIM B TKAHAX KOHTPONIBHOM IPYIIIBL.

KittoueBble c10Ba: pak meikn MaTKu, PETHHO, perentop petnHoeBoi kucnorsl (PAP, PUxcP), sxenpeccus

WSTEP INTRODUCTION

16/18) jest kluczowym czynnikiem w etiopatogenezie

raka szyjki macicy", wicle badan klinicznych i epide-
miologicznych sugeruje, ze takze inne czynniki odgrywaja istot-
na role w rozwoju tej choroby. Wirus zakaza komarki warstwy
podstawnej nabtonka, ale jego petny cykl rozwojowy zachodzi
w warstwach powierzchownych nabtonka wielowarstwowego.
Ekspresja wirusowych gendw Scisle zalezy od zroznicowania
komorek nabtonkowych. Wezesna faza ekspresji wirusowych
gendw jest inicjowana w komorkach niezrdznicowanych lub
niskozroznicowanych, podczas gdy ekspresja genow péznych
ma miejsce w komorkach w pefni zréznicowanych keratyno-
cytow?,
Retinoidy majg zasadnicze znaczenie dla prawidtowego prze-
biegu procesow rdznicowania nabtonka, a takze petnig wazng
funkcje w chemioprofilaktyce nowotworzenia komdrek na-
blonkowych®. Retinoidy odgrywaja istotng rolg w wytwarza-
niu zregbu nowotworu, progresji raka i jego inwazji, wptywajq
na ekspresje metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej
(MMP)®, czynnika wzrostu nowotworu (TGFp) oraz kinazy

C ho¢ wirus brodawczaka ludzkiego typu 16./18. (HPV

74 | zaleznej od cyklin pl6 i p21, odpowiedzialnej za regulacje

factor in cervical carcinogenesis'”. However, many

clinical and epidemiological studies suggest that in
addition to HPV, other factors or cofactors also play an impor-
tant role in the development of cervical cancer. The virus in-
fects basal layer of epithelium, but the productive stage of viral
life cycle occurs in suprabasal, more apical, layers. HPV prefer-
ably infects the proliferating cells that will differentiate when
they move upwards in the epithelium. The viral gene expres-
sion is tightly coupled to the cellular differentiation program
with early gene expression being initiated in non- or low-dif-
ferentiated cells, whereas late gene expression in more differ-
entiated cells®.
Retinoids are essential for the maintenance of epithelial differ-
entiation and play a fundamental role in chemoprevention of
epithelial carcinogenesis®. Retinoids also play a central role in
the production of tumor stroma, cancer progression and inva-
sion through their ability to regulate an expression of matrix
metalloproteinases®, transforming growth factor beta (TGFp),
cyclin-depending kinase pl16 or p21, responsible for cell cycle
regulation®. Epidemiological evidence indicated an inverse

Human papillomavirus type 16/18 (HPV 16/18) is a key
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cyklu komorkowego®. Wyniki badai epidemiologicznych
wskazuja na odwrotng zalezno$¢ migdzy czestoscig rozwo-
ju raka w roznych miejscach organizmu a st¢zeniem retino-
idow w osoczu®?. Stwierdzono, ze retinoidy modulujg szereg
roznych procesow komorkowych, migdzy innymi prolifera-
cje, roznicowanie, homeostaze, transformacje nowotworowg
i apoptoze®. Retinoidy wywicrajq tez efekt farmakologicz-
ny, przywracajac prawidfowg regulacje réznicowania i wzro-
stu komorek w niektorych liniach komorek przednowotworo-
wych i nowotworowych, zarowno w warunkach in vitro, jak
iinvivo®.

