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Streszczenie: Metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej (MMPs) sa enzymami bezposrednio zaan-
gazowanymi w procesy tworzenia przerzutdw nowotworowych. W warunkach fizjologicznych MMPs
uczestnicza w takich procesach, jak: embriogeneza, angiogeneza, cykliczne zmiany w endometrium,
gojenie ran oraz agregacja ptytek. Zmiany aktywnosci tych enzymow obserwowano w wielu procesach
patologicznych, takich jak: choroba nowotworowa, procesy zapalne oraz choroby degeneracyjne uktadu
nerwowego. W procesach nowotworowych MMPs uczestnicza w regulacji wzrostu i proliferacji komo-
rek, tworzeniu przerzutow, angiogenezie oraz w odpowiedzi immunologicznej organizmu. Szczegdlnie
wazna rolg odgrywaja zelatynaza A (MMP-2) oraz zelatynaza B (MMP-9). Sa to enzymy majace
najwigksza zdolno$¢ do degradacji kolagenu typu IV bedacego gtéwnym sktadnikiem btony podstawne;j
(BM). Utrata ciaglosci w strukturze BM warunkuje zapoczatkowanie procesu migracji komorek nowo-
tworowych z pierwotnego guza i tworzenie przerzutow w miejscach odlegtych.

Stowa kluczowe: metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej, zelatynaza A, zelatynaza B, nowotwor piersi.

Summary: Matrix metalloproteinases (MMPs) are the enzymes which are directly involved in metastasis.
Under physiological conditions MMPs are involved in such processes as embryogenesis, angiogenesis,
cyclic changes in endometrium, wound healing and platelet aggregation. There is evidence that MMPs
activity changes in many pathological conditions, including tumor disease, inflammatory and the degenera-
tive diseases of nervous system. In cancer MMPs regulate growth and cancer-cell proliferation, metastasis,
angiogenesis and the immune response to cancer. Gelatinase A (MMP-2) and gelatinase B (MMP-9) play an
important role in cancer, because of their ability to degrade type IV collagen. The collagen type IV is the
major component of basement membrane (BM). Loss of the continuity in BM structure determines the
beginning of the cancer cell migration from primary tumor and creation of remote metastasis.
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WSTEP

Rak gruczotu piersiowego jest obecnie najczeséciej wystgpujacym nowotworem u
kobiet. W Stanach Zjednoczonych oraz krajach Unii Europejskiej rocznie na raka piersi
zapada 67 proc. kobiet. W Polsce nowotwor ten stanowi okoto 19 proc. ogotu
rejestrowanych nowotworow zto§liwych u kobiet i zajmuje pierwsze miejsce pod
wzgledem zachorowalnos$ci oraz umieralnosci z powodu nowotwordéw [45].

Diagnoza zmian nowotworowych opiera si¢ gtownie na zastosowaniu metod
histopatologicznych i obrazowych. Inna jeszcze metoda wykrywania zmian nowotworowych
jest oznaczanie markerow nowotworowych w krwi [14, 21]. Ze wzgledu na fakt, ze rozwdj
choroby nowotworowej poprzedza mutacja okreslonych genow, poszukuje sig obecnie metod,
ktore pozwolityby na wykrycie komorek transformowanych nowotworowo. Innym jeszcze
kierunkiem badan moga by¢ oznaczenia stabilno$ci macierzy tkanek, w ktorych rozwijaja sig
zmiany nowotworowe. Wszystkie te dziatania prowadza do wykrycia przedprzerzutowego
stadium zmian nowotworowych. Wczesne wykrywanie komorek transformowanych
nowotworowo umozliwia wdrozenie takich metod terapeutycznych, ktore zwigkszaja
prawdopodobienstwo wyleczenia lub wydtuzaja czas przezycia [ 16, 39].

Rak piersi charakteryzuje si¢ duza inwazyjnoscia poprzez wezesna migracje komorek
nowotworowych droga naczyn krwionosnych i limfatycznych. Ogniska przerzutow
najczesciej wykrywane sa w ptucach, kosciach, watrobie oraz mézgu [23, 34]. Nabycie
przez komoérke nowotworowa fenotypu inwazyjnego warunkuje inicjacje procesu migracji
do otaczajacych tkanek, a tym samym mozliwo$¢ tworzenia przerzutow. Aktywacja
tego procesu zalezy od przebiegajacych rownolegle dwoch procesow, a mianowicie
utraty potaczen pomigdzy komoérkami guza i degradacji biatek macierzy pozakomoérkowe;j
(ECM - extracellular matrix) [13, 21, 35].

Pierwszym etapem procesu migracji jest pokonanie bariery, jaka stanowi macierz
pozakomoérkowa oraz btona podstawna (BM — basement membrane) (8, 14].

