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STRESZCZENIE
Wstep. Metaloproteinazy macierzy miedzykomorkowej (MMP) wraz z trzema
innymi rodzinami bialek - astacynami, adamalizynami i serralizynami, naleza do
nadrodziny endoproteinaz zwanych metzyncynami, ktére w miejscu katalitycznym
enzymu posiadajag wbudowany jon cynku.
Funkcja MMP jest trawienie enzymatyczne sktadnikéw macierzy miedzykomor-
kowej takich jak sktadniki bton podstawnych, laminina i kolagen typu IV, a takze
innych podstawowych skladnikéw macierzy migdzykomorkowej jak fibronektyna,
kolagen, elastyna i proteoglikany.
Wedlug obecnego stanu wiedzy zidentyfikowano u kregowcow 23 okreslone typy meta-
loproteinaz macierzy miedzykomorkowej, z czego 22 typy wystepuja u cztowieka.
W warunkach fizjologicznych aktywno$¢ MMP jest regulowana na poziomie sty-
mulacji transkrypcji genéw, aktywacji proenzyméw pod wpltywem enzyméw prote-
olitycznych, a takze przez endogenne inhibitory z rodziny tkankowych inhibitorow
metaloproteinaz (TIMP).
Cel pracy. Celem pracy bylo przedstawienie roli enzyméw proteolitycznych, metalopro-
teinaz macierzy miedzykomorkowej, w przebiegu nowotwordw zlosliwych, ich znacze-
nia w tworzeniu si¢ nacieku nowotworowego i powstawaniu przerzutéw odlegtych.
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Omowienie. Aktywnos¢ MMP wystepuje w warunkach prawidlowych w proce-
sach fizjologicznych zwigzanych z przebudows istoty pozakomorkowej, takich jak
implantacja trofoblastu, embriogeneza, wzrost i przebudowa narzadéw, a takze
mechanizmy naprawcze i gojenie ran.

Wzmozona ekspresja MMP w rakach trzustki, zotadka, pluca, jelita grubego, piersi, pro-
staty oraz raku przetyku, powigzana jest z gorszym przebiegiem choroby, wicksza inwazyj-
noscig i szybszym powstawaniem przerzutéw odleglych, co ma bezposrednie przelozenie
na zle rokowanie. Nasilona miejscowa ekspresja. MMP jest uwazana za nowy i wazny
czynnik prognostyczny, mogacy zdecydowac o wdrozeniu leczenia uzupelniajacego.
Obecne dane literaturowe wskazujg na skuteczno$¢ zwigzkow chelatowych - batima-
statu, marimastatu oraz antybiotykow tetracyklinowych w wigzaniu atoméw cynku
i blokowaniu miejsca aktywnego metaloproteinaz macierzy miedzykomorkowej.
Whioski. Oznaczanie aktywnosci MMP i ich wzmozona ekspresja w nacieku nowo-
tworowym s3 uwazane za czynnik prognostyczny oraz monitorujacy skuteczno$¢
terapii w przebiegu choroby nowotworowej.

ABSTRACT
Introduction. Matrix metalloproteinases (MMPs), together with three other protein
families, belong to the superfamily of endoproteins called metzincins, which have
zinc ion built in the catalytic place. MMPs function in the enzymatic cleavage of
extracellular matrix elements (ECM), such as basement membrane proteins, laminin
and type IV collagen, and other primary ECM components, like fibronectin, colla-
gen, elastin, and proteoglycans.
According to the present knowledge, 23 MMP types have been identyfied so far, out
of which 22 types are found in humans. Physiological activity of MMP is control-
led by the stimulation of gene transcription, tissue inhibitors of metalloproteinases
(TIMPs) and activation of proenzymes by proteolytic enzymes.
Aim. The aim of this paper is to present the role of proteolytic enzymes, MMPs, in
the course of malignant tumours, as well as their role in malignant infiltration and
distant metastases.
Discussion. The activity of MMPs is important for many physiological processes, which
are closely related to the remodeling of ECM components, such as trophoblast implanta-
tion, embryogenesis, organ growth, reconstructive processes and wound healing.
It was found that an increased expression of these enzymes in several human malignancies
(pancreatic, gastric, pulmonary, colorectal, breast, prostatic and esophageal cancer), cor-
related with rapid tumour progression, its local invasiveness and tendency to metastases.
It has been recently proposed that an elevated activity of MMPs may be regarded as a new
prognostic factor which may affect a decision concerning further adjuvant treatment.
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It has been shown that zinc-chelating agents, such as batimastat, marimastat and
some antibiotics of the tetracycline family, effectively bond zinc ions and thus inhibit
the activity of MMPs.

