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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Midkina to wielofunkcyjny peptyd, ktéry wraz z plejotrofing stanowi strukturalnie odrebna rodzi-
n¢ czynnikow wzrostu i réznicowania wiazacych heparyng. W pracy przedstawiono budowe mid-
kiny wraz z sekwencja aminokwasowa i funkcja poszczegdlnych domen oraz réznicami struktural-
nymi migdzy fizjologicznymi i odkrytymi w nowotworach postaciami tego peptydu. Oméwiono
umiejscowienie genu midkiny wraz z jej tkankowa ekspresja w zyciu ptodowym i u organizméw
dojrzatych. Szczegétowo przedyskutowano dostgpne do tej pory informacje dotyczace recepto-
réow midkiny, ktérymi wydaja si¢ gtéwnie proteoglikany zawierajace siarczan heparanu i siarczan
chondroityny, mogace wchodzi¢ w sktad wielkoczasteczkowych komplekséw receptorowych wia-
zacych midking. R6znorodnosé receptoréw midkiny prawdopodobnie odpowiada za zr6znicowa-
nie aktywnosci biologicznej peptydu. Praca przedstawia aktualne poglady na temat biologicznej
aktywnos$ci midkiny zaréwno na poziomie komérkowym (wtasnosci mitogenne, udzial w apop-
tozie, procesach réznicowania, migracji i adhezji komorek, ich zmianach morfologicznych oraz
w stymulacji syntezy chemokin), jak i tkankowym (udzial w organogenezie, regeneracji i ochro-
nie tkanek oraz formowaniu i degradacji macierzy zewnatrzkomdérkowe;j).

midkina * czynnik wzrostu ¢ organogeneza * angiogeneza ° roznicowanie * kwas retinowy °
neurokina  cytokina
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Summary

Midkine is a multifunctional peptide which, together with pleiotrophin, forms a structurally distin-
ct family of heparin-binding growth factors. The paper presents the structure of midkine together
with its amino-acid sequence and the functions of its domains as well as structural differences
between the physiological forms of this peptide and those found in tumors. The localization of
the midkine gene and its tissue expression both in embryonic life and in mature organisms is de-
scribed. The available information on midkine receptors is discussed in detail. Most often they
seem to be proteoglycans containing heparan sulfate and chondroitin sulfate, which can also be
a part of the multimolecular receptor complexes binding midkine. The variety of midkine recep-
tors is probably responsible for the diverse biological activity of this peptide. The paper presents
up-to-date views on the biological activity of midkine both at the cellular (mitogenic properties,
participation in apoptosis, and cellular migration, adhesion, morphological differentiation, and
chemokine synthesis stimulation) and tissue levels (participation in organogenesis, tissue rege-
neration and protection and in the formation and degradation of extracellular matrix).

midkine ¢ growth factor * organogenesis * angiogenesis ° differentiation ° retinoic acid °
neurokine ¢ cytokine
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Wstep

Midkina zastata odkryta w 1988 roku przez zesp6t prof.
Takashi Muramatsu, jako produkt genu kontrolowanego
przez kwas retinowy, podlegajacy przejsciowej ekspresji
podczas embriogenezy myszy [25,95] oraz we wczesnym
okresie réznicowania komérek EC (embryonal carcinoma)
[27]. Nazwa midkiny (z ang. midkine) jest skrétem utwo-
rzonym od opisu wyst¢gpowania tego czynnika: “mid-ge-
station embryo and kidney” [25,99]. Midkina wraz z plejo-
trofing, inna cytoking podlegajaca ekspresji pod wptywem
kwasu retinowego w czasie embriogenezy [41], stanowia
strukturalnie odr¢bna rodzing czynnikéw wzrostu i rézni-
cowania wiazacych heparyne [56,96]. Midkina jest pep-
tydem wielofunkcyjnym, ktéry, podobnie jak i inne cyto-
kiny, charakteryzuje plejotropia i redundancja. Dokladne
mechanizmy dziatania midkiny na poziomie komérkowym
nie sa znane i stanowia przedmiot prowadzonych na §wie-
cie badan. Wydaje si¢ jednak, ze ich réznorodnos¢ odpo-
wiada za zr6znicowanie aktywnos$ci biologicznych mid-
kiny [26,59].

Bupowa

Midkina jest peptydem sekrecyjnym o masie okoto 14 kDa
[95,96], zbudowanym ze 121 aminokwaséw tworzacych
domeneg C- i N-koricowg [11]. Przy kazdej z domen ist-
nieja krétkie odcinki tancucha polipeptydowego nazwa-
ne ,,ogonkami”, ktérych funkcja polega na zapewnieniu
wlasciwej orientacji obu domen [1]. Kazda z domen za-
wiera trzy przeciwréwnolegte [B-arkusze o duzym stop-
niu homologii. Domeng C, odpowiedzialng za aktywnos¢
biologiczna midkiny, wyrdznia obecnos¢ dwéch skupisk
aminokwasow zasadowych. W midkinie ludzkiej skupi-
sko I domeny C formuja aminokwasy K”?R¥K!? a skupi-
sko IT aminokwasy K3K®*R* [21]. Schemat budowy mid-
kiny przedstawiono na ryc. 1.

Sekwencja aminokwasowa midkiny jest bogata w reszty
cysteiny, lizyny i argininy [95]. Mostki disiarczkowe za-
angazowane w tworzenie obu domen znajduja si¢ miedzy
resztami cystein: C, 5'C39’ C23-C ™ C30-C52, C&-C9 " Cn-C]O .
[21]. Wigksza czgs$¢ sekwencji, szczegdlnie aminokwasy
zasadowe, jest chroniona migdzygatunkowo [99]. Wiele
z tych aminokwaséw jest obecnych réwniez w plejotrofi-
nie, z ktéra midkina dzieli okoto 50% homologii [1,21].
W plejotrofinie zachowany jest takze podobny uktad do-
men i mostki disiarczkowe [41]. Obszar o stosunkowo ma-
tej homologii znajduje si¢ przy koricu C, co umozliwito
wytworzenie swoistych przeciwciat przeciwko obu pepty-
dom [55]. Mimo obecnosci wielu aminokwaséw konser-
watywnych, domenie N udato si¢ przypisac jedynie funk-
cj¢ ochronna i stabilizujaca struktur¢ domeny C [21,55].

W niektérych nowotworach midkina jest obecna w petni
funkcjonalnej postaci skroconej, sktadajacej si¢ jedynie
z domeny C [28,67]. Dotychczas nie wykazano obecnosci
nowotworowej postaci skréconej w tkankach niezmienio-
nych. Podczas prawidtowej embriogenezy zaobserwowano
jednakze przejsciowe pojawianie si¢ krotszej postaci mid-
kiny, jednak innej niz nowotworowa. Jej ekspresja praw-
dopodobnie wigze si¢ z wyborem przez komérki prolife-
racji lub r6znicowania [7].

Miejsce wigzace heparyng i aktywnos¢ biologiczna mid-
kiny wiazg si¢ z obecnoscia zasadowych skupisk w dome-
nie C [1,2,55]. Ukierunkowana mutageneza wykazata, ze
aminokwasy zasadowe skupiska I i II sa odpowiedzialne
za promowanie formowania neurytéw i ich ukierunkowa-
ny wzrost, natomiast zdolno§¢ midkiny do wzmacniania
aktywnosci fibrynolitycznej aktywatora plazminogenu za-
lezy od aminokwaséw skupiska II [1]. Reszty lizyny sku-
piska I sa natomiast niezbg¢dne do indukcji migracji neu-
ronéw [44] oraz sekrecji midkiny [1].

Midkina moze wystgpowac w postaci monomeru lub dime-
ru. Dimeryzacja wzmaga jej aktywnos¢ i chroni przed prote-
oliza [46], cho¢ uczestniczace w tworzeniu dimeréw reszty
glicyny nie sa chronione [26]. Stymulowana przez hepa-
ryn¢ dimeryzacja midkiny odbywa si¢ za posrednictwem
niekowalencyjnej asocjacji lub kowalencyjnie, w reakcji
z transglutaminaza C, ktérej ekspresja réwniez znajduje
si¢ pod kontrola kwasu retinowego [47].

STRUKTURA GENU

Gen midkiny (MDK) jest umiejscowiony na chromosomie
11p.11.2 w sasiedztwie genéw kodujacych kinaze diacy-
loglicerolowa € i muskarynowy receptor acetylocholino-
wy [26]. MDK, podobnie jak gen plejotrofiny, sktada sie
z czterech kodujacych eksonéw [100]. Sekwencja promo-
tora zawiera elementy wiazace m.in.: kwas retinowy [68],
czynniki transkrypcyjne NF-kB i AP-1 [100], receptor hor-
mondw steroidowych i hormondéw tarczycy [100] oraz dwa
elementy wiazace czynnik supresji transkrypcji WT1 [26].
Wykazano, ze ekspresja genu midkiny w zyciu ptodowym
jest modulowana nie tylko przez kwas retinowy [25,95],
ale i glukokortykoidy [31].

