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Znaczenie i przydatnos¢ diagnostyczna metaloproteinaz w raku piersi

llona Zareba'", Magdalena Donejko?", Edyta Rysiak'

Nowotwor piersi jest druga przyczyng zgondw Polek z przyczyn onkologicznych. Wspétczesne metody diagnostyki
nowotwordw sg niewystarczajace, w zwigzku z czym wciaz poszukuje sie nowych markeréw nowotworowych. Jednym
z nich sa metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomdrkowej (MMPs). Prawidtowa regulacja aktywnosci metaloproteinaz
jestistotna w procesie powstawania i rozwoju nowotworu, ale tez i poszczegdlne stadia nowotworu charakteryzuja
sie zmianami aktywnosci metaloproteinaz. Szczegélna role odgrywaja MMP -1, MMP-2, MMP-8, a takze MMP-9 i MMP-
-11, ktérych ekspresja wigze sie ze zmniejszeniem inwazyjnosci nowotworu. Enzymy te stanowig istotny czynnik
pozwalajacy okresli¢ stan zaawansowania choroby, co moze w znaczacym stopniu ufatwic¢ prognozowanie dalszego
przebiegu i dobér odpowiedniej terapii.

Importance and usefulness of diagnostic metaloproteinases in breast cancer

Breast cancer is the second highest cause of death of Polish women with cancer. Modern methods for cancer diagnostics
areinsufficient, and therefore also for searching for new tumour markers. One is the matrix metaloproteinases (MMPs).
Proper regulation of metaloproteinase activity is important in the formation and development of cancer. Also the
different stages of cancer are characterized by changes in the activity of matrix metaloproteinases. Especially MMPs-1,
MMP-2, MMP-8, MMP-9 and MMP-11 play a key role as their expression is associated with a reduction of tumour
invasiveness. These enzymes are an important factor to determine the severity of the disease, which can significantly

facilitate the further course of forecasting and selection of appropriate therapy.

Stowa kluczowe: metaloproteinazy, nowotwor piersi, macierz zewnatrzkomaérkowa
Key words: metaloproteinase, breast cancer, extracellular matrix

NOWOTWORY Journal of Oncology 2014; 64, 6: 491-495

Wstep

Rak piersi stanowi jeden z najbardziej rozpowszech-
nionych nowotworéw w skali swiata. Wedtug niektérych
danych az 34% kobiet zyjacych ze stwierdzona choroba no-
wotworowa leczy sie z powodu raka piersi [1]. W Polsce jest
on najczesciej wystepujacym nowotworem ztosliwym wsrod
kobiet. Szacuje sie, ze rak piersi jest powodem $mierci okoto
5000 kobiet rocznie w naszym kraju. Nalezy podkresli¢, ze
obserwuje sie wzrost zachorowalnosci na ten rodzaj nowo-
tworu wsréd kobiet mtodych (20-49 lat) oraz w Srednim
wieku (50-69 lat) [1, 2]. Nowotwory gruczotu piersiowego

znacznie rzadziej wystepujg u mezczyzn i nie stanowig po-
waznego problemu — wg KRN w 2009 roku odnotowano
112 nowych zachorowan (wspétczynnik zachorowalnosci
0,43/100 000) [1, 2].

Gtéwnym celem dla ochrony zdrowia staje sie uspraw-
nienie wczesnej diagnostyki choroby nowotworowej i wdro-
zenie skuteczniejszego leczenia [3]. W celu zmniejszenia
wspotczynnika umieralnosci na raka piersi na poczatku
2007 roku zostat wprowadzony populacyjny skrining raka
piersi metoda mammografii w dwdch projekcjach (o wy-
sokiej jakosci) [4, 5]. Badanie to ma na celu systematyczne
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monitorowanie kobiet bez objawéw klinicznych choroby.
Podstawowa przestanka do wykonania takich badan jest
mozliwo$¢ wykrycia zmiany, zanim stanie sie ona wyczu-
walna. W raku piersi wielkos¢ guza i stan weztéw chtonnych
W momencie rozpoznania wplywaja na przezycie. W rezul-
tacie wczesne wykrycie oznacza lepsze rokowanie, wieksza
szanse na petne wyleczenie oraz wiekszy odsetek operacji
oszczedzajacych pier$ [5]. Jednakze metody obrazowe,
do ktérych mozna zaliczy¢ mammografig, ultrasonografie
(USG), tomografie komputerowa i magnetyczny rezonans
jadrowy, a takze inne, takie jak biopsja aspiracyjna, w przy-
padku niewielkich zmian ogniskowych sg mato skuteczne
[6]. Wspotczesne metody diagnostyki raka piersi sg niewy-
starczajace, w zwigzku z czym wciaz poszukuje sie nowych
czynnikéw diagnostycznych, do ktérych zaliczamy markery
nowotworowe.

Synteza markera nowotworowego w nowotworze jest
znaczaco wyzsza od wytwarzanej w komoérce prawidtowej.
W przebiegu choréb nowotworowych dochodzi bardzo cze-
sto do konstytutywnej ekspresji genéw, ktorych produkty
w komérkach zmienionych nowotworowo pojawiaja sie
przejsciowo, a mianowicie w okresie ich rozplemu i rézni-
cowania. Jezeli produkty te zostang uwolnione do ptynéw
ustrojowych, to moga one stac sie markerami przydatnymi
w rozpoznawaniu i monitorowaniu choroby nowotworowe;j
[7]. Markery odzwierciedlajg trzy zjawiska toczace sie w ko-
mérkach nowotworowych: proliferacje, réznicowanie oraz
obumieranie, w zwigzku z czym wykazuja przydatnos¢ na
poszczegdlnych etapach procesu diagnostycznego nowo-
twordw, to jest: w wykrywaniu, rozpoznawaniu, okreslaniu
stopnia zaawansowania, w lokalizowaniu zmian nowotwo-
rowych, w monitorowaniu skutecznosci chemio- i radiote-
rapii, a takze w wykrywaniu wznowy [7, 8]. W diagnostyce
raka piersi zastosowanie znalazty klasyczne markery nowo-
tworowe, takie jak: CA 15-3 (Carcinoma Antigen 15-3), MCA
(Mucynopodobny Antygen Towarzyszacy Nowotworom)
i CEA (Antygen Karcinoembrionalny) [9]. Wedtug badan
przeprowadzonych przez Sliwiniska i wspétpracownikéw
najbardziej przydatnym markerem jest TPA (tkankowy anty-
gen polipeptydowy), zwtaszcza w potaczeniuz CA 15-3 [10].
Do grupy markerdéw raka piersi zalicza sie niektére cytokiny
— HGFs, M-CSF, IL-6 czy IGF-I [6].

Do znacznikéw nowotworowych zaliczane sg réwniez
molekularne markery karcynogenezy. Rozwéj nowotworu
ma najczesciej zwigzek z mutacjg w pojedynczej komoérce
somatycznej, ktéra prowadzi do spontanicznej transformacji
nowotworowej. Znacznie rzadszym zjawiskiem, ale réwniez
wystepujacym wsréd kobiet ze zdiagnozowanym rakiem
piersi, jest dziedziczne przekazywanie przez rodzicéw zmu-
towanego genu. Zmiany molekularne powstate wskutek
mutacji moga doprowadzi¢ do zmiany badz zaburzenia
funkcji protoonkogenoéw [6]. W guzach nowotworowych
piersi zaobserwowano zjawisko amplifikacji niektérych
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onkogendw lub nadmiernej ekspresji odpowiadajacego
im mRNA. Do najczesciej opisywanych onkogenéw ulega-
jacych powtarzalnym zaburzeniom w raku piersi naleza:
c-erbB2/HER-2/neu, c-myc, N-myciint2 [6, 11].

Przyczyna nieskutecznosci leczenia nowotwordéw jest
zdolnos¢ komérek rakowych do wytwarzania przerzutéw.
W procesie powstawania przerzutéw duza role odgrywa mi-
gracja komoérek nowotworowych, a co za tym idzie: degrada-
cja macierzy zewngtrzkomoérkowej przez metaloproteinazy.
Dlatego tez w badaniach analitycznych oznacza sie steze-
nie i aktywnos¢ tych biatek, w tym MMP-1, MMP-2, MMP-8,
MMP-9 i MMP-11. Metody majace zastosowanie w tych ba-
daniach to: metody immunohistochemiczne, immunoenzy-
matyczne, elektroforetycznej, reakgji tanncuchowej polimerazy
i hybrydyzacji in situ. Z wykorzystaniem tych technik mozna
odrdzni¢ formy latentne od form aktywnych metaloproteinaz,
a takze oznaczy¢ ich lokalizacje w tkance [7].

Metaloproteinazy

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomdrkowej, nazy-
wane réwniez kolagenozami lub matryksami, stanowia gru-
pe metalozaleznych enzyméw proteolitycznych nalezacych
do endopeptydaz [3]. S one wytwarzane przez wiekszos¢
prawidtowych komérek, m. in. przez fibroblasty, mastocyty,
osteoblasty, odontoblasty, komorki dendrytyczne, komorki
mikrogleju, miocyty miesniéwki gtadkiej, keratynocyty oraz
komorki srodbtonka. Enzymy te wydzielane sa réwniez przez
komorki nacieku zapalnego, makrofagi, limfocyty T, mono-
cyty, neutrofile i eozynofile [12, 13].

Metaloproteinazy (MMPs) zostaty odkryte w 1962 roku
podczas badan, ktére miaty wyjasni¢ mechanizm warunku-
jacy utrate ogona u kijanek w trakcie ich rozwoju i przecho-
dzenia w posta¢ dojrzata. Obecnie poznano juz 66 MMPs,
z czego 20 ludzkich [13].

Metaloproteinazy sa enzymami o budowie
wielodomenowej, ztozonymi z co najmniej jednej prodo-
meny i domeny katalitycznej. Pomiedzy tymi czesciami wy-
stepuje tzw. elastyczny tacznik” aminokwasowy. Struktury
wchodzace w sktad domeny katalitycznej tworza miejsce
aktywne enzymu, ktére determinuje swoisto$¢ substratowa
metaloproteinaz. Prodomena, zawierajac peptyd, odpo-
wiada za utrzymanie enzymu w postaci nieaktywnej [12].
Dodatkowo w strukturze metaloproteiny moze wystepowac
domena hemopeksyny, ktéra w niektérych przypadkach
odpowiada za prawidtowe rozpoznawanie i trawienie sub-
stratu, a takze, co istotne, posiada zdolno$¢ do wiagzania
tkankowego inhibitora metaloproteinaz (TIMP) oraz akty-
wacji proMMP-2 [12, 14]. Poza metaloproteinazami typu
btonowego, enzymy te wytwarzane sa w komérkach w po-
staci preproenzymaow, a nastepnie uwalniane do przestrzeni
zewnatrzkomadrkowej jako proenzymy. Aktywnos¢ metalo-
proteinaz w warunkach fizjologicznych kontrolowana jest
na kilku etapach, m.in. na poziomie transkrypcji genéw,



translacji, aktywacji proenzymoéw oraz poprzez endogenne
aktywatory i inhibitory — inhibitory tkankowe (TIMP) i inhi-
bitory proteaz serynowych [3]. Wydzielanie MMP jest scisle
kontrolowane przez wiele czynnikdw pobudzajacych, badz
hamujacych synteze enzyméw. W tkankach aktywnos¢ MMP
regulowana jest przez tkankowe inhibitory metaloproteinaz
(TIMP 1-4). Mechanizm dziatanie TIMP polega na hamowa-
niu aktywacji proenzymu lub tez inaktywacji aktywnego
enzymu poprzez tworzeniu kompleksu TIMP-MMP [12]. Pra-
widtowa regulacja aktywnosci metaloproteinaz jest istotna
W procesie powstawania i rozwoju nowotworu.

Rola i znaczenie MMP

Rak piersi wykazuje znaczne sktonnosci do tworzenia
przerzutdéw, ktérych ogniska spotyka sie w kosciach, ptu-
cach, watrobie i mézgu [3]. Pod wzgledem biologicznym, ko-
mérki nowotworowe w guzