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Streszczenie
Cel pracy: Celem pracy jest ocena ekspresji gendw czynnika wzrostowego fibroblastow kwasnego (aFGF) oraz
zasadowego (bFGF), ocena ich zawartosci oraz aktywnosci kolagenolitycznej w przebiegu wzrostu masy
migsniakéw.
Materiat i metody: Materiatem byty operacyjnie wytuszczane, mate (do 10g) i duze (powyzej 100g) migsniaki
trzonu macicy. Stosowano metody RT-PCR, zymografie oraz metode immunoenzymatyczna (ELISA).
Wyniki: Wykazano wzrost ekspresji genu aFGF, nasilenie aktywnosci kolagenolitycznej oraz wzrost zawartosci FGF
w przebiegu wzrostu masy miesniakow.
Whioski: Przemianie myometrium w kierunku migsniaka i wzrostowi jego masy towarzyszy nasilenie ekspresji genu
aFGF. Wzrost aktywnosci kolagenolitycznej sprzyja uwalnianiu obu izoform FGF z komplekséw ze skfadnikami
macierzy pozakomorkowey.

Stowa kluczowe: czynnik wzrostu fibroblastow / migsniak macicy /

Summary
Objectives: The aim of the study was the evaluation of acidic and basic FGF expression, as well as collagenolitic
activity in human uterine leiomyomas at various stages of tumour growth.
Material and Methods: Studies were performed on human myometrium and uterine leiomyomas of various
weights (small: i.e. less than 10 g, and large: i.e. more than 100 g). The RT-PCR method was used to determine the
acidic and basic FGF mRNA levels. The content of both FGF was evaluated by immunoenzymatic method (ELISA).
The collagenolitic activity was detected by zymography.
Results: A distinct increase in the expression of aFGF, the amounts of both FGFs, and collagenolitic activity was
observed during the tumour growth.
Conclusions: Myometrium conversion into leiomyoma and an increase in its mass is accompanied by a significant
increase in aFGF gene expression. The collagenolitic activity elevation favours a release of both FGF isoform from
complexes with extracellular matrix components.
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Wstep

Do najlepiej poznanych czynnikéw wzrostowych fibrobla-
stow naleza: kwasny FGF (aFGF) oraz zasadowy FGF
(bFGF) [, 2]. Czynniki te wykazuja wielokierunkowa aktyw-
no$¢ biologiczna. Odgrywaja kluczowa role w przebudowie
tkanek, pobudzaja podzialy i chemotaksj¢ komodrek oraz ich
réznicowanie.

Jednoczesnie czynniki wzrostowe wplywaja na ekspresje
wielu gendw zaréwno enzymow zwigzanych z procesami syn-
tezy, jak i1 degradacji skfadnikow macierzy pozakomodrkowe;.
W ten sposob czynniki wzrostowe mogg kontrolowa¢ metabo-
lizm macierzy, a tym samym zawarto$¢ jej sktadnikow [3, 4].

Macierz pozakomodrkowa jest rezerwuarem FGF, reguluje
jego biodostepnos¢. Czynnik ten pozostaje w kompleksach
z proteoglikanami, zawierajacymi siarczany heparanu. Uwol-
nienie czynnika wzrostowego z kompleksow umozliwia pota-
czenie ze swoistym receptorem i przekazanie sygnalu do wne-
trza komorki, co skutkuje wzrostem ekspresji réznych genow,
konsekwencja czego moze by¢ zmiana metabolizmu. Degra-
dacja macierzy przy udziale licznych metaloproteinaz powo-
duje uwalnianie czynnikdw wzrostowych ze wspomnianych
komplekséw [, 6, 7].

Nasze wczesniejsze badania wykazaly, ze w przebiegu
wzrostu migsniakéw dochodzi do akumulacji peptydowych
czynnikéw wzrostowych, takich jak IGF-I, EGF, PDGEF,
TGF-B czy FGF [8, 9, 10, 11].