Conclusions. Technical progress in measuring MMPs activity make it possible to
regard an increased MMPs expression in tumour infiltration as a new prognostic
and monitoring factor in cancer therapy.

Stowa kluczowe: MMP, metaloproteinazy, TIMP, inhibitory metaloproteinaz, macierz zewnatrzkomor-
kowa, naciek nowotworowy.

Key words: MMP, matrix metalloproteinases, TIMP, extracellular matrix, invasiveness, metastases.

WSTEP

W rozwoju nowotworu zlo$liwego mozna wyrdzni¢ okres wzrostu guza pierwotne-
go iokres tworzenia si¢ przerzutéw odleglych. Oba te etapy prowadza do uszkadzania
funkcji narzadow, a nastepnie calego organizmu, doprowadzajac do $mierci. Istotnym
wydarzeniem w trakcie naturalnego rozwoju guza pierwotnego jest przekraczanie przez
nowotwor barier, jakie stanowig blony podstawne, co prowadzi do naciekania podscie-
liska tkankowego narzadu. Dzigki zdolnosci do inwazji podscieliska mozliwy jest wzrost
guza, rozlegle naciekanie migzszu i §cian narzadéw, a takze innych przylegtych struktur
organizmu. W tym okresie nowotwor przekraczajac blone podstawng naczyn krwiono-
snych, zyskuje mozliwos¢ tworzenia przerzutéw odleglych [10, 13, 31, 34].

Ustalono, ze wazng role zaréwno we wzroscie guza pierwotnego, jak i szerzeniu sie prze-
rzutéw odgrywaja wydzielane przez komérki nowotworowe enzymy proteolityczne,
ktére dezintegruja strukture bon podstawnych i podscieliska narzadéw, co umozliwia
naciekanie przez nowotwor prawidlowej struktury tkankowej 6, 13, 31, 39]. Gtéwna kla-
s wspomnianych proteaz stanowig tzw. metaloproteinazy macierzy miedzykomorkowej
(MMP). Razem z trzema innymi rodzinami bialek - astacynami, adamalizynami i serra-
lizynami, MMP nalezg do nadrodziny endoproteinaz, majacych w strukturze wbudowa-
ny jon cynku. Z tego wzgledu grupa tych enzymoéw nazywana jest metzyncynami [37].

CEL PRACY

Celem pracy bylo przedstawienie roli enzyméw proteolitycznych, metaloproteinaz
macierzy migdzykomorkowej w przebiegu nowotworéw zlosliwych, ich znaczenia
w tworzeniu sie nacieku nowotworowego i powstawaniu przerzutow odlegtych.

OMOWIENIE
Aktywnos¢ MMP wystepuje takze w warunkach prawidlowych w wielu procesach fi-
zjologicznych, zwigzanych z przebudows istoty pozakomdrkowej, takich jak implan-
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tacja trofoblastu, embriogeneza, wzrost i przebudowa narzadéw, a takze mechanizmy
naprawcze i gojenie ran [21]. Metaloproteinazy sg wytwarzane przez wigkszo$¢ pra-
widtowych komérek, m.in. przez fibroblasty, mastocyty, osteoblasty, odontoblasty, ko-
morki dendrytyczne, komérki mikrogleju, miocyty miesniowki gladkiej, keratynocyty
a takze komorki srodblonka. Enzymy te wydzielane sg takze przez komoérki nacieku
zapalnego, makrofagi, limfocyty T, monocyty oraz neutrofile i eozynofile [2, 7, 15].

Odkrycia pierwszego enzymu z grupy MMP, kolagenazy 1, w roku 1962 dokonali
dwaj amerykanscy badacze — Charles Lapierre i Jerome Gross. Obserwujac pdtnoc-
noamerykanski gatunek zaby Rana Catesbiana, wykazali wowczas, ze dzieki kolage-
nazie duze ilosci kolagenu w ogonie kijanki ulegaja szybkiemu rozpadowi w trakcie
przeksztalcania sie jej w doroslg postac¢ [14].

Wedtug obecnego stanu wiedzy zidentyfikowano u kregowcow 23 okreslone typy
MMP, z czego 22 wystepuja u czlowieka. Numeracja MMP rozpoczyna sie od 1, a konczy
na 28, nie obejmuje jednak numeréw 4, 5, 6, 18, 22. Spowodowane jest to duplikacja od-
kry¢ tych enzymoéw dokonanych przez rézne zespoly badawcze w tym samym czasie.

