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Streszczenie
Wstep: Miesniak gladkokomdrkowy macicy (Leiomyoma uteri) jest nieztosliwym nowotworem monoklonalnym bfo-
ny miesniowej macicy. Rozwdj guza charakteryzuje nadmierny i nieprawidfowy rozrost macierzy pozakomdrkowey.
Gtdwne skfadniki macierzy pozakomdrkowej to kolageny typu I i lll. Odciecie C-propeptyddw w prokolagenach typu
I, I1'i lll przez C-endopeptydaze prokolagenu wzbudza samoistne skfadanie wtodkien kolagenowych. Endopeptydaza
Jest kluczowym regulatorem wytwarzania macierzy pozakomorkowej, kontroli jej jakosci oraz procesow rozwojo-
wych, takich jak rozwdj kosci czy naczyn krwionosnych.
Cel pracy: Celem pracy jest analiza syntezy trzech wariantow mRNA powstajacych w wyniku alternatywnego skfa-
dania transkryptow genu BMP1, kodujacego C-endopeptydaze prokolagenu, w migsniakach macicy, w poréwnaniu
do prawidfowej bfony mige$niowej macicy u kobiet w I i Il fazie cyklu miesiagczkowego oraz w klimakterium.
Materiaf i Metody: W badaniach analizowano materiat pochodzacy z leiomyoma uteri i tkanek kontrolnych
uzyskanych od 52 pacjentek. Proces alternatywnego skfadania wariantdw mRNA genu BMP1 byt oznaczany metoda
densytometryczna produktdw otrzymanych z reakcji RT-PCR. Znamiennos¢ statystyczna wykrytych roznic
sprawdzano testami ANOVA i Najmniejszych Istotnych Réznic (LSD) w programie mSTATC oraz testem t-Studenta
dla p<0,05.
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Wyniki: Analiza produktow RT-PCR ujawnifa obecnos¢ mRNA trzech wariantdw alternatywnego skfadania tran-
skryptu genu BMPT1 oraz zmiany w natezeniu alternatywnego skfadania wariantéw zaleznie od fazy cyklu
menstruacyjnego lub klimakterium. W drugiej fazie cyklu, w tkance kontrolnej spadato nasilenie ekspresji wariantu
BMP-1 w pordwnaniu do fazy pierwszej i klimakterium. Natomiast w guzie, u kobiet w okresie klimakterium, w po-
rownaniu z kobietami w drugiej fazie cyklu zaobserwowano nasilenie ekspresji wariantu BMP-1. Poszukiwanie wa-
riantu mTLD w tkance guzowej u kobiet w drugiej fazie cyklu i w klimakterium, z kobietami w pierwszej fazie cyklu
ujawnifo jego zanikanie, podczas gdy w tkance kontrolnej nie obserwowano takiej zmiany. Obecnos¢ wariantu
BMP-1/HIS byfa najsilniej zaznaczona, w tkance kontrolnej w drugiej fazie cyklu i klimakterium, a w tkance guzowej
stabiej zaznaczyta sie jego obecnos¢ w drugiej fazie cyklu.

Whioski: Regulagja alternatywnego skfadania wariantéw C-endopeptydazy prokolagenu w guzach leiomyoma uteri
i btonie mig$niowej macicy zalezy, przede wszystkim od fazy cyklu miesiecznego.

Stowa kluczowe: kolagen / macierz pozakomorkowa / migsniaki macicy /
/ C-endopeptydaza prokolagenu /

Summary
Leiomyoma uteri is a monoclonal tumour of the uterus muscle layer. It is characterized by excessive, abnormal
growth of extracellular matrix. The collagen types | and Il are the major components of extracellular matrix. Removal
of the C-propeptides in procollagens type I, ll, and lll by procollagen C-endopeptidase leads to spontaneous self-
assembly of collagen fibrils. Thus, the procollagen C-endopeptidase is a key regulator of extracellular matrix pro-
duction, its quality, and other developmental processes including angiogenesis.
Objective: The objective of this study was to analyze the three alternatively spliced variants of the BMP1 gene
product including the procollagen C-endopeptidase, in leiomyoma uteri tumors in comparison to normal myometri-
um in women being in first or second menstrual phase or in time of climacterium.
Material and Methods: In the study we analyzed samples from the control and cancerous tissues from 52 women.
Expression of the three alternatively spliced variants of BMP1 gene transcript were assayed by RT-PCR, following
densytometric analysis. Statistical significance (p<0,05) of the observed differences was assessed with the use of
Anova test, Least Significance Different Test, and Student’s T-test.
Results: Analysis of RT-PCR products revealed the presence of all alternatively spliced variants of BMP-1 mRNA and
the changes in their alternative splicing intensity, depending on the phase of menstrual cycle or postmenopausal
state. In the second phase of the cycle, in control tissue, the expression level of BMP-1 variant decreased when com-
pared to women in | phase of the cycle or postmenopausal women. In the tumour, postmenopausal women showed
increased expression of BMP-1at, when compared with women in the second phase of the cycle. The presence of
mTLD in the tumour tissue at Il phase of the cycle and in postmenopausal state was less strong when compared to
women at | phase of the cycle. In control tissue this type of change was not observed. The BMP-1/HIS was present
at higher level in control tissue, during Il phase of the menstrual cycle and in postmenopausal state, whereas in the
tumour tissue its lowest level was at Il phase of the cycle.
Conclusions: Regulation of alternative splicing of mRNA for procollagen C-endopeptidase in leiomyomas and
myometrium depends mainly on the hormonal status of women.

