POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 37 2010 NR 2 (471-499)

METALOPROTEINAZA 9 (MMP-9)

JAKO SZCZEGOLNY PRZEDSTAWICIEL METALO-
PROTEINAZ MACIERZY ZEWNATRZKOM(’)RKOWEJ :
ROLA W NAPLYWIE I APOPTOZIE NEUTROFILI
W TRAKCIE REAKCJI ZAPALNEJ*

METALLOPROTEINASE 9 (MMP-9) AS A UNIQUE MEMBER
OF THE MATRIX METALLOPROTEINASE FAMILY:
ROLE IN INFLUX OF NEUTROPHILS AND THEIR APOPTOSIS
DURING INFLAMMATION

Elzbieta KOLACZKOWSKA
Zaktad Immunobiologii Ewolucyjnej, Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw

Streszczenie: Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP) to endopeptydazy zalezne od
jonéw Zn>". Enzymy te maja zdolno$¢ do degradacji biatek budujacych blony podstawne oraz macierz
zewnatrzkomorkowa co umozliwia przebudowg tkanek oraz przemieszczanie si¢ komorek, zaréwno w
przebiegu proceséw fizjologicznych, standw zapalnych, jak i chorob nowotworowych. Wérdd licznych
podrodzin MMP wyodrebnia si¢ podrodzing zelatynaz, do ktérych nalezy zelatynaza A (MMP-2) i
zelatynaza B (MMP-9). Enzymy te maja najbardziej skomplikowang budowe¢ sposréd MMP i podobne
spektrum substratow, jednak wykazuja rézna ekspresje — konstytutywna w przypadku MMP-2 i (za-
zwyczaj) indukowalna metaloproteinazy 9. Wyjatkowos¢ MMP-9 przejawia si¢ ponadto w zdolnosci
tego enzymu do regulacji aktywnosci czynnikéw wzrostu, cytokin, a zwlaszcza chemokin. Stworzenie
myszy transgenicznych z wylaczonym genem kodujacym zelatynaze B (MMP-97) przyczynilo si¢ do
odkrycia takze fizjologicznych funkcji MMP-9, w tym zwiazanych z rozmnazaniem, funkcjonowaniem
uktadu nerwowego, rozwojem koséca, przebudowa naczyn krwionosnych, gojeniem ran oraz procesami
zachodzacymi w grasicy. Ponadto badania na myszach MMP-9" pozwolily na szczegélowe poznanie
roli tego enzymu w zapaleniu. Wykazano, ze oprocz zaangazowania w procesy zwigzane z naptywem
leukocytéw zapalnych, gtéwnie neutrofili, MMP-9 uczestniczy takze na pdéznych etapach zapalenia w
apoptozie tych komorek. Rownoczesnie wykazano, ze w niektorych przypadkach MMP-9 ogranicza
naplyw neutrofili przez degradacj¢ chemokin. Opisano réwniez rozw6j mechanizméw kompensujacych
brak tego enzymu u myszy MMP-9"". Wszystkie powyzsze cechy powoduja, ze zelatynaza B jest
jednym z enzymo6w kluczowych dla rozwoju i przebiegu reakcji zapalne;.

Stowa kluczowe: metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej, MMP-9, zelatynaza B, reakcja za-
palna, neutrofile, apoptoza, myszy transgeniczne.
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Summary: Matrix metalloproteinase (MMP) family consists of Zn?*-dependent endopeptidases. The
enzymes degrade structural proteins of basement membranes and extracellular matrix facilitating tissue
remodeling and cell mobility thus phenomena accompanying physiological and inflammatory processes
as well as cancer diseases. One of the subgroups among MMPs is a subfamily of gelatinases consisting of
gelatinase A (MMP-2) and gelatinase B (MMP-9). The two enzymes are characterized by the most
complicated structure among MMPs and similar spectrum of substrates, however, they show different
expression — constitutive in case of MMP-2 and (usually) inducible of MMP-9. Moreover, one of
distinguished features of MMP-9 is the capacity to regulate cytokine and chemokine activity. Bioen-
gineering of transgenic mice deficient in gelatinase B (MMP-9"") revealed also physiological functions of
MMP-9, for example in reproduction, functioning of nervous system, bone development, remodelling of
blood vessels, wound healing and some processes occurring in thymus. Moreover, studies on MMP-9”-
mice allowed for detailed studies of the role of the enzyme in inflammation. It was shown that apart from
its role in tissue infiltration by inflammatory leukocytes (mostly neutrophils), during late stages of
inflammation MMP-9 also participates in apoptosis of the cells. Furthermore, it was reported that in
certain circumstances MMP-9 might limit neutrophil infiltration by degradation of various chemokines.
In addition development of compensatory mechanisms was reported to operate in MMP-9"" mice. Thus
overall MMP-9 is one of the key enzymes in the development and the course of inflammation.

Key words: matrix metalloproteinase (MMP) family, gelatinase B, transgenic mice, inflammation, neutrophils.

WPROWADZENIE

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej — MMP (ang. matrix metallo-
proteinases) zalezne od Zn*" endopeptydazy — to grupa enzyméw uczestniczacych w
degradacji biatek blon podstawnych i macierzy zewnatrzkomérkowej oraz regulacji
aktywnosci cytokin i chemokin, a co za tym idzie umozliwiajacych przemieszczanie si¢
leukocytow i regulujacych przebieg proceséw immunologicznych. Prawidlowe
funkcjonowanie MMP jest rowniez bardzo wazne dla przebiegu proceséw fizjologicznych,
takich jak: przebudowa tkanek w trakcie embriogenezy, rozwoj kosci i zebdw, procesy
Zwigzane z rozmnazaniem i gojeniem ran. MMP-9 (zelatynaza B) jest szczegdlnym
cztonkiem rodziny MMP zardéwno ze wzgledu na najbardziej skomplikowana budowe,
jak i szeroki zakres funkcji, w tym w reakcji zapalnej. Przy braku selektywnych
inhibitorow zelatynazy B jednym z najwazniejszych narzedzi badawczych stosowanym
w celu poznania jej funkcji sa myszy transgeniczne niewytwarzajace tego enzymu. Dzigki
badaniom na myszach MMP-9"" nie tylko poznano liczne funkcje zelatynazy B, ale takze
odkryto powiazania pomiedzy poszczegélnymi MMP oraz innymi enzymami zaangazo-
wanymi w proces zapalny.

ODKRYCIE METALOPROTEINAZ

MMP zostaly odkryte w trakcie badan nad metamorfoza kijanek w 1962 roku,
kiedy to Jerome Gross i Charles M. Lapiere opisali enzym rozktadajacy potrdjna
helisg wtokien kolagenu [33]. Z czasem enzym ten nazwano kolagenaza, a gdy
zaczeto odkrywaé kolejne enzymy o podobnej aktywnosci i budowie, zostal on
nazwany metaloproteinaza 1 (MMP-1). Nazwa metaloproteinazy macierzy zewnatrz-
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komorkowej (nadana ze wzgledu na obecnos¢ atomu cynku w ich czasteczce oraz
jedyna znana wowczas funkcje¢) zostata wprowadzona dopiero w 1989 roku na
pierwszym zjezdzie naukowym w Sandestin Beach (Floryda, USA) poswieconym
tej grupie enzymow, na ktorym ustalono takze nomenklature MMP [11,69]. Izolacja
pierwszej metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej, MMP-1, udala si¢ dopiero
w 1970, a dokonat tego John Jeffrey ze wspotpracownikami [6]. W rok pdzniej
stwierdzono, ze MMP sa produkowane i wydzielane w formie nieaktywnych
zymogenow [35], ale dopiero w roku 1990 opisano mechanizm ich aktywacji, tzw.
cysteine switch [101]. Obecnie w zasobach literaturowych funkcjonuje 28 roznych
MMP, jednak czasteczki poczatkowo opisane jako MMP-4, -5 i -6 zostaly wycofane,
a z kolei kilku kolejnym MMP nie przyznano (jeszcze) numeru [28]. MMP
historycznie dzielimy na 5 gléwnych podrodzin: kolagenazy, zelatynazy, stromelizyny,
matrylizyny i metaloproteinazy blonowe — MT-MMP (ang. membrane-type matrix
metalloproteinases), a takze spokrewnione z MMP bltonowe ADAM (ang. a
disintegrin and metalloproteinase domain) i wydzielane ADAMTS (ang. a
disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs). Podstawa
powyzszego podziatu bylo podobienstwo specyfiki substratowej i budowy poszcze-
gblnych enzymdw [29,69,77]. Z czasem wykazano jednak, ze wiele substratow jest
wspolnych dla MMP z réznych rodzin, dlatego obecnie rownoczesnie funkcjonuje
inny podziat MMP oparty tylko na ich strukturze [5,68]. Wedlug tej klasyfikacji
wyrézniamy 8 typow MMP: 5 wydzielanych oraz 3 zwigzane z blonami komorkowymi
(tab. 1) [28].

ZELTYNAZY - BUDOWA

Unikatowa rodzing w obrgbie MMP sg zelatynazy. Wyjatkowos¢ tej rodziny wynika
z kilku powodéw: (1) maja jeden z najbardziej skomplikowanych schematéw budowy
(tab 1, ryc. 1), (2) maja bardzo podobng do siebie specyfike substratowa, ale
roéwnoczesnie rozng ekspresje (MMP-2 jest glownie enzymem konstytutywnym, a
MMP-9 indukowanym), (3) sa bardzo wazne zaréwno dla utrzymania homeostazy
organizmu (gléwnie MMP-2, ale takze MMP-9) oraz rozwoju i przebiegu reakcji
zapalnych i chorob nowotworowych (gtéwnie MMP-9, ale takze MMP-2) [16,36,77,98].
W przypadku tej ostatniej grupy chorob zelatynazy sa produkowane zaroéwno przez
komorki nowotworowe, jak i komoérki immunokompetentne [28]. Poréwnanie
wybranych parametrow zelatynaz przedstawiono w tabeli 2.

Geny kodujace zelatynazy skladaja sie z 13 egzondéw [28,67,98], a struktura
organizacyjna ich genu jest przedstawiona na rycinie 1A (pordwnaj tez z tabela 1).
U myszy najwyzsza konstytutywna ekspresje genu MMP-2 stwierdzono w nerkach,
sledzionie, miesniach, plucach i sercu [73]. Co ciekawe, niska konstytutywna
ekspresja genu kodujacego MMP-9 wykryta zostata we wszystkich analizowanych
tkankach myszy [73]. Promotor genu kodujacego zelatynaze B o indukowanej
ekspresji zawiera sekwencje TATA i pewna liczb¢ miejsc wigzacych elementy
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RYCINA 1. Schemat budowy gen6éw kodujacych zelatynazy (MMP-2 i MMP-9) (A) oraz struktura ich
biatek (B). (A) Réznymi kolorami zaznaczono egzony, badz ich fragmenty, kodujace poszczegdlne
domeny zelatynaz: peptyd sygnatowy (bialy), pro-domena (pomaranczowy), domena katalityczna (z6lty)
z odcinkiem wiazacym atom cynku (czerwony), domeny podobne do fibronektyny (niebieski), domena
podobna do kolagenu typu V (fioletowy), domena podobna do hemopeksyny (zielony). Fragmenty,
ktdre nie ulegaja translacji, zaznaczono kolorem szarym (za [67,98], zmodyfikowane). (B) Poszczegdlne
domeny oznaczono réznymi kolorami oraz symbolami, gdzie S to peptyd sygnalowy, pro to domena
propeptydowa, dom akt — domena katalityczna enzymu, Fib — domena podobna do fibronektyny, Zn*
— centrum aktywne w domenie katalitycznej wiazace atom cynku, Kolag —domena podobna do kolagenu
typu V, Hem — domena podobna do hemopeksyny, region zawiasowy oznaczono gruba czarng linig (za

[77,98], zmodyfikowane)
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TABELA 1. Podzial metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP) (na podstawie
[11,29,68,69]).W tabeli przedstawiono podziat MMP na rodziny na podstawie specyfiki
substratowej oraz aktualnej klasyfikacji uwzgledniajacej podobienstwo budowy. Wszystkie
MMP sktadajg si¢ z dwdoch domen podstawowych — prodomeny i domeny aktywnej oraz
zazwyczaj jednej do kilku domen dodatkowych

Klasyfikacja MMP wg Nowy podzial MMP (Charakterystyczne

podzialu na podstawie |na podstawie cechy budowy
specyfiki substratowej |budowy

Matrylizyny Typ 1 wydzielniczy |Budowa podstawowa: prodomena, domena
aktywna

Kolagenazy Typ 2 wydzielniczy |+ domena podobna do hemopeksyny

Stromelizyny Typ 3 wydzielniczy |+ domena podobna do hemopeksyny i domena
wigzaca furyng

MMP-21 Typ 4 wydzielniczy |+ domena podobna do hemopeksyny, domena
wigzaca furyng i domena podobna do witronektyny

Zelatynaza A + domeny podobne do fibronektyny

Zelatynaza B Typ 5 wydzielniczy |+ domeny podobne do fibronektyny i domena
podobna do kolagenu typu V

MT-MMP Typ 1 blonowy + domena podobna do hemopeksyny i domena

(MMP blonowe) wigzaca furyng, domena transblonowa, domena

Typ I kotwiczaca w blonie komdrkowe;j

MT-MMP Typ 2 blonowy + domena wigzaca furyne, szereg cysteinowy

Typ I (Ig) i domena podobna do immunoglobuliny (Ig)

MT-MMP Typ 3 blonowy + domena podobna do hemopeksyny i domena

Typ GPI wiazaca furyne, glikozylofosfatydyloinozytol (GPI)

transkrypcyjne typu AP-1, NF«B, Spl, Ets (np. [55,67]). Przylaczanie si¢
powyzszych czynnikdéw transkrypeyjnych do promotora genu MMP nastgpuje po
zainicjowaniu wewnatrzkomorkowego sygnatu przez kinazy biatkowe [98]. Dotych-
czas nie wykryto wielu regulatoréw ekspresji zelatynazy B, a do poznanych naleza
Kiss-1 (ang. metastases suppressor Kiss-1, Kisspeptin), czynnik réznicujaco-
represyjny 1 (ang. differentiating-repressing factor 1) i ostatnio zidentyfikowana
transgelina (SM22), ktéra ogranicza ekspresje MMP-9 hamujac aktywacje ERK
przez wplyw na AP-1 [71,105]. Ekspresja MMP-9 jest kontrolowana takze na
poziomie stabilizacji mRNA i efektywnosci translacji [38,39].

Czasteczki zelatynaz sa zbudowane z podobnych domen, na koncu aminowym
maja peptyd sygnatowy, ktdry umozliwia wydzielenie enzymu z komorki, a ktéry ulega
proteolizie w jej blonie cytoplazmatycznej [28]. MMP sa wydzielane z komorki wraz
z pro-domena, dzigki ktérej pozostaja w formie latentnej (tzw. zymogenu). Pro-
domena sktadajaca si¢ z 80 — 90 aminokwasow zawiera ewolucyjnie konserwatywna
sekwencje PRCGXPD (gdzie X to dowolny aminokwas), w ktorej najwazniejsza
jest czasteczka cysteiny. Poprzez grupe tiolowa (-SH) cysteina ta wiaze atom cynku
powodujac zablokowanie miejsca aktywnego enzymu [68,98]. Po odcigciu pro-
domeny grupa tiolowa odtacza sie od Zn>" i jest zastepowana przez grupe wodorowa
(—OH) czasteczki wody, ktora nie blokuje miejsca aktywnego enzymu. Ten
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mechanizm aktywacji MMP zostal nazwany cysteine switch [101]. Odciecie pro-
domeny ma charakter proteolityczny i nastgpuje pod wptywem innych MMP
(najczegsciej) MT-MMP) lub enzymow o aktywnosci proteaz serynowych. Na
przyktad pro-MMP-9 moze by¢ aktywowana przez stromelizyne 1 i MMP-2, ale
takze przez plazmine i urokinaze [80].

Domena katalityczna MMP ztozona jest z ok. 170 aminokwaséw o budowie —
P kartki ztozonej z 5 nici beta oraz trzech heliks a, nadajacych jej ksztalt sferyczny
[5,11]. Centrum aktywne domeny Kkatalitycznej zawiera sekwencje
AHEXGHXXGXXH, w ktorej najwazniejsze jest polozenie trzech konserwatywnych
histydyn (H) wiazacych i utrzymujacych atom cynku [98]. W czasteczkach obu
zelatynaz w obrgbie domeny katalitycznej wystepuje domena podobna do fibronektyny
(glikoproteiny budujacej m.in. macierz zewnatrzkomérkowsa), zawierajaca trzy
identyczne odcinki peptydowe fibronektyny typu II (ryc. 1B) [77]. Pomimo takiej
lokalizacji struktura domeny Kkatalitycznej nie jest zmieniona, gdyz wszystkie
3 powtdrzenia fibronektynopodobne sa skierowane na zewnatrz czasteczki MMP [11].
Domena podobna do fibronektyny umozliwia wiazanie MMP-2 i -9 do ich substratow,
a zwlaszcza do zelatyny.

Zelatynaza B (MMP-9) jest jedna z najwiekszych poznanych MMP, gdyz jako
jedyna zawiera domen¢ podobna do kolagenu typu V, bogata w zestaw trzech
aminokwasow seryne/proling/treoning (ryc. 1B) [77]. Domena ta najprawdopodobnie;j
jest miejscem przytaczania O-glikozydowych oligosacharydéw. Domena podobna do
hemopeksyny (biatka wigzacego heming) jest poprzedzona przez odcinek zawiasowy.
Domena ta sktada sie z 4 powtorzonych sekwencji, z ktérych pierwsza i ostatnia
potaczone sa mostkiem dwusiarczkowym, a calosé¢ sktada si¢ z ponad 200
aminokwaséw i ma ksztalt elipsoidalnego dysku [11,68]. Domena podobna do
hemopeksyny jest odpowiedzialna za interakcje z naturalnymi inhibitorami MMP —
TIMP (ang. tissue inhibitors of MMP) oraz z substratami [5].

W tabeli 2 przedstawiono charakterystyke obu spokrewnionych enzymow.

NATURALNE INHIBITORY ZELATYNAZ

Aktywnos¢é MMP jest kontrolowana przez endogenne inhibitory tych enzymow.
W plynach ustrojowych gléwnym naturalnym inhibitorem MMP jest a-2-makro-
globulina, biatko fazy ostrej, wystepujace w duzym stezeniu w osoczu [66]. Biatko
to ze wzgledu na duze rozmiary (780 kDa) nie przenika do tkanek. Dzialanie
a-2-makroglobuliny polega na zwiazaniu czasteczki MMP, a powstaly kompleks jest
nastgpnie wychwytywany przez receptory zmiatacze (ang. scavenger receptors),
ktére usuwaja je przez endocytoze, jest to wigec proces nieodwracalny [28].