WYsTEPOWANIE

Midkina zostata odkryta jako produkt genu podlegajace-
go ekspresji w sSrodkowym okresie zycia ptodowego u my-
szy [25]. Jej ekspresja jest poczatkowo réwnomierna, a od
chwili rozpoczgcia organogenezy, silniejsza w niektérych
regionach (soczewki, komory mézgu, przedni plat przy-
sadki, gérna i dolna szczgka, ptuca, koriczyny, jelito cien-
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Ryc. 1. Schemat budowy midkiny; kwadratami zaznaczono aminokwasy skupiska |, okregami — aminokwasy skupiska Il

kie, trzustka i zaczatki nerek) [25]. Midkina jest obecna
na powierzchni komoérek réznicujacych si¢ lub w btonach
podstawnych wielu narzadéw, tam, gdzie zachodza od-
dziatywania nablonek—mezenchyma. Poniewaz transkryp-
ty midkiny sa silniej wyrazane w mezenchymie a peptyd
w nablonku, w oddzialywaniach nabtonek—mezenchy-
ma sugeruje si¢ parakrynny mechanizm dziatania midki-
ny [52]. Wraz z rozwojem embrionu jej ekspresja podlega
coraz silniejszej restrykcji [25]. W okresie po zakoncze-
niu zycia ptodowego stwierdzono silng ekspresje midkiny
w narzadach kontynuujacych rozw6j po urodzeniu, takich
jak mézg [87], narzady zmystow [23] i ptuca [S0]. W do-
rostym organizmie ludzkim staba ekspresja midkiny jest
ograniczona do niektérych narzadéw i tkanek (m.in. ne-
rek i pecherza moczowego, jader, zotadka, jelita cienkie-
go, tarczycy, skory, Srodbtonka naczyn [5,20,73,90]). Jest
jednak indukowana przej$ciowo podczas procesow napra-
wy iregeneracji, za$§ w wielu stanach patologicznych pod-
lega ekspresji w sposéb konstytutywny [59].

Oprdécz powierzchni komérki, midkina wystgpuje réwniez
wewnatrz komorki, a jej obecnos$é obserwowano w cyto-
plazmie [32], jadrze [9,83,86,91] i jaderku [42].

RECEPTORY | MECHANIZMY PRZEKAZYWANIA SYGNALU

Ze wzgledu na obecno$¢ miejsc wiazacych heparyne
w strukturze midkiny, naturalnymi jej receptorami wydaja
si¢ proteoglikany zawierajace taricuchy siarczanu heparanu
(HS-PG). Midkina wykazuje jednak duze powinowactwo
zaréwno do HS-PG [37,40,60], jak i proteoglikanéw zawie-
rajacych siarczan chondroityny (CS-PG) [10,44,102,113].
Z midking silnie wiazg si¢ proteoglikany zwigzane z blona-
mi komérkowymi (syndekany, glipikany) [37,40,60], prote-
oglikany bedace sktadnikami macierzy komérkowej (wer-
sykan) [113] oraz btony podstawnej (agryna) [112].

W oddziatywaniu midkiny z proteoglikanami zawierajacy-
mi siarczan heparanu posrednicza domeny heparynopodob-
ne w tancuchach HS [30]. Strukturalne wymagania miej-
sca wiagzacego midkiny okreslono badajac jej interakcje
z pochodnymi heparyny o réznej dtugosci taricucha i roz-
nym stopniu usiarczanowania. Minimalna dlugos¢ taricu-
cha zostata ustalona na 22 jednostki, z resztami siarczano-
wymi przytaczonymi w pozycjach N- i 6-O glukozaminy
oraz 2-O kwasu iduronowego. Obecnos¢ trzech reszt siar-
czanowych w dwucukrowej jednostce jest wymagana do
maksymalnego oddziatywania z midking [29].

Udziat poszczegdlnych struktur proteoglikanéw w biolo-
gicznej aktywnosci midkiny przedstawiono na ryc. 2.

Interakcje midkiny z HS-PG uczestnicza w tworzeniu sieci
neuronalnej (w adhezji komdrek nerwowych, formowaniu
i ukierunkowywaniu neurytéw) [30] oraz we wzmacnia-
niu przez midking aktywnosci fibrynolitycznej aktywato-
ra plazminogenu [1]. W izolowanych z mézgu HS-PG po-
twierdzono obecnos¢ silnie usiarczanowanych jednostek
dwucukrowych [114]. Sposréd wystepujacych w mézgu
HS-PG, istotne dla formowania si¢ osrodkowego ukta-
du nerwowego sa przede wszystkim interakcje midkiny
z syndekanami: syndekanem 1 [60], syndekanem 3 [60]
i syndekanem 4 [37]. Wsrdd pozostatych klas HS-PG do-
wiedziono interakcji midkiny z glipikanami, tj. glipika-
nem 2, podlegajacym, podobnie jak midkina, czasowej
ekspresji w czasie rozwoju mézgu [40]. Jednakze pomi-
mo koekspresji i kolokalizacji glipikanu 2 i midkiny na
szlakach wzrostu aksonéw oraz mimo wiazania midki-
ny przez glipikan 2 z sita poréwnywalna z syndekanem
3, tylko syndekan 3 jest obecny na filopodiach, struktu-
rach najwazniejszych w kontroli formowania i ukierun-
kowania aksonéw. Glipikan 2 pelni funkcje¢ pomocnicza,
badz uczestniczy w innych aspektach aktywnosci midki-
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ny wzgledem komérek nerwowych, np. w promowaniu
ich przezycia [40].

Mniej jednoznaczne jest oddziatywanie midkiny z proteogli-
kanami zawierajacymi siarczan chondroityny. Jedynie moty-
wy typu E (CS-E), zawierajace po dwie, rzadziej trzy, gru-
py siarczanowe na jednostke dwucukrowa wiaza midking ze
znacznym powinowactwem [101]. Oddziatywanie midkiny ze
strukturami typu E wydaje sig istotne dla indukowanej przez
nig migracji [113] i adhezji neuronéw [101] oraz formowania
neurytow [8] i ochrony komérek nerwowych przed Smiercia
[59]. Doktadna budowa CS-PG mézgu, a wigc 1 obecnosé
struktur typu E, nie jest znana. Jedynym dotychczas pozna-
nym CS-PG zawierajacym znaczace (>14%) ilosci jednostek
E jest apikan z komorek glejaka [98], ktéry wlasnie dzigki
strukturom E-CS wiaze si¢ z midking [102].

Poréwnanie CS z mézgéw embrionéw swini i dorostych
osobnikéw wykazato, ze do silnego oddzialywania z mid-
kina konieczny jest kwas iduronowy, obecny niemal wy-
tacznie w embrionalnych CS [4]. W wersykanie V| miej-
scem przytaczenia midkiny sa prawdopodobnie taricuchy
hybrydowe CS, zawierajace domeny o strukturze siarczanu
dermatanu (DS), a nie jednostki E, obecne jedynie w nie-
wielkim stopniu [113]. Siarczan dermatanu jest takze in-
hibitorem indukowanej przez midking migracji makrofa-
géw [13] i komérek osteoblastopodobnych [72].

Petne znaczenie oddziatywania midkiny z proteoglikanami
nie jest znane. Wiadomo, ze wiazanie czynnikéw wzrostu
z resztami cukrowymi proteoglikanéw jest istotne dla ich
magazynowania, uwalniania i stabilizacji [29]. Komponent
cukrowy proteoglikanéw moze réwniez petnié¢ funkcje ko-
receptora i posredniczy¢ w prezentacji i/lub translokacji
czynnikéw wzrostu do wtasciwych receptorow. Moze tak-
ze modyfikowac ligand, np. przez dimeryzacjg, co pozwa-
la na uzyskanie petnej aktywnosci biologicznej czynnika
[3]. Nie mozna tez wykluczy¢, ze wychwyt midkiny przez

niektdre proteoglikany stanowi mechanizm hamowania ak-
tywnosci midkiny. Wersykan, z ktérym midkina wiaze si¢
z duzym powinowactwem, uczestniczy prawdopodobnie
w hamowaniu formowania neurytéw i migracji neuronéw
[113]. Badania ostatnich lat nad proteoglikanami wykaza-
ty, ze mimo braku wtasnej aktywnosci kinazowej, niektére
z nich moga takze petnic¢ role funkcjonalnych receptoréw
powierzchniowych, wspétdziatajacych z biatkami adapto-
rowymi [3,35]. Zaobserwowano np., ze zwigzanie plejo-
trofiny z syndekanem 3 aktywuje szlak niereceptorowych
kinaz tyrozynowych z rodziny Src (c-Src i Fyn) [35].

Proteoglikany moga takze wchodzi¢ w sktad wielkocza-
steczkowych kompleksow receptorowych wiazacych mid-
king. Dotychczas wykazano, ze sktadnikami takich kom-
pleksow sa receptoropodobne fosfatazy fosfotyrozynowe
biatek PTP{/RPTP [80] oraz biatka pokrewne receptorowi
LDL (biatka LRP) [57] (ryc. 3). PTP{ w swojej strukturze
zawiera taicuchy siarczanu chondroityny, wiazace midki-
n¢ z duzym powinowactwem [44]. Wewnatrzkomdrkowa
domena PTPC ma aktywnosé kinazy tyrozynowej, akty-
wujacej za posrednictwem kinazy Src szlak kinaz MAP.
Oddziatywanie midkiny z PTP{ wiaze sie z aktywnoscia
chemotaktyczna midkiny wobec neuronéw embrionalnych
[44] i komérek osteoblastopodobnych [72], a takze promo-
waniem przezycia komérek nerwowych [80]. Natomiast
wigzanie midkiny z biatkami z rodziny receptoréw LDL
sugeruje podwdjny mechanizm przekazywania sygnatu
przez midking. Rodzina receptoréw LDL jest bezposrednio
zaangazowana w przekazywanie sygnatléw komoérkowych,
poniewaz stanowia one strukturalne komponenty komplek-
sow receptorowych (m.in. Wnt, pokrewny kadherynie re-
ceptor neuronalny i apoE2) [59], a ich cytoplazmatyczne
domeny zawieraja motywy wiazace biatka adaptorowe,
ktore ulegaja fosforylacji przez kinazy Src i uruchamiaja
kaskade Ras [43]. Sa to jednak receptory podlegajace in-
ternalizacji i uczestniczace w przeniesieniu czynnika do
jadra komorki [43].
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Za istnieniem mechanizmu bezposredniego przeniesienia
midkiny do jadra komérkowego przemawia jej potwierdzo-
ne jadrowe umiejscowienie [9] oraz oddziatywanie z biatka-
mi transportujacymi czynniki do jadra komérkowego: nu-
kleoling [86,94] i prekursorem biatka wigzacego lamining
(LBP) [83]. Wykazano, ze internalizacja midkiny zwigza-
nej z receptorem LRP i przeniesienie do jadra komoérkowe-
go za posrednictwem nukleoliny sa najwazniejsze do osiag-
nigcia przez midking petnej aktywnosci antyapoptotyczne;j
[86]. Wydaje si¢ jednak, ze midkina moze réwniez bezpo-
Srednio wiazac si¢ z nukleoling jako receptorem o matym
powinowactwie [79]. Tym bardziej ze obecnos¢ nukleoli-
ny wykazano na powierzchni komérek nowotworowych.
i prawdopodobnie posredniczy w mitogennej aktywnosci
midkiny wobec komdrek transformowanych [24].

Midkina wiaze sig takze z integrynami o8, oraz o, 3, glikopro-
teinami, ktére prawdopodobnie réwniez stanowia komponen-
ty wielkoczasteczkowych receptoréw midkiny. Oddziatywanie
midkiny z integrynami o3, i o 3, jest istotne w formowaniu
neurytéw i migracji komorek nerwowych [58].

Innym receptorem midkiny jest kinaza tyrozynowa z chto-
niaka anaplastycznego (kinaza ALK), ktéra aktywuje szlak
kinaz PI3 i ERK [88]. Midkina wiaze si¢ réwniez z duzym
powinowactwem do niezidentyfikowanego receptora btono-
wego o masie >200 kDa (p200+/MKR), obecnego na po-
wierzchni komérek linii nowotworu Wilmsa. Zwiazanie mid-
kiny z p200+/MKR aktywuje szlak JAK/STAT i posredniczy
w autokrynnej aktywnosci mitogennej midkiny wobec ko-
moérek nowotworu Wilmsa [73]. W innym typie nowotworu,
ameloblastomie, w mitogennej aktywnosci midkiny uczest-
niczyty kinazy MAP. Natomiast antyapoptotyczne wtasnosci
midkiny wobec komdrek ameloblastomy wiaza si¢ prawdo-

podobnie z aktywacja szlaku PI3/Akt [84]. Aktywacja kinaz
Akt [51] oraz szlaku JAK/STAT [75], towarzyszy takze mig-
dzykomorkowemu ,,przekazywaniu” opornosci na leczenie
chemioterapeutyczne, w ktore zaangazowana jest midkina.

Podsumowanie dotychczasowego stanu wiedzy na temat re-
ceptoréw midkiny i wewnatrzkomodrkowych szlakow prze-
kazywania sygnatu przedstawiono na ryc. 3.

Wygaszanie informacji niesionej przez midking odbywa
si¢ przez trawienie zinternalizowanych aktywnych recep-
toréw midkiny zaréwno w lizosomach, jak i proteosomach,
przy czym system degradacji proteosomalnej wydaje sig
szczegllnie zaangazowany w desensytyzacj¢ przekazywa-
nia sygnatéw droga jadrowa [91].

AKTYWNOSC BIOLOGICZNA MIDKINY NA POZIOMIE KOMORKI

Wilasnosci mitogenne midkiny

Midkina jest czynnikiem wzrostu stymulujacym prolifera-
cj¢ 1 promujacym przezycie komoérek przez zapobieganie
apoptozie. Wtasnosci mitogenne midkiny zostalty potwier-
dzone wobec multipotencjalnych komérek karcynoembrio-
nalnych [56,96], keratynocytéw [20], fibroblastéw [56,61],
mioblastéw [17], hepatocytéw [62], komérek zrgbowych
endometrium [15] oraz wobec komorek srodbtonka na-
czyn [49,90] i wielu réznych linii komdérek nowotworo-
wych [49,67,73,84].

Mechanizm aktywacji proliferacji komorek srédbtonka przez
midking polega na indukcji ekspres;ji interleukiny 8 w ko-
morkach migs$ni gtadkich naczynia [90]. Natomiast mecha-
nizm aktywacji proliferacji w komérkach nowotworowych
jest bezposredni i autokrynny [73], zapewniajacy samowy-

595



Postepy Hig Med Dosw (online), 2006; tom 60: 591-601

starczalno$¢ w zakresie sygnatéw stymulujacych wzrost.
Zwiazanie midkiny z receptorem o duzym powinowactwie,
umiejscowionym na powierzchni komérek wywodzacych sie
z nowotworu Wilmsa, powoduje fosforylacje reszt tyrozyno-
wych kompleksu receptora i nast¢pnie biatek JAK1, JAK2
i STAT10, cztonkéw szlaku przekazywania sygnatéw JAK/
STAT [73], posredniczacego w proliferacji, réznicowaniu,
migracji, apoptozie i przezyciu komérek [74]. Stwierdzono,
ze w innych liniach komérkowych (nowotworowej SW-13,
neuroblastomy i glioblastomy oraz nienowotworowych li-
niach srédbtonka naczyn i fibroblastéw) stymulacja proli-
feracji przez midking odbywa si¢ za posrednictwem kinazy
ALK jako receptora i szlakéw kinaz PI3/Akt i MAP [88].

W mezenchymie z¢ba midkina dziatata antyproliferacyj-
nie, a w obecnosci FGF-2 proproliferacyjnie, co sugeruje,
ze midkina moze zaréwno promowac, jak i hamowac pro-
liferacjg, w zaleznosci od obecnosci w srodowisku innych
czynnikow wzrostu [52]. Takie zachowanie midkiny moze
tlumaczy¢ nie zawsze udane proby wykazania wtasnosci
mitogennych midkiny wobec fibroblastéw [45,105].

Midkina i apoptoza

Midkina promuje przezycie komorek, chronigc przed apo-
ptoza neurony embrionalne [56,61], dojrzate komdrki ukta-
du nerwowego [12], komérki fotoreceptorowe [26,59] oraz
komorki nowotworowe [64,71]. Ochronie komérek nerwo-
wych in vitro towarzyszy aktywacja kaskady kinaz MAP
(kinaz ERK1 i 2) [80], wywotana zwiazaniem midkiny z re-
ceptorem PTP, co prowadzi do zahamowania aktywnosci
kaspazy 3 [65,66]. Aktywacja szlaku kinaz MAP jest praw-
dopodobnie poprzedzona aktywacja kinazy Src i przenie-
sieniem sygnatu na szlak kinaz PI3/Akt [51,80]. Wykazano
réwniez, ze w przekazywaniu antyapoptotycznego sygna-
tu przez midking posredniczy¢ moze receptor LRP [57].
W badaniach in vivo na modelach zwierzgcych, midkina,
wlasnie przez zwiazanie z receptorem LRP [81], chronita
neurony przed §miercig spowodowang przejSciowym niedo-
krwieniem, prawdopodobnie zapobiegajac wzrostowi ste-
zenia wapnia wewnatrzkomodrkowego [109]. W komoérkach
nowotworowych pochodzacych z nowotworu Wilmsa, mid-
kina zwigksza ekspresje Bcl-2, chroniac przed zachodzaca
szlakiem mitochondrialnym apoptoza indukowana cispla-
tyna [71]. Natomiast w komoérkach linii komérkowej nowo-
tworu watroby, midkina hamuje szlak zewngtrzny apopto-
zy przez inhibicj¢ aktywnosci kaspazy 3 [64].

