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Ocena ekspresji i wartoSci prognostycznej
metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej —1, -2 i -9 w raku krtani

Wioletta Pietruszewska!, Jozef Kobos?, Tomasz Durko!,
Anna Murlewska!, Katarzyna Bojanowska-Pozniak!

Wstep. W procesie wzrostu i inwazji oraz powstawania przerzutow nowotworow zilosliwych niezbedne jest trawienie
sktadnikow macierzy pozakomorkowej (extracellular matrix — ECM). W jej degradacji kluczowq rolg odgrywajg
metaloproteinazy macierzy pozakomdorkowej. Udowodniono, ze ekspresja metaloproteinaz jest podwyzszona w wielu
nowotworach zlosliwych a liczne badania sugerujq wartos¢ prognostyczng tych bialek w monitorowaniu przebiegu raka
prostaty, zZolgdka i sutka.

Cel pracy. Celem pracy bylo badanie ekspresji MMP1, MMP2 i MMP9 w raku krtani, ocena zaleznosci tej ekspresji
z cechami klinicznymi i patologicznymi nowotworu oraz okreslenie jej wartosci prognostycznej u pacjentow z rakiem
krtani.

Materiat i metoda. Badaniem objeto 104 chorych na raka krtani, leczonych chirurgicznie, u ktorych okres obserwacji
pooperacyjnej wynosil przynajmniej 5 lat. Wykonano barwienie immunohistochemiczne skrawkow parafinowych preparatow
raka krtani z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych skierowanych przeciwko antygenom MMP1, MMP2 i MMP9 oraz
awidynowo-biotynowo-peroksydazowego systemu detekcji ABC. Ekspresje badanych bialek oceniano ilosciowo, w kazdym
preparacie w 10 polach widzenia przy powiekszeniu 200x.

Wyniki. Metaloproteinazy macierzy pozakomorkowej wykazywaly rozlang cytoplazmatyczng ekspresje w komorkach
nowotworowych oraz pojedynczych komorkach podscieliska. Wszystkie oceniane metaloproteinazy wykazywaly korelacje ze
stopniem histologicznego zroznicowania raka krtani (MMPI1: p=0,012; MMP2: p=0,006; MMP9: p=0,001). Obserwowano
zaleznos¢ miedzy ekspresig MMP2 a przerzutami do wezltow chlonnych (p=0,013). Nowotwory wywodzqce si¢ z glosni
czesciej wykazywaly ujemng ekspresje MMP2 w poréwnaniu z wychodzgqcymi z pozostalych okolic krtani. Zaleznosci te byly
na granicy istotnosci statystycznej (p=0,08). Catkowity czas przezycia chorych byl krétszy w przypadkach z dodatnig ekspresjg
MMP?2 (p=0,042). Zaleznosc miedzy MMP9 a krotszym calkowitym czasem przezycia byla na granicy istotnosci statystycznej
(p=0,07). Nie obserwowano korelacji miedzy catkowitym i wolnym od wznowy czasem przezycia a ekspresjg MMP1.
Wnioski. 1. Wykazano, ze istnieje zaleznos¢ migdzy ekspresjq metaloproteinazy macierzy pozakomorkowej-2 a cechami
klinicznymi i patologicznymi raka krtani. Ponadto stwierdzono, ze ekspresja tego biatka ma wartos¢ rokowniczq u chorych
z rakiem krtani, a analiza wieloczynnikowa wykazala, ze jest to wskaznik prognostyczny, niezalezny od innych cech
klinicznych i patologicznych nowotworu. 2. Mimo stwierdzenia istnienia zaleznosci miedzy ekspresjq metaloproteinaz
macierzy pozakomorkowej-1 i -9 a cechami klinicznymi i patologicznymi raka krtani, nie wykazano znaczenia rokowniczego
tych bialek u chorych na raka krtani.

Expression and prognostic value
of matrix metalloproteinases -1, -2 and -9 in laryngeal cancer

Introduction. Degradation of extracellular matrix (ECM) is important in tumor growth, invasion and metastasizing.
Matrix metalloproteinases (MMPs) are key enzymes in the process of digesting ECM components. Increased expression of
MMPs has been observed in various cancers and many researches suggested their prognostic value in prostate, stomach
and breast cancers. The aim of the research was to examine MMP-1, MMP-2 and MMP-9 expression in laryngeal cancer;
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to evaluate association of this expression and clinicopathological features of laryngeal cancer and to assess their prognostic
value in patients with laryngeal cancer.