Podobne do a-2-makroglobuliny dziatanie zaobserwowano w przypadku
trombospondyn [108]. Trombospondyna-2 wigze MMP-2 inicjujac, analogiczng do
wczesniej opisanej, endocytoze zalezng od receptoréw zmiataczy. Z kolei trombo-
spondyna-1 wiazac si¢ z pro-MMP-9 i -2 bezposrednio hamuje ich aktywnos¢ [28].
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Grupa endogennych inhibitorow MMP, wykazujaca znacznie wigksza selektywnos¢ niz
a-2-makroglobulina, sa tkankowe inhibitory metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomérkowej
TIMP (ang. tissue inhibitors of matrix metalloproteinases). TIMP, w przeciwienstwie
do a-2-makroglobuliny, maja niewielkie rozmiary (2030 kDa) i tatwo przenikaja do tkanek.
Wyrézniamy 4 tkankowe inhibitory MMP, TIMP-1 do -4, kodowane przez rézne geny
[73]. Dziatanie TIMP polega na odwracalnym wigzaniu danej MMP w stosunku 1:1, przy
czym oprocz form aktywnych mozliwe jest takze wigzanie zymogenu, jak ma to miejsce
w przypadku pro-MMP-9 i najsilniej ja wiazacego TIMP-1 [31,77]. Zaskakujacym bylto
odkrycie, ze chociaz TIMP wiaze si¢ z centrum aktywnym MMP podobnie jak substrat,
to najwazniejsze dla zwiazania czasteczki MMP jest tylko pierwszych pig¢ aminokwasow
na koncu aminowym TIMP [31]. Do endogennych inhibitorow MMP zaliczamy takze stabo
dotychczas poznane inhibitory majace domeny podobne do TIMP [28]. Jedynym inhibitorem
MMP zwiazanym z blona komorkowa jest RECK (ang. reversion-inducing-cysteine-rich
protein with Kazal motifs) zawierajacy w swojej czasteczce struktury SPI (ang. serine-
protease inhibitor-like domains), ktore sa odpowiedzialne za odwracalne Sciste wiazanie
ligandéw [63].

Brak selektywnych inhibitorow MMP-9 nie sprzyja stosowaniu farmakologicznych
metod deaktywacji enzymu. W przypadku MMP-9 najbardziej selektywna grupa
inhibitorow sa inhibitory zelatynaz hamujace aktywno$¢ MMP-9 i MMP-2, np.
cykliczny peptyd CTTHWGFTLC. Grupa kontrolna otrzymuje rownoczesnie peptyd
kontrolny STTHWGFTLS nie wptywajacy na funkcjonowanie zelatynaz [44,49].

MYSZY TRANSGENICZNE MMP-9"

Myszy MMP-97~ nie wytwarzaja MMP-9 sa wiec dobrym modelem do badania
roli tego enzymu przez porownanie z tzw. myszami dzikimi (ang. wild type), czyli
myszami ze szczepu wyjsciowego wykorzystanego do stworzenia zwierzat trans-
genicznych. W uproszczeniu, myszy typu knockout (z ang. wyrzucony, wybity)
tworzy si¢ przez modyfikacj¢ genu kodujacego biatko docelowe usuwajac fragment
genu i zastepujac go przez fragment antysensowny (w stosunku do sekwencji
wyjsciowej) w wyniku rekombinacji homologicznej (opis po polsku sposobu
konstruowania zwierzat transgenicznych, np. [94,104]). W przypadku myszy pozba-
wionych funkcjonalnego genu kodujacego MMP-9 najczesciej stosowano dwie
techniki: (i) egzony 3 lub 4 (kodujace wigksza cze¢s¢ domeny katalitycznej) oraz
egzon 8 (kodujacy fragment domeny katalitycznej z miejscem wiazacym atom cynku)
zostaly usuniete i zastapione przez gen opornosci na neomycyne (pierwsze doniesie-
nie [25]; myszy stworzone wedtug tego protokotu wykorzystata w swoich badaniach
Autorka), (ii) czes¢ egzonu 2 (kodujacego fragment pro-domeny z konca karboksy-
lowego i fragment domeny katalitycznej z konca aminowego) i caty intron 2 zostaly
zastapione przez gen opornosci na neomycyne (pierwsze doniesienie [102]). W obu
przypadkach opisano catkowity brak aktywnosci genu kodujacego MMP-9 dokumen-
tujac to analizami PCR (ekspresja genu), westernblot (ekspresja biatka) i zymografia



478 E. KOLACZKOWSKA

(aktywnos¢ enzymu). Homozygotyczne myszy MMP-97" stworzone przez poszcze-
golne grupy roznia si¢ takze szczepem wyjsciowym myszy, przy czym najczesciej
stosowane sg szczepy C57BI1/6 (np. [24,97]) i FVB (np. [18]) oraz 129SvEv (np.
[54,102]) i rzadziej CD1. Badania, w ktorych poréwnuje si¢ wyniki pomigdzy
myszami MMP-9”" stworzonymi na réznym podlozu genetycznym sa bardzo rzadkie,
ale nigdy nie wykazano rdéznic pomiedzy takimi zwierzetami. Na przyklad w
badaniach, w ktorych analizowano proces fizjologicznego wzrostu kosci, poréwnano
myszy z az czterech roznych szczepow wyjsciowych (C57Bl/6, FVB, 129SvEv, CD1)
i nie stwierdzono réznic pomigdzy poszczegolnymi szczepami myszy [102].

KOMORKOWE ZRODEA MMP-9

W latach 70 ubieglego wieku zelatynaza B zostala opisana w neutrofilach [91] i
dopiero w dziesig¢ lat pdzniej wyizolowano ja takze z monocytdéw i makrofagow [57].
Obecnie wiadomo, ze jest produkowana réwniez przez inne typy leukocytow, w tym
przez limfocyty i mastocyty [16,79]. W badaniach wtasnych opisalismy profil ekspres;ji
pro-MMP-9 w roznych populacjach leukocytow obecnych w jamie otrzewnej [43,47],
w trakcie reakcji zapalnej wywolanej przez zymosan (wielocukier $ciany drozdzy
Saccharomyces cerevisiae) [50]. Badania te pokazaly, ze na bardzo wczesnych
etapach MMP-9 jest produkowana przez osiadle leukocyty tkankowe, czyli otrzewnowe
makrofagi i mastocyty [47]. Na nastepnych etapach zapalenia glownym zrodtem
komoérkowym zelatynazy B sa neutrofile, ale takze makrofagi zapalne, ktore z czasem,
na poznych etapach reakcji sa gtléwnymi producentami MMP-9 [43].

Neutrofile sa wyjatkowym zrodlem MMP-9, gdyz jest ona syntetyzowana i
magazynowana w ich II- i [ll-rzgdowych ziarnistosciach juz w trakcie dojrzewania
komorek [98]. W przypadku neutrofili aktywacja komoérek pobudza nie synteze
zelatynazy B, ale jej wydzielanie. Proces ten jest bardzo gwaltowny i zachodzi w ciagu
15 — 45 minut pod wpltywem cytokin i wzorcéw molekularnych zwigzanych z
patogenami — struktur PAMP (ang. pathogen-associated molecular patterns)
rozpoznawanych przez neutrofile [77]. Ponadto w przeciwienstwie do pozostatych
komorek syntetyzujacych zelatynaze B, neutrofile nie produkuja drugiej z zelatynaz
(MMP-2/zelatynazy A) i naturalnych inhibitorow MMP — TIMP [36,77]. Co wigcej,
neutrofile produkuja dimery MMP-9: homodimery (wielkosci ok. 200 kDa) i 120-kDa
heterodimery z NGAL (ang. gelatinase B-associated lipocalin), a oba typy dimerow
sa polaczone kowalencyjnie mostkami dwusiarczkowymi [60]. Funkcja NGAL i
dimerow nie zostala jeszcze poznana [41,60], cho¢ wykazano, ze zwigzanie z NGAL
chroni MMP-9 przed degradacja, zwigkszajac catkowita pule tego enzymu [107].

Podobnie do neutrofili takze mastocyty maja zdolno$¢ do produkcji MMP-9 na
etapie dojrzewania komorek. Zelatynaza B jest magazynowana w ich ziarnisto$ciach
i uwalniana po stymulacji czynnikami zapalnymi [77]. Zaskakujaco, w przypadku
stymulacji lipopolisacharydem (LPS), mastocyty co prawda zwigkszaja produkcje
MMP-9, ale jej nie wydzielaja [95].
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FUNKCJE MMP-9

Najbardziej znana i najwczesniej odkryta funkcja MMP-9 jest degradacja macierzy
zewnatrzkomérkowej oraz bton podstawnych, co umozliwia migracje wydzielajacych
je komorek [5]. Blony podstawne stanowia m.in. zewnetrzng warstwe ograniczajaca
naczynia krwiono$ne, sa strukturami ciaglymi, a wiec leukocyty przeciskajace sie
pomigdzy komdrkami srédblonka w trakcie diapedezy moga je pokonaé tylko dzigki
wydzieleniu enzyméw proteolitycznych [58]. Blony podstawne sa wyspecjalizowanym
typem macierzy zewnatrzkomorkowej — ECM (ang. extracellular matrix), ktéra
wypelnia przestrzenie pomiedzy narzadami i réznymi typami tkanek [86]. ECM stanowi
takze punkt zakotwiczenia dla roznych typow komorek oraz przekazuje sygnaty do
ich wnetrza przez receptory dla powierzchniowych bialek adhezyjnych [28].
Podstawowe sktadniki ECM to kolageny, glikoproteiny i proteoglikany [51,86]. Substraty
zelatynaz, sposrdd sktadnikow blon podstawnych i ECM, sa wymienione w tabeli 2.

Degradacja sktadnikow bton podstawnych i ECM umozliwia komdrkom, gtéwnie
leukocytom i komoérkom nowotworowym, opuszczanie naczyn krwiono$nych (diape-
deza) i przemieszczanie si¢ do ogniska zapalnego, badz migracje w czasie przerzuto-
wania w chorobach nowotworowych [51]. Udziat MMP-9 w procesach nowotwo-
rowych zostat szczegotowo opisany w literaturze polskojezycznej, np. [9]. Degradacja
ECM moze jednak wplynaé takze na funkcjonowanie komodrek, wywotujac np.
apoptoze komdrek zwiazanych z ECM [27,97,102]. Ponadto MMP-9 odgrywa istotna
role w regulacji aktywacji i aktywnosci cytokin i chemokin, co dotychczas wykazano
w warunkach in vitro. W przypadku proformy IL-1 MMP-9 moze aktywowacé ta
cytoking niezaleznie od kaspazy-1/ICE (ang. Interleukin-1 converting enzyme)
[28]. MMP-9 zluszcza takze z powierzchni limfocytow T receptory dla IL-2 regulujac
ich proliferacje [16,28]. Ponadto MMP-9 moze degradowaé chemokiny, przy czym
stwierdzono, ze chemokiny CXC, takie jak: CXCL1 (GRO- /KC), CXCL4 (PF-4),
CXCL7 (CTAP-III), CXCL12 (SDF-1) sa przez nia rozktadane do form
nieaktywnych [99]. Z kolei chemokiny CC, takie jak: CCL5 (RANTES), CCL2
(MCP-1), CCL7 (MCP-3), CCL8 (MCP-2), CCL13 (MCP-4) nie sa w ogole
substratami MMP-9 [99]. Co ciekawe jednak, CCL7 nie tylko jest rozktadana przez
MMP-2, ale takze powstale fragmenty staja si¢ antagonistami dla receptora CCR2
tej chemokiny [61]. Jeden z najistotniejszych, jak sie wydaje, biologicznych efektéw
dzialania MMP-9 zaobserwowano w przypadku chemokiny CXCLS (ludzkiej IL-8 i
jej mysich odpowiednikow), gtéwnej chemokiny przyciagajacej neutrofile. Wykazano
bowiem, ze MMP-9 powoduje takie przecigcie czasteczki IL-8, iz dochodzi do
odcigcia od jej konca aminowego pierwszych 6 z 77 aminokwasow. Prowadzi to
do powstania formy IL-8(7-77) [99]. Powstala czasteczka jest kilkakrotnie bardziej
aktywna niz forma wyjsciowa. Poniewaz IL-8 nie tylko przyciaga neutrofile do
ogniska zapalnego, ale takze powoduje ich aktywacj¢ przejawiajaca si¢ m.in.
wydzielaniem MMP-9 [77], dlatego tez IL-8(7-77) powoduje powstanie sprze¢zenia
zwrotnego dodatniego. Bardziej aktywna chemokina przyciaga wigcej neutrofili, ktore
wydzielaja wigcej MMP-9, a wydzielany enzym, tnac IL-8, zwieksza jej aktywnos¢
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TABELA 2. Poréwnanie wybranych parametrow zelatynazy A (MMP-2) i zelatynazy B (MMP-9)
(na podstawie [37,56,77,83]

Parametr

MMP-2

MMP-9

Nazwy synonimiczne

zelatynaza A, zelatynaza
72.kDa kolagenaza typu IV

zelatynaza B, zelatynaza 92, kDa
kolagenaza typu IV

Nr wg Komisji Enzymow* |[EC.3.4.24.35 EC.3.4.24.24
Sekwencja nukleotydowa |[Czlowiek: NM_ 004530* Czowiek: NM_004994*
Mysz: NM 008610 Mysz: NM 013599
Sekwencja aminokwasowa [CzZlowiek: NP _004521* Czowiek: NP_004985*
Mysz: NP 032636 Mysz: NP_038627*
Lokalizacja na Czlowiek: 16 Czowiek: 20
chromosomie Mysz: 8 Mysz: 2
Rozmiar genu [pary zasad] |Czlowiek: 27513 Czlowiek: 7654
Mysz: 26093 Mysz: 7614
Rozmiar mRNA Czlowiek: 3549 Czlowiek: 2387
[pary zasad] Mysz: 3070 Mysz: 3185
Zymogen — Czlowiek: 72 Czowiek: 92
rozmiar bialka kDa Mysz: 72 Mysz: 112
Forma aktywna — Czlowiek: 66 Czowiek: 83-5
rozmiar bialka kDa Mysz: 62 Mysz: 100
Ekspresja Konstytutywna Indukowalna

Odcigcie pro-domeny
przez

MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-7, MMP-10, MMP-13,
MMP-26, elastaz¢ neutrofilow,
chymaz¢ mastocytowa,
katepsyne G, kalikreing

MMP-1, MMP-3, MMP-7,
MTI1-MP, MT2-MMP, MT3-MMP,
MT5-MMP, autoliza, regulowana
przez TIMP-2 w obecnosci elastazy
neutrofilowe;j

Substraty&

Zelatyna, kolagen typu I, III,
IV, V, VII, X, XI, laminina,
agrekan, MBP, fibronektyna,
fibrynogen, fibryna, elastyna,
Clq, substancja P, inhibitor
proteinazy al, pro-TGFg,
pro-TNF-a, pro-MMP-9

Zelatyna, kolagen typu IV, V, XI, XIV,
agrekan, elastyna, laminina, MBP,
witronektyna, inhibitor proteinazy a1,
kazeina, plasminogen, fibrynogen,
fibryna, ligand dla c-kit, Clgq,
a2-makroglobulina, pro-TNF-« ,
pro-CXCL7, CXCLI, -4, -8, -12, IL-
2Ra, pro-TGESZ

[99]. Co ciekawe, nieliczne przypadki rozkladu chemokin przez inne niz MMP-9
metaloproteinazy (np. przez MMP-13 i -14) takze dotycza IL-8 oraz drugiego z
chemoatraktantow dla neutrofili, obecnego u myszy, LIX (odpowiednik ludzkiej
CXCL5/ENA-78) i CXCL6 (GCP-2) [100]. W obu przypadkach powstate formy
tych chemokin sg silniejszymi chemoatraktantami niz chemokiny wyjsciowe [100].

W swietle powyzszych danych dotyczacych roli MMP-9 w przemieszczaniu sie
komorek oraz regulacji procesow immunologicznych poprzez wplyw na aktywnosé
cytokin, chemokin i innych bialek zaskakujacym bylo odkrycie, Zze Zelatynaza B odgrywa
takze rolg w utrzymaniu homeostazy w wielu ukladach organizmu. Odkrycia te pochodza
z badan na myszach transgenicznych z wylaczonym genem kodujacym MMP-9.
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TABELA 2 cd
Parametr MMP-2 MMP-9
Ekspresja w neutrofilach nie tak
Ekspresja w pozostatych Monocyty, limfocyty, Monocyty, limfocyty, komorki
leukocytach komorki dendrytyczne dendrytyczne, mastocyty
Inne 7Zrodta komérkowe Fibroblasty, keratynocyty, Keratynocyty, komorki
hondrocyty, komoérki §r6d-  |nowotworowe
blonka, osteoblasty i inne
liczne normalne i zmutowane
(nowotworowo) komorki
Ekspresja w chorobach Komorki nowotworowe, Komoérki nowotworowe,
nowotworowych komorki podscieliska, komorki podscieliska, komorki
komorki srodblonka srodblonka, fibroblasty, makrofagi,
neutrofile, perycyty
Wzrost ekspresji po 2—4-krotny Kilkunastokrotny
stymulacji
Wzajemna aktywacja tak nie
Biatka umozliwiajace MT1-MMP/TIMP-2", CD44, kolagen typu IV
wigzanie z blong komérek |integryna avf3
Selektywny TIMP TIMP-2 TIMP-1
Degradacja chemokin gtdwnie CC gldwnie CXC

* Numery referencyjne sekwencji wedtug National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbinlm.nih.gov). & Substraty, ktérych rozklad dotychczas wykazano tylko w
warunkach in vitro sa zaznaczone kursywa.” MT1-MMP aktywujaca pro-MMP-2 moze
tworzy¢ kompleksy z TIMP-2 na powierzchni komérek [92]. *Nr wg Komisji Enzyméw — EC
(Enzyme Commission)

FIZJOLOGICZNE FUNKCJE MMP-9

W przypadku myszy MMP-9"" nie od razu odkryto wigkszo$é tzw. spontanicznych
fenotypdw, manifestujacych si¢ nieprawidtowosciami w rozwoju badz dojrzewaniu
zwierzat niepoddanych zadnej stymulacji. Przyczyna takiego zjawiska byl zazwyczaj
badz przejsciowy charakter danej anomalii, badz tylko nieznaczne odchylenie od
normy [24,54,93,98,102]. Nie zawsze wynikalo to z braku istotnego wpltywu
zelatynazy B na dany proces, a czgsto byto wynikiem rozwoju tzw. mechanizmow
kompensujacych polegajacych na wzmocnieniu ekspresji/aktywnosci innych enzymow
o podobnych spektrum dziatania.