Jednak skutecznos¢ tych zwigzkow zalezy od obecnosci recep-
torow kwasu retinowego, a takze innych czynnikow i kofakto-
row, wchodzacych w interakeje z receptorami retinoidowymi.
Retinoidy realizuja swoje funkcje biologiczne poprzez recep-
tory jadrowe: receptory kwasu retinowego (RAR) i receptor
retinowy X (RXR)®. Istnieje wiele izoform tych receptordw,
wskutek odmiennego wykorzystania réznych miejsc promoto-
rowych i dojrzewania transkryptow!!”. Podtypy a, B iy re-
ceptorow RAR i RXR r6znig si¢ domenami na koficach czg-
steczek: aminowym i karboksylowym. Trzy typy receptorow
RAR maja silne powinowactwo do wszystkich izomer6w trans
1 9-cis kwasu retinowego. Z drugiej strony trzy typy recepto-
row RXR wykazuja wyjatkowo silne powinowactwo jedynie
do izomerdw 9-cis"V. Receptory jadrowe aktywowane przez
ligandy wigza si¢ ze swoistymi elementami sekwencji zlokali-
zowanymi w rejonach promotoréw gendw wrazliwych na kwas
retinowy i indukujg ich transkrypcje!?. Receptory RAR two-
rzg heterodimery z receptorami RXR, podczas gdy recep-
tory RXR heterodimeryzuja z innymi receptorami jadrowymi,
m.in. z receptorami dla hormonow tarczycy (TR), receptorami
dla witaminy D (VDR) 1 z receptorem aktywowanym przez
czynnik proliferacji peroksysomoéw (PPARy). Heterodimery-
zacja receptorow odgrywa wazng role w regulacji szlakow
sygnafowych zaleznych od receptorow jadrowych. Stwierdzono
Scisty zwiazek miedzy ekspresja okreSlonych receptorow reti-
nowych a odpowiedzig kliniczng na podanie retinoidow"'?.
Sygnalizacja zalezna od retinoidow czgsto ulega zaburzeniu
we wezesnej fazie transformacji nowotworowej, co sugeruje,
ze moze to by¢ jeden z czynnikow warunkujacych rozwdj no-
wotworu®.

W pracy przedstawiono wyniki analizy st¢zenia retinolu w suro-
wicy krwi kobiet z rakiem szyjki macicy, a takze ocen¢ ekspres;ji
mRNA receptoréw RAR i RXR w probkach operacyjnych raka
szyjki macicy HPV 16/18-pozytywnych.

MATERIAL I METODY

MATERIAL

Material uzyty w badaniu zostal pobrany pooperacyjnie od
pacjentek operowanych z powodu raka szyjki macicy (wynik
badania histopatologicznego: rak ptaskonabtonkowy i gru-
czolak szyjki macicy) oraz mig§niaka macicy (wynik badania
histopatologicznego: migSniak gtadkokomorkowy macicy).
Wszystkie pacjentki byty leczone chirurgicznie w Klinice
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relationship between cancer incidence at various sites and
serum retinoids level®”. Retinoids have been shown to modu-
late a wide variety of cellular processes, including proliferation,
differentiation, homeostasis, malignant transformation, and
apoptosis®. Retinoids also act pharmacologically to restore
regulation of differentiation and growth in certain premalig-
nant and malignant cells in vitro and in vivo®.

However, the efficiency of these compounds depends on reti-
noic acid receptors and other factors and cofactors interacting
with retinoid receptors. Retinoids exert their biological func-
tions through nuclear receptors, retinoic acid receptor (RAR)
and retinoid X receptor (RXR)®. Multiple receptor isoforms
exist through the alternative usage of splice sites and promo-
ters'". The o, B and y subtypes of the RARs and RXRs have
distinct and conserved amino- and carboxy-terminal domains.
The three RAR types have a strong affinity for all-trans and
9-cis isomers of retinoic acid. The three RXR types, on the
other hand, have demonstrated an exceptionally strong speci-
ficity for the 9-cis isomers only!". These ligand-activated
nuclear receptors induce the transcription of target genes by
binding to retinoid acid responsive elements in the promoter
regions"'?. RARs heterodimerized with RXRs, while RXRs
heterodimerized with other nuclear receptors, including the
thyroid hormone receptors (TR), vitamin D receptors (VDR)
and peroxisomal proliferator-activated receptor (PPARy).
Heterodimerization represents an important level of regulation
for nuclear receptor-dependent signaling pathways. A tight
relationship was observed between the expression of specific
retinoid receptors and retinoid clinical responses®. Retinoid
signaling is often compromised early in carcinogenesis, which
suggests that a reduction in retinoid signaling may be required
for tumor development.

The present study made an effort to analyze serum blood con-
centration of retinoids in women with cervical cancer as well
as to assess an expression of RARs and RXRs in postoperative
cervical cancer tissues HPV 16/18 positive.

MATERIAL AND METHODS
MATERIAL

The study material was obtained from patients that underwent
surgeries due to: i/ cervical carcinoma (histopathologic find-
ing: squamous cell carcinoma and adenocarcinoma of the cervix
uteri) and ii/ uterine myoma (histopathologic finding: leiomyoma
uteri). All patients were surgically treated in the Department of
Oncologic Gynecology and Gynecology of Medical Univer-
sity of Lublin. The weight of tissue sections was 0.03-0.4 g.
The Ethical Committee of the Medical University of Lublin
approved the study.