W warunkach fizjologicznych macierz pozakomoérkowa tworza specyficzne biatka. Wsrod
tych zwiazkéw wyrodznia si¢ biatka kolagenowe oraz elastyne, a takze specyficzne
glikoproteiny, proteoglikany i glikozaminoglikany [8]. Sktad i proporcje tych zwiazkow sa
charakterystyczne dla poszczegdlnych tkanek oraz wyznaczaja ich strukturg i funkcje.
Kolageny oraz elastyna tworza rusztowanie ECM, zapewniajac tym samym zachowanie
prawidlowe;j struktury tkanki oraz transdukcje sygnatow miedzykomorkowych [30, 31,42].
Blona podstawna, bedaca jedna z form ECM, utworzona jest gléwnie przez biatko kolagenowe
typu 1V, fibronektyne, lamining, entaktyng oraz siarczan heparanu [7, 30]. Glikoproteiny
biora udzial w adhezyjnosci, migracji oraz réznicowaniu si¢ komorek poprzez wiazanie
z integrynami. Proteoglikany wystepujace w ECM ulatwiaja migracje komorek [8].

Zaburzenie funkcji macierzy pozakomorkowej oraz blony podstawnej poprzez patogenne
dziatanie metaloproteinaz jest procesem warunkujacym tworzenie przerzutow. Rownolegle
w zmienionej nowotworowo tkance zachodzi aktywnie proces angiogenezy. Destrukcja
macierzy tkankowej oraz angiogeneza to etapy rozwoju zmian nowotworowych umozliwiajace
migracj¢ komoérek z nastgpowym tworzeniem przerzutow [21].
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1. CHARAKTERYSTYKA BIOCHEMICZNA ORAZ BUDOWA
METALOPROTEINAZ

Enzymy hydrolizujace biatka macierzy sa zaliczane do klasy endopeptydaz.
W pismiennictwie bywaja okreslane jako proteinazy lub proteazy. Obecna klasyfikacja
metaloproteinaz wyszczegolnia 25 odrebnych enzymow, a z grupy tej 22 wystepuje u
ludzi [8, 38]. Enzymy te ze wzglgdu na specyfike substratowa oraz budoweg zostaty
podzielone na 8 grup, a mianowicie: kolagenazy, zelatynazy, stromielizyny, matrylizyny,
enamelizyny, metaloelastazy, metaloproteinazy blonowe oraz pozostale, niezaklasy-
fikowane do zadnej z wyzej wymienionych grup (tab. 1). W tabeli podano takze poznane
substraty dla poszczegdlnych grup enzymow. Substratami sg biatka macierzy pozako-
morkowej, w tym biatka kolagenowe, laminina, fibronektyna, elastyna oraz proteoglikany
[8, 34]. Podobienstwo enzymow o tej samej specyfice substratowej potwierdzone jest
homologia domen tych enzymow [38].

Synteza MMPs w warunkach prawidlowych zachodzi w komoérkach macierzy
wspottworzacej okreslona tkanke laczna, w tym rowniez w komodrkach krwi.
W warunkach patogennych MMPs sg ponadto syntetyzowane przez komorki nowotwo-
rowe. We wszystkich przypadkach MMPs produkowane sa jako preproenzymy, a
wigkszos$¢ z nich wydzielana jest do ECM w postaci nieczynnych proenzymow. Istnieje
mozliwos¢ wewnatrzkomorkowej aktywacji MMPs, jak ma to miejsce w przypadku
MMP-14, ktdrej proces aktywacji zachodzi w aparacie Golgiego [8, 10, 38]. Funkcja
aktywnych form MMPs zalezy od pH i jest najwigksza w pH obojetnym. Aktywno$¢
przemian uczynniania zalezna jest takze od stezenia jonow Ca*' oraz Zn* [8, 10, 26].

2. FUNKCJA METALOPROTEINAZ
W WARUNKACH FIZJOLOGICZNYCH

W warunkach prawidtowych metaloproteinazy biora udzial w regulacji rozwoju
ptodowego oraz procesach wzrostu i przebudowy tkanek. Odpowiedzialne sa takze za
cykliczne zmiany w endometrium oraz zmiany zachodzace podczas ciazy, porodu i potogu
[38]. Uczestnicza w procesach angiogenezy, a takze migracji komorek odpowiedzi
zapalnej biorac udziat w procesach gojenia ran oraz tworzenia blizn [33, 38]. MMP-2
odgrywa istotna rolg w regulacji czynnosci ptytek krwi poprzez stymulacj¢ agregaciji
niezalezna od tromboksanu A, (TXA,). Natomiast MMP-9 hamuje proagregacyjne
dziatanie MMP-2. Antagonistyczne dziatanie MMP-2 i MMP-9 stanowi jeden z mecha-
nizmoéw pozwalajacych na utrzymanie hemostazy naczyniowej [33].

