
PROTEOLIZA SK£ADNIKÓW 
MACIERZY ZEWN¥TRZKOMÓRKOWEJ
W PROCESACH INWAZJI 
NOWOTWORU

Inwazja komórek nowotworowych to z³o-
¿one zjawisko, w którego przebiegu wystê-
puj¹ wzajemne oddzia³ywania pomiêdzy ko-
mórkami nowotworowymi, zdrowymi oraz ich
œrodowiskiem. Wiele ró¿nych cech komórek
nowotworowych sprzyja ich w³asnoœciom in-
wazyjnym. Jest to miêdzy innymi zdolnoœæ
komórek nowotworowych do utraty kontak-
tu z pod³o¿em i z innymi otaczaj¹cymi ko-
mórkami, dziêki której komórka mo¿e od³¹-
czyæ siê od guza pierwotnego. Inne cechy
komórek nowotworowych, pomocne w pro-
cesie inwazji, to szczególna sk³onnoœæ do
przylegania do powierzchni œródb³onka, czy
wytwarzanie enzymów proteolitycznych
umo¿liwiaj¹cych pokonywanie fizycznych
barier, które ma na swojej drodze komórka
nowotworowa. Jedn¹ z takich barier jest
macierz zewn¹trzkomórkowa (ECM – extra-

cellular matrix). Macierz stanowi gêst¹ sieæ
ró¿norodnych bia³ek i polisacharydów wy-
pe³niaj¹cych przestrzeñ zewn¹trzkomórko-
w¹ w tkankach. Spe³nia w organizmie funk-
cje zarówno strukturalne, jak i regulacyjne. 

Degradacja sk³adników ECM zachodzi
dziêki aktywnoœci wielu enzymów proteoli-
tycznych, wœród których wa¿n¹ grupê sta-
nowi¹ metaloproteazy ECM (MMP – matrix

metalloproteinases). Tworz¹ one jeden sys-
tem proteolityczny wraz z bia³kami TIMP –
tkankowymi inhibitorami metaloproteaz. Wy-
niki badañ prowadzonych na komórkach
nowotworowych in vitro i in vivo sugeruj¹, ¿e
potencja³ inwazyjny nowotworu mo¿e byæ
zale¿ny od interakcji MMP-TIMP, gdzie prze-
waga aktywnoœci wybranych MMP zwiêksza
ów potencja³, a nadmiar bia³ek TIMP zmniej-
sza lub znosi inwazyjnoœæ. Hipoteza ta da-
je podstawy do opracowania nowej terapii
w inwazyjnoœci nowotworów, opartej na za-
blokowaniu aktywnoœci MMP. Skutecznoœæ
terapii wymaga jednak dok³adnego wyja-
œnienia mechanizmów molekularnych zacho-
dz¹cych w procesach inwazji nowotworów. 

METALOPROTEAZY ECM

Metaloproteazy ECM s¹ to metaloenzy-
my zawieraj¹ce w swojej cz¹steczce atom
cynku. Do tej pory poznano 18 ró¿nych
MMP (Tab. 1.). Bia³ka te to endopeptyda-
zy o masie cz¹steczkowej od 28 do 92
kDa o podobnym schemacie budowy (Ryc.
1.). Sk³adaj¹ siê z kilku domen (fragmen-
tów bia³ka) o ró¿nej funkcji: 
��propeptydu – którego odciêcie powodu-
je aktywacjê enzymu; 

��domeny katalitycznej zawieraj¹cej cen-
trum aktywne, a w nim atom cynku.
U metaloproteaz ECM z grupy ¿elatynaz
w obrêbie tej domeny mo¿na wyró¿niæ
fragment podobny do fibronektyny, od-
powiedzialny za ich wi¹zanie z bia³kami
macierzy zewn¹trzkomórkowej; 

��domeny C-koñcowej, która wydaje siê
byæ odpowiedzialna za ³¹czenie siê en-
zymu z innymi bia³kami, a wiêc tak¿e za
specyficznoœæ substratow¹; 

��domeny transb³onowej wystêpuj¹cej tyl-
ko u metaloproteaz z grupy b³onowych
MMP (MT-MMP). 