The study material included tissue samples of 42 squamous
cell carcinoma, 7 samples of adenocarcinoma cervix uteri and
26 samples carcinoma in situ (CIS). An average age of pa-
tients was 44.3 (£20.5) years. The control group consisted of
regular uterine cervix tissue obtained from 21 women, average

age 46.94 (£6.12) years, who underwent surgery due to uterine 7 5
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Onkologii Ginekologicznej i Ginekologii. Waga preparatow
tkankowych wynosita od 0,03 do 0,4 g. Na prowadzenie badan
otrzymano zgod¢ Komitetu Etycznego przy Uniwersytecie
Medycznym.

Materiat do badaf obejmowat 42 skrawki tkanek rakow pta-
skonabtonkowych i 7 skrawkow gruczolakoraka szyjki macicy,
a takze 26 skrawkow raka przedinwazyjnego (CIS). Sredni wiek
pacjentek wynosit 44,3 roku (£20,5 roku). Grupe kontrolng
stanowity skrawki prawidiowej tkanki szyjki macicy, uzyskanej
od 21 kobiet ze Srednig wieku 46,94 roku (%6,12 roku), opero-
wanych z powodu mi¢$niakow macicy. Pacjentki podzielono na
grupy na podstawie ocenianych parametréw histopatologicz-
nych i klinicznych.

Rozpoznania raka szyjki macicy dokonano w oparciu o kryteria
okreslone przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO)(19,
Jezeli chodzi o histopatologiczny typ guza, w grupie pacjentek
z rakiem ptaskonabtonkowym byto 30 przypadkow raka rogo-
waciejacego i 12 przypadkow raka nierogowaciejacego. W gru-
pie 7 pacjentek z gruczolakorakiem szyjki macicy stwierdzono
5 przypadkow raka Sluzowatego i 2 przypadki raka endome-
trioidalnego. W zaleznosci od stopnia zroznicowania komo-
rek nowotworowych chore podzielono na nastgpujace grupy:
raka wysoko zroznicowanego (G1; 8 przypadkdw raka ptasko-
nabtonkowego i 3 przypadki gruczolakoraka), raka Srednio
zroznicowanego (G2; 14 przypadkow raka ptaskonablonko-
wego 12 przypadki gruczolakoraka) oraz raka stabo zréznicowa-
nego (G3; 20 przypadkow raka ptaskonabtonkowego i 2 przy-
padki gruczolakoraka). Zgodnie z klasyfikacjq kliniczng FIGO
26 pacjentek byfo w stadium 0, 45 pacjentek — w stadium [
14 - w stadium IIA.

Nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic w Srednim wie-
ku kobiet operowanych z powodu raka ptaskonabfonkowego
i gruczolakoraka szyjki macicy w poréwnaniu z grupg kontrol-
ng (odpowiednio 44,3+25,5146,94+6,12 roku).

METODYKA

Ocena poziomu retinolu

Przed zabiegiem pacjentkom pobierano probke krwi z zyly
odtokciowej w celu oceny osoczowego poziomu retinolu.
Probki umieszczano w lodzie, mieszano z EDTA, odbialcza-
no przez dodanie kwasu sulfosalicylowego i odwirowywano
przez 20 minut. Probki odbiatczanego osocza przechowy-
wano w temperaturze -70°C do czasu analizy. Poziom retino-
lu mierzono metodg wysokowydajnej chromatografii plynnej
(HPLC), to znaczy chromatografii z odwrdceniem fazy. Ozna-
czenia retinolu dokonano technika zaproponowana przez
Catignaniego'® na kolumnie Ultrasphere ODS (250x4,6 mm)
w mieszaninie metanolu z wodg (95:5 v/v) przy przeplywie
2,5 ml/min.

Izolacja DNA

Do izolacji DNA wykorzystano zestaw QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen) zgodnie z instrukcja producenta. Genomowy DNA
byt uzyty jako matryca w reakcji faficuchowej polimerazy

76 (PCR) ze swoistymi starterami o sekwencji komplementarnej

myomas. The patients were divided into groups with respect
to the evaluated histopathologic or clinical parameters.

The histopathologic criteria formulated by the World Health
Organization (WHO) were used to establish the diagnosis of
cervical carcinoma.

