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Rola proteaz w progresji nowotworow

Katarzyna Smolarczyk, Janusz Btasiak

Progresja nowotworow, prowadzgca do ich inwazji i metastazy, jest procesem wieloczynnikowym, w ktorym komorki rakowe
osiggajq blone podstawng, wydzielajg enzymy proteolityczne (proteazy) i migrujg do naczyn i wezléw chlonnych, ktore mogg
opusci¢ w miejscach odleglych od ogniska pierwotnego, tworzqc przerzuty. Krytycznym etapem w progresji jest przekraczanie
przez komorki rakowe granic pomiedzy tkankami — odrdznia to prawdziwe zezlosliwienie od przejsciowych zaburzeni prolife-
racji komorek oraz nowotworow tagodnych. Podstawowe ograniczenia stanowig blona podstawna oraz macierz zewngtrzko-
morkowa (ECM). Ich pokonanie umozliwia komdrkom rakowym inwazje sgsiednich tkanek. Proces ten zachodzi przy
udziale proteaz, przede wszystkim metaloproteaz, proteaz serynowych i katepsyn, syntetyzowanych przez komdrki nowotworo-
we. Ze wzgledu na role w progresji, proteazy mogq byc celem terapii przeciwprzerzutowey.

The role of proteinases in cancer progression

Cancer progression, leading to the invasion and eventually to metastases, is a multifactorial process that includes adherence
to basement membrane, secretion of proteolytic enzymes (proteinases) and cancer cell migration into vessels and lymphatic
nodes, followed by extravasation at distant sites. The crossing of tissue boundaries by malignant cells is a critical step of the pro-
gression. This distinguishes proliferative disorders and in situ carcinomas from true malignancy. Basement membrane and
extracellular matrix (ECM) are the two main boundaries and their breakdown facilitates the invasion of the cancer cells in-
to the surrounding normal tissues. This process is mediated by the proteolytic enzymes (proteinases), mainly metalloproteina-
ses, serine proteinases and cathepsins synthesized by cancer cells. These proteinases can be a target of anti-metastatic thera-
py due to their important role in cancer progression.
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macierzowe, uktad aktywacji plazminogenu, katepsyny
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plasminogen activator system, cathepsins

Komoérki prawidtowe podlegaja Scistej regulaciji prolifera-
cji, pozwalajacej na utrzymanie wlaSciwych rozmiarow
i odpowiedniej budowy organizmu. Komorki rakowe nie
stosujg sie do tego schematu, realizujac swoj wiasny pro-
gram reprodukcji. Nabywaja zdolnoSci do przemieszczania
si¢: naciekaja pobliskie tkanki oraz tworza przerzuty
w miejscach odleglych od ogniska pierwotnego — sg zdol-
ne do progresji — inwazji i przerzutowania. Komorki no-
wotworowe w procesie progresji musza pokonac wiele
barier w postaci macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM),
blony podstawnej, Scian naczyfh krwiono$nych. W pierw-
szym etapie nastepuje odlaczenie si¢ komorek rakowych
od ogniska pierwotnego i ich przejScie przez btong pod-
stawna. Niektore z komdrek rakowych mogg przechodzié
przez zewnetrzng btong podstawna naczyn krwiono$nych
oraz wyScielajacy je srédblonek lub dostawac si¢ do na-

Katedra Genetyki Molekularne;j
Uniwersytetu L.odzkiego

czyh limfatycznych. Komorki nowotworowe moga roz-
przestrzeniaé si¢ w organizmie wraz z krwig. Musza one
pokona¢ te same przeszkody, przedostajac si¢ na zewnatrz
naczynia, dokonujac inwazji otaczajacej je tkanki, gdzie
tworza wtorne ogniska nowotworowe. W procesach tych
nieodzowne jest dzialanie enzyméw proteolitycznych, pro-
teaz, ktore biora udziat w trawieniu sktadnikéw ECM
i blony podstawnej. Proteazy odgrywaja znaczaca role
w morfogenezie, roznicowaniu, gojeniu ran, angiogenezie
i ruchliwosci komorek prawidtowych. Ich udziat w tych
procesach polega na trawieniu bialek macierzy zewna-
trzkomorkowej (ECM), prowadzacym do jej przebudowy.
Poczatkowy etap tworzenia przerzutow — odrywanie si¢
komorek rakowych od ogniska pierwotnego — wymaga
zmniejszenia stopnia adhezji miedzykomorkowej, co wia-
ze si¢ ze zmianami wlasciwoSci ECM. Komorki rakowe
musza naby¢ zdolnosci do adhezji i pokonywania barier,
stwarzanych przez ECM, macierz i nabtonek naczyn.
Zdolno$¢ ta jest nabywana takze dzigki wytwarzaniu pro-
teaz przez komorki rakowe. Proteazy moga by¢ wydziela-



