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Udziat metaloproteinaz macierzy
pozakomorkowej w transformacji prawidtowych
melanocytéw w komorki czerniaka ztosliwego
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The role of extracellular matrix metalloproteinase in the transformation of normal melano-

cytes into melanoma cells
Abstract

The most common localisation of melanoma is skin, however it may also occur within oral mu-
cosa, eyeball, and brain. Melanoma results from carcinogenic transformation of normal melano-
cytes and may originate in pigment changes or de novo in normal skin. The occurrence and growth
of melanoma are due to both genetic predispositions and environmental factors, especially UV

radiation [1, 2].

The process of transformation of melanocytes into dysplastic cells, and further into melanoma
cells with radial spread without metastatic tendencies as well as vertical spread with possible me-
tastases, is multistage. It requires changes in: signal transduction patterns, proliferative activity,

migration ability, and ability of cancer cells to destroy the extracellular matrix (ECM).

Extracellular matrix metalloproteinases are enzymes capable of destruction of three-dimensional
ECM structure, therefore enable the migration of cancer cells. The disturbance of the interactions
between cells in the primary lesion together with the ability to transform and destroy structural
barriers of the ECM as well as intensified mobility of cancer cells determine its further infiltration

to the surrounding tissues, carcinogenic cells migration and distant metastases [3].

During the transformation of normal melanocytes into melanoma cells the expression of extracel-
lular matrix metalloproteinases changes between the consecutive stages of cancer development.
Vertical growth and the formation of metastases requires strict cooperation between melanoma
and normal skin cells since during the first stages of infiltration keratinocytes and fibroblasts pro-
duce extracellular matrix metalloproteinases [4, 5, 6]. Their expression may be regulated by the
tumour itself due to melanoma cells ability to produce EMMPRIN (extracellular matrix metal-
loproteinase inducer). This factor stimulates fibroblasts surrounding cancer to synthesise extracel-

lular matrix metalloproteinases [7].
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The role of extracellular matrix metalloproteinases in the cancer invasion is determined by some
mechanisms influencing the expression and activation of these enzymes, substrate specificity of
each extracellular matrix metalloproteinase, their influence on cytokine net, growth factors, and
mutual interactions between cells and the extracellular matrix surrounding them [3].
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Wprowadzenie

Czerniak zlosliwy MM (melanoma malignum) jest jednym z najgrozniejszych no-
wotwordéw wystepujacych u cztowieka, a zachorowalno$¢ na niego z kazdym rokiem
wzrasta [1]. Przyczyna rozwoju czerniaka zlosliwego jest transformacja nowotwo-
rowa melanocytéw umiejscowionych w skdrze, blonach $luzowych i naczynidéwce
oka. Najczesciej czerniak rozwija sie de novo z prawidtowych melanocytéw naskor-
ka [2] lub znamionowych komoérek melanocytarnych, wystepujacych w naskorku
lub skorze wlasciwej (3, 4].

Melanocyty naskérka wystepuja gtéwnie migdzy keratynocytami warstwy pod-
stawnej ($rednio na 10 keratynocytéw przypada 1 melanocyt) [5, 6]. Melanocyty
wraz z keratynocytami tworza tzw. jednostki melanocytarne. Jednostka melanocy-
tarna sklada sie z 1 melanocytu i okoto 35 keratynocytéw, do ktorych transportowa-
na jest melanina [5, 7].

Keratynocyty kontrolujg wzrost melanocytéw i ich funkcjonowanie za pomoca
skomplikowanego systemu parakrynnych czynnikéw wzrostu i czasteczek adhezyj-
nych. W rozwoju czerniaka obserwowane sg zmiany na poziomie interakcji komor-
kowych. Zmiany wystepujace w szlakach sygnatowych i ekspresji genéw prowadza
do zaburzen na poziomie interakcji komoérkowych, zmian w potencjale proliferacyj-
nym melanocytéw i przyczyniajg si¢ do przeksztalcenia melanocytéw w inwazyjne
komorki czerniaka. Powstajace komorki nowotworowe uwalniajg sie spod kontroli
keratynocytéw w wyniku obnizenia liczby receptoréw istotnych dla interakeji z ke-
ratynocytami, wzrostu liczby receptoréw i czasteczek sygnatowych, ktére nie wy-
stepuja w melanocytach, ale sg wazne dla interakcji miedzy komorkami czerniaka
oraz miedzy komdrkami czerniaka i fibroblastami lub komdrkami srédbtonka oraz
w wyniku utraty polaczenia z warstwa podstawng naskorka przez zaburzenia eks-
presji integryn [8].

Etiopatogeneza

Czerniak jest najzlosliwszym nowotworem skory. Przyczynia si¢ do 75% zgonow
chorych na nowotwory zlosliwe skory [9]. Najwyzszy odsetek chorych odnotowu-
je si¢ wérod rasy biatej w Australii (zachorowalno$¢ wynosi 25/100 tys. mezczyzn
136/100 tys. kobiet) i w USA (gléwnie Kalifornia, Floryda, Hawaje, zachorowalno$¢:
2,4/100 tys. os6b), a takze w Norwegii [9, 10].
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Na transformacje prawidlowych melanocytéw w inwazyjne komorki czerniaka
majg wplyw zaréwno predyspozycje genetyczne, jak i czynniki srodowiskowe. Mu-
tacje w genach odpowiedzialnych za proliferacje i apoptoze, zmiany epigenetyczne
[11], wytwarzanie autokrynnych czynnikéw wzrostu, utrata zdolnosci do adhezji
- to czynniki, ktére wywoluja zmiany w szlakach przekazywania sygnatéw w mela-
nocytach i uwalniaja je spod $cistej kontroli keratynocytow [8].

