
WWssttęępp::  Metaloproteinazy macierzy ze-
wnątrzkomórkowej (MMPs) to enzymy
proteolityczne mające znaczenie w de-
gradacji macierzy zewnątrzkomórkowej,
a tym samym w inwazji nowotworowej
i przerzutowaniu. W tkankach MMPs
występują w kompleksach z inhibitora-
mi (TIMPs). Metaloproteinaza macierzy
9 (MMP-9) należy do żelatynaz, które 
katalizują proteolizę różnych typów kola-
genu, głównie typu IV. Specyficznym inhi-
bitorem MMP-9 jest TIMP-1. Stosunek
ekspresji MMP-9/TIMP-1 określa aktyw-
ność MMP-9 in vivo. Metaloproteinaza
9 odgrywa rolę w progresji choroby no-
wotworowej. Jej zwiększoną ekspresję
(stężenie) stwierdzono w nowotworach
o różnej lokalizacji narządowej, w tym
w raku płuca. 
CCeell  pprraaccyy::  Celem pracy była pośrednia
ocena efektywnej aktywności metalo-
proteinazy macierzy 9 u chorych na ra-
ka płuca, poprzez wyznaczenie stosun-
ku stężenia w surowicy MMP-9 do
TIMP-1.
MMaatteerriiaałł  ii mmeettooddyy::  Grupę badaną sta-
nowiło 49 chorych na raka niedrobno-
komórkowego płuca (16 kobiet i 33
mężczyzn) w wieku 47–80 lat (średnia
wieku 63±8,2). Stężenie MMP-9 i TIMP-1
oznaczano w surowicy krwi metodą 
ELISA. 
WWyynniikkii::  Stężenie MMP-9 w surowicy
oraz indeks MMP-9/TIMP-1 były istot-
nie wyższe u chorych na raka płuca
w stadium IIIB–IV w porównaniu do cho-
rych w stadium I–IIIA. Natomiast TIMP-1
nie wykazywało tendencji wzrostowej
wraz z zaawansowaniem choroby no-
wotworowej. Współczynnik korelacji
między MMP-9 i TIMP-1 wynosił 0,385
(p<0,01).
WWnniioosskkii::  W późniejszych stadiach raka
płuca równowaga między MMP-9
i TIMP-1 jest zaburzona, a tym samym
efektywna aktywność MMP-9 jest
zwiększona.

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee::  metaloproteinaza ma-
cierzy 9, inhibitor metaloproteinazy ma-
cierzy 1, rak płuca.
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Wstęp

Prognoza raka płuca jest zależna od zasięgu choroby nowotworowej. Zdol-
ność do inwazji sąsiednich tkanek i tworzenia przerzutów jest miarą złośli-
wości nowotworu. 

O zdolności nowotworu do tworzenia ognisk wtórnych w głównej mierze de-
cyduje degradacja macierzy zewnątrzkomórkowej z udziałem enzymów. Meta-
loproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej (MMPs) to endopeptydazy zależ-
ne od cynku. Geny metaloproteinaz ulegają ekspresji w komórkach zarówno
obecnych stale w tkance łącznej (fibroblasty, keratynocyty, makrofagi), komór-
kach endotelialnych, jak i napływowych komórkach zapalnych (monocyty
i neutrofile) oraz w komórkach nowotworowych. W procesie rozrostu nowotwo-
rowego dochodzi do wzmożonej ekspresji genów dla wielu metaloproteinaz.
Prawdopodobnie to nie komórki nowotworowe, ale komórki zrębu tkankowe-
go pobudzone przez komórki nowotworowe są głównym źródłem enzymów
proteolitycznych niezbędnych do przełamania bariery, jaką dla rozrostu nowo-
tworu stanowią tkanka łączna oraz błony podstawne nabłonków. Wytwarzanie
i uwalnianie metaloproteinaz macierzy podlega kontroli genetycznej. Ekspresja
genów dla MMPs jest stymulowana przez cytokiny i czynniki wzrostu. Do ma-
cierzy zewnątrzkomórkowej MMPs wydzielane są w formie latentnej. Aktywa-
cja proenzymów odbywa się z udziałem innych enzymów proteolitycznych lub
czynników fizycznych i chemicznych. W tkankach MMPs występują w komplek-
sach z inhibitorami. Znane są 4 tkankowe inhibitory metaloproteinaz macierzy
(TIMP-1, -2, -3, -4). Łącząc się w stosunku stechiometrycznym 1:1, tworzą one
z aktywnymi formami enzymów lub rzadziej z ich latentnymi proformami wią-
zania niekowalencyjne. TIMP-1 tworzy kompleksy z aktywnymi formami meta-
loproteinaz: 1, 3, 2, 9, a także z nieaktywną pro-MMP-9 [1–6].