ne na zewnatrz komoérek nowotworowych albo moga by¢
zwigzane z ich btona plazmatyczna. Aktywnos¢ proteaz
jest regulowana przez ich specyficzne inhibitory, zatem
przebudowa ECM, niezbedna dla progresji nowotworow,
jest dokonywana przez skoordynowane dziatanie proteaz
1 ich inhibitoréw. Ekspresja proteaz moze mie¢ miejsce za-
réwno w komorkach guza, jak i w komorkach stromy ota-
czajacej guz. Wytwarzanie proteaz przez komorki stro-
my moze by¢ stymulowane przez komodrki nowotworowe
poprzez sekrecje cytokin [1] lub bezposredni kontakt mie-
dzy komorkami [2].

Charakterystyka proteaz

W trawieniu ECM biorg udzial giéwnie proteazy czterech
klas (Tab. I), ktore degraduja szereg réznych sktadnikow
ECM, takich jak: fibronektyna, laminina, kolagen i prote-
oglikany [3]. WickszoS$¢ proteaz bezposrednio degraduje
sktadniki ECM, ale urokinazowy i tkankowy aktywator
plazminogenu (uPA i tPA) dziala w sposdb posredni —
powoduje przeksztalcenie plazminogenu w aktywna pro-
teolitycznie plazmine. Enzym ten trawi ECM oraz akty-
wuje metaloproteazy. Wigkszos$¢ proteaz jest wydziela-
na przez komorki w postaci nieaktywnych czasteczek
prekursorowych, ktorych aktywacja zachodzi w wyni-
ku trawienia proteolitycznego [3]. Funkcjonowanie pro-
teaz jest uzaleznione od rdwnowagi pomiedzy nimi, a ich
receptorami i inhibitorami. Rycina 1. przedstawia rela-
cje miedzy sktadnikami uktadéw proteolitycznych. Nie-
ktore enzymy dzialaja niezaleznie, ale najczesciej docho-
dzi do wspoldziatania systemoéw proteolitycznych, czego
rezultatem jest kaskada zdarzef,, prowadzaca do proteoli-

zy [4].
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Ryc. 1. Regulacja proteolizy zewnatrzkomdrkowej. uPA — urokinazowy
aktywator plazminogenu (urokinaza); pro uPA — prourokinaza; uPAR -
receptor urokinazy; PAI-1,2 — inhibitory aktywator6w plazminogenu typu
1, 2; tPA — tkankowy aktywator plazminogenu; MMI' — metaloproteazy
macierzowe; proMMF' — prekursory metaloprotez macierzowych; TIMP
— tkankowe inhibitory metaloproteaz macierzowych; ECM — macierz
zewnatrzkomorkowa

Tab. 1. Proteazy: podzial i funkcje

Klasa proteaz Sktadniki

Substraty

Proteazy serynowe Plazmina

Sktadniki ECM

Urokinazowy aktywator plazminogenu (uPA) Plazmina

Tkankowy aktywator plazminogenu (tPA)

Metaloproteazy macierzowe (MMP)

Plazmina

Kolagenazy Kolagenaza §r6dmigzszowa (MMP-1) Kolagen widkienkowy
Kolagenaza neutrofilowa (MMP-8) Kolagen wiokienkowy
Kolagenaza-3 (MMP-13) Kolagen wiokienkowy
Zelatynazy Zelatynaza A (MMP-2) Kolagen typu Ii IV, Zplatyna
Zelatynaza B (MMP-9) Kolagen typu IV iV, Zelatyna
Stromielizyny Stromielizyna 1 (MMP-3) Laminina, Fibronektyna, Proteoglikany, Kolagen typu IV
Stromielizyna 2 (MMP-10) Laminina, Fibronektyna, Proteoglikany, Kolagen typu IV
Stromielizyna 3 (MMP-11) Laminina, Fibronektyna, Proteoglikany, al-antytrypsyna
Matrylizyna (MMP-7) Proteoglikany, Kolagen typu IV, Zelatyna,
Glikoproteiny ECM, Elastyna
Elastazy Metaloelastaza (MMP-12) Elastyna
MMP-19 Elastyna
Transblonowe MMP MT1-MMP (MMP-14) Zelatynaza A, Kolagen widkienkowy,

MT2-MMP (MMP-15)
MT3-MMP (MMP-16)

MT4-MMP (MMP-17)
Proteazy aspartylowe Katepsyna D

Proteazy cysteinowe Katepsyna B, L, H
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Proteazy serynowe

