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prostprostřřededíí
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výbvýběěrovrováá

 

ppřřednednášáškaka

 

pro pro doktorandydoktorandy



 

-

 

Negativní

 

a pozitivní

 

zpětná

 

vazba


 

-

 

Základní

 

pojmy, parametry cytokinetiky

 

(proliferace, diferenciace, apoptóza)


 

-

 

Typy buněčných populací


 

-

 

Kmenové

 

a diferencované

 

kompartmenty. Totipotentní, pluripotentní, progenitorové, komitované
diferencované

 

buněčné

 

populace


 

-

 

Autokrinní, parakrinní

 

a endokrinní

 

regulace


 

-

 

Buněčný cyklus a jeho regulace


 

-

 

Faktory ovlivňující

 

buněčné

 

dělení, cytokiny, růstové faktory a inhibitory, jejich specifita
a rovnováha jejich působení



 

-

 

Struktura plasmatické

 

membrány a její

 

funkce v regulaci buněčné

 

proliferace a diferenciace


 

-

 

Vysoce nenasycené mastné kyseliny a eikosanoidy


 

-

 

Transdukce signálů

 

a exprese genetické

 

informace


 

-

 

Úloha fosfolipidových

 

komponet

 

v transdukci

 

signálů

 

růst modulujících látek


 

-

 

Mechanismus účinku hormonů

 

a tkáňových mediátorů

 

( cytokiny

 

a "chalony").


 

-

 

Regulace proliferace, diferenciace, apoptózy



Krvetvorný systKrvetvorný systéém a jeho funkcem a jeho funkce



 

HemopoHemopoéézaza

 

( ( lymfopolymfopoéézaza, , myelopomyelopoéézaza, erytropo, erytropoééza, za, megakaryocytopomegakaryocytopoéézaza

 

))


 

Funkce diferencovaných krevnFunkce diferencovaných krevníích elementch elementůů

 

--

 

monocyty, makrofmonocyty, makrofáágy gy --

 

fagocytfagocytóóza; za; 
T   B lymfocyty T   B lymfocyty --

 

imunitaimunita


 

MembrMembráánovnovéé

 

rozpoznrozpoznáávacvacíí

 

systsystéémy bunmy buněěk imunitnk imunitníí

 

soustavasoustava


 

Tvorba protilTvorba protiláátek ( mechanismus a dynamika vzniku, ptek ( mechanismus a dynamika vzniku, přřííprava monoklonprava monoklonáálnlníích protilch protiláátek )tek )


 

SekreSekreččnníí

 

a regulaa regulaččnníí

 

funkce bunfunkce buněěk imunitnk imunitníího systho systéémumu


 

Vztah imunitnVztah imunitníího systho systéému k dalmu k dalšíším fyziologickým funkcm fyziologickým funkcíím ( zm ( záánněětu apod.)tu apod.)

HomeostHomeostáázaza , , zdravzdravíí

 

a nemoca nemoc



 

Organismus jako hierarchický systOrganismus jako hierarchický systéém, spolupm, spolupůůsobensobeníí

 

nervovnervovéé, endokrinn, endokrinníí

 

a humora humoráálnlníí

 

soustavysoustavy


 

PPřřííklady systklady systéémových reakcmových reakcíí

 

jako jsou stres, zjako jsou stres, záánněět apod. a jejich význam z hlediska zdravt apod. a jejich význam z hlediska zdravíí

 

a nemocia nemoci


 

ŠŠkodlivkodlivéé

 

faktory vnfaktory vněějjšíšího prostho prostřřededíí

 

a jejich vliv na zdrava jejich vliv na zdravíí

 

lidsklidskéé

 

populacepopulace
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(PROLIFERA(PROLIFERACE,CE,

 

DIFFERENDIFFERENCIACE, CIACE, APOPTAPOPTÓZYÓZY
1 1 --

 

moleculmoleculárníární
2 2 --

 

buněčnábuněčná
3 3 ––

 

systsystémová émová úrověňúrověň

 

(organism(organismusus, , populapopulacece, e, ekkosystosystéém)m)



organismální,
tkáňová molekulovábuněčná

Nelze oddělovat (naopak nutno usilovat)
studium na jednotlivých úrovních organizace systému