Uktad rozrodczy

Myszy MMP-9"" rozmnazaja si¢ i dozywaja dorostosci, co nie sugerowato roli
MMP-9 w procesach zwigzanych z rozmnazaniem [24,102]. Jednak wnikliwa analiza
wykazata, ze liczba miotéw oraz ich liczebnos¢ sa mniejsze u myszy MMP-9”" niz
u zwierzat dzikich. Ponadto wigcej par MMP-97- jest bezptodnych [24]. Choé nie
wykryto co jest bezposrednia przyczyna tego zjawiska, warto w tym miejscu
zaznaczy¢, ze MMP-9 jest obecna w endometrium macicy na wszystkich etapach
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cyklu owulacyjnego i w czasie zagniezdzania si¢ zarodka, a jej poziom wzrasta w
trakcie porodu [19]. Co wigcej, zelatynaza B bierze udzial w inwolucji gruczolow
mlekowych po ustaniu laktacji [24]. Co najwazniejsze, ekspresja MMP-9 ma miejsce
we wszystkich waznych narzadach i tkankach rozwijajacego sie zarodka [73].

Uktad kostny

Podobnie jak w przypadku rozmnazania, nie od razu zauwazono zmiany w rozwoju
kosci wystepujace u mtodych, kilkutygodniowych myszy MMP-97", gdyz z czasem
brak enzymu byl kompensowany przez inne MMP (cho¢ nie MMP-2) [102]. U
mlodych myszy pozbawionych MMP-9 stwierdzono, ze chociaz ich chondrocyty
dziela si¢ i roéznicujg prawidlowo, to osyfikacja (proces powstawania kosci) na
podtozu chrzestnym oraz unaczynianie chrzastki sa opdznione [102]. Prowadzi to
do zmian fenotypowych objawiajacych si¢ 8-krotnym wydluzeniem ptytki wzrostu
chrzastki. Nastepnie wykazano, ze jest to wynikiem uposledzonej apoptozy
chondrocytéw oraz obnizonym/opdznionym wydzielaniem czynnikow wywotujacych
angiogeneze [102].

Uktad wydalniczy

Ze wzgledu na fakt ekspresji MMP-9 w nerkach w czasie rozwoju embrionalnego
i ontogenezy oraz wykazanie, ze TIMP-1 (naturalny inhibitor MMP-9) oraz ilomastat
(syntetyczny inhibitor MMP) hamuja przebudowe morfogenetyczna nerek wysunigto
hipoteze, ze zelatynaza B jest niezbedna w fizjologicznym funkcjonowaniu tego narzadu
[15,84]. Jednak u myszy MMP-9"" nie stwierdzono zmian w rozwoju nerek, ich
morfologii i funkcjonowaniu [3]. Z kolei badania przebiegu zespotu Alporta (dziedzicznej
choroby nerek) wykazaly, ze az trzy metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej
MMP-2, MMP-3 i MMP-9 sa niezbedne dla rozwoju tej choroby [112]. Co wigcej
enzymy te kompensuja wzajemnie swoj brak, co wykazano u myszy MMP-2"",
MMP-9" i podwdjnych knockoutéw MMP-2"/MMP-97~ [112].

Uktad nerwowy

MMP-9 jest rowniez niezbedna dla prawidlowego rozwoju moézgu [97]. Zaobser-
wowano, ze podczas neurogenezy zelatynaza B uczestniczy w wydluzaniu wypustek
komoérek nerwowych oraz ukierunkowuje wydluzajacy si¢ akson. Ekspresja
MMP-9 ma miejsce gltéwnie w prekursorach komodrek ziarnistych kory mozgu i
neuronach Purkinjego, a brak enzymu u myszy MMP-9"~ prowadzi do ograniczenia
ich apoptozy skutkujac nadmierng akumulacja tych komérek [97]. Ponadto dzieki
wykorzystaniu myszy MMP-9”" oraz MMP-12"" i MMP-9”/MMP-12"" wykazano,
ze obie powyzsze metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej sa niezbedne dla
prawidlowej mielinizacji (wytwarzania ostonki mielinowej) komérek nerwowych przez
oligodendrocyty [54]. Opisano takze role MMP-9 w degradacji sktadnikow mieliny,
takich jak podstawowe biatko mielinowe — MBP (ang. myelin basic protein) [76].

Badania wykazaly, ze liczba dojrzatych oligodendrocytow, ale nie ich prekursordw, jest
nizsza u myszy transgenicznych pozbawionych MMP-9 na skutek braku IGF-1 (ang.
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insulin-like growth factor 1), ktory jest czynnikiem regulujacym dojrzewanie tych komorek.
Koreluje to ze zwigkszong obecnoscia IGFBP-6 (ang. IGF binding protein 6), ktory
wylapuje IGF-1 ograniczajac jego dostgpnos¢, a jest substratem MMP-9 [54].

Zelatynaza B odgrywa takze bardzo wazna role w plastycznosci polaczen synap-
tycznych oraz uczestniczy w procesach uczenia si¢ i zapamietywania [62,64,70].
Badania na myszach MMP-97" wykazaly, ze wielkos¢ i czas trwania dtugotrwatego
wzmocnienia synaptycznego w ich hipokampie sg istotnie obnizone w stosunku do
myszy dzikich, a podanie rekombinowanej aktywnej MMP-9 odwraca ten proces
[70]. Udato sie takze zidentyfikowaé jeden z substratéw zelatynazy B odpowia-
dajacych za ten proces. Jest nim S-dystroglikan, jedna z podjednostek dystroglikanu,
ktoéry taczy dystrofing z cytoszkieletem komorki [64].

Uktad krwionosny

Przebudowa $cian naczyn krwionosnych zachodzi pod wplywem zmian
hemodynamicznych badz ich uszkodzenia [58]. Migsnie gladkie wystepujace w
$cianie naczyn odgrywaja wazna role w utrzymaniu napiecia naczyn oraz w
produkcji sktadnikow macierzy zewnatrzkomdrkowej bedacej ich rusztowaniem
[30,40]. Wykazano, ze w warunkach in vitro niestymulowane komorki wyizolowane
z miegéni gladkich naczyn myszy MMP-97 migruja znacznie stabiej w kierunku
surowicy badz PDGF (ang. pletelet derived growth factor) [30]. Wykazano takze,
ze zelatynaza B jest wazna dla utrzymania prawidlowego napigcia Scian naczyn
krwionosnych [93]. Proces ten jest gtéwnie regulowany przez czynniki mechaniczne,
takie jak: cisnienie krwi i naprgzenie styczne ($cinajace) w $wietle naczynia [32].
W badaniach na myszach MMP-9”" wykazano, ze brak MMP-9 wplynal na
poszerzenie swiatla naczynia i podwyzszenie ekspresji, zaleznej od MMP-9, endo-
telialnej syntazy tlenku azotu eNOS [93]. Dotychczas nie udalo si¢ jednak wyjasnic¢
doktadnego mechanizmu tego zjawiska.

Gojenie ran

W badaniach na myszach MMP-9"" wykazano istotna role zelatynazy B w czasie
regeneracji watroby. Brak tego enzymu opdznial proces gojenia, obnizal poziom
czynnikdw wzrostu, w tym czynnika wzrostu hepatocytow HGF, a takze poziom
TNF-a i apoptoze komorek watroby [75]. Wiadomo, ze niektére z nieaktywnych
czynnikow wzrostu oraz pro-TNF-a sa substratami MMP-9, nie mozna wigc
wykluczyé, ze ich obnizony poziom byt wynikiem braku zelatynazy B, co
doprowadzito do stabszej regeneracji hepatocytow [80].

Ciekawg strategie eksperymentalng do zweryfikowana roli MMP-9 w procesie
gojenia ran zastosowali Salonurmi i wspotpracownicy (2004). Stworzyli oni myszy
transgeniczne, u ktoérych przed promotorem genu kodujacego MMP-9 zostat
ulokowany fragment ludzkiego DNA kodujacego TIMP-1 [87]. Wskutek tego zabiegu
w tkankach, w ktérych u myszy dzikich dochodzito do ekspresji MMP-9 u myszy
transgenicznych zachodzita ekspresja TIMP-1 [87]. W badaniach na tego typu
myszach wykazano, ze proces gojenia ran powstalych przez sterylne nacigcia skory
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grzbietu jest istotnie obnizony i opdzniony [87]. Wart podkreslenia jest fakt, ze takze
u myszy MMP-9"" bez nacigé¢ skory obserwowano zmiany skérne okolic glowy, karku
i plecow, ale nie ogona, objawiajace si¢ przerzedzeniem owlosienia, obecnoscia ran i
strupdéw. Co ciekawe zmiany te obserwowano u starzejacych si¢ myszy (poczawszy
od 6 — 7 miesiaca zycia) tylko od drugiego pokolenia myszy transgenicznych i tylko
w przypadku zwierzat przebywajacych w klatkach w grupie [87]. Wyniki te sugeruja
role MMP-9 takze w procesach zwigzanych ze starzeniem sig.

