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Streszczenie 
Wst´p: Mi´Êniak g∏adkokomórkowy macicy (Leiomyoma uteri) jest niez∏oÊliwym nowotworem monoklonalnym b∏o-
ny mi´Êniowej macicy. Rozwój guza charakteryzuje nadmierny i nieprawid∏owy rozrost macierzy pozakomórkowej.
G∏ówne sk∏adniki macierzy pozakomórkowej to kolageny typu I i III. Odci´cie C-propeptydów w prokolagenach typu
I, II i III przez C-endopeptydaz´ prokolagenu wzbudza samoistne sk∏adanie w∏ókien kolagenowych. Endopeptydaza
jest kluczowym regulatorem wytwarzania macierzy pozakomórkowej, kontroli jej jakoÊci oraz procesów rozwojo-
wych, takich jak rozwój koÊci czy naczyƒ krwionoÊnych.  
Cel pracy: Celem pracy jest analiza syntezy trzech wariantów mRNA powstajàcych w wyniku alternatywnego sk∏a-
dania transkryptów genu BMP1, kodujàcego C-endopeptydaz´ prokolagenu, w mi´Êniakach macicy, w porównaniu
do prawid∏owej b∏ony mi´Êniowej macicy u kobiet w I i II fazie cyklu miesiàczkowego oraz w klimakterium.
Materia∏ i Metody: W badaniach analizowano materia∏ pochodzàcy z leiomyoma uteri i tkanek kontrolnych 
uzyskanych od 52 pacjentek. Proces alternatywnego sk∏adania wariantów mRNA genu BMP1 by∏ oznaczany metodà
densytometrycznà produktów otrzymanych z reakcji RT-PCR. ZnamiennoÊç statystycznà wykrytych ró˝nic
sprawdzano testami ANOVA i Najmniejszych Istotnych Ró˝nic (LSD) w programie mSTATC oraz testem t-Studenta
dla p≤0,05. 
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Wst´p

Mi´Êniak g∏adkokomórkowy macicy (leiomyoma uteri), to
niez∏oÊliwy nowotwór zawierajàcy komórki mi´Êni g∏adkich
i zràb w∏óknistej tkanki ∏àcznej. Cz´stoÊç wyst´powania tego
guza szacuje si´ na prawie 77% u kobiet w wieku rozrodczym.
Ârednio dwie trzecie z nich ma wiele guzów, ró˝nych rozmia-
rów, umiejscowionych ÊródÊciennie, podÊluzówkowo lub pod-
surowicówkowo [1, 2]. 

Cechà charakterystycznà morfologicznà leiomyoma jest
nagromadzenie w∏ókienkowych sk∏adników macierzy pozako-
mórkowej (extracellular matrix – ECM) [3]. Przeprowadzone
mapowania ekspresji genów za pomocà mikromacierzy
cDNA ujawni∏y podstawowe geny, których ekspresja w guzach
leiomyoma uteri jest rozregulowana. Sà to geny kodujàce pro-
dukcj´ kolagenów, proteoglikany i elastyn ,́ czyli bia∏ka

zwiàzane z produkcjà macierzy pozakomórkowej oraz geny,
których produkty regulujà syntez´ i jakoÊç macierzy, takie jak
TGF-β1 i 3 [4]. Stàd, powstawanie i rozrost mi´Êniaków maci-
cy jest wiàzany z zaburzeniem regulacji ekspresji genów kodu-
jàcych bia∏ka macierzy pozakomórkowej i jej czynników regu-
latorowych. 