Obtížně realizovatelné v rámci jedné laboratoře

ORGANISMUS JAKO KOMPLEXNÍORGANISMUS JAKO KOMPLEXNÍ
HIERARCHICKÝ SYSTÉMHIERARCHICKÝ SYSTÉM



POPULACE NORMÁLNÍCH 
(NETRANSFORMOVANÝCH) 

BUNĚK

ONKOGENEZE
fáze:

INICIAČNÍ 
(INITIATION)

PODPŮRNÁ 
(PROMOTION)

„cell signalling“     
(cytokiny

 

vs. 
eikosanoidy)

klinická data,    
matematické analýzy, 

experimentální ověření

ONKOTERAPIE

PROGRESIVNÍ 
FÁZE 

(PROGRESSION)

POPULACE 
TRANSFORMOVANÝCH 

BUNĚK

VÝZKUMNÉ CÍLE A OBLASTI PRAKTICKÉHO VYUŽITÍ



Typy regulací
růstu a buněčných funkcí)

1) Hormonální (endokrinní) regulace1) Hormonální (endokrinní) regulace

Regulátor –

 

hormon je produkován buňkami

 

žláz s vnit řní

 

sekrecí do krevního řečiště.
Ovlivňuje

 

funkce buněk, které mohou být značně vzdálenyod míst syntézy hormonu.

Hormon  –

 

je tedy produkován za účelem kontroly činnosti buněk než těch, které jej produkují

2) 2) ParakrinníParakrinní

 

regulaceregulace

Mechanismus působení

 

spočívá v tom, že růstový faktor (regulátor) –

 

tkáňový mediátor
(regulátor místního působení) – je syntetizován jedním typem buněk, poté je transportován do
extracelulárního prostoru a ovlivňuje

 

f-ce

 

buněk v nejbližším

 

okolí.

(často jediná možnost vzhledem k velmi krátkému poločasu rozpadu)

3) 3) AutokrinníAutokrinní

 

regulaceregulace

je možná

 

tehdy, jestliže jsou buňky

 

schopny jak syntetizovat tak i reagovat na určitý (růstový)
regulátor.

Pozn.: autokrinní

 

model je součástí konceptu vysvětlujícího abnormální regulaci nádorového
růstu.
Předpokládá, že nádorově

 

změněné buňky produkují stimulační růstové faktory v nadměrném
množství, na které samy odpovídají. Tak se autostimulují

 

ve smyslu aktivace proliferace.



Proliferace:Proliferace:
je ekvivalentem bunje ekvivalentem buněčěčnéhoného

 

dělenídělení
( tzn. zvýšení po( tzn. zvýšení poččtu kvalitativně totožných buněk)tu kvalitativně totožných buněk)

Diferenciace:Diferenciace:
„„rozrrozrůůzňovánízňování

 

buněk“ (vznik kvalitativně odlišných buněkbuněk“ (vznik kvalitativně odlišných buněk))

RůstRůst
zvzvěětšenítšení

 

„objemu“ buňky, buněčné populace (tkáně nebo organismu).„objemu“ buňky, buněčné populace (tkáně nebo organismu).
Je dJe důůsledkemsledkem::
a)a) zvzvěětšenítšení

 

velikosti buněk při zachování konstantní velikosti populacevelikosti buněk při zachování konstantní velikosti populace
b)b) zvzvěětšenítšení

 

počtu buněk (proliferace) bez změn vpočtu buněk (proliferace) bez změn v objemu bunobjemu buněěkk
c)  zvýšení poc)  zvýšení po ččtu buněk i jejich objemutu buněk i jejich objemu

ApoptózaApoptóza:: programovaná buněčná smrt, nevede k zánětuprogramovaná buněčná smrt, nevede k zánětu

d) odumírání d) odumírání apoptózouapoptózou

 

nebo nekrózou nebo nekrózou 

Nekróza:Nekróza: neprogramovaná buněčná smrt, je příčinou zánětuneprogramovaná buněčná smrt, je příčinou zánětu
(odlišný průběh biochemických reakcí, rozdílná morfologie)(odlišný průběh biochemických reakcí, rozdílná morfologie)