2a. Budowa i charakterystyka MMP-2 oraz MMP-9

Metaloproteinaza MMP-2, zwana Zelatynaza A lub kolagenaza 72 kDa oraz MMP-9,
okreslana tez jako Zelatynaza B lub kolagenaza 92 kDa, maja domeny wspdlne dla catej
grupy MMPs, a takze domeny charakterystyczne, stanowiace o ich odmiennych
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TABELA 1. Specyfika substratowa metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej [7]

Grupa enzymow ‘ MMP ‘Substraty

Kolagenazy

Kolagenaza 1 MMP-1 kolagen typu I, II, ITI, VII, VIII, X, XI, Zelatyna, agrekan, entaktyna, fibronektyna,
laminina, tenascyna, vitronektyna, al-antychymotrypsyna, a2-makroglobulina, fibryna,
fibrynogen, pro-MMP-2, pro-MMP-9, pro-TNFa

Kolagenaza 2 MMP-8 kolagen typu I, 11, III, agrekan, @2-makroglobulina, fibrynogen

Kolagenaza 3 MMP-13 kolagen typu I, 11, III, IV, VI, IX, XIV, Zelatyna, agrekan, fibronektyna, tenascyna,
a2-makroglobulina, kazeina, czynnik XII, fibrynogen, pro-MMP-9

Kolagenaza 4 MMP-18 kolagen typu I, Zelatyna

Zelatynazy

Zelatynaza A MMP-2 kolagen typu I, 11, III, IV, VIIL, IX, X, XI, zelatyna, agrekan, elastyna, entaktyna,
fibronektyna, IGFBP, laminina, tenascyna, vitronektyna, fibryna, fibrynogen, pro-MMP-9,
pro-MMP-13, plazminogen, pro-TNFa

Zelatynaza B MMP-9 kolagen typu IV, V, XI, XIV, zelatyna, agrekan, dekoryna, elastyna, IGFBP, laminina,
vitronektyna, @2-makroglobulina, endotelina, kazeina, fibryna, fibrynogen, IL1/, pro-
MMP-2, plazminogen, pro-TNFa

Stromielizyny

Stromielizyna 1 MMP-3 kolagen typu III, TV, V, VII, IX, X, XI, zelatyna, agrekan, dekoryna, elastyna, entaktyna,
fibronektyna, IGFBP, laminina, osteonektyna, perlekan, tenascyna, vitronektyna,
al-antychymotrypsyna, @2-makroglobulina, kazeina, E-kadheryna, fibryna, fibrynogen,
IL-18, pro-MMP-1, pro-MMP-7, pro-MMP-8, pro-MMP-9, pro-MMP-13, pro-TNFa

Stromielizyna 2 | MMP-10 kolagen typu III, TV, V, zelatyna, agrekan, elastyna, fibronektyna, kazeina, fibrynogen,
pro-MMP-1, pro-MMP-7, pro-MMP-8, pro-MMP-9

Stromielizyna 3 | MMP-11 IGFBP, a2-makroglobulina

Matrylizyny

Matrylizyna MMP-7 kolagen typu I, IV, zelatyna, agrekan, dekoryna, elastyna, entaktyna, fibronektyna,
laminina, tenascyna, vitronektyna, kazeina, E-kadheryna, fibrynogen, pro-MMP-1, pro-
MMP-2, pro-MMP-9, plazminogen, pro-TNFa

Matrylizyna 2 MMP-26 kolagen typu IV, zelatyna, fibrynogen, fibronektyna, vitronektyna, kazeina, pro-MMP-9

Enamelizyna MMP-20 agrekan

Metaloelastaza MMP-12 kolagen typu I, TV, Zelatyna, agrekan, elastyna, entaktyna, fibronektyna, laminina,

vitronektyna, czynnik XII, a2-makroglobulina, fibrynogen, IgG, plazminogen, pro-TNFa

Metaloproteinazy blonowe

MTI1-MMP MMP-14 kolagen typu I, II, III, Zelatyna, agrekan, entaktyna, fibronektyna, perlekan, vitronektyna,
a2-makroglobulina, CD44, czynnik XII, fibryna, fibrynogen, av integryna, pro-MMP-2,
pro-MMP-13, tenascyna, pro-TNFa

MT2-MMP MMP-15 agrekan, entaktyna, fibronektyna, laminina, perlekan, tenascyna, pro-MMP-2

MT3-MMP MMP-16 kolagen typu III, zelatyna, kazeina, fibronektyna, pro-MMP-2

MT4-MMP MMP-17 zelatyna, fibryna, fibrynogen, pro-MMP-2, pro-TNFa

MT5-MMP MMP-24 zelatyna, fibronektyna, pro-MMP-2

MT6-MMP MMP-25 kolagen typu IV, zelatyna, fibronektyna, fibrynogen, fibryna, pro-MMP-2
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wlasciwosciach. W obregbie domeny katalitycznej MMP-2 i MMP-9 wystepuja trzy
powtorzone fragmenty podobne do fibronektyny. Fragmenty te odpowiedzialne sa za
wiazanie z substratem, jakim jest kolagen i elastyna oraz innymi substratami, ktore
zostaty zestawione w tabeli 1 [1, 9, 36]. Ponadto MMP-9 w obrebie regionu zawiasowego
ma domeng kolagenu typu V o niepoznanej dotychczas funkcji 8, 38].