As far as the histopathologic type is concerned, in the group of
patients with squamous cell carcinoma there were 30 cases of
keratinizing type and 12 cases of non-keratinizing type. In the
group of 7 patients with adnenocarcinoma of the cervix, there
were 5 cases of mucinosum type and 2 cases of endometrioid
type. According to the degree of differentiation the neoplas-
tic cells, the following groups of patients were distinguished:
with well differentiated (G1) carcinomas (8 squamous cell car-
cinomas and 3 adenocarcinomas), with moderately differentiated
(G2) carcinomas (14 squamous cell carcinomas and 2 adenocar-
cinomas), and with poorly differentiated (G3) (20 squamous cell
carcinomas and 2 adenocarcinomas). According to the FIGO
clinical staging, 26 patients were classified as 0, 45 patients were
classified as [ and 4 as IIA stage.

There were no significant differences in the mean age of women
who underwent surgery due to squamous cell carcinoma and
adenocarcinoma if compared to the control women (44.3£25.5
vs. 46.94+6.12).

METHODS

Retinoids level

Before surgery the patients had a sample of their blood drawn
from the basilica vein in order to evaluate the serum level of
retinol. The samples were placed on ice, mixed with EDTA,
deproteinized by adding sulfosalicylic acid and centrifuged
for 20 minutes. The samples of deproteinized plasma were
stored at -70°C until analysis. Retinol was analyzed by the
high-performance liquid chromatography (HPLC) method, i.e.,
reverse-phase HPLC. The chromatograms of retinol were
developed according to the method of Catignani® on Ultra-
sphere ODS column (250 x4.6 mm) in methanol: water system
(95:5 v/v) at a flow of 2.5 ml/min.

DNA isolation

For DNA isolation QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) was
used according to the manufacturer’s specifications. Geno-
mic DNA was used for amplification by PCR (polymerase
chain reaction) with specific two primers pair complemen-
tary to the HPVs genome: universal for 33 types of HPV
viruses MY09 5’-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3’ and
MY11 §-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’; for HPV 16
- E7/16A 5°- ATAATATAAGGGGTCGGTGG-3" and E7/16B
S-CATTTTCGTTCTCGTCATCTG-3’; for HPV 18 - ME18A
5’-CACGGCGACCCTACAAGCTACCTG-3 and ME18B
S TGCAGCACGAATTGGCACTGGCCTC-3.

The PCR reactions were performed in total volume 20 pl.
The final mixture contained 1 uM primers, 200 uM dNTPs,
1 x PCR buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.8 at 25°C, 1.5 mM
MgCl,, 50 mM KCI, 0.1% Triton X-100) and 1 U/25 ul mixture
of Taq polymerase (Finnzymes).

CURR. GYNECOL. ONCOL. 2011, 9 (2), p. 73-81
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do genomu HPV: uniwersalnego dla 33 typow wirusow
HPV MY09 (5’-CGTCCMARRGGAWACTGACT-3’) oraz
MY11 (5-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3); dla HPV 16
- E7/15A (§-ATAATATAAGGGGTCGGTGG-3) 1 E7/16B
(5’-CATTTTCGTTCTCGTCATCTG-3"), dla HPV 18
- MEI18A (5-CACGGCGACCCTACAAGCTACCTG-3")
i ME18B (5-TGCAGCACGAATTGGCACTGGCCTC-3’).
Reakcje PCR przeprowadzono w mieszaninie o objetosci
catkowitej 20 ul. Koficowy roztwor zawierat 1 uM starterow,
200 uM DTP, 1 x bufor PCR (10 mM Tris-HCI, pH 8,8 w tem-
peraturze 25°C, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCl, 0,1% Tryton
X-100) i 1 jednostke polimerazy Taq (Finnzymes).

Proby DNBA powielano (amplifikowano) w 35 cyklach reak-
cji. Kazdy cykl sktadat si¢ z nastepujacych etapdw: denatu-
racja w temperaturze 95°C przez 1 minute (w pierwszym
cyklu przez 90 sekund), denaturacja w temperaturze 50°C
dla par starterow MY09/11, w temperaturze 59°C dla par
starterow E7/16A-E7/16B i w temperaturze 55°C dla par star-
terow ME18A/B z wydtuzeniem czasu ogrzewania w tempe-
raturze 72°C przez 1 minute. Reakeje przeprowadzano w ter-
mocyklerze (Biometra). Produkty amplifikacji rozdzielano
w 2% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny i anali-
zowano w Swietle UV.

Izolacja RNA

Badane tkanki (rak szyjki macicy, H-SIL i grupa kontrolna),
uzyskane podczas planowych operacji ginekologicznych, byty
natychmiast umieszczane w odczynniku stabilizujgcym RNA
i TM TNA (Qiagen). Caty RNA byt izolowany ze skrawkow
tkanek z uzyciem zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen) zgodnie
z instrukcjg producenta.