Gléwnymi czynnikami zwiekszajacymi ryzyko zachorowania na czerniaka sa:
nadmierna ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe (UV) i oparzenia stonecz-
ne w dziecinstwie, zwlaszcza do 12 roku zycia [12], obecnos$¢ znamion melanocyto-
wych wrodzonych a zwlaszcza dysplastycznych FAMMM (familial atypical multiple
mole-melanoma), ciezkie oparzenia stoneczne przebyte w dziecinstwie, I lub II fo-
totyp skory (wg klasyfikacji Fitzpatricka), rodzinne wystepowanie czerniaka MLM
(familial melanoma) [13], stany immunosupresji nabytej lub wrodzonej oraz state
draznienie mechaniczne lub chemiczne skdry. Ponadto wymienia si¢: wiek, obec-
noé¢ i liczba znamion dysplastycznych (wykazujacych atypie cytologiczng) [14]
i wrodzonych oraz piegéw, tuszczyce [12], wezedniejsze wystepowanie u danej oso-
by czerniaka [12] lub raka skoéry oraz genetycznie uwarunkowang chorobe Xeroder-
ma pigmentosum, spowodowang defektem endonukleazy, enzymu bioracego udzial
w naprawie DNA [9].

W 5-10% przypadkéw zachorowan na czerniaka pewna role odgrywaja predys-
pozycje dziedziczne, dotyczace mutacji w chromosomach 1, 2, 3,6, 7, 9, 10, 11. Naj-
czedciej sg to delecje fragmentéw chromosoméw w rejonach 1p36, 6q, 9p21. Muta-
cji tych nie zidentyfikowano u wszystkich czlonkéw rodzin, w ktorych wystepowat
ten nowotwor, np. mutacje genu p16 (znanego jako CDKN2A, INK4A lub MTS1)
lezacego w rejonie 9p21 [15, 16]. Mutacje dotycza najczesciej gendw supresorowych
i majg charakter recesywny. Konsekwencja mutacji jest powstawanie biatek nieak-
tywnych lub zahamowanie syntezy bialek, np. mutacje genéw szlakéw p16-CDK4-
Rb [17] i ARF-HDM2-p53 [18], p19/INK4d, p15/INK4b. Mutacje protoonkogenéw
powoduja najczesciej uniezaleznienie od mechanizméw kontrolnych komérki, ak-
tywujac kaskade przekazywania sygnalu. Pojawiaja si¢ najczesciej w protoonkoge-
nach ras [19] i B-raf [20] i majg zazwyczaj charakter dominujacy, np. mutacje c-met,
c-kit, c-fos, c-myc, ras [15].

Jednym z najbardziej znaczacych czynnikéw ryzyka jest rodzinna historia cho-
roby. Czerniak jest zwigzany z czterema zespolami dziedzicznymi: czerniakiem
rodzinnym (MLM), zespotem znamion dysplastycznych (FAMMM), czerniakiem
rodzinnym z rakiem trzustki FAMMM-PC (familial atypic multiple mole melano-
ma-pancreatic carcinoma syndrome) i czerniakiem z gwiazdziakiem lub innymi no-
wotworami centralnego ukladu nerwowego MA (melanoma-astrocytoma syndro-
me, melanoma and neural system tumor syndrome). Przynajmniej 10% chorych na
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czerniaka podaje w wywiadzie zachorowanie w pierwszym lub drugim pokoleniu
[21].

Najwazniejszym czynnikiem zewnetrznym warunkujacym rozwdj czerniaka jest
promieniowanie UV. Bariere ochronng przed promieniowaniem stanowi melanina.
Osoby majace wiekszo$¢ barwnika brazowo-czarnego (eumelaniny), zapadaja na
czerniaka znacznie rzadziej niz osoby o jasnej karnacji, skorze w ktérych dominuje
feomelanina. Melanogeneza moze by¢ aktywowana (melanogeneza fakultatywna)
przez promieniowanie ultrafioletowe, hormony i miejscowy stan zapalny. Wsrod
hormonéw najwieksze znaczenie majg melanokortyna a-MSH (melanocyte stimu-
lating hormone) oraz ACTH (adrenocorticotropic hormone). Melanokortyna a-MSH
i ACTH po zligandowaniu receptora melanokortyny MCI1R (melanocortin receptor)
na melanocytach, pobudzajg ekspresje MITF (microphthalmia-associated transcrip-
tion factor) i w konsekwencji melanogeneze [22].

Promieniowanie UVB (zakres 290-320 nm) jest pochlaniane przez DNA na-
skérkowych melanocytéw, i moze powodowaé powstawanie fotoproduktéw w ob-
rebie DNA (cyklobutanowe dimery pirymidyny). Mutacje te moga prowadzi¢ do
transformacji nowotworowej melanocytéw. W warunkach prawidtowych s3 one
wycinane przez uktad enzymatyczny NER (nucleotide exccision repair) [9]. Komor-
ki, ktérych genom zostal uszkodzony przez promieniowanie UV w stopniu unie-
mozliwiajagcym naprawe zwykle podlegaja apoptozie w mechanizmie zaleznym od
genu p53. Jednakze komarki oporne na apoptoze moga przezywac i dawac poczatek
klonom kumulujacym mutacje. Z takich klonéw droga kolejnych selekcji rozwi-
jaja si¢ komorki dysplastyczne, a nastepnie komérki nowotworowe [23]. Promie-
niowanie UVB dziala immunosupresyjnie przez zaburzenie wytwarzania Il-2 przez
komorki Langerhansa naskérka. UVA (320-400 nm) jest mniej mutagenne, gdyz
w niewielkim stopniu jest absorbowane przez DNA, cho¢ ma wigksza energie i prze-
nika glebiej, az do skdéry wilasciwej. Powoduje powstanie reaktywnych rodnikéw
tlenowych uszkadzajacych materiat genetyczny, blony komoérkowe i inne struktu-
ry. Przez niszczong warstwe ozonowa atmosfery przenika coraz wiecej UVC, ktoére
réwniez przyczynia si¢ do kancerogenezy [9].

Diagnostyka czerniaka

Z diagnostycznego punktu widzenia najwazniejsze sa objawy charakterystyczne dla
czerniaka, ktére usystematyzowano w formie skal diagnostycznych.

System ABCD(E) zostal zaproponowany przez Amerykanskie Towarzystwo
Nowotworowe. System ten opiera si¢ na punktowej ocenie parametréw zmiany bar-
wnikowej:

A (Asymetry) — asymetria ksztattu,
B (Border) — nieregularno$¢ brzegu zmiany (nieréwne, postrzepione, gubigce si¢

w skorze) lub nieostre granice,
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C (Colour) - réznorodny kolor (od jasnobrazowego po czarny, nieréwnomierny
rozklad barwnika, punktowy brak barwnika),

D (Diameter) — $rednica powyzej 6 mm,

E (Elevation) — wystepowanie uszkodzen naskérka i zmian w rzezbie powierzchni
(powierzchnia zmiany wyniosta ponad poziom naskérka, nieréwna, z obecnymi
owrzodzeniami).