W czasteczce MMPs wystepuje sekwencja sygnalowa, a takze domena katalityczna
z centrum aktywnym oraz domena hemopeksynopodobna zakonczona grupa karbo-
ksylowa [8, 31]. Sekwencjg sygnalowq tworza aminokwasy N-konca czasteczki, ktore
decyduja o sekrecji proenzymu z siateczki endoplazmatycznej do macierzy zewnatrz-
komoérkowej Propeptyd zbudowany jest z sekwencji PRCG(X)PDV (Pro- Arg- Cys-
Gly- (X)- Pro- Asp- Val) i zawiera ok. 80 aminokwasow [24]. Wsrdd aminokwasow
szczegolna rolg odgrywa cysteina, ktorej reszta wiazac atom cynku utrzymuje tym sa-
mym enzym w stanie nieaktywnym. Domena katalityczna, zbudowana z ok. 170
aminokwasow, zawiera centrum aktywne, o tylko czg¢§ciowo poznanej sek-wencji
HEXXHXXGXXH [24, 38]. Trzy czasteczki histydyny, obecne w domenie katalitycznej
wiaza atom cynku [8, 24]. Réwnoczesne wigzanie atomu cynku przez reszty histydyny
z domeny katalitycznej i resztg cysteiny z sekwencji sygnatowej czyni kompleks biatkowy
nieaktywnym. Rozerwanie potaczenia cysteiny z sekwencja sygnatowa jest wstgpnym
procesem prowadzacym do uaktywnienia enzymu.

3. REGULACJA AKTYWACJI I INHIBICJI MMP-2 ORAZ MMP-9

Prawidlowa ekspresja MMPs regulowana jest na poziomie transkrypcji genow,
translacji, aktywacji proenzymdw oraz poprzez aktywatory i inhibitory tkankowe (TIMPs
— tissue inhibitors of metalloproteinases) 8,27, 36, 38]. W warunkach patologicznych
wzrost ekspresji metaloproteinaz jest spowodowany glownie zaburzeniami regulacji
transkrypcji. Pierwszym etapem tych przemian jest zmiana funkcji protoonkogenow w
onkogeny. Szczegolna rola przypada na protoonkogeny fos i jun. Mutacja w obrgbie
tych genow czgsto prowadzi do wystapienia nowotworow [21, 22]. Biatka Fos i Jun
lacza si¢ w czynnik transkrypcyjny AP-1. Czynnik ten ma zdolno$¢ tworzenia potaczen
z promotorami gené6w MMP-2 oraz MMP-9, a takze wielu innych MMPs [15, 27, 38].
W regulacji poziomu ekspresji MMP-2 bierze takze udziat onkogen HER2/neu (zwany
réowniez c-erbB-2) oraz czynnik transkrypcyjny AP-2 [17, 22].

Onkogen HER-2/neu jest genem kodujacym btonowy receptor dla kinazy
tyrozynowej, zawierajacy sekwencje homologiczne z receptorem dla epidermalnego
czynnika wzrostu (EGF — epidermal growth factor) [17, 22]. Biatko HER-2/neu ma
aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej, co powoduje pobudzenie sygnatu mediowanego
receptorem nawet przy braku ligandu. Nadekspresja tego biatka obserwowana jest u
20-30% kobiet chorych na nowotwory piersi i najczesciej wynika z amplifikacji genu
HER-2/neu [5, 17, 22]. Nadmierna ekspresja genu HER-2/neu, ktora zostala potwier-
dzona w nowotworach gruczotu sutkowego prowadzi do wzrostu aktywnosci MMP-2.
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Czynnik transkrypcyjny AP-2 jest biatkiem, ktorego znaczenie zostato potwierdzone
w procesach wzrostu, réznicowania oraz apoptozy komorek [22, 40]. Odgrywa zasadnicza
rolg w procesach nowotworowych. Wigze si¢ z regionem promotorowym protoonkogenu
HER-2/neu aktywujac jego ekspresje [22]. Dodatkowo czynnik transkrypcyjny AP-2
odgrywa znaczna rolg¢ w procesie transkrypcji MMP-2 oraz odpowiada za zwigkszenie
aktywnos$ci obszaru promotorowego genu MMP-9. Efekt wptywu nadekspresji genu
HER2/neu na zdolnos¢ komodrek nowotworowych do tworzenia przerzutéw jest zatem
zwigzany ze zwigkszeniem poziomu ekspresji MMP-2 oraz MMP-9, a takze ze wzrostem
aktywnosci proteolitycznej tych enzymow [16, 27].

Wzrost poziomu ekspresji MMPs moze by¢ takze wynikiem spadku poziomu ekspresji
genodw supresorowych, ktorych produkty biatkowe, w prawidlowych warunkach, hamuja
wzrost i proliferacje komorek. Najczesciej wystepujaca mutacja gendw supresorowych
w raku piersi jest mutacja genu p53. Jest to gen, ktorego biatkowy produkt, wiazac si¢
z DNA kontroluje proces syntezy DNA, transkrypcji oraz apoptoze. W dziedzicznych
nowotworach piersi najczeséciej obserwowanymi mutacjami sa mutacje genow BRCA-1
i BRCA-2. Bialka kodowane przez geny BRCA-1 1 BRCA-2 sa biatkami jadrowymi. Ich
funkcja nie zostata doktadnie poznana, natomiast prawdopodobnie biora udziat w procesach
naprawy DNA iregulacji transkrypcji. Mutacja genu kodujacego E-kadheryng powodujaca
spadek ekspresji tego biatka prowadzi do zmniejszenia kohezji migdzykomorkowe;j. Utatwia
to inwazyjno$¢ oraz tworzenie przerzutOw w nowotworach piersi, raku jelita grubego,
przetyku, jajnika [21, 37]. Mutacje gendw kodujacych poszczegolne enzymy sa rzadko
wykrywane [8, 32, 38].