Reakcja PCR w czasie rzeczywistym

Do prob RNA dodawano DNazg I (Promega), a 1 ug RNA
(z kazdej probki) byt poddawany odwrotnej transkrypcji z uzy-
ciem zestawu SuperScript™ Il RNase H Reverse Transcriptase
(Invitrogen). Reakcje PCR w czasie rzeczywistym przeprowa-
dzano z wykorzystaniem urzadzenia LightCycler Real-Time
Detection System (Roche Diagnostics) i SYBR-Green I jako
barwnika znakujacego. Docelowy cDNA byt oceniany ilo-
Sciowo metodg wzglednej kwantyfikacji. [lo$¢ transkryptow
receptora RA w kazdej probee standaryzowano wzgledem
ekspresji mRNA dla dehydrogenazy gliceraldehydo-3-fosfo-
ranu (GAPDH) albo polimerazy RNA II (Pol II). Reakcje
PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzano w mieszaninie
o0 objetosci 20 ul. cDNA (2 ul) dodawano do 18 ul mieszani-
ny LC-FastStart DNA Master SYBR-Green [, 1,5 mM MgCl,
i starterow przedstawionych w tabeli 1.

Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki zostaty poddane analizie statystycznej
i przedstawione w tabelach korelacji. Obliczono wskazniki
strukturalne, Srednig arytmetycznag i Sredni btad dla para-
metrow mierzalnych z wykorzystaniem programu Statisti-
ca 6.0. Za statystycznie znamienne uznano wartosci p po-
nizej 0,05.
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The samples were amplified for 35 cycles. Each cycle consisted
of the following steps: denaturation at 95°C for 1 min. (first
cycle for 90 sec.), annealing at temperature 50°C for primer
pairs MY09/11, 59°C for primer pairs E7/16A-E7/16B and
55°C for primer pairs ME18A/B and extension at 72°C for
1 min. Reaction was performed in a DNA thermal cycler
(Biometra). Products of amplification were analyzed in 2%
agarose gel with addition of ethidium bromide in UV trans-
luminator.

RNA isolation

The studied tissues (cervical carcinoma, H-SIL and control),
collected during planned gynecologic operations, were im-
mediately placed in RNA and later TM RNA Stabilization
Reagent (Qiagen). Total RNA was isolated from tissue samples
using the RNeasy Mini Kit (Qiagen) according to the manufac-
turer’s specifications.

Real-time PCR

RNA samples were treated with DNase I (Promega), and 1 g
RNA (of each sample) was reverse transcribed with Super-
Script™ II RNase H Reverse Transcriptase (Invitrogen) into
cDNA using -dT primers. Real-time PCR was performed in
a LightCycler Real-Time Detection System (Roche Diagnos-
tics) using SYBR-Green I as the detection dye. Target cDNA
was quantified using the relative quantification method. The
quantity of the RA receptors transcripts in each sample stan-
dardized by either glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-
nase (GAPDH) or RNA polymerase II (Pol IT) transcript level.
Real-time PCR reactions were performed in a total volume
of 20 pl. The cDNA (2 ul) was added to an 18 ul mixture of
LC-FastStart DNA Master SYBR-Green I, 1.5 mM MgCl, and
the primers, which are presented in table 1.

Statistical analysis

The results were statistically analyzed and summarized in
correlational tables, calculating the structural indexes, arith-
metic means and mean errors for measurable features, using
Statistica 6.0 software. P value less than 0.05 was considered
statistically significant.

RESULTS
PRESENCE OF HPV

In DNA samples isolated from the cervical cells, HPV 16/18 DNA
was detected in carcinoma in sifu in 92.3%, in squamous cell
carcinoma in 97.6%, in adenocarcinoma in 100% and in 4.7%
of the control group (table 2).

PRESENCE OF RETINOL SERUM
In blood serum of the study group of women the retinol level

was analyzed. The mean retinol content in blood serum of pa-
tients with cervical cancer associated with HPV infection type

16 and/or 18 was lower (1.768 umol/l ca in situ, 1.742 umol/l | J7
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Nazwa startera Sekwengja startera Wielkos¢ produktu
Primer’s name Primer sequences Product size
- CCCTACGCCTICTICTICC s
RARa2 AACTGCTGCTCTAGGTCTC
it AAACCCTGCTTCGTCTGCC .
RARb2 P
TCTCGETGACAGTGTARATC
- (GGGGCATCAGCACTAAG a
RARg2 TAGAGGCATIGAGGTEGEG
- GACCTGACCTACACCTGC -
RiRa2 TCCACCTCATICTCGTTCGG
- TGCCGCTATCAGAAGTGCC e
RARb2 CCTCAACGCCCTEGTCAC
CAAGAGGACGATAAGGAAG
Dl 178bp
XRo2 ACTCTCAGCTCGCTCTCRG