C-endopeptydaza prokolagenu jest cynko-zale˝nà metalo-
proteinazà z rodziny astacyn [5]. Proteinazy te sà obecne
w tkankach ró˝norodnych organizmów, od jamoch∏onów do
cz∏owieka. Ich funkcje sà niejednorodne i obejmujà procesy od
trawienia polipeptydów, do obróbki bia∏ek macierzy i aktywa-
cji czynników wzrostowych [6]. C-endopeptydaza prokolagenu
jest kodowana przez gen BMP1, którego produkt podlega al-
ternatywnemu sk∏adaniu do, co najmniej trzech wariantów
splajsingowych. 
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Wyniki: Analiza produktów RT-PCR ujawni∏a obecnoÊç mRNA trzech wariantów alternatywnego sk∏adania tran-
skryptu genu BMP1 oraz zmiany w nat´˝eniu alternatywnego sk∏adania wariantów zale˝nie od fazy cyklu
menstruacyjnego lub klimakterium. W drugiej fazie cyklu, w tkance kontrolnej spada∏o nasilenie ekspresji wariantu
BMP-1 w porównaniu do fazy pierwszej i klimakterium. Natomiast w guzie, u kobiet w okresie klimakterium, w po-
równaniu 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
ujawni∏o jego zanikanie, podczas gdy w tkance kontrolnej nie obserwowano takiej zmiany. ObecnoÊç wariantu
BMP-1/HIS by∏a najsilniej zaznaczona, w tkance kontrolnej w drugiej fazie cyklu i klimakterium, a w tkance guzowej
s∏abiej zaznaczy∏a si´ jego obecnoÊç w drugiej fazie cyklu. 
Wnioski: Regulacja alternatywnego sk∏adania wariantów C-endopeptydazy prokolagenu w guzach leiomyoma uteri
i b∏onie mi´Êniowej macicy zale˝y, przede wszystkim od fazy cyklu miesi´cznego.

S∏owa kluczowe: kolagen / macierz pozakomórkowa / mi´Êniaki 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 I and III are the major components of extracellular matrix. Removal
of the C-propeptides in procollagens type I, II, and III 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 I 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 II phase of the cycle and in postmenopausal state was less strong when compared to
women at I 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 II phase of the menstrual cycle and in postmenopausal state, whereas in the
tumour tissue its lowest level was at II 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 /



Najlepiej poznany z nich to BMP-1, drugim jest najd∏u˝-
szy znany wariant – mTLD (mammalian Tolloid) podobny do
bia∏ka wykrytego u Drosophila, zwanego TLD (Tolloid).
Trzecim wariantem jest BMP-1/HIS, wyizolowany tylko w po-
staci mRNA z ∏o˝yska. Warianty te charakteryzuje fizjolo-
giczna i tkankowa swoistoÊç [7]. 

Cel pracy
G∏ównym celem badaƒ by∏a analiza wyst´powania trzech

wariantów alternatywnego sk∏adania mRNA powstajàcych
po transkrypcji genu BMP1 w mi´Êniakach macicy w I i II fa-
zie cyklu miesiàczkowego oraz w okresie klimakterium.

Materia∏ i metody
Do badaƒ wykorzystano tkanki mi´Êniaków macicy po-

brane od 52 kobiet w ró˝nych fazach cyklu miesi´cznego lub
w okresie klimakterium. Na badania uzyskano zgod´ Lokal-
nej Komisji Etycznej nr NN-6501-212/04 oraz Êwiadomà zgo-
d´ pacjentek. 

W momencie operacji 17 kobiet by∏o  w pierwszej fazie cy-
klu, 17 w drugiej fazie, a 15 w okresie klimakterium. 24 kobie-
ty poda∏y, ˝e w najbli˝szej rodzinie wyst´powa∏y mi´Êniaki ro-
dzinne, 28 kobiet nie stwierdzi∏o takiego faktu. Jako pacjentki
w okresie klimakterium uznano te z nich, które mia∏y ostatnià
miesiàczk´ co najmniej 6 miesi´cy przed datà operacji. 

W czasie zabiegu operacyjnego, do badania wybrano je-
den, najwi´kszy, rozpoznany makroskopowo mi´Êniak. 

Wycinki tkanek do badaƒ molekularnych pobierali anato-
mopatolodzy, bezpoÊrednio po rutynowym pobraniu materia-
∏u do badaƒ histopatologicznych. Pobierano równie˝ fragmen-
ty mi´Ênia macicy bez obecnoÊci mi´Êniaków, które traktowa-
no jako tkank´ kontrolnà. Próbki po pobraniu natychmiast
umieszczano w buforze RNAlater (Qiagen), a nast´pnie za-
mra˝ano w temperaturze -20°C. Tkanki by∏y oceniane nieza-
le˝nie przez dwóch histopatologów. 

Do badaƒ u˝ywano ca∏kowitego, oczyszczonego mRNA
z mi´Êniaków oraz tkanek stanowiàcych kontrol .́ mRNA
otrzymywano przy pomocy zestawu do izolacji mRNA – Rne-
asy Mini Kit firmy Qiagen (Niemcy) wed∏ug procedury zale-
canej przez producenta zestawu. Oczyszczony mRNA s∏u˝y∏
jako matryca w reakcji odwrotnej transkrypcji, której produkt
poddawano ∏aƒcuchowej reakcji polimerazowej. Startery za-
projektowano indywidualnie przy pomocy programu kompu-
terowego Primer-Select w pakiecie oprogramowania DNA-
Star (LaserGene). 