Ekspresja genéw MMPs regulowana jest przez wiele czynnikow stymulujacych oraz
hamujacych. Do czynnikoéw stymulujacych ekspresje naleza migdzy innymi estry forbolu,
biatka macierzy zewnatrzkomorkowej, stres komorkowy oraz cytokiny [8, 20, 38]. Czynniki
wzrostu, w tym interleukiny, interferon, EGF, FGF, VEGF, PDGF, TNF-a, TGF-f3 to
rowniez wazne regulatory ekspresji MMPs [13, 28, 36]. Innym jeszcze czynnikiem
pobudzajacym MMPs sa biatka komorek nowotworowych. Przyktadem jest czasteczka
biatka EMMPRIN (extracellular matrix metalloproteinase inducer), glikoproteina,
zlokalizowana na powierzchni komorki nowotworowej [2, 24]. Biatko to stymuluje znajdujace
si¢ w bliskim sasiedztwie fibroblasty do produkcji metaloproteinaz, w tym MMP-2. Poprzez
aktywacje MMP-2 bialko EMMPRIN pobudza proteolizg ECM. Obecno$s¢ EMMPRIN
zostata stwierdzona na powierzchni komoérek nowotwo-rowych guzow piersi, ptuc,
przewodu pokarmowego, pgcherza moczowego, a takze komorek czerniaka [24].

MMP-2 oraz MMP-9, tak jak pozostate enzymy tej grupy, wydzielane sa do
srodowiska pozakomoérkowego w postaci nieaktywnego biologicznie proenzymu (pro-
MMPs). Aktywacja pro-MMPs do aktywnej MMPs zachodzi w srodowisku zewnatrz-
komorkowym, ale zwiagzana jest z funkcja komorki [ 10, 29]. Do pelnej aktywacji latentne;j
formy enzymow konieczny jest proces proteolityczny, tzw. cysteine-switch. Efektem
jest odcigcie N-terminalnego propeptydu bogatego w cysteing, a w nastgpstwie
odstonigte zostaje centrum aktywne z trzema resztami histydyny oraz jonem cynku
(Zn**) [1, 40]. Mechanizm aktywacji zachodzi poprzez rozerwanie wiazan pomiedzy
grupa tiolowa cysteiny a jonem cynku [38]. Odlaczenie propeptydu maskujacego miejsce
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aktywne zawierajace Zn** powoduje skrocenie tancucha aminokwasowego oraz
zmniejszenie masy czasteczkowej o ok. 10 kDa [10, 38].

Efektywna aktywacja pro-MMP-2 moze nastapi¢ w drodze zaleznej od MMP-14
(MT1-MMP) oraz niezaleznie od dziatania tego enzymu. MMP-14 to metaloproteinaza
transbtonowa, ktorej czasteczka jest zwiazana z blona komdrkowa komorek tkanki
facznej. Aktywacja MMP-2 poprzez szlak zalezny od MMP-14 wymaga powstania
kompleksu tego enzymu z MMP-14 i TIMP-2 na powierzchni blony komoérkowe;j
[24, 40]. Dziatanie MMP-14 polega na rozerwaniu wigzania pomig¢dzy Asn*’- Leu*®
w czasteczce pro-MMP-2. Dalsze przeksztalcenie polegajace na rozerwaniu wigzania
pomigdzy Asn®- Tyr®! jest procesem autokatalitycznym. Proces aktywacji MMP-2 moze
takze zachodzi¢ wskutek interakcji pomigdzy metaloproteinaza blonowa MMP-14 oraz
integryna av[33. Czasteczki integryny obecne sa w komorkach $rédbtonka oraz
w komoérkach nowotworowych roznych tkanek, w tym takze w tkankach nowotworowych
piersi. Integryna av33 odgrywa krytyczna rolg¢ w procesach wzrostu nowotworu i
tworzenia nowych naczyn krwiono$nych. Interakcja pomiedzy hemopeksy-nopodobna,
C-koncowa domena MMP-2 a integryna ov33 umozliwia efektywne dojrzewanie
MMP-2. Sama integryna zatem aktywuje MMPs, lecz w potaczeniu z vitronektyna
specyficznie wiazaca si¢ z integryna, blokuje proces aktywacji proMMP-2,
prowadzac tym samym do spadku poziomu aktywnych form MMP-2 [4].

Kolejny mechanizm aktywacji metaloproteinaz moze dokonywac si¢ pod wplywem
proteinaz serynowych, obecnych w srodowisku pozakomorkowym, takich jak: trypsyna,
proteinazy systemu aktywacji plazminogenu do plazminy, elastaza leukocytarna oraz
katepsyna G. Trypsyna w takich warunkach wydzielana jest przez komoérki nowo-
tworowe [33]. Aktywacja dokonuje si¢ takze przy udziale aktywnych form metalo-
proteinaz [38]. Zwigkszenie ekspresji oraz aktywacji MMPs w procesach nowotwo-
rowych prowadzi do zwielokrotnienia efektu destrukcji macierzy, a zatem widoczny
jest tu typowy mechanizm reakcji kaskadowe;.