Tabela 1. Startery stosowane w reakcjach PCR w czasie rzeczywistym

Table 1. Real time PCR primers

WYNIKI
IDENTYFIKACJA DNA HPV

W prdbkach DNA izolowanych z komorek szyjki macicy DNA
wirusa HPV 16/18 stwierdzono w 92,3% komorek raka przed-
inwazyjnego, w 97,6% komorek raka ptaskonabtonkowego,
100% komorek gruczolakoraka i w 4,7% komorek z grupy
kontrolnej (tabela 2).

STEZENIE RETINOLU
W SUROWICY KRWI KOBIET

W surowicy badanych kobiet oznaczano stezenie retinolu. Sred-
nie stezenie retinolu w surowicy pacjentek z rakiem szyjki macicy

squamous cell cervical cancer, 1.732 pmol/l adenocarcinoma
of cervix) than in controls (2.058 umol/l) but the difference was
not statistically significant (table 3).

LEVEL OF RETINOID RECEPTORS

In total RNA isolated from tissues samples the level of mRNA
for retinoid receptors (RARs and RXRs) in study tissues was
determined by real-time PCR. The results are present on fig. 1.

The level of RARa, RARB and RXRB mRNA expression was
significantly decreased in the study group of women with CIS,
squamous cell carcinoma and adenocarcinoma cervix to com-
pare morphologically to the control women. In squamous
cell carcinoma and carcinoma in situ were found to exhibit
a decreased expression of RARa by about 75%, RARB by 90%,

n HPV (33 type) HPV16/18
i ontona 2 1047% 1047%
g:((nrg;tgrll:l;tzgjny (carcinoma in situ) % 24(923%) 2%(023)
Egt ‘?{ma;bgr::ﬁgm\?n gsquamous cell carcinoma) 0 41007,6%) 11(076%)
s oo 7 omg o

Tabela 2. Identyfikacja DNA wirusa HPV w badanym materiale

78 | Table 2. Identification of HPV DNA in study samples
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. Srgdnia arytmetyana Blad sredniej Istotnosc roznic
Arithmetic mean Mean error p value
G lonwolra L) 2 2058 031
'(‘_.fs"ﬁ;’ve(ﬂ'wazyj“y (S HPVL+) " 1768 0115 s
Eamotscalonc S P / i 02
Hemcncrom AL 1Y) 7 i 02

HPV(+) to SCCHPV(+) group.

ns — rdznica nieznamienna; n — liczba badanych pacjentek; * - w porownaniu raka przedinwazyjnego (C1S) HPV(+) z grupa kontrolng HPV(-);® - w pordwnaniu raka plaskonabtonkowego HPV(+) z grupa
kontrolng HPV(-); - w porownaniu raka ptaskonabtonkowego HPV(+) z rakiem przedinwazyjnym (CIS) HPV(+); ¢ - w pordwnaniu gruczolakoraka HPV(+) 2 grupa kontrolng HPV(-) i osobami z rakiem
przedinwazyjnym (C1S) HPV(+); - w pordwnaniu gruczolakoraka HPV(+) z rakiem przedinwazyjnym (CIS) HPV(+); - w pordwnaniu gruczolakoraka HPV(+) z rakiem plaskonabonkowym HPV(+).

p — statistical significance; ns — no statistical significance; n — quantity of patients; * — in relation CIS HPV(+) to a control group HPV (), ® — in relation SCC HPV(+) to a control group
HPV(-); <= in relation SCC HPV(+) to a CIS HPY(+) group; ¢ — in relation ACC HPY(+) to a control group HPV(-); ¢ — in relation ACC HPV(+) to CIS HPV(+) group; " — in relation ACC

Tubela 3. Stezenie retinolu (wmol/l) w surowicy krwi kobiet z grupy kontrolnej — HPV(-) i u kobiet z rakiem szyjki macicy zakazonych wirusem — HPV(+)
Table 3. Retinol levels (umol/l) in blood serum of the women of control — HPV(-) and study group — HPV(+)

zakazonych HPV typu 16. lub/i 18. byto nizsze (1,768 pmol/l
w przypadku raka przedinwazyjnego, 1,742 umol/l w przypadku
raka ptaskonabtonkowego i 1,732 umol/l w przypadku gruczola-
koraka szyjki macicy) niz w grupie kontrolnej (2,058 wmol/l), ale
stwierdzona roznica nie byta statystycznie znamienna (tabela 3).