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

Izolacja RNA
Ca∏kowity mRNA oczyszczano z tkanek po ich homoge-

nizacji w buforze RLT (bufor lizujàcy RNA) znajdujàcym si´
w zestawie RNeasy Mini Kit (Qiagen). St´˝enie mRNA ozna-
czano spektrofotometrycznie i 200ng ca∏kowitego mRNA
z ka˝dej tkanki u˝ywano do przeprowadzenia reakcji odwrot-
nej transkrypcji (RT-PCR).

Startery do amplifikacji swoistych odcinków DNA
Do zaprojektowania starterów wykorzystywano sekwencje

cDNA zdeponowane w GenBank NCBI o numerach dost´pu:
U50330 dla mTLD, NM_001199 dla BMP-1, NM_006128 dla
BMP-1/HIS oraz NM_001101 dla β-aktyny ludzkiej. U˝yte
do namna˝ania odcinków startery pozwalajà na jednoznaczne
rozró˝nienie wariantów mRNA, co zosta∏o potwierdzone se-
kwencjonowaniem otrzymanych w ich obecnoÊci produktów
PCR. Sekwencj´ analizowano po PCR sekwencyjnym przy
pomocy analizatora DNA ABI PRISM 310. 

W cz´Êci próbek, na matrycy mRNA otrzymanego, zarów-
no z tkanek prawid∏owych, jak i guzowych, obok oczekiwane-
go produktu pojawia∏y, si´ w niewielkiej iloÊci, dodatkowe
produkty o nieoczekiwanej d∏ugoÊci i sekwencjach nieobec-
nych w trzech badanych wariantach. Próba kompensacji, po
uwzgl´dnieniu ró˝nic Tm powstajàcych produktów PCR, nie
da∏a zadowalajàcych wyników.

Reakcje odwrotnej transkrypcji (RT-PCR) wykonano
dwuetapowo, z u˝yciem starterów oligo-dT oraz AMV En-
hanced Reverse Transcriptase (Sigma). Reakcj´ PCR przepro-
wadzano przy u˝yciu polimerazy JumpStart AccuTaq LA
DNA Polymerase (Sigma). W celu okreÊlenia liczby cykli re-
akcji PCR z maksimum przyrostu logarytmicznego przepro-
wadzono porównanie produktów reakcji z β-aktynà ludzkà.
Uzyskane wyniki wskaza∏y na mo˝liwoÊç wykonywania 35 cy-
kli reakcji PCR i uzyskania powtarzalnej iloÊci produktu dla
maksimum przyrostu logarytmicznego (Dane nie pokazane).
Wszystkie produkty PCR analizowano po rozdziale w 1,2%
˝elu agarozowym. 

Analiza produktów RT-PCR 
WczeÊniejsze doniesienia Janitza i wsp. [8] pokaza∏y obec-

noÊç, co najmniej trzech innych produktów sk∏adania pierwot-
nego transkryptu genu BMP1, o nieznanych dotychczas funk-
cjach biologicznych. Aby uniknàç oznaczeƒ nieswoistych pro-
duktów zdecydowano si´ na oznaczanie tylko produktów
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Tabela I. Wykaz starterów reakcji PCR wykorzystywanych do otrzymywania wybranych unikalnych odcinków wariantów genu BMP1 
i β-aktyny oraz ich pozycja w cDNA. 



alternatywnego sk∏adania o znanych funkcjach biologicznych,
a wi´c BMP-1, mTLD i BMP-1/HIS. W tym celu wykonano
analiz´ densytometrycznà prà˝ków odpowiadajàcych d∏ugo-
Êcià odcinkom DNA otrzymanym po RT-PCR, w których wy-
kryto wy∏àcznie oczekiwanà sekwencj´ DNA odpowiedniego
wariantu. Oznaczenia g´stoÊci prà˝ków wykonywano przy po-
mocy programów Kodak 1D oraz Image Quant Solutions
wersja 1.2 (IQ v1.2) (Molecular Dynamics). Wykorzystujàc
znanà iloÊç DNA w prà˝kach odpowiadajàcych wzorcom d∏u-
goÊci DNA mo˝liwe by∏o oznaczenie iloÊci DNA w prà˝kach
odpowiadajàcym odcinkom otrzymanym w reakcji PCR. Pro-
gram IQ mierzy intensywnoÊç prà˝ków przez zliczanie pikseli
w analizowanym prà˝ku po odj´ciu liczby pikseli w zmierzo-
nym w ten sam sposób tle.

Do analizy ró˝nych fragmentów mRNA, iloÊç otrzymane-
go DNA by∏a normalizowana na podstawie g´stoÊci pikseli
prà˝ków wzorcowych iloÊci DNA odpowiadajàcych d∏ugoÊcià
analizowanym fragmentom DNA. (Rycina 1). Marker d∏ugo-
Êci DNA b´dàcy mieszaninà 1µg DNA bakteriofaga φX174
poci´tego endonukleazà restrykcyjnà HindIII (Finnzyme) jest
tak˝e markerem iloÊci DNA – w danych prà˝kach zawiera
ÊciÊle okreÊlonà iloÊç DNA. 

Dla produktu odpowiadajàcego BMP-1 mierzono liczb´
pikseli fragmentu wzorcowego o d∏ugoÊci 310 p.z. (zawierajà-
cego 29ng DNA), dla mTLD i β-aktyny prà˝ka wzorcowego
o d∏ugoÊci 603 p.z. (56ng DNA), (rycina 1 – dolny panel), 

a dla BMP-1/HIS prà˝ka wzorcowego o d∏ugoÊci 284 p.z.
(26ng DNA). ZawartoÊç DNA w badanych prà˝kach odpo-
wiadajàcych sekwencjom w trzech badanych wariantach
mRNA przedstawiono jako krotnoÊç prà˝ka wzorcowego
o odpowiedniej d∏ugoÊci.

Analiza statystyczna.
Analiz´ statystycznà wyników wykonano z wykorzysta-

niem programu mSTATC, testami ANOVA oraz LSD (Least
Significance Difference Test) dla p≤0,05, a znamiennoÊç staty-
stycznà obserwowanych ró˝nic sprawdzano przy pomocy testu
t-Studenta. 

Wyniki 
Analiza produktów RT-PCR w postaci prà˝ków po roz-

dziale w ˝elu agarozowym ujawni∏a obecnoÊç trzech odcinków
o oczekiwanej d∏ugoÊci, odpowiednio: 348, 593 oraz 249 pz.
(Rycina 1).

Analiza statystyczna zawartoÊci wzgl´dnej badanych wa-
riantów, w zale˝noÊci od wyst´powania wÊród najbli˝szych
krewnych (matka, siostra, babcia, siostra matki), zachorowaƒ
na leiomyoma uteri ujawni∏a znamiennà statystycznie ni˝szà
(p≤0,05) zawartoÊç mRNA dla BMP-1 w tkance kontrolnej
pacjentek z postacià rodzinnà w∏ókniakomi´Êniaka macicy,
w porównaniu do pacjentek bez rodzinnych epizodów tego
schorzenia. (Rycina 2). 
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Rycina 1. Wizualizacja produktów PCR przy u˝yciu mRNA kodujàcych warianty C-endopeptydazy prokolagenu w próbkach pobranych od pacjentek
ze zdiagnozowanym guzem leiomyoma uteri w ró˝nych fazach cyklu menstruacyjnego oraz w okresie klimakterium. 
Prà˝ki odpowiadajàce produktom PCR namno˝onym w obecnoÊci wyizolowanego mRNA z tkanek kontrolnych (K) i guzowych (G). 
Prà˝ki na Êcie˝kach oznaczonych literà M zawierajà wzorzec d∏ugoÊci i iloÊci DNA o podanej d∏ugoÊci wyra˝onej liczbà pz. Dolny panel przedstawia reprezentaty-
wne wyniki rozdzia∏u elektroforetycznego produktów reakcji PCR wykonanej w obecnoÊci starterów o sekwencjach unikalnych w cDNA ludzkiej β-aktyny.



Wyniki badania 49 kobiet cierpiàcych na mi´Êniaki g∏ad-
kokomórkowe macicy wskazujà na to, ˝e synteza wariantów
alternatywnego sk∏adania C-endopeptydazy prokolagenu za-
le˝y od fazy cyklu menstruacyjnego. Analiza statystyczna ró˝-
nic wzgl´dnej g´stoÊci prà˝ków, odpowiadajàcych d∏ugoÊcià
odcinkom DNA z wariantów mTLD i BMP-1/HIS ujawni∏a,
˝e ekspresja mRNA by∏a istotnie statystycznie wy˝sza, odpo-
wiednio 0,3- i 4-krotnie (p≤0,05), w tkance guzowej kobiet
w pierwszej fazie cyklu menstruacyjnego w porównaniu do
tkanki kontrolnej. (Rycina 3). 