REGULACJA AKTYWNOŒCI MMP

Aktywnoœæ metaloproteaz ECM regulowa-
na jest na kilku poziomach. Ekspresja ge-
nów niektórych bia³ek z rodziny MMP w fi-
broblastach mo¿e byæ indukowana przez
bia³ko obecne w b³onie komórek nowotwo-
rowych – czynnik indukuj¹cy metaloproteazy
macierzy zewn¹trzkomórkowej EMMPRIN
(extracellular matrix metalloproteinase indu-

cer). EMMPRIN jest glikoprotein¹ o masie
cz¹steczkowej 58 kDa, zlokalizowan¹ po ze-
wnêtrznej stronie b³ony komórkowej. Wiêk-
szoœæ proteaz wykorzystywanych przez ko-
mórki nowotworowe w procesach inwazji jest
wytwarzana przez inne komórki, np. fibro-
blasty. Proteazy nastêpnie przyczepiaj¹ siê
do powierzchni komórek nowotworowych
i s¹ przez nie wykorzystywane. Przy pomo-
cy bia³ka EMMPRIN komórki nowotworowe
mog¹ zatem regulowaæ ekspresjê MMP wy-
dzielanych przez normalne komórki. 

Jednym z procesów zachodz¹cych

w czasie inwazji nowotworu na ota-

czaj¹c¹ tkankê i w czasie tworzenia

przerzutów jest proteoliza sk³adników

macierzy zewn¹trzkomórkowej (ECM).

Aby pokonaæ fizyczn¹ barierê, jak¹

dla komórki nowotworowej stanowi

miêdzy innymi macierz zewn¹trzko-

mórkowa, komórki te wytwarzaj¹ en-

zymy proteolityczne. Wa¿n¹ grupê

wœród enzymów tworz¹cych system

proteolityczny odpowiedzialny za re-

gulacjê degradacji sk³adników ECM

stanowi¹ metaloproteazy macierzy

zewn¹trzkomórkowej (MMP). Podej-

mowane s¹ próby zastosowania do-

tychczasowej wiedzy o roli metalo-

proteaz ECM i ich inhibitorów w pro-

cesie inwazji nowotworów do

opracowywania nowych podejœæ te-

rapeutycznych w leczeniu nowotwo-

rów. 

S³owa kluczowe: metaloproteazy ma-

cierzy zewn¹trzkomórkowej (MMP),

inwazyjnoœæ 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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Metaloproteazy macierzy zewn¹trzkomórkowej w inwazji nowotworów

Metaloproteazy ECM s¹ wydzielane przez
komórki do przestrzeni zewn¹trzkomórkowej
w formie proenzymu (latentnej, proMMP),
w którym cynk w centrum aktywnym jest za-
blokowany przez po³¹czenie z grup¹ tiolow¹
cysteiny w propeptydzie. Propeptyd zawiera
sekwencjê PRCGXPDV (Pro, Arg, Cys, Gly,
X, Pro, Asp, Val), która jest zachowana w to-
ku ewolucji w ca³ej rodzinie bia³ek MMP. Ak-
tywacja polega na ods³oniêciu jonu cynku
przez odciêcie propeptydu. Aktywacja pro-
enzymu mo¿e zachodziæ w sposób autoka-
talityczny lub przy udziale b³onowych MMP
(MT-MMP). W pierwszym przypadku wi¹za-
nie Cys-Zn zostaje przerwane przy udziale
enzymów proteolitycznych. Kolejnym krokiem
jest autokatalityczne odciêcie propeptydu.
W drugim przypadku proenzym jest aktywo-
wany przez MT-MMP. MT-MMP tworz¹ potrój-
ne kompleksy z bia³kami TIMP-2 i proMMP
(Ryc. 2.). MT-MMP dzia³a tu jako receptor dla
cz¹steczki TIMP-2. Dopiero MT-MMP z przy-
³¹czon¹ cz¹steczk¹ TIMP-2 staje siê recep-
torem dla proMMP, która przy³¹cza siê do
niego przy pomocy domeny C-koñcowej. Jak
dot¹d wiemy tylko o dwóch enzymach z ro-
dziny matryksyn, które mog¹ ulegaæ aktywa-
cji z udzia³em b³onowych MMP. S¹ to MMP-
2 i MMP-13. Nie wiadomo, czy inne MMP s¹
aktywowane przez podobny MT-MMP-zale¿ny
mechanizm. 