Najwazniejsza grupe proteaz serynowych stanowia biatka
urokinazowego i tkankowego uktadu aktywacji plazmi-
nogenu. Giéwnymi sktadnikami uktadu urokinazowego
sa: aktywator plazminogenu typu urokinazowego (uPA,
urokinaza), jego receptor (uPAR) i inhibitory (PAI-1
i PAI-2). Urokinaza jest bialkiem o masie czasteczkowe;j
55 kDa, zawierajacym 411 reszt aminokwasowych. Jest
uwalniana przez komoérki prawidlowe i nowotworowe, ja-
ko jednotanicuchowy zymogen (scuPA, pro-uPA, prouroki-
naza), wykazujacy znacznie nizsza aktywnos¢ proteoli-
tyczna niz uPA. Prourokinaza ulega transformacji prote-
olitycznej w miejscu Lys158-Ile159, przy udziale r6znych
czynnikoéw: plazminy, katepsyn B i L, kalikreiny, czynnika
XIIa (Ryc. 1), co prowadzi do powstania aktywnej dwu-
taficuchowej formy uPA o duzej masie czasteczkowej
(HMW), zdolnej do przeksztalcania plazminogenu do
plazminy. uPA jest zbudowany z 3 domen. Rejon C-kon-
cowy stanowi domena o aktywnoSci proteolitycznej (SPD,
taficuch B), srodkowy — domena kringle, ktéra moze od-
dzialywaé z anionowymi proteoglikanami i N-koncowy
fragment o strukturze nablonkowego czynnika wzrostu
(EGF), uczestniczacy w wigzaniu z uPAR. Szkielet biatko-
wy uPA moze ulega¢ dalszemu trawieniu, w wyniku ktdre-
go powstaje forma uPA o malej masie czasteczkowe;j
(LMW) oraz N-koncowy fragment ATF, zawierajacy do-
meng¢ kringle i domeng¢ EGF (fancuch A).

uPAR jest powierzchniowym receptorem, wigzgcym
z duzym powinowactwem (5 x 10-10 M) uPA i skupiajacym
jego aktywno§¢ proteolityczng na powierzchni komorek.
uPAR wykazuje wysokie powinowactwo do witronekty-
ny, moze takze wigza¢ podjednostki integrynowe f,, ,, B5
oraz integryny o, 35 [5].

AktywnoS¢ proteolityczna uPA jest regulowana przez
inhibitory aktywatoréw plazminogenu PAI-1 i PAI-2. Inhi-
bitory te zaliczane s3 do nadrodziny proteaz serynowych,
Serpin [6]. PAI-1 jest glikoproteina o masie 50 kDa, synte-
tyzowana gtownie przez komorki §rédbtonka, megakario-
cyty, komorki naczyniowe mig$ni gtadkich i komorki wa-
troby. Wytwarzajg go takze komdrki nowotworowe. Znacz-
na czg$¢ PAI-1 uwalniana jest z komorek §rodbtonka do
macierzy zewnatrzkomoérkowej. We krwi PAI-1 znajduje sie
w ziarnistoSciach o plytek krwi w ilosci 100-200 ng/ml krwi.
Pozostata cze$¢ wystepuje w osoczu — 5-20 ng/ml krwi.
PAI-1 reguluje aktywnoS¢ uPA poprzez tworzenie kom-
pleksu kowalencyjnego enzym-inhibitor, przy czym hamo-
waniu podlega zaréwno wolny uPA, jak i zwiazany ze swo-
im receptorem — uPAR [7]. Kompleks uPAR/uPA/PAI-1
ulega endocytozie przy udziale receptora a, MR/LRP (ma-
croglobulin receptor/low-density lipoprotein receptor-related
protein). uPA-PAI-1 jest trawiony w lizosomie, podczas
gdy uPAR jest przenoszony na powrdt na powierzch-
nie komorki, gdzie moze przytacza¢ nowa czasteczke uPA
[8].

W regulacji syntezy i uwalniania sktadnikéw urokina-
zowego uktadu aktywacji plazminogenu bierze udzial wie-
le czynnikéw. Gléwnie sg to czynniki wzrostu, hormony,
estry forbolu, endotoksyny oraz onkogeny [8].

Metaloproteazy macierzowe

Metaloproteazy naleza do rodziny endopeptydaz, zalez-
nych od jon6éw cynku i wapnia, trawigcych sktadniki ECM
i blony podstawnej w procesach fizjologicznych, takich
jak embriogeneza i rozwoj osobniczy, gojenie ran, men-
struacja, owulacja [9, 10]. Wszystkie metaloproteazy za-
wieraja domene katalityczna, ktora zawiera dwie reszty cy-
steinowe, wiazace dwuwartoSciowy jon cynku, niezbedny
dla aktywnoSci proteolitycznej tych enzymdw. Metalo-
proteazy wydzielane sa z komorki w postaci zymogendow,
zawierajacych na N-koficu domeng z konserwatywna se-
kwencja PRCGVPD. Fragment ten zawiera cysteine, kto-
ra moze wytwarza¢ koordynacyjne wigzanie z atomem
cynku, zaklocajac w ten sposdb aktywnos¢ enzymow [11].
Odcigcie tej domeny pozwala na przej$cie metaloproteaz
z formy nieaktywnej w aktywna [12]. Metaloproteazy bto-
nowe (MT-MMP) maja na C-konicu domeng transbtono-
wa, warunkujaca ich zakotwiczenie w bionie komorko-
wej oraz 10-aminokwasowa domen¢ furynopodobna, wy-
stepujaca rowniez w stromielizynie-3. Transbionowa
domena MT-MMP bierze udziat w aktywacji prozelatyna-
zy A [13]. Metaloproteazy roznia si¢ takze wystgpowa-
niem innych domen, ktére decyduja o ich specyficznosci
substratowej. Specyficzno$¢ substratowa stala si¢ ponad-
to podstawa do klasyfikacji metaloproteaz i ich podziatu
na grupy (Tab. I).

Transkrypcja genéw MMP jest regulowana przez
produkty protoonkogendéw, hormony oraz czynniki an-
giogenne: interleukine-1p, czynnik wzrostu komorek $§rod-
btonka, pochodzacy z ptytek (PDECGF), zasadowy czyn-
nik wzrostu fibroblastow (bFGF), EGE, czynnik martwicy
nowotworéw o (TNF-a), czynnik wzrostu nowotworow
B (TGF-B) [12]. Regulacja aktywno$ci MMP zalezy row-
niez od proteolitycznych przemian zymogenéw w formy
aktywne. Wiekszo$¢ metaloproteaz jest aktywowana przez
plazmine, a wiec ich aktywacja zalezy od uktadu aktywacji
plazminogenu (Ryc. 1). Plazmina odcina 84-aminokwa-
sowy fragment od N-kofica utajonej formy stromielizy-
ny-1, powodujac jej aktywacje oraz 81-aminokwasowy
fragment nieaktywnej kolagenazy Srodmiazszowej, prze-
ksztalcajac ja w czgSciowo aktywna kolagenaze. Staje si¢
ona w pelni aktywna w wyniku dalszego trawienia przez
stromielizyng-1, powodujaca odcigcie 15 aminokwasow
od C-konca [14]. Metaloproteazy blonowe aktywuja zela-
tynaze A oraz kolagenaze 3 [15].

Aktywno§¢ MMP jest regulowana przez endogenne
inhibitory metaloproteaz (TIMP). TIMP sa wydzielane
przez fibroblasty [14], komorki endotelialne [16], chondro-
cyty [17] i komorki mig$ni gladkich [18]. Réwnowaga po-
miedzy MMP i TIMP ma znaczenie dla proceséw fizjolo-
gicznych i patologicznych. TIMP sa biatkami o malej ma-
sie czasteczkowej, zawierajacymi 12 reszt cysteinowych.
Fragment N-koficowy bierze udzial w hamowaniu, pod-
czas gdy C-koniec wiaze si¢ specyficznie z MMP [19].
Opisano 4 tkankowe inhibitory metaloproteaz. TIMP-1
jest biatkiem o masie 28 kDa, ktore tworzy niekowalencyj-
ne polaczenie w stosunku 1:1 ze wszystkimi aktywnymi
metaloproteazami, ale preferencyjnie z kolagenaza §rod-



miazszowa, stromielinaza-1 i zelatynaza A [20]. TIMP-2
(26 kDa) i TIMP-4 (23 kDa) tworza kompleks 1:1 z zela-
tynaza A i prozelatynaza A [21, 22]. TIMP-3 (24 kDa)
hamuje aktywnos$¢ zelatynazy A i B, kolagenazy-1 i stro-
mielizyny-1 [20].

Katepsyny

Katepsyny stanowig szeroka grupe lizosomalnych endo-
peptydaz, nalezacych do proteaz aspartylowych (katep-
syna D) oraz proteaz cysteinowych (katepsyny B, L i H).
Katepsyna D jest proteaza o masie 52 kDa, dzialajaca
przy kwasnym pH Srodowiska. Enzym ten jest aktywowa-
ny przez estrogeny [23]. Katepsyna D wydzielana jest
z komorki w postaci nieaktywnej, a jej aktywacja zachodzi
w wyniku enzymatycznego trawienia na dwa fragmenty
o masie 34 kDa i 14 kDa, ktore funkcjonuja w postaci di-
meru [24]. Proteaza ta bierze udziat w metabolizmie bia-
tek zewnatrzkomorkowych oraz w przeksztalcaniu pro-
enzymOw i prohormondw [25]. Katepsyna D aktywuje
rowniez katepsyng B, ktora bierze udzial w kaskadzie en-
zymow proteolitycznych poprzez indukcje aktywnosci uPA
[26].