System Glasgow jest oparty na skali siedmiopunktowej, ktdrej poszczegolne ele-
menty moga wskazywa¢ na rozpoczecie transformacji nowotworowej:

1 — zmiana rozmiaru,

2 - zmiana ksztaltu,

3 - zmiana koloru,

4 - obecno$¢ stanu zapalnego,

5 - obecno$¢ sgczenia lub krwawienia,

6 — obecnos¢ objawdéw subiektywnych, takich jak przeczulica, $wiad,

7 - $rednica zmiany powyzej 7 mm.

Histopatologiczna ocena zlosliwosci czerniaka obejmuje dwie metody: Breslowa

i Clarka. Klasyfikacja Clarka opiera si¢ na ocenie glebokosci naciekania w kolejne

warstwy skory, ale nie uwzglednia grubosci poszczegélnych warstw. Klasyfikacja

Breslowa opiera si¢ na pomiarze grubosci nacieku (warto$¢ podawana w milime-

trach przy uzyciu okularu mikrometrycznego, mierzac od warstwy ziarnistej na-

skérka do najglebiej potozonej czesci zmiany nowotworowej [24].

Gtowne czynniki rokownicze

Zespot gtéwnych czynnikéw rokowniczych opiera si¢ na systemie TNM, tzn. ocenie
parametréw guza pierwotnego — tumor (T), obecnos¢ przerzutéw do regionalnych
wezléw chtonnych - nodes (N), przerzuty odlegte — metastases (M). W 2002 r. Ame-
rican Joint Committee on Cancer opracowal nowy, obecnie obowiazujacy system
TNM. Klasyfikacja ta stosowana jest w polaczeniu z oceng glebokosci naciekania
skory wedtug pigciostopniowej skali Clarka i czterostopniowej skali Breslowa [24].

Zmiany kliniczne i molekularne w czerniaku

Rozwdj czerniaka skory jest wynikiem wzajemnego oddzialywania szkodliwych
czynnikéw egzogennych oraz zmian endogennych ufatwiajacych powstawanie no-
wotworu. Czerniak moze rozwina¢ si¢ z melanocytéw pochodzacych ze znamion
lub z melanocytéw zdrowej skory.

Na poziomie zmian klinicznych obowigzuje model zaproponowany przez Clar-
ka, ktéry zaklada stopniowe przeksztalcanie si¢ melanocytéw w komorki dyspla-
styczne, a nastepnie w komorki atypowe. Etapy rozwoju prowadzacego od zmiany
fagodnej do uogélnionego czerniaka obejmuja kolejno: znami¢ nabyte zwykte lub
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znami¢ wrodzone, znami¢ dysplastyczne, czerniaka pierwotnego w fazie wzrostu
powierzchniowego (radialnego), czerniaka pierwotnego w fazie wzrostu glebokiego
(wertykalnego) oraz czerniaka przerzutowego [8].

Postacie kliniczne czerniaka ztosliwego

Wyréznia si¢ kilka postaci klinicznych czerniaka ztosliwego: czerniaka wywodzace-
go sie ze zlosliwej plamy soczewicowatej, czerniaka szerzacego si¢ powierzchownie,
czerniaka guzkowego, czerniaka na cze¢s$ciach akralnych, czerniaka fozyska paznok-
cia, czerniaka bton sluzowych oraz czerniaka desmoplastycznego.

Czerniak wywodzacy sie ze ztosliwej plamy soczewicowatej LMM (lentigo malig-
na melanoma) rozwija si¢ obrebie zlosliwej plamy soczewicowatej. Posta¢ ta stanowi
4-10% wszystkich przypadkow czerniaka zlosliwego. Charakteryzuje sie¢ wolnym
przebiegiem i stabg dynamika wzrostu. Zwykle umiejscawia si¢ na twarzy (nos, po-
liczki). Moze takze pojawiac si¢ takze na grzbietowej czeéci dioni i goleniach. Obja-
wem zlosliwej transformacji jest niewielkie nacieczenie lub pojawianie si¢ drobnych
guzkow.

Czerniak szerzacy sie powierzchownie SSM (superficial spreading melanoma)
jest najczestsza odmiang, gdyz stanowi az 70% wszystkich przypadkéw. Wystepu-
je na konczynach dolnych u kobiet i na tutowiu u mezczyzn. Przedstawia si¢ jako
zmiana lekko uniesiona, miejscami plaska, szerzaca si¢ obwodowo o réznorodnym
zabarwieniu. Obecnos¢ odbarwien $wiadczy o samoistnej regresji nowotworu.

Czerniak guzowaty NMM (nodular melanoma) stanowi 15-30% wszystkich
przypadkéw i najczesciej powstaje na skorze niezmienionej. Wystepuje w postaci
ciemnych plaskowyniostych guzkéw, umiejscowionych na tulowiu, glowie i szyi.
Czgéciej wystepuje u mezczyzn. Wykazuje wzrost wertykalny, przez co jest uwazany
za najbardziej ztosliwg posta¢. W 5% przypadkéw moze wystapic jako posta¢ bez-
barwnikowa (melanoma amelanoticum).

Czerniak umiejscowiony na czeéciach akralnych ALM (acral lentiginosum me-
lanoma) wystepuje rzadko u rasy bialej, gdyz stanowi tylko 2-8% wszystkich przy-
padkoéw. Jest natomiast najczestszg postacia czerniaka u ludzi rasy czarnej. Umiej-
scawia sie na dloniach i podeszwach w postaci duzej zmiany o hiperkeratotycznej
powierzchni. Zmiany zaawansowane niejednokrotnie wrzodzieja.

Podtypem czerniaka umiejscawiajacego si¢ na czesciach akralnych jest czerniak
tozyska paznokcia (subungual melanoma). Czerniak fozyska paznokcia najczesciej
umiejscawia si¢ pod plytka paznokciowa kciuka lub palucha. Zauwazalnym obja-
wem jest bragzowe lub czarne przebarwienie fozyska paznokcia, zwykle umiejsco-
wione w czesci proksymalnej, ktdre nastepnie przechodzi na obwod, zajmujac skore
wokdt paznokcia.