Kolejnym poziomem, na którym zachodzi
regulacja aktywnoœci MMP jest hamowanie
aktywnoœci przez bia³ka TIMP. Dotychczas
znane s¹ 4 geny koduj¹ce bia³ka, okreœla-

ne jako TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 i TIMP-4.
Cz¹steczki TIMP-1 i TIMP-2 tworz¹ niekowa-
lencyjne kompleksy z bia³kami MMP w sto-
sunku molowym 1:1. Chocia¿ zarówno TIMP-
1, jak i TIMP-2 hamuj¹ aktywnoœæ wszyst-
kich MMP, okazuje siê, ¿e TIMP-2 ma
wiêksze powinowactwo do MMP-2 i MMP-9
ni¿ TIMP-1, natomiast TIMP-1 ma dwa razy
wiêksze powinowactwo do MMP-1 ni¿ TIMP-
2. Na temat mechanizmu inhibicji MMP
przez TIMP niewiele jeszcze wiadomo. TIMP
³¹czy siê prawdopodobnie z cz¹steczk¹
MMP w kilku miejscach. Na przyk³ad MMP-2
wydaje siê mieæ dwa miejsca, dziêki którym
tworzy kompleks z TIMP-2: centrum aktyw-
ne oraz miejsce „stabilizuj¹ce” w C-koñco-
wym fragmencie cz¹steczki. 

Degradacja ECM zachodzi poprzez lo-
kaln¹ produkcjê enzymów proteolitycznych.
Jest ona ograniczona do regionów bezpo-
œrednio przylegaj¹cych do komórek nawet
wtedy, gdy enzymy s¹ niezwi¹zane z b³o-
nami. Dzieje siê tak dziêki zogniskowaniu
proteolizy, czyli skoncentrowaniu tego pro-
cesu na lub w pobli¿u powierzchni komór-
ki. Istniej¹ ró¿ne sposoby zogniskowania
dzia³ania enzymów proteolitycznych w re-
gionie oko³okomórkowym: 
��poprzez bezpoœrednie (przy pomocy do-
meny transb³onowej) zakotwiczenie enzy-
mów lub/i ich inhibitorów w b³onach ko-
mórkowych. Komórka posiada na swojej
powierzchni zwi¹zane z b³on¹ proteazy.
Dziêki temu degradowane s¹ tylko te
sk³adniki ECM, które bezpoœrednio kon-

taktuj¹ siê z powierzchni¹ komórki; 
��poprzez posiadanie receptorów b³ono-
wych dla enzymów (np. kompleks MT-
MMP-1-TIMP-2 jest receptorem dla
proMMP-2). Enzymy produkowane s¹
przez komórki (np. fibroblasty) i wydzie-
lane do przestrzeni miêdzykomórkowej.
Komórka dziêki posiadaniu na swojej po-
wierzchni receptorów dla MMP, wychwy-
tuje je, co pozwala na proteolizê sk³ad-
ników ECM s¹siaduj¹cych z komórk¹.
Dziêki zogniskowaniu proteoliza jest bar-
dziej specyficzna i efektywna nawet przy
du¿ym stê¿eniu inhibitorów. 

