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Streszczenie:

Cel pracy: Celem pracy byta ocena ekspresji czynnikow martwicy nowotwordw (TNF) . i B oraz ich receptora TNF
Rl oraz pomiar zawartosci TNF-o. w przebiegu wzrostu masy miesniakow.

Materiat i metody: Materiatem byty operacyjnie wytuszczane, mate (do 10g) i duze (powyzej 100g) miesniaki
trzonu macicy. Stosowano metody Western immunoblot oraz metode immunoenzymatyczng (ELISA).

Wyniki: Wykazano zmiany w ekspresji czynnikow martwicy nowotwordw o. i B i ich receptorow oraz réznice
w zawartosci TNF-o. w przebiegu wzrostu masy miesniakow.

Whioski: Przemianie myometrium w kierunku migsniaka i wzrostowi jego masy towarzyszy zmiana ekspresji oraz
zawartosci TNF i TNF RI.

Stowa kluczowe: czynniki martwicy nowotworow / migsniaki macicy / TNF / TNF RI /

Summary

Objectives: The aim of the study was to evaluate the expression of tumor necrosis factors -o. and B (TNF), their
receptor and content in human uterine leiomyomas at various stages of tumor growth.

Material and Methods: Studies were performed on human myometrium and uterine leiomyomas of various
weights (small: less than 10g and large: more than 100g). Presence of both growth factors and their receptor
was detected by Western Immunoblotting technique. The content of TNF-a. was evaluated by immunoenzymatic
method (ELISA).

Results: Changes in the expression of tumor necrosis factors and their receptor and difference in content of TNF-a.
during the tumor growth were found.

Conclusions: Myometrium conversion into leiomyoma and an increase in its mass is accompanied by changes in
the expression and contents TNF and TNF RiI.
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Wstep

Migsniaki naleza do tagodnych zmian rozrostowych maci-
cy. Za powstawanie mig$niakow odpowiadaja przede wszystkim
zmiany zawarto$ci hormonéw steroidowych jajnika, gldwnie
estrogenow. Wiadomo roéwniez, ze za procesy wzrostu i réznico-
wania odpowiadaja peptydowe czynniki wzrostowe [1, 2].

Rola peptydowych czynnikow wzrostowych w rozwoju
migé$niakéw wydaje si¢ tym wazniejsza, poniewaz moga one
modulowa¢ dzialanie estrogenéw. Z drugiej strony estrogeny
zwigkszaja syntez¢ czynnikow wzrostowych oraz ich receptorow.
W ten sposob w mig$niakach macicy moze dochodzi¢ do state;j,
samostymulujacej sig proliferacji i hiperplazji [1, 3].

Nasze wczesniejsze badania wykazaly przebudowg macierzy
pozakomoérkowej w przebiegu wzrostu migsniakow, przy udziale
peptydowych czynnikéw wzrostowych [4, 5, 6, 7].

Peptydowe czynniki wzrostowe moga wywiera¢ efekty
regulacyjne na komorke tylko wtedy, gdy zwiaza sig¢ ze
specyficznym dla siebie receptorem blonowym i przekaza
sygnat do wngtrza komorki [8, 9]. Wysoka zawarto$¢ niektorych
ich receptorow
w migéniakach sugeruje, iz w przebiegu wzrostu tych guzow
dochodzi do hiperstymulacji komorek.

Nasze wczesniejsze badania wykazaly, ze w przebiegu
wzrostu migsniakéw dochodzi do akumulacji peptydowych
czynnikow wzrostowych, takich jak IGF-1, EGF, PDGF, TGF-
czy FGF [10, 11]. Zawarto$¢ niektorych zwigksza si¢ wraz ze
wzrostem masy mig$niakow, co niewatpliwie sprzyja rozrostowi

peptydowych czynnikéw wzrostowych i

mig$niakoéw. Zasadniczy wplyw na ilos¢ peptydowego czynnika
wzrostowego w tkance odgrywa proces ekspresji kodujacego go
genu. Wzrost mRNA najczgsciej skutkuje wzrostem zawartosci
konkretnego biatka — czynnika wzrostowego.

Cel pracy

Czynniki martwicy nowotworow stanowia wazna grupg cy-
tokin, wykazujacych plejotropowe dziatanie. Hamuja prolifera-
cje¢ komorek nowotworowych oraz pobudzaja proces apoptozy,
a z drugiej strony sprzyjaja powstawaniu przerzutow. Ten ostatni
proces zwiazany jest z wptywem TNF na wzrost syntezy i akty-
wacji metaloproteinaz macierzy pozakomorkowe;j [12].

Biologicznie aktywny TNF wydzielany jest do przestrzeni
pozakomodrkowe;j i dziata poprzez specyficzne receptory blonowe.
Jeden z nich — TNF RI jest charakterystyczny dla wigkszo$ci
komoérek zawierajacych jadro i ma podobne powinowactwo
zaréwno do formy blonowej, jak i wydzielniczej TNF [13, 14, 15].
Interesujace zatem wydaje si¢ okreslenie roli TNF w przebiegu
wzrostu migsniakdw macicy.

Materiat i metody

1. Material tkankowy

Materialem do badan byly operacyjnie wyluszczane,
mate migsniaki trzonu macicy o masie nieprzekraczajacej 10g,
uzyskane od 15 kobiet (Srednia wieku 43,4+4,1) oraz duze
migéniaki — o masie powyzej 100g, pochodzace od 15 kobiet
($rednia wieku 46,4+3,6).

Migséniaki uzyskiwano po amputacji nadpochwowej
trzonu macicy lub po jej calkowitym usunigciu. Badano
migéniaki o jednakowym typie histologicznym — leiomyoma
1 0 jednakowych cechach morfologicznych: MI<S5, bez martwicy,
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o nieznamiennej atypii. Materialem kontrolnym byly fragmenty
niezmienionej mig$niakowato macicy (myometrium). Pochodzit
on od 12 kobiet ($rednia wieku 52,1+4,5), u ktérych usuwano
macicg z innych przyczyn niz nowotwory tagodne i zto$liwe.
Od wszystkich kobiet material pobierano w fazie proliferacyjnej
cyklu miesigcznego.

Na przeprowadzone badania uzyskano zgodg¢ Komisji
Bioetycznej UMB.

2. Ocena zawartosci peptydowych czynnikéw wzrostowych

Tkanki homogenizowano przy pomocy homogenizatora
nozowego (25 000 obrotdw/min, 45 sek., 4°C) i homogenizatora
ultradzwigkowego (20 kHz, 4 x 15 sek., 4°C) i ekstrahowano
w $rodowisku 0,05M buforu Tris\HCI, pH 7,6. Po odwirowaniu
(10000x g, 15 min., 4°C) w uzyskanych ekstraktach dokonywano
dalszych oznaczen.

Zawarto$¢ TNF-o w ekstraktach oceniano przy pomocy
metody immunoenzymatycznej (ELISA), stosujac gotowy
zestaw firmy R&D Systems, USA i procedury zalecane przez
producenta w zataczonych instrukcjach.

3. Ocena ekspresji TNF i jego receptorow

Ekspresje¢ badanych czynnikéw wzrostowych i receptora
TNF RI oceniano metoda Western immunoblot [16]. Stosowano
jako pierwsze: monoklonalne przeciwcialta w mianie 1:1000
przeciwko ludzkim TNF-o, TNF-B, oraz TNF RI. Jako drugie
stosowano przeciwciato (miano 1:7500) przeciwko koziej IgG,
sprzgzone z fosfataza alkaliczna.

4. Analiza statystyczna

Wyniki pomiaréw iloSciowych poddawano analizie
matematycznej. Obliczano wartosci $rednie oraz odchylenia
standardowe (SD). Analizy statystycznej dokonano przy pomocy
testu ,,t”-studenta, po uprzedniej weryfikacji wynikow badan
testem Shapiro-Wilka i Lillieforsa. Za znamienne statystycznie
przyjgto réznice pomigdzy $rednimi przy p«<0,05.

Wyniki badan wykonywanych technika Western immunoblot,
przedstawiono w postaci immunoblotow, reprezentatywnych dla
poszczegdlnych analiz.

Wyniki

Rycina 1 przedstawia zawarto§¢ TNF-a. Wynika z niej, ze
w najwigkszej ilosci czynnik ten wystgpuje w macicy kontrolnej,
a jego zawarto$¢ wynosi 0,20ng/g tkanki. Mig$niaki, niezaleznie
od wielko$ci zawieraja mniejsza ilo§¢ tego czynnika. Mig$niaki
duze odpowiednio — 0,16ng/g, migsniaki mate — 0,09ng/tkanki.

Rycina 2 przedstawia ekspresj¢ TNF-o w badanych tkankach.
Wykazano przy pomocy przeciwciat przeciwko TGF-a, iz bada-
ne ekstrakty tkankowe zawieraja endogenny czynnik wzrostowy.
Masa czasteczkowa wolnego TGF-a wynosi okoto 17kDa. Elek-
troforeza i Western immunoblot wykazuja pasmo odpowiadajace
takiej masie czasteczkowej. Analiza wynikow pozwala sadzic,
ze ekspresja tego czynnika jest najbardziej widoczna w migs-
niu macicy, nieco mniej w migsniakach duzych, a najmniejsza
w mig$niakach matych. Spostrzezenia te sa zgodne z pomiarami
ilosciowymi metoda ELISA przedstawionymi na ryc. 1.

