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Streszczenie: Metaloproteinazy macierzy pozakomórkowej (MMPs) s¹ enzymami bezpo�rednio zaan-
ga¿owanymi w procesy tworzenia przerzutów nowotworowych. W warunkach fizjologicznych MMPs
uczestnicz¹ w takich procesach, jak: embriogeneza, angiogeneza, cykliczne zmiany w endometrium,
gojenie ran oraz agregacja p³ytek. Zmiany aktywno�ci tych enzymów obserwowano w wielu procesach
patologicznych, takich jak: choroba nowotworowa, procesy zapalne oraz choroby degeneracyjne uk³adu
nerwowego. W procesach nowotworowych MMPs uczestnicz¹ w regulacji wzrostu i proliferacji komó-
rek, tworzeniu przerzutów, angiogenezie oraz w odpowiedzi immunologicznej organizmu. Szczególnie
wa¿n¹ rolê odgrywaj¹ ¿elatynaza A (MMP-2) oraz ¿elatynaza B (MMP-9). S¹ to enzymy maj¹ce
najwiêksz¹ zdolno�æ do degradacji kolagenu typu IV bêd¹cego g³ównym sk³adnikiem b³ony podstawnej
(BM). Utrata ci¹g³o�ci w strukturze BM warunkuje zapocz¹tkowanie procesu migracji komórek nowo-
tworowych z pierwotnego guza i tworzenie przerzutów w miejscach odleg³ych.

S³owa kluczowe: metaloproteinazy macierzy zewn¹trzkomórkowej, ¿elatynaza A, ¿elatynaza B, nowotwór 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.

Key words: matrix metalloproteinases, gelatinase A, gelatinase B, breast cancer.
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WSTÊP

Rak gruczo³u piersiowego jest obecnie najczê�ciej wystêpuj¹cym nowotworem u
kobiet. W Stanach Zjednoczonych oraz krajach Unii Europejskiej rocznie na raka piersi
zapada 6�7 proc. kobiet. W Polsce nowotwór ten stanowi oko³o 19 proc. ogó³u
rejestrowanych nowotworów z³o�liwych u kobiet i zajmuje pierwsze miejsce pod
wzglêdem zachorowalno�ci oraz umieralno�ci z powodu nowotworów [45].

Diagnoza zmian nowotworowych opiera siê g³ównie na zastosowaniu metod
histopatologicznych i obrazowych. Inn¹ jeszcze metod¹ wykrywania zmian nowotworowych
jest oznaczanie markerów nowotworowych w krwi [14, 21]. Ze wzglêdu na fakt, ¿e rozwój
choroby nowotworowej poprzedza mutacja okre�lonych genów, poszukuje siê obecnie metod,
które pozwoli³yby na wykrycie komórek transformowanych nowotworowo. Innym jeszcze
kierunkiem badañ mog¹ byæ oznaczenia stabilno�ci macierzy tkanek, w których rozwijaj¹ siê
zmiany nowotworowe. Wszystkie te dzia³ania prowadz¹ do wykrycia przedprzerzutowego
stadium zmian nowotworowych. Wczesne wykrywanie komórek transformowanych
nowotworowo umo¿liwia wdro¿enie takich metod terapeutycznych, które zwiêkszaj¹
prawdopodobieñstwo wyleczenia lub wyd³u¿aj¹ czas prze¿ycia [16, 39].

Rak piersi charakteryzuje siê du¿¹ inwazyjno�ci¹ poprzez wczesn¹ migracjê komórek
nowotworowych drog¹ naczyñ krwiono�nych i limfatycznych. Ogniska przerzutów
najczê�ciej wykrywane s¹ w p³ucach, ko�ciach, w¹trobie oraz mózgu [23, 34]. Nabycie
przez komórkê nowotworow¹ fenotypu inwazyjnego warunkuje inicjacjê procesu migracji
do otaczaj¹cych tkanek, a tym samym mo¿liwo�æ tworzenia przerzutów. Aktywacja
tego procesu zale¿y od przebiegaj¹cych równolegle dwóch procesów, a mianowicie
utraty po³¹czeñ pomiêdzy komórkami guza i degradacji bia³ek macierzy pozakomórkowej
(ECM � extracellular matrix) [13, 21, 35].

Pierwszym etapem procesu migracji jest pokonanie bariery, jak¹ stanowi macierz
pozakomórkowa oraz b³ona podstawna (BM � basement membrane) [8, 14].