Uktad odpornosciowy

Wykazano, ze¢ MMP-9 jest wazna w trakcie fizjologicznego réznicowania si¢
elementow uktadu odpornosciowego [74]. U myszy MMP-9”" nie stwierdzono zmian
w liczbie apoptotycznych tymocytow (niedojrzatych limfocytow T), ale zaobser-
wowano zmniejszone usuwanie tych komorek przez makrofagi [74]. Nastepnie
wykazano, ze zelatynaza B, wydzielana przez makrofagi rezydujace w grasicy,
rozklada kolagen typu IV umozliwiajac neowaskularyzacje (tworzenie nowych naczyn
krwionosnych) oraz migracje makrofagow z grasicy po fagocytozie [74].

ROLA MMP-9 W REAKCJI ZAPALNEJ

Myszy transgeniczne MMP-97" zostaly takze wykorzystane do badan nad
mechanizmami reakcji zapalnej. Zapalenie jest pierwsza reakcja organizmu na infekcje,
badz uszkodzenie tkanek [42,58]. Charakteryzuje si¢ ono naptywem leukocytow
zapalnych, gtéwnie neutrofili i makrofagéw, do miejsca zakazenia lub uszkodzenia. Ostra
reakcja zapalna charakteryzuje sie kilkoma etapami zachodzacymi chronologicznie: (1)
zmianami w przepuszczalnosci naczyniowej sprzyjajacymi (2) naptywowi fagocytow
(najpierw neutrofili, potem makrofagéw) do tkanki objetej zapaleniem. Proces ten
zachodzi pod wplywem m.in. chemokin selektywnie zwotujacych leukocyty. (3)
Naplywajace leukocyty eliminuja czynniki wywolujace zapalenie i/lub uczestnicza w
naprawie uszkodzonych tkanek, po czym nastgpuje, (4) kontrolowane przez czynniki
przeciwzapalne (np. IL-10, PGD2), wyciszenie reakcji [42,58].

Zaangazowanie MMP-9 w procesach zmian przepuszczalnosci naczyn

Jednym z pierwszych etapdw zapalenia sa zmiany w przepuszczalnosci lokalnych
naczyn krwionosnych. W badaniach na modelu zapalenia otrzewnej wywotanego
podaniem zymosanu (fragmentow $ciany komorkowej Saccharomyces cerevisiae)
wykazano, ze u myszy kontrolnych (dzikich) poczatkowy wzrost poziomu MMP-9
obserwowano juz w kilkanascie minut po dootrzewnowym podaniu zymosanu.
Sugerowalo to, ze MMP-9 moze odgrywaé rolg w procesach toczacych si¢ na
wczesnym etapie zapalenia [49]. Zaskoczeniem byla wigc obserwacja, ze przepusz-
czalnos¢ naczyniowa u myszy MMP-97" w pierwszej godzinie zapalenia jest wyzsza
niz u myszy kontrolnych MMP-9"*. W dalszych badaniach wykazano, ze wzrost
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przepuszczalnosci naczyniowej u myszy MMP-97 byl wynikiem zwigkszonej ekspresji
cyklooksygenazy 1 i nadprodukcja PGE2 przez osiadte makrofagi otrzewnej [49].

Z kolei w trakcie zapalenia ptuc wywolanego podaniem lipopolisacharydu (LPS)
przepuszczalno$¢ lokalnych naczyn krwionosnych nie byta zmieniona u myszy MMP-9™" [7].

Badania udzialu MMP-9 w przepuszczalnosci naczyniowej w centralnym ukladzie
nerwowym (CNS) wykazaty, ze u myszy MMP-97", u ktérych wywotano
niedokrwienie mozgu, zmiany przepuszczalnosci bariery krew-moézg byly mniejsze
[4]. Podobny efekt udokumentowano w przypadku uszkodzenia rdzenia krggowego
i bariery krew-rdzen [72].

Rola MMP-9 w naptywie leukocytow zapalnych

W zdecydowanej wigkszosci badan na myszach transgenicznych z wylaczonym
genem kodujacym MMP-9 wykazano obnizenie zdolnosci migracyjnych leukocytow,
zwlaszcza neutrofili i makrofagéw. W tabeli 3 zebrano przykfadowe wyniki badan, w
ktorych u myszy MMP-97 analizowano zdolno$¢ do przemieszczania si¢ leukocytow
w réznych stanach zapalnych lub po stymulacji ex vivo czynnikami prozapalnymi.
Nieliczne przypadki, w ktorych nie stwierdzono zadnego wptywu MMP-9 na migracje
dotyczyly albo badan na wyizolowanych komérkach pobranych od myszy MMP-97
[2] albo badan in vivo, w ktorych analizowano tylko pojedyncze punkty czasowe [8].
Czesta przyczyng braku zmian w migracji leukocytow u myszy MMP-97" by} takze
rozw¢j mechanizmoéw kompensujacych nieobecnos¢ MMP-9 [53,103].

Najbardziej zaskakujace obserwacje pochodza z badan nad niektérymi formami
zapalenia ptuc, w ktérych obserwowano zwiekszona migracje neutrofili u myszy
MMP-9"". W przypadkach tych, zapalenie ptuc bylo zazwyczaj wywolane ich
uszkodzeniem mechanicznym, badz na skutek dlugotrwatego korzystania z respiratora
[1], badz ekspozycji na ozon (O,) [109], a nie kontaktem z antygenem. W przypadku
ekspozycji na ozon, u myszy MMP-97 obserwowano wzrost poziomu MMP-2,
wykluczono jednak mozliwos¢, ze enzym ten kompensuje brak zelatynazy B, gdyz
u myszy MMP-2"" w ogodle nie stwierdzono zmian w przebiegu zapalenia [109].
Wykryto jednak, ze u myszy MMP-9"" wzrasta poziom przyciagajacych neutrofile
chemokin CXCL1 (KC) i CXCL2 (MIP-2). Co ciekawe, wzrost ten zaobserwowano
na poziomie biatka, ale nie kodujacego go mRNA. Poniewaz obie te chemokiny sa
degradowane przez zelatynaze B do form nieaktywnych [77], wydaje sie, ze u myszy
pozbawionych tego enzymu, degradacja ta nie zachodzi, albo zachodzi w znacznie
nizszym stopniu, co w konsekwencji powoduje zwigkszenie naplywu neutrofili [109].

Z kolei w zapaleniu ptuc wywotanym mechaniczng respiracja u myszy pozbawio-
nych MMP-9 nie stwierdzono wzrostu poziomu ani MMP-2 ani MMP-8, ale
zwigkszone wydzielanie IL-1 i IL-4 [1]. Wydaje sie, ze obserwowane u tych
zwierzat zwigkszenie liczby neutrofili w ognisku zapalnym wynika z faktu, ze zaréwno
IL-1, jak i IL-4 moga opdznia¢ apoptoze tych komorek [1].

W przeciwienstwie do powyzszych przyktadéw, w reakcjach zapalnych ptuc
wywotanych podaniem antygenéw bakteryjnych [59,96] czy albuminy jaja kurzego
[14] MMP-9 odgrywa gléwnie role w degradacji sktadnikow macierzy zewnatrz-
komodrkowej ulatwiajac naptyw leukocytow zapalnych.
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O réznej roli MMP-9 w przebiegu zapalenia tego samego narzadu/tkanki w
zaleznosci od wywolujacego je czynnika dowodza takze badania nad zapaleniem jamy
otrzewnej u myszy MMP-97". Pierwsze wyniki badan nad tym zjawiskiem
opublikowane w 1999 roku pokazywaly, ze zelatynaza B nie uczestniczy w naplywie
neutrofili do otrzewnej, gdyz w 4 godzinie (jedynym badanym punkcie czasowym)
zapalenia jamy otrzewnej wywotanego podaniem sterylnego medium tioglikolatu ich
liczba jest taka sama jak u myszy dzikich [8]. Z kolei w przypadku dootrzewnowego
podania bakterii Escherichia coli ogdlnoustrojowe zapalenie (posocznica/sepsa) byto
istotnie ostabione u myszy bez MMP-9 [82]. W szczegdlnosci odnotowano obnizony
naptyw neutrofili do jamy otrzewnej, ktéremu towarzyszyt jednak wzrost syntezy
CXCL1 (KC) i CXCL2 (MIP-2). Zaobserwowano wigc to samo zjawisko dotyczace
chemokin CXC, jak w przypadku zapalenia ptuc po ekspozycji myszy MMP-9”" na
ozon. Jednak w tym przypadku, pomimo wzrostu poziomu chemokin, naptyw
neutrofili do otrzewnej byl obnizony [82]. Co jednak zaskakujace, rdwnoczesnie
wzrost naptyw neutrofili do innych narzadow: ptuc i watroby. Ponadto w trakcie
posocznicy wywolanej przez E. coli wykazano, ze u myszy MMP-9"" dochodzi do
znacznych uszkodzen wielu narzadéw ciala na skutek znacznie szybszego namnazania
si¢ bakterii i ich szybszego rozprzestrzeniania si¢ po organizmie [82]. Chociaz nie
udalo si¢ w pelni wyjasni¢ przyczyn tego zjawiska (fagocytoza bakterii przez
neutrofile nie byla uposledzona), to uzyskane wyniki wskazuja, ze w tym przypadku
zelatynaza B spetnia rolg ochronna, a zahamowanie jej aktywnosci jest niekorzystne.

W badaniach na modelu zapalenia jamy otrzewnej wywotanego podaniem zymosanu
naptyw neutrofili do ogniska zapalnego réwniez byt ostabiony u myszy MMP-97 (ryc.
2) [44]. Obnizeniu naptywu neutrofili nie towarzyszyly zmiany w poziomie cytokin
prozapalnych (TNF-a) i chemokin (CXCLI1/KC). Dalsze badania wykazaly jednak,
ze na pdznych etapach zapalenia otrzewnej liczba neutrofilii nie zmniejszala si¢ u myszy
MMP-9" podczas gdy u myszy MMP-9"" dochodzito do spadku liczby neutrofili,
gldwnie na skutek ich wejscia w proces apoptozy (ryc. 2) [44].