ZASTOSOWANIE WIEDZY 
O BIA£KACH MMP I TIMP 
DO OPRACOWYWANIA NOWYCH 
PODEJŒÆ TERAPEUTYCZNYCH 
W LECZENIU NOWOTWORÓW

Podjêto ju¿ próby wykorzystania dotych-
czasowej wiedzy o roli bia³ek MMP i TIMP
w procesach inwazji nowotworów do opraco-
wania potencjalnych leków dzia³aj¹cych jako
czynniki przeciwinwazyjne. Jedna ze strategii
proponuje u¿ycie bia³kowych inhibitorów imi-
tuj¹cych N-koñcowy fragment MMP (propep-
tyd), który utrzymuje enzym w formie nieak-
tywnej. Zsyntetyzowano peptydy o sekwen-
cjach: RCGVPDP-NH2 (Arg, Cys, Gly, Val,
Pro, Asp, Pro) i RCGVP-NH2 (Arg, Cys, Gly,
Val, Pro) wzorowanych na wystêpuj¹cej
u wszystkich MMP sekwencji w propeptydzie.
Wykazano, i¿ te peptydy hamuj¹ aktywnoœæ

Tab. 1. Bia³ka wchodz¹ce w sk³ad rodziny MMP

SSttrruukkttuurraa  cczz¹¹sstteecczzkkii  MMMMPP EEnnzzyymm MMaassaa MMMMPP## SSuubbssttrraattyy
cczz¹¹sstteecczzkkoowwaa

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

¯alatynaza A 72 000 MMP-2
¯elatynaza B 92 000 MMP-9

KOLAGENAZY Kolagen typu I, II, III, VII, VIII, X

Fib-CL 52 000 MMP-1
Kolagenaza-3 52 000 MMP-13
PMN-CL 75 000 MMP-8

STROMIELIZYNY Bia³ko rdzeniowe proteoglikanu,
fibronektyna, laminina,
kolagen typu IV, V, IX, X, elastyna

Stromielizyna-1 55 000 MMP-3
Stromielizyna-2 55 000 MMP-10
Stromielizyna-3 61 000 MMP-11

Metaloelastaza 54 000 MMP-12 Elastyna

Matrylizyna 28 000 MMP-7 Fibronektyna, laminina, kolagen typu IV,
bia³ko rdzeniowe proteoglikanu

B³onowe MMP Kolagen
MT-MMP Pro¿elatynaza A

63 000 MMP-14-
MMP-18

Domena
transb³onowa
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stromielizyny ze wspó³czynnikiem IC50 (stê¿e-
nie inhibitora powoduj¹ce 50 proc. obni¿enie
aktywnoœci enzymu) równym odpowiednio
5 i 11 µM. Stwierdzono, ¿e inwazyjnoœæ mie-
rzona w badaniu in vitro, czyli zdolnoœæ ko-
mórek glejaka do przechodzenia przez filtr
pokryty sk³adnikami 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 rów-
nie¿, i¿ egzogenne bia³ko TIMP-1, dodane do
hodowli komórek nowotworowych in vitro,
w znacznym stopniu ogranicza ich inwazyj-
noœæ. Wykazano tak¿e, ¿e nadekspresja
TIMP-1 po wprowadzeniu cDNA koduj¹cego
TIMP-1 w komórkach nowotworowych hodo-
wanych in vitro, równie¿ zmniejsza inwazyj-
noœæ ludzkiego gwiaŸdziaka. 

