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Jednym z procesow zachodzgcych
w czasie inwazji nowotworu na ota-
czajgcg tkanke i w czasie tworzenia
przerzutow jest proteoliza sktadnikow
macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM).
Aby pokonac fizyczng bariere, jakg
dla komdrki nowotworowej stanowi
miedzy innymi macierz zewngtrzko-
mdrkowa, komarki te wytwarzajg en-
zymy proteolityczne. Wazng grupe
wsrod enzymow tworzgcych system
proteolityczny odpowiedzialny za re-
gulacje degradacji sktadnikéw ECM
stanowig metaloproteazy macierzy
zewnagtrzkomdrkowej (MMP). Podej-
mowane sg proby zastosowania do-
tychczasowej wiedzy o roli metalo-
proteaz ECM i ich inhibitorow w pro-
cesie inwazji nowotworow do
opracowywania nowych podejsc te-
rapeutycznych w leczeniu nowotwo-
row.

Stowa kluczowe: metaloproteazy ma-
cierzy zewnagtrzkomdrkowej (MMP),
inwazyjnosc nowotworu.

One of the processes responsible for
tumor cell invasion and metastasis is
degradation of the extracellular ma-
trix (ECM) proteins. To overcome the
physical barrier, which is ECM, tumor
cell produces proteolytic enzymes.
A family of metalloproteinases named
~matrix metalloproteinases” (MMPs)
plays an important role in matrix de-
gradation. Information about MMP
and their inhibitors has led to a num-
ber of successful inhibitor strategies
in tumor treatment.

Key words: Matrix metalloproteinases
(MMP), tumor invasion.
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PROTEOLIZA SKEADNIKOW
MACIERZY ZEWNATRZKOMORKOWEJ
W PROCESACH INWAZJI
NOWOTWORU

Inwazja komdrek nowotworowych to zto-
zone zjawisko, w ktérego przebiegu wyste-
puja wzajemne oddziatywania pomiedzy ko-
morkami nowotworowymi, zdrowymi oraz ich
Srodowiskiem. Wiele réznych cech komodrek
nowotworowych sprzyja ich wiasnosciom in-
wazyjnym. Jest to miedzy innymi zdolnos¢
komodrek nowotworowych do utraty kontak-
tu z podtozem i z innymi otaczajgcymi ko-
morkami, dzieki ktorej komorka moze odta-
czy¢ sie od guza pierwotnego. Inne cechy
komérek nowotworowych, pomocne w pro-
cesie inwazji, to szczegdlna sktonnos¢ do
przylegania do powierzchni $rédbtonka, czy
wytwarzanie enzyméw proteolitycznych
umozliwiajgcych pokonywanie fizycznych
barier, ktére ma na swojej drodze komdrka
nowotworowa. Jedng z takich barier jest
macierz zewnatrzkomorkowa (ECM - extra-
cellular matrix). Macierz stanowi gestg sie¢
réznorodnych biatek i polisacharydow wy-
petniajgcych przestrzen zewngtrzkomaorko-
wag w tkankach. Spetnia w organizmie funk-
cje zarowno strukturalne, jak i regulacyjne.

Degradacja sktadnikow ECM zachodzi
dzieki aktywnosci wielu enzymdw proteoli-
tycznych, wsrdd ktérych wazng grupe sta-
nowig metaloproteazy ECM (MMP — matrix
metalloproteinases). Tworza one jeden sys-
tem proteolityczny wraz z biatkami TIMP —
tkankowymi inhibitorami metaloproteaz. Wy-
niki badan prowadzonych na komorkach
nowotworowych in vitro i in vivo sugeruja, ze
potencjat inwazyjny nowotworu moze byc¢
zalezny od interakcji MMP-TIMP, gdzie prze-
waga aktywnosci wybranych MMP zwieksza
ow potencjat, a nadmiar biatek TIMP zmniej-
sza lub znosi inwazyjnos$¢. Hipoteza ta da-
je podstawy do opracowania nowej terapii
w inwazyjnosci nowotwordw, opartej na za-
blokowaniu aktywnosci MMP. Skutecznos¢
terapii wymaga jednak doktadnego wyja-
$nienia mechanizméw molekularnych zacho-
dzacych w procesach inwazji nowotworéw.