Material and method. 104 patients with laryngeal cancer, who underwent surgical treatment were included in the study.
Only cases with at least a 5-year follow-up were included. Immunohistochemical studies were performed on formaldehyde-
fixed, paraffin embedded sections by using monoclonal antibodies against TIMP-2 antigen and ABC detection system.
Results. MMPs expression was cytoplasmatic, mainly in cancer cells, but also in some stromal cells. All examined MMPs
correlated with grading (MMP-1: p=0.012; MMP-2: p=0.006; MMP-9: p=0.001). An association between MMP-2 and
nodal metastases has been observed (p=0.013). Neoplasms originating from the glottis were more often found to be negative
for MMP-2 than others and this correlation was statistically borderline (p=0.08). We found that tumors expressing MMP-2
were significantly associated with a poor prognosis. Patients with MMP-2 positive expression had shorter overall survival
(p=0,049). Overall survival was also shorter in cases with positive MMP-9 expression. This correlation was statistically
borderline (p=0.07).

Conclussions. Presented data suggest that there is a correlation between MMP-2 expression and clinocopathological
features of laryngeal cancer. Moreover, the survival analysis revealed that this protein is a significant prognostic parameter
in patients with laryngeal cancer. In spite of the existence of a correlation between MMP-1 and MMP -9 expression and the
clinicopathological features of laryngeal carcinoma the survival analysis has revealed no prognostic impact of these factors

in patients with laryngeal cancer.

Stowa kluczowe: MMP1, MMP2, MMP?Y, rak krtani, czynniki prognostyczne
Key words: MMP1, MMP2, MMP?Y, laryngeal cancer, prognostic factors

Wstep

Rak krtani jest najczestszym nowotworem ztosliwym re-
gionu glowy i szyi. Mimo coraz doskonalszych metod dia-
gnostycznych i terapeutycznych jest on nadal w wickszosci
przypadkow rozpoznawany dopiero w zaawansowanym
stadium, a przezycia 5-letnie chorych z tym nowotworem
nie przekraczaja 50%, w zwiazku z czgstym wystgpo-
waniem przerzutow do wezlow chtonnych oraz wznowy
miejscowej lub weztowej [1]. Udowodniono, ze wzrost
i inwazja nowotwordw zlosliwych oraz powstawanie prze-
rzutOw sa procesami wieloetapowymi, w ktorych niezbed-
ne jest trawienie skladnikoéw macierzy pozakomdrkowe;j
(extracellular matrix — ECM). W degradacji ECM klu-
czowa role odgrywa grupa zaleznych od cynku i wapnia
endopeptydaz, nazywanych metaloproteinazami macierzy
pozakomorkowej (matrix metalloproteinases — MMPs).
Mozna je podzieli¢ na pig¢ gtéwnych grup, wsrdd ktdrych
wymieni¢ nalezy: kolagenazy, stromelizyny, zelatynazy,
metaloproteinazy blonowe oraz metaloproteinazy nie-
sklasyfikowane [2]. Aktywno$¢ metaloproteinaz jest regu-
lowana przez wiele czynnikéw na poziomie transkrypcji
i translacji, a szczegllng role w tym procesie odgrywaja
specyficzne tkankowe inhibitory metaloproteinaz [3].

MMP1 jest jednym z enzymoOw z grupy kolagenaz.
Jej podstawowa cecha jest zdolno§¢ do rozkladania struk-
turalnych kolagendéw typu I, 11 i III, ktore sa podstawo-
wym sktadnikiem budulcowym macierzy pozakomorko-
wej. Z tego wzgledu wydaje si¢, ze kolagenazy nie biorag
udzialu w poczatkowych stadiach nowotworzenia. Dopie-
ro po przekroczeniu bariery bfony podstawnej inwazja
do otaczajacych tkanek wymaga udzialu tych enzymow.
Z tego powodu wysnuto przypuszczenie, ze kolagenazy
mozna traktowaé jako markery progresji nowotworéw
[4,5].

MMP2 i MMP9 naleza do grupy zelatynaz. Sa one
odpowiedzialne przede wszystkim za rozklad niefibrylar-
nych kolagenéw, gtéwnie typu IV, ale rowniez kolagenow

fibrylarnych, zelatyny, fibronektyny, elastyny, agrekanu,
anaktyny [6]. Ze wzgledu na zdolnos¢ do trawienia kola-
genu typu IV, ktora prowadzi do przerwania ciagloSci
blony podstawnej, podnosi si¢ ich istotna rol¢ we wzroscie
i inwazji nowotworow oraz powstawaniu przerzutow.

Udowodniono, ze ekspresja metaloproteinaz jest
podwyzszona w wielu nowotworach zloSliwych, a liczne
badania sugeruja ich wartoS¢ prognostyczng. Dotyczy to
migdzy innymi raka prostaty, zotadka, sutka oraz nowo-
tworow glowy i szyi [7-12]. Z tego wzgledu podjeto probe
oceny ekspresji metaloproteinaz w raku krtani.

Cel pracy

Celem pracy bylo badanie ekspresji MMP1, MMP2
1 MMP9 w raku krtani, ocena zaleznoSci tej ekspresji od
cech klinicznych i patologicznych nowotworu oraz okre-
Slenie jej wartoSci prognostycznej u pacjentéw z rakiem
krtani.

Material i metoda

Badaniem obj¢to 104 chorych na raka krtani, leczonych chi-
rurgicznie w Klinice Otolaryngologii UM w Lodzi w latach
1996-2000, u ktorych okres obserwacji pooperacyjnej wynosit
przynajmniej pie¢ lat. Charakterystyke badanej grupy chorych
przedstawiono w Tabeli 1.

Material do badan stanowily preparaty raka krtani,
utrwalone w 10% formalinie i zatopione w bloczki parafino-
we. Badania immunohistochemiczne przeprowadzono wediug
metody immunoperoksydazowej, z zastosowaniem monoklonal-
nych przeciwcial skierowanych przeciwko antygenom MMP1,
MMP2 i MMP9 (NCL-MMP1, -MMP2, -MMP9, Novocastra).
Obecnos¢ badanych biatek oceniano iloSciowo w komorkach
nowotworowych, obliczajac indeks. Za ekspresj¢ dodatnia uzna-
no obecno$¢ pozytywnego odczynu cytoplazmatycznego w >10%
komorek, a za ekspresj¢ ujemng w <10% komoérek nowotwo-
rowych. Wyniki oceny immunohistochemicznej zestawiono
z cechami klinicznymi i stopniem histologicznego zréznicowania
raka krtani. Analizy statystycznej uzyskanych wynikéw dokonano
przy uzyciu pakietu statystycznego STATISTICA 8.0. Za zna-
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Tab. I. Charakterystyka badanej grupy chorych na raka krtani

(n=104)
Liczba
Cecha chorych %

Pte¢ Kobiety 10 9,6%

Mgzczyzni 94 90,4%
Wiek Do 65 lat 77 74,0%

Powyzej 65 lat 27 26,0%
Unmiejscowienie Pigtro gorne 12 11,5%

Pigtro Srodkowe 32 30,8%

Pietro dolne 2 1,9%

Pigtro gorne i srodkowe 38 36,5%

Pigtro srodkowe i dolne 6 5,8%

Tizy pigtra 14 13,5%
Wielkos¢ guza T1 19 18,3%
w krtani T2 14 13,5%

T3 28 26,9%

T4 43 41,3%
Przerzuty do NO 73 70,2%
regionalnych weztow  \q 10 9.6%
chionnych

N2 17 16,3%

N3 4 3,9%
Wznowa miejscowa  Obecna 7 6,7%

Brak 97 93,3%
Wznowa weztowa Obecna 13 12,5%

Brak 91 87,5%
Stopien Gl 16 15,4%
zrOznicowania G2 72 69.2%
histologicznego

G3 16 15,4%

mienne statystycznie uznano warto$ci p<0,05. Dla cech mierzal-
nych obliczono Srednig arytmetyczng i mediang oraz oceniono
ich wewnetrzne zroznicowanie, podajac odchylenie standardowe
i zakres ich wartosci. Zalezno$¢ mi¢dzy badanymi cechami okre-
§lono z zastosowaniem nieparametrycznego testu chi-kwadrat
o niezalezno$ci zmiennych lub nieparametrycznego testu chi-
kwadrat o niezalezno$ci zmiennych z poprawka Yates’a.