ILOSC RECEPTOROW RETINOIDOWYCH

W RNA catkowitym izolowanym z badanych tkanek poziom
mRNA dla receptoréw retinoidowych (RAR i RXR) okreslono,
stosujac reakcje PCR w czasie rzeczywistym. Uzyskane wyniki
przedstawiono na rys. 1.

RXRB by 70% and 83% respectively compared to the control
tissue. Among adenocarcinomas RARa, RARB, RXRp was ex-
pressed in 10%. In the study cancer tissues RARy, RXRa and
RXRy was expressed on the same level as in the control tissues.

DISCUSSION

HPV is a key factor in cervical cancer development, but the
progression of HPV associated cervical precancerous lesions
depends on many other factors such as oncogene expression,
immune system, antiviral factors, dietary antiviral factors as
retinoids.

120%

100%

80%

60%

9% ekspresji
9% of expression

40%

20%

0%

RARcL RARB RARy

RXRau

M Grupa kontrolna
Control

Rak in situ
(arcinoma in situ

[ Rak ptaskonabtonkowy
Squamous cell carcinoma

W Gruczolakorak
Adenocarcinoma

RYRB RXRy

Rys. 1. Ekspresja mRNA dla receptorow retinoidowych w komdrkach nowotworowych i nienowotworowych
Fig. 1. Expression of mRNA of retinoid receptors in tumor and non-tumor cells
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Poziom ekspresji mRNA dla RARa,, RARB i RXRp byt zna-
miennie nizszy w badanej grupie kobiet z rakiem przedinwa-
zyjnym, z rakiem ptaskonabtonkowym i z gruczolakorakiem
szyjki macicy w poréwnaniu z osobami z grupy kontrolne;.
W przypadku raka ptaskonabtonkowego i raka przedinwa-
zyjnego stwierdzono obnizenie ekspresji RARa o okoto 75%,
RARB 0 90% i RXRB odpowiednio 0 70% i 83% w poréwnaniu
z tkankami kontrolnymi. W przypadku gruczolakoraka ekspre-
sjc RARa, RARB i RXR stwierdzono w 10% prob. W obecnym
badaniu ekspresja RARy, RXRa i RXRy byta na takim samym
poziomie jak w tkankach kontrolnych.

OMOWIENIE

Wirus HPV stanowi kluczowy czynnik w rozwoju raka szyjki
macicy, ale progresja zmian przedrakowych w obrebie szyjki
macicy zwigzanych z zakazeniem HPV zalezy od wielu innych
czynnikow, na przyktad ekspresji onkogenow, sprawnosci ukfa-
du odpornoSciowego, a takze czynnikdw przeciwwirusowych
zawartych w pozywieniu, takich jak retinoidy.

Mimo wieloletniego stosowania retinoidow w medycynie ich
mechanizm dziatania w zapobieganiu rozwojowi raka szyjki
macicy nadal pozostaje niejasny. W odrdznieniu od innych
czasteczek przekaznikowych retinoidy nie sg czynnikami endo-
gennymi, ale pochodnymi prekursordw witaminy A zawartych
w pozywieniu''”. Obserwowane dziafania toksyczne retino-
idow moga wynikac z interakcji metabolitow ich nieprawidfo-
wego transportu lub transdukcji sygnatu®!®.

Receptory kwasu retinowego to zalezne od ligandow czynniki
transkrypcyjne, nalezace do rodziny receptorow jadrowych.
Retinoidy wywieraja swoje dziatanie biologiczne poprzez re-
ceptory jadrowe RAR i RXR®. Kluczowg rolg odgrywa w nich
RARB, posredniczac w dziafaniu przeciwnowotworowym reti-
noidow w wielu komorkach nowotworowych roznych typow
(ptuc, gtowy i szyi). Brak ekspresji RARB stwierdzono w ko-
morkach nowotworowych licznych linii!”. Zmiany przedno-
wotworowe w obrebie jamy ustnej rowniez korelowaty z niskim
poziomem komorkowym retnoidow. Zeng i wsp.?? stwierdzili,
ze gen kodujacy RARB wiaze receptory retinoidowe i zapo-
biega wzrostowi komorek nowotworowych. Retinoidy takie jak
atRA skutecznie indukuja ekspresje RAR, ktdra hamuje pro-
liferacje. W promotorze genu RARB wystepuje element wiazg-
cy receptory retinoidowe BRARE. Z BRARE wigza si¢ zardwno
heterodimery RXR/RAR, jak i RXR/nur77. Heterodimeryzacja
receptorow jadrowych ma wplyw na regulacjg szlakow sygna-
towych zaleznych od tych czynnikow.

Rozny poziom ekspresji wszystkich badanych receptorow reti-
noidowych stwierdzono w badanych zmianach nowotworowych
szyjki macicy. W stanach przedrakowych i w komdrkach raka
ekspresja wszystkich receptoréw byla obnizona, z wyjatkiem
RXRy w raku przedinwazyjnym i w gruczolakoraku - byta na
tym samym poziomie jak w grupie kontrolnej. Obnizona eks-
presja mRNA dla RARB, RARy, RXRa, RXRp i RXRy korelo-
wala z rozwojem raka szyjki macicy. Sugeruje to, ze zaburzona
ekspresja receptorow retinoidowych moze przyczynia¢ si¢ do

80 | rozwoju raka szyjki macicy.

Despite the use of retinoids in the clinic for many years, their
mode of action in the prevention of cervical cancer is still
unclear. Retinoids, unlike other signalling molecules, are not
strictly endogenous but they are derived from dietary sources
of vitamin A or its precursors''”. Some of their toxic effects
may be related to the interaction with the retinoid metabolisms,
transport or signal transduction®%.

Retinoic acid receptors are ligand-depending transcription fac-
tors which are member of the nuclear receptor family. Retinoids
exert their biological functions through nuclear receptors, reti-
noic acid receptor (RAR) and retinoid X receptor (RXR)“. RARB
has a key role in mediating the anticancer effect of retinoids in
many different types of cancer cells (lung, head and neck). The
loss of RARB expression has been observed in many cancer cell
lines'"?. Premalignant oral lesions have also been correlated
with a low cellular level of retinoids. Zeng et al.®” found that
a gene RARB that binds vitamin A acts to prevent cancer cell
growth. The retinoids such as atRA effectively induce RAR(
expression. RARP expression can mediate the growth of inhib-
itory effect of retinoids and is regulated by BRARE in RARS
promoter. The BRARE binds both RXR/RAR and RXR/nur77
heterodimers. Heterodimerization regulates nuclear receptor-
dependent signaling pathways.

All the studied receptors were expressed in cervical cancer
lesion on a different level.

In cervical precancerous and cancer cell expression all of the
receptors were decreased, but for RXRy in carcinoma in situ
and adenocarcinoma remained on the same level as control.
The diminished RARB, RARy, RXRa, RXRB, and RXRy mRNA
expression was related to the development of cervical carcino-
ma. This suggests that the altered retinoids receptor expression
may contribute to cervical cancer development.

CONCLUSIONS

1. The mean retinol content in blood serum of patients with
cervical cancer associated with HPV infection type 16 and/or
18 was lower than in controls.

2. The level of RARa, RARB and RXRB mRNA expression was
significantly decreased in the study group of women with
CIS, squamous cell carcinoma and adenocarcinoma cervix
to compare morphologically to the control women.

3.In squamous cell carcinoma and carcinoma in sifu were
found to exhibit a decreased expression of RARa by about
5%, RARB by 90%, RXRp by 70% and 83% respectively
compared to the control tissues.

4. Among adenocarcinomas RARa, RARB, RXRB were ex-
pressed in 10%.

5. In the study cancer tissues RARy, RXRo and RXRy were
expressed on the same level as in the control tissues.
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WNIOSKI

—_

. Srednia zawarto$¢ retinolu w surowicy krwi pacjentek z ra-
kiem szyjki macicy zwigzanym z zakazeniem wirusem HPV
typu 16. i/lub 18. byta nieznacznie nizsza niz w grupie kon-
trolnej.

2. Poziom ekspresji mRNA dla RARa, RARB i RXRp byt zna-
miennie obnizony w badanej grupie kobiet z rakiem przed-
inwazyjnym szyjki macicy, z rakiem ptaskonabtonkowym
iz gruczolakorakiem szyjki w pordwnaniu z grupg kontrolna.

3. W przypadku raka ptaskonabfonkowego i raka przedinwa-
zyjnego odnotowano obnizenie ekspresji RARa w porow-
naniu z tkankami kontrolnymi.

4. W przypadku gruczolakoraka ekspresjec RARa, RARB i RXRp
stwierdzono w okoto 10% w poréwnaniu z grupa kontrolng.

5. W badanych tkankach raka ekspresja RARy, RXRa 1 RXRy

byta na podobnym poziomie co w tkankach kontrolnych.
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