W warunkach fizjologicznych macierz pozakomórkow¹ tworz¹ specyficzne bia³ka. W�ród
tych zwi¹zków wyró¿nia siê bia³ka kolagenowe oraz elastynê, a tak¿e specyficzne
glikoproteiny, proteoglikany i glikozaminoglikany [8]. Sk³ad i proporcje tych zwi¹zków s¹
charakterystyczne dla poszczególnych tkanek oraz wyznaczaj¹ ich strukturê i funkcjê.
Kolageny oraz elastyna tworz¹ rusztowanie ECM, zapewniaj¹c tym samym zachowanie
prawid³owej struktury tkanki oraz transdukcjê sygna³ów miêdzykomórkowych [30, 31, 42].
B³ona podstawna, bêd¹ca jedn¹ z form ECM, utworzona jest g³ównie przez bia³ko kolagenowe
typu IV, fibronektynê, lamininê, entaktynê oraz siarczan heparanu [7, 30]. Glikoproteiny
bior¹ udzia³ w adhezyjno�ci, migracji oraz ró¿nicowaniu siê komórek poprzez wi¹zanie
z integrynami. Proteoglikany wystêpuj¹ce w ECM u³atwiaj¹ migracjê komórek [8].

Zaburzenie funkcji macierzy pozakomórkowej oraz b³ony podstawnej poprzez patogenne
dzia³anie metaloproteinaz jest procesem warunkuj¹cym tworzenie przerzutów. Równolegle
w zmienionej nowotworowo tkance zachodzi aktywnie proces angiogenezy. Destrukcja
macierzy tkankowej oraz angiogeneza to etapy rozwoju zmian nowotworowych umo¿liwiaj¹ce
migracjê komórek z nastêpowym tworzeniem przerzutów [21].
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1. CHARAKTERYSTYKA BIOCHEMICZNA ORAZ BUDOWA
METALOPROTEINAZ

Enzymy  hydrolizuj¹ce  bia³ka  macierzy  s¹   zaliczane  do   klasy   endopeptydaz.
W pi�miennictwie bywaj¹ okre�lane jako proteinazy lub proteazy. Obecna klasyfikacja
metaloproteinaz wyszczególnia 25 odrêbnych enzymów, a z grupy tej 22 wystêpuje u
ludzi [8, 38]. Enzymy te ze wzglêdu na specyfikê substratow¹ oraz budowê zosta³y
podzielone na 8 grup, a mianowicie: kolagenazy, ¿elatynazy, stromielizyny, matrylizyny,
enamelizyny, metaloelastazy, metaloproteinazy b³onowe oraz pozosta³e, niezaklasy-
fikowane do ¿adnej z wy¿ej wymienionych grup (tab. 1). W tabeli podano tak¿e poznane
substraty dla poszczególnych grup enzymów. Substratami s¹ bia³ka macierzy pozako-
mórkowej, w tym bia³ka kolagenowe, laminina, fibronektyna, elastyna oraz proteoglikany
[8, 34]. Podobieñstwo enzymów o tej samej specyfice substratowej potwierdzone jest
homologi¹ domen tych enzymów [38].

Synteza MMPs w warunkach prawid³owych zachodzi w komórkach macierzy
wspó³tworz¹cej  okre�lon¹  tkankê  ³¹czn¹,  w   tym   równie¿   w   komórkach  krwi.
W warunkach patogennych MMPs s¹ ponadto syntetyzowane przez komórki nowotwo-
rowe. We wszystkich przypadkach MMPs produkowane s¹ jako preproenzymy, a
wiêkszo�æ z nich wydzielana jest do ECM w postaci nieczynnych proenzymów. Istnieje
mo¿liwo�æ wewn¹trzkomórkowej aktywacji MMPs, jak ma to miejsce w przypadku
MMP-14, której proces aktywacji zachodzi w aparacie Golgiego [8, 10, 38]. Funkcja
aktywnych form MMPs zale¿y od pH i jest najwiêksza w pH obojêtnym. Aktywno�æ
przemian uczynniania zale¿na jest tak¿e od stê¿enia jonów Ca2+ oraz Zn2+ [8, 10, 26].

2. FUNKCJA METALOPROTEINAZ
W WARUNKACH FIZJOLOGICZNYCH

W warunkach prawid³owych metaloproteinazy bior¹ udzia³ w regulacji rozwoju
p³odowego oraz procesach wzrostu i przebudowy tkanek. Odpowiedzialne s¹ tak¿e za
cykliczne zmiany w endometrium oraz zmiany zachodz¹ce podczas ci¹¿y, porodu i po³ogu
[38]. Uczestnicz¹ w procesach angiogenezy, a tak¿e migracji komórek odpowiedzi
zapalnej bior¹c udzia³ w procesach gojenia ran oraz tworzenia blizn [33, 38]. MMP-2
odgrywa istotn¹ rolê w regulacji czynno�ci p³ytek krwi poprzez stymulacjê agregacji
niezale¿n¹ od tromboksanu A

2
 (TXA

2
). Natomiast MMP-9 hamuje proagregacyjne

dzia³anie MMP-2. Antagonistyczne dzia³anie MMP-2 i MMP-9 stanowi jeden z mecha-
nizmów pozwalaj¹cych na utrzymanie hemostazy naczyniowej [33].