METALOPROTEAZY ECM

Metaloproteazy ECM sg to metaloenzy-
my zawierajgce w swojej czgsteczce atom
cynku. Do tej pory poznano 18 réznych
MMP (Tab. 1.). Biatka te to endopeptyda-
zy 0 masie czgsteczkowej od 28 do 92
kDa o podobnym schemacie budowy (Ryc.
1.). Sktadajg sig¢ z kilku domen (fragmen-
téw biatka) o réznej funkciji:

D propeptydu — ktérego odciecie powodu-
je aktywacje enzymu;

D domeny katalitycznej zawierajacej cen-
trum aktywne, a w nim atom cynku.
U metaloproteaz ECM z grupy zelatynaz
w obrebie tej domeny mozna wyréznic
fragment podobny do fibronektyny, od-
powiedzialny za ich wigzanie z biatkami
macierzy zewnatrzkomorkowej;

D domeny C-koricowej, ktéra wydaje sie
by¢ odpowiedzialna za tgczenie sie en-
zymu z innymi biatkami, a wiec takze za
specyficznos¢ substratowa;

D domeny transbtonowej wystepujgcej tyl-
ko u metaloproteaz z grupy btonowych
MMP (MT-MMP).

REGULACJA AKTYWNOSCI MMP

Aktywnos¢ metaloproteaz ECM regulowa-
na jest na kilku poziomach. Ekspresja ge-
néw niektérych biatek z rodziny MMP w fi-
broblastach moze by¢ indukowana przez
biatko obecne w btonie komdrek nowotwo-
rowych — czynnik indukujgcy metaloproteazy
macierzy zewnatrzkomoérkowej EMMPRIN
(extracellular matrix metalloproteinase indu-
cer). EMMPRIN jest glikoproteing o masie
czasteczkowej 58 kDa, zlokalizowang po ze-
wnetrznej stronie btony komdrkowej. Wiek-
sz0$¢ proteaz wykorzystywanych przez ko-
morki nowotworowe w procesach inwazji jest
wytwarzana przez inne komorki, np. fibro-
blasty. Proteazy nastepnie przyczepiajg sie
do powierzchni komdérek nowotworowych
i sg przez nie wykorzystywane. Przy pomo-
cy biatka EMMPRIN komorki nowotworowe
mogag zatem regulowac¢ ekspresje MMP wy-
dzielanych przez normalne komorki.
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Metaloproteazy ECM sag wydzielane przez
komorki do przestrzeni zewnatrzkomorkowe;j
w formie proenzymu (latentnej, proMMP),
w ktérym cynk w centrum aktywnym jest za-
blokowany przez potaczenie z grupg tiolowg
cysteiny w propeptydzie. Propeptyd zawiera
sekwencje PRCGXPDV (Pro, Arg, Cys, Gly,
X, Pro, Asp, Val), ktéra jest zachowana w to-
ku ewolucji w catej rodzinie biatek MMP. Ak-
tywacja polega na odstonieciu jonu cynku
przez odciecie propeptydu. Aktywacja pro-
enzymu moze zachodzi¢ w sposéb autoka-
talityczny lub przy udziale btonowych MMP
(MT-MMP). W pierwszym przypadku wigza-
nie Cys-Zn zostaje przerwane przy udziale
enzymow proteolitycznych. Kolejnym krokiem
jest autokatalityczne odciecie propeptydu.
W drugim przypadku proenzym jest aktywo-
wany przez MT-MMP. MT-MMP tworza potrdj-
ne kompleksy z biatkami TIMP-2 i proMMP
(Ryc. 2.). MT-MMP dziata tu jako receptor dla
czasteczki TIMP-2. Dopiero MT-MMP z przy-
taczong czasteczkg TIMP-2 staje sie recep-
torem dla proMMP, ktéra przytgcza sie do
niego przy pomocy domeny C-koricowej. Jak
dotad wiemy tylko o dwdch enzymach z ro-
dziny matryksyn, ktére mogg ulega¢ aktywa-
cji z udziatem btonowych MMP. Sg to MMP-
2 i MMP-13. Nie wiadomo, czy inne MMP sg
aktywowane przez podobny MT-MMP-zalezny
mechanizm.

Kolejnym poziomem, na ktérym zachodzi
regulacja aktywnosci MMP jest hamowanie
aktywnosci przez biatka TIMP. Dotychczas
znane sg 4 geny kodujace biatka, okresla-

Tab. 1. Biatka wchodzace w skiad rodziny MMP

ne jako TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 i TIMP-4.

Czasteczki TIMP-1 i TIMP-2 tworzg niekowa-

lencyjne kompleksy z biatkami MMP w sto-

sunku molowym 1:1. Chociaz zaréwno TIMP-

1, jak i TIMP-2 hamujg aktywnos$¢ wszyst-

kich MMP, okazuje sie, ze TIMP-2 ma

wieksze powinowactwo do MMP-2 i MMP-9
niz TIMP-1, natomiast TIMP-1 ma dwa razy
wieksze powinowactwo do MMP-1 niz TIMP-

2. Na temat mechanizmu inhibicji MMP

przez TIMP niewiele jeszcze wiadomo. TIMP

taczy sie prawdopodobnie z czgsteczkag

MMP w kilku miejscach. Na przyktad MMP-2

wydaje sie mie¢ dwa miejsca, dzieki ktérym

tworzy kompleks z TIMP-2: centrum aktyw-
ne oraz miejsce ,stabilizujgce” w C-korico-
wym fragmencie czasteczki.