Wykazano tak˝e znamiennà statystycznie (p≤0,05) ni˝szà
o 41% i 23% ekspresj ,́ odpowiednio mRNA wariantów
mTLD i BMP-1/HIS w tkankach guzowych w drugiej fazie
cyklu miesi´cznego w porównaniu do tkanki prawid∏owej.
(Rycina 4). 

U kobiet w klimakterium, wykryto natomiast znamiennà
statystycznie, ni˝szà o 41% ekspresj´ mRNA dla mTLD
(p≤0,05) w tkance kontrolnej w porównaniu do tkanki guzo-
wej. (Rycina 5).

Ekspresja mRNA wariantów BMP-1 i BMP-1/HIS
w tkance kontrolnej ró˝ni∏a si´ bardzo wyraênie zale˝nie od
fazy cyklu menstruacyjnego. (Rycina 6A). 

Ekspresja mRNA wariantu BMP-1 by∏a ni˝sza o 25%
w drugiej fazie cyklu (p≤0,05) w porównaniu do pierwszej fa-
zy i o 25% wy˝sza (p≤0,05) u kobiet w klimakterium w porów-
naniu do kobiet, od których materia∏ do badania pobrano
w drugiej fazie cyklu. Dla mRNA wariantu mTLD nie zaob-
serwowano znamiennych statystycznie ró˝nic intensywnoÊci
odpowiadajàcych im prà˝ków zale˝nie od fazy cyklu. Ekspre-
sja mRNA wariantu BMP-1/HIS wzrasta∏a 3,5-krotnie w dru-
giej fazie cyklu menstruacyjnego i 4-krotnie w klimakterium
w sposób znamienny statystycznie (p≤0,05) w porównaniu do
pierwszej fazy cyklu.

Ekspresja mRNA wszystkich trzech wariantów w tkance
guzowej ró˝ni∏a si´ znaczàco w zale˝noÊci od fazy cyklu men-
struacyjnego. (Rycina 6B). Dla mRNA wariantu BMP-1 za-
obserwowano znamienne statystycznie (p≤0,05) ró˝nice w je-
go zawartoÊci pomi´dzy kobietami w drugiej fazie cyklu,
a znajdujàcymi si´ w okresie postmenopauzalnym. 

W porównaniu z drugà fazà cyklu zaobserwowano zna-
mienny statystycznie wzrost (p≤0,05) ekspresji mRNA wa-
riantu BMP-1 zale˝nie od fazy cyklu lub klimakterium. Eks-
presj´ mRNA wariantu mTLD cechowa∏ natomiast spadek
w fazie drugiej cyklu oraz w klimakterium w porównaniu z fa-
zà pierwszà o odpowiednio 41% i 43% (p≤0,05). Natomiast
ró˝nice w ekspresji mRNA wariantu BMP-1/HIS wykazywa-
∏y 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
Mi´Êniak g∏adkokomórkowy macicy jest najcz´stszym

wskazaniem do usuni´cia macicy [9]. Obecnie nie ma skutecz-
nej farmakoterapii tych guzów. W farmakoterapii najcz´Êciej
stosuje si´ analogi gonadoliberyny. Wyniki leczenia sà na ogó∏
niezadowalajàce. AgoniÊci GnRH poza regresjà guza, powo-
dujà demineralizacj´ koÊci, dlatego nie mo˝na ich stosowaç
d∏u˝ej ni˝ 6 miesi´cy. Po zaprzestaniu za˝ywania leku, guzy
powracajà do stanu przed rozpocz´ciem leczenia [10]. 
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Rycina 3. Porównanie mRNA wariantów C-endopeptydazy 
prokolagenu w tkance kontrolnej i guzowej w I fazie cyklu
miesi´cznego. 

Rycina 2. Zale˝noÊç mRNA wariantów C-endopeptydazy prokolagenu
od wyst´powania mi´Êniaków w postaci rodzinnej lub nie, u badanych
pacjentek.  

Rycina 4. Porównanie mRNA wariantów C-endopeptydazy 
prokolagenu w tkance kontrolnej i guzowej w II fazie cyklu
miesi´cznego.