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

Metaloproteinaza MMP-2, zwana ¿elatynaz¹ A lub kolagenaz¹ 72 kDa oraz MMP-9,
okre�lana te¿ jako  ¿elatynaza B lub kolagenaza 92 kDa, maj¹  domeny  wspólne dla ca³ej
grupy MMPs, a tak¿e domeny charakterystyczne, stanowi¹ce o ich odmiennych
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w³a�ciwo�ciach. W obrêbie domeny katalitycznej MMP-2 i MMP-9 wystêpuj¹ trzy
powtórzone fragmenty podobne do fibronektyny. Fragmenty te odpowiedzialne s¹ za
wi¹zanie z substratem, jakim jest kolagen i elastyna oraz innymi substratami, które
zosta³y zestawione w tabeli 1 [1, 9, 36]. Ponadto MMP-9 w obrêbie regionu zawiasowego
ma domenê kolagenu typu V o niepoznanej dotychczas funkcji [8, 38].

W cz¹steczce MMPs wystêpuje sekwencja sygna³owa, a tak¿e domena katalityczna
z centrum aktywnym oraz domena hemopeksynopodobna zakoñczona grup¹ karbo-
ksylow¹ [8, 31]. Sekwencjê sygna³ow¹ tworz¹ aminokwasy N-koñca cz¹steczki, które
decyduj¹ o sekrecji proenzymu z siateczki endoplazmatycznej do macierzy zewn¹trz-
komórkowej Propeptyd zbudowany jest z sekwencji PRCG(X)PDV (Pro- Arg- Cys-
Gly- (X)- Pro- Asp- Val) i zawiera ok. 80 aminokwasów [24]. W�ród aminokwasów
szczególn¹ rolê odgrywa cysteina, której reszta wi¹¿¹c atom cynku utrzymuje tym sa-
mym enzym w stanie nieaktywnym. Domena katalityczna, zbudowana z ok. 170
aminokwasów, zawiera centrum aktywne, o tylko czê�ciowo poznanej sek-wencji
HEXXHXXGXXH [24, 38]. Trzy cz¹steczki histydyny, obecne w domenie katalitycznej
wi¹¿¹ atom cynku [8, 24]. Równoczesne wi¹zanie atomu cynku przez reszty histydyny
z domeny katalitycznej i resztê cysteiny z sekwencji sygna³owej czyni kompleks bia³kowy
nieaktywnym. Rozerwanie po³¹czenia cysteiny z sekwencj¹ sygna³ow¹ jest wstêpnym
procesem prowadz¹cym do uaktywnienia enzymu.

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

Prawid³owa ekspresja MMPs regulowana jest na poziomie transkrypcji genów,
translacji, aktywacji proenzymów oraz poprzez aktywatory i inhibitory tkankowe (TIMPs
� tissue inhibitors of metalloproteinases) [8, 27, 36, 38]. W warunkach patologicznych
wzrost ekspresji metaloproteinaz jest spowodowany g³ównie zaburzeniami regulacji
transkrypcji. Pierwszym etapem tych przemian jest zmiana funkcji protoonkogenów w
onkogeny. Szczególna rola przypada na protoonkogeny fos i jun. Mutacja w obrêbie
tych genów czêsto prowadzi do wyst¹pienia nowotworów [21, 22]. Bia³ka Fos i Jun
³¹cz¹ siê w czynnik transkrypcyjny AP-1. Czynnik ten ma zdolno�æ tworzenia po³¹czeñ
z promotorami genów MMP-2 oraz MMP-9, a tak¿e wielu innych MMPs [15, 27, 38].
W regulacji poziomu ekspresji MMP-2 bierze tak¿e udzia³ onkogen HER2/neu (zwany
równie¿ c-erbB-2) oraz czynnik transkrypcyjny AP-2 [17, 22].

Onkogen HER-2/neu jest genem koduj¹cym b³onowy receptor dla kinazy
tyrozynowej, zawieraj¹cy sekwencje homologiczne z receptorem dla epidermalnego
czynnika wzrostu (EGF � epidermal growth factor) [17, 22]. Bia³ko HER-2/neu ma
aktywno�æ kinazy tyrozynowej, co powoduje pobudzenie sygna³u mediowanego
receptorem nawet przy braku ligandu. Nadekspresja tego bia³ka obserwowana jest u
20�30% kobiet chorych na nowotwory piersi i najczê�ciej wynika z amplifikacji genu
HER-2/neu [5, 17, 22]. Nadmierna ekspresja genu HER-2/neu, która zosta³a potwier-
dzona w nowotworach gruczo³u sutkowego prowadzi do wzrostu aktywno�ci MMP-2.
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Czynnik transkrypcyjny AP-2 jest bia³kiem, którego znaczenie zosta³o potwierdzone
w procesach wzrostu, ró¿nicowania oraz apoptozy komórek [22, 40]. Odgrywa zasadnicz¹
rolê w procesach nowotworowych. Wi¹¿e siê z regionem promotorowym protoonkogenu
HER-2/neu aktywuj¹c jego ekspresjê [22]. Dodatkowo czynnik transkrypcyjny AP-2
odgrywa znaczn¹ rolê w procesie transkrypcji MMP-2 oraz odpowiada za zwiêkszenie
aktywno�ci obszaru promotorowego genu MMP-9. Efekt wp³ywu nadekspresji genu
HER2/neu na zdolno�æ komórek nowotworowych do tworzenia przerzutów jest zatem
zwi¹zany ze zwiêkszeniem poziomu ekspresji MMP-2 oraz MMP-9, a tak¿e ze wzrostem
aktywno�ci proteolitycznej tych enzymów [16, 27].