Key words: collagen / extracellular matrix / leiomyoma / procollagen C-endopeptidase /

Wstep zwigzane z produkcja macierzy pozakomdrkowej oraz geny,
ktorych produkty reguluja synteze i jako$¢ macierzy, takie jak
TGF-B11 3 [4]. Stad, powstawanie i rozrost migsniakow maci-
cy jest wigzany z zaburzeniem regulacji ekspresji genow kodu-
jacych biatka macierzy pozakomodrkowe;j i jej czynnikow regu-
latorowych.

C-endopeptydaza prokolagenu jest cynko-zalezng metalo-
proteinaza z rodziny astacyn [5]. Proteinazy te sa obecne
w tkankach réznorodnych organizmoéw, od jamochfondéw do
cztowieka. Ich funkcje sa niejednorodne i obejmuja procesy od
trawienia polipeptydow, do obrébki bialek macierzy i aktywa-
cji czynnikdéw wzrostowych [6]. C-endopeptydaza prokolagenu
jest kodowana przez gen BMP1, ktdérego produkt podlega al-
ternatywnemu sktadaniu do, co najmniej trzech wariantow
splajsingowych.

Migsniak gtadkokomorkowy macicy (leiomyoma uteri), to
nieztosliwy nowotwor zawierajacy komorki migsni gtadkich
1 zrab wioknistej tkanki tacznej. Czestos¢ wystgpowania tego
guza szacuje si¢ na prawie 77% u kobiet w wieku rozrodczym.
Srednio dwie trzecie z nich ma wiele guzéw, réznych rozmia-
réw, umiejscowionych $rodsciennie, podsluzowkowo lub pod-
surowicowkowo [1, 2].

Cecha charakterystyczna morfologiczng leiomyoma jest
nagromadzenie widkienkowych sktadnikéw macierzy pozako-
morkowej (extracellular matrix — ECM) [3]. Przeprowadzone
mapowania ekspresji gendw za pomoca mikromacierzy
cDNA ujawnily podstawowe geny, ktorych ekspresja w guzach
leiomyoma uteri jest rozregulowana. Sa to geny kodujace pro-
dukcje kolagenow, proteoglikany i elastyng, czyli biatka
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Najlepiej poznany z nich to BMP-1, drugim jest najdtuz-
szy znany wariant — mTLD (mammalian Tolloid) podobny do
biatka wykrytego u Drosophila, zwanego TLD (Tolloid).
Trzecim wariantem jest BMP-1/HIS, wyizolowany tylko w po-
staci mRNA z tozyska. Warianty te charakteryzuje fizjolo-
giczna i1 tkankowa swoistosc [7].

Cel pracy

Gtownym celem badan byta analiza wystgpowania trzech
wariantow alternatywnego skfadania mRNA powstajacych
po transkrypcji genu BMP1 w migsniakach macicy w 11 11 fa-
zie cyklu miesiaczkowego oraz w okresie klimakterium.

Materiat i metody

Do badan wykorzystano tkanki mig$niakow macicy po-
brane od 52 kobiet w roznych fazach cyklu miesiecznego Iub
w okresie klimakterium. Na badania uzyskano zgod¢ Lokal-
nej Komisji Etycznej nr NN-6501-212/04 oraz $wiadoma zgo-
de¢ pacjentek.

W momencie operacji 17 kobiet bylo w pierwszej fazie cy-
klu, 17 w drugiej fazie, a 15 w okresie klimakterium. 24 kobie-
ty podaty, ze w najblizszej rodzinie wystegpowaly migsniaki ro-
dzinne, 28 kobiet nie stwierdzito takiego faktu. Jako pacjentki
w okresie klimakterium uznano te z nich, ktore mialy ostatnia
miesigczke co najmniej 6 miesigcy przed data operacji.