Metaloproteinaza macierzy 9 (MMP-9) należy do żelatynaz, które są odpo-
wiedzialne za proteolizę różnych typów kolagenu, głównie typu IV. Specyficznym
inhibitorem MMP-9 jest TIMP-1. Stosunek stężeń (ekspresji) MMP-9/TIMP-1 po-
średnio określa aktywność MMP-9 in vivo [7]. Metaloproteinaza 9 odgrywa
rolę w progresji choroby nowotworowej. Jej zwiększoną ekspresję/stężenie
stwierdzono w nowotworach o różnej lokalizacji narządowej, w tym w raku
płuca. Wykazano istnienie zależności między MMP-9 a stadium rozwoju cho-
roby nowotworowej [8–11].



BBaacckkggrroouunndd::  Matrix metalloproteinases
(MMPs) are proteolytic enzymes involved
in extracellular matrix degradation, and
thus in tumour invasion and metastasis.
In tissue MMPs occur in complexes with
their inhibitors (TIMPs). Matrix metallo-
proteinase-9 (MMP-9) belongs to
gelatinases, that catalyze proteolysis of
different types of collagen, mainly
type IV. The specific inhibitor of MMP-9
is TIMP-1. The MMP-9/TIMP-1 expression
ratio defines MMP9 activity in vivo.
Metalloproteinase-9 plays a role in
cancer progression. Its increased
expression (concentration) has been
found in various tumours, including lung
cancer.
AAiimm  ooff  ssttuuddyy:: The aim of this study was
indirect estimation of effective MMP-9
activity in lung cancer patients, by
serum MMP-9/TIMP-1 concentration
ratio.
MMaatteerriiaall  aanndd  mmeetthhooddss::  The study group
consisted of 49 patients with
non-small-cell lung cancer (16 females
and 33 males) ranging in age from 47
to 80 years (mean age 63 ± 8.2).
Serum concentration of MMP9 and
TIMP-1 was evaluated by ELISA. 
RReessuullttss::  MMP-9 serum concentration and
MMP-9/TIMP-1 ratio were significantly
higher in IIIB-IV stage than I-IIIA, whereas
TIMP-1 concentration did not show
increasing tendency with tumour stage.
The correlation coefficient between
MMP-9 and TIMP1 was 0.385 (p<0.01).
CCoonncclluussiioonnss::  In later stages of lung
cancer the balance between MMP-9
and TIMP-1 is altered, and MMP-9
effective activity is increased.

KKeeyy  wwoorrddss::  matrix metalloproteinase-9,
tissue inhibitor of matrix metallo-
proteinase-1, lung cancer.
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Cel pracy

Celem pracy była pośrednia ocena efektywnej aktywności metaloproteinazy
macierzy 9 u chorych na raka płuca, poprzez wyznaczenie stosunku stężenia
w surowicy MMP-9 do TIMP-1.

Materiał i metody

Osoby badane

Grupę badaną stanowiło 49 chorych na raka niedrobnokomórkowego płu-
ca (16 kobiet i 33 mężczyzn) w wieku 47–80 lat (średnia wieku 63±8,2 roku).
Byli to chorzy z różnym stopniem zaawansowania klinicznego. W stadium I by-
ło 20, II – 7, IIIA – 10, IIIB – 8, IV – 4 chorych.

Stężenia MMP-9 i TIMP-1 oznaczano w momencie rozpoznania choroby.
Badani byli pacjentami Katedry i Kliniki Chirurgii Klatki Piersiowej i Nowo-

tworów CM UMK, mieszczącej się w Centrum Onkologii w Bydgoszczy.
Badania przeprowadzono za zgodą Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mi-

kołaja Kopernika w Toruniu przy Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszczy.

Materiał do badań

Stężenia MMP-9 i TIMP-1 oznaczano w surowicy krwi. Krew w ilości 3 ml
pobierano z żyły odłokciowej. Próbkę krwi po wykrzepieniu wirowano przez
15 min przy 3000 obrotów/min. Surowicę przechowywano w temperaturze –70°C.