Wzrost poziomu ekspresji MMPs mo¿e byæ tak¿e wynikiem spadku poziomu ekspresji
genów supresorowych, których produkty bia³kowe, w prawid³owych warunkach, hamuj¹
wzrost i proliferacjê komórek. Najczê�ciej wystêpuj¹c¹ mutacj¹ genów supresorowych
w raku piersi jest mutacja genu p53. Jest to gen, którego bia³kowy produkt, wi¹¿¹c siê
z DNA kontroluje proces syntezy DNA, transkrypcji oraz apoptozê. W dziedzicznych
nowotworach piersi najczê�ciej obserwowanymi mutacjami s¹ mutacje genów BRCA-1
i BRCA-2. Bia³ka kodowane przez geny BRCA-1 i BRCA-2 s¹ bia³kami j¹drowymi. Ich
funkcja nie zosta³a dok³adnie poznana, natomiast prawdopodobnie bior¹ udzia³ w procesach
naprawy DNA i regulacji transkrypcji. Mutacja genu koduj¹cego E-kadherynê powoduj¹ca
spadek ekspresji tego bia³ka prowadzi do zmniejszenia kohezji miêdzykomórkowej. U³atwia
to inwazyjno�æ oraz tworzenie przerzutów w nowotworach piersi, raku jelita grubego,
prze³yku, jajnika [21, 37]. Mutacje genów koduj¹cych poszczególne enzymy s¹ rzadko
wykrywane [8, 32, 38].

Ekspresja genów MMPs regulowana jest przez wiele czynników stymuluj¹cych oraz
hamuj¹cych. Do czynników stymuluj¹cych ekspresjê nale¿¹ miêdzy innymi estry forbolu,
bia³ka macierzy zewn¹trzkomórkowej, stres komórkowy oraz cytokiny [8, 20, 38]. Czynniki
wzrostu, w tym interleukiny, interferon, EGF, FGF, VEGF, PDGF, TNF-α, TGF-β to
równie¿ wa¿ne regulatory ekspresji MMPs [13, 28, 36]. Innym jeszcze czynnikiem
pobudzaj¹cym MMPs s¹ bia³ka komórek nowotworowych. Przyk³adem jest cz¹steczka
bia³ka EMMPRIN (extracellular matrix metalloproteinase inducer), glikoproteina,
zlokalizowana na powierzchni komórki nowotworowej [2, 24]. Bia³ko to stymuluje znajduj¹ce
siê w bliskim s¹siedztwie fibroblasty do produkcji metaloproteinaz, w tym MMP-2. Poprzez
aktywacjê MMP-2 bia³ko EMMPRIN pobudza proteolizê ECM. Obecno�æ EMMPRIN
zosta³a stwierdzona na powierzchni komórek nowotwo-rowych guzów piersi, p³uc,
przewodu pokarmowego, pêcherza moczowego, a tak¿e komórek czerniaka [24].

MMP-2 oraz MMP-9, tak jak pozosta³e enzymy tej grupy, wydzielane s¹ do
�rodowiska pozakomórkowego w postaci nieaktywnego biologicznie proenzymu (pro-
MMPs). Aktywacja pro-MMPs do aktywnej MMPs zachodzi w �rodowisku zewn¹trz-
komórkowym, ale zwi¹zana jest z funkcj¹ komórki [10, 29]. Do pe³nej aktywacji latentnej
formy enzymów konieczny jest proces proteolityczny, tzw. cysteine-switch. Efektem
jest odciêcie N-terminalnego propeptydu bogatego w cysteinê, a w nastêpstwie
ods³oniête zostaje centrum aktywne z trzema resztami histydyny oraz jonem cynku
(Zn2+) [1, 40]. Mechanizm aktywacji zachodzi poprzez rozerwanie wi¹zañ pomiêdzy
grup¹ tiolow¹ cysteiny a jonem cynku [38]. Od³¹czenie propeptydu maskuj¹cego miejsce
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aktywne zawieraj¹ce Zn2+ powoduje skrócenie ³añcucha aminokwasowego oraz
zmniejszenie masy cz¹steczkowej o ok. 10 kDa [10, 38].

Efektywna aktywacja pro-MMP-2 mo¿e nast¹piæ w drodze zale¿nej od MMP-14
(MT1-MMP) oraz niezale¿nie od dzia³ania tego enzymu. MMP-14 to metaloproteinaza
transb³onowa, której cz¹steczka jest zwi¹zana z b³on¹ komórkow¹ komórek tkanki
³¹cznej. Aktywacja MMP-2 poprzez szlak zale¿ny od MMP-14 wymaga powstania
kompleksu tego enzymu z MMP-14 i TIMP-2 na powierzchni b³ony komórkowej
[24, 40]. Dzia³anie MMP-14 polega na rozerwaniu wi¹zania pomiêdzy Asn37- Leu38

w cz¹steczce pro-MMP-2. Dalsze przekszta³cenie polegaj¹ce na rozerwaniu wi¹zania
pomiêdzy Asn80- Tyr81 jest procesem autokatalitycznym. Proces aktywacji MMP-2 mo¿e
tak¿e zachodziæ wskutek interakcji pomiêdzy metaloproteinaz¹ b³onow¹ MMP-14 oraz
integryn¹ ανβ3. Cz¹steczki integryny obecne s¹ w komórkach �ródb³onka oraz
w komórkach nowotworowych ró¿nych tkanek, w tym tak¿e w tkankach nowotworowych
piersi. Integryna ανβ3 odgrywa krytyczn¹ rolê w procesach wzrostu nowotworu i
tworzenia nowych naczyñ krwiono�nych. Interakcja pomiêdzy hemopeksy-nopodobn¹,
C-koñcow¹ domen¹ MMP-2 a integryn¹ ανβ3 umo¿liwia efektywne dojrzewanie
MMP-2. Sama integryna zatem aktywuje MMPs, lecz w po³¹czeniu z vitronektyn¹
specyficznie  wi¹¿¹ca  siê  z  integryn¹,  blokuje  proces aktywacji proMMP-2,
prowadz¹c tym samym do spadku poziomu aktywnych form MMP-2 [4].

Kolejny mechanizm aktywacji metaloproteinaz mo¿e dokonywaæ siê pod wp³ywem
proteinaz serynowych, obecnych w �rodowisku pozakomórkowym, takich jak: trypsyna,
proteinazy systemu aktywacji plazminogenu do plazminy, elastaza leukocytarna oraz
katepsyna G. Trypsyna w takich warunkach wydzielana jest przez komórki nowo-
tworowe [33]. Aktywacja dokonuje siê tak¿e przy udziale aktywnych form metalo-
proteinaz [38]. Zwiêkszenie ekspresji oraz aktywacji MMPs w procesach nowotwo-
rowych prowadzi do zwielokrotnienia efektu destrukcji macierzy, a zatem widoczny
jest tu typowy mechanizm reakcji kaskadowej.

W wyniku dzia³ania zwi¹zków nieorganicznych, takich jak cyjanek lub jodek potasu,
siarczan dodecylu sodu oraz zwi¹zków organicznych zawieraj¹cych rtêæ, a tak¿e
mocznika i stresu oksydacyjnego, bêd¹cych niespecyficznymi aktywatorami MMPs
zachodz¹ zmiany konformacyjne w obrêbie cz¹steczki pro-MMP. Zmiany te prowadz¹
w efekcie do od³¹czenia peptydu regulatorowego i aktywacji proenzymu [10, 33].