Rola proteaz we wzroScie i angiogenezie nowotworow

Istotnym etapem w progresji nowotworow jest wytworze-
nie nowych naczyn krwiono$nych, ktére poprzez trans-
port substancji odzywczych i produktéw przemian meta-
bolicznych, umozliwiaja szybki wzrost nowotworu. An-
giogeneza zachodzi w wyniku oddziatlywan elementow
znajdujacych si¢ na powierzchni komdrek $rédblon-
kowych ze sktadnikami ECM. W regulacji tych oddzia-
tywan biora udzial proteazy, ich inhibitory i receptory.
Komorki nowotworowe wydzielaja proteazy zdolne do
trawienia ECM i btony podstawnej, umozliwiajace prze-
mieszczanie si¢ komorek Srodbtonka, tworzacych nowe
naczynia. Plazmina i urokinaza aktywuja wiele czynni-
kéw angiogennych, w tym bFGF, naczyniowy czynnik
wzrostu §rodblonka (VEGF) i TGF-f, ktore z kolei sty-
muluja proliferacje komdrek §rddblonka, a takze stymulu-
ja ekspresje MMP i sktadnikéw uktadu aktywacji plazmi-
nogenu [27]. W zmienionej nowotworowo tkance obser-
wuje si¢ podwyzszong ekspresje PAI-1 i uPA, towarzyszaca
wzrostowi poziomu VEGF [28]. Zwigkszenie poziomu
ekspresji uPA, zelatynazy A i B moze by¢ zwigzane ze
wzrostem stopnia unaczynienia guza sutka i ptuc [29].
W nowotworach zotadka wykazano dodatnig korelacje
pomiedzy poziomem biatek MT MMP-1 i MMP-2, a za-
awansowaniem rozwoju sieci naczyn krwionos$nych guza
[30]. Protezy uczestnicza we wzroscie guza, przeksztatca-
jac nieaktywne zymogeny czynnikOw wzrostu do postaci
aktywnych, umozliwiajac lepszy dostep tych czynnikéw
do komorek nowotworowych w wyniku trawienia ECM
lub poprzez stymulacje komérek do podziatéw. Uroki-
naza moze bezposrednio indukowac proliferacje komorek
— ma mitogenny wplyw na komorki nabtonkowe nowo-
tworu jajnika. Aktywno$¢ mitogenna jest zlokalizowana
w aminoterminalnym fragmencie uPA [31]. Metalopro-

teazy moga indukowac¢ podzialy komoérek nowotworo-
wych, np. transfekcja komdrek nowotworowych jelita gru-
bego cDNA matrylizyny powoduje ich proliferacje, bez za-
uwazalnych zmian inwazyjnoSci [32]. Nadmierna ekspre-
sja  inhibitorbw  metaloproteaz = macierzowych:
TIMP-1,TIMP-2, TIMP-4 moze hamowac¢ wzrost guza,
co moze by¢ zwiazane z ograniczeniem aktywno$ci meta-
loproteaz w tym procesie [33]. Z kolei obnizenie poziomu
TIMP-1 moze podnosi¢ efektywno$¢ wzrostu i przerzuto-
wania nowotworow [34].

Rola proteaz w migracji, inwazji i przerzutowaniu

Proteazy ufatwiaja migracje komorek nowotworowych,
prowadzaca do inwazji i tworzenia przerzutéw. Proteazy
serynowe aktywuja MMP, prowadzac do degradacji ECM.
uPA aktywuje plazmine, ktora bezposrednio trawi skiad-
niki ECM. MMP s3a jedyna znana rodzing enzyméw pro-
teolitycznych, trawigca kolagen widkienkowy.

Zdolnos¢ do migracji komérek raka pluc dodatnio
koreluje ze wzrostem ekspresji uPA i uPAR, natomiast
podwyzszone poziomy PAI-1, PAI-2 i a,-antyplazminy
obnizaja zdolno$¢ do migracji i inwazyjno$¢ komérek no-
wotworowych [35, 36]. PAI-1 hamuje migracj¢ poprzez
hamowanie aktywnosSci proteolitycznej uPA. PAI-1 moze
wplywac rowniez na migracje na skutek blokowania wia-
zania uPAR/witronektyna oraz dzigki ochronie sktadni-
koéw ECM przed proteoliza, niezbedna do migracji ko-
morek. PAI-1 moze wigc indukowaé lub hamowaé migra-
cje komorek w zaleznosci od lokalnej ekspresji i stezenia
oraz obecnosci innych skfadnikdéw urokinazowego ukladu
aktywatoréw plazminogenu [5]. Oprdcz proteolizy ECM,
uPA bierze udzial w migracji komorek jako czynnik sty-
mulujacy. Domena kringle uPA moze indukowa¢ migracje
ludzkich komérek migéni gtadkich drog oddechowych
[37].

W wielu nowotworach zto§liwych obserwuje si¢
wzrost poziomu uPA, uPAR i PAI-1. Korelacja pomiedzy
warto$ciami stgzenia tych zwiazkdw i wystepowaniem no-
wotworu pozwala na zastosowanie ich jako markerow
diagnostycznych. Poziom uPA moze by¢ markerem w ra-
ku pluca, pecherza moczowego, jelita grubego, szyjki ma-
cicy, jajnika, nerki, mozgu, prostaty, zoladka i innych [38].
Oprocz znaczenia diagnostycznego, poziom uPA moze
stuzy¢ do oceny stopnia zr6znicowania guza oraz stwier-
dzenia obecnosci przerzutdéw. Potwierdzaja to wyniki ba-
dan, w ktdrych stwierdzono wyzszy poziom uPA w rakach
zoladka, dajacych przerzuty, niz w rakach bez przerzu-
tow [39]. Guzy glejaka o wysokim stopniu zaawansowania
(3 Iub 4) wykazywaly od czterech do pigciu razy wicksza
zawarto$¢ urokinazy w porOéwnaniu z guzami o mniej-
szym (2) stopniu zaawansowania [40]. Stwierdzono réw-
niez wyzszy poziom uPA u kobiet z nowotworem sutka
i z przerzutami do weztow chtonnych niz w przypadkach
bez przerzutéw [41]. Urokinaza moze by¢ uzytecznym
markerem prognostycznym raka sutka. Zaobserwowano,
ze wysoki poziom uPA korelowal z krotszym czasem cat-
kowitego przezycia pacjentéw z tym nowotworem [42].
93% chorych na raka sutka z niskim poziomem uPA prze-
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zywalo 3 lata po zabiegu chirurgicznym bez objaw6w cho-
roby, natomiast wsrod chorych z wysokim poziomem uPA
odsetek ten wynosit tylko 55% [43] Wzrost aktywnoSci
PAI-1 koreluje z wystepowaniem wielu nowotwordw: sut-
ka, szyjki macicy, trzony macicy, jajnika, zotadka, okrezni-
cy, ptuca, moézgu, nerki [38, 44]. Poziom PAI-1 moze by¢
réwniez stosowany jako marker prognostyczny, pozwala-
jacy zaliczy¢ chorych do grupy wysokiego, badZ niskiego
ryzyka, zaleznie od jego poziomu we wczesnym stadium
nowotworu [45]. Zmiany w biosyntezie PAI-1, spowodo-
wane zmianami w transkrypcji genu, moga zaleze¢ od po-
limorfizmu insercyjno-delecyjnego 4G/5G ze wzgledu na
polozenie w pozycji -675 obszaru promotorowego. Poli-
morfizm ten znajduje si¢ w regionie rozpoznawanym
przez czynniki wzmacniajace lub hamujace ekspresje ge-
nu PAI-1. Dana wersja polimorficzna moze wplywac na
charakter oddzialywan regionu promotorowego z czynni-
kami transkrypcyjnymi, regulujac ekspresje genu. Rezul-
taty badafh nad nowotworami sutka i jelita grubego wska-
zuja jednakze, iz polimorfizm 4G/5G genu PAI-1 moze nie
by¢ bezposrednio zwigzany z rozwojem i progresja tych
nowotworow [46, 44].

Wysoki poziom MMP obserwuje si¢ w wielu nowo-
tworach ztosliwych: sutka [47], jajnika, tarczycy [48], pro-
staty [49], zotadka [50], okreznicy [51]. Zmiana aktywno-
§ci MMP moze stuzy¢ jako wskaznik réznicowania no-
wotworu. Stosunek zelatynazy A do prozelatynazy
A wzrasta wraz ze wzrostem stopnia zlo§liwosci raka sut-
ka [52]. Tempo aktywacji prozelatynazy A jest znacznie
wieksze u chorych na raka sutka z przerzutami do we-
ztow chionnych [53]. MT1-MMP jest specyficznym akty-
watorem prozelatynazy A w raku pluc [54]. Ekspresja
obu genéw zachodzi rownoczesnie, zwigkszajac tempo
aktywacji prozelatynazy A, przyspieszajac w ten sposdb
degradacje ECM. Nie obserwuje si¢ takiego zwiazku po-
miedzy zelatynaza A i MT1-MMP w prawidiowej tkance
pluc [55]. W indukgji prozelatynazy A uczestnicza réwniez
integryny o35 i ich receptory. Zelatynaza A, przytaczona
do receptora integrynoweg o, f3; bezpoSrednio na po-
wierzchni komorki, skupia aktywno$¢ proteolityczna,
prowadzac do degradacji ECM, co umozliwia inwazj¢
komorek nowotworowych [56]. Niektére biatka ECM:
laminina, fibronektyna, witronektyna, kolagen typu i1V,
stymuluja chemotaksje [57]. Lacza one proces degradacji
ECM z ruchliwoscia komérek. Zelatynaza A przyczynia
si¢ do migracji komorek raka sutka i jelita grubego, roz-
luzniajac potaczenia migdzykomdrkowe, jednocze$nie
komorki guza migruja za poSrednictwem receptorow inte-
grynowych [58]. Kolagenaza-1, stromielizyna-1 i stromie-
lizyna-3 sa identyfikowane w raku ptuc [59]. Stromielizy-
na-3 czesto ulega koekspresji z uPA. Fakt ten sugeruje
wspoldzialanie obu bialek w degradacji ECM: stromielizy-
na trawi o-antytrypsyne, umozliwiajac trawienie ECM
przez uPA i inne proteazy [60]. Matrylizyna jest markerem
stopnia zto§liwosci w nowotworach pluc i sutka — jej ak-
tywnoS$¢ znacznie wzrasta przy przejsciu nowotworu z for-
my tagodnej w ztosliwa [61]. Wzrost ekspresji matrylizyny
w komorkach guza wzmaga ich inwazyjnos¢ i zdolnos¢
tworzenia przerzutow [61]. Stwierdzono, ze wysoki po-

ziom biatka MMP-7 ma zwiazek z wystgpowaniem prze-
rzutéw z guza zotadka do wezidéw chionnych i watroby
[62]. W analizach nowotworéw jelita grubego wykazano
dodatnig korelacje miedzy zwigkszonym poziomem
mRNA MMP-9, a wystapieniem przerzutéw odlegtych,
krotszym czasem bez wznowy oraz krotszym okresem
przezycia [63]. Stwierdzono, ze inwazyjny fenotyp nowo-
twordw trzustki ma zwiazek ze zwigkszonym poziomem
ekspresji MMP-2 [64]. W analizach nowotworéw sutka
stwierdzono wysoki poziom biatka MMP-11, ktérego
obecnoSci nie wykazano w prawidtowym nabtonku gruczo-
fowym sutka. W fibroblastach przylegajacych do komdrek
rakowych sutka obserwowano ekspresje MMP-11, induko-
wang przez komorki nowotworowe. Wysoki poziom
MMP-11 zwiazany jest ze wzrostem ztosliwo$ci nowotwo-
row sutka oraz z krotszym okresem bez nawrotow choro-
by [65].

Podwyzszony poziom katepsyny D jest dodatnio sko-
relowany ze wzrostem stopnia ztoS§liwoSci raka sutka
i krtani. Jest takze waznym wskaznikiem prognostycznym
nawrotow choroby w tych nowotworach [25, 66]. W ra-
kach zotadka i jelit funkcje czynnikdw prognostycznych
spetniaja katepsyny B i E. Ich zwickszona ekspresja dodat-
nio koreluje z procesami inwazji guza [67]. Katepsyna
B wykazuje podwyzszona aktywno$¢ w procesach inwazji
komorek rakowych trzustki [68]. Wykazano wigksza ak-
tywnos$¢ katepsyny B i L w komorkach nowotworowych je-
lita grubego niz w tkankach prawidiowych, co wskazuje na
zwigzek tego enzymu z rozwojem nowotworu [69].