Zawartos¢ niektdrych zwigksza si¢ wraz ze wzrostem ma-
sy mie$niakow, co niewatpliwie sprzyja rozrostowi migsnia-
kow. Zasadniczy wplyw na ilo$¢ peptydowego czynnika wzro-
stowego w tkance odgrywa proces ekspresji kodujacego go ge-
nu. Wzrost mRNA najczgsciej skutkuje wzrostem zawartosci
konkretnego biatka — czynnika wzrostowego.

Cel pracy

Macierz pozakomdrkowa jest rezerwuarem peptydowych
czynnikdéw wzrostowych, ktore dopiero po uwolnieniu przeja-
wiaja swoja aktywnos¢ biologiczna.

Zatem zasadnym i interesujacym wydaje si¢ by¢ ocena eks-
presji gendw aFGF 1 bFGF oraz ocena aktywnosci kolageno-
litycznej w przebiegu wzrostu mig$niakow macicy.

Materiat i metody

1. Material tkankowy

Materiatem do badan byly operacyjnie usuwane migsniaki
macicy: mate — o masie do 10g (n-12) oraz migs$niaki duze,
ktorych masa przekraczata 100g (n-12).

Materiat uzyskiwano po amputacji nadpochwowej trzonu
macicy lub po catkowitym jej usunigciu. Migsniaki byly pod-
dane ocenie histologicznej, do badan kwalifikowano mig$nia-
ki gtadkokomdrkowe (leiomyomata), ktére cechowaly si¢ in-
deksem mitotycznym ponizej 5, brakiem martwicy i niezna-
mienng atypia.

Materialem kontrolnym byly fragmenty niezmienionej
migsniakowato macicy, usuwanej z innych przyczyn klinicz-
nych (n-10). Badany materiat pochodzit od pacjentek opero-
wanych z réznych wskazan medycznych w Klinice Ginekologii
UMB. Od wszystkich kobiet materiat pobierano w fazie proli-
feracyjnej cyklu miesigcznego.
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Na przeprowadzone badania uzyskano zgod¢ Komisji
Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

2. Ocena zawartosci aFGF i bFGF

Zawartos¢ badanych czynnikéw wzrostowych oceniano
przy pomocy metody immunoenzymatycznej (ELISA), stosu-
jac gotowe zestawy firmy R&D Systems, USA oraz procedu-
ry zalecane przez producenta w zataczonych instrukcjach.

3. Ocena aktywnosci kolagenolitcznej

Aktywnos¢ kolagenolityczna oceniano metoda zymografii
[12]. Ekstrakty tkankowe poddawano elektroforezie na 10%
zelu poliakryloamidowym, zawierajacym zelatyng w stgzeniu
1,5mg na ml zelu. Elektroforez¢ prowadzono przy stalym na-
pieciu pradu 150V [13]. Po jej zakonczeniu usuwano SDS po-
przez inkubacje¢ zelu w 2% roztworze Triton X-100, w tempe-
raturze 37°C, przez 30min., a nastepnie w 0,05M buforze Tris-
HCI, o pH 8.0 zawierajacym 0,005M CaCl>. Zele barwiono
1% roztworem Coomassie Brilliant Blue R-250.

4. Ocena ekspresji genu

Oceng ekspresji gendw aFGF, bFGF oraz 3-aktyny - jako
kontroli ekspresji biatek, przeprowadzono metoda RT-PCR.
RNA izolowano przy pomocy odczynnika Trizol TRI Re-
agent wedtug instrukcji dostarczonej przez producenta. Prob-
ki 3pg RNA uzyto do reakcji odwrotnej transkrypcji przy po-
mocy RevertAid™ First Stand cDNA Synthesis Kit i starte-
row oligo(dT)is. Probki cDNA o objetosci 10pl poddano re-
akcji PCR w aparacie Master Cycler Gradient (Eppendorf)
z zastosowaniem specyficznych starterow (aFGF 5°-CA-
AACTCCTCTACTGTA-GCAACGGG-3 sens, 5’-
TTGCTTTCTGGCCATAGTGAGTCCG-3’ antysens;
bFGF (R&D Systems Inc.), B-aktyny (R&D Systems Inc.)
wedtug instrukcji producenta starteréw. Wyniki PCR analizo-
wano na 2% zelu agarozowym, z dodatkiem bromku etydyny
[14].