W warunkach prawid³owych g³ównymi inhibitorami metaloproteinaz s¹ tkankowe
inhibitory metaloproteinaz TIMP, stanowi¹ce grupê specyficznych inhibitorów MMPs.
S¹ to bia³ka o masie cz¹steczkowej pomiêdzy 20�29 kDa, które ³¹cz¹ siê wi¹zaniami
niekowalencyjnymi z MMP w stosunku stechiometrycznym 1:1 [3, 36, 38, 41]. Kompleks
taki mo¿e ulec dysocjacji z odzyskaniem pe³nej aktywno�ci TIMPs oraz MMPs [9].
Dotychczas poznano i scharakteryzowano cztery geny, które koduj¹ bia³ka TIMP-1, 2,
3 oraz 4. Sk³ad i sekwencja aminokwasowa wszystkich TIMPs  jest  podobna w  37�
51%. Wszystkie zawieraj¹ w swej strukturze 12 reszt cysteinowych, które tworz¹
6 mostków disiarczkowych oraz 6 pêtli polipeptydowych [10, 19, 38]. Pêtle 1�3 znajduj¹
siê w C-koñcowym fragmencie struktury, natomiast pêtle 4�6 znajduj¹ siê we fragmencie
N-koñcowym bia³ka [10, 36]. Obie domeny N- i C-koñcowa maj¹ zdolno�æ do tworzenia
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po³¹czeñ z MMPs, natomiast najwiêksza aktywno�æ inhibicyjna zwi¹zana jest g³ównie
z mo¿liwo�ci¹ tworzenia wi¹zañ pomiêdzy N-koñcem TIMP a N-koñcem enzymu.
Aktywno�æ inhibicyjna poszczególnych bia³ek TIMP jest ró¿na w stosunku do ró¿nych
MMPs. Domena C-koñcowa (pêtle 4�6) TIMP-1 ma wiêksze powinowactwo do
domeny hemopeksynopodobnej MMP- 9 ni¿ do domeny hemopeksynopodobnej MMP-
2. C-koñcowa domena TIMP-2 ma natomiast znacznie wiêksze zdolno�ci do wi¹zania
z domen¹ hemopeksynopodobn¹ MMP-2 [9, 10, 25]. Paradoksalnie TIMP-2 ma
dzia³anie nie tylko inhibicyjne, ale równie¿ bierze udzia³ w procesie aktywacji MMP-2
przy udziale MMP-14. TIMP-3 wykazuje znacznie wiêksze powinowactwo w stosunku
do MMP-9 ni¿ pozosta³e bia³kowe inhibitory [10, 38]. Bia³ka TIMPs oprócz inhibicji
metaloproteinaz maj¹ tak¿e zdolno�æ pobudzania wzrostu komórek, a tak¿e supresji
sygna³ów prowadz¹cych do pobudzenia mitozy oraz apoptozy [38].

Do endogennych inhibitorów metaloproteinaz nale¿y tak¿e trombospondyna-2,
trombospondyna-1, niewielkie cz¹steczki bia³kowe z fragmentami homologicznymi do
TIMPs, inhibitor zwi¹zany z b³on¹ komórkow¹ RECK (reversion-inducing cysteine-
rich protein with kazal motifs) oraz α2-makroglobulina, bêd¹ca bia³kiem osoczowym.
Bierze ona udzia³ w nieodwracalnej inhibicji MMPs [8, 27].

Zmniejszenie aktywno�ci MMPs mo¿liwe jest tak¿e na etapie transkrypcji, poprzez
zablokowanie odcinków DNA, które koduj¹ poszczególne enzymy. Zmniejszenie
aktywno�ci mo¿e te¿ odbywaæ siê poprzez zablokowanie aktywnych ju¿ form enzymów.

4. PRZEBUDOWA MACIERZY POZAKOMÓRKOWEJ

Aby komórki rakowe mog³y pokonaæ gêst¹ sieæ elementów buduj¹cych macierz
zewn¹trzkomórkow¹, niezbêdna jest proteoliza poszczególnych sk³adników tego
�rodowiska. Szczególna rola w procesie proteolizy sk³adników ECM zwi¹zana jest z
aktywno�ci¹ metaloproteinaz macierzy zewn¹trzkomórkowej. Szczególne znaczenie dla
zagro¿enia migracj¹ komórek ma proteolityczne dzia³anie MMPs na E-kadherynê, bia³ko
adhezyjne, które uczestniczy w interakcji pomiêdzy komórkami. Cz¹steczka E-kadheryny
zlokalizowana jest na powierzchni komórek nab³onkowych. Degradacja bia³ka prowadzi
do zaburzenia oddzia³ywañ miêdzykomórkowych, a tak¿e inicjuje proces transformacji
komórek nab³onkowych w komórki mezenchymatyczne. Taka zmiana fenotypu
komórkowego zwi¹zana jest ze stopniem zaawansowania oraz z³o�liwo�ci¹ nowotworu.
[8, 14, 38]. ̄ elatynaza A (MMP-2) oraz ¿elatynaza B (MMP-9) maj¹ najwiêksze zdolno�ci
do degradacji bia³ka kolagenowego typu IV, bêd¹cego g³ównym sk³adnikiem b³ony
podstawnej [42]. MMP-2 ulega ekspresji w bardzo wczesnej fazie raka piersi i jest
traktowana, jako jeden z pierwszych czynników umo¿liwiaj¹cych formowanie siê
nowotworu. W wiêkszo�ci przypadków jest nieobecna w normalnej doros³ej tkance piersi,
ale ulega ekspresji w ³agodnych nowotworach, takich jak np. w³ókniaki [35]. Uszkodzenia
struktury b³ony podstawnej stanowi¹ jeden z elementów warunkuj¹cych migracjê komórek.
Metaloproteinazy te odgrywaj¹ krytyczn¹ rolê w procesie transformacji nowotworu in
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situ w jego postaæ inwazyjn¹. Wzrost ekspresji MMPs g³ównie MMP-2 oraz MMP-9
odpowiedzialnych za degradacjê kolagenu typu IV zosta³ stwierdzony w tkankach
nowotworowych tych nowotworów piersi, których komórki maj¹ zdolno�æ do tworzenia
przerzutów. Natomiast wzrost ekspresji enzymów nie zosta³ potwierdzony w tkance
nowotworowej in situ [7, 12]. Ekspresja MMP-2 zachodzi g³ównie w zrêbie z³o�liwych
nowotworów i jest zwiêkszana przez parakrynne pobudzanie mediowane przez czynniki
rozpuszczalne. Dla odmiany ekspresja MMP-9 w fibroblastach pochodz¹cych z tkanki
nowotworowej wymaga bezpo�redniego kontaktu ze z³o�liwym nab³onkiem nowotworo-
wym [35].