Metody oznaczania MMP-9 i TIMP-1

Stężenia MMP-9 i TIMP-1 oznaczano za pomocą zestawów odczynników
– Quantikine Human MMP-9 (total) Immunoassay i Quantikine Human TIMP-1
Immunoassay firmy R&D Systems (Minneapolis, MN). Są to testy immunoen-
zymatyczne oparte na metodzie ELISA. Testy służą do ilościowego oznacza-
nia stężenia MMP-9 (forma aktywna i latentna) oraz TIMP-1 w supernatan-
tach hodowli komórkowych, ślinie, moczu, surowicy i osoczu krwi. 

Analiza statystyczna

Wnioskowanie statystyczne przeprowadzono, stosując nieparametryczny
test U Manna-Whitneya oraz korelację Spearmana. Za istotne statystycznie
uznano różnice, dla których wartość p<0,05.

Wyniki

W tab. 1. przedstawiono zależność między 3 badanymi parametrami a sta-
dium rozwoju choroby nowotworowej. U chorych z IV stopniem zaawanso-
wania klinicznego stężenie MMP-9 było największe i różniło się istotnie
od stężenia obserwowanego u chorych w stadium I, II i IIIA. Różnicę istotną
statystycznie w stężeniu MMP-9 stwierdzono także między grupą chorych
w stadium I–IIIA i grupą chorych w stadium IIIB–IV. Takich zależności nie ob-
serwowano dla TIMP-1. Żadna z różnic między wydzielonymi podgrupami
chorych nie była istotna statystycznie, chociaż mediana w podgrupie
IIIB–IV była wyższa niż w podgrupie I–IIIA (odpowiednio 284,8 vs 249,7 ng/ml).
Z kolei indeks MMP-9/TIMP-1, podobnie jak stężenie MMP-9, był najwyższy
w IV i IIIB stadium choroby, a w całej podgrupie IIIB–IV znacząco wyższy
(p<0,05) niż w podgrupie I-IIIA (odpowiednio 3,94; 2,69).

Chociaż dla stężenia TIMP-1 nie obserwowano tendencji wzrostowej wraz
z zaawansowaniem raka płuca, jak w przypadku MMP-9, to jednak istnieje
dodatnia korelacja między tymi czynnikami (ryc. 1.). Współczynnik korelacji
Spearmana między stężeniami MMP-9 i TIMP-1 wynosił r=0,385 (p<0,01).

Omówienie wyników

Przebudowa macierzy zewnątrzkomórkowej odbywa się z udziałem m.in.
metaloproteinaz. Z kolei ich aktywność jest regulowana przez swoiste inhibi-
tory. Zatem równowaga między nimi zapewnia homeostazę tego środowiska.



Za przebudowę macierzy w tkance płucnej odpowie-
dzialne są głównie MMP-1, MMP-2 oraz MMP-9. Swoistym
ich inhibitorem jest TIMP-1. Przesunięcie równowagi na ko-
rzyść metaloproteinaz lub odwrotnie – ich inhibitorów – jest
powodem występowania różnych stanów patologicznych,
np. astmy [12], zwłóknienia płuc [13, 14], obturacyjnej cho-

roby płuc [15]. Stosunek MMPs/TIMPs jest zaburzony na-
wet u palaczy tytoniu [16].

W ostatnich latach podkreśla się znaczącą rolę TIMPs ma-
cierzy w przebiegu choroby nowotworowej. Ten problem jest
obecnie przedmiotem wielu badań doświadczalnych [17–23].
Inhibitory metoloproteinaz są badane także w różnych aspek-

335577Przydatność wskaźnika MMP-9/TIMP-1 w ocenie inwazji i przerzutowania raka płuca

RRyycc.. 11..  Korelacja pomiędzy stężeniami MMP-9 i TIMP-1 u chorych na raka płuca
FFiigg.. 11..  The correlation between MMP-9 and TIMP-1 concentration in lung cancer patients

lic
zb

a 
pr

zy
pa

dk
ów

 (n
)

stężenie TIMP-1 (137,8 – 578,8 ng/ml)

stężenie MMP-9 (318,8 – 1779,8 ng/ml)

rr==00,,33885544  ((pp==00,,00006622))

TTIIMMPP--11

MMMMPP--99

MMMMPP--99  [[nngg//mmll]] TTIIMMPP--11  [[nngg//mmll]] MMMMPP--99//TTIIMMPP--11

nn MMeeddiiaannaa mmiinn..––mmaakkss.. MMeeddiiaannaa mmiinn..––mmaakkss.. MMeeddiiaannaa mmiinn..––mmaakkss..