Wyniki

Tabela I przedstawia zawarto$¢ badanych czynnikow
wzrostowych. Jak wynika z tabeli w badanych tkankach zde-
cydowanie przewaza bFGE. Wystgpuje on w ilosciach nano-
gramowych w przeliczeniu na gram tkanki. Drugi z czynni-
kéw — aFGF wystepuje w ilosciach pikogramowych. W oby-
dwu przypadkach ich zawartos¢ zwigksza si¢ wraz ze wzro-
stem masy mig¢$niakow.

Tabela I. Zawartos¢ peptydowych czynnikéw wzrostowych
w myometrium i w miesniakach macicy.

Cayrail Migdniak mety | Migdnlak duky
weToatowy Myowrotrium Small Large
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Zymogram przedstawiony na rycinie 1 wskazuje na wzrost
aktywnosci kolagenolitycznej w przebiegu wzrostu migsnia-
kéw. W ekstrakcie z myometrium (Sciezka 1) wystgpuje poje-
dyncze pasmo, o masie czasteczkowej okoto 70kDa, odpowia-
dajace latentnej formie zelatynazy A. Podobne, chociaz mniej
intensywne pasmo, widoczne jest na zymogramie ekstraktu
z mig$niakdw matych. Rownoczesnie jednak pojawia si¢ dru-
gie pasmo, o nieco nizszej masie czasteczkowej, odpowiadaja-
ce aktywnej formie tego enzymu (Sciezka 2). Podobny obraz
zaobserwowano w przypadku ekstraktu z migsniakow duzych
(Sciezka 3). Intensywnos¢ pasm odpowiadajacych zarowno la-
tentnej, jak 1 aktywnej formie zelatynazy jest zdecydowanie
wigksza.

116 kDa =
97 kDa —=

66 kDa —»

1 2 3

Rycina 1. Aktywnos$¢ kolagenolityczna w myometrium (Sciezka 1),

w miesniakach matych (Sciezka 2) i w migsniakach duzych (ciezka 3).
Elektroforezie poddano 20ug biatka zawartego w ekstraktach.

Po lewej stronie zaznaczono pozycje standardéw mas czasteczkowych.

arGF vi—»
aFGF v2 —»

B-actin —»

1 2 3

Rycina 2. Ekspresja genu aFGF, ponizej zaznaczono ekspresje B-aktyny
1. Myometrium, 2. Miesniaki mate, 3. Mie$niaki duze.
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Rycina 2 przedstawia ekspresj¢ genu aFGF w badanych
tkankach. Obserwuje si¢ wzrost ekspresji genu aFGF w mig-
sniakach matych i duzych, w poréwnaniu z tkankg kontrolna.
Widoczne sq dodatkowe pasma, co wynika z alternatywnego
sktadania mRNA [15]. W celu weryfikacji ilo$ci naniesionego
RNA przedstawiono ekspresje B-aktyny.

bFGF —»

B-actin —»

1 2 3

Rycina 3. Ekspresja genu bFGF, ponizej zaznaczono ekspresje B-aktyny
1. Myometrium, 2. Migsniaki mate, 3. Miesniaki duze.

Rycina 3 przedstawia ekspresje genu bFGF. Zaréwno
w mig$niakach matych, jak i duzych gen ten podlega ekspres;ji.
Jednak nie obserwuje si¢ wzrostu mRNA w poréwnaniu do
macicy kontrolnej. Jako material poréwnawczy przedstawiono
ekspresje - aktyny.

Dyskusja

W procesach rozrostowych dochodzi nie tylko do zmiany
morfologii i funkcji komorek, ale rowniez do przebudowy ota-
czajacej je macierzy pozakomorkowej. Migdzy komorkami
a macierzg istnieje $cisty kontakt fizyczny i funkcjonalny. Ma-
cierz jest wytworem komorek, a ich funkcjonowanie jest uza-
leznione od sktadnikow macierzy. Zmiany w zawartosci sktad-
nikdw macierzy pozakomorkowej moga by¢ spowodowane
wzmozona czy spowolniong ich synteza lub degradacja. Pro-
cesy te podlegaja regulacji przez peptydowe czynniki wzrosto-
we [16, 17, 18].