Degradacja ECM zachodzi poprzez lo-
kalng produkcje enzyméw proteolitycznych.
Jest ona ograniczona do regionéw bezpo-
Srednio przylegajacych do komdrek nawet
wtedy, gdy enzymy sa niezwigzane z bto-
nami. Dzieje sie tak dzieki zogniskowaniu
proteolizy, czyli skoncentrowaniu tego pro-
cesu na lub w poblizu powierzchni komor-
ki. Istniejg réozne sposoby zogniskowania
dziatania enzymoéw proteolitycznych w re-
gionie okotokomdrkowym:

D poprzez bezposrednie (przy pomocy do-
meny transbtonowej) zakotwiczenie enzy-
mow lub/i ich inhibitoréw w btonach ko-
morkowych. Komdrka posiada na swojej
powierzchni zwigzane z btong proteazy.
Dzieki temu degradowane sg tylko te
sktadniki ECM, ktére bezposrednio kon-

Struktura czagsteczki MMP Enzym Masa MMP#
czasteczkowa
ZELATYNAZY
Zalatynaza A 72 000 MMP-2
Zelatynaza B 92 000 MMP-9
Ej KOLAGENAZY
Fib-CL 52 000 MMP-1
Kolagenaza-3 52 000 MMP-13
PMN-CL 75 000 MMP-8
ﬁ STROMIELIZYNY
Stromielizyna-1 55 000 MMP-3
Stromielizyna-2 55 000 MMP-10
Stromielizyna-3 61 000 MMP-11
Metaloelastaza 54 000 MMP-12
Matrylizyna 28 000 MMP-7
Btonowe MMP
MT-MMP
O 63 000 MMP-14-
MMP-18

Domena
transbtonowa

taktujg sie z powierzchnig komorki;

D poprzez posiadanie receptoréw btono-
wych dla enzyméw (np. kompleks MT-
MMP-1-TIMP-2 jest receptorem dla
proMMP-2). Enzymy produkowane sg
przez komoérki (np. fibroblasty) i wydzie-
lane do przestrzeni miedzykomodrkowej.
Komdrka dzieki posiadaniu na swojej po-
wierzchni receptoréw dla MMP, wychwy-
tuje je, co pozwala na proteolize sktad-
nikéw ECM sgsiadujgcych z komorka.
Dzieki zogniskowaniu proteoliza jest bar-
dziej specyficzna i efektywna nawet przy
duzym stezeniu inhibitorow.

ZASTOSOWANIE WIEDZY

0 BIALKACH MMP | TIMP

DO OPRACOWYWANIA NOWYCH
PODEJSC TERAPEUTYCZNYCH
W LECZENIU NOWOTWOROW

Podjeto juz proby wykorzystania dotych-
czasowej wiedzy o roli biatek MMP i TIMP
w procesach inwazji nowotworéw do opraco-
wania potencjalnych lekéw dziatajgcych jako
czynniki przeciwinwazyjne. Jedna ze strategii
proponuje uzycie biatkowych inhibitoréw imi-
tujgcych N-koricowy fragment MMP (propep-
tyd), ktéry utrzymuje enzym w formie nieak-
tywnej. Zsyntetyzowano peptydy o sekwen-
cjach: RCGVPDP-NH, (Arg, Cys, Gly, Val,
Pro, Asp, Pro) i RCGVP-NH, (Arg, Cys, Gly,
Val, Pro) wzorowanych na wystepujacej
u wszystkich MMP sekwencji w propeptydzie.
Wykazano, iz te peptydy hamujg aktywnosc

Substraty

Zdenaturowany kolagen,
uatywny kolagen typu IV, V, VII, X
elastyna, fibronektyna

Kolagen typu I, II, [Il, VII, VIII, X

Biatko rdzeniowe proteoglikanu,
fibronektyna, laminina,
kolagen typu IV, V, IX, X, elastyna

Elastyna
Fibronektyna, laminina, kolagen typu IV,
biatko rdzeniowe proteoglikanu

Kolagen
Prozelatynaza A
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Ryc. 2. Mechanizm aktywacii i regulacji aktywnosci biatka MMP-2