W wyniku dziatania zwiazkow nieorganicznych, takich jak cyjanek lub jodek potasu,
siarczan dodecylu sodu oraz zwiazkoéw organicznych zawierajacych rtec, a takze
mocznika i stresu oksydacyjnego, bedacych niespecyficznymi aktywatorami MMPs
zachodza zmiany konformacyjne w obrebie czasteczki pro-MMP. Zmiany te prowadza
w efekcie do odlaczenia peptydu regulatorowego i aktywacji proenzymu [10, 33].

W warunkach prawidlowych gtéwnymi inhibitorami metaloproteinaz sa tkankowe
inhibitory metaloproteinaz TIMP, stanowiace grupe specyficznych inhibitoréw MMPs.
Sa to biatka o masie czasteczkowej pomigdzy 2029 kDa, ktore tacza si¢ wigzaniami
niekowalencyjnymi z MMP w stosunku stechiometrycznym 1:1 [3, 36, 38,41]. Kompleks
taki moze ulec dysocjacji z odzyskaniem petnej aktywnosci TIMPs oraz MMPs [9].
Dotychczas poznano i scharakteryzowano cztery geny, ktore koduja biatka TIMP-1, 2,
3 oraz 4. Sktad i sekwencja aminokwasowa wszystkich TIMPs jest podobna w 37—
51%. Wszystkie zawieraja w swej strukturze 12 reszt cysteinowych, ktore tworza
6 mostkow disiarczkowych oraz 6 petli polipeptydowych [10, 19, 38]. Petle 1-3 znajduja
si¢ w C-koncowym fragmencie struktury, natomiast petle 4—6 znajduja si¢ we fragmencie
N-koncowym bialka [10, 36]. Obie domeny N- i C-koncowa maja zdolno$¢ do tworzenia
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potaczen z MMPs, natomiast najwigksza aktywnos¢ inhibicyjna zwiazana jest gtdbwnie
z mozliwoS$cig tworzenia wiazan pomiedzy N-koncem TIMP a N-koncem enzymu.
Aktywnos¢ inhibicyjna poszczegolnych biatek TIMP jest rézna w stosunku do réznych
MMPs. Domena C-koncowa (petle 4—6) TIMP-1 ma wigksze powinowactwo do
domeny hemopeksynopodobnej MMP- 9 niz do domeny hemopeksynopodobnej MMP-
2. C-koncowa domena TIMP-2 ma natomiast znacznie wigksze zdolnosci do wigzania
z domena hemopeksynopodobna MMP-2 [9, 10, 25]. Paradoksalnie TIMP-2 ma
dziatanie nie tylko inhibicyjne, ale rowniez bierze udziat w procesie aktywacji MMP-2
przy udziale MMP-14. TIMP-3 wykazuje znacznie wigksze powinowactwo w stosunku
do MMP-9 niz pozostate biatkowe inhibitory [10, 38]. Biatka TIMPs oprécz inhibicji
metaloproteinaz maja takze zdolnos¢ pobudzania wzrostu komorek, a takze supres;ji
sygnalow prowadzacych do pobudzenia mitozy oraz apoptozy [38].

Do endogennych inhibitoréw metaloproteinaz nalezy takze trombospondyna-2,
trombospondyna-1, niewielkie czasteczki biatkowe z fragmentami homologicznymi do
TIMPs, inhibitor zwiazany z btona komorkowa RECK (reversion-inducing cysteine-
rich protein with kazal motifs) oraz a2-makroglobulina, bedaca biatkiem osoczowym.
Bierze ona udzial w nieodwracalnej inhibicji MMPs [8, 27].

Zmniejszenie aktywno$ci MMPs mozliwe jest takze na etapie transkrypcji, poprzez
zablokowanie odcinkdw DNA, ktére koduja poszczegodlne enzymy. Zmniejszenie
aktywnos$ci moze tez odbywac sig poprzez zablokowanie aktywnych juz form enzymow.

4. PRZEBUDOWA MACIERZY POZAKOMORKOWEJ

Aby komorki rakowe mogty pokona¢ gesta sie¢ elementéw budujacych macierz
zewnatrzkomodrkowa, niezbedna jest proteoliza poszczegolnych sktadnikow tego
srodowiska. Szczegolna rola w procesie proteolizy sktadnikow ECM zwiazana jest z
aktywnos$cia metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowe;j. Szczegdlne znaczenie dla
zagrozenia migracja komoérek ma proteolityczne dziatanie MMPs na E-kadheryng, biatko
adhezyjne, ktore uczestniczy w interakcji pomigedzy komorkami. Czasteczka E-kadheryny
zlokalizowana jest na powierzchni komoérek nablonkowych. Degradacja biatka prowadzi
do zaburzenia oddzialywan miedzykomorkowych, a takze inicjuje proces transformacji
komorek nabtonkowych w komorki mezenchymatyczne. Taka zmiana fenotypu
komorkowego zwiazana jest ze stopniem zaawansowania oraz ztosliwoscia nowotworu.
[8, 14, 38]. Zelatynaza A (MMP-2) oraz zelatynaza B (MMP-9) maja najwieksze zdolnosci
do degradacji biatka kolagenowego typu IV, bedacego gléwnym sktadnikiem btony
podstawnej [42]. MMP-2 ulega ekspresji w bardzo wczesnej fazie raka piersi i jest
traktowana, jako jeden z pierwszych czynnikow umozliwiajacych formowanie sig
nowotworu. W wigkszosci przypadkow jest nieobecna w normalnej dorostej tkance piersi,
ale ulega ekspresji w tagodnych nowotworach, takich jak np. widkniaki [35]. Uszkodzenia
struktury btony podstawnej stanowia jeden z elementow warunkujacych migracje komorek.
Metaloproteinazy te odgrywaja krytyczna rolg w procesie transformacji nowotworu in
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situ w jego postac¢ inwazyjna. Wzrost ekspresji MMPs gtéwnie MMP-2 oraz MMP-9
odpowiedzialnych za degradacje kolagenu typu IV zostal stwierdzony w tkankach
nowotworowych tych nowotworow piersi, ktorych komorki maja zdolno$é¢ do tworzenia
przerzutow. Natomiast wzrost ekspresji enzymow nie zostal potwierdzony w tkance
nowotworowej in situ [7, 12]. Ekspresja MMP-2 zachodzi gtéwnie w zrebie ztosliwych
nowotworow i jest zwigkszana przez parakrynne pobudzanie mediowane przez czynniki
rozpuszczalne. Dla odmiany ekspresja MMP-9 w fibroblastach pochodzacych z tkanki
nowotworowej wymaga bezposredniego kontaktu ze ztosliwym nabtonkiem nowotworo-
wym [35].

5. ROLA METALOPROTEINAZ MMP-2 ORAZ MMP-9
W PROCESACH NOWOTWOROWYCH

Dotychczas rola metaloproteinaz w procesach nowotworowych ograniczona byta
jedynie do udzialu w inwazji i tworzeniu przerzutéw. Jednak wykazano takze dziatania
MMPs na innych etapach karcinogenezy.

5a. MMPs a procesy wzrostu 1 apoptozy komorek nowotworowych

MMPs reguluja procesy wzrostu oraz proliferacji komorek. W prowadzonych
badaniach doswiadczalnych wykazano, iz proliferacja komorek nowotworowych u myszy,
ktdre nie miaty genu kodujacego MMP-9 byta w znacznym stopniu zahamowana [8].

MMPs generuja sygnaty pobudzajace komorki do intensywnego namnazania sig,
uwalniaja zwiazane z btona komérkowa prekursory czynnikéw wzrostu, np. TGF-a.
Rozktadaja kompleks IGF-BP (insulin-like growth factor-binding protein), uwolniony
zostaje czynnik IGF, ktory pobudza wzrost komorek nowotworowych. MMP-9 obniza
takze zdolnos¢ komorek nowotworowych do apoptozy [7, 8].

5b. MMPs a tworzenie przerzutow

Rola MMPs w procesach tworzenia przerzutow jest znana juz od kilku lat. Potencjat
inwazyjny nowotworu moze by¢ zalezny od interakcji pomigdzy MMPs a TIMPs.
Przewaga aktywnos$ci enzymdw nad ich tkankowymi inhibitorami prowadzi do zwigk-
szenia potencjatu inwazyjnego [22]. Pierwszym krokiem jest migracja komorek
nowotworowych do otaczajacych tkanek, a nastgpnie do tkanek znacznie oddalonych
od migjsca pierwotnego guza [6, 3]. Aby proces ten mogl zaistnie¢, niezbgdne jest
zmniejszenie adhezyjnosci komérek nowotworowych do podtoza. Dochodzi do tego na
skutek degradacji biatek adhezyjnych, w tym E-kadheryny przez metaloproteinazy [8,
38]. MMP-2 oraz MMP-14 degradujq lamining-5 w btonie podstawnej. W wyniku tego
dziatania odstonigciu ulega miejsce w strukturze lamininy, ktére w warunkach
fizjologicznych jest ukryte. Ekspozycja tej czesci biatka inicjuje migracj¢ komorek
nowotworowych. Podczas wedréwki komorki musza odlaczy¢ sig od sasiadujacych
komorek oraz od otaczajacych je sktadnikow macierzy zewnatrzkomorkowe;.
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Niezbgdnym do tego procesu jest lokalizacja MMP-9 na powierzchni btony komorkowe;j
[8]. Na btonie komorek nowotworowych obecne jest biatko adhezyjne CD44 bedace
gtéwnym receptorem dla kwasu hialuronowego. Laczy si¢ takze z MMP-9 wiazac
tym samym te¢ metaloproteinazg na powierzchni komorki nowotworowej. Powstaty
kompleks sprzyja inwazyjnosci komoérek guza [8, 18]. Kompleks CD44 - MMP-9
rozktadany jest przez MMP-14 i uwolniona zostaje pozakomérkowa domena, co
powoduje zmnigjszenie inwazyjnosci nowotworu [8].