W czasie zabiegu operacyjnego, do badania wybrano je-
den, najwigkszy, rozpoznany makroskopowo migsniak.

Wycinki tkanek do badan molekularnych pobierali anato-
mopatolodzy, bezposrednio po rutynowym pobraniu materia-
tu do badan histopatologicznych. Pobierano rowniez fragmen-
ty mig$nia macicy bez obecnos$ci migsniakow, ktore traktowa-
no jako tkanke kontrolng. Probki po pobraniu natychmiast
umieszczano w buforze RNAlater (Qiagen), a nastgpnie za-
mrazano w temperaturze -20°C. Tkanki byty oceniane nieza-
leznie przez dwoch histopatologdw.

Do badan uzywano catkowitego, oczyszczonego mRNA
z migsniakow oraz tkanek stanowiacych kontrolg. mRNA
otrzymywano przy pomocy zestawu do izolacji mRNA — Rne-
asy Mini Kit firmy Qiagen (Niemcy) wedtug procedury zale-
canej przez producenta zestawu. Oczyszczony mRNA stuzyt
jako matryca w reakcji odwrotnej transkrypcji, ktorej produkt
poddawano tancuchowej reakcji polimerazowej. Startery za-
projektowano indywidualnie przy pomocy programu kompu-
terowego Primer-Select w pakiecie oprogramowania DNA-
Star (LaserGene).

Wszystkie startery do wariantéw genu BMP1 zakupiono
w firmie IDT (Coralville, IA, USA). (Tabela I). Startery do
wykrywania ludzkiej B-aktyny zakupiono w firmie Genosys
(Niemcy).

Izolacja RNA

Catkowity mRNA oczyszczano z tkanek po ich homoge-
nizacji w buforze RLT (bufor lizujacy RNA) znajdujacym si¢
w zestawie RNeasy Mini Kit (Qiagen). Stezenie mRNA ozna-
czano spektrofotometrycznie i 200ng catkowitego mRNA
z kazdej tkanki uzywano do przeprowadzenia reakcji odwrot-
nej transkrypcji (RT-PCR).

Startery do amplifikacji swoistych odcinkow DNA

Do zaprojektowania starterow wykorzystywano sekwencje
c¢DNA zdeponowane w GenBank NCBI o numerach dostgpu:
U50330 dlamTLD, NM_001199 dla BMP-1, NM_006128 dla
BMP-1/HIS oraz NM_001101 dla B-aktyny ludzkiej. Uzyte
do namnazania odcinkow startery pozwalaja na jednoznaczne
rozroznienie wariantow mRNA, co zostato potwierdzone se-
kwencjonowaniem otrzymanych w ich obecnosci produktow
PCR. Sekwencje¢ analizowano po PCR sekwencyjnym przy
pomocy analizatora DNA ABI PRISM 310.

W czgsci probek, na matrycy mRNA otrzymanego, zarow-
no z tkanek prawidtowych, jak i guzowych, obok oczekiwane-
go produktu pojawialy, sic w niewielkiej ilosci, dodatkowe
produkty o nieoczekiwanej diugosci i sekwencjach nieobec-
nych w trzech badanych wariantach. Proba kompensacji, po
uwzglednieniu réznic Tm powstajacych produktéw PCR, nie
data zadowalajacych wynikow.

Reakcje odwrotnej transkrypcji (RT-PCR) wykonano
dwuetapowo, z uzyciem starterow oligo-dT oraz AMV En-
hanced Reverse Transcriptase (Sigma). Reakcje PCR przepro-
wadzano przy uzyciu polimerazy JumpStart AccuTaq LA
DNA Polymerase (Sigma). W celu okreslenia liczby cykli re-
akcji PCR z maksimum przyrostu logarytmicznego przepro-
wadzono porownanie produktow reakcji z B-aktyna ludzka.
Uzyskane wyniki wskazaly na mozliwos¢ wykonywania 35 cy-
kli reakcji PCR i uzyskania powtarzalnej ilosci produktu dla
maksimum przyrostu logarytmicznego (Dane nie pokazane).
Wszystkie produkty PCR analizowano po rozdziale w 1,2%
zelu agarozowym.