Podziat MMP na podgrupy dokonywany jest gléwnie w oparciu o swoistos¢ sub-
stratowa, a takze réznice w strukturze czwartorzedowej tancucha biatkowego. Ist-
nieje pewna dowolno$¢ w nazewnictwie tej grupy enzyméw. Wyrdzni¢ mozna szesé
glownych klas matryksyn. Nalezg do nich: kolagenazy, zelatynazy, stromielizyny, ma-
trylizyny, blonowe MMP oraz MMP niesklasyfikowane (Tab. 1).

Tab. 1. Metaloproteinazy wykryte w organizmach kregowcéw [21, 35].
Tab. 1. Metalloproteinases find in vertebrates [21, 35].

Grupa MMP Nazwa zwyczajowa Substraty
1. Kolagenazy MMP -1 Kolagenaza - 1 Kolagen I, I, II1, VII, VIII, X,
zelatyna
MMP -8 Kolagenaza — 2 Kolagen I, I, II1, VII, VIII, X,
zelatyna, agrekan
MMP - 13 Kolagenaza - 3 Kolagen I, IT, II1, IV, IX, X, XIV,
zelatyna
2. Zelatynazy MMP -2 Zelatynaza A Zelatyna, kolagen I, I, 1L, IV,
VIL X
MMP -9 Zelatynaza B Zelatyna, kolagen IV, V
3. Stromielizyny MMP -3 Stromielizyna - 1 Kolagen II, IV, IX, X, XI, zelatyna
MMP - 10 Stromielizyna - 2 Kolagen IV, laminina,

fibronektyna, elastyna

MMP - 11 Stromielizyna - 3 Kolagen IV, laminina,
fibronektyna, agrekan
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4. Matrylizyny MMP -7 Matrylizyna - 1 Fibronektyna, laminina, kolagen
1V, zelatyna

MMP - 26 Matrylizyna - 2 Fibrynogem fibronektyna,

zelatyna
5. Blonowe MMP MMP - 14 MTI1 - MMP Zelatyna, fibronektyna, laminina
MMP - 15 MT2 - MMP Zelatyna, fibronektyna, laminina
MMP - 16 MT3 - MMP Zelatyna, fibronektyna, laminina
MMP - 17 MT4 - MMP Fibrynogem, fibryna
MMP - 24 MT5 - MMP Zelatyna, fibronektyna, laminina
MMP - 25 MT6 - MMP Zelatyna
6. Inne MMP - 12 Metaloelastaza makrofagéow  Elastyna, fibronektyna, kolagen IV
MMP - 19 RASI Agrekan, elastyna, fibryllina,
kolagen IV; zelatyna
MMP - 20 Enamelizyna Agrekan
MMP-21  XMMP Agrekan
MMP - 23 Brak nazwy Zelatyna, kazeina, fibronektyna
MMP - 27 CMMP Substrat nieznany
MMP — 28 Epilizyna Substrat nieznany

MMP, podobnie jak pozostale trzy grupy endopeptydaz zaleznych od metali,
wchodzacych w sktad metzyncyn, wykazuja dwie podstawowe cechy strukturalne:
konserwatywny motyw sekwencyjny aminokwaséw (HEXXHXXGXXH), ktory za-
wiera trzy reszty histydylowe wigzace jon cynku w centrum aktywnym oraz motyw
»Met-turn”, umiejscowiony ponizej miejsca wigzania katalitycznego cynku i odpo-
wiedzialny za wlasciwg strukture wokat tego jonu.

Metaloproteinazy s3 enzymami o budowie wielodomenowej, zbudowanymi co
najmniej z jednej prodomeny i domeny katalitycznej. Dodatkowo wystepowaé moze
domena hempokesyny (globulina wigzaca hem i jego pochodne) oraz domena acza-
ca domene katalityczng z domeng hemopeksyny, tzw. elastyczny tacznik (Ryc. 1).

Z wyjatkiem metaloproteinaz typu blonowego (MT - MMP), MMP syntetyzowa-
ne s3 w komdrkach w postaci preproenzymoéw i uwalniane do przestrzeni zewnatrz-
komorkowej jako proenzymy.

W warunkach fizjologicznych aktywno$¢ MMP jest regulowana na kilku poziomach:
1) stymulacji transkrypcji genéw poprzez cytokiny, czynniki wzrostu,

2) aktywacji proenzymow pod wplywem enzymoéw proteolitycznych, jonéw metali,
plazminy, oksydantow, detergentow,
3) poprzez endogenne inhibitory z rodziny tkankowych inhibitoréw metaloprotein

(TIMP) oraz inhibitory proteaz serynowych.
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Ryc. 1. Schemat budowy klas MMP. Zmodyfikowano na podstawie A. Page-McCaw, A.J. Ewald and Z. Werb, Nat.
Rev. Mol. Cell Biol., 2007, 8: 221-233.