ggrruuppaa  bbaaddaannaa 49 744,5 (318,8–1779,8) 277,6 (137,8–578,8) 2,81 (1,16–6,29)

ssttooppiieeńń  zzaaaawwaannssoowwaanniiaa  kklliinniicczznneeggoo
I 20 763,2 (366,3–1555,1) 268,9 (137,8–422,3) 3,16 (1,69–4,89)
II 7 660,1 (457,7–1616,3) 280,0 (170,9–335,9) 2,27 (1,58–5,77)
IIIA 10 551,4 (318,8–907,4) 242,9 (188,7–459,0) 2,33 (1,16–4,31) 
IIIB 8 1037,9 (483,0–1647,6)c 297,1 (239,8–578,8) 3,49 (1,26–6,19)a, c

IV 4 1087,8 (832,9–1779,8)a, b, c 267,1 (193,2–322,0) 4,61 (3,05–6,29)a, c

ppooddggrruuppyy
I-IIIA 37 696,5 (318,8–1616,3) 249,7 (137,8–459,0) 2,69 (1,16–5,77)
IIIB-IV 12 1087,8 (483,0–1779,8)* 284,8 (193,2–578,8) 3,94 (1,26–6,29)**

TTaabbeellaa 11.. Korelacja pomiędzy MMP-9, TIMP-1 oraz MMP-9/TIMP-1 a stopniem zaawansowania klinicznego raka płuca
TTaabbllee 11.. The correlation between MMP-9, TIMP-1, MMP-9/TIMP-1 and clinical stage of lung cancer

Zakresy wartości referencyjnych dla MMP-9: 169–705 ng/ml, dla TIMP-1: 87–524 ng/ml 
wartość średnia dla MMP-9/TIMP-1: 2,29
Różnice istotne statystycznie:

a – względem I, 
b – względem II, 
c – względem IIIA, 
* – p=0,01,
** – p=0,04.



tach klinicznych i diagnostycznych u chorych na raka piersi
[24–28], jajnika [29], prostaty [30], pęcherza moczowego [31],
żołądka [32, 33], jelita grubego [34, 35] oraz mięsaka [36].

Stan metaloproteinaz i ich inhibitorów w przebiegu cho-
roby nowotworowej można ocenić na wielu poziomach, sto-
sując różne metody. Oznaczyć można profil ekspresji mRNA
(RT-PCR, Nothern blotting, FISH) w komórkach nowotworo-
wych lub w leukocytach, poziom ekspresji białka (immuno-
histochemia), aktywność enzymatyczną (zymografia żelaty-
nowa) lub stężenie białka (Western blotting, ELISA) w tkance
guza oraz w płynach ustrojowych. Okazuje się, że istnieje za-
leżność między poszczególnymi wykładnikami stanu meta-
loproteinaz. Ming i wsp. [10] stwierdzili np. dodatnią korela-
cję między ekspresją mRNA metaloproteinazy 9 w leukocytach
i stężeniem białka w osoczu krwi chorych na raka płuca.

Wyniki badań dotyczące ekspresji/stężenia metalopro-
teinazy macierzy 9 u chorych na raka płuca są raczej zgod-
ne (wartości te są zwiększone) [9–11]. Z kolei wyniki badań
dotyczące ekspresji TIMP-1 są kontrowersyjne. Według jed-
nych autorów ekspresja nie zmienia się w przebiegu choro-
by nowotworowej [10, 37], zdaniem innych jest nasilo-
na i zwiększa się wraz z progresją raka [9, 11, 38, 39].

W badaniach Simi i wsp. [9] (RT-PCR), podobnie w badaniach
Gouyer i wsp. [38] (Nothern blotting) wykazano, że zarówno eks-
presja mRNA metaloproteinazy macierzy 9, jak i jej inhibitora
TIMP-1, ale również stosunek MMP-9/TIMP-1 były większe
w guzie nowotworowym niż w zdrowym miąższu płuca. Z ko-
lei w badaniach Ming i wsp. [10] tylko ekspresja mRNA MMP-9
oznaczona w leukocytach oraz stosunek MMP-9/TIMP-1 były
wyższe u chorych na raka płuca niż u osób zdrowych. 

Wyniki badań są również rozbieżne w kwestii stężenia
TIMP-1 oznaczonego w surowicy krwi. W badaniach Jumpera
i wsp. [11] oraz Suemitsu i wsp. [39] stężenie zarówno MMP-9,
jak i TIMP-1 (ELISA) było większe u chorych na raka płuca
w porównaniu z grupą kontrolną, ale zaburzona była też na-
turalna równowaga między tymi czynnikami. Z kolei w bada-
niach Xiao i wsp. [37] (ELISA) oraz Ming i wsp. [10] (Western
blotting) stężenie TIMP-1 w osoczu krwi u chorych na raka
płuca nie różniło się od obserwowanego w grupie kontrolnej.