Analiza produktéw RT-PCR

Weczesniejsze doniesienia Janitza 1 wsp. [8] pokazaty obec-
nos¢, co najmniej trzech innych produktéw sktadania pierwot-
nego transkryptu genu BMP1, o nieznanych dotychczas funk-
cjach biologicznych. Aby unikna¢ oznaczen nieswoistych pro-
duktéw zdecydowano si¢ na oznaczanie tylko produktow

Tabela I. Wykaz starteréw reakcji PCR wykorzystywanych do otrzymywania wybranych unikalnych odcinkéw wariantéw genu BMP1

i B-aktyny oraz ich pozycja w cDNA.

Starter Starter F Starter R

BMP-1 gCAgTTTgACTTCTTTgAgACAgA AAggTgAggTTCCTgAgTAACAAgG
348 pz 1922-1945 2269-2246

mTLD TATgACTACATggAgCTCTTCgAC gTgggAAATgGAACATTACAATEAA
593 pz 2755-2778 3347-3324

BMP-1/HIS gTCTTggAgggegCAggggACCgA TCCCCTCCTggggggCCAgAgTCA
249 pz 2136-2159 2385-2362

B-aktyna gTggggCgCCCCAggCACCA CTCCTTAATETCACgCACEATTTC
603 pz 176-195 715-692
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alternatywnego sktadania o znanych funkcjach biologicznych,
a wigc BMP-1, mTLD i BMP-1/HIS. W tym celu wykonano
analiz¢ densytometryczng prazkow odpowiadajacych diugo-
$cig odcinkom DNA otrzymanym po RT-PCR, w ktorych wy-
kryto wytacznie oczekiwana sekwencje DNA odpowiedniego
wariantu. Oznaczenia gestosci prazkow wykonywano przy po-
mocy programéw Kodak 1D oraz Image Quant Solutions
wersja 1.2 (IQ v1.2) (Molecular Dynamics). Wykorzystujac
znang ilos¢ DNA w prazkach odpowiadajacych wzorcom dtu-
gosci DNA mozliwe byto oznaczenie ilosci DNA w prazkach
odpowiadajacym odcinkom otrzymanym w reakcji PCR. Pro-
gram IQ mierzy intensywnos$¢ prazkdw przez zliczanie pikseli
w analizowanym prazku po odjeciu liczby pikseli w zmierzo-
nym w ten sam sposob tle.

Do analizy réznych fragmentow mRNA, ilo$¢ otrzymane-
go DNA byla normalizowana na podstawie gestosci pikseli
prazkow wzorcowych ilosci DNA odpowiadajacych dtugoscia
analizowanym fragmentom DNA. (Rycina 1). Marker diugo-
$ci DNA bedacy mieszaning 1pug DNA bakteriofaga @X174
pocietego endonukleazg restrykcyjng HindIII (Finnzyme) jest
takze markerem ilosci DNA — w danych prazkach zawiera
scisle okreslong ilos¢ DNA.

Dla produktu odpowiadajacego BMP-1 mierzono liczbe
pikseli fragmentu wzorcowego o dtugosci 310 p.z. (zawieraja-
cego 29ng DNA), dla mTLD i B-aktyny prazka wzorcowego
o dtugosci 603 p.z. (56ng DNA), (rycina 1 — dolny panel),

a dla BMP-1/HIS prazka wzorcowego o dlugosci 284 p.z.
(26ng DNA). Zawartos¢ DNA w badanych prazkach odpo-
wiadajacych sekwencjom w trzech badanych wariantach
mRNA przedstawiono jako krotnos¢ prazka wzorcowego
o odpowiedniej dtugosci.

Analiza statystyczna.

Analiz¢ statystyczng wynikéw wykonano z wykorzysta-
niem programu mSTATC, testami ANOVA oraz LSD ( Least
Significance Difference Test) dla p<0,05, a znamiennos¢ staty-
styczng obserwowanych roznic sprawdzano przy pomocy testu
t-Studenta.

Wyniki

Analiza produktow RT-PCR w postaci prazkdéw po roz-
dziale w zelu agarozowym ujawnifa obecno$¢ trzech odcinkow
o oczekiwanej dtugosci, odpowiednio: 348, 593 oraz 249 pz.
(Rycina 1).

Analiza statystyczna zawartosci wzglednej badanych wa-
riantéw, w zaleznosci od wystgpowania wsrod najblizszych
krewnych (matka, siostra, babcia, siostra matki), zachorowan
na leiomyoma uteri ujawnila znamienna statystycznie nizsza
(p=0,05) zawartos¢ mRNA dla BMP-1 w tkance kontrolnej
pacjentek z postacia rodzinng widkniakomig$niaka macicy,
w porownaniu do pacjentek bez rodzinnych epizodow tego
schorzenia. (Rycina 2).
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Rycina 1. Wizualizacja produktéw PCR przy uzyciu mRNA kodujacych warianty C-endopeptydazy prokolagenu w prébkach pobranych od pacjentek
ze zdiagnozowanym guzem leiomyoma uteri w réznych fazach cyklu menstruacyjnego oraz w okresie klimakterium.

Prazki odpowiadajgce produktom PCR namnozonym w obecnosci wyizolowanego mRNA z tkanek kontrolnych (K) i guzowych (G).

Prazki na $ciezkach oznaczonych literg M zawierajg wzorzec dfugosci i ilosci DNA o podanej diugosci wyrazonej liczba pz. Dolny panel przedstawia reprezentaty-
wne wyniki rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji PCR wykonanej w obecnosci starteréw o sekwencjach unikalnych w cDNA ludzkiej B-aktyny.
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Rycina 2. Zaleznos¢ mRNA wariantéw C-endopeptydazy prokolagenu
od wystepowania miesniakéw w postaci rodzinnej lub nie, u badanych
pacjentek.
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Rycina 3. Porownanie mRNA wariantéw C-endopeptydazy
prokolagenu w tkance kontrolnej i guzowej w | fazie cyklu
miesiecznego.
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Rycina 4. Poréwnanie mRNA wariantéw C-endopeptydazy
prokolagenu w tkance kontrolnej i guzowej w Il fazie cyklu
miesiecznego.
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Wyniki badania 49 kobiet cierpiacych na migsniaki gtad-
kokomorkowe macicy wskazuja na to, ze synteza wariantow
alternatywnego sktadania C-endopeptydazy prokolagenu za-
lezy od fazy cyklu menstruacyjnego. Analiza statystyczna roz-
nic wzglednej gestosci prazkow, odpowiadajacych dtugoscia
odcinkom DNA z wariantéw mTLD i BMP-1/HIS ujawnita,
ze ekspresja mRNA byta istotnie statystycznie wyzsza, odpo-
wiednio 0,3- 1 4-krotnie (p<0,05), w tkance guzowej kobiet
w pierwszej fazie cyklu menstruacyjnego w poréwnaniu do
tkanki kontrolnej. (Rycina 3).

Wykazano takze znamienng statystycznie (p<0,05) nizsza
o 41% 1 23% ekspresje, odpowiednio mRNA wariantéw
mTLD i BMP-1/HIS w tkankach guzowych w drugiej fazie
cyklu miesigcznego w porownaniu do tkanki prawidiowe;.
(Rycina 4).

U kobiet w klimakterium, wykryto natomiast znamienna
statystycznie, nizsza o 41% ekspresj mRNA dla mTLD
(p=0,05) w tkance kontrolnej w poréwnaniu do tkanki guzo-
wej. (Rycina 5).

Ekspresja mRNA wariantow BMP-1 1 BMP-1/HIS
w tkance kontrolnej roznita si¢ bardzo wyraznie zaleznie od
fazy cyklu menstruacyjnego. (Rycina 6A).

Ekspresja mRNA wariantu BMP-1 byta nizsza o 25%
w drugiej fazie cyklu (p<0,05) w poréwnaniu do pierwszej fa-
zy 1 0 25% wyzsza (p<0,05) u kobiet w klimakterium w porow-
naniu do kobiet, od ktorych material do badania pobrano
w drugiej fazie cyklu. Dla mRNA wariantu mTLD nie zaob-
serwowano znamiennych statystycznie roznic intensywnosci
odpowiadajacych im prazkdéw zaleznie od fazy cyklu. Ekspre-
sja mRNA wariantu BMP-1/HIS wzrastata 3,5-krotnie w dru-
giej fazie cyklu menstruacyjnego i 4-krotnie w klimakterium
w sposOb znamienny statystycznie (p<0,05) w poréwnaniu do
pierwszej fazy cyklu.

Ekspresja mRNA wszystkich trzech wariantow w tkance
guzowej rdznifa si¢ znaczaco w zaleznosci od fazy cyklu men-
struacyjnego. (Rycina 6B). Dla mRNA wariantu BMP-1 za-
obserwowano znamienne statystycznie (p<0,05) rdznice w je-
go zawartosci pomigdzy kobietami w drugiej fazie cyklu,
a znajdujacymi si¢ w okresie postmenopauzalnym.

W pordéwnaniu z drugg faza cyklu zaobserwowano zna-
mienny statystycznie wzrost (p<0,05) ekspresji mRNA wa-
riantu BMP-1 zaleznie od fazy cyklu lub klimakterium. Eks-
presje mRNA wariantu mTLD cechowat natomiast spadek
w fazie drugiej cyklu oraz w klimakterium w poréwnaniu z fa-
za pierwsza o odpowiednio 41% 1 43% (p<0,05). Natomiast
roznice w ekspresji mRNA wariantu BMP-1/HIS wykazywa-
ly znamienny statystycznie (p<0,05) spadek o 38% i 42%
w drugiej fazie cyklu w odniesieniu odpowiednio do pierwszej
fazy cyklu i kobiet postmenopauzalnych.

Dyskusja

Migsniak gtadkokomorkowy macicy jest najczestszym
wskazaniem do usunigcia macicy [9]. Obecnie nie ma skutecz-
nej farmakoterapii tych guzow. W farmakoterapii najczgsciej
stosuje si¢ analogi gonadoliberyny. Wyniki leczenia sq na ogot
niezadowalajace. Agonisci GnRH poza regresja guza, powo-
duja demineralizacj¢ kosci, dlatego nie mozna ich stosowac
dtuzej niz 6 miesigcy. Po zaprzestaniu zazywania leku, guzy
powracaja do stanu przed rozpoczeciem leczenia [10].
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Rycina 5. Poréwnanie mRNA wariantéw C-endopeptydazy
prokolagenu w tkance kontrolnej i guzowej w menopauzie.
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Rycina 6A. Zmiany mRNA wariantdéw C-endopeptydazy prokolagenu
w kolejnych fazach cyklu miesiecznego w tkance kontrolne;.
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Rycina 6B. Zmiany mRNA wariantéw C-endopeptydazy prokolagenu
w kolejnych fazach cyklu miesigcznego w tkance guzowej (B).
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W niniejszej pracy wykryto mRNA wariantu BMP-1/HIS
poza tozyskiem oraz wykazano, ze ekspresja mRNA warian-
tow alternatywnego skfadania produktéw genu BMPI jest
wrazliwa na zmiany hormonalne w cyklu miesigcznym kobie-
ty.

Powszechnie wiadomo, ze produkty alternatywnego skta-
dania BMP1 odpowiadaja za aktywnos$¢ C-proteazowa pro-
kolagenow in vivo, a usunigcie C-propeptydu jest wymagane
do fibrylogenezy kolagenowej [11]. Dlatego biatka BMP-
1/mTLD/BMP-1/HIS sq atrakcyjnym celem dla potencjalnych
lekow w sytuacjach, gdy zahamowanie fibrylogenezy kolagenu
jest pozadane, tak jak w leiomyoma uteri.

W kazdym analizowanym mig$niaku macicy stwierdzono
wystepowanie mRNA wszystkich trzech badanych wariantow
C-endopeptydazy prokolagenu. Takahara i wsp. [7] wykryli
mRNA dwodch wariantow, BMP-1 i mTLD, we wszystkich
dojrzatych tkankach ludzkiego organizmu, poza macica kto-
rej wowczas nie badali, a mRNA wariantu BMP-1/HIS wy-
kryli tylko w tozysku [7]. Rozbiezno$ci, migdzy wynikami Ta-
kahary 1 wsp. oraz wynikami niniejszych badan, ttumaczymy
roznica metodyczng polegajaca na tym, ze mRNA wariantow
BMP-1, Takahara i wsp. wykrywali metoda Northern Blot,
ktora jest mniej czuta niz uzyta w niniejszych badaniach me-
toda RT-PCR.

Obecnos¢ mRNA wariantow alternatywnego sktadania
produktu genu BMP1 w prawidtowych tkankach bfony mig-
$niowej macicy oraz w guzach leiomyoma uteri moze by¢ $wia-
dectwem przemian macierzy pozakomorkowej analogicznych
do intensywnej przebudowy macierzy tozyska. W tkance gu-
zowej kobiet bedacych w pierwszej fazie cyklu menstruacyjne-
go stwierdzono czterokrotny wzrost stgzenia mRNA wariantu
BMP-1/HIS w poréwnaniu do tkanki prawidtowej, co moze
wskazywac na intensywne przeksztatcanie prokolagenu do ko-
lagenu [12]. Nie wiadomo jednak, jaka funkcje w zdrowym or-
ganizmie pelni ten wariant. Moze to by¢ rola regulujaca ak-
tywnos$¢ pozostatych wariantow i dlatego zachwianie réwno-
wagi stezen trzech wariantow BMP-1 moze prowadzi¢ do
btednej obrébki prokolagenu i innych ich substratow.

Brak roznic migdzy tkanka kontrolng i guzowa w trakcie
cyklu miesigcznego dla wariantu BMP-1, moze $wiadczy¢, ze
jego produkcja nie zalezy od zachodzacych w guzie zmian no-
wotworowych. Spadek natezenia ekspresji mRNA wariantu
BMP-1 w tkance kontrolnej w II fazie cyklu miesigcznego
w stosunku do I fazy, jest odwrotny niz zmiany stezenia TGF-
B1, ktory jest uwazany za bezposredni regulator syntezy
BMP-1 [13].

W okresie postmenopauzalnym synteza tego wariantu jest
zblizona do jego ekspresji w I fazie cyklu [14]. W guzie zalez-
nos¢ stgzenia mRNA BMP-1 od fazy cyklu jest podobna, cho-
ciaz spadek jego ekspresji w II fazie nie jest znamienny staty-
stycznie w porownaniu do I fazy. Mozliwe, ze niezaleznie od
zjawisk nowotworowych, mRNA BMP-1 podlega alternatyw-
nemu skfadaniu, gdyz jest potrzebny w tkance macicy do jej
biezacego funkcjonowania. Pod wptywem progesteronu w II
fazie cyklu alternatywne sktadanie mRNA wariantu BMP-1
jest mniejsze, pomimo wysokiego st¢zenia TGF-f31. Zmiany
w stezeniu mRNA tego wariantu moga wigc $wiadczy¢ o jego
zaleznosci od stezenia estrogenow.

Gig:)ellsil(gzllogia Nt 1/2009
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Natezenie alternatywnego sktadania mRNA wariantu
BMP-1 w tkance kontrolnej kobiet bez rodzinnego wystgpo-
wania mig$niakdéw jest wyzsze, niz u kobiet z obcigzonym
wywiadem oraz w tkance guzowej. Brak roznic migdzy alter-
natywnym skiadaniem mRNA wariantu BMP-1 w tkance
kontrolnej i guzowej u kobiet z migsniakami wystgpujacymi
w ich rodzinach wskazuje na bardziej ztozona regulacje alter-
natywnego sktadania pierwotnego transkryptu genu BMP-1.

Produkcja wariantow mRNA kodujacych mTLD i BMP-
I/HIS jest silniej zrdéznicowana zaleznie od tkanki i fazy cyklu
miesi¢gcznego. Profil ten dla mRNA mTLD w tkance prawi-
dtowej moze wskazywac na to, ze synteza mTLD jest mniej
podatna na zmiany hormonalne, jednak w tkance guzowej
pojawia si¢ jej zaleznos¢ od stezenia estrogenow. Liczba recep-
torow estrogenowych na powierzchni komorek jest zwykle
wyzsza w tkance guzowej [15]. Przy nizszym stezeniu estroge-
now w II fazie i menopauzie obniza si¢ réwniez produkcja
mRNA wariantu mTLD. W warunkach fizjologicznych steze-
nie estrogenu moze nie mie¢ wplywu na alternatywne sktada-
nie mRNA dla mTLD, ale w warunkach patologicznych, gdy
nadmiar receptorow zwigksza ilos¢ sygnatow indukowanych
przez ten hormon, moze on powodowaé wzrost nat¢zenia
sktfadania mRNA mTLD w I fazie cyklu oraz nadwrazliwo$¢
sktadania na estrogeny. Gdy brak jest estrogendw, w II fazie
cyklu obniza si¢ ekspresja mRINA wariantu mTLD, nawet po-
nizej stezenia fizjologicznego, podobnie jak ma to miejsce
W menopauzie.

Najbardziej zréznicowany profil skiadania ekspres;ji
mRNA charakteryzuje wariant BMP-1/HIS. Moze to $wiad-
czy¢ o najwiekszej wrazliwosci mechanizmu jego skfadania na
wahania hormondw w cyklu miesigcznym oraz na zmiany eks-
presji czynnikow wzrostu, ich receptorow na powierzchni ko-
morek guzowych lub innych czynnikdéw regulatorowych.
W warunkach fizjologicznych stgzenie mRNA kodujacego
wariant BMP-1/HIS wskazuje na hamowanie, pod wplywem
estrogenow, sktadania jego mRNA. W II fazie cyklu oraz
w menopauzie, gdy brak jest tego hormonu, ekspresja mRNA
kodujacego BMP-1/HIS jest 3 do 4-krotnie wyzsza niz w I fa-
zie cyklu. Niestety obserwacja profilu sktadania w tkance gu-
zowej zdaje si¢ temu przeczy¢, gdyz w obecnosci wyzszego ste-
zenia estrogenow w I fazie cyklu (nadmiar receptorow estroge-
nowych) powstawanie tego wariantu nie tylko nie ulega silniej-
szemu zahamowaniu ale jego synteza jest 4-krotnie wigksza,
podobnie jak to obserwowano w menopauzie [15].