Prawdopodobienstwo catkowitego i wolnego od wznowy
czasu przezycia oceniono przy uzyciu metody Kaplana-Meiera
estymacji funkcji przezywalnosci, stosujac takze kryterium
podziatu na grupy, jak w ocenie cech klinicznych i patomorfolo-
gicznych. W celu analizy r6znic prawdopodobiefistwa czasu prze-
zycia w tych grupach zastosowano test chi-kwadrat. Caltkowity
czas przezycia oceniano od momentu rozpoznania raka krtani do
zgonu lub ostatniej obserwacji. Czas przezycia wolny od wznowy
obliczano natomiast od momentu rozpoznania nowotworu do
histopatologicznego potwierdzenia wystapienia wznowy wezlo-
wej lub miejscowej. W celu wyodrgbnienia czynnikéw majacych
niezalezny od pozostalych cech klinicznych i patologicznych raka
krtani wplyw na czas przezycia pacjentdw zastosowano analiz¢
wedlug modelu proporcjonalnego hazardu Cox’a.

Wyniki
Sposrod badanych 104 preparatow raka krtani do immu-

nohistochemicznej oceny ekspresji MMP1 zakwalifikowa-
no 93 przypadki. Pozostate preparaty byly niemozliwe do

(©)

Ryc. 1. Obraz mikroskopowy raka krtani z ekspresja MMP1 (1) i MMP9
(3) w licznych komoérkach nowotworowych oraz ekspresja biatka MMP2
(2) w nielicznych komoérkach pod postacig rozlanego odczynu cyto-
plazmatycznego (odczyn immunoperoksydazowy, powigkszenie 200x)

oceny ze wzgledow technicznych, mimo wielokrotnie po-
wtarzanych odczynéw. Oceny ekspresji MMP2 i MMP9
dokonano na 104 preparatach. W kazdym przypadku
obserwowano cytoplazmatyczny odczyn (Ryc. 1).

Rozktad ekspresji badanych biatek w zaleznosci
od cech klinicznych i histologicznych przedstawiono
w Tabeli II.



Tab. I1. Rozklad ekspresji MMP1, MMP2 i MMP9 w zaleznoS$ci od wybranych cech klinicznych i histologicznych nowotworu
u chorych na raka krtani

ekspresja MMP1 ekspresja MMP2 ekspresja MMP9
Cecha p p p

ujemna dodatnia ujemna dodatnia ujemna dodatnia

T1+T2 28 12 16 0,596 33 31 2 0,249 23 10 0,359
(42,9%) (57,1%) (93,9%) (6,1%) (69,7%) (30,3%)

T3+T4 65 21 44 71 56 15 42 29
(32,3%) (67,7%) (78,9%) (21,1%) (59,2%) (40,8%)

NO 64 21 43 0,161 73 62 11 0,013 47 26 0,734
(32,8%) (67,2%) (84,9%) (15,1%) (64,4%) (35,6%)

N1-N3 29 12 17 31 25 6 18 13
(41,4%) (58,6%) (80,6%) (19,4%) (58,1%) (41,9%)

TNM I+ TNM II 28 12 16 0,782 33 31 2 0,282 23 10 0,283
(42,1%) (57,1%) (93,9%) (6,1%) (69,7%) (30,3%)

TNM III+ TNM IV 65 21 44 71 56 15 42 29
(32,3%) (67,7%) (78,9%) (21,1%) (59,2%) (40,8%)

wznowa miejscowa (-) 87 31 56 0,909 97 81 16 0,879 59 38 0,189
(35,6%) (64,4%) (83,5%) (16,5%) (60,8%) (39,2%)

wznowa miejscowa (+) 6 2 4 7 6 1 6 1
(33,3%) (66,7%) (85,7%) (14,3%) (85,7%) (14,3%)

wznowa wezlowa (-) 81 26 55 0,076 91 77 14 0,483 58 33 0,491
(32,1%) (67,9%) (84,6%) (15,4%) (63,7%) (36,3%)

wznowa wezlowa (+) 12 7 5 13 10 3 7 6
(58,3%) (41,7%) (76,9%) (23,1%) (53,8%) (37,5%)

G1 16 10 6 0,012 16 14 2 0,006 15 1 0,001
(62,5%) (37,5%) (87,5%) (12,5%) (93,8%) (6,3%)

G2 61 21 40 72 64 8 46 26
(34,4%) (65,6%) (88,9%) (11,1%) (63,9%) (36,1%)

G3 16 2 14 16 9 7 4 12
(12,5%)  (87,5%0 (56,3%) (43,7%) (25,0%) (75,0%)

razem 93 33 60 104 87 17 65 39
(35,5%) (64,5%) (83,7%) (16,3%) (52,5%) (37,5%)

W zakwalifikowanych do oceny preparatach do-
datnig ekspresje MMP1 stwierdzono u 60 pacjentéw
(64,5%) a ekspresje¢ ujemna u 33 (35,5%). Dodatnig eks-
presje MMP2 obserwowano w 17 przypadkach (16,3%)
a ujemng w 87 (83,7%). Z kolei dodatnia ekspresje
MMP9 stwierdzono w 39 przypadkach (37,5%), nato-
miast ujemna w 65 przypadkach (62,5%).

Stwierdzono istotna korelacj¢ mi¢dzy stopniem
zroznicowania histologicznego raka krtani a ekspresja
badanych biatek (MMP1: p=0,012, MMP2: p=0,006,
MMP9: p=0,001). Dodatnia ekspresj¢ metaloproteinaz
najczesSciej wykazywano w nowotworach nisko zroznico-
wanych (G3).

Obserwowano istotng zalezno§¢ miedzy ekspresja
MMP2 a obecnoScig przerzutéw do weztéw chionnych
(p=0,013). Sposrod przypadkow zakwalifikowanych jako
N3 az 75,0% wykazywalo dodatnig ekspresj¢ badanego
biatka. Nie znaleziono natomiast korelacji miedzy eks-
presja MMP1 i MMP9, a przerzutami w weztach chion-
nych. Nalezy jednak zauwazy¢, ze odsetek komorek
nowotworowych z dodatnia ekspresja MMP9 byt coraz

wyzszy w kolejnych grupach z przerzutami do weziow
chionnych (cecha N1-N3).

Dodatnia ekspresja MMP1 i MMP2 byla czesciej
stwierdzana w przypadku guzéw wywodzacych si¢ z oko-
licy nadgtosniowe;j i okolicy podgio$niowej niz wywodza-
cych si¢ z glosni, jednak nie byly to zaleznoSci znamienne
statystycznie (p>0,05). Guzy wigksze i bardziej zaawan-
sowane (T3/T4, III/IV TNM) cz¢sciej wykazywaly dodat-
nig ekspresj¢ MMP1 i MMP2, w porOéwnaniu z guzami
mniejszymi i 0 nizszym stopniu zaawansowania. Jed-
nakze zaleznoSci te nie osiggaly istotnoSci statystycznej
(p>0,05). W badanej grupie chorych nie obserwowano
zalezno$ci migdzy ekspresja MMP9, a punktem wyjscia
raka i jego lokalizacja w krtani, jak rowniez wielkoScia
guza i stopniem zaawansowania procesu nNOwotworowego
(TNM).

Nie stwierdzono zaleznoSci migdzy ekspresja MMP1,
MMP2 i MMP?9 a picig i wiekiem pacjentéw (p>0,05).
Nie obserwowano rowniez korelacji miedzy dodatniag
ekspresja badanych bialek, a wystapieniem w przebiegu
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Ryc. 2. Czas catkowitego przezycia w zaleznosci od ekspresji MMP1 u chorych na raka krtani (p=0,9)

pooperacyjnym wznowy miejscowej i wznowy wezlowe;j
(p>0,05).

Nie obserwowano korelacji mi¢dzy ekspresja MMP1
i catkowitym czasem przezycia (Ryc. 2) oraz czasem prze-
zycia wolnym od wznowy i ekspresja badanych biatek
(Ryc. 3,51 7). Analiza przezycia pacjentdw w zaleznosci
od ekspresji badanych enzyméw wykazata, ze catkowi-
ty czas przezycia chorych byl jednak wyraznie krotszy
w przypadkach z dodatnig ekspresja MMP2 (p=0,042)
(Ryc. 4). Ponadto stwierdzono, ze catkowity czas przezy-
cia byt krotszy u pacjentow z dodatnig ekspresja MMP9,
jednak zalezno$¢ ta byla na granicy istotnosci statystycz-
nej (p=0,07) (Ryc. 6).

W analizie jednoczynnikowej stwierdzono, ze
catkowity czas przezycia byt istotnie krotszy u pacjen-
tow: z duzym guzem pierwotnym (T3/T4) (p<0,001),

z nowotworem zlokalizowanym w okolicy podgloS§niowej
(p=0,05), z III/IV stopniem klinicznego zaawansowania
nowotworu (p<0,01), z przerzutami do weztéw chton-
nych szyi (p<0,001), ze wznowa wezlowa (p<0,001) oraz
u chorych z dodatnia ekspresja MMP2 (p=0,04).
Analizy wieloczynnikowej dokonano w oparciu
o parametry, ktore istotnie wplywaly na czas przezycia
pacjentéw w ocenie jednoczynnikowej. Stwierdzono, ze
niezaleznymi czynnikami ryzyka zgonu z powodu raka
krtani sa: lokalizacja w okolicy podgto$niowej, obec-
no$¢ duzego guza pierwotnego oraz wysokie kliniczne
zaawansowanie nowotworu, obecno$¢ przerzutéow do
wezlow chtonnych, wznowa weziowa, dodatnia ekspresja
MMP2 i dodatnia ekspresja TIMP-2. Analiza powyzszych
zmiennych wykazata, ze lokalizacja nowotworu w okolicy
podgtosniowej zwigkszata ryzyko zgonu az 12-krotnie.
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Ryc. 5. Wolny od wznowy czas przezycia w zaleznoSci od ekspresji MMP2 u chorych na raka krtani (p=0,39)

Obecnos¢ duzego guza pierwotnego (T4) oraz IV stopien
TNM powodowaly wzrost ryzyka zgonu okoto 5-krotnie.
Podobnie obecno$¢ przerzutéow do wezidéw chtonnych
wigzala si¢ ze wzrastajacym ryzykiem zgonu od niespelna
3-krotnego przy przerzucie do pojedynczego wezta (N1)

az do 10-krotnego przy duzych przerzutach (N3). Spo-
§rod badanych biatek jedynie wysoka ekspresja MMP2
okazata si¢ by¢ niezaleznym czynnikiem, zwigkszajacym
2-krotnie ryzyko zgonu (Tab. III).

Tab. III. Analiza warto$ci rokowniczej cech klinicznych i histopatologicznych raka krtani
w ocenie calkowitego czasu przezycia wg modelu proporcjonalnego hazardu Cox’a

Zmienne niezalezne HR# -95%CI +95%CI p
Lokalizacja podgtos$niowa guza 12,274 1,331 113,221 0,027
Wielkos¢ guza T3/T4 5,256 1,841 15,005 0,002
Przerzuty do weztow chionnych szyi (N) 10,334 3,300 32,361 <0,001
TNM IV 4,743 1,669 13,475 0,003
MMP2 dodatnia ekspresja 2,053 1,007 4,185 0,048
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Ryc. 7. Wolny od wznowy czas przezycia w zaleznosci od ekspresji MMP9 u chorych na raka krtani (p=0,6)

Analiza wieloczynnikowa wolnego od wznowy czasu
przezycia pacjentow wykazata, ze jedynym niezaleznym
czynnikiem ryzyka zgonu jest obecno$¢ przerzutow do
wezlow chtonnych szyi, ktorej stwierdzenie oznacza
zwigkszenie ryzyka zgonu z powodu raka krtani niemal
5-krotne (HR 4,8; 95%CI 1,05-22,02; p=0,04). Pozostate
cechy kliniczne i patologiczne nowotworu, podobnie jak
ekspresja badanych bialek, nie maja znaczenia progno-
stycznego w ocenie wolnego od wznowy czasu przezycia
pacjentow z rakiem krtani.

Dyskusja
Wzrost i inwazja nowotworow zlo§liwych sg wieloeta-

powymi procesami, w ktoérych komoérki nowotworowe
pokonuja barier¢ otaczajacego podScieliska oraz btony

podstawnej. Niezbedny jest tutaj udzial metaloproteinaz
macierzy pozakomorkowej. Szczeg6lna role wydaja sie
odgrywaé przede wszystkim kolagenazy, w tym MMP1,
odpowiedzialne za miejscowy wzrost nowotworu oraz
zelatynazy, MMP2 i MMPY, powodujace przerwanie
bariery blony podstawnej. Z tego wzgledu ekspresje me-
taloproteinaz oraz jej zalezno$¢ z przebiegiem choroby
nowotworowej oceniano w wielu nowotworach ztoSliwych
[7-12].

W licznych badaniach udowodniono, ze wysoka
ekspresja MMP1 moze by¢ niekorzystnym czynnikiem
rokowniczym, miedzy innymi w nowotworach prze-
wodu pokarmowego, trzustki, sutka [13- 15]. Takze
w nowotworach glowy i szyi O-charoenrat i wsp. wyka-
zali korelacje migdzy poziomem ekspresji MMP1 a miej-
scowym zaawansowaniem nowotworu — guzy wigksze



charakteryzowaly si¢ znacznie wyzsza ekspresja MMP1
[16]. Rowniez w badanej grupie chorych guzy wicksze
i bardziej zaawansowane (T3/T4, I1I/IV TNM) czgSciej
wykazywaly dodatnia ekspresjc MMP1, w poréwnaniu
Z guzami mniejszymi i 0 nizszym stopniu zaawansowa-
nia. Jednak zaleznoSci te nie byly istotne statystycznie
(p>0,05). Podobng korelacje obserwowano w odniesie-
niu do MMP2. Takze w wielu innych badaniach autorzy
wykazali narastanie ekspresji MMP2 wraz z miejscowym
zZaawansowaniem procesu nowotworowego, miedzy
innymi w raku trzustki, zoladka, nowotworach gltowy
i szyi, czerniaku zlo§liwym [16-20]. Z drugiej jednak stro-
ny liczne doniesienia wskazuja na brak istnienia takiej
zaleznoSci [7, 10, 21-23], rdwniez w odniesieniu do raka
krtani [24, 25]. Z tego wzgledu wydaje si¢, ze doktadne
poznanie funkcji MMP2 w procesie miejscowego wzrostu
guzéw nowotworowych wymaga przeprowadzenia dal-
szych badan.

W badaniach wlasnych nie stwierdzono korelacji
miedzy ekspresja MMP1, a obecnos$cig przerzutéw do
weztow chionnych oraz pojawieniem si¢ w okresie obser-
wacji wznowy miejscowej i wznowy weziowej (p>0,05).
Podobnie w doniesieniach innych autoréw zwykle nie
udaje si¢ wykazac zaleznoSci miedzy MMP1 w rakach
regionu glowy i szyi, w tym rowniez w raku krtani, a obec-
noscig przerzutéw do wezidéw chlonnych [16, 26-28].
W dostepnym piSmiennictwie jedynie badania Kuraha-
ra i wsp. udowodnily istnienie korelacji migdzy wysoka
ekspresja MMP1, a obecnoscig przerzutow do weztow
chionnych w nowotworach glowy i szyi [29]. Obserwacje
te sa zgodne z mechanizmem dzialania MMP1, ktora jest
odpowiedzialna przede wszystkim za trawienie kolage-
noéw strukturalnych macierzy pozakomdérkowej — a wiec
za rozrost guza w pierwotnym miejscu jego powstania,
lub tez w nowej lokalizacji przerzutu. Nie wplywa ona
natomiast na rozklad sktadnikéw i przekroczenie bariery
btony podstawnej, co jest niezbednym etapem w procesie
powstawania przerzutow.

Z kolei istotng role w powstawaniu przerzutéw do
wezlow chionnych wydaja si¢ odgrywac zelatynazy, kto-
rych podstawowym substratem jest kolagen typu IV, gtow-
ny sktadnik biony podstawnej. Zalozenie to potwierdzaja
wyniki badan Krecickiego i wsp. Autorzy zaobserwowa-
li, ze immunoekspresja MMP?2 jest szczeg6lnie wysoka
w przypadkach raka krtani, w ktérych wybarwianie kola-
genu IV wzdluz blony podstawnej jest obnizone, niecia-
gle. Ponadto stwierdzili istnienie silnej zalezno$ci migdzy
brakiem ciagtoSci kolagenu IV a obecnoScia przerzutow
do weztéw chionnych. Natomiast korelacja migdzy eks-
presja MMP2 a cecha N byta na granicy istotnoSci staty-
stycznej [24]. W dalszych etapach wzrostu nowopowsta-
tych guzéw przerzutowych niezbedny jest proces angioge-
nezy, czyli nowotworzenia naczyn krwiono$nych. Podnosi
si¢ tutaj role MMP9. Korelacje migdzy ekspresja MMP9
i nasileniem angiogenezy obserwowano w przypadku
raka zotadka, piersi oraz w nowotworach glowy i szyi.
Rola metaloproteinaz w tym procesie prawdopodobnie
polega na ufatwianiu migracji komoérek endotelium oraz
na uwalnianiu czynnikdw promujgcych angiogeneze¢ z ich

