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Ekspresja metaloproteinaz MMP-1, MMP-9 oraz tkankowego inhibitora
metaloproteinazy TIMP-1 w przypadkach raka endometrium
oraz rozrostéw btony sluzowej jamy macicy

Expression of metalloproteinases MMP-1 and MMP-9 and tissue inhibitor of metalloproteinases TIMP-1
in cases of endometrial carcinoma and endometrial hyperplasia
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Streszczenie

Nadmierna aktywacja proteolizy zewnatrzkomérkowej, zwigzana z zaburzeniami regulacji aktywnosci me-
taloproteinaz (MMPs), obserwowana jest w wielu inwazyjnych chorobach nowotworowych.

Cel pracy: Poréwnanie ekspresji metaloproteinazzMMP-1i MMP-9 oraz tkankowego inhibitora metaloprote-
inazy TIMP-1 w komérkach raka endometrium oraz tagodnego rozrostu btony sluzowej jamy macicy.

Materiat i metody: Z 500 prébek pobranych z jamy macicy kobiet hospitalizowanych w | Katedrze Ginekolo-
gii i Potoznictwa Uniwersytetu Medycznego w todzi do obecnej analizy wybrano 24: 12 przypadkéw raka endo-
metrium oraz 12 rozrostu endometrium bez cech atypii.

Wyniki: Ekspresja MMP-1, MMP-9 oraz TIMP-1 byta wyzsza u pacjentek z rakiem endometrium w poréwna-
niu z przypadkami rozrostu. Réznice miedzy grupami byty znamienne statystycznie. W wiekszosci przypadkéw
raka endometrium aktywnosé TIMP-1 byta mata.

Dyskusja: Wyniki autoréw wskazujg na istotny wptyw interakcji pomiedzy MMPs oraz TIMPs na potencjat
inwazyjny raka endometrium.

Stowa kluczowe: endometrium, rak endometrium, rozrost endometrium, macierzowe metaloproteinazy,
tkankowe inhibitory metaloproteinaz

Summary

Excessive extracellular proteolysis attributable to abnormally high matrix metalloproteinases (MMPs)
activities, is observed in many invasive neoplasms.

Objective: The aim of our study was to compare the expression of matrix metalloproteinases MMP-1, MMP-
9 and tissue inhibitors of metalloproteinases TIMP-1 in the glandular compartment of endometrial cancer cells
and in hyperplastic endometrial cells without atypia.

Material and methods: Out of the total of 500 specimens from the uterine cavity, obtained from women
who have undergone D&C in the First Institute of Obstetrics and Gynecology Medical University of Lodz, we
have selected twenty four: twelve cases of endometrial carcinoma and twelve — of hyperplasia without atypia.

Results: MMP-1, MMP-9 oraz TIMP-1 expression was higher in endometrial carcinoma group in comparison
to endometrial hyperplasia group. The differences were statistically significant. In most of the cases of
endometrial carcinoma TIMP-1 activity was small.
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Discussion: Our results suggest that interaction between MMPs and TIMPs may play important role in

invasive processes of endometrial carcinoma.

Key words: endometrium, endometrial cancer, hyperplastic endometrium, matrix metalloproteinases,

MMPs, tissue inhibitors of metalloproteinases, TIMPs

Rak endometrium jest najczesciej wystepujacym no-
wotworem ztosliwym u kobiet w krajach najbardziej roz-
winietych gospodarczo. Nalezy on do najczesciej wyste-
pujacych nowotworéw ztosliwych w Polsce. Zapadal-
nos¢ na ten nowotwér w naszym kraju wykazuje
tendencje wzrostowe. Rak endometrium rozwija sie naj-
czesciej u kobiet w okresie pomenopauzalnym. Ponizej
40. roku zycia wystepuje rzadko [1, 2]. Grupy kobiet
obarczone zwiekszonym ryzykiem wystapienia raka en-
dometrium s3 znane. Do chwili obecnej nie udato sie
opracowa¢ metod skryningowych, pozwalajacych
na wczesne wykrywanie tego nowotworu. Nadal podsta-
wowe znaczenie ma wystapienie nieprawidtowego
krwawienia z drég ptciowych, ktére prowadzi do wyty-
zeczkowania jamy macicy [1-5].

Metaloproteinazy (matrix metalloproteinases

— MMPs) naleza do rodziny enzymoéw proteolitycznych

macierzy. Wykazuja zdolnos¢ degradacji przynajmniej

jednego ze sktadnikow macierzy. Macierz zewnatrzko-
morkowa (extracellular matrix — ECM) stanowi gesta
sie¢ r6znorodnych biatek i polisacharydéw, wypetniaja-
cych przestrzeh zewnatrzkomérkowa w tkankach. Spet-
nia ona w organizmie funkcje zaréwno strukturalne, jak

i regulacyjne. Aktywnosé MMPs w zdrowych komérkach

jest precyzyjnie regulowana na poziomie transkrypcyj-

nym i potranskrypcyjnym. Tkankowe inhibitory metalo-
proteinazy (TIMPs) odgrywaja wazna role w regulacji ak-
tywnosci macierzowych metaloproteinaz.