Proteazy jako cel terapii przeciwnowotworowej

Obok zastosowania sktadnikoéw uktadu aktywacji plazmi-
nogenu i metaloproteaz w diagnostyce i prognozowaniu
rozwoju choréb nowotworowych, moga by¢ one rozwa-
zane jako cel terapii przeciwnowotworowej. Ze wzgledu
na role, jaka odgrywaja proteazy, terapia przeciwnowo-
tworowa moze by¢ realizowana przez zastosowanie sub-
stancji hamujacych ich aktywno$¢ proteolityczna lub zdol-
no$¢ wigzania z receptorami oraz przez modyfikacje in-
nych, poza proteolitycznymi, funkcji proteaz.
Hamowanie aktywno$ci metaloproteaz przez synte-
tyczne inhibitory peptydowe i niepeptydowe jest obecnie
stosowane w terapii majacej na celu ograniczenie pro-
gresji nowotworow. Batimastat jest hydroksyaminowym
analogiem kolagenu, powszechnie stosowanym jako in-
hibitor metaloproteaz. W eksperymentach na zwierze-
tach stwierdzono spowolnienie tempa wzrostu guzow, lo-
kalnej proteolizy, inwazji i przerzutowania [70]. Batima-
stat powoduje réwniez in vitro zmniejszenie stopnia
degradacji ECM i inwazji komorek nablonkowych [71].
Lek ten moze by¢ réwniez stosowany w zaawansowanych
guzach litych; w nowotworach jajnikow obserwowano
zmniejszenie masy guza nawet o 90% oraz siedmiokrotne
przediuzenie okresu przezycia w pordwnaniu z grupa kon-
trolng [72]. Podawanie batimastatu w nowotworach sutka
powodowalo zmniejszenie czestoSci przerzutoéw do pluc
[73]. Rozpuszczalnym odpowiednikiem batimastatu jest
marimastat, stosowany w terapii nowotwordow sutka, jajni-



ka, mozgu, pluca, trzustki [74]. Stosowany w badaniach na
zwierzetach marimastat powodowal spowolnienie wzrostu
guza pluca i sutka [75]. CT-1746 jest specyficznym inhibi-
torem zelatynazy, redukujacym zdolno§¢ tworzenia prze-
rzutdw i przeksztalcania guza jelita grubego w forme zto-
§liwa u myszy. Inhibitor ten wykazuje wicksza efektyw-
no$¢ przy rownoczesnym zastosowaniu cyklofosfoamidu
[76]. Prowadzone s3 réwniez badania z zastosowaniem
oligonukleotydéw antysensowych dla genéw metaloprote-
az. W badaniach z uzyciem komorek raka jelita grubego
zastosowanie antysensownych olgonukleotyddw, specy-
ficznych dla genu matrilizyny, powodowalo ograniczenie
0 70% liczby przerzutéw do watroby [77]. W komorkach
czerniaka, transfekowanych plazmidem zdolnym do eks-
presji antysensownego transkryptu 777 pz, komplementar-
nego do genu MMP-1, stwierdzono znaczacy spadek inwa-
zyjnosci [78]. Transfer genu TIMP-2 z uzyciem adenowiru-
sa do hepatocytéw myszy z wszczepionymi komorkami
raka jelita grubego zredukowat o 95% liczbe przerzutow
do watroby i ograniczyt o 77% wzrost wtérnych ognisk
nowotworowych w watrobie [79].

Prace z zastosowaniem terapii genowej dotycza row-
niez skfadnik6w uktadu aktywacji plazminogenu. Transfer
cDNA PAI-1 do komérek czerniaka myszy przy uzyciu
adenowirusa powodowal zmniejszenie o polowe liczby
zwierzat, u ktérych nastepowat wzrost przerzutow w wa-
trobie. U myszy z rozwini¢tymi ogniskami przerzutowymi
w 78% obserwowano zahamowanie dalszego ich wzrostu
[80]. Stosujac antysensowe oligonukleotydy dla genu
uPAR, osiagnigto calkowite zahamowanie inwazyjnoSci
fibroblastow transformowanych wirusem SV40 [81].
Transfekcja ludzkich komorek rakowych rekombinacyj-
nym DNA, kodujacym antysensowy fragment komple-
mentarny do 300 zasad na koncu 3' genu uPAR, powodo-
wala znaczace zmniejszenie inwazyjnoSci badanych ko-
morek [81].

Przy stosowaniu terapii genowej, skierowanej na me-
taloproteazy lub sktadniki aktywacji plazminogenu, na-
lezy pamietaé, ze hamowanie sktadnikéw tylko jednego
uktadu moze nie przynie$¢ oczekiwanych efektow w ha-
mowaniu progresji, gdyz funkcje proteolityczne wytaczo-
nego biatka moga by¢ przejete przez biatka innego ukta-
du.

Poznanie mechanizmdw lezacych u podstaw progre-
sji nowotworéw moze mie¢ duze znaczenie w prognozo-
waniu przebiegu choroby oraz okre§leniu rodzaju tera-
pii. Rola proteaz w progresji nie podlega dyskusji i jest
ona rowniez znaczaca w docelowej metastazie, mogacej
zachodzi€ przy udziale chemokin [82, 83].
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