Wyniki powyższych badań pokazują, że niezależnie od te-
go, czy ekspresja/stężenie TIMP-1 były zwiększone, czy też
nie, to indeks MMP-9/TIMP-1 we wszystkich przypadkach
był podwyższony. Zwiększenie stosunku MMP-9/TIMP-1 jest
odzwierciedleniem zaburzenia równowagi między syntezą
MMP-9 i TIMP-1 przez guz nowotworowy, a tym samym
wskazuje na nasiloną aktywność MMP-9 in vivo.

O ile zwykle stwierdza się korelację między MMP-9 (eks-
presja mRNA lub stężenie/aktywność enzymu) a stopniem za-
awansowania klinicznego raka płuca i cechami kliniczno-pa-
tologicznymi [9, 10, 40], o tyle zależność ta nie jest tak
oczywista dla TIMP-1. W badaniach Simi i wsp. [9] ekspresja
mRNA dla TIMP-1 wykazywała korelację z obecnością przerzu-
tów w węzłach chłonnych oraz stopniem zaawansowania kli-
nicznego. Z kolei w badaniach Suemitsu i wsp. [39] stężenie
TIMP-1 w surowicy (ELISA) było wyższe w grupie z III/IV stop-
niem zaawansowania klinicznego niż I/II. Xiao i wsp. [37] za-
obserwowali natomiast, że stężenie TIMP-1 w osoczu krwi
(ELISA) nie różniło się między podgrupą chorych we wczesnych
(131,25 ng/ml) i późnych (131,75 ng/ml) stadiach choroby. Rów-
nież w innych badaniach [10, 38] nie stwierdzono korelacji mię-
dzy TIMP-1 a cechami kliniczno-patologicznymi raka płuca. 

W badaniach własnych także nie stwierdzono różnicy w stę-
żeniu TIMP-1 między podgrupami z różnym stopniem zaawan-
sowania klinicznego. Natomiast indeks MMP-9/TIMP-1 w pod-
grupie chorych ze stopniem IIIB–IV był istotnie wyższy niż
w podgrupie I–IIIA (odpowiednio 3, 94; 2,69). Podobną zależ-
ność obserwowali Ming i wsp. [10] – stosunek MMP-9/TIMP-1
(ekspresja mRNA) był wyższy u chorych w IV stadium niż w II-
–III. Wartości wskaźników w stadium I (3,16), II (2,27), IIIA (2,33),
porównywalne z prawidłowym (2,29) i niższe niż w stadium
IIIB (3,49) i IV (4,61) mogą sugerować, że tylko w początko-
wych stadiach choroby nowotworowej aktywność MMP-9
i TIMP-1 pozostają we względnej równowadze. W późniejszych
stadiach ta równowaga jest przesunięta w stronę metalopro-
teinaz.

Pomimo tego, że stężenie TIMP-1 u chorych na raka płu-
ca, inaczej niż MMP-9, nie wykazywało w badaniach wła-
snych charakteru progresywnego wraz z zaawansowaniem
choroby, to stwierdzono dodatnią korelację między tymi czyn-
nikami, r=0,385. W badaniach Gouyer i wsp. [38] współczyn-
nik korelacji między mRNA dla MMP-9 i TIMP-1 wynosił
r=0,423. Istnienie korelacji świadczy więc o tym, że w nie-
których przypadkach większemu stężeniu MMP-9 towarzy-
szy wyższe stężenie TIMP-1. Na podstawie ryc. 1. widać, że
zależność ta dotyczy głównie stężeń niższych. To może z ko-
lei sugerować istnienie skutecznej obrony przed proteolitycz-
nym działaniem enzymów tylko przy niższych stężeniach
MMP-9, w początkowych stadiach choroby.

TIMP-1 jest także badany [38, 40–42] w aspekcie przy-
datności rokowniczej w raku płuca. Czas od zakończenia le-
czenia do nawrotu choroby nowotworowej jest krótszy
w przypadku chorych z mniejszym stężeniem TIMP-1.
W związku z tym TIMP-1 jest rozważany jako niezależny
czynnik prognostyczny u chorych na raka płuca.

Wnioski

W późniejszych stadiach raka płuca równowaga między
MMP-9 i TIMP-1 jest zaburzona, a tym samym efektywna ak-
tywność MMP-9 jest zwiększona.
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