TYPY PROLIFERUJÍCÍTYPY PROLIFERUJÍCÍ

TYPY NEPROLIFERUJÍCÍTYPY NEPROLIFERUJÍCÍ

TYPY TYPY 
BUNĚČNÝCH BUNĚČNÝCH 

POPULACÍPOPULACÍ
podle Gilberta a 

Lajthy
 

(1965)

B. 
C.N.S.

NÁDOR

expandujícíexpandující, 
neopouštějí 

populaci, 
množí se

c. konstantní  
stacionární  stacionární  

BLASTY 
KRVE

tranzitnítranzitní

 

populace 
ve které se buňky 

pomnoží  
c. konstantní  

K. B.

populace coby 
zdroj buněkzdroj buněk

 

pro 
jiné populace 
c. konstantní  

OOCYTY

stále ubývá

metamyelocyty
k. d.
ery.
gran.

c. konstantní  

typ průchozí 
(tranzitnítranzitní)



T a b u lka  1
D ě len í b u n ěčn ých  p o p u la c í p o d le  in ten zity  o b n o vy  u  d o sp ě lé  m yš i

1 . S ta tick é  p o p u la c e  b ez  zn á m e k  o b n o v y  b ěh em  ž iv o ta :
                  n e u ro n y  v šech  typů
                  s rd ečn í sv a lo v é  b uňk y
                  o d o n to b la s ty
                  S e rto lih o  b uňk y

2 . V e lm i p o m a lu  se  o b n o v u jíc í b u n ěčn é  p o p u la ce :
     B ěh e m  ž iv o ta  se  o b n o v í jen  čá s t p o p u lac e :
                  h la d k é  sv a lo v é  b u ňk y
                  g lio v é  b uňk y
                  o s teo c yty
                  b uňk y  le d v in n ýc h  tu b u lů
                  b uňk y  d řen ě  n a d le d v in ek
                  h la v n í b uňk y  ž a lu d ečn í s liz n ice
                  in te rs tic iá ln í  b uňk y  L e yd ig o v y
                  b uňk y  h n ěd é  tu k o v é  tk á n ě

3 . R y ch le  se  o b n o v u jíc í b u n ěčn é  p o p u la ce :
    A . N e  p ř í l iš  ryc h le  s e  o b n o v u jíc í p o p u la ce . P o p u la ce , k te rá  se  b ěh em  ž iv o ta  z ce la  o b n o v í, a le
        z a  d o b u  d e lš í n ež  3 0  d n í:
                  h e p a to c y ty  a  lito rá ln í b uňk y
                  ep ite lo v á  v ýs te lk a  d ýc h ac íh o  trak tu
                  b uňk y  s lin n ých  ž lá z
                  b uňk y  p an k rea tu
                  b uňk y  v  ků ře  n ad le d v in ek
                  p a rie tá ln í b uňk y  ž a lu d ečn í s liz n ic e
                  p o jiv o v é   b uňk y  v  ků ž i
   B . V e lm i rych le  se  o b n o v u jíc í b u n ěčn é  p o p u lac e . V še c h n y  se  o b n o v í z a  d o b u  k ra tš í n e ž  3 0  d n í:
                  s třev n í e p ite l
                  k rv e tv o rn é  b uňk y , p re k u rso ry  k re v n ích  b u n ěk
                  ep id e rm is
                  k o rn ea
                 ep ite lo v á  v ýs te lk a  ú s tn í d u tin y  a  e so fa g u
                 p o v rch o v ý  e p ite l ž a lu d ečn í s liz n ice
                 se m in ife rn í ep ite lo v á  tk áň
   C . B uňk y  n á d o ro v é



MODELY:MODELY:
Buňky tzv. intenzívně Buňky tzv. intenzívně proliferujícíchproliferujících

 
populacípopulací

(zejména b. krvetvorné a  b. střevních epitelů).(zejména b. krvetvorné a  b. střevních epitelů).

aa

buňky nádorovébuňky nádorové





Polyklonální
 

charakter kostních buněk
Přirovnání

 

kmenové buňky ke stromu:
a a –

 

kmenová buňka

 

v embryonální době

b –

 

kmenová buňka v dospělosti

aa

  
 
 
 
 

b
b



Seznam používaných zkratek kmenových buněk:

BFUBFU--E E -- burstburst

 

formingforming

 

unit unit --

 

erythroiderythroid (jednotka (jednotka vytvávytvářřejícíející

 

explozivně vznikající kolonie explozivně vznikající kolonie erytroidníerytroidní

 

řady).řady).
Velmi nezralá kmenová Velmi nezralá kmenová bubuňňkaka

 

erytroidníerytroidní

 

řady.řady.

CFUCFU--BL BL -- colonycolony

 

formingforming

 

cell cell --

 

B B --

 

lymfocytelymfocyte ((bubuňňkaka

 

vytvářející kolonie lymfocytů B).vytvářející kolonie lymfocytů B).

CFU-C - colonycolony

 

formingforming

 

unit unit --

 

cultureculture (jednotky (jednotky vytvávytvářřejícíející

 

kolonie v kultuře).kolonie v kultuře).
(GM(GM--CFC)CFC) Kmenová Kmenová bubuňňkaka

 

bílé řady, vbílé řady, v poslední dobposlední doběě

 

stále častěji používaná zkratkastále častěji používaná zkratka
GMGM--CFC CFC –– granulocyty granulocyty macrophagemacrophage--colonycolony

 

formingforming

 

cellcell (buňňkaka

 

vutvářejícívutvářející
kolonie pro granulocyty a makrofágy).kolonie pro granulocyty a makrofágy).

CFUCFU--E E -- colonycolony

 

formingforming

 

unit unit --

 

erythroiderythroid (jednotka (jednotka vutvávutvářřejícíející

 

kolonie kolonie erytroidníerytroidní

 

řady.) .řady.) .
Kmenová Kmenová bubuňňkaka

 

erytroidníerytroidní

 

řadyřady

CFUCFU--MegMeg-- colonyolony

 

formingforming

 

unit unit --

 

megakaryocytemegakaryocyte (jednotka (jednotka vytvávytvářřejícíející

 

kolonie megakaryocytů).kolonie megakaryocytů).
Kmenová Kmenová bubuňňkaka

 

erytroidníerytroidní

 

řady.řady.

CFUCFU--S S -- colonycolony

 

formingforming

 

unit unit --

 

spleenspleen (jednotka (jednotka vytvávytvářřejícíející

 

kolonie ve kolonie ve lsezinělsezině).).
(CFU (CFU --
GEMM)GEMM)

Nejběžěžnějšínější

 

používaná zkratka pro používaná zkratka pro hemopoetickouhemopoetickou

 

pluripotentnípluripotentní

 

kmenovou buňku.kmenovou buňku.

DCPC DCPC –– diffusiondiffusion

 

chamberchamber

 

progenitorprogenitor

 

cellcell ((kemnovákemnová

 

progenitorováprogenitorová

 

bubuňňkaka

 

proliferujícíproliferující

 

v difúzníchv difúzních
komkomůůrkáchrkách.).)



T.M.Dexter

 

and

 

M.Moore

Fig. 1. The

 

structure

 

of

 

the

 

hemopoietic

 

system
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testes//
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Epo
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STEMSTEM
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Kompartmenty
funkčně nebo prostorově oddělené soubory prvků (složek).

Důsledek
 

kompartmentace: (existence jednotlivých kompartmentů) prvky (např.
látky nebo buňky) jsou nerovnoměrně rozděleny.

Příklady:

všechny membránami ohraničené

 

struktury mají (z hlediska rozdělení látek) „své vnitřní
prostředí“ a selektivně

 

akumulují nebo zadržují určité látky proti koncentračnímu
spádu.

Už

 

tímto prostým faktem jsou některé reakce umožněny, jiným může být zabráněno.

Tato protientropická

 

distribuce molekul v bu ňce

 

směřující proti neuspořádanosti
má velký význam pro buněčný

 

metabolismus a regulace.