Biatko TIMP-2 przytacza sie do zakotwiczonego w bionie hiatika MT-MMP-1, tworzac kompleks MT-MMP-1/TIMP-2. Kom-
pleks ten stuzy nastepnie jako receptor dla latentnej formy MMP-2 (proMMP-2), ktdra taczy si¢ z nim przy udziale domeny
C-koricowej. W ten sposob powstaje potrdjny kompleks MT-MMP-1/TIMP-2/proMMP-2. Potaczenie biatka proMMP-2 z re-
ceptorem powoduje jego aktywacije, przez odcigcie fragmentu biatka na N-koiicu (propeptydu), a nastepnie uwolnienie
zaktywowanej formy do przestrzeni zewnatrzkomdrkowej. Nie wiadomo, czy po odtaczeniu MMP-2, TIMP-2 pozostaje na-
dal potaczony z hiatkiem MT-MMP-1. Aktywna forma MMP-2 moze degradowac hiatka macierzy zewnatrzkomérkowej
(ECM). Moze rowniez doj$¢ do zahamowania aktywnosci MMP-2 przez przytaczenie si¢ do niej czasteczki TIMP-2.

stromielizyny ze wspdtczynnikiem 1Cs, (steze-
nie inhibitora powodujace 50 proc. obnizenie
aktywnosci enzymu) réwnym odpowiednio
51 11 uM. Stwierdzono, ze inwazyjnos¢ mie-
rzona w badaniu in vitro, czyli zdolnos¢ ko-
morek glejaka do przechodzenia przez filtr
pokryty sktadnikami ECM, jest blokowana po-
daniem peptydu o sekwencji TMRKPRCGNP-
DVAN (Thr, Met, Arg, Lys, Pro, Arg, Cys, Gly,
Asn, Pro, Asp, Val, Ala, Asn). Pokazano réw-
niez, iz egzogenne biatko TIMP-1, dodane do
hodowli komodrek nowotworowych in vitro,
w znacznym stopniu ogranicza ich inwazyj-
nos¢. Wykazano takze, ze nadekspresja
TIMP-1 po wprowadzeniu cDNA kodujacego
TIMP-1 w komorkach nowotworowych hodo-
wanych in vitro, réwniez zmniejsza inwazyj-
nosc¢ ludzkiego gwiazdziaka.

Wyniki badan nad blokowaniem inwazyj-

nosci komorek nowotworowych przez inhi-
bitory MMP in vitro zachecity do podjecia
badan in vivo na zwierzetach. Przyktadem
inhibitora testowanego in vivo jest chelator
jonéw cynku, blokujacy centrum aktywne
metaloproteaz, zwigzek o nazwie Batima-
stat (BB94 firmy British Biotech). Wszcze-
piono myszom komorki ludzkiego raka
okreznicy. Pokazano, iz BB94 powoduje
znaczace (o okoto 50 proc.) obnizenie
wielkosci guza pierwotnego u myszy, kto-
rym podawano BB94 — w stosunku do my-
szy kontrolnych, ktérym podawano sol fi-
zjologiczng. Podawanie BB94 powodowato
réwniez zmniejszenie liczby przypadkow in-
wazji z 67 proc. w grupie kontrolnej do 35
proc. w grupie, w ktérej podawano BB94.
U 6 na 20 myszy z grupy kontrolnej ob-
serwowano przerzuty do ptuc, watroby,

otrzewnej, $ciany brzucha, weztdéw chton-
nych. W grupie 20 myszy, ktérym podawa-
no BB94, tylko w 2 przypadkach wykryto
przerzuty do $ciany brzucha. Obserwowa-
na redukcja rozwoju nowotworu po poda-
niu BB94 przetozyta sie na przedtuzenie
zycia zwierzat z 110 dni w grupie kontro-
Inej do 140 dni w grupie zwierzat, ktérym
podawano BB94. W czasie podawania Ba-
timastatu nie obserwowano efektéw ubocz-
nych.

Najbardziej zaawansowane badania pro-
wadzone sg nad inhibitorem blokujgcym cynk
w centrum aktywnym metaloproteaz, lekiem
0 nazwie Marimastat (BB-2516). Lek ten jest
obecnie poddawany trzeciej fazie testéw kli-
nicznych. Testowano lek na 415 pacjentach
z Il lub IV stopniem ztosliwosci nowotworow
jelita grubego, jajnika, trzustki i stercza. Pa-
cjentom podawano rézne dawki leku od 5 mg
raz dziennie do 75 mg dwa razy dziennie
przez 4 tygodnie. Badano wptyw Marimasta-
tu na progresje nowotworu mierzong iloscig
markeréw nowotworowych we krwi. Procent
pacjentéw, u ktérych obserwowano zahamo-
wanie wzrostu ilosci markeréw nowotworo-
wych, wzrastat liniowo od 10 do 41 proc.
wraz ze wzrostem dawki leku. U tych pacjen-
téow prawdopodobieristwo przezycia (mierzo-
ne testem Kaplana-Meiera) byto wyzsze niz
u pacjentéw, u ktérych nie obserwowano efek-
téw dziatania Marimastatu. Wigkszos$¢ pacjen-
tow wykazata dobrg tolerancje leku.
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