Czerniak bton §luzowych (mucosal melanoma) wystgpuje na btonach sluzowych
jamy ustnej i czerwieni wargowej, ale moze pojawic si¢ rowniez na zewnetrznych
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narzadach plciowych, odbycie, cewce moczowej i w przelyku. Pod wzgledem obra-
zu klinicznego odpowiada postaci akralne;j.

Czerniak desmoplastyczny DM (desmoplastic melanoma) charakteryzuje sie
przerostem tkanki tacznej i naciekaniem komorek nowotworowych wzdtuz ner-
wow, przez co jest tez okreslany jako czerniak neurotropowy. Obraz kliniczny nie
jest charakterystyczny, a rozpoznanie ustala si¢ na podstawie badania histopatolo-
gicznego.

Ponadto wyrdézni¢ mozna czerniaka neurotropowego, narzadéw plciowych,
czerniaka okolic odbytu [2].

Pod wzgledem zréznicowania komdrek czerniaka w stosunku do prawidtowych
melanocytéw wyrézniamy czerniaka melanotycznego i amelanotycznego. Czerniak
melanotyczny (melanoma melanoticum) wykazuje podobienstwo w stosunku do
prawidlowych melanocytéw pod wzgledem zréznicowania. Zaréwno prawidlowe
melanocyty, jak i czerniak melanotyczny wytwarzajg melanine. Natomiast komoérki
czerniaka amelanotycznego (melanoma amelanoticum) nie wytwarzaja melaniny,
co wskazuje na mniejszy stopien zréznicowania komorek, a tym samym wieksza
ztosdliwos¢ [25].

Przerzutowanie — mechanizmy, enzymy proteolityczne
i degradacja macierzy pozakomérkowe;j

W przebiegu progresji nowotworu czes¢ komoérek moze nabywa¢ fenotyp inwazyj-
ny, ktdéry charakteryzuje sie zdolnoécia do przerzutowania. O tworzeniu przerzu-
tow decyduja takie cechy komorek, jak: aktywnos¢ proteolityczna komorek nowo-
tworowych, ich zdolnosci migracyjne, aktywnos¢ proliferacyjna oraz zdolnos¢ do
neowaskularyzacji. Powstanie wtdrnych ognisk nowotworowych jest spowodowane
wedréwka komorek nowotworowych. Uwolnione z guza dokonujg inwazji otacza-
jacych tkanek: przekraczajg blong podstawna, a nastepnie warstwe komorek $rod-
blonka naczyn krwiono$nych. Wnikaja do $wiatla naczyn i kolejno przez $ciang
naczyn dostaja si¢ do tkanek, w ktorych powstaja ogniska wtdrne, jako wynik pro-
liferacji i angiogenezy.

Wydzielanie przez komérki nowotworowe réznych enzymoéw proteolitycznych,
gléwnie metaloproteinaz macierzy pozakomoérkowej (MMPs) i aktywatoréw pla-
zminogenu umozliwia degradacje sktadnikéw macierzy pozakomorkowej przez co
komorki sg zdolne do przekraczania btony podstawnej i do przenikania przez $cia-
ny naczyn krwionosénych i limfatycznych.

Krytycznym procesem zaréwno dla wzrostu guza pierwotnego, jak i wtor-
nych ognisk nowotworowych jest angiogeneza. W miare wzrostu guza dochodzi
do hipoksji komoérek nowotworowych. Powstate niedotlenienie indukuje czynnik
transkrypcyjny HIF-1 (hypoxia inducible factor), ktéry pobudza transkrypcje genu
czynnika wzrostu $rédblonka naczyn VEGF (vascular endothetial growth factor).
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Czynnik ten stymuluje migracje komorek $rédbtonka naczyn w kierunku guza,
proliferacje oraz formowanie nowych naczyn krwiono$nych.

Proces przekraczania przez komérki nowotworowe blony podstawnej i warstwy
srodblonka naczyn wymaga aktywacji wielu enzymow proteolitycznych: metalopro-
teinaz macierzy, proteinaz serynowych oraz proteinaz systemu plazminy. Najwaz-
niejsza proteaza serynowg jest plazmina. Powstaje ona dzigki aktywacji plazmino-
genu przez system aktywatora plazminogenu PAS (plazminogen activation system).
PAS zawiera dwie proteinazy serynowe (urokinazowy aktywator plazminogenu uPA
oraz tkankowy aktywator plazminogenu tPA), receptor dla urokinazowego aktywa-
tora plazminogenu uPAR oraz dwa inhibitory PAI-1 i PAI-2. Plazmina charaktery-
zuje si¢ zdolnoscig degradacji sktadnikéw macierzy pozakomdrkowej: fibronektyny,
lamininy i proteoglikanéw. Bierze udziat w aktywacji proenzymoéw metaloproteinaz
proMMPs, cytokin, a takze moze indukowa¢ angiogeneze. W warunkach fizjolo-
gicznych wystepuje réwnowaga pomiedzy aktywatorami i inhibitorami plazmino-
genu. Natomiast w przypadku nowotworéw obserwuje si¢ wzrost poziomu aktywa-
toréw, podobnie jak i receptora urokinazowego aktywatora uPAR.

Wplyw na inwazyjno$¢ i przerzutowanie maja zmiany wlasciwosci adhezyjnych
oraz wzrost zdolnosci do migracji. Ruchliwoé¢ jako jedna z cech fenotypu zlosli-
wego komorki nowotworowej wplywa na jej zdolnos¢ do migracji. Ruchliwosé¢ ko-
morek jest spowodowana zmianami w obrebie struktury cytoszkieletu budowanego
przez mikrofilamenty sktadajace si¢ gtéwnie z aktyny. Migracja komoérek podlega
inicjacji pod wplywem czynnikéw sygnatowych, tj. cytokin, hormonéw. Konse-
kwencja dziatania r6znych czynnikéw molekularnych, p-arrestyny, kinazy 3-fosfa-
tydyloinozytolu, jest polimeryzacja i rozgalezienie wiokien aktyny oraz formowanie
pseudopodiow.

Czasteczki adhezyjne CAM (cell adhesion moleculles) sa istotnymi w procesie mi-
gracji komorek. Nalezace do czasteczek adhezyjnych integryny stanowig receptory
elementéw macierzy pozakomoérkowej ECM ( extracellular matrix) i moga wiazac
si¢ z kolagenem, witronektyng i fibronektyna. Pelnig takze funkcje przekaznikéw
sygnaléw do wnetrza komorki. Polaczenie integryn z biatkami ECM lub z innymi
czasteczkami adhezyjnymi wplywa na wzrost i migracje komdrek. Zaburzenie gli-
kozylacji integryn wptywa na zmiane wlasciwo$ci adhezyjnych, migracyjnych oraz
wzrostu inwazyjnosci.

Komorki nowotworowe moga wykazywaé pewne preferencje do tworzenie og-
nisk wtérnych w okreslonych narzadach. Jest to zwigzane z chemotaksja komorek
do cytokin wytwarzanych w odpowiednich narzadach. Przykladem moze by¢ in-
tegryna avp3, ktora pelni role w adhezji komoérek czerniaka podczas kolonizacji
wezléw chionnych.

Kadheryny stanowig grupe czasteczek powierzchniowych istotnych dla procesu
przerzutowania i inwazyjnosci nowotworéw. Dobrze poznano E-kadheryne, P-kad-
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heryne i N-kadheryna. E-kadheryna i P-kadheryna sa odpowiedzialne za prawidlo-
wa adhezje komdrek nablonkowych, natomiast N-kadheryna ulega ekspresji tylko
w tkankach plodowych, a takze w komérkach nowotworu.

Angiogeneza, jako proces tworzenia nowych naczyn z srédblonka naczyn juz
istniejacych jest niezbedna dla wzrostu ogniska nowotworowego. Do czynnikéw
stymulujacych neoangiogeneze naleza: zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow
(bFGF), czynnik wzrostu hepatocytéw (HGF), czynnik martwicy nowotworu
(TNE), transformujacy czynnik wzrostu (TGFp-1), ptytkopochodny czynnik wzro-
stu (PDGF), angiogenina, interleukina 8 oraz naczyniowo-srédblonkowy czynnik
wzrostu (VEGF). VEGF moze wigzac si¢ z proteoglikanami macierzy pozakomor-
kowej oraz z mitogenami.

Ekspresja VEGF wzrasta w nowotworach ztosliwych, a jego ekspresja jest sprze-
zona ze wzrostem mikrounaczynienia. Hipoksja zwigksza wytwarzanie VEGF przez
komorki nowotworowe. Pofaczenie VEGF z receptorami ulegajacymi ekspresji na
komorkach $rodbtonka naczyn prowadzi do zwigkszenia przepuszczalnosci naczyn
oraz migracje komorek §rédbtonka w kierunku guza. W konsekwencji dochodzi do
rozwoju sieci naczyn krwiono$nych zaopatrujacych komdrki nowotworowe [26].

Metaloproteinazy macierzy pozakomorkowej

Metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej MMPs (extracellular matrix metallo-
proteinases) to enzymy nalezace do rodziny endopeptydaz o masie czasteczkowej od
28 do 92 kDa. Enzymy te majg podobny schemat budowy i zawieraja w swojej cza-
steczce atom cynku (metaloenzymy). MMPs degraduja prawie wszystkie skfadniki
macierzy pozakomorkowej ECM, takie jak kolageny, fibronektyny, lamininy oraz
inne proteoglikany i glikoproteiny, uczestniczac w wielu procesach fizjologicznych
i patologicznych [27].

MMP sktadajg sie z kilku domen o réznej funkeji, wydzielane sa w formie laten-
tnej jako proenzymy (proMMP). Odciecie propeptydu powoduje aktywacje enzy-
mu [28].

Obecnie MMP dzieli si¢ na 8 odrebnych grup: kolagenazy (MMP-1/kolagenaza-1,
MMP-8/kolagenaza-2, MMP-13/kolagenaza-3, MMP-18/kolagenaza-4), zelatyna-
zy (MMP-2/zelatynaza A, MMP-9/zelatynaza B), stromielinazy lub stromielizyny
(MMP-3/stromielizyna-1, MMP-10/stromielizyna-2, MMP-11/stromielizyna-3),
matrylizyny (MMP-7, MMP-26), metaloelastazy (MMP-12), metaloproteinazy
transblonowe (MMP-14/MT1-MMP, MMP-15/MT2MMP, MMP-16/MT3MMP,
MMP-17/MT4MMP, MMP-23, MMP-24/ MT5MMP, MMP-25/MT6MMP), ena-
mielizyny (MMP-20) i pozostate metaloproteinazy (MMP-19, MMP-21, MMP-22,
MMP-27, MMP-28) [29].

Kolagenazy degraduja kolagen widkienkowy (gléwnie kolagen I, II i III), ze-
latynazy rozkltadajg zdenaturowany kolagen i kolagen typu IV, stromielizyny od-
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powiedzialne sg za degradacje skladnikéw macierzy pozakomdrkowej, takich jak
laminina, fibronektyna, witronektyna, proteoglikany oraz niektdre typy kolagenu,
matrylizyny natomiast rozktadajg fibronektyne, kolagen IV i fibrynogen. Rola meta-
loproteinaz transblonowych jest aktywacja innych metaloproteinaz podczas trans-
portu przez blone¢ komoérkowa do srodowiska pozakomorkowego dzigki domenie
zakotwiczajacej MT-MMP w blonie komérkowej [29].

Struktura metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej

Metaloproteinazy sa wytwarzane przez wiele rodzajéow komorek: fibroblasty,
leukocyty, monocyty, makrofagi, granulocyty oboje¢tnochtonne, komérki $rod-
blonka i komérki nowotworowe. W komorkach syntetyzowane s w formie pre-
proenzymow, a nastepnie uwalniane do przestrzeni pozakomorkowej w postaci
proenzymow.

Metaloproteinazy sa aktywne w $rodowisku obojetnym lub lekko zasadowym
w obecnosci jonéw wapnia [30]. W swej budowie zawierajg 2 atomy cynku, z ktd-
rych jeden pelni role katalityczna, a drugi strukturalna.