Umožňuje

 

ji právě
existence buněčných

 

membrán –

 

jeden ze základů

 

biologických systémů

Bude rozvedeno pozdějiBude rozvedeno později



Pluripotentní

 

buňka již neschopná vytvořit slezinnou kolonii 1

CFU-S

- BFU-E
- CFU-E
- CFU-C
-

 

CFU-eozinofilů
- CFU-Meg
-

 

CFU-makrofágů2

- CFU-BL3

- CFU-TL3
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Obr. 8. Schéma kvantitativního zastoupení různých prekurzorů

 

krevních buněk v krvetvorné tkáni. 1Podle Gregorové
a Henkelmana

 

(1977); 2podle MacVittieho

 

a Porvaznika

 

(1978); 3nejsou odvozeny od CFU-S. 
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regulační
podněty,atd.

.....“0”

modelové systémy , buňky
 liš ící se růstovou “strategií”, pacient

in vitro

apoptóza

treatment:

VÝSTUPY

proliferace

diferenciace



differentiation

apoptosis
 (necrosis)proliferation

?%+
-

t0 txtime
 

(t)



Rovnováha (homeostáza) 
výsledek působení  mnohočetných zpětných 

vazeb



FAKTORY SPECIFICKÉ

FAKTORY NESPECIFICKÉ

membrána

+-

cytosol

jádro 
(DNA)

růst



REGULACE „NORMÁLNÍHO“ RŮSTU

1A

 

Schematické znázornění stimulace a inhibice růstu specifickými

 

a nespecifickými faktory. Převaha pozitivního nebo negativního signálu rozhoduje o 
výsledné stimulaci nebo inhibiciů

 

závisí na metaboluické

 

a růstové aktivitě buněk, typu buněk a dalších podmínkách -

 

viz text. Specifické růstové účinky
vnějšího prostředí buněk zahajují specifické růstové faktory (specifick0 stimul8tory) a specifické endogenní inhibitory (chalony).
CSFCSF--kolonie stimulující faktor, EGFkolonie stimulující faktor, EGF--epidermální růstový faktor, FGFepidermální růstový faktor, FGF--fibroblastový růstový faktor, NGFfibroblastový růstový faktor, NGF--nervový růstový faktor, MSAnervový růstový faktor, MSA--multiplikaci multiplikaci stisti--
mulujícímulující

 

aktivitaaktivita, cAMP-cyklický 3´5 -guanosinmonofosfát, BSCBSC--1, BHK1, BHK--1, MCIF, FGRF1, MCIF, FGRF--specifické inhibitory daných buněčných linií.specifické inhibitory daných buněčných linií.

STIMULACESTIMULACE

INHIBICEINHIBICE

Startovací inhibitorová

 

síla
(odpověď vše nebo nic)

RR
ŮŮ
SS
TT

Mono-

Oligo-

Poly-

N
es

sp
ec

ifi
ck

é
fa

kt
or

y

kumulace katabolitůkumulace katabolitů
vyčerpání živinvyčerpání živin

transmem.pottransmem.pot. E. Emm

 

--70 až 70 až --90 90 mVmV
limitní limitní konckonc. Na. Na++/K/K++, Ca, Ca2+2+, Mg, Mg2+2+

snížení snížení cGMPcGMP~10~10--88--1010--1212

 

mol.lmol.l--11

 
intracelintracel..

zvýšení cAMP 10zvýšení cAMP 10--22--1010--55

 

mol.lmol.l--11

 

extrextr..
katabolické steroidykatabolické steroidy

interferoninterferon
katecholaminy, adrenalinkatecholaminy, adrenalin

některé některé mitostatmitostat. hormony ACTH. hormony ACTH
některé prostaglandinyněkteré prostaglandiny
inhinh. myeloidní leukémie. myeloidní leukémie

inhinh. . epidepid. karcinomu, ascitu. karcinomu, ascitu
inhinh. lymfomu, melanomu. lymfomu, melanomu

epidermální, intestinální epidermální, intestinální inhinh..
FGRF, MCIF FGRF, MCIF inhinh. Atd.. Atd.

BSCBSC--1, BHK1, BHK--1 1 inhinh
spec. inhibitoryspec. inhibitory--chalonychalony

spec. endogenní inhibitoryspec. endogenní inhibitory

spec. spec. intracelintracel. . stimstim. proteiny. proteiny
spec. růstové faktoryspec. růstové faktory

růstové proteiny, růstové proteiny, kondic.médiakondic.média
poietiny, CSFpoietiny, CSF

lektinylektiny

 

(A, conc. A)(A, conc. A)
somatomedinysomatomediny

některéněkteré

 

prostaglandinyprostaglandiny
EGF, FGF, NGF, MSA EGF, FGF, NGF, MSA atdatd..

některéněkteré

 

hormonyhormony

 

--

 

mitogennímitogenní
inzulíninzulín, , serotonínserotonín

hydrokortizonhydrokortizon, noradrenalin, noradrenalin
anbolickéanbolické

 

steroidysteroidy
zvýšenízvýšení

 

cGMPcGMP

 

1010--33--1010--66mol.lmol.l--1 1 extrextr..
sníženísnížení

 

cAMPcAMP

 

pod   10pod   10--88

 

mol.lmol.l--1 1 i.ci.c..
dodánídodání

 

CaCa2+2+

 

nadnad

 

1,8 mV1,8 mV
transmemtransmem. . ppot. Eot. Emm

 

--10 až 10 až --70 mV70 mV
proteázyproteázy, , trypsinizacetrypsinizace

dodánídodání

 

živinživin
odstráněníodstránění

 

katabolitůkatabolitů

Mono-

Oligo-

Poly-

N
es

sp
ec

ifi
ck

é
fa

kt
or

y

Startovací stimulátorová síla
(odpověď vše nebo nic)
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;;některá některá 
OBECNÁ VÝCHODISKAOBECNÁ VÝCHODISKA, , 

DŮLEŽITÁ PRO POSTIŽENÍ CHOVÁNÍ A SMĚROVÁNÍ BUNĚČNÝCH POPULACÍ, ZDŮLEŽITÁ PRO POSTIŽENÍ CHOVÁNÍ A SMĚROVÁNÍ BUNĚČNÝCH POPULACÍ, Z
 

NICHŽ LZE NICHŽ LZE 
VYCHÁZET, MOHOU BÝT TATOVYCHÁZET, MOHOU BÝT TATO:

-

 

Zachování rovnováhy

 

v nejširším slova smyslu mezi produkcí

 

buněk (intenzitou proliferace) a jejich 
úbytkem

 

(např. smrtí apoptózou) je podmínkou pro zachování homeostázy

 

na tkáňové úrovni. 

-

 

Proto změny v intenzitě proliferace, diferenciace a apoptózy

 

po působení jakýchkoli podnětů, jež 
mohou tyto procesy ovlivnit, lze chápat jako integrální ukazatele porušení této homeostázy. 

-

 

Vhodný způsob detekce

 

těch změn, které vedou k trvalejšímu porušení rovnováhy mezi produkcí a 
úbytkem buněk může celkově odrážet

 

nejen poruchy, které jsou základem tzv. proliferativních

 

chorob 
(nádorových onemocnění), ale

 

být i ukazatelem procesů vedoucích k obnově

 

porušené rovnováhy. 

-

 

Parametry,

 

jimiž lze postihnout tyto tendence, by proto měly být předmětem zájmu

 

nejen teoreticky 
orientovaných pracovníků, ale i laboratoří zabývajících se účinky škodlivých látek vnějšího prostředí, 
šlechtitelských  a zejména klinicky orientovaných laboratoří.



receptory

růstové signály

molekuly
signálové

transdukce

molekuly 
zesilovací
kaskády

regulátory
transkripce

cykliny

CDKs

p27 
p21 
p16 
p15



CSF-1

c-fms

PKC??
e.g.u-PA, JE, KC 


 

actin, 
fibronectin

 

R () 
hck, frg

 

fos,  
jun, myc

 

G1 
cyclins

DNAsynthesis

mRNA

nucleus

??

Glucose

??

K+

Na+

Na+

H+

PKC

tyr tyr-P
receptor substrates

 
e.g. PI-3 kinase

G proteins

 
(ras/GAP?)

other

 

effectors

 

e.g. 
RAF-1 kinase

Fluid-phase

 
pinocytosis

phospholipids phospholipases

DAG

?? ??
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