Fig. 1. The schematic structure of MMP class. According by A. Page-McCaw, A.J. Ewald and Z. Werb, Nat. Rev. Mol.
Cell Biol., 2007, 8: 221-233, with modification.

Aktywacja metaloproteinaz macierzy zachodzi wskutek odcigcia prodomeny i od-
sfoniecia miejsca aktywnego. Proces, w czasie ktérego dochodzi do rozerwania wigza-
nia miedzy grupa tiolowg cysteiny i atomem cynku, co prowadzi do zmiany konforma-
cji czasteczki MMP, okreslany jest mianem przefacznika cysteinowego. Wykazano, ze
do pelnej aktywacji enzymu konieczna jest obecno$¢ jonéw wapnia [26, 38]. Zaréwno
w osoczu, jak i w tkankach istnieja mechanizmy $cisle regulujgce aktywno$¢ MMP.

Proces syntezy MMP podlega Scistej kontroli i wymaga wspétudziatu rézno-
rodnych czynnikéw. Wydzielanie MMP jest pobudzane przez naskorkowy czynnik
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wzrostu (EGF - epidermal growth factor), $rédblonkowy czynnik wzrostu (VEGF
- vascular-endothelial growth factor) czynnik martwicy nowotworu (TNF - tumor
necrosis factor), interleukine 1, (IL-1), a hamowany przede wszystkim przez hor-
mony steroidowe oraz transformujacy czynnik wzrostu beta (TGF-b - transforming
growth factor-beta) [27, 28].

Obecnie poznano réwniez specyficzne tkankowe i niespecyficzne osoczowe in-
hibitory MMP. W tkankach aktywnos¢ MMP kontrolowana jest przez cztery tkan-
kowe inhibitory metaloproteinaz (TIMP-1 do TIMP-4), ktére hamujg aktywnos¢
wszystkich rodzajéw metaloproteinaz. Mechanizm ich dzialania polega na hamowa-
niu aktywacji proenzymu lub tez inaktywacji aktywnego enzymu poprzez tworzenie
kompleksu TIMP-MMP [1]. Gléwne osoczowe, niespecyficzne inhibitory MMP to
alfa2-makroglobulina oraz alfal-antyproteaza [3, 4, 21, 32].

Wykazano réwniez, ze poza hamowaniem aktywno$ci MMP, tkankowe inhibitory
metaloproteinaz posiadaja takze inne wtasciwosci biologiczne, np. TIMP-1 i TIMP-2
sa promotorami wzrostu komorek oraz hamujg apoptoze, natomiast TIMP-3 indu-
kuje apoptoze [5].

Zasadnicza funkcja MMP jest trawienie enzymatyczne skladnikéw macierzy
miedzykomorkowej, takich jak sktadniki blon podstawnych, laminina i kolagen typu
IV, a takze podstawowe skfadniki macierzy: fibronektyna, kolagen, elastyna i prote-
oglikany [21, 33].

Wskutek degradacji komponentéw macierzy miedzykomérkowej, metalopro-
teinazy zwigkszaja objetos¢ ,wolnej przestrzeni” dla komoérek podscieliska. Poprzez
niszczenie polaczen miedzykomoérkowych i struktury blon podstawnych MMP moga
bezposrednio zmienia¢ mikroarchitekture tkanek, a takze funkcjonowanie komorek.
Zwigzane jest to z tym, ze biatka macierzy nie stanowig jedynie elementow struktural-
nych, poniewaz za ich posrednictwem komorki moga odbiera¢ sygnaty ze srodowiska.
Biatka macierzy miedzykomérkowej petnig réwniez funkcje ligandéw integryn, ko-
morkowych receptoréw adhezyjnych, a ponadto wigzg wiele czasteczek sygnalowych
obecnych w macierzy w postaci nieaktywnej (latentnej), takich np. jak czynniki wzro-
stu. Wykazano, ze metaloproteinazy moga unieczynnia¢ lub modyfikowa¢ dziatanie
aktywnych czasteczek sygnalowych, wplywajac na ruchliwos¢ komorek, ich zdolnos¢
do proliferacji i réznicowania, czy tez skierowanie ich na szlak apoptozy. Dzigki zdol-
nosci do zmiany skladu i strukturalnej organizacji macierzy miedzykomorkowej MMP
sa zaangazowane we wszystkie z wymienionych procesow (Ryc. 2) [11, 16, 20].

