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Wstep: Metaloproteinazy macierzy ze-
wnatrzkomérkowej (MMPs) to enzymy
proteolityczne majace znaczenie w de-
gradacji macierzy zewngtrzkomérkowej,
a tym samym w inwazji nowotworowej
i przerzutowaniu. W tkankach MMPs
wystepuja w kompleksach z inhibitora-
mi (TIMPs). Metaloproteinaza macierzy
9 (MMP-9) nalezy do zelatynaz, ktore
katalizuja proteolize réznych typéw kola-
genu, gtéwnie typu IV. Specyficznym inhi-
bitorem MMP-9 jest TIMP-1. Stosunek
ekspresji MMP-9/TIMP-1 okresla aktyw-
nos$¢ MMP-9 in vivo. Metaloproteinaza
9 odgrywa role w progresji choroby no-
wotworowej. Jej zwiekszong ekspresje
(stezenie) stwierdzono w nowotworach
o réznej lokalizacji narzadowej, w tym
w raku ptuca.

Cel pracy: Celem pracy byta posrednia
ocena efektywnej aktywnosci metalo-
proteinazy macierzy 9 u chorych na ra-
ka ptuca, poprzez wyznaczenie stosun-
ku stezenia w surowicy MMP-9 do
TIMP-1.

Materiat i metody: Grupe badang sta-
nowito 49 chorych na raka niedrobno-
komorkowego ptuca (16 kobiet i 33
mezczyzn) w wieku 47-80 lat (Srednia
wieku 63+8,2). Stezenie MMP-9 i TIMP-1
oznaczano w surowicy krwi metoda
ELISA.

Wyniki: Stezenie MMP-9 w surowicy
oraz indeks MMP-9/TIMP-1 byty istot-
nie wyzsze u chorych na raka ptuca
w stadium Il1B=IV w poréwnaniu do cho-
rych w stadium I-IlIA. Natomiast TIMP-1
nie wykazywato tendencji wzrostowej
wraz z zaawansowaniem choroby no-
wotworowej. Wspétczynnik korelacji
miedzy MMP-9 i TIMP-1 wynosit 0,385
(p<0,01).

Whioski: W p6zniejszych stadiach raka
ptuca réwnowaga miedzy MMP-9
i TIMP-1 jest zaburzona, a tym samym
efektywna aktywno$¢ MMP-9 jest
zwiekszona.

Stowa kluczowe: metaloproteinaza ma-
cierzy 9, inhibitor metaloproteinazy ma-
cierzy 1, rak ptuca.
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Wstep

Prognoza raka ptuca jest zalezna od zasiegu choroby nowotworowej. Zdol-
nos¢ do inwazji sasiednich tkanek i tworzenia przerzutéw jest miarg ztosli-
wosci nowotworu.

O zdolnosci nowotworu do tworzenia ognisk wtérnych w gtéwnej mierze de-
cyduje degradacja macierzy zewnatrzkomorkowej z udziatem enzymow. Meta-
loproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej (MMPs) to endopeptydazy zalez-
ne od cynku. Geny metaloproteinaz ulegaja ekspresji w komoérkach zaréwno
obecnych stale w tkance tacznej (fibroblasty, keratynocyty, makrofagi), komor-
kach endotelialnych, jak i naptywowych komérkach zapalnych (monocyty
i neutrofile) oraz w komérkach nowotworowych. W procesie rozrostu nowotwo-
rowego dochodzi do wzmozonej ekspresji gendw dla wielu metaloproteinaz.
Prawdopodobnie to nie komarki nowotworowe, ale komorki zrebu tkankowe-
go pobudzone przez komorki nowotworowe sg gtownym zrédtem enzymow
proteolitycznych niezbednych do przetamania bariery, jaka dla rozrostu nowo-
tworu stanowig tkanka taczna oraz btony podstawne nabtonkow. Wytwarzanie
i uwalnianie metaloproteinaz macierzy podlega kontroli genetycznej. Ekspresja
genow dla MMPs jest stymulowana przez cytokiny i czynniki wzrostu. Do ma-
cierzy zewnatrzkomorkowej MMPs wydzielane sg w formie latentnej. Aktywa-
¢ja proenzymow odbywa sie z udziatem innych enzymoéw proteolitycznych lub
czynnikow fizycznych i chemicznych. W tkankach MMPs wystepujg w komplek-
sach z inhibitorami. Znane s3 4 tkankowe inhibitory metaloproteinaz macierzy
(TIMP-1, -2, -3, -4). taczac sie w stosunku stechiometrycznym 1:1, tworzg one
z aktywnymi formami enzymow lub rzadziej z ich latentnymi proformami wig-
zania niekowalencyjne. TIMP-1 tworzy kompleksy z aktywnymi formami meta-
loproteinaz: 1, 3, 2, 9, a takze z nieaktywng pro-MMP-9 [1-6].