Ekspresja mRNA wariantu BMP-1/HIS w tkance guzowej
wskazuje na spadek jego st¢zenia w obecnosci progesteronu.
Mozna wigc zaproponowac¢ wyttumaczenie, ze ekspresja
mRNA dla wariantu BMP-1/HIS jest regulowana w sposob
ztozony i prawdopodobnie bez bezposredniego zwiazku
z dzialaniem hormondw, a tylko przypadkowo koreluje ona
z cyklem hormonalnym. Innym wyttumaczeniem moze by¢ to,
ze ekspresja mRNA wariantu BMP-1/HIS moze wigzac si¢ ze
zmiang rownowagi stgzen mRNA pozostatych wariantéw C-
endopeptydazy prokolagenu, lub jakiego$ innego nieznanego
czynnika regulatorowego. Nie mozna tez wykluczy¢, ze wa-
riant ten steruje sktadaniem mRNA wariantow BMP-1
imTLD przez, na przyktad blokowanie sktadania ich mRNA
lub niedopuszczanie do jego translacji.

© 2009 Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

Proby hamowania ekspresji TGF-1 wykazaly, ze chociaz
blokowanie aktywnosci tego czynnika zmniejsza czgstos¢ po-
wstawania guzow oraz ogranicza ich wielkos¢, to jednak pro-
wokuje rozwoj guzow nowotworowych w tkance nabtonkowej
[16]. BMP-1 moze wigc by¢ lepszym celem terapeutycznym,
gdyz dziata swoisciej, bezposrednio na tworzenie widkien ko-
lagenu, a posrednio na aktywnos$¢ TGF-31. Lesiak i wsp. [17]
wykazali mozliwos¢ hamowania aktywnosci C-proteazowej
wariantu mTLD przy pomocy syntetycznego, 6-aminokwaso-
wego oligopeptydu o sekwencji, konserwatywnej ewolucyjnie
w chordynie, biatku ktore jest naturalnym blokerem aktywno-
$ci czynnikdw morfogenetycznych z nadrodziny TGF-f,
a mianowicie BMP-2 i BMP-4 [18, 19].

Udzial wariantéw sktadania pierwotnego transkryptu
genu BMP-1 w réznorodnych i pozornie niezwigzanych z soba
procesach fizjologicznych, wymaga jednak bardzo rozwazne-
go zastosowania blokerow ich aktywnosci enzymatycznej, tak
aby nie doprowadzi¢ do rozchwiania delikatnej rownowagi
pomiedzy dynamicznymi procesami biologicznymi, zachodza-
cymi w macierzach pozakomoérkowych wszystkich tkanek orga-
nizmu.

Whnioski

Regulacja alternatywnego sktadania mRNA C-endopep-
tydazy prokolagenu w guzach leiomyoma uteri i btonie mig-
$niowej macicy jest zalezna od fazy cyklu miesigcznego.
W drugiej fazie cyklu stabiej zaznaczona jest obecnos¢ BMP-
1 w tkance kontrolnej, w porownaniu do fazy pierwszej i kli-
makterium. Natomiast w guzie, u kobiet w okresie klimakte-
rium, nasilata si¢ obecnos¢ tego wariantu. Obecnos$¢ wariantu
mTLD w tkance guzowej u kobiet w drugiej fazie cyklu i w kli-
makterium byta mniej widoczna w pordwnaniu do kobiet
w pierwszej fazie cyklu. Obecnos¢ trzeciego, badanego w ni-
niejszej pracy, wariantu BMP-1/HIS byta najsilniej widoczna,
w tkance kontrolnej, w drugiej fazie cyklu i klimakterium,
natomiast w tkance guzowej jego obecnos¢ byta stabiej
widoczna w drugiej fazie cyklu.

Alternatywne sktadanie produktu genu BMP-1 moze mie¢
réwniez zwiazek z genetycznymi sktonnosciami do guzéw
leiomyoma uteri.

Wzrost ekspresji poszczegdlnych wariantdéw alternatywne-
go sktadania genu BMP1 w guzach leiomyoma uteri w pordw-
naniu do prawidtowej tkanki wskazuje na ich zwiazki
z rozrostem tkanki nowotworowej oraz funkcja BMP-1/HIS
w regulacji ekspres;ji i/lub oddziatywania pozostatych warian-
tow alternatywnego sktadania mRNA C-endopeptydazy pro-
kolagenu.
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