Wyniki badañ nad blokowaniem inwazyj-

noœci komórek nowotworowych przez inhi-
bitory MMP in vitro zachêci³y do podjêcia
badañ in vivo na zwierzêtach. Przyk³adem
inhibitora testowanego in vivo jest chelator
jonów cynku, blokuj¹cy centrum aktywne
metaloproteaz, zwi¹zek o nazwie Batima-
stat (BB94 firmy British Biotech). Wszcze-
piono myszom komórki ludzkiego raka
okrê¿nicy. Pokazano, i¿ BB94 powoduje
znacz¹ce (o oko³o 50 proc.) obni¿enie
wielkoœci guza pierwotnego u myszy, któ-
rym podawano BB94 – w stosunku do my-
szy kontrolnych, którym podawano sól fi-
zjologiczn¹. Podawanie BB94 powodowa³o
równie¿ zmniejszenie liczby przypadków in-
wazji z 67 proc. w grupie kontrolnej do 35
proc. w grupie, w której podawano BB94.
U 6 na 20 myszy z grupy kontrolnej ob-
serwowano przerzuty do p³uc, w¹troby,

otrzewnej, œciany brzucha, wêz³ów ch³on-
nych. W grupie 20 myszy, którym podawa-
no BB94, tylko w 2 przypadkach wykryto
przerzuty do œciany brzucha. Obserwowa-
na redukcja rozwoju nowotworu po poda-
niu BB94 prze³o¿y³a siê na przed³u¿enie
¿ycia zwierz¹t z 110 dni w grupie kontro-
lnej do 140 dni w grupie zwierz¹t, którym
podawano BB94. W czasie podawania Ba-
timastatu nie obserwowano efektów ubocz-
nych. 

Najbardziej zaawansowane badania pro-
wadzone s¹ nad inhibitorem blokuj¹cym cynk
w centrum aktywnym metaloproteaz, lekiem
o nazwie Marimastat (BB-2516). Lek ten jest
obecnie poddawany trzeciej fazie testów kli-
nicznych. Testowano lek na 415 pacjentach
z III lub IV stopniem z³oœliwoœci nowotworów
jelita grubego, jajnika, trzustki i stercza. Pa-
cjentom podawano ró¿ne dawki leku od 5 mg
raz dziennie do 75 mg dwa razy dziennie
przez 4 tygodnie. Badano wp³yw Marimasta-
tu na progresjê nowotworu mierzon¹ iloœci¹
markerów nowotworowych we krwi. Procent
pacjentów, u których obserwowano zahamo-
wanie wzrostu iloœci markerów nowotworo-
wych, wzrasta³ liniowo od 10 do 41 proc.
wraz ze wzrostem dawki leku. U tych pacjen-
tów prawdopodobieñstwo prze¿ycia (mierzo-
ne testem Kaplana-Meiera) by³o wy¿sze ni¿
u pacjentów, u których nie obserwowano efek-
tów dzia³ania Marimastatu. Wiêkszoœæ pacjen-
tów wykaza³a dobr¹ tolerancjê leku. 
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Ryc. 1. Ogólny schemat budowy bia³ek z rodziny MMP 

Ryc. 2. Mechanizm aktywacji i regulacji aktywnoœci bia³ka MMP-2

Bia³ko TIMP-2 przy³¹cza siê do zakotwiczonego w b³onie bia³ka MT-MMP-1, tworz¹c kompleks MT-MMP-1/TIMP-2. Kom-

pleks ten s³u¿y nastêpnie jako receptor dla latentnej formy MMP-2 (proMMP-2), która ³¹czy siê z nim przy udziale domeny

C-koñcowej. W ten sposób powstaje potrójny kompleks MT-MMP-1/TIMP-2/proMMP-2. Po³¹czenie bia³ka proMMP-2 z re-

ceptorem powoduje jego aktywacjê, przez odciêcie fragmentu bia³ka na N-koñcu (propeptydu), a nastêpnie uwolnienie

zaktywowanej formy do przestrzeni zewn¹trzkomórkowej. Nie wiadomo, czy po od³¹czeniu MMP-2, TIMP-2 pozostaje na-

dal po³¹czony z bia³kiem MT-MMP-1. Aktywna forma MMP-2 mo¿e degradowaæ bia³ka macierzy zewn¹trzkomórkowej

(ECM). Mo¿e równie¿ dojœæ do zahamowania aktywnoœci MMP-2 przez przy³¹czenie siê do niej cz¹steczki TIMP-2. 
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