W niniejszej pracy wykryto mRNA wariantu BMP-1/HIS
poza ∏o˝yskiem oraz wykazano, ˝e ekspresja mRNA warian-
tów alternatywnego sk∏adania produktów genu BMP1 jest
wra˝liwa na zmiany hormonalne w cyklu miesi´cznym kobie-
ty.

Powszechnie wiadomo, ˝e produkty alternatywnego sk∏a-
dania BMP1 odpowiadajà za aktywnoÊç C-proteazowà pro-
kolagenów in vivo, a usuni´cie C-propeptydu jest wymagane
do fibrylogenezy kolagenowej [11]. Dlatego bia∏ka BMP-
1/mTLD/BMP-1/HIS sà atrakcyjnym celem dla potencjalnych
leków w sytuacjach, gdy zahamowanie fibrylogenezy kolagenu
jest po˝àdane, tak jak w leiomyoma uteri.

W ka˝dym analizowanym mi´Êniaku macicy stwierdzono
wyst´powanie mRNA wszystkich trzech badanych wariantów
C-endopeptydazy prokolagenu. Takahara i wsp. [7] wykryli
mRNA dwóch wariantów, BMP-1 i mTLD, we wszystkich
dojrza∏ych tkankach ludzkiego organizmu, poza macicà któ-
rej wówczas nie badali, a mRNA wariantu BMP-1/HIS wy-
kryli tylko w ∏o˝ysku [7]. Rozbie˝noÊci, mi´dzy wynikami Ta-
kahary i wsp. oraz wynikami niniejszych badaƒ, t∏umaczymy
ró˝nicà metodycznà polegajàcà na tym, ˝e mRNA wariantów
BMP-1, Takahara i wsp. wykrywali metodà Northern Blot,
która jest mniej czu∏a ni˝ u˝yta w niniejszych badaniach me-
toda RT-PCR.

ObecnoÊç mRNA wariantów alternatywnego sk∏adania
produktu genu BMP1 w prawid∏owych tkankach b∏ony mi´-
Êniowej macicy oraz w guzach leiomyoma uteri mo˝e byç Êwia-
dectwem przemian macierzy pozakomórkowej analogicznych
do intensywnej przebudowy macierzy ∏o˝yska. W tkance gu-
zowej kobiet b´dàcych w pierwszej fazie cyklu menstruacyjne-
go stwierdzono czterokrotny wzrost st´˝enia mRNA wariantu
BMP-1/HIS w porównaniu do tkanki prawid∏owej, co mo˝e
wskazywaç na intensywne przekszta∏canie prokolagenu do ko-
lagenu [12]. Nie wiadomo jednak, jakà funkcj´ w zdrowym or-
ganizmie pe∏ni ten wariant. Mo˝e to byç rola regulujàca ak-
tywnoÊç pozosta∏ych wariantów i dlatego zachwianie równo-
wagi st´˝eƒ trzech wariantów BMP-1 mo˝e prowadziç do
b∏´dnej obróbki prokolagenu i innych ich substratów.

Brak ró˝nic mi´dzy tkankà kontrolnà i guzowà w trakcie
cyklu miesi´cznego dla wariantu BMP-1, mo˝e Êwiadczyç, ˝e
jego produkcja nie zale˝y od zachodzàcych w guzie zmian no-
wotworowych. Spadek nat´˝enia ekspresji mRNA wariantu
BMP-1 w tkance kontrolnej w II fazie cyklu miesi´cznego
w stosunku do I fazy, jest odwrotny ni˝ zmiany st´˝enia TGF-
β1, który jest uwa˝any za bezpoÊredni regulator syntezy
BMP-1 [13]. 

W okresie postmenopauzalnym synteza tego wariantu jest
zbli˝ona do jego ekspresji w I fazie cyklu [14]. W guzie zale˝-
noÊç st´˝enia mRNA BMP-1 od fazy cyklu jest podobna, cho-
cia˝ spadek jego ekspresji w II fazie nie jest znamienny staty-
stycznie w porównaniu do I fazy. Mo˝liwe, ˝e niezale˝nie od
zjawisk nowotworowych, mRNA BMP-1 podlega alternatyw-
nemu sk∏adaniu, gdy˝ jest potrzebny w tkance macicy do jej
bie˝àcego funkcjonowania. Pod wp∏ywem progesteronu w II
fazie cyklu alternatywne sk∏adanie mRNA wariantu BMP-1
jest mniejsze, pomimo wysokiego st´˝enia TGF-β1. Zmiany
w st´˝eniu mRNA tego wariantu mogà wi´c Êwiadczyç o jego
zale˝noÊci od st´˝enia estrogenów.
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Rycina 6A. Zmiany mRNA wariantów C-endopeptydazy prokolagenu 
w kolejnych fazach cyklu miesi´cznego w tkance kontrolnej. 