MidKkina i réznicowanie

Kwas retinowy jest jednym z gléwnych czynnikéw promu-
jacych réznicowanie, a MDK jednym z genéw indukowa-
nych przez niego we wczesnym okresie roznicowania [27].
Wykazano zdolnos¢ midkiny do indukcji réznicowania w li-
niach P19 [61] i HM-1 [96] multipotencjalnych komoérek
karcynoembrionalnych, w linii multipotencjalnych embrio-
nalnych komérek macierzystych [61] oraz liniach ludzkich
mioblastéw [17] i komérek neuroblastomy [39]. Midkina
powoduje takze réznicowanie komérek mezenchymy w za-
wiazkach zgba [52] oraz — poprzez indukcje ekspresji mio-
kardiny — réznicowanie komoérek migsni gtadkich naczyn
krwionosnych [76]. Midkina wesp6t z receptorowym akty-
watorem liganda NF-kB (RANKL), podobnie jak M-CSF,
indukuje réznicowanie makrofagéw w osteoklasty [48].

Migracja komorek

Midkina promuje migracj¢ komorek prozapalnych, takich jak
makrofagi [13] i neutrofile [93], dziatajac jako chemoatraktant
lub czynnik haptotaktyczny. Stymuluje réwniez migracje ko-
morek migsnidwki gtadkiej Scian naczyn krwionosnych [16].
Midkina jako czynnik haptotaktyczny indukuje takze migra-
cje neurondw [30,44], astrocytéw [104] i osteoblastéw [72],
w ktérej posredniczy receptor PTP{. Natomiast stymulacja
migracji makrofagéw nie wiaze si¢ z PTP, ale posredniczy
w niej inny receptor o podobnej budowie, zawierajacy bogate
W reszty siarczanowe struktury siarczanu chondroityny typu E
z domenga siarczanu dermatanu [13]. Zwiazanie midkiny za-
réwno z receptorem PTP, jak i nieznanym receptorem ma-
krofagéw, aktywuje te same szlaki wewnatrzkomérkowego
przekazywania sygnatéw: szlaki kinaz MAP (ERK1 i 2), ki-
nazy PI3 oraz Src [13,72]. Prawdopodobny mechanizm za-
ktada aktywacje kinazy Src i PI3/Akt i dalsza aktywacje ki-
naz MAP. Kinazy MAP, przez aktywacje kinazy taficuchéw
lekkich miozyny, indukuja nast¢pnie zmiany w strukturze cy-
toszkieletu prowadzace do migracji komérek [72].

Adhezja komérek

Midkina posredniczy w adhezji komérek uktadu nerwo-
wego, takich jak neurony embrionalne [56], neurony koro-
we [101] i komorki oligodendrogleju [78], prawdopodob-
nie przez interakcj¢ z obecnym na powierzchni komoérek
nerwowych receptorem PTPC [78].

Zmiany morfologiczne

Midkina indukuje zmiany morfologiczne w komdrkach,
prawdopodobnie przez zmiany w organizacji cytoszkiele-
tu. W komérkach nerwowych stymuluje wyrastanie neury-
tow z embrionalnych neuronéw i ukierunkowuje ich wzrost
[30,47,56]. Natomiast w fibroblastach midkina stymuluje
formowanie pseudopodiéw [89].

Stymulacja syntezy cytokin

W wielu aktywnosciach biologicznych midkiny posredni-
czg inne chemokiny i czynniki wzrostu. Midkina stymu-
luje syntezg interleukiny 8 w komérkach migsni gtadkich
Scian naczyn krwiono$nych [90] i komérkach nabtonka ka-
nalikéw nerkowych [85], synteze TGF- w fibroblastach
[105] oraz syntezg MIP-2 i MCP-1 przez komérki nabton-
ka kanalikéw nerkowych [85]. Jest réwniez zaangazowana
w fibrynolize, gdyz stymuluje ekspresje aktywatora pla-
zminogenu uPA a hamuje ekspresje¢ PAI-1, inhibitora ak-
tywatora plazminogenu [36,38].

Herradon i wsp. [14] zasugerowali niedawno nowa funk-
cj¢ midkiny polegajaca na kontroli swoistej tkankowo eks-

presji genu plejotrofiny.

AKTYWNOSC BIOLOGICZNA MIDKINY NA POZIOMIE TKANKI

Organogeneza

Midkina uczestniczy przede wszystkim w rozwoju osrod-
kowego i obwodowego uktadu nerwowego przez stymula-
cje adhezji i migracji neuronéw [30,56] i astrocytéw [104]
oraz przez ochrong komérek nerwowych przed obumar-
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ciem [12,56,61]. Midkina indukuje wyrastanie neurytéw
[30,56] i steruje ich wzrostem, bgdac obecna w wypust-
kach neurogleju, wzdtuz ktérych migruja neurony [30].
Jest tez czynnikiem indukujacym tworzenie synaps w po-
taczeniach nerwowo-migsniowych [112].

Midkina jest rowniez zaangazowana w nefrogeneze [70],
a jej brak, podobnie jak w niedoborze witaminy A, powo-
duje powstanie o potowe mniejszej liczby nefronéw [103].
Potwierdzono takze udziat midkiny w rozgateziajacej mor-
fogenezie ptuc [97], formowaniu zalazkéow ze¢bdw [52]
i chondrogenezie [63]. W angiogenezie midkina uczestni-
czy w sposob parakrynny i autokrynny [49], przez stymula-
cje proliferacji komérek srédbtonka naczyn krwionosnych
[49,90], przez stymulacje migracji [16] i réznicowania [76]
komorek migsni gtadkich naczyn krwiono$nych. Midkina
indukuje réwniez formowanie si¢ warstw komérek $réd-
btonka i syntez¢ glikozoaminoglikanéw [90]. Takze rekru-
tacja neutrofilow i makrofagéw, wydzielajacych proangio-
genne czynniki VEGF-A i IL-8 [111], posrednio przyczynia
si¢ do stymulacji tworzenia nowych naczyn krwionosnych.
Ponadto midkina w komdrkach endotelium indukuje eks-
presje¢ aktywatora plazminogenu (uPA) a hamuje ekspresje
jego inhibitora (PAI-1), co pozwala na przebudowe macie-
rzy zewnatrzkomorkowej [69]. Degradacja i przebudowa
macierzy umozliwia migracje komoérek w czasie angiogene-
zy 1inwazji, m.in. w warunkach patologicznych, np. w no-
wotworowej chorobie przerzutowej [77].

Midkina odgrywa réwniez istotna role w rozmnazaniu, gdyz
jak wykazano, bierze udziat w dojrzewaniu oocytéw byd-
lecych [19], a takze ochrania krowie embriony, stymulujac
wydzielanie czynnikéw ,,przezyciowych” przez komorki
warstwy ziarnistej pecherzyka Graffa [18].

Regeneracja i ochrona tkanek

Midkina jest obecna w miejscach uszkodzenia tkanek,
zwlaszcza tkanki nerwowej, stad implikuje si¢ jej udziat
w procesach naprawczych i regeneracji tkanek, gdzie tryb
jej ekspresji stanowi odzwierciedlenie embriogenezy [63].
Niedokrwienie w mézgu osobnikéw dorostych [53], lecz
nie embrionoéw [34], powoduje w poczatkowej fazie zawa-
tu wzrost ekspresji midkiny w tkance otaczajacej martwi-
ce¢ [108] lub w sasiednich astrocytach [53,104]. Midkina
chroni neurony przed opdzniong Smiercia na skutek nie-
dokrwienia [12,92], prawdopodobnie przez obnizanie stg-
zenia wapnia wewnatrzkomérkowego [109]. Badania pro-
wadzone przez Takadg i wsp. [92] wskazuja na mozliwosci
wykorzystania midkiny w terapii genetycznej ograniczaja-
cej uszkodzenia po niedokrwieniu mézgu, gdyz, jak wy-
kazali badacze, transfer genu midkiny do mézgu po przej-
Sciowym niedokrwieniu zmniejsza rozmiary martwicy.
Midkina bierze takze udzial w regeneracji zaburzen ner-
wowo-mig¢$niowych, poniewaz podlega ekspresji w sar-
koplazmie regenerujacych si¢ widkien o matej Srednicy
[17]. Nadekspresja midkiny towarzyszy takze uszkodze-
niom nerwéw obwodowych, w ktérych zapobiega Smierci
komorki dzialajac autokrynnie za posrednictwem recep-
tora LRP [81]. Implikuje si¢ réwniez dziatanie ochronne
midkiny w chorobach neurodegeneracyjnych. Wykazano
obecnos¢ midkiny w ptytkach starczych [106] oraz surowi-
cy [82] pacjentow z choroba Alzheimera, a jednoczesnie
zaobserwowano zdolnos¢ midkiny do hamowania agrega-

cji [54] i cytotoksycznosci B-amyloidu [110]. Silna eks-
presje midkiny stwierdza si¢ takze w mézgach pacjentéw
z innymi postaciami demencji [107] oraz w mézgach do-
tknigtych atrofia wielouktadowa [33].

Midkina uczestniczy takze w przebudowie ukltadu odde-
chowego w odpowiedzi na hipoksje. Jej ekspresja zwigk-
sza si¢ w komdrkach nabtonka i migs$ni gtadkich ptuc
i oskrzeli, gdzie midkina stymuluje ekspresj¢ miokardiny
powodujac muskularyzacje matych arterii ptucnych [76].
Po czgsciowej hepatoktomii midkina uczestniczy w dal-
szych etapach regeneracji watroby, poniewaz jej brak po-
woduje wstrzymanie procesu regeneracji, prawdopodobnie
przez zahamowanie proliferacji hepatocytow [62]. Bierze
takze udziat w procesie gojenia gtebokich wrzodéw zo-
tadka uczestniczac w formowaniu ziarniny [45]. Z kolei
uwolnienie, po oparzeniu, midkiny z komérek tucznych
skory, gdzie jest akumulowana, powoduje infiltracje rany
aktywnymi leukocytami, ktére, m.in. przez sekrecj¢ mid-
kiny, zapobiegaja obumarciu komérek i stymuluja prolife-
racje [22]. Midkina uczestniczy w naprawie ztaman kosci,
cho¢ nie w stanie zapalnym inicjujacym proces napraw-
czy, podlega natomiast silnej ekspresji w proliferujacych
chondrocytach [63].

Midkina okazata sig takze silnym inhibitorem infekcji wiru-
sem HIV we wczesnym okresie zakazenia. Prawdopodobny
mechanizm dziatania polega na zapobieganiu przytacza-
nia si¢ i zamocowywania czasteczek wirusa do nukleoli-
ny i proteoglikanéw blony komérkowej [6].

Macierz zewnatrzkomorkowa

Midkina uczestniczy w formowaniu macierzy zewnatrz-
komérkowej, m.in. przez stymulacj¢ syntezy kolagenéw
IL, 1T i VI oraz syntezy glikozoaminoglikandéw, takich jak
hialuronian [105] i agrekan [63]. Jako czynnik indukuja-
cy syntezg¢ MMP-2 [105] oraz syntezg aktywatora plazmi-
nogenu [38], posredniczy takze w degradacji macierzy.
Wykazano, ze w dziataniach tych przynajmniej czgscio-
wo posredniczy TGF-B [105].

Niektore wtasnosci midkiny budza pewne kontrowersje,
gdyz nie udaje si¢ ich wywotaé we wszystkich modelach
badawczych. Ohta i wsp. [63] wykazali, ze istotny jest spo-
s6b wprowadzenia midkiny do badanego uktadu — o ile jest
to skuteczne przez transfekcje komérek cDNA midkiny po-
wodujaca endogenna jej ekspresjg, to egzogenne wprowa-
dzenie midkiny do §rodowiska zazwyczaj zawodzi.

Informacje na temat oméwionych wyzej funkcji ujgte zo-
staly na rycinie 4.

PERSPEKTYWY

Prowadzone na §wiecie badania dotycza przede wszyst-
kim wyjasnienia mechanizméw przekazywania sygnatu
niesionego przez midking oraz roli jaka petni w pato-
genezie wielu choréb wraz z mozliwosciami wykorzy-
stania jej w procesie leczenia. Badane sa m.in. mozli-
wosci zastosowania midkiny w terapii genowej choroby
nowotworowej oraz uszkodzeid mézgu spowodowa-
nych zawalem lub chorobami neurodegeneracyjnymi.
Obiecujace sa wyniki badan nad zastosowaniem mid-
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Ryc. 4. Aktywnos¢ biologiczna midkiny

kiny jako biomarkera choréb nowotworowych. Wydaje
si¢ wigc, ze badania nad rolag midkiny w procesie no-
wotworzenia i innych stanach patologicznych oraz nad
mozliwo$ciami zastosowan terapeutycznych midkiny
beda kontynuowane.

PismiennicTWO

Pobziekowania

Autorzy pragna bardzo serdecznie podzigkowaé Pani
Profesor Janinie Kwiatkowskiej-Korczak za zyczliwe uwa-
gi i krytyczna oceng pracy.

[1] Akhter S., Ichihara-Tanaka K., Kojima S., Muramatsu H., Inui T.,
Kimura T., Kaneda N., Talukder A.H., Kadomatsu K., Inagaki F.,
Muramatsu T.: Clusters of basic amino acids in midkine: roles in neu-
rite-promoting activity and plasminogen activator-enhancing activity.
J. Biochem., 1998; 123: 1127-1136

[2] Asai T., Watanabe K., Ichihara-Tanaka K., Kaneda N., Kojima S.,
Iguchi A., Inagaki F., Muramatsu T.: Identification of heparin-bin-
ding sites in midkine and their role in neurite-promotion. Biochem.
Biophys. Res. Commun., 1997; 236: 66-70

[3] Bandtlow C.E., Zimmermann D.R.: Proteoglycans in the developing
brain: new conceptual insights for old proteins. Physiol. Rev., 2000;
80: 1267-1290

[4] Bao X., Nishimura S., Mikami T., Yamada S., Itoh N., Sugahara K.:
Chondroitin sulfate/dermatan sulfate hybrid chains from embryonic
pig brain, which contain a higher proportion of L-iduronic acid then
those from adult pig brain, exhibit neuritogenic and growth factor bin-
ding activities. J. Biol. Chem., 2004; 279: 9765-9776

[5] Boorjian S., Scherr D.S., Mongan N.P., Zhuang Y., Nanus D.M., Gudas
L.J.: Retinoid receptor mRNA expression profiles in human bladder
cancer specimens. Int. J. Oncol., 2005; 26: 1041-1048

[6] Callebaut C., Nisole S., Briand J.P., Krust B., Hovanessian A.G.:
Inhibition of HIV infection by the cytokine midkine. Virology, 2001;
281: 248-264

[7] Chen Q., Yuan Y., Lin S., Chang Y., Zhuo X., Wei W., Tao P., Ruan
L., Li Q., Li Z.: Transiently truncated and differentially regulated ex-
pression of midkine during mouse embryogenesis. Biochem. Biophys.
Res. Commun., 2005; 330: 1230-1236

[8] Clement A.M., Sugahara K., Faissner A.: Chondroitin sulfate E pro-
motes neurite outgrowth of rat embryonic day 18 hippocampal neu-
rons. Neurosci. Lett., 1999; 269: 125-128

[9] Dai L., Xu D., Yao X., Lu Y., Xu Z.: Conformational determinants
of the intracellular localization of midkine. Biochem. Biophys. Res.
Commun., 2005; 330: 310-317

[10] Deepa S.S., Yamada S., Zako M., Goldberger O., Sugahara K.:
Chondroitin sulfate chains on syndecan-1 and syndecan-4 from nor-
mal murine mammary gland epithelial cells are structurally and fun-
ctionally distinct and cooperate with heparan sulfate chains to bind
growth factors. J. Biol. Chem., 2004; 279: 37368-37376

[11] Fabri L., Maruta H., Muramatsu H., Muramatsu T., Simpson R.J.,
Burgess A.W., Nice E.C.: Structural characterization of native and re-
combinant forms of the neurotrophic cytokine MK. J. Chromatogr.,
1993; 646: 213-225

[12] Harvey B.K., Shen H., Chen G.-J., Yoshida Y., Wang Y.: Midkine and
retinoic acid reduce cerebral infarction induced by middle cerebral ar-
tery ligation in rats. Neurosci. Lett., 2004; 369: 138—141

[13] Hayashi K., Kadomatsu K., Muramatsu T.: Requirement of chondroi-
tin sulfate/dermatan sulfate recognition in midkine-dependent migra-
tion of macrophages. Glycoconj. J., 2001; 18: 401-406

[14] Herradon G., Ezquerra L., Nguyen T., Silos-Santiago I., Deuel T.F.:
Midkine regulates pleiotrophin organ-specific gene expression: Evidence
for transcriptional regulation and functional redundancy within the
pleiotrophin/midkine developmental gene family. Biochem. Biophys.
Res. Commun., 2005; 333: 714-721

[15] Hirota Y., Osuga Y., Koga K., Yoshino O., Hirata T., Harada M.,
Morimoto C., Yano T., Tsutsumi O., Sakuma S., Muramatsu T., Taketani
Y.: Possible implication of midkine in the development of endome-
triosis. Hum. Reprod., 2005; 20: 1084—-1089

[16] Horiba M., Kadomatsu K., Nakamura E., Muramatsu H., Ikematsu S.,
Sakuma S., Hayashi K., Yuzawa Y., Matsuo S., Kuzuya M., Kaname
T., Hirai M., Saito H., Muramatsu T.: Neointima formation in a reste-
nosis model is suppressed in midkine-deficient mice. J. Clin. Invest.,
2000; 105: 489495

[17] Hu J., Higuchi I., Yoshida Y., Shiraishi T., Osame M.: Expression of
midkine in regenerating skeletal muscle fibres and cultured myoblasts
of human skeletal muscle. Eur. Neurol., 2002; 47: 20-25

[18] Ikeda S., Ichihara-Tanaka K., Azuma T., Muramatsu T., Yamada M.:
Effects of midkine during in vitro maturation of bovine oocytes on
subsequent developmental competence. Biol. Reprod., 2000; 63:
1067-1074

[19] Ikeda S., Kitagawa M., Imai H., Yamada M.: The roles of vitamin A for
cytoplasmic maturation of bovine oocytes. J. Reprod. Dev., 2005; 51:
23-35

[20] Inazumi T., Tajima S., Nishikawa T., Kadomatsu K., Muramatsu H.,
Muramatsu T.: Expression of the retinoid-inducible polypeptide, mid-
kine, in human epidermal keratinocytes. Arch. Dermatol. Res., 1997,
289: 471-475

[21] Iwasaki W., Nagata K., Hatanaka H., Inui T., Kimura T., Muramatsu T.,
Yoshida K., Tasumi M., Inagaki F.: Solution structure of midkine, a new
heparin-binding growth factor. EMBO J., 1997; 16: 6936-6946

[22] Iwashita N., Muramatsu H., Toriyama K., Torii S., Muramatsu T.:
Expression of midkine in normal and burn sites of rat skin. Burns,
1999; 25: 119-124

[23] Jia X.Q., Nakashima T., Kadomatsu K., Muramatsu T.: Expression of
midkine in the cochlea. Hear. Res., 2001; 160: 10-14

598



Krzystek-Korpacka M. i wsp. - Budowa i funkcja midkiny, nowego czynnika wzrostu...

[24] Joo E.J., ten Dam G.B., van Kuppevelt T.H., Toida T., Linhardt R.J.,
Kim Y.S.: Nucleolin: acharan sulfate-binding protein on the surface
of cancer cells. Glycobiology, 2005; 15: 1-9

[25] Kadomatsu K., Huang R.. P, Suganuma T., Murata F., Muramatsu T.:
A retinoic acid responsive gene MK found in the teratocarcinoma sy-
stem is expressed in spatially and temporally controlled manner du-
ring mouse embryogenesis. J. Cell Biol., 1990; 110: 607-616

[26] Kadomatsu K., Muramatsu T.: Midkine and pleiotrophin in neural de-
velopment and cancer. Cancer Lett., 2004; 204: 127-143

[27] Kadomatsu K., Tomomura M., Muramatsu T.: cDNA cloning and se-
quencing of a new gene intensely expressed in early differentiation
stages of embryonal carcinoma cells and in mid-gestation period of
mouse embryogenesis. Biochem. Biophys. Res. Commun., 1988; 151:
1312-1318

[28] Kaname T., Kadomatsu K., Aridome K., Yamashita S., Sakamoto K.,
Ogawa M., Muramatsu T., Yamamura K.: The expression of trunca-
ted MK in human tumors. Biochem. Biophys. Res. Commun., 1996;
219: 256-260

[29] Kaneda N., Talukder A.H., Ishihara M., Hara S., Yoshida K., Muramatsu
T.: Structural characteristics of heparin-like domain required for inte-
raction of midkine with embryonic neurons. Biochem. Biophys. Res.
Commun., 1996; 220: 108-112

[30] Kaneda N., Talukder A.H., Nishiyama H., Koizumi S., Muramatsu T.:
Midkine, a heparin-binding growth/differentiation factor, exhibits ner-
ve cell adhesion and guidance activity for neurite outgrowth in vitro.
J. Biochem., 1996; 119: 1150-1156

[31] Kaplan F., Comber J., Sladek R., Hudson T.J., Muglia L.J., Macrae T.,
Gagnon S., Asada M., Brewer J.A., Sweezey N.B.: The growth fac-
tor midkine is modulated by both glucocorticoid and retinoid in fetal
lung development. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., 2003; 28: 3341

[32] Kato M., Maeta H., Kato S., Shinozawa T., Terada T.:
Immunohistochemical and in situ hybridization analyses of midkine
expression in thyroid papillary carcinoma. Mod. Pathol., 2000; 13:
1060-1065

[33] Kato S., Shinozawa T., Takikawa M., Kato M., Hirano A., Awaya A.,
Ohama E.: Midkine, a new neurotrophic factor, is present in glial cyto-
plasmic inclusions of multiple system atrophy brains. Acta Neuropathol.,
2000; 100: 481-489

[34] Kikuchi-Horie K., Kawakami E., Kamata M., Wada M., Hu J.G.,
Nakagawa H., Ohara K., Watabe K., Oyanagi K.: Distinctive expres-
sion of midkine in the repair period of rat brain during neurogenesis.
Immunohistochemical and immunoelectron microscopic observations.
J Neurosci. Res., 2004; 75: 678-687

[35] Kinnunen T., Kaksonen M., Saarinen J., Kalkkinen N., Peng H.B.,
Rauvala H.: Cortactin-Src kinase signaling pathway is involved in N-
syndecan-dependent neurite outgrowth. J. Biol. Chem., 1998; 273:
10702-10708

[36] Kojima S., Inui T., Muramatsu H., Kimura T., Sakakibara S., Muramatsu
T.: Midkine is a heat and acid stable polypeptide capable of enhan-
cing plasminogen activator activity and neurite outgrowth extension.
Bioch. Biophys. Res. Commun., 1995; 216: 574—581

[37] Kojima T., Katsumi A., Yamazaki T., Muramatsu T., Nagasaka T.,
Ohsumi K., Saito H.: Human ryudocan from endothelial-like cells bin-
ds basic fibroblast growth factor, midkine, and tissue factor pathway
inhibitor. J. Biol. Chem., 1996; 271: 5914-5920

[38] Kojima S., Muramatsu H., Amanuma H., Muramatsu T.: Midkine en-
hances fibrinolytic activity of bovine endothelial cells. J. Biol. Chem.,
1995; 270: 9590-9596

[39] Koshizawa S.H., Matsumura T., Kadono Y., Sawada T., Kadomatsu
K., Muramatsu H., Muramatsu T.: Alteration of midkine expression
associated with chemically-induced differentiation in human neuro-
blastoma cells. Cancer Lett., 1997; 111: 117-125

[40] Kurosawa N., Chen G., Kadomatsu K., Ikematsu S., Sakuma S.,
Muramatsu T.: Glypican-2 binds to midkine: The role of glypican-2
in neuronal cell adhesion and neurite outgrowth. Glycoconj. J., 2001;
18: 499-507

[41] Li Y.S., Milner P.G., Chauhan A.K., Watson M.A., Hoffman R.M.,
Kodner C.M., Milbrandt J., Deuel T.F.: Cloning and expression of
a developmentally regulated protein that induces mitogenic and neu-
rite outgrowth activity. Science, 1990; 250: 1690-1694

[42] Lie-A-Ling M., Bakker C.T., Deurholt T., Hoekstra R., Wesseling J.G.,
Afford S.C., Bosma P.J.: Selection of tumor specific promoters for ade-
noviral gene therapy of cholangiocarcinoma. J. Hepathol., 2006; 44:
126-133

[43] Lillis A.P., Mikhailenko I., Strickland D.K.: Beyond endocytosis: LRP
function in cell migration, proliferation and vascular permeability. J.
Thromb. Haemost., 2005; 3: 1884—1893

[44] Maeda N., Ichihara-Tanaka K., Kimura T., Kadomatsu K., Muramatsu
T., Noda M.: A receptor-like protein-tyrosine phosphatase PTP{/RPTPB
binds a heparin-binding growth factor midkine. Involvement of argini-
ne 78 of midkine in the high affinity binding to PTPC. J. Biol. Chem.,
1999; 274: 12474—-12479

[45] Maekawa T., Waki S., Okada A., Fukui H., Kinoshita Y., Chiba T.:
Midkine gene expression in the healing process of gastric ulcer. J. Lab.
Clin. Med., 1999; 133: 349-352

[46] Mahoney S.-A., Perry M., Seddon A., Bohlen P., Haynes L.:
Transglutaminase forms midkine homodimers in cerebellar neurons
and modulates the neurite-outgrowth response. Biochem. Biophys.
Res. Commun., 1996; 224: 147-152

[47] Mahoney S.-A., Wilkinson M., Smith S., Haynes L.W.: Stabilization
of neurites in cerebellar granule cells by transglutaminase activity:
identification of midkine and galectin-3 as substrates. Neuroscience,
2000; 101: 141-155

[48] Maruyama K., Muramatsu H., Ishiguro N., Muramatsu T.: Midkine,
a heparin-binding growth factor, is fundamentally involved in the
pathogenesis of rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum., 2004; 50:
1420-1429

[49] Mashour G.A., Ratner N., Khan G.A., Wang H.L., Martuza R.L., Kurtz
A.: The angiogenic factor midkine is aberrantly expressed in NF1-de-
ficient Schwann cells and is a mitogen for neurofibroma-derived cells.
Oncogene, 2001; 20: 97-105

[50] Matsuura O., Kadomatsu K., Takei Y., Uchimura K., Mimura S.,
Watanabe K., Muramatsu T.: Midkine expression is associated with
postnatal development of the lungs. Cell Struct. Funct., 2002; 27:
109-115

[51] Mirkin B.L., Clark S., Zheng X., Chu F., White B.D., Green M., Rebbaa
A.: Identification of midkine as a mediator for intracellular transfer of
drug resistance. Oncogene, 2005; 24: 4965-4974

[52] Mitsiadis T.A., Muramatsu T., Muramatsu H., Thesleff I.: Midkine
(MK), a heparin-binding growth/differentiation factor, is regulated
by retinoic acid and epithelial-mesenchymal interactions in the deve-
loping mouse tooth, and affects cell proliferation and morphogenesis.
J. Cell Biol., 1995; 129: 267-281

[53] Mochizuki R., Takeda A., Sato N., Kimpara T., Onodera H., Itoyama
Y., Muramatsu T.: Induction of midkine expression in reactive astro-
cytes following rat transcient forebrain ischemia. Exp. Neurol., 1998;
149: 73-78

[54] Monji A., Yoshida I., Tashiro K., Hayashi Y., Matsuda K., Tashiro N.:
Inhibition of AP fibril formation and AB-induced cytotoxicity by se-
nile plaque-associated proteins. Neurosci. Lett., 2000; 278: 81-84

[55] Muramatsu H., Inui T., Kimura T., Sakakibara S., Song X.J., Maruta
H., Muramatsu T.: Localization of heparin-binding, neurite outgrowth
and antigenic regions in midkine molecule. Biochem. Biophys. Res.
Commun., 1994; 203: 1131-1139

[56] Muramatsu H., Muramatsu T.: Purification of recombinant midkine
and examination of its biological activities: functional comparison of
new heparin binding factors. Biochem. Biophys. Res. Commun., 1991;
177: 652-658

[57] Muramatsu H., Zou K., Sakaguchi N., Ikematsu S., Sakuma S.,
Muramatsu T.: LDL-receptor related protein as a component of the
midkine receptor. Biochem. Biophys. Res. Commun., 2000; 270:
936-941

[58] Muramatsu H., Zou P., Suzuki H., Oda Y., Chen G.-Y., Sakaguchi N.,
Sakuma S., Maeda N., Noda M., Takada Y., Muramatsu T.: 0‘461' and
o, B, -integrins are functional receptors for midkine, a heparin-binding
growth factor. J. Cell Sci., 2004; 117: 5405-5415

[59] Muramatsu T.: Midkine and pleiotrophin: two related proteins in-

volved in development, survival, inflammation and tumorigenesis. J.
Biochem., 2002; 132: 359-371

[60] Nakanishi T., Kadomatsu K., Okamoto T., Ichihara-Tanaka K., Kojima
T., Saito H., Tomoda Y., Muramatsu T.: Expression of syndecan-1 and
-3 during embryogenesis of the central nervous system in relation to
binding with midkine. J. Biochem., 1997; 121: 197-205

[61] Nurcombe V., Fraser N., Herlaar E., Heath J.K.: MK: a pluripotential
embryonic stem-cell-derived neuroregulatory factor. Development,
1992; 116: 1175-1183

[62] Ochiai K., Muramatsu H., Yamamoto S., Ando H., Muramatsu T.:
The role of midkine and pleiotrophin in liver regeneration. Liver Int.,
2004; 24: 484-491

[63] Ohta S., Muramatsu H., Senda T., Zou K., Iwata H., Muramatsu T.:

Midkine is expressed during repair of bone fracture and promotes
chondrogenesis. J. Bone Miner. Res., 1999; 14: 1132—1144

599



Postepy Hig Med Dosw (online), 2006; tom 60: 591-601

[64] Ohuchida T., Okamoto K., Akahane K., Higure A., Todoroki H., Abe
Y., Kikuchi M., Ikematsu S., Muramatsu T., Itoh H.: Midkine prote-
cts hepatocellular carcinoma cells against TRAIL-mediated apopto-
sis through down-regulation of caspase-3 activity. Cancer, 2004; 100:
2430-2436

[65] Owada K., Sanjo N., Kobayashi T., Mizusawa H., Muramatsu H.,
Muramatsu T., Michikawa M.: Midkine inhibits caspase-dependent
apoptosis via the activation of mitogen-activated protein kinase and
phosphatidylinositol 3-kinase in cultured neurons. J. Neurochem.,
1999; 73: 2084-2092

[66] Owada K., Sanjyo N., Kobayashi T., Kamata T., Mizusawa H.,
Muramatsu H., Muramatsu T., Michikawa M.: Midkine inhibits apo-
ptosis via extracellular signal regulated kinase (ERK) activation in
PC12 cells. J. Med. Dent. Sci., 1999; 46: 45-51

[67] Paul S., Mitsumoto T., Yamamoto I., Shinozawa T.: Molecular clo-
ning, expression and purification of truncated midkine and its growth
stimulatory activity on Wilms’ tumor (G401) cells. Cancer Lett., 2001;
163: 239-244

[68] Pedraza C., Matsubara S., Muramatsu T.: A retinoic acid-responsive
element in human midkine gene. J. Biochem., 1995; 117: 845-849

[69] Pepper M.S., Sappino A.P., Stocklin R., Montesano R., Orci L., Vassalli
J.D.: Upregulation of urokinase receptor expression on migrating en-
dothelial cells. J. Cell Biol., 1993; 122: 673-684

[70] Piscione T.D., Rosenblum N.D.: The molecular control of renal bran-
ching morphogenesis: current knowledge and emerging insights.
Differentiation, 2002; 70: 227-246

[71]1 Qi M., TIkematsu S., Ichihara-Tanaka K., Sakuma S., Muramatsu T.,
Kadomatsu K.: Midkine rescues Wilms’ tumor cells from cispla-
tin-induced apoptosis: regulation of Bcl-2 expression by midkine. J.
Biochem., 2000; 127: 269-277

[72] Qi M., Ikematsu S., Maeda N., Ichihara-Tanaka K., Sakuma S., Noda
M., Muramatsu T., Kadomatsu K.: Haptotactic migration induced by
midkine: Involvement of protein-tyrosine phosphatase {, mitogen-acti-
vated protein kinase and phosphatidylinositol 3-kinase. J. Biol. Chem.,
2001; 276: 15868-15875

[73] Ratovitski E.A., Kotzbauer P.T., Milbrandt J., Lowenstein C.J., Burrow
C.R.: Midkine induces tumor cell proliferation and binds to a high af-
finity signaling receptor associated with JAK tyrosine kinases. J. Biol.
Chem., 1998; 273: 3654-3660

[74] Rawlings J.S., Rosler K.M., Harrison D.A.: The JAK/STAT signaling
pathway. J. Cell Sci., 2004; 117: 1281-1283

[75] Rebbaa A., Chou P.M., Mirkin B.L.: Factors secreted by human neu-
roblastoma mediated doxorubicin resistance by activating STAT3 and
inhibiting apoptosis. Mol. Med., 2001; 7: 393—400

[76] Reynolds P.R., Mucenski M.L., Le Cras T.D., Nichols W.C., Whitsett
J.A.: Midkine is regulated by hypoxia and causes pulmonary vascu-
lar remodeling. J. Biol. Chem., 2004; 279: 37124-37132

[77] Roszkowski K., Zidtkowska E.: Fibrynoliza w procesie nowotworo-
wym. Wspétczesna Onkologia Polska, 2005; 9: 196-198

[78] Rumsby M., Ichohara-Tanaka K., Kimura T., Scott M., Haynes L.,
Muramatsu T.: Bipolar undifferentiated CG-4 oligodendroglial line
cells adhere, extend processes and disperse on midkine, a heparin-
binding growth factor: orthovanadate and chondroitin sulphate E in-
hibit cell attachment. Neurosci. Res. Commun., 2001; 28: 31-39

[79] Said E.A., Krust B., Nisole S., Svab J., Briand J.P., Hovanessian
A.G.: The anti-HIV cytokine midkine binds the cell surface-expres-
sed nucleolin as a low affinity receptor. J. Biol. Chem., 2002; 277:
37492-37502

[80] Sakaguchi N., Muramatsu H., Ichihara-Tanaka K., Maeda N., Noda M.,
Yamamoto T., Michikawa M., Ikematsu S., Sakuma S., Muramatsu T.:
Receptor-type protein tyrosine phosphatase  as a component of the
signaling receptor complex for midkine-dependent survival of emb-
ryonic neurons. Neurosci. Res., 2003; 45: 219-224

[81] Sakakima H., Yashida Y., Kadomatsu K., Yuzawa Y., Matsuo S.,
Muramatsu T.: Midkine expression in rat spinal motor neurons follo-
wing sciatic nerve injury. Dev. Brain Res., 2004; 153: 251-260

[82] Salama R.H.M., Muramatsu H., Shimizu E., Hashimoto K., Ohgake S.,
Watanabe H., Komatsu N., Okamura N., Koike K., Shinoda N., Okada
S., Iyo M., Muramatsu T.: Increased midkine levels in sera from pa-
tients with Alzheimer’s disease. Prog. Neuropsychopharmacol. Biol.
Psychiatry, 2005; 29: 611-616

[83] Salama R.H., Muramatsu H., Zou K., Inui T., Kimura T., Muramatsu
T.: Midkine binds to 37-kDa laminin-binding protein precursor, le-

ading to nuclear transport of the complex. Exp. Cell Res., 2001; 270:
13-20

[84] Sandra F., Harada H., Nakamura N., Ohishi M.: Midkine induced gro-
wth of ameloblastoma through MAPK and Akt pathways. Oral Oncol.,
2004; 40: 274-280

[85] Sato W., Kadomatsu K., Yuzawa Y., Muramatsu H., Hotta N., Matsuo
S., Muramatsu T.: Midkine is involved in neutrophil infiltration into
the tubulointerstitium in ischemic renal injury. J. Immunol., 2001; 167:
3463-3469

[86] Shibata Y., Muramatsu T., Hirai M., Inui T., Kimura T., Saito H.,
McCormick L.M., Bu G., Kadomatsu K.: Nuclear targeting by the
growth factor midkine. Mol. Cell. Biol., 2002; 22: 6788—6796

[87] Smith F.I, Qu U., Hang S.J., Kim K.S., Gilmartin T.J., Head S.R.:
Gene expression profiling of mouse postnatal cerebellar development
using oligonucleotide microarrays designed to detect differences in
glycoconjugate expression. Gene Expr. Patterns, 2005; 5: 740-749

[88] Stoica G.E., Kuo A., Powers C., Bowden E.T., Sale E.B., Riegel A.T.,
Wellstein A.: Midkine binds to anaplastic lymphoma kinase (ALK) and
acts as a growth factor for different cell types. J. Biol. Chem., 2002;
277: 35990-35998

[89] Sumi Y., Muramatsu H., Hata K., Ueda M., Muramatsu T.: Midkine
enhances early stages of collagen gel contraction. J. Biochem., 2000;
127: 247-251

[90] Sumi Y., Muramatsu H., Takei Y., Hata K., Ueda M., Muramatsu T.:
Midkine, a heparin-binding growth factor promotes growth and glyco-
saminoglycan synthesis of endothelial cells through its action on smo-
oth muscle cells in an artificial blood vessel model. J. Cell Sci., 2002;
115: 2659-2667

[91] Suzuki N., Shibata Y., Urano T., Murohara T., Muramatsu T., Kadomatsu
K.: Proteasomal degradation of the nuclear targeting growth factor
midkine. J. Biol. Chem., 2004; 279: 17785-17791

[92] Takada J., Ooboshi H., Ago T., Kitazono T., Yao H., Kadomatsu K.,
Muramatsu T., Ibayashi S., Tida M.: Postischemic gene transfer of mid-
kine, a neurotrophic factor, protects against focal brain ischemia. Gene
Ther., 2005; 12: 487-493

[93] Takada T., Toriyama K., Muramatsu H., Song X.J., Torii S., Muramatsu
T.: Midkine, a retinoic acid-inducible heparin-binding cytokine in
inflammatory responses: chemotactic activity to neutrophils and associa-
tion with inflammatory synovitis. J. Biochem., 1997; 122: 453-458

[94] Take M., Tsutsui J., Obama H., Ozawa M., Nakayama T., Maruyama
I., Arima T., Muramatsu T.: Identification of nucleolin as a binding
protein for midkine (MK) and heparin-binding growth-associated mo-
lecule (HB-GAM). J. Biochem., 1994; 116: 1063—-1068

[95] Tomomura M., Kadomatsu K., Matsubara S., Muramatsu T.: A reti-
noic acid-responsive gene, MK, found in the teratocarcinoma system.
Heterogeneity of the transcript and the nature of the translation pro-
duct. J. Biol. Chem., 1990; 265: 10765-10770

[96] Tomomura M., Kadomatsu K., Nakamoto M., Muramatsu H., Kondoh
H., Imagawa K., Muramatsu T.: A retinoic acid responsive gene, MK,
produces a secreted protein with heparin binding activity. Biochem.
Biophys. Res. Commun., 1990; 171: 603—609

[97] Toriyama K., Muramatsu H., Hoshino T., Torii S., Muramatsu T.:
Evaluation of heparin-binding growth factors in rescuing morphogenesis
of heparitinase-treated mouse embryonic lung explants. Differentiation,
1997; 61: 161-167

[98] Tsuchida K., Shioi J., Yamada S., Boghosian G., Wu A., Cai H.,
Sugahara K., Robakis N.K.: Appican, the proteoglycan form of the
amyloid precursor protein, contains chondroitin sulfate E in the re-
peating disaccharide region and 4-O-sulfated galactose in the linkage
region. J. Biol. Chem., 2001; 276: 37155-37160

[99] Tsutsui J., Uehara K., Kadomatsu K., Matsubara S., Muramatsu T.:
A new family of heparin-binding factors: strong conservation of mid-
kine (MK) sequences between the human and the mouse. Biochem.
Biophys. Res. Commun., 1991; 176: 792-797

[100] Uehara K., Matsubara S., Kadomatsu K., Tsutsui J., Muramatsu T.:
Genomic structure of human midkine (MK), a retinoic acid-responsi-
ve growth/differentiation factor. J. Biochem., 1992; 111: 563-567

[101] Ueoka C., Kaneda N., Okazaki I., Nadanaka S., Muramatsu T.,
Sugahara K.: Neuronal cell adhesion mediated by the heparin-binding
neuroregulatory factor, midkine, is specifically inhibited by chondro-
itin sulfate E. Structural and functional implication of the oversulfa-
ted chondroitin sulfate. J. Biol. Chem., 2000; 275: 37407-37413

[102] Umehara Y., Yamada S., Nishimura S., Shioi J., Robakis N.K.,
Sugahara K.: Chondroitin sulfate of appican, the proteoglycan form
of amyloid precursor protein, produced by C6 glioma cells interacts
with heparin-binding neuroregulatory factors. FEBS Lett., 2004; 557:
233-238

600



Krzystek-Korpacka M. i wsp. - Budowa i funkcja midkiny, nowego czynnika wzrostu...

[103] Vilar J., Lalou C., van Huyen J.-P.D., Charrin S., Hardouin S., Raulais
D., Merlet-Benichou C., Lelievre-Pegorier M.: Midkine is involved
in kidney development and its regulation by retinoids. J. Am. Soc.
Nephrol., 2002; 13: 668—676

[104] Wada M., Kamata M., Aizu Y., Morita T., Hu J., Oyanagi K.: Alteration
of midkine expression in the ischemic brain of humans. J. Neurol. Sci.,
2002; 200: 67-73

[105] Yamada H., Inazumi T., Tajima S., Muramatsu H., Muramatsu T.:
Stimulation of collagen expression and glycosaminoglycan synthesis
by midkine in human skin fibroblasts. Arch. Dermatol. Res., 1997;
289: 429433

[106] Yasuhara O., Muramatsu H., Kim S.U., Muramatsu T., Maruta H.,
McGeer P.L.: Midkine, a novel neurotrophic factor, is present in seni-

le plaques of Alzheimer disease. Biochem. Biophys. Res. Commun.,
1993; 192: 246-251

[107] Yasuhara O., Schwab C., Matsuo A., Kim S.U., Steele J.C., Akiguchi
I, Kimura J., McGeer E.G., McGeer P.L.: Midkine-like immunoreacti-
vity in extracellular neurofibrillary tangles in brains of patients with
parkinsonism-dementia complex of Guam. Neurosci. Lett., 1996; 205:
107-110

[108] Yoshida Y., Goto M., Tsutsui J., Ozawa M., Sato E., Osame M.,
Muramatsu T.: Midkine is present in the early stage of cerebral infar-
ct. Dev. Brain Res., 1995; 85: 25-30

[109] Yoshida Y., Ikematsu S., Moritoyo T., Goto M., Tsutsui J., Sakuma
S., Osame M., Muramastu T.: Intraventricular administration of the
neurotrophic factor midkine ameliorates hippocampal delayed neuro-
nal death following transient forebrain ischemia in gerbils. Brain Res.,
2001; 894: 46-55

[110] Yu G.S., Hu J., Nakagawa H.: Inhibition of B-amyloid cytotoxicity
by midkine. Neurosci. Lett., 1998; 254: 125-128

[111] Yu J.L., Rak J.W.: Host microenvironment in breast cancer develop-
ment: inflammatory and immune cells in tumor angiogenesis and ar-
teriogenesis. Breast Cancer Res., 2003; 5: 83—88

[112] Zhou H., Muramatsu T., Halfter W., Tsim K.W., Peng H.B.: A role
of midkine in the development of the neuromuscular junction. Mol.
Cell Neurosci., 1997; 10: 56-70

[113] Zou K., Muramatsu H., Ikematsu S., Sakuma S., Salama R.H.,
Shinomura T., Kimata K., Muramatsu T.: A heparin-binding growth
factor, midkine, binds to a chondroitin sulfate proteoglycan, PG-M/
versican. Eur. J. Biochem., 2000; 267: 4046-4053

[114] Zou P., Zou K., Muramatsu H., Ichihara-Tanaka K., Habuchi O.,
Ohtake S., Ikematsu S., Sakuma S., Muramatsu T.: Glycosaminoglycan
structures required for strong binding to midkine, a heparin binding
growth factor. Glycobiology, 2003; 13: 3542

601




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (None)
  /CalRGBProfile (Belinea 101901_111914 cool)
  /CalCMYKProfile ()
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo false
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Preserve
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 300
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 300
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /ENU ()
    /POL ()
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName (sRGB IEC61966-2.1)
      /DestinationProfileSelector /DocumentRGB
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements true
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 6
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /UseDocumentProfile
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [600 600]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