Komorki nowotworowe wykorzystuja proteazy tkankowe do tworzenia nacieku no-
wotworowego oraz do migracji podczas etapu tworzenia przerzutéw. Komorki nowo-
twordw zlosliwych moga same wytwarza¢ MMP lub pobudza¢ do ich wydzielania prawi-
dlowe komorki organizmu takie jak fibroblasty, leukocyty lub makrofagi [13, 22, 40, 41].

Mozliwos¢ produkeji wielu MMP przez rézne typy nowotwordw zlodliwych zosta-
fa do$¢ dobrze udokumentowana. Stwierdzono wzmozong ekspresje MMP1, MMP2,
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Ryc. 2. Rola metaloproteinaz w procesach biologicznych organizmu. Zmodyfikowano na podstawie A. Page-McCaw,
A.]. Ewald and Z. Werb, Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2007; 8: 221-233.

Fig. 2. The role of metalloproteinases in biological processes. According by A. Page-McCaw, A.J. Ewald and Z. Werb,
Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2007; 8: 221-233, with modification.
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MMP7, MMP9 w szeregu nowotworow zlosliwych, takich jak rak trzustki, zotadka, ptu-
caijelita grubego [18, 19, 36]. W raku piersi i prostaty wykazano wzmozong aktywacje
MMP2, MMP7, MMP9, a w raku przetyku MMP1, MMP2, MMP9 [9, 22, 23, 24, 29].
Na podstawie wielu badan potwierdzono role MMP w cigzszym przebiegu choro-
by nowotworowej, ktéry wynikal z szybszej progresji choroby, wigkszym miejscowym
zaawansowaniu i obecnosci przerzutow zaréwno do weztdéw chlonnych, jak i do in-
nych narzagdéw. W przypadku nowotworéw zlosliwych stwierdzenie zwigkszonej ak-
tywnosci MMP przeklada si¢ na gorsze rokowanie, ale jednoczesnie, paradoksalnie,
moze wskazywa¢ na mozliwo$¢ bardziej intensywnego leczenia chorych. Dzieki rozpo-
wszechnieniu stosunkowo tatwych metod oznaczania aktywnos$ci MMP, ich wzmozo-
na ekspresja w nacieku nowotworowym zaczyna by¢ uwazana z jednej strony za nowy
czynnik prognostyczny, a z drugiej strony za czynnik monitorujacy skuteczno$¢ terapii
w przebiegu choroby. Wzrost aktywno$ci MMP przemawia za wdrozeniem leczenia
uzupelniajacego w posrednich stadiach zaawansowania choroby, np. podanie chemio-
terapii adjuwantowej w II stopniu zaawansowania raka jelita grubego [8, 17, 22, 25,
40]. Inne nowe mozliwosci terapeutyczne zwiazane sa z wykorzystaniem substancji,
ktére zmniejszaja poziom aktywnych MMP w tkankach nowotworowych. Duza uwa-
ge obecnie poswieca sie zwigzkom chelatowym, majacym zdolno$¢ wigzania atomow
cynku i blokowania miejsca aktywnego MMP. Trwajg zaawansowane badania nad
zwigzkami hydroksamatowymi, takimi jak batimastat (BB-94) i marimastat (BB2516)
w terapii raka jelita grubego, pluc, prostaty i trzustki [30]. Inng grupg zwiazkéw che-
latowych sg antybiotyki. W badaniach in vitro oraz in vivo wykazano, ze doksycyklina
i minocyklina dezaktywuja MMP-1, MMP-2, MMP-12, a antybiotyki antracyklinowe
hamuja MMP-2 i MMP-9, degradujace kolagen typu IV, dziatajac ochronnie na bto-
ne podstawna naczyn krwiono$nych [27]. Opisywano takze zmniejszenie aktywnosci
MMP w tkankach nowotworowych po zastosowaniu niesteroidowych lekéw przeciw-
zapalnych, takich jak piroksykam, meloksykam, kwas acetylosalicylowy [12].

WNIOSKI

Przytoczone wstgpne dane dotyczace wykorzystania wlasciwosci biologicznych me-
taloproteinaz oraz zwigzkéw hamujacych ich aktywnos¢ w uzupelniajacym leczeniu
niektérych rodzajéow nowotworéw ztosliwych wskazuja na nowe, obiecujace drogi
zwiekszenia efektywnosci terapii przeciwnowotworowej, by¢ moze juz w stosunko-
wo nieodlegtej przyszlosci.
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