Rycina 5. Porównanie mRNA wariantów C-endopeptydazy 
prokolagenu w tkance kontrolnej i guzowej w menopauzie. 

Rycina 6B. Zmiany mRNA wariantów C-endopeptydazy prokolagenu 
w kolejnych fazach cyklu miesi´cznego w tkance guzowej (B). 



Nat´˝enie alternatywnego sk∏adania mRNA wariantu
BMP-1 w tkance kontrolnej kobiet bez rodzinnego wyst´po-
wania mi´Êniaków jest wy˝sze, ni˝ u kobiet z obcià˝onym
wywiadem oraz w tkance guzowej. Brak ró˝nic mi´dzy alter-
natywnym sk∏adaniem mRNA wariantu BMP-1 w tkance
kontrolnej i guzowej u kobiet z mi´Êniakami wyst´pujàcymi
w ich rodzinach wskazuje na bardziej z∏o˝onà regulacj´ alter-
natywnego sk∏adania pierwotnego transkryptu genu BMP-1.

Produkcja wariantów mRNA kodujàcych mTLD i BMP-
1/HIS jest silniej zró˝nicowana zale˝nie od tkanki i fazy cyklu
miesi´cznego. Profil ten dla mRNA mTLD w tkance prawi-
d∏owej mo˝e wskazywaç na to, ˝e synteza mTLD jest mniej
podatna na zmiany hormonalne,  jednak w tkance guzowej
pojawia si´ jej zale˝noÊç od st´˝enia estrogenów. Liczba recep-
torów estrogenowych na powierzchni komórek jest zwykle
wy˝sza w tkance guzowej [15]. Przy ni˝szym st´˝eniu estroge-
nów w II fazie i menopauzie obni˝a si´ równie˝ produkcja
mRNA wariantu mTLD. W warunkach fizjologicznych st´˝e-
nie estrogenu mo˝e nie mieç wp∏ywu na alternatywne sk∏ada-
nie mRNA dla mTLD, ale w warunkach patologicznych, gdy
nadmiar receptorów zwi´ksza iloÊç sygna∏ów indukowanych
przez ten hormon, mo˝e on powodowaç wzrost nat´˝enia
sk∏adania mRNA mTLD w I fazie cyklu oraz nadwra˝liwoÊç
sk∏adania na estrogeny. Gdy brak jest estrogenów, w II fazie
cyklu obni˝a si´ ekspresja mRNA wariantu mTLD, nawet po-
ni˝ej st´˝enia fizjologicznego, podobnie jak ma to miejsce
w menopauzie. 

Najbardziej zró˝nicowany profil sk∏adania ekspresji
mRNA charakteryzuje wariant BMP-1/HIS. Mo˝e to Êwiad-
czyç o najwi´kszej wra˝liwoÊci mechanizmu jego sk∏adania na
wahania hormonów w cyklu miesi´cznym oraz na zmiany eks-
presji czynników wzrostu, ich receptorów na powierzchni ko-
mórek guzowych lub innych czynników regulatorowych.
W warunkach fizjologicznych st´˝enie mRNA kodujàcego
wariant BMP-1/HIS wskazuje na  hamowanie, pod wp∏ywem
estrogenów, sk∏adania jego mRNA. W II fazie cyklu oraz
w menopauzie, gdy brak jest tego hormonu, ekspresja mRNA
kodujàcego BMP-1/HIS jest 3 do 4-krotnie wy˝sza ni˝ w I fa-
zie cyklu. Niestety obserwacja profilu sk∏adania w tkance gu-
zowej zdaje si´ temu przeczyç, gdy˝ w obecnoÊci wy˝szego st´-
˝enia estrogenów w I fazie cyklu (nadmiar receptorów estroge-
nowych) powstawanie tego wariantu nie tylko nie ulega silniej-
szemu zahamowaniu ale jego synteza jest 4-krotnie wi´ksza,
podobnie jak to obserwowano w menopauzie [15]. 