Metaloproteinazy, w zaleznosci od ich indywidual-
nych witasciwosci in vitro w stosunku do swoistosci wo-
bec substratébw mozna podzieli¢ na:

1. Kolagenazy (MMP-1, MMP-8), ktére swoiscie rozcze-
piaja kolagen gtéwnie typu |, I, Ill.

2. Zelatynazy (MMP-2, MMP-9) — o degradujacym dziata-
niu wobec kolagenu typu IV w btonach podstawnych
kolagenu typéw V i VIl oraz zelatyn.

3. Stromielizyny — mogace powodowac rozktad sktadni-
kéw ECM: fibronektyny, lamininy i proteoglikany oraz
kolagenu typu IV w btonach podstawnych.

4. Metaloproteinazy btonowe (membrane type — MMPs-
-MT-MMPs), ktore aktywujg niektére prometaloprote-
inazy (proMMPs), MT1-MMP i MT2-MMP, mogg réw-
niez degradowac niektére sktadniki EMC [6-14].

W warunkach fizjologicznych metaloproteinazy re-
guluja procesy rozwoju ptodu, warunkuja homeostaze
organizmu, odgrywaja bardzo waznga role w procesach
gojenia, przebudowie tkanek i angiogenezie. Nadmierna
aktywacja proteolizy zewnatrzkomérkowej, zwigzana
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z zaburzeniami regulacji aktywnosci MMPs, obserwowa-
na jest w wielu chorobach nowotworowych, w proce-
sach miazdzycowych, owrzodzeniach, w zapaleniu sta-
wow [7, 8, 10, 15-18]. Jedng z cech komérek nowotwo-
row ztosliwych, pozwalajaca na inwazje, jest
wytwarzanie enzyméw proteolitycznych. Umozliwiaja
one pokonywanie barier fizycznych, jakie znajduje
na swojej drodze komérka nowotworowa. Jedna z takich
barier jest macierz zewnatrzkomérkowa. Degradacja
sktadnikéw ECM zachodzi dzieki aktywnosci wielu enzy-
mow proteolitycznych, wérdd ktérych wazna grupe sta-
nowia metaloproteinazy. Tworzg one jeden system pro-
teolityczny wraz z ich inhibitorami — TIMPs. Ich dziatanie
jest Scisle zwigzane z regulacja ekspresji kodujacych je
gendéw. Metaloproteinazy nasilaja inwazje nowotworu
przez ich zaangazowanie w degradacje zewnatrzkomor-
kowej macierzy oraz w proces wzrostu komorek, a takze
naptyw czynnikéw wzrostu i cytokin (7, 9, 10, 12, 17].

Cel pracy

Poréwnanie ekspresji metaloproteinaz  MMP-1
i MMP-9 oraz tkankowego inhibitora metaloproteinazy
TIMP-1 w komoérkach raka endometrium oraz tagodnego
rozrostu btony sluzowej jamy macicy.

Materiat i metody

Z 500 prébek pobranych z jamy macicy kobiet hospi-
talizowanych w | Katedrze Ginekologii i PotoZnictwa
Uniwersytetu Medycznego w todzi do obecnej analizy
wybrano 24: 12 przypadkéw raka endometrium oraz 12
tagodnego rozrostu endometrium.

Przy uzyciu technik immunohistochemicznych oce-
niano ekspresje MMP-1, MMP-9 i TIMP-1. Zastosowano
przeciwciata monoklonalne przeciwko MMP-1, MMP-9
i TIMP-1 pozyskane od myszy, wyprodukowane przez
Novocastra, zgodnie z protokotem. W badaniach wyko-
rzystano mikroskop MICROPHOT-FXA firmy NIKON oraz
Multi Scan Base V 8.08 firmy Computer Scanning Sys-
tem Ltd. Prébki oceniano uzywajac powiekszenia 400
razy. Intensywnos¢ ekspresji biatek MMP-1, MMP-2
i TIMP-1 byta liczona pétilosciowo zgodnie ze skala:

0 — brak ekspresji

1- mata ekspresja

2 —srednia ekspresja
3 —duza ekspresja.



PRZEGLAD MENOPAUZALNY 6/2006

Analiza statystyczna

Analize statystyczna zebranych danych przeprowa-
dzono przy uzyciu programu SYSTAT (wersja 5.03 SYSTAT
Inc., Evaston, Illinois, USA licencja nr DA021594). Uzyto
testu Kruskala-Wallisa oraz testu Manna-Whitney’a. Ko-
relacja miedzy grupami byta badana przy uzyciu testu
Persona. Pod uwage brano wyniki, dla ktérych znamien-
nos¢ statystyczna wynosita p<0,05.

Wyniki

U wszystkich pacjentek z rakiem endometrium wy-
kryto ekspresje biatka MMP-1. U 75% kobiet w tej grupie
stwierdzono duza badz srednia ekspresje. W wiekszosci
przypadkéw rozrostu endometrium nie stwierdzono
ekspresji MMP-1 (ryc. 1.). R6znice miedzy grupami byty
znamienne statystycznie (p<0,005).

We wszystkich przypadkach raka endometrium wy-
kryto ekspresje MMP-9. U 75% kobiet w tej grupie
stwierdzono duza ekspresje biatka MMP-9. U pacjentek
z tagodnym przerostem endometrium wykazano
w wiekszosci przypadkow mata ekspresje MMP-9 (ryc.
2.). R6znice miedzy grupami byty znamienne statystycz-
nie (p<0,005).

U wiekszosci pacjentek z rakiem endometrium wy-
kazano mata ekspresje TIMP-1. W wiekszosci przypad-
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Ryc. 1. Rozktad intensywnosci ekspresji biatka MMP-1 u pa-
cjentek z rozrostem btony $luzowej jamy macicy i rakiem en-
dometrium

kow rozrostu endometrium nie w stwierdzono ekspresji
biatka TIMP-1. Réznice miedzy grupami byty znamienne
statystycznie (p<0,005).
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Ryc. 2. Rozktad intensywnosci ekspresji biatka MMP-9 u pa-
cjentek z tagodnym rozrostem endometrium i rakiem endome-
trium
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Ryc. 3. Intensywnos¢ ekspresji biatka TIMP-1 u pacjentek z ta-
godnym rozrostem endometrium i rakiem endometrium
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Dyskusja

Inwazja wielu komérek nowotworowych jest uta-
twiona przez degradacje zewnatrzkomérkowej macierzy
przez biatka z rodziny MMPs. Ekspresja MMP-1 zostata
wykazana na przyktad w nowotworach gtowy i szyi. Eks-
presja MMP-9 koreluje z ekspresjg MMP-1 [(19].

Wyniki badaf prowadzonych na komérkach no-
wotworowych in vitro i in vivo sugeruja, ze potencjat
inwazyjny nowotworu moze by¢ zalezny od interakgcji
MMP-TIMP, gdzie przewaga aktywnosci wybranych
MMP zwieksza 6w potencjat, a nadmiar biatek TIMP
zmniejsza lub znosi inwazyjnos¢. Jednym z mechani-
zmoéw regulacji aktywnosci MMP jest hamowanie ak-
tywnosci przez biatka TIMP Dotychczas znane s3 4 ge-
ny kodujace biatka, okreslane jako TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 i TIMP-4. Czgsteczki TIMP-1 i TIMP-2 tworza
niekowalencyjne kompleksy z biatkami MMP w sto-
sunku molowym 1:1. Chociaz zaréwno TIMP-1, jak
i TIMP-2 hamuja aktywnos¢ wszystkich MMP. Okazuje
sie, ze TIMP-2 ma wieksze powinowactwo do MMP-2
i MMP-9 niz TIMP-1, natomiast TIMP-1 ma 2 razy wiek-
sze powinowactwo do MMP-1 niz TIMP-2. W wielu
chorobach nowotworowych obserwuje sie zmiane po-
ziomu ekspresji nastepujacych metaloproteinaz:
MMP-1, MMP-2, MMP-3 oraz MMP-9, ktérej konse-
kwencja jest zmiana poziomu kodowanego biatka.
Podwyzszony poziom tych biatek jest skorelowany
z krétszym okresem bez nawrotu choroby i krétszym
czasem przezycia u chorych na rézne nowotwory.
TIMP-1 i TIMP-2 wiaza sie z proMMP-9 i proMMP-2,
przez co blokuja inwazje potencjalnych komérek nowo-
tworowych in vitro i przerzutéw in vivo. Poszerzenie wie-
dzy o roli biatek MMP i TIMP w procesach inwazji nowo-
tworéw moze przyczynié sie do rozwoju terapii opartych
na dziataniu przeciwinwazyjnym [7-10, 17, 19, 20].

W kilku pracach odnotowano wptyw MMPs na roz-
woj gruczotowego raka endometrium [20, 21]. W bada-
nych przez nas prébkach raka endometrium w wiekszo-
ci przypadkéw wykazano duza badz Srednia ekspresje
MMP-1 i MMP-9, w przeciwienstwie do pacjentek,
u ktérych rozpoznano rozrost endometrium, gdzie naj-
czesciej obserwowano mata ekspresje MMP-1
i MMP-9, badz jej brak. W kilku pracach [9, 10, 20, 21]
wykazano, ze ekspresja MMP-9 koreluje z histopatolo-
gicznym stopniem ztosliwosci nowotworu oraz jego
zdolnoscig do tworzenia przerzutéw odlegtych. W na-
szych analizach wykazano, ze ekspresja TIMP-1 u ko-
biet z rakiem endometrium jest mata. U wiekszosci pa-
cjentek z rozrostem endometrium bez cech atypii eks-
presji TIMP-1 nie stwierdzono. Nasze wyniki wskazuja
na istotna role interakcji MMPs oraz TIMPs na poten-
cjat inwazyjny raka endometrium.

Zrealizowano w ramach grantu KBN nr 507-11-266
oraz pracy wtasnej nr 502-11-202.
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