S5c. MMPs a angiogeneza

Angiogeneza warunkuje lokalny rozwoj nowotwordw, a takze umozliwia tworzenie
przerzutow. Zahamowanie procesu angiogenezy prowadzi do supresji wzrostu guza
oraz uniemozliwia migracj¢ komdrek nowotworowych do innych tkanek [18, 43, 44].
W do$wiadczeniach in vitro wykazano, ze endogenne inhibitory MMPs redukuja
powstawanie nowych naczyn krwiono$nych. Nasuwa si¢ zatem wniosek, ze MMPs
wyraznie zwigkszaja mozliwosci angiogenezy. MMPs degraduja sktadniki ECM, dzigki
czemu komorki nabtonkowe przenikaja w glab zrebu nowotworu. Przeprowadzono
szereg badan in vitro oraz wicle eksperymentow na modelach zwierzgcych, z ktorych
wynika, ze MMP-2, MMP-9 oraz MMP-14 sa bezposrednimi regulatorami angiogenezy
[8,26]. MMPs degraduja kolagen typu IV, I oraz fibronektyne, co powoduje rozluznienie
Scistej struktury ECM i1 umozliwia przenikanie komorek nablonkowych, ktore dadza
poczatek nowym naczyniom krwiono$nym. Rozktad kolagenu typu IV dodatkowo
sprzyja procesowi angiogenezy przez umozliwienie potaczenia pomigdzy zdegradowanym
kolagenem IV a integryna av[33. Metaloproteinazy zwiekszaja dostepnos¢ proangio-
gennych czynnikdéw wzrostu np. VEGF, FGF-2, TGF-3. Czynniki te stymuluja prolife-
racje¢ i migracje komorek nabtonkowych, w wyniku czego dochodzi do organizowania
nowych naczyn krwiono$nych [8, 21, 44].

5d. MMPs a odpowiedz immunologiczna organizmu

Uktad odpornosciowy jest zdolny do rozpoznawania i niszczenia komodrek
nowotworowych poprzez takie komorki, jak: makrofagi, limfocyty T, limfocyty NK i
neutrofile. Komorki nowotworowe wyksztalcity wiele systemow umozliwiajacych
uniknigcie zniszczenia przez uklad immunologiczny. Jednym z takich systemow sa
metaloproteinazy [8]. Istotnym czynnikiem do wzbudzenia reakcji odpornosciowej jest
proliferacja limfocytow T pod wptywem stymulujacego dziatania kompleksu IL-2- Ra
(interleukin-2-receptor-a). MMPs, a szczegdlnie MMP-9 maja zdolno$¢ do rozktadu
tego kompleksu, przez co nastgpuje oczywisty spadek proliferacji limfocytow T, a tym
samym znaczace zahamowanie reakcji odpornosciowej typu komorkowego [8, 33].
MMPs aktywuja rowniez TGF-f3 (transforming growth factor), ktory jest jednym
z inhibitorow odpowiedzi limfocytow T skierowanej przeciwko komorkom nowo-
tworowym [11]. MMP-9 degraduje 1L-8 (interleukin-8), ktéra jest chemoatraktan-
tem dla fagocytujacych komorek. W procesach nowotworowych, w tym takze
w nowotworach gruczotu piersiowego, pojawiaja si¢ komorki zapalne. Komorki te
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produkuja wiele roznych MMPs, w tym takze MMP-9, MMP-12, MMP-14, a zatem
posrednio biora udziat w stymulacji progresji nowotworu i zapewniaja komorkom
nowotworowym ochrong przed dziataniem uktadu immunologicznego [8].

6. PODSUMOWANIE

Weczesna diagnoza i okreslenie stanu zaawansowania nowotworu pozwala na
zwigkszenie przezywalnosci chorych na nowotwory piersi. Wazne jest poszukiwanie
nowych czynnikoéw prognostycznych i diagnostycznych, ktore umozliwia wczesne
wykrycie nowotwordw piersi, a jednoczes$nie pozwola na wykorzystanie dostgpnych
mozliwosci leczenia w postaci chemioterapii, radioterapii lub hormonoterapii obok
zabiegu operacyjnego [ 16, 39]. Wprowadzenie wczesnej diagnozy i skutecznego leczenia
staje si¢ misja wspotczesnej ochrony zdrowia, zwtaszcza w przypadku tak czgstego
schorzenia, jakim jest rak piersi u kobiet. Uczestnictwo MMP-2 oraz MMP-9 zaréwno
w angiogenezie, jak 1 inwazyjnos$ci oraz progresji nowotworu i zwigkszenie ich ekspres;ji
zgodne z powigkszeniem stopnia zaawansowania nowotworu staje si¢ niekorzystnym
czynnikiem prognostycznym [13]. Kobiety, u ktorych w tkance nowotworowej guza
piersi stwierdzono zwigkszona ekspresje MMP-2, maja znacznie gorsze rokowania.
MMP-9 wykazuje wysoka ekspresje w nowotworze gruczotu piersiowego i wydaje sig
by¢ zwiazane z tworzeniem przerzutow do weztdw limfatycznych. Glgbsze poznanie
dziatania metaloproteinaz zbliza naukg do mozliwosci odkrycia coraz to nowszych endo-
i egzogennych inhibitorow, ktore zwigksza szansg selektywnego blokowania poszcze-
gblnych enzymow, w tym MMP-2 oraz MMP-9.
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