Ekspresja mRNA wariantu BMP-1/HIS w tkance guzowej
wskazuje na spadek jego st´˝enia w obecnoÊci progesteronu.
Mo˝na wi´c zaproponowaç wyt∏umaczenie, ˝e ekspresja
mRNA dla wariantu BMP-1/HIS jest regulowana w sposób
z∏o˝ony i prawdopodobnie bez bezpoÊredniego zwiàzku
z dzia∏aniem hormonów, a tylko przypadkowo koreluje ona
z cyklem hormonalnym. Innym wyt∏umaczeniem mo˝e byç to,
˝e ekspresja mRNA wariantu BMP-1/HIS mo˝e wiàzaç si´ ze
zmianà równowagi st´˝eƒ mRNA pozosta∏ych wariantów C-
endopeptydazy prokolagenu, lub jakiegoÊ innego nieznanego
czynnika regulatorowego. Nie mo˝na te˝ wykluczyç, ˝e wa-
riant ten steruje sk∏adaniem mRNA wariantów BMP-1
i mTLD przez, na przyk∏ad blokowanie sk∏adania ich mRNA
lub niedopuszczanie do jego translacji. 

Próby hamowania ekspresji TGF-β1 wykaza∏y, ˝e chocia˝
blokowanie aktywnoÊci tego czynnika zmniejsza cz´stoÊç po-
wstawania guzów oraz ogranicza ich wielkoÊç, to jednak pro-
wokuje rozwój guzów nowotworowych w tkance nab∏onkowej
[16]. BMP-1 mo˝e wi´c byç lepszym celem terapeutycznym,
gdy˝ dzia∏a swoiÊciej, bezpoÊrednio na tworzenie w∏ókien ko-
lagenu, a poÊrednio na aktywnoÊç TGF-β1. Lesiak i wsp. [17]
wykazali mo˝liwoÊç hamowania aktywnoÊci C-proteazowej
wariantu mTLD przy pomocy syntetycznego, 6-aminokwaso-
wego oligopeptydu o sekwencji, konserwatywnej ewolucyjnie
w chordynie, bia∏ku które jest naturalnym blokerem aktywno-
Êci czynników morfogenetycznych z nadrodziny TGF-β,
a mianowicie BMP-2 i BMP-4 [18, 19]. 

Udzia∏ wariantów sk∏adania pierwotnego transkryptu
genu BMP-1 w ró˝norodnych i pozornie niezwiàzanych z sobà
procesach fizjologicznych, wymaga jednak bardzo rozwa˝ne-
go zastosowania blokerów ich aktywnoÊci enzymatycznej, tak
aby nie doprowadziç do rozchwiania delikatnej równowagi
pomi´dzy dynamicznymi procesami biologicznymi, zachodzà-
cymi w macierzach pozakomórkowych wszystkich tkanek orga-
nizmu.

Wnioski
Regulacja alternatywnego sk∏adania mRNA C-endopep-

tydazy prokolagenu w guzach leiomyoma uteri i b∏onie mi´-
Êniowej macicy jest zale˝na od fazy cyklu miesi´cznego.
W drugiej fazie cyklu s∏abiej zaznaczona jest obecnoÊç BMP-
1 w tkance kontrolnej, w porównaniu do fazy pierwszej i kli-
makterium. Natomiast w guzie, u kobiet w okresie klimakte-
rium, nasila∏a si´ obecnoÊç tego wariantu. ObecnoÊç wariantu
mTLD w tkance guzowej u kobiet w drugiej fazie cyklu i w kli-
makterium by∏a mniej widoczna w porównaniu do kobiet
w pierwszej fazie cyklu. ObecnoÊç trzeciego, badanego w ni-
niejszej pracy, wariantu BMP-1/HIS by∏a najsilniej widoczna,
w tkance kontrolnej, w drugiej fazie cyklu i klimakterium,
natomiast w tkance guzowej jego obecnoÊç by∏a s∏abiej
widoczna w drugiej fazie cyklu.

Alternatywne sk∏adanie produktu genu BMP-1 mo˝e mieç
równie˝ zwiàzek z genetycznymi sk∏onnoÊciami do guzów
leiomyoma uteri.

Wzrost ekspresji poszczególnych wariantów alternatywne-
go sk∏adania genu BMP1 w guzach leiomyoma uteri w porów-
naniu do prawid∏owej tkanki wskazuje na ich zwiàzki
z rozrostem tkanki nowotworowej oraz funkcjà BMP-1/HIS
w regulacji ekspresji i/lub oddzia∏ywania pozosta∏ych warian-
tów alternatywnego sk∏adania mRNA C-endopeptydazy pro-
kolagenu.
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