Rycina 3 wskazuje na ekspresj¢ czynnika martwicy
nowotwordéw f. Wykazano, przy pomocy przeciwciat przeciwko
TNF-B, iz badane ekstrakty tkankowe zawieraja endogenny
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TNF. Masa czasteczkowa wolnego czynnika wynosi okoto
18kDa. Elektroforeza i Western immunoblot wykazuja obecnosc
pasma odpowiadajacego takiej masie czasteczkowej. Na Western
immunoblot widoczne jest jedno intensywne pasmo, reagujace
z przeciwcialem przeciw TNF-B. Jest ono widoczne w ekstrakcie
zmig$nia macicy (Sciezka 1), w ekstraktach z migsniakéw matych
(Sciezka 2), a najbardziej intensywne w przypadku ekstraktow
z mig$niakow duzych (Sciezka 3).

Rycina 4 wykazuje obecno$¢ TNF-RI w badanych tkankach.
Wykazano przy pomocy przeciwciat przeciwko temu recepto-
rowi, iz badane ekstrakty tkankowe zawieraja TNF-RI. Masa
czasteczkowa tego receptora wynosi okoto 55kDa. Elektrofore-
za i Western immunoblot wykazuja obecnos¢ pasma odpowia-
dajacego takiej masie czasteczkowej. Szczegdlnie intensywne
jest pasmo widoczne w ekstrakcie z migsnia macicy ($ciezka 1),
nieco mniej intensywne w materiale pochodzacym z mig$niakow
malych (Sciezka 2) i mig§niakoéw duzych (Sciezka 3).

Dyskusja

W wielu procesach, a szczeg6lnie rozrostowych dochodzi do
zmiany morfologii i funkcji komorek, jak rowniez do przebudowy
otaczajacej je macierzy pozakomorkowej. Nasze wcze$niejsze
badania wykazaly, iz sklad macierzy pozakomorkowe;j
migénia macicy 1 mig$niakéw tego narzadu rézni si¢ znaczaco.
Wspomniane guzy zawieraja wigcej kolagenu, zmieniaja
si¢ relacje ilosciowe pomigdzy kolagenami réznych typow.
Wzrasta zawarto$¢ siarczanowanych glikozoaminoglikanow,
a w szczegolnosci siarczanu heparanu [4].

Peptydowy czynnik wzrostowy moze wywrze¢ efekt
regulacyjny na komoérke tylko wtedy, gdy zwiaze sig ze
specyficznym dla siebie receptorem blonowym i przekaze
sygnat do wnetrza komorki [17, 18]. Stan taki jest mozliwy po
uwolnieniu czynnika z kompleksow ze sktadnikami macierzy.
Wykazalismy, iz w badanych tkankach zarowno TNF-a, jak
i TNF-B wystepuja w postaci wolnej, zdolnej do aktywacji
receptora. Czynniki te dzialaja poprzez dwa typy receptorow:
TNF-RI o masie czasteczkowej 55kDa oraz TNF RII o masie
czasteczkowej 75kDa. R6znia sig one stopniem glikozylacji oraz
powinowactwem do TNF, przez co moga przekazywac komorce
odmienne sygnaty. Receptory tych czynnikow sa obecne prawie
we wszystkich jadrzastych komorkach ssakow [14].

W niniejszej pracy wykazali$my, iz badane tkanki zawieraja
TNF-RI. Elektroforeza i Western immunoblot wykazuja obecnosc
pasma odpowiadajacego masie czasteczkowej tego receptora.
Interesujacym wydaje sig fakt, iz intensywne pasmo widoczne jest
w ekstrakcie z migénia macicy i migsniakow duzych. Wyniki te
koreluja z zawarto$cia i ekspresja TNF-a, ktory to dziata glownie
przez ten typ receptora i taczac si¢ z nim rozpoczyna kaskade
reakcji, ktorych efektem jest dziatanie biologiczne. Receptor
TNF RI zwany rowniez receptorem pS5 jest odpowiedzialny
za cytotoksyczno$¢ czynnikdw martwicy nowotworéw wobec
komorek nowotworowych.

Natomiast TNF RII (p75) jest odpowiedzialny za efekty
ostrej fazy. TNF-a jest czynnikiem wykazujacym wiele
przeciwstawnych efektow biologicznych. Wykazuje wlasciwosci
przeciwnowotworowe poprzez bezposrednie dziatanie nakomorki
rakowe, hamowanie angiogenezy oraz pobudzanie odpowiedzi
immunologicznej przeciw nowotworowi. Z drugiej strony moze
indukowac apoptoz¢ komodrek nowotworowych lub hamowaé
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Rycina 1. Zawarto$¢ TNF-a w badanych ekstraktach* - p <0,05.