polaczen ze sktadnikami macierzy pozakomdrkowej [7,
8, 11]. W licznych nowotworach udowodniono, ze eks-
presja zelatynaz jest szczegOlnie wysoka w przypadkach,
w ktorych sa obecne przerzuty do wezidéw chionnych.
ZaleznoSci takie obserwowano migdzy innymi w raku
prostaty, zoladka, jamy ustnej, gardta dolnego i innych
nowotworach glowy i szyi [7, 9, 11, 12, 16, 17, 23, 29-32].
W raku okolicy naglo$niowe;j Xie i wsp. oceniali ekspresje
zelatynaz zaréwno na poziomie mRNA, jak i na poziomie
biatka. Autorzy ci uznali, ze ocena ekspresji zelatynaz
w wycinkach przedoperacyjnych raka tej okolicy moze
by¢ pomocna w wykrywaniu mikroprzerzutéw, i w zwigz-
ku z tym takze w kwalifikowaniu pacjentéw do bardziej
rozleglego leczenia chirurgicznego, np. do elektywnych
operacji uktadu chionnego szyi [28]. W badaniach
wlasnych stwierdzono bardzo silna korelacje migdzy
ekspresja MMP2, a obecnoScig przerzutéw do weztow
chionnych. Natomiast odsetek komérek nowotworowych
z dodatnig ekspresja MMPO byl coraz wyzszy w kolejnych
grupach z obecnymi przerzutami do wezidéw chtonnych
(cecha N1-N3), jednak nie byly to zaleznosci znamienne
statystycznie. Wyniki te potwierdzaja udzial zelatynaz
W procesie przerzutowania.

Analiza czasu przezycia pacjentow w zaleznoSci
od ekspresji badanych metaloproteinaz wykazata, ze
w badanej grupie chorych jedynie dodatnia ekspresja
MMP?2 wiaze si¢ z krotszym przezyciem. ZaleznoS¢ mig-
dzy nadekspresja MMP2 a krotszym catkowitym i wol-
nym od wznowy czasem przezycia obserwowano mig¢dzy
innymi w przypadku raka zotadka, trzustki, nerki [17, 21,
22]. W nowotworach glowy i szyi Ruokolainen H. i wsp.
stwierdzili, ze wysoka ekspresja tego bialka jest czynni-
kiem prognostycznym, warunkujacym krotsze przezycie
[10]. W badaniu Ondruschka C. i wsp. w analizie wielo-
czynnikowej obserwowano, ze wysoka ekspresja MMP2
na froncie inwazyjnym guza jest niezaleznym czynnikiem
ryzyka zgonu z powodu nowotworéw glowy i szyi [9].
Ocena MMP?2 u pacjentéw z rakiem krtani wykazala, ze
jej nadekspresja wyraznie koreluje z krotszym catkowitym
czasem przezycia [33]. Wyniki pracy wlasnej oraz cytowa-
nych badan wskazuja, ze ekspresja MMP2 moze by¢ war-
toSciowym czynnikiem prognostycznym w nowotworach
ztoSliwych, w tym réwniez w raku krtani.

Na podstawie powyzszych badan wykazano, ze
istnieje zalezno$¢ migdzy ekspresja MMP2, a cechami
klinicznymi i patologicznymi raka krtani. Ponadto stwier-
dzono, ze ekspresja tego biatka ma warto$¢ rokowniczag
u chorych z rakiem krtani a analiza wieloczynnikowa
wykazala, ze jest to wskaznik prognostyczny, niezalezny
od innych cech klinicznych i patologicznych nowotworu.

Ponadto, mimo stwierdzenia istnienia zaleznoSci
miedzy ekspresja MMP1 i -9 a cechami klinicznymi
i patologicznymi raka krtani, nie wykazano znaczenia
rokowniczego tych biatek u chorych na raka krtani.
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