Postawiono dwie hipotezy mogace wytlumaczy¢ to zjawisko: (1) czes$¢ neutrofili,
badz wszystkie komorki, ginie $miercia apoptotyczna po wykonaniu swoich funkcji
w ognisku zapalnym, ale na skutek zwiekszonej aktywnosci innego enzymu o
podobnej do zelatynazy B specyfice substratowej ciagle dochodzi do naplywu
neutrofili do otrzewnej i/lub (2) proces apoptozy nie przebiega w sposob prawidtowy
i u myszy MMP-9"" nie dochodzi do kontrolowanej $mierci neutrofili. To ostatnie
zjawisko zostanie szerzej omdéwione w odrgbnym podrozdziale.

W celu zweryfikowania pierwszej z hipotez wyselekcjonowano enzym mogacy
potencjalnie kompensowaé aktywnos¢ MMP-9 czyli elastazg neutrofilowa — NE
(ang. neutrophil elastase). NE, podobnie jak MMP-9, jest wytwarzana w trakcie
dojrzewania neutrofili i magazynowana w ich ziarnistosciach, skad moze by¢
uwalniana po stymulacji komorki [21]. Substraty degradowane przez NE obejmuja
zelatyne, fibronektyne, laming, proteoglikany, a wigc takie, ktore buduja btony
podstawne i macierz zewnatrzkomérkowa i ktdre sa rownoczesnie rozkladane przez
zelatynaze B [110,111]. Ponadto istnieja doniesienia wskazujace na podobny czas



ROLA MMP-9 W FIZJOLOGII I ZAPALENIU 489

i

naczynie krwionoéne

ognisko zapalne

®

neutrofil

&®

neutrofil
opuszczajacy
naczynie

MMP-9

-]
inne endopeptydazy
(np. NE)

®

apoptotyczny
neutrofil
/wczesne etapy/

®

apoptotyczny
neutrofil

/pdine etapy/

monocvt

fm————————————

RYCINA 2. Schematyczne poroéwnanie przebiegu najwazniejszych etapow eksperymentalnego zapalenia
jamy otrzewnej wywotanego zymosanem u myszy z wylaczonym genem kodujacym MMP-9
(MMP-97") i myszy kontrolnych (MMP-9""). Na wczesnych etapach zapalenia (gorny panel) brak
MMP-9 ostabia naptyw neutrofili do ogniska zapalnego u myszy MMP-9"", co skutkuje obnizona liczba
tych komérek w apogeum reakcji zapalnej (panel $rodkowy). Z czasem u myszy MMP-97- dochodzi do
wzrostu aktywnosci przynajmniej jednej proteazy (elastazy neutrofilowej, NE) co powoduje, ze neutrofile
ciagle naplywaja do jamy otrzewnej, a rOwnoczesnie mniej neutrofili juz obecnych w ognisku zapalnym
ginie $miercia apoptotyczna (panel dolny) (na podstawie [44,45,46,48])
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uwalniania obu enzymdw i ich wzajemna zaleznos¢, taka jak aktywacja przez NE pro-
MMP-9 i réwnoczesne inaktywowanie jej naturalnego inhibitora TIMP-1, a z drugiej
strony degradacja przez MMP-9 naturalnego inhibitora NE — al-antytrypsyny [21].
W badaniach na modelu zapalenia otrzewnej wywotanego przez zymosan wykazano,
ze u myszy MMP-9"" ekspresja NE na poziomie mRNA i biatka oraz aktywno$é
enzymatyczna tego biatka sa istotnie zwigkszone na poznych etapach zapalenia. Badania
z zastosowaniem selektywnego inhibitora NE potwierdzily, ze istotnie wzrost ekspres;ji i
aktywnosci elastazy neutrofilowej na pdznych etapach zapalenia powoduje dalszy naptyw
neutrofili do ogniska zapalenia. Nie jest to jednak jedyny mechanizm kompensacyjny,
gdyz po zahamowaniu NE liczba neutrofili u myszy MMP-9"" byla ciagle dwukrotnie
wieksza niz u myszy kontrolnych MMP-9"* [45] (ryc. 2 i 3).

Wpltyw MMP-9 na apoptoze komorek

Jak wspomniano wczesniej, do zmian w przebiegu odczynu zapalnego u myszy
pozbawionych MMP-9 moze takze dochodzi¢ w wyniku zaburzen w przebiegu
procesu apoptozy komodrek zapalnych. Apoptoza jest fizjologiczna, genetycznie
regulowana $miercia komorki, niezbedng do prawidlowego funkcjonowania organizmu,
gdyz umozliwia usunigcie komorki bez inicjowania reakcji zapalnej [10].

U myszy transgenicznych pozbawionych MMP-9 obserwowano zaburzenia w
przebiegu apoptozy komoérek. U zwierzat MMP-97" stwierdzono miedzy innymi
opdznienie w przebiegu apoptozy dojrzewajacych chondrocytow, co prowadzito do
przerostu phytki wzrostu chrzastki w rozwijajacej sie kosci u kilkutygodniowych myszy
[102]. Z czasem u dojrzalych zwierzat proces ten ustaje, najprawdopodobniej na
skutek rozwoju mechanizméw kompensujacych. Réwniez w trakcie rozwoju mozgu
obserwowano ostabiona apoptoze komoérek ziarnistych kory moézgu i neuronow
Purkinjego [97]. Wigkszos¢ doniesien dotyczacych zmian w przebiegu apoptozy
komorek obserwowano w reakcjach zapalnych i stanach patologicznych. W przypad-
ku eksperymentalnego modelu chronicznej niewydolnosci serca stwierdzono, ze brak
MMP-9 obnizal apoptoze komoérek srodbtonka wsierdziowego, a zjawisku temu
towarzyszylo obnizenie poziomu aktywnej kaspazy-3 [78]. Podobne zjawisko zaobser-
wowano w przebiegu cukrzycy typu Il, ktorej to chorobie czgsto towarzysza zmiany
w srodbtonku naczyn, zwlaszcza wewnatrzsercowych [12].

Z kolei podczas regeneracji watroby, po jej czesciowym eksperymentalnym
usunieciu u myszy MMP-9"", w przeciwienstwie do myszy dzikich, wykryto ostabiona
apoptoze hepatocytow oraz ostabiong aktywnos¢ (ale nie ekspresje) kaspazy-3 [75].
Takze w przypadku ostrego zapalenia watroby wywotanego podaniem lipopoli-
sacharydu (LPS) i galaktozaminy wykazano obnizenie liczby apoptotycznych
hepatocytow i prawie catkowity brak aktywnej kaspazy-3 u myszy nieprodukujacych
zelatynazy B [106]. Kolejne doniesienie o zakldceniach w przebiegu apoptozy
pochodzi z badan nad utrata komorek zwojowych siatkowki oka, co ma miejsce
m.in. w przebiegu jaskry [17]. U myszy dzikich MMP-9""*, u ktérych wywotano
objawy towarzyszace jaskrze (przez podwiazanie nerwu wzrokowego) zaobserwo-
wano, ze apoptoza komodrek zwojowych siatkowki koreluje z rozkladem lamininy
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w ograniczajacej je blonie podstawnej i wzrostem aktywnosci zelatynazy B [17].
Natomiast u myszy MMP-9”" prawie w ogéle nie stwierdzono obecnosci komorek
apoptotycznych, rozkladu lamininy, czy uszkodzenia komérek [17].

Powyzsze zjawiska dotyczyly zaburzen w przebiegu apoptozy komoérek nie
przemieszczajacych sie w organizmie (w przeciwienstwie do leukocytow). Jest to
istotne ze wzgledu na fakt, ze macierz zewnatrzkomorkowa stanowi rodzaj ruszto-
wania dla komdrek tworzacych tkanki i narzady. W takim przypadku sam fakt
degradacji bton podstawnych lub ECM moze wywota¢ apoptoze komodrek [86].
Ponadto w wigkszosci opisanych przykladéw u myszy MMP-97 stwierdzono
powiazanie pomiedzy uposledzona apoptoza a zakidceniami w ekspresji i/lub
aktywacji kaspazy-3, ktéra bezposrednio inicjuje fragmentacje¢ DNA. Zwlaszcza
znamienne jest to, Ze czasami wrecz nie obserwowano zmian w ekspresji, a tylko
w aktywacji kaspazy-3 [75,106]. Sugeruje to, ze kaspaza-3 moze by¢ jednym z
substratow zelatynazy B.

W badaniach na eksperymentalnym modelu zapalenia jamy otrzewnej wywolanym
zymosanem wykazano, ze apoptoza zapalnych neutrofili (w przeciwienstwie do
makrofagow, mastocytow czy limfocytow T i B) jest istotnie obnizona na pdznych
etapach zapalenia jamy otrzewnej u myszy MMP-97 (ryc. 2 i 3) [46,48]. Jedng z
grup czynnikow sterujacych wejsciem na sciezke apoptotyczng sa prostaglandyny, przy
czym prostaglandyny prozapalne, takie jak PGE,, hamuja rozpoczecie apoptozy, podczas
gdy przeciwzapalne prostaglandyny, z PGD, na czele, inicjuja ten proces [65].
Prostaglandyny powstaja z kwasu arachidonowego pod wplywem aktywnosci
enzymatycznej cyklooksygenaz — COX (ang. cyclooxygenases), enzymow wystepu-
jacych w dwoch wariantach — konstytutywnej (COX-1) i indukowalnej (COX-2) [85].
Podczas zapalenia jamy otrzewnej wywolanego zymosanem ekspresja genu i biatka
COX-1 oraz jego aktywnos¢ enzymatyczna byla silniejsza u myszy MMP-97", a
towarzyszyl temu znaczacy wzrost produkcji PGE, [48]. Selektywne zahamowanie
COX-1 obnizato liczbe neutrofili gromadzacych si¢ w otrzewnej oraz apoptotycznych
leukocytow w ognisku zapalnym na p6znych etapach zapalenia [48]. Ponadto u myszy
MMP-9"" z zymosanowym zapaleniem otrzewnej stwierdzono anomalie na réznych
etapach procesu apoptozy, w tym w ekspresji anty-apoptotycznego biatka Bcl-2 , pro-
apoptotycznego Bax oraz kaspaz inicjujacych apoptoze -8 i -9 [46].

Badania te wykazaly wigc, ze w przebiegu zapalenia otrzewnej wywolanego
zymosanem u myszy MMP-9"" dochodzi réwnoczesnie do kilku zmian prowadzacych
do nadmiernej akumulacji neutrofili na péznych etapach zapalenia (ryc. 3). Z czasem
dochodzi do wzrostu ekspresji i aktywnosci elastazy neutrofilowej (NE), co prowadzi
do zwigkszonego naplywu neutrofili do otrzewnej [45]. Poniewaz jednak wzrost
poziomu NE nastgpuje na péznych etapach zapalenia, rowniez naplyw neutrofili jest
przesuniety w czasie. Rownoczes$nie dochodzi do wzrostu ekspresji i aktywnosci
COX-1, co prowadzi do wzrostu syntezy PGE, [48]. Prostaglandyna ta, dziatajac
antyapoptotycznie, hamuje ekspresje kaspazy-3 w neutrofilach. A to z kolei prowadzi
do zahamowania ich $mierci w ognisku zapalnym (ryc. 3). Przyczyna wzrostu
ekspresji COX-1 u myszy MMP-9”" nie jest jasna, zwlaszcza Ze u myszy geny
kodujace oba enzymy wystepuja na roznych chromosomach (MMP-9 na 2,
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mysz MMP-9-"-
jama otrzewnej

neutrofil
zwiekszona ekspresja/aktywnosé: zwigkszona eks}presjafaktywnoéé
COX-1
elastazy neutrofilowej =

0 podobnej do MMP'Q_ zwiekszone wydzielanie
specyfice substratowej PGE,

+—

_ zmniejszona ekspresja/aktywnosc
kaspazy-3

= o
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- ™ apoptoza neutrofili

RYCINA 3 Mechanizmy towarzyszace reakcji zapalnej jamy otrzewnej u myszy z wylagczonym genem
kodujacym MMP-9 (MMP-97"). U myszy MMP-9” poczatkowo brak produkcji MMP-9 skutkuje
obnizonym naplywem neutrofili do jamy otrzewnej stymulowanej zymosanem, jednak z czasem dochodzi
do rozwoju mechanizmow kompensujacych powodujac zwigkszona, w stosunku do myszy kontrolnych,
akumulacj¢ neutrofili w ognisku zapalnym. Jest to spowodowane dwoma gtéwnymi zjawiskami: (1)
zwigkszona ekspresja i aktywnoscia elastazy neutrofilowej (NE), ktéra umozliwia diapedez¢/chemotaksje
neutrofili na pdznych etapach zapalenia oraz (2) zmianami w ekspresji cyklooksygenazy 1 (COX-1),
ktorej zwigkszona aktywnos$¢ powoduje zwigkszone wydzielanie anty-apoptotycznej prostaglandyny
E2 (PGE,) hamujac ekspresj¢/aktywnos¢ wykonawczej kaspazy-3. Powoduje to, ze mniej neutrofili
obecnych w jamie otrzewnej ulega $mierci apoptotycznej [46,48]

COX-1 na 1). Jednak wzajemne powiazania ich ekspresji obserwowano juz uprzednio, np.
czgsto opisywano obnizenie poziomu MMP-9 po zahamowaniu aktywnosci COX-2 [89].

Wszystkie powyzsze doniesienia wskazuja wigc na udzial MMP-9 w procesie
apoptozy i sugeruja, ze kaspaza-3 jest tym elementem w szlaku apoptotycznym, ktory
jest zalezny od zelatynazy B. Udziat MMP-9 w apoptozie potwierdzaja tez wyniki
badan pokazujace, ze TIMP-1, naturalny inhibitor zelatynazy B, chroni komorki przed
tym rodzajem $mierci. Na przyklad w badaniach nad odmiedniczkowym zapaleniem
nerek wywotanym przez Escherichia coli wykazano, ze podanie egzogennego
TIMP-1 zwigkszalo wlasciwosci bakteriobojcze neutrofili, hamowato ich migracje
oraz chronilo je przez wejsciem w apoptoze [20].
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ROZWOJ MECHANIZMOW KOMPENSUJACYCH U MYSZY MMP-9*

U myszy transgenicznych nie wytwarzajacych danego biatka stosunkowo czgsto dochodzi
do rozwoju mechanizméw kompensujacych. Rozwdj takich mechanizméow wskazuje na
istnienie zjawiska redundancji, czyli mozliwosci wykonywania jednej funkcji przez wigcej niz
jedno biatko, np. enzym. Z punktu widzenia funkcjonowania organizmu jest to zjawisko
korzystne oznaczajace, ze w przypadku pojawiajacych sie¢ niedoboréw (np. na skutek mutacji
pojedynczych genow) organizm moze funkcjonowaé prawie tak jak w przypadku syntezy
danego biatka. U myszy MMP-9"" czesto obserwowano rozwdj mechanizméw
kompensujacych dotyczacych glownie wzrostu aktywnosci innych MMP lub proteaz (np.
[26,112], tab. 3). Réwnoczesnie nalezy podkresli¢, ze u myszy MMP-9" nie stwierdzono
pojawienia si¢ innych aberracji genetycznych. Dowodem na to sa m.in. badania, w ktorych
przeszczepiano komorki  zawierajace zelatynazg¢ B, a  pochodzace od myszy dzikich
(MMP-9"") zwierzetom MMP-9", co prowadzilo do odwrdcenia efektu obserwowanego
W tej ostatniej grupie zwierzat (np. [22,40]). Kolejnym dowodem na rozwdj mechanizméw
kompensujacych u myszy MMP-9"" jest obserwacja pewnych objawéw niedoboru enzymu
u mlodych, ale nie dorostych zwierzat. Zjawisko takie obserwowano wielokrotnie i dotyczylo
ono zaréwno fizjologicznego rozwoju kosci [102], opornosci na rozwdj autoimmunologicznego
zapalenia mozgu i rdzenia [25], jak i naptywu neutrofili w odpowiedzi na stymulacje
chemokinami [23]. Wreszcie rozwdj mechanizmu kompensacyjnych mozna wykry¢
porownujac wyniki uzyskane u myszy MMP-9 z tzw. double knockout mice, czyli
myszami, u ktorych wylaczone sa dwa geny, np. kodujacy MMP-9 i MMP-2. Przykiadowo,
myszy MMP-9""/MMP-2" oraz pojedyncze knockouty pozbawione danej zelatynazy uzyto
w badaniach nad zwyrodnieniem plamki ocznej prowadzacym do slepoty. U MMP-9"" i
MMP-2" proces ten by} istotnie obnizony, podczas gdy u zwierzat MMP-9""/MMP-2"" efekt
ten byt znacznie silniejszy [52]. Wyniki te wskazuja, ze w powyzszym modelu brak jednej z
zelatynaz byt kompensowany przez drugi z enzymow.

PODSUMOWANIE

Pod wzgledem budowy i funkcji wsrod MMP wyréznia si¢ zelatynaza B. Jest
ona niezbedna dla prawidlowego rozwoju i funkcjonowania niektorych uktadow, a
takze odgrywa istotna role w reakcjach zapalnych i patologicznych. Zazwyczaj jej
rola polega na umozliwieniu naptywu leukocytow zapalnych do miejsca zakazenia
lub uszkodzenia tkanki przez degradacje¢ sktadnikow bton podstawnych i macierzy
zewnatrzkomoérkowej badz aktywacje cytokin i chemokin. Jednak w niektorych
przypadkach MMP-9 chroni tkanki przed nadmiernym zniszczeniem, a wtedy wynika
to z efektu przeciwnego — degradacji chemokin i ograniczenia naptywu neutrofili.
Ponadto wykazano, ze zelatynaza B odgrywa wazna role w apoptozie réznych typow
komorek poprzez wplyw na aktywnos¢ kaspazy-3. Wiele z powyzszych zaleznosci
odkryto dzigki badaniom na myszach transgenicznych z wylaczonym genem kodujacym
MMP-9. Ponadto przedstawione wyniki badan na myszach MMP-9”" sugeruja, ze w
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przypadku stworzenia selektywnych inhibitorow zelatynazy B ich stosowanie musi by¢
Scisle dostosowane do konkretnych reakcji zapalnych, gdyz w niektorych przypadkach
moze doprowadzi¢ do poglebienia stanow patologicznych.
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