Nasze wczesniejsze badania [6] wykazaly, iz w przebiegu
wzrostu migsniakow dochodzi do przebudowy macierzy poza-
komorkowej. Wykazano, iz mig$niaki roznig si¢ znaczaco od
migs$nia macicy zawartoscig 1 relacjami ilosciowymi gtownych
sktadnikow macierzy pozakomorkowej: kolagenu, elastyny
i glikozoaminoglikandw. Migs$niaki zarowno mate, jak i duze
zawieraja wigeej kolagenu w pordwnaniu z mig$niem macicy,
jednak ilos¢ tego biatka maleje wraz ze wzrostem masy mig-
sniakow. W migsniakach, zwtaszcza duzych, stwierdzilismy
znaczacy wzrost zawartosci glikozoaminoglikandw, a w szcze-
gblnosci siarczanu heparanu. Tak wysoka jego zawarto$c
w mig$niakach macicy sprzyja wigzaniu niektorych peptydo-
wych czynnikow wzrostowych [5, 6, 7, 19].

Zwraca uwagg fakt, iz zarowno aFGF, jak i bFGF wyste-
puja przede wszystkim pod postacia wielkoczasteczkowych
kompleksow, co wykazalismy we wezesniejszej publikacji [9].
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W trakcie elektroforezy na zelu poliakryloamidowym z re-
guly pozostajq one na szczycie lub w niewielkim stopniu pene-
truja w jego glab. Jednak w przypadku bFGF, wykazaliSmy
rowniez obecno$¢ pasm, o ruchliwosci elektroforetycznej, od-
powiadajacej wolnemu czynnikowi wzrostowemu [9]. Zaob-
serwowane zmiany sklonity do oceny ilosciowej badanych
czynnikéw. Wykazalismy, ze zdecydowanie dominuje bFGF,
natomiast aFGF wystepuje w ilosciach wielokrotnie mniej-
szych. Na uwage zastuguje jednak fakt, iz zawartos¢ obydwu
izoform kilkukrotnie zwigksza si¢ w przebiegu wzrostu masy
migsniakéw. Dlatego tez mozna zatozy¢, iz czynniki te moga
odgrywac¢ kluczowa rolg w przebudowie macierzy pozako-
morkowej w przebiegu wzrostu masy migsniakdw [9, 20].

Peptydowy czynnik wzrostowy moze wywrze¢ efekt regu-
lacyjny na komorke tylko wtedy, gdy zwiaze si¢ ze specyficz-
nym dla siebie receptorem blonowym i przekaze sygnat do
wnetrza komorki [21, 22]. Stan taki jest mozliwy po uwolnie-
niu czynnika z komplekséw ze sktadnikami macierzy. W ba-
danych tkankach tylko izoforma bFGF wystepuje w postaci
wolnej, zdolnej do aktywacji receptora [9]. W warunkach fi-
zjologicznych z reguly funkcjonuje réwnowaga pomiedzy ilo-
$cig czynnikow wolnych 1 zwigzanych ze skfadnikami macie-
rzy [4, 19].

Wykazany przez nas wzrost aktywnosci kolagenolitycznej
w przebiegu wzrostu masy migsniakow, zapewne sprzyja uwal-
nianiu czynnikdw wzrostowych z potaczen ze sktadnikami
macierzy. Metaloproteinazy, oprocz degradacji kolagenu,
uczestnicza w trawieniu innych skfadnikéw, kompleksujacych
peptydowe czynniki wzrostowe. Proteoliza sktadnikéw macie-
rzy pozakomorkowej uwalnia zwigzane z nimi peptydowe
czynniki wzrostowe, a te wchodza w reakcje z ich specyficzny-
mi receptorami. Mozliwa jest rdwniez aktywacja receptorow
peptydowych czynnikéw wzrostowych przez metaloproteina-
zy [23]. Metoda zymografii [12] pozwala na oceng¢ obecnosci
zaréwno aktywnych metaloproteinaz, jak i nieaktywnych ich
proenzymdw. Roéznia si¢ one masg czasteczkowa o okoto
10kDa [24].