Metaloproteinaza macierzy 9 (MMP-9) nalezy do zelatynaz, ktére sg odpo-
wiedzialne za proteolize r6znych typéw kolagenu, gtéwnie typu IV. Specyficznym
inhibitorem MMP-9 jest TIMP-1. Stosunek stezen (ekspresji) MMP-9/TIMP-1 po-
Srednio okresla aktywno$¢ MMP-9 in vivo [7]. Metaloproteinaza 9 odgrywa
role w progresji choroby nowotworowej. Jej zwiekszong ekspresje/stezenie
stwierdzono w nowotworach o réznej lokalizacji narzadowej, w tym w raku
ptuca. Wykazano istnienie zaleznosci miedzy MMP-9 a stadium rozwoju cho-
roby nowotworowej [8-11].
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Background: 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.

Aim of study: 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.

Material and methods: 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.
Results: MIMP-9 serum concentration and
MMP-9/TIMP-1 ratio were significantly
higher in llIB-IV stage than I-IlIA, 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).
Conclusions: In later stages of lung
cancer the balance between MMP-9
and TIMP-1 is altered, and MMP-9
effective activity is increased.

Key words: matrix metalloproteinase-9,
tissue inhibitor of matrix metallo-
proteinase-1, lung cancer.

Cel pracy

Celem pracy byta posrednia ocena efektywnej aktywnosci metaloproteinazy
macierzy 9 u chorych na raka ptuca, poprzez wyznaczenie stosunku stezenia
w surowicy MMP-9 do TIMP-1.

Materiat i metody
Osoby badane

Grupe badang stanowito 49 chorych na raka niedrobnokomérkowego ptu-
ca (16 kobiet i 33 mezczyzn) w wieku 47-80 lat (Srednia wieku 63+8,2 roku).
Byli to chorzy z r6znym stopniem zaawansowania klinicznego. W stadium | by-
to 20, 11=7, 1A =10, I1IB = 8, IV — 4 chorych.

Stezenia MMP-9 i TIMP-1 oznaczano w momencie rozpoznania choroby.

Badani byli pacjentami Katedry i Kliniki Chirurgii Klatki Piersiowe] i Nowo-
tworéw CM UMK, mieszczacej sie w Centrum Onkologii w Bydgoszczy.

Badania przeprowadzono za zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mi-
kotaja Kopernika w Toruniu przy Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszczy.

Materiat do badan

Stezenia MMP-9 i TIMP-1 oznaczano w surowicy krwi. Krew w ilosci 3 ml
pobierano z zyty odtokciowej. Prébke krwi po wykrzepieniu wirowano przez
15 min przy 3000 obrotéw/min. Surowice przechowywano w temperaturze —70°C.

Metody oznaczania MMP-9 { TIMP-1

Stezenia MMP-9 i TIMP-1 oznaczano za pomoca zestawow odczynnikéw
— Quantikine Human MMP-9 (total) Immunoassay i Quantikine Human TIMP-1
Immunoassay firmy R&D Systems (Minneapolis, MN). Sg to testy immunoen-
zymatyczne oparte na metodzie ELISA. Testy stuza do ilosciowego oznacza-
nia stezenia MMP-9 (forma aktywna i latentna) oraz TIMP-1 w supernatan-
tach hodowli komorkowych, linie, moczu, surowicy i osoczu krwi.

Analiza statystyczna

Whioskowanie statystyczne przeprowadzono, stosujac nieparametryczny
test U Manna-Whitneya oraz korelacje Spearmana. Za istotne statystycznie
uznano réznice, dla ktérych wartos¢ p<0,05.