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

Dotychczas rola metaloproteinaz w procesach nowotworowych ograniczona by³a
jedynie do udzia³u w inwazji i tworzeniu przerzutów. Jednak wykazano tak¿e dzia³ania
MMPs na innych etapach karcinogenezy.

5a. MMPs a procesy wzrostu i apoptozy komórek nowotworowych

MMPs reguluj¹ procesy wzrostu oraz proliferacji komórek. W prowadzonych
badaniach do�wiadczalnych wykazano, i¿ proliferacja komórek nowotworowych u myszy,
które nie mia³y genu koduj¹cego MMP-9 by³a w znacznym stopniu zahamowana [8].

MMPs generuj¹ sygna³y pobudzaj¹ce komórki do intensywnego namna¿ania siê,
uwalniaj¹ zwi¹zane z b³on¹ komórkow¹ prekursory czynników wzrostu, np. TGF-α.
Rozk³adaj¹ kompleks IGF-BP (insulin-like growth factor-binding protein), uwolniony
zostaje czynnik IGF, który pobudza wzrost komórek nowotworowych. MMP-9 obni¿a
tak¿e zdolno�æ komórek nowotworowych do apoptozy [7, 8].

5b. MMPs a tworzenie przerzutów

Rola MMPs w procesach tworzenia przerzutów jest znana ju¿ od kilku lat. Potencja³
inwazyjny nowotworu mo¿e byæ zale¿ny od interakcji pomiêdzy MMPs a TIMPs.
Przewaga aktywno�ci enzymów nad ich tkankowymi inhibitorami prowadzi do zwiêk-
szenia potencja³u inwazyjnego [22]. Pierwszym krokiem jest migracja komórek
nowotworowych do otaczaj¹cych tkanek, a nastêpnie do tkanek znacznie oddalonych
od miejsca pierwotnego guza [6, 3]. Aby proces ten móg³ zaistnieæ, niezbêdne jest
zmniejszenie adhezyjno�ci komórek nowotworowych do pod³o¿a. Dochodzi do tego na
skutek degradacji bia³ek adhezyjnych, w tym E-kadheryny przez metaloproteinazy [8,
38]. MMP-2 oraz MMP-14 degraduj¹ lamininê-5 w b³onie podstawnej. W wyniku tego
dzia³ania ods³oniêciu ulega miejsce w strukturze lamininy, które w warunkach
fizjologicznych jest ukryte. Ekspozycja tej czê�ci bia³ka inicjuje migracjê komórek
nowotworowych. Podczas wêdrówki komórki musz¹ od³¹czyæ siê od s¹siaduj¹cych
komórek oraz od otaczaj¹cych je sk³adników macierzy zewn¹trzkomórkowej.
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Niezbêdnym do tego procesu jest lokalizacja MMP-9 na powierzchni b³ony komórkowej
[8]. Na b³onie komórek nowotworowych obecne jest bia³ko adhezyjne CD44 bêd¹ce
g³ównym receptorem dla kwasu hialuronowego. £¹czy siê tak¿e z MMP-9 wi¹¿¹c
tym samym tê metaloproteinazê na powierzchni komórki nowotworowej. Powsta³y
kompleks sprzyja inwazyjno�ci komórek guza [8, 18]. Kompleks CD44 - MMP-9
rozk³adany jest przez MMP-14 i uwolniona zostaje pozakomórkowa domena, co
powoduje zmniejszenie inwazyjno�ci nowotworu [8].