Rycina 2. Western immunoblot wskazujacy na ekspresje TNF-o

w myometrium ($ciezka 1), w migéniakach matych ($ciezka 2)

i w mie$niakach duzych (Sciezka 3).

Elektroforezie poddano 20pg biatka zawartego w ekstraktach.

Po lewej stronie zaznaczono pozycje standardu mas czgsteczkowych.

18kDa — (N BN

Rycina 3. Western immunoblot wskazujacy na ekspresje TNF-f3

w myometrium (Sciezka 1), w migéniakach matych (Sciezka 2)

i w mieéniakach duzych (Sciezka 3).

Elektroforezie poddano 20pg biatka zawartego w ekstraktach.

Po lewej stronie zaznaczono pozycje standardu mas czgsteczkowych.

55kDa — (N S S

1 2 3

Rycina 4. Western immunoblot wskazujacy na ekspresje TNF-RI

w myometrium ($ciezka 1), w migéniakach matych (Sciezka 2)

i w mieéniakach duzych (Sciezka 3).

Elektroforezie poddano 20pg biatka zawartego w ekstraktach.

Po lewej stronie zaznaczono pozycje standardu mas czgsteczkowych.
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proliferacj¢ komérek nowotworowo zmienionych. W dziataniu
przeciwnowotworowym TNF wspoétdziala z interferonem alfa,
czy tez interleukinami -1 i -2 [13, 14, 15].

Poniewaz receptory dla tego czynnika sa obecne w wielu
komorkach, cytokina ta jest waznym regulatorem ekspresji wielu
gendw, np. z grupy transkrypcyjnych czynnikow jadrowych.
Konsekwencja wspoldziatania czynnikdw i ich receptorow jest
amplifikacja szlakow sygnalowych w komorkach, indukujaca
ekspresje genow wielu biatek odpowiedzialnych za proliferacjg
komoérek czy tez zmiany ich metabolizmu [19]. Ras-zalezne
MAP-kinazy: ERK, i ERK, sa wspolna droga przekaznictwa
sygnalow badanych przez nas czynnikow. Ekspresja tych biatek
sygnalowych wyraznie zwigksza si¢ w mig$niakach duzych,
co wykazaliSmy w naszych wczesniejszych pracach [I11].
W niniejszej pracy stwierdziliémy wzrost ekspresji receptora
TNF-RI w myometrium i w mig$niakach duzych.

Podsumowujac peptydowe czynniki wzrostowe odgrywaja
wazna rolg zaré6wno w transformacji nowotworowej, jak
réwniez w biologii komorek nowotworowych. Pewne onkogeny
kodujq biatka $cisle spokrewnione lub identyczne z niektorymi
czynnikami wzrostowymi. W komorce nowotworowej ulegaja
one nadekspresji lub amplifikacji, co w efekcie koncowym
zdecydowanie zwigksza ilo$¢ czynnikdw wzrostowych. Poniewaz
komorki receptory
dla wielu czynnikow wzrostowych, ulegaja wielostronnemu,
autokrynnemu lub parakrynnemu pobudzeniu [20, 21].

Konsekwencja  dziatania  peptydowych  czynnikow
wzrostowych jest hiperplazja i hipertrofia tych komoérek. Pozwala
to sadzi¢, iz w tej sytuacji istnieja warunki do szybkiego wzrostu

nowotworowe posiadaja jednocze$nie

wspomnianych guzow.

Reasumujac mozna zatozy¢, iz pierwotna przyczyna rozwoju
mig$niakoéw jest hiperstymulacja komorek myometrium przez
estrogeny [22, 23, 24].

Przypuszczamy, ze hiperplazja zwigksza liczbg komorek
syntetyzujacych sktadniki macierzy i1 czynniki wzrostowe.
Zwigkszona zawarto$¢ proteoglikanow heparanosiarczanowych
sprzyja wiazaniu peptydowych czynnikow wzrostowych
w macierzy pozakomodrkowej, a wzmozona aktywno$é
metaloproteinaz, trawiacych rdzenie biatkowe proteoglikanow,
ultatwia ich uwalnianie [12, 25, 26]. Powstaje cykl wzajemnie
pobudzajacych si¢ reakcji, ktorego efektem jest postgpujacy
wzrost guza i przebudowa jego macierzy pozakomoérkowe;.

Whnioski

Czynniki martwicy nowotwordw iich receptory obok innych
czasteczek regulacyjnych, odpowiadajg za wzrost migsniakow.
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