Wynik zymografii wskazuje, ze myometrium zawiera jeden
z enzymow kolagenolitycznych - zelatynazg A, gtownie w po-
staci nieaktywnego proenzymu. Na zymogramach migsnia-
kéw matych widoczne sg obie formy zelatynazy A, z przewaga
formy nieaktywnej. Migsniaki duze zawieraja réwniez obie
formy tego enzymu, z wyrazna dominacja postaci aktywne;.
Przedstawione wyniki wskazuja, ze najwigkszg aktywnos¢ ko-
lagenolityczna wykazuja migsniaki duze. By¢ moze zmiany
wtdrne, wystepujace w duzych migsniakach, prowadza do po-
wstania wigkszej ilosci zdenaturowanego kolagenu, ktory jest
podstawowym substratem dla zelatynazy A. Moze to wyja-
snia¢ ubytek kolagenu obserwowany w migsniakach duzych
[6]. Ponadto nasze wczesniejsze badania wykazaly, iz w prze-
biegu wzrostu masy mig$niakdéw wzrasta aktywnos$¢ wielu rdz-
nych metaloproteinaz i glikozydaz [25, 26] co sprzyja uwalnia-
niu peptydowych czynnikéw wzrostowych i innych cytokin,
ufatwia ich wigzanie przez receptory bfonowe, co skutkuje na-
sileniem réznych efektéw biologicznych.

Peptydowe czynniki wzrostowe odgrywaja wazna rolg
w biologii komoérek nowotworowych. Niektore onkogeny ko-
duja biatka $cisle spokrewnione lub identyczne z czynnikami
wzrostowymi. W komorce nowotworowej ulegaja one z reguty
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nadekspresji lub amplifikacji, co w efekcie koncowym zdecy-
dowanie prowadzi do wzrostu ilosci czynnikdw wzrostowych.
Nadekspresja oznacza zwigkszone wytwarzanie mRNA 1 wy-
nikajace stad zwigkszenie ilosci biatka, w tym przypadku
czynnika wzrostowego. Amplifikacja oznacza z kolei zwielo-
krotnienie liczby kopii genu, co w efekcie koncowym daje row-
niez wigksza ilo$¢ wytwarzanego biatka. Poniewaz komorki
nowotworowe posiadaja jednoczesnie receptory dla wielu
czynnikdw wzrostowych, ulegaja wielostronnemu, autokryn-
nemu lub parakrynnemu pobudzeniu [27, 28].

Wielu autorow wskazuje na podwyzszong ekspresj¢ genow
licznych cytokin w migsniakach [29, 30]. W naszych bada-
niach wykazaliSmy wzrost ekspresji genu aFGF w przebiegu
wzrostu mig$niakow w poréwnaniu do tkanki kontrolnej. Wy-
kazalismy obecnos¢ dodatkowych pasm mRNA, pojawiaja-
cych si¢ wskutek alternatywnego sktadania tego kwasu. Wy-
stgpuja one gtownie w migsniakach, co koreluje ze wzrostem
ilosci tego czynnika w przebiegu wzrostu masy migsniakow.
Ekspresja genu bFGF jest podobna w migsniakach, w porow-
naniu do tkanki kontrolnej. By¢ moze wzrost ilosci tego czyn-
nika w mig$niakach moze by¢ efektem jego wczesniejszej aku-
mulacji. Nie wykluczamy, ze powstaly w trakcie transkrypcji
mRNA charakteryzuje dtuzszy czas ,,przezycia”, czego efek-
tem moze by¢ wzrost bFGF w miar¢ wzrostu migs$niakow.

Whnioski

1. Wzrost aktywnosci kolagenolitycznej sprzyja uwalnianiu
obu izoform FGF z kompleksow ze sktadnikami macierzy
pozakomodrkowe;j.

2. Przemianie myometrium w kierunku mie$niaka i wzrostowi
jego masy towarzyszy nasilenie ekspresji genu aFGF.
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