5c. MMPs a angiogeneza

Angiogeneza warunkuje lokalny rozwój nowotworów, a tak¿e umo¿liwia tworzenie
przerzutów. Zahamowanie procesu angiogenezy prowadzi do supresji wzrostu guza
oraz uniemo¿liwia migracjê komórek nowotworowych do innych tkanek [18, 43, 44].
W do�wiadczeniach in vitro wykazano, ¿e endogenne inhibitory MMPs redukuj¹
powstawanie nowych naczyñ krwiono�nych. Nasuwa siê zatem wniosek, ¿e MMPs
wyra�nie zwiêkszaj¹ mo¿liwo�ci angiogenezy. MMPs degraduj¹ sk³adniki ECM, dziêki
czemu komórki nab³onkowe przenikaj¹ w g³¹b zrêbu nowotworu. Przeprowadzono
szereg badañ in vitro oraz wiele eksperymentów na modelach zwierzêcych, z których
wynika, ¿e MMP-2, MMP-9 oraz MMP-14 s¹ bezpo�rednimi regulatorami angiogenezy
[8, 26]. MMPs degraduj¹ kolagen typu IV, I oraz fibronektynê, co powoduje rozlu�nienie
�cis³ej struktury ECM i umo¿liwia przenikanie komórek nab³onkowych, które dadz¹
pocz¹tek nowym naczyniom krwiono�nym. Rozk³ad kolagenu typu IV dodatkowo
sprzyja procesowi angiogenezy przez umo¿liwienie po³¹czenia pomiêdzy zdegradowanym
kolagenem IV a integryn¹ ανβ3. Metaloproteinazy zwiêkszaj¹ dostêpno�æ proangio-
gennych czynników wzrostu  np. VEGF, FGF-2, TGF-β. Czynniki te stymuluj¹ prolife-
racjê i migracjê komórek nab³onkowych, w wyniku czego dochodzi do organizowania
nowych naczyñ krwiono�nych [8, 21, 44].

5d. MMPs a odpowied� immunologiczna organizmu

Uk³ad odporno�ciowy jest zdolny do rozpoznawania i niszczenia komórek
nowotworowych poprzez takie komórki, jak: makrofagi, limfocyty T, limfocyty NK i
neutrofile. Komórki nowotworowe wykszta³ci³y wiele systemów umo¿liwiaj¹cych
unikniêcie zniszczenia przez uk³ad immunologiczny. Jednym z takich systemów s¹
metaloproteinazy [8]. Istotnym czynnikiem do wzbudzenia reakcji odporno�ciowej jest
proliferacja limfocytów T pod wp³ywem stymuluj¹cego dzia³ania kompleksu IL-2- Rα
(interleukin-2-receptor-α). MMPs, a szczególnie MMP-9 maj¹ zdolno�æ do rozk³adu
tego kompleksu, przez co nastêpuje oczywisty spadek proliferacji limfocytów T, a tym
samym znacz¹ce zahamowanie reakcji odporno�ciowej typu komórkowego [8, 33].
MMPs aktywuj¹ równie¿ TGF-β (transforming growth factor), który jest jednym
z inhibitorów odpowiedzi limfocytów T skierowanej przeciwko komórkom nowo-
tworowym [11]. MMP-9 degraduje IL-8 (interleukin-8), która jest chemoatraktan-
tem dla fagocytuj¹cych komórek. W procesach nowotworowych, w tym tak¿e
w nowotworach gruczo³u piersiowego, pojawiaj¹ siê komórki zapalne. Komórki te
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produkuj¹ wiele ró¿nych MMPs, w tym tak¿e MMP-9, MMP-12, MMP-14, a zatem
po�rednio bior¹ udzia³ w stymulacji progresji nowotworu i zapewniaj¹ komórkom
nowotworowym ochronê przed dzia³aniem uk³adu immunologicznego [8].

6. PODSUMOWANIE

Wczesna diagnoza i okre�lenie stanu zaawansowania nowotworu pozwala na
zwiêkszenie prze¿ywalno�ci chorych na nowotwory piersi. Wa¿ne jest poszukiwanie
nowych czynników prognostycznych i diagnostycznych, które umo¿liwi¹ wczesne
wykrycie nowotworów piersi, a jednocze�nie pozwol¹ na wykorzystanie dostêpnych
mo¿liwo�ci leczenia w postaci chemioterapii, radioterapii lub hormonoterapii obok
zabiegu operacyjnego [16, 39]. Wprowadzenie wczesnej diagnozy i skutecznego leczenia
staje siê misj¹ wspó³czesnej ochrony zdrowia, zw³aszcza w przypadku tak czêstego
schorzenia, jakim jest rak piersi u kobiet. Uczestnictwo MMP-2 oraz MMP-9 zarówno
w angiogenezie, jak i inwazyjno�ci oraz progresji nowotworu i zwiêkszenie ich ekspresji
zgodne z powiêkszeniem stopnia zaawansowania nowotworu staje siê niekorzystnym
czynnikiem prognostycznym [13]. Kobiety, u których w tkance nowotworowej guza
piersi stwierdzono zwiêkszon¹ ekspresjê MMP-2, maj¹ znacznie gorsze rokowania.
MMP-9 wykazuje wysok¹ ekspresjê w nowotworze gruczo³u piersiowego i wydaje siê
byæ zwi¹zane z tworzeniem przerzutów do wêz³ów limfatycznych. G³êbsze poznanie
dzia³ania metaloproteinaz zbli¿a naukê do mo¿liwo�ci odkrycia coraz to nowszych endo-
i egzogennych inhibitorów, które zwiêksz¹ szansê selektywnego blokowania poszcze-
gólnych enzymów, w tym MMP-2 oraz MMP-9.
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