Metaloproteinazy macierzy pozakomorkowej charakteryzujg si¢ struktura do-
menow3 [31]. Domeny charakterystyczne dla catej rodziny metaloproteinaz wyste-
pujace w kazdym enzymie to peptyd sygnalowy, propeptyd oraz domena katalitycz-
na [28]. Sekwencja sygnatowa znajduje si¢ na koncu fancucha z grupa aminowa
i odpowiada za uwalnianie proenzymu z siateczki srodplazmatycznej do macierzy
pozakomdrkowej poprzez cysterny aparatu Golgiego [30]. Propeptyd jest zbudo-
wany z 80 aminokwasow. W jego budowie wyroznia si¢ sekwencje PRCG(V/N)PD
(Pro- Arg- Cys- Gly- (X)- Pro- Asp- Val), wewnatrz ktérej znajduje sie cysteina. Jej
zadaniem jest wigzanie atomu cynku, przez co enzym pozostaje w stanie nieaktyw-
nym [30, 32]. Domena katalityczna zbudowana jest z 170 aminokwaséw. Zawiera
w swej budowie miejsce aktywne. W jego obrebie wystepuje sekwencja aminokwa-
sow HEXXHXXGXXH, ktora zawiera trzy czasteczki histydyny wigzace atom cyn-
ku. Metaloproteinazy MMP-7 i MMP-28 zbudowane s3 z najkrotszego tancucha
polipeptydowego, dlatego zawieraja w swej strukturze tylko trzy podstawowe do-
meny: sekwencje sygnatows, propeptyd oraz domene katalityczng. Pozostate meta-
loproteinazy zawieraja dodatkowo domene hemopeksynopodopna, ktéra decyduje
o wigzaniu bialek macierzy pozakomoérkowej, a takze uczestniczy w aktywacji i in-
hibicji enzymow.

Poszczegélne grupy metaloproteinaz zawieraja w swojej strukturze swoiste do-
meny decydujace o konkretnych wlasciwosciach [30].

Domena katalityczna i domena C-konicowa s oddzielone regionem zawiaso-
wym (hinge) o zréznicowanej strukturze i dtugo$ci. Region zawiasowy pelni funkcje
tacznika i decyduje o specyficznosci substratowej kolagenaz i stromielizyn.
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Zelatynazy w obrebie domeny katalitycznej zawieraja fragment fibronektynopo-
dobny, ktéry odpowiada za wigzanie enzymu z elastyng i kolagenem. Dodatkowo
zelatynaza B posiada takze fragment wigzacy kolagen typu V [30, 31].

Metaloproteinazy blonowe zawierajg domeng transblonowa umozliwiajaca za-
kotwiczenie w bonie komdrkowej [31]. Charakteryzuja si¢ takze wraz z stromielizy-
n3-3 (MMP-11) obecnoscig domeny furynopodobnej, ktéra odpowiada za aktywa-
cje enzymu jeszcze przed jego sekrecja [30, 31]. Jest to zwigzane z rozpoznawaniem
tej domeny przez furynoproteaze podczas poczatkowego etapu aktywacji.

Metaloproteinazy MMP-21 oraz MMP-22 charakteryzuja si¢, poza obecnoscia
domeny transblonowej, regionami bogatymi w proline i domeng podobnag do re-
ceptora interleukiny-1 [31].

Aktywacja metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej

Aktywnos¢ MMPs regulowana jest na kilku poziomach. Ekspresja wigkszosci MMP
podlega regulacji na poziomie transkrypcji przez czynniki wzrostu, cytokiny, hor-
mony, interakcje komoérka-komoérka, komérka-macierz pozakomodrkowa oraz
czynniki fizyczne, miedzy innymi promieniowanie UV [33].

Regulacja ekspresji gendw metaloproteinaz

Zwigkszenie aktywnosci metaloproteinaz moze by¢ osiaggane przez wzrost poziomu
transkrypcji genéw. Najwazniejsza role w tym procesie spetnia czynnik AP-1 (acti-
vator protein-1), ktory taczy si¢ ze specyficzng sekwencjag DNA w promotorowym
regionie genu MMP i stymuluje proces transkrypcji genéw niektérych metalopro-
teinaz [30, 31, 32].

Inne czynniki transkrypcyjne: AP-2 (activator protein-2), Ets, Sp-1, Egrl wraz
z kolagenem typu I, integrynami i estrogenami takze moga indukowa¢ ekspresje
genéw metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej [8].

Na ekspresje genéw MMP wptywajg réwniez skladniki macierzy pozakomoérko-
wej. Wykazano, ze ekspresje genéw MT1-MMP i MMP-2 zwigksza kolagen typu I,
a laminina, kolagen typu IV oraz fibronektyna ja zmniejszaja.

Hamowanie ekspresji gendw metaloproteinaz moze zachodzi¢ réwniez przez
wigzanie czynnika transkrypcyjnego AP-1 przez inne biatka, co powoduje blokowa-
nie jego zdolnosci do aktywacji transkrypcji genéw. Podobny mechanizm dziatania
wykazuja hormony tarczycy, progesteron i androgeny w kompleksach ze swoistymi
receptorami jadrowymi oraz glukokortykoidy i kwas retinowy, ktéry dodatkowo
hamuje ekspresje genéw c-jun i c-fos kodujacych podjednostki AP-1 [31].

Ekspresja genéw niektérych biatek z rodziny MMPs w fibroblastach moze by¢
indukowana przez bialko obecne w blonie komdrek nowotworowych - czynnik
indukujacy metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej EMMPRIN (extracellu-
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lar matrix metalloproteinase inducer) [27]. EMMPRIN jest glikoproteing o masie
czasteczkowej 58 kDa, zlokalizowang po zewnetrznej stronie blony komdrkowe;.
Wiegkszos¢ proteaz wykorzystywanych przez komoérki nowotworowe w procesach
inwazji jest wytwarzana przez inne komorki (m.in. fibroblasty). Przy pomocy biatka
EMMPRIN komoérki nowotworowe moga regulowac ekspresje MMP wydzielanych
przez prawidlowe komorki [34].

Aktywacja proenzymow metaloproteinaz macierzowych

Metaloproteinazy sa wydzielane przez komorki do przestrzeni zewnatrzkomarko-
wej w formie proenzymu (latentnej, jako proMMP), w ktérym cynk w centrum
aktywnym jest zablokowany przez polaczenie z grupa tiolowa cysteiny w propep-
tydzie. Propeptyd zawiera sekwencje PRCGXPDV (Pro, Arg, Cys, Gly, X, Pro, Asp,
Val), ktora jest zachowana w toku ewolucji w calej rodzinie biatek MMPs. Aktywa-
cja polega na odstonigciu jonu cynku przez odciecie propeptydu. Aktywacja proen-
zymu moze zachodzi¢ w sposdb autokatalityczny lub przy udziale blonowych MMP
(MT-MMP, metaloproteinaz macierzy typu blonowego; membrane type matrix
metalloproteinases). W pierwszym przypadku wigzanie Cys-Zn zostaje przerwane
przy udziale enzymoéw proteolitycznych. Kolejnym krokiem jest autokatalitycz-
ne odcigcie propeptydu. W drugim przypadku proenzym jest aktywowany przez
MT-MMP.

MT-MMP tworza potrdjne kompleksy z biatkami TIMP-2 (tissue inhibitors of
metalloproteinases) i proMMP. MT-MMP dziala tu jako receptor dla czasteczki
TIMP-2. Dopiero MT-MMP z przylaczong czasteczka TIMP-2 staje si¢ receptorem
dla proMMBP, ktdra przylacza si¢ do niego przy pomocy domeny C-koncowej [27].

Tkankowe inhibitory metaloproteinaz TIMPs

Aktywno$¢ metaloproteinaz podlega regulacji przez tkankowe inhibitory metalo-
proteinaz macierzy pozakomorkowej TIMPs (tissue inhibitors of matrix metallopro-
teinases) [23].

Aktywno$¢ MMPs zalezy od aktywnosci transkrypcji genéw MMPs, ale réwniez
od stosunku, w jakim wystepuja aktywne enzymy i tkankowe inhibitory metalopro-
teinaz TIMPs (tissue inhibitors of matrix metalloproteinases). Wyrodznia sie cztery
typy tkankowych inhibitoréw metaloproteinaz macierzy (TIMP-1, 2, 3, 4), z kto-
rych kazdy charakteryzuje si¢ specyficznoscia dziatania wobec okreslonych MMPs.
Tkankowe inhibitory metaloproteinaz sg wydzielane przez te same komorki, ktére
wydzielaja MMP [28]. TIMPs wykazujg dwukierunkowe dziatanie wobec metalo-
proteinaz. Moga hamowa¢ proces aktywacji nie dopuszczajac do przeksztalcenia
proMMP w MMP, badz inhibowa¢ metaloproteinazy juz aktywowane poprzez two-



Udziat metaloproteinaz macierzy pozakomérkowej w transformaciji.. 123

rzenie z nimi kompleksu (MMP-TIMP) [35]. Tworzgc kompleks tacza sie wigza-
niem niekonwalencyjnym z MMP w stosunku 1:1.

TIMPs zawierajg 12 reszt cysteinowych, tworzacych 6 mostkéw disiarczkowych.
Charakteryzuja si¢ takze zawarto$cig 6 petli polipeptydowych [32].

W budowie tkankowych inhibitoréw metaloproteinaz mozna wyrézni¢ dwie
domeny: N-konicowa i C-konicows. Laczac sie z MMP domena N-konicowa blokuje
mozliwo$¢ odlaczenia N-koncowego fragmentu MMP, a tym samym uniemozliwia
odslonigcie centrum aktywnego. W ten sposéb TIMPs blokuja aktywacje proMMP
(32, 36].

Domena C-konicowa TIMPs wykazuje mozliwo$¢ do taczenia si¢ z hemopek-
synopodobnym fragmentem MMP, prowadzac do powstania kompleksu MMP-
TIMP [28].

W tkankach najbardziej rozpowszechnione sg TIMP-1 i 2. Wykazuja dzialanie
antyangiogenne przez hamowanie proliferacji komoérek $rodbtonka [36]. Ponadto
reguluja wzrost i migracje komorek [35].

TIMP-1 jest rozpuszczalng glikoproteing wydzielang przez wigkszos¢ komoérek
[12]. Jego domena C-koncowa wykazuje wigksze zdolnosci do wigzania z MMP-9
[32]. TIMP-2, bedacy rozpuszczalnym biatkiem, jest produkowany przez fibrobla-
sty 1 komorki $rédblonka [28]. Wykazuje wigksze powinowactwo do wigzania si¢
z domeng hemopeksynopodobng MMP-2 [32]. TIMP-2 ma zdolnos$¢ blokowania
MMP-2 i MMP-3 faczac si¢ z nimi domeng C-konicows. Dziala cytostatycznie na
komorki nowotworowe, zamykajac je w sieci kolagenu $rédmiazszowego [36].
W malych stezeniach tworzy z MMP-14 na powierzchni komdrek m.in. kompleks
czerniaka. Ten kompleks dziala jako receptor dla proMMP-2. Kolejna czasteczka
MMP-14 przeksztalca posta¢ nieaktywng w zaktywowang MMP-2 [35]. Dzialanie
TIMP nie ogranicza si¢ do hamowania MMP [32]. TIMP-3 wykazuje mozliwo$¢
indukowania apoptozy w komdrkach czerniaka [35].

Hamowanie aktywno$ci MMPs przez TIMPs nie polega tylko na ograniczaniu
progresji zmian nowotworowych. TIMP-1 oraz TIMP-2, niezaleznie od swoich wtas-
ciwosci inhibicji MMPs, moga pobudza¢ wzrost réznych typéw komorek. TIMP
biora ponadto udzial w regulowaniu migracji komdrek, w hamowaniu angiogenezy
czy nawet, w zalezno$ci od rodzaju komorek, indukowaniu lub przeciwdziataniu ich
programowanej $mierci [33].

Udziat metaloproteinaz w procesie powstawania
przerzutdw nowotworowych

W inwazji nowotworu i procesie powstawania przerzutéw istotna role odgrywa
migracja komoérek nowotworowych. Warunkiem niezbednym w migracji komoérek
jest degradacja macierzy pozakomorkowej przez metaloproteinazy [37].
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Migracja komoérek nowotworowych moze by¢ wzmozona poprzez nadekspresje
MMP, podczas gdy nadekspresja TIMP lub zastosowanie inhibitoréw MMP powo-
duje zmniejszenie migracji.

Regulacja wydzielania i lokalizacja MMP zalezy od typu migracji komérek no-
wotworowych. Istnieja dwa typy migracji komoérek: przemieszczanie si¢ pojedyn-
czych komérek lub w grupie. Pierwszy typ migracji obserwowany jest podczas in-
wazji nowotwordw hematopoetycznych, takich jak biataczka lub chloniak, a takze
w przypadku miesaka. Natomiast migracja grupy komdrek nowotworowych utrzy-
mujacych kontakt pomiedzy sobg obserwowana jest czgsto w czasie inwazji komo-
rek nowotworowych dobrze lub umiarkowanie zréznicowanych, na przyklad raka
szyjki macicy i czerniaka zto$liwego [30].

Proces powstawania przerzutéw nowotworowych zwigzany jest z proteoliza
blony podstawnej naczyn oraz skladnikéw macierzy pozakomdrkowej, regulacja
wzrostu guza zar6wno w miejscu pierwotnym, jak i w miejscu powstania przerzutu
[38].

W rozwoju nowotworu i w powstawaniu odleglych przerzutéw niezwykle waz-
ng role spelnia proces angiogenezy, czyli tworzenia nowych naczyn krwionosnych.
Wykazano, ze nowotwdr bez dodatkowych naczyn krwionosnych moze osiagnaé
$rednice okoto 1-2 mm, natomiast do dalszego wzrostu miejscowego i do rozsiewu
potrzebuje skladnikéw odzywczych dostarczanych przez naczynia krwionosne.

Angiogeneza jest $cisle regulowana przez uktad stymulatoréw i ihibitoréw, a roz-
poczyna si¢ od uwolnienia proteaz rozkladajacych blone podstawng oraz macierz
pozakomdrkows [30].

Metaloproteinazy uczestnicza w procesie przemieszczania si¢ komdrek nowo-
tworowych przez bariery macierzy pozakomoérkowej, a takze w modulowaniu syg-
natéw oddzialujacych na transformacje komorek, czynniki wzrostu, angiogeneze
i apoptoze [38].

Metaloproteinazy poprzez laczenie si¢ z bialkiem wigzacym insulinopodobny
czynnik wzrostu ILGF-BP (insulin-like growth factor-binding protein), uwalnia-
ja sam czynnik ILGF (insulin-like growth factor), wptywaja na wydzielanie trans-
membranowych czynnikéw wzrostu. MMP moga takze hamowa¢ wzrost komoérek
raka uwalniajac czynnik TGF-P [39]. Metaloproteinazy hamujg takze reakcje im-
munologiczng organizmu przeciwko komérkom nowotworowym przez niszczenie
receptorow dla interleukiny-2 na limfocytach T [29].

Zdolno$¢ przerzutowania i inwazji tkanek zdrowych jest wyznacznikiem ztosli-
wosci nowotworu. Cechy markeréw przerzutowania wykazuja takze metaloprotei-
nazy, a wérdd nich zelatynazy [37].
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Metaloproteinazy macierzy w czerniaku

Metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej maja swoj udzial w rozwoju czerniaka
skory [23]. W przebiegu nowotworu komorki czerniaka wykazujg ekspresje MMP-
1,2,9,13, 14 oraz TIMP-1, 2, 3 [28]. Ekspresja MMPs nie jest stala we wszystkich
stadiach przebiegu nowotworu. W fazach zmian zaawansowanych (naciekania) ob-
serwuje si¢ podwyzszong ekspresje MMP-1, 2, 13 i 14 oraz TIMP-1 i 3, z czego
w przypadku przerzutéw dominuja MMP-2 i 14 oraz TIMP-2. Natomiast ekspresja
MMP-9 ogranicza si¢ do wczesnych faz czerniaka [35]. Ekspresja MMPs moze by¢
regulowana takze przez sam nowotwor. Wynika to ze zdolnosci komoérek czernia-
ka do produkgji czynnika EMMPRIN. Czynnik ten pobudza fibroblasty otaczaja-
ce nowotwor do syntezy MMPs [28]. Ekspresja czynnika EMMPRIN jest jednak,
podobnie jak ekspresja MMP-9, ograniczona do fazy szerzenia si¢ powierzchowne-
go [35].

Udzial aktywnych MMP w progresji zmian nowotworowych nie ogranicza si¢
jedynie do wzmozonej degradacji strukturalnych sktadnikéw ECM [33]. Metalo-
proteinazy macierzy moga uwalnia¢ immunoregulujace molekuty, takie jak cytoki-
ny i czynniki wzrostu i/lub ich receptory z blon komoérkowych i z kompleksowych
polaczen z ECM, zwiekszajac w ten sposob ich dostepnoé¢ i potegujac dzialanie,
tak jak w przypadku TGF-f [40]. Metaloproteinazy macierzy moga takze rozkta-
da¢ cytokiny i czynniki wzrostu, na przyktad IL-1p. Te same cytokiny, ktére moga
wplywa¢ na ekspresje MMP, moga takze ulec enzymatycznym przemianom pod
wplywem MMP [33].

Podsumowanie

Aktywno$¢ MMP w zdrowych komorkach jest precyzyjnie regulowana na poziomie
transkrypcyjnym i potranskrypcyjnym. Natomiast w tkankach nowotworowych
metaloproteinazy wytwarzane sg w duzych ilo$ciach przez pobudzone komorki
zrebu otaczajacego nowotwdr. Obecnie poszukuje si¢ metod, ktore pozwolilyby na
wykrycie przedprzerzutowego stadium zmian komorek transformowanych nowo-
tworowo.

Wezesne wykrywanie komorek transformowanych nowotworowo umozliwia
wdrozenie takich metod terapeutycznych, ktére zwiekszaja prawdopodobienstwo
wyleczenia lub wydluzaja czas przezycia.

Batimastat (BB-94) jest zwigzkiem hydroksamatowym dzialajacym przez che-
latowanie jonéw cynku, blokujac w ten sposob centrum aktywne metaloprotei-
naz. Jest silnym, ale malo swoistym inhibitorem MMP-1, 2, 3, 7 i 9. W badaniach
na mysim modelu czerniaka lek ten wykazuje hamujace dzialanie na tworzenie
przerzutow.
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Marimastat (BB2516) jest réwniez niskoczgsteczkowym syntetycznym inhibito-
rem MMP. Jego dzialanie polega na blokowaniu cynku w centrum aktywnym meta-
loproteinaz, hamujac w ten sposéb aktywnos¢ MMP-1, 2,71 9.
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