Wyniki

W tab. 1. przedstawiono zaleznos¢ miedzy 3 badanymi parametrami a sta-
dium rozwoju choroby nowotworowej. U chorych z IV stopniem zaawanso-
wania klinicznego stezenie MMP-9 byto najwieksze i réznito sie istotnie
od stezenia obserwowanego u chorych w stadium |, I1'i I1lA. R6znice istotng
statystycznie w stezeniu MMP-9 stwierdzono takze miedzy grupa chorych
w stadium I-IIIA T grupa chorych w stadium I11B—IV. Takich zaleznosci nie ob-
serwowano dla TIMP-1. Zadna z réznic miedzy wydzielonymi podgrupami
chorych nie byta istotna statystycznie, chociaz mediana w podgrupie
I1IB—IV byta wyzsza niz w podgrupie I-IIIA (odpowiednio 284,8 vs 249,7 ng/ml).
Z kolei indeks MMP-9/TIMP-1, podobnie jak stezenie MMP-9, byt najwyzszy
w IV i llIB stadium choroby, a w catej podgrupie IlIB=IV znaczaco wyzszy
(p<0,05) niz w podgrupie I-IlIA (odpowiednio 3,94; 2,69).

Chociaz dla stezenia TIMP-1 nie obserwowano tendencji wzrostowej wraz
z zaawansowaniem raka ptuca, jak w przypadku MMP-9, to jednak istnieje
dodatnia korelacja miedzy tymi czynnikami (ryc. 1.). Wspdtczynnik korelacji
Spearmana miedzy stezeniami MMP-9 i TIMP-1 wynosit r=0,385 (p<0,01).

Omoéwienie wynikéw
Przebudowa macierzy zewngtrzkomérkowej odbywa sie z udziatem m.in.

metaloproteinaz. Z kolei ich aktywnos¢ jest regulowana przez swoiste inhibi-
tory. Zatem réwnowaga miedzy nimi zapewnia homeostaze tego Srodowiska.
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Ryc. 1. Korelacja pomiedzy stezeniami MMP-9 i TIMP-1 u chorych na raka ptuca
Fig. 1. The correlation between MMP-9 and TIMP-1 concentration in lung cancer patients

Tabela 1. Korelacja pomiedzy MMP-9, TIMP-1 oraz MMP-9/TIMP-1 a stopniem zaawansowania klinicznego raka ptuca
Table 1. The correlation between MMP-9, TIMP-1, MMP-9/TIMP-1 and clinical stage of lung cancer

MMP-9 [ng/ml]

TIMP-1 [ng/ml] MMP-9/TIMP-1

n Mediana  min.—maks. Mediana min.—maks. Mediana min.—maks.
grupa badana 49 744.5 (318,8-1779,8) 277,6 (137,8-578,8) 2,81 (1,16-6,29)
stopier zaawansowania klinicznego

| 20 763,2 (366,3-1555,1) 268,9 (137,8-422,3) 3,16 (1,69-4,89)

[ 7 6601  (457,7-16163) 280,0  (170,9-335,9) 227 (1,58-5,77)
I1A 10 551,4 (318,8-907,4) 242,9  (188,7-459,0) 2,33 (1,16-4,31)
|11B 8 1037,9 (483,0-1647,6)° 297,1  (239,8-578,8) 3,49 (1,26-6,19)*¢
Y 4 1087,8  (832,9-1779,8)**¢ 2671  (193,2-322,0) 461 (3,05-6,29)¢

podgrupy

I-111A 37 696,5 (318,8-1616,3) 249,7  (137,8-459,0) 2,69 (1,16-5,77)
I1IB-IV 12 1087,8 (483,0-1779,8)* 284,8 (193,2-578,8) 3,94 (1,26-6,29)**

Zakresy wartosci referencyjnych dla MMP-9: 169-705 ng/ml, dla TIMP-1: 87-524 ng/ml

wartos¢ Srednia dla MMP-9/TIMP-1: 2,29
Réznice istotne statystycznie:
“—wzgledem |,
b —wzgledem Il,
“—wzgledem IlIA,
*—p=0,01,
**— p=0,04.

Za przebudowe macierzy w tkance ptucnej odpowie-
dzialne sg gtownie MMP-1, MMP-2 oraz MMP-9. Swoistym
ich inhibitorem jest TIMP-1. Przesuniecie réwnowagi na ko-
rzy$¢ metaloproteinaz lub odwrotnie —ich inhibitoréw — jest
powodem wystepowania réznych stanéw patologicznych,
np. astmy [12], zwtdknienia ptuc [13, 14], obturacyjnej cho-

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

W ostatnich latach podkresla sie znaczaca role TIMPs ma-
cierzy w przebiegu choroby nowotworowej. Ten problem jest
obecnie przedmiotem wielu badan doswiadczalnych [17-23].
Inhibitory metoloproteinaz sa badane takze w réznych aspek-
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tach klinicznych i diagnostycznych u chorych na raka piersi
[24-28], jajnika [29], prostaty [30], pecherza moczowego [31],
zotadka [32, 33], jelita grubego [34, 35] oraz miesaka [36].

Stan metaloproteinaz i ich inhibitoréw w przebiegu cho-
roby nowotworowej mozna oceni¢ na wielu poziomach, sto-
sujac ré6zne metody. Oznaczy¢ mozna profil ekspresji mRNA
(RT-PCR, Nothern blotting, FISH) w komérkach nowotworo-
wych lub w leukocytach, poziom ekspresji biatka (immuno-
histochemia), aktywnos¢ enzymatyczng (zymografia zelaty-
nowa) lub stezenie biatka (Western blotting, ELISA) w tkance
guza oraz w ptynach ustrojowych. Okazuje sie, ze istnieje za-
leznos¢ miedzy poszczegdlnymi wyktadnikami stanu meta-
loproteinaz. Ming i wsp. [10] stwierdzili np. dodatnig korela-
cje miedzy ekspresjg mRNA metaloproteinazy 9 w leukocytach
i stezeniem biatka w osoczu krwi chorych na raka ptuca.

Wyniki badan dotyczace ekspresji/stezenia metalopro-
teinazy macierzy 9 u chorych na raka ptuca sa raczej zgod-
ne (wartosci te sa zwiekszone) [9-11]. Z kolei wyniki badan
dotyczgce ekspresji TIMP-1 sg kontrowersyjne. Wedtug jed-
nych autoréw ekspresja nie zmienia sie w przebiegu choro-
by nowotworowej [10, 37], zdaniem innych jest nasilo-
na i zwieksza sie wraz z progresja raka [9, 11, 38, 39].

W badaniach Simi i wsp. [9] (RT-PCR), podobnie w badaniach
Gouyer i wsp. [38] (Nothem blotting) wykazano, ze zaréwno eks-
presja mRNA metaloproteinazy macierzy 9, jak i jej inhibitora
TIMP-1, ale rowniez stosunek MMP-9/TIMP-1 byty wieksze
w guzie nowotworowym niz w zdrowym migzszu ptuca. Z ko-
lei w badaniach Ming i wsp. [10] tylko ekspresja mRNA MMP-9
oznaczona w leukocytach oraz stosunek MMP-9/TIMP-1 byty
wyzsze u chorych na raka ptuca niz u oséb zdrowych.

Wyniki badan sa réwniez rozbiezne w kwestii stezenia
TIMP-1 0znaczonego w surowicy krwi. W badaniach Jumpera
i wsp. [11] oraz Suemitsu i wsp. [39] stezenie zardwno MMP-9,
jak i TIMP-1 (ELISA) byto wieksze u chorych na raka ptuca
w poréwnaniu z grupa kontrolng, ale zaburzona byta tez na-
turalna rownowaga miedzy tymi czynnikami. Z kolei w bada-
niach Xiao i wsp. [37] (ELISA) oraz Ming i wsp. [10] (Western
blotting) stezenie TIMP-1 w osoczu krwi u chorych na raka
ptuca nie réznito sie od obserwowanego w grupie kontrolnej.

Wyniki powyzszych badan pokazuja, ze niezaleznie od te-
go, czy ekspresja/stezenie TIMP-1 byty zwiekszone, czy tez
nie, to indeks MMP-9/TIMP-1 we wszystkich przypadkach
byt podwyzszony. Zwiekszenie stosunku MMP-9/TIMP-1 jest
odzwierciedleniem zaburzenia réwnowagi miedzy synteza
MMP-9 i TIMP-1 przez guz nowotworowy, a tym samym
wskazuje na nasilong aktywnos¢ MMP-9 in vivo.

O ile zwykle stwierdza sie korelacje miedzy MMP-9 (eks-
presja mMRNA lub stezenie/aktywnos¢ enzymu) a stopniem za-
awansowania klinicznego raka ptuca i cechami kliniczno-pa-
tologicznymi [9, 10, 40], o tyle zaleznos¢ ta nie jest tak
oczywista dla TIMP-1. W badaniach Simi i wsp. [9] ekspresja
mMRNA dla TIMP-1 wykazywata korelacje z obecnoscig przerzu-
téw w weztach chtonnych oraz stopniem zaawansowania kli-
nicznego. Z kolei w badaniach Suemitsu i wsp. [39] stezenie
TIMP-1 w surowicy (ELISA) byto wyzsze w grupie z IIl/IV stop-
niem zaawansowania klinicznego niz I/11. Xiao i wsp. [37] za-
obserwowali natomiast, ze stezenie TIMP-1 w osoczu krwi
(ELISA) nie rdznito sie miedzy podgrupa chorych we wczesnych
(131,25 ng/ml) i p6Znych (131,75 ng/ml) stadiach choroby. Réw-
niez w innych badaniach [10, 38] nie stwierdzono korelacji mie-
dzy TIMP-1 a cechami kliniczno-patologicznymi raka ptuca.

W badaniach wtasnych takze nie stwierdzono réznicy w ste-
zeniu TIMP-1 miedzy podgrupami z réznym stopniem zaawan-
sowania klinicznego. Natomiast indeks MMP-9/TIMP-1 w pod-
grupie chorych ze stopniem IlIB—IV byt istotnie wyzszy niz
w podgrupie I-IIIA (odpowiednio 3, 94; 2,69). Podobng zalez-
nos¢ obserwowali Ming i wsp. [10] - stosunek MMP-9/TIMP-1
(ekspresja mRNA) byt wyzszy u chorych w IV stadium niz w II-
—II. Wartosci wskaznikdw w stadium | (3,16), Il (2,27), IlIA (2,33),
poréwnywalne z prawidtowym (2,29) i nizsze niz w stadium
1B (3,49) i IV (4,61) moga sugerowac, ze tylko w poczatko-
wych stadiach choroby nowotworowej aktywnosé MMP-9
i TIMP-1 pozostaja we wzglednej rownowadze. W pdZniejszych
stadiach ta réwnowaga jest przesunieta w strone metalopro-
teinaz.

Pomimo tego, Ze stezenie TIMP-1 u chorych na raka ptu-
ca, inaczej niz MMP-9, nie wykazywato w badaniach wta-
snych charakteru progresywnego wraz z zaawansowaniem
choroby, to stwierdzono dodatnia korelacje miedzy tymi czyn-
nikami, r=0,385. W badaniach Gouyer i wsp. [38] wspdtczyn-
nik korelacji miedzy mRNA dla MMP-9 i TIMP-1 wynosit
r=0,423. Istnienie korelacji Swiadczy wiec o tym, ze w nie-
ktorych przypadkach wiekszemu stezeniu MMP-9 towarzy-
szy wyzsze stezenie TIMP-1. Na podstawie ryc. 1. wida¢, ze
zaleznos¢ ta dotyczy gtéwnie stezen nizszych. To moze z ko-
lei sugerowac istnienie skutecznej obrony przed proteolitycz-
nym dziataniem enzymow tylko przy nizszych stezeniach
MMP-9, w poczatkowych stadiach choroby.

TIMP-1 jest takze badany [38, 40-42] w aspekcie przy-
datnosci rokowniczej w raku ptuca. Czas od zakonczenia le-
czenia do nawrotu choroby nowotworowej jest krotszy
w przypadku chorych z mniejszym stezeniem TIMP-1.
W zwiazku z tym TIMP-1 jest rozwazany jako niezalezny
czynnik prognostyczny u chorych na raka ptuca.

Whioski

W pdZniejszych stadiach raka ptuca rownowaga miedzy
MMP-9 i TIMP-1 jest zaburzona, a tym samym efektywna ak-
tywnosé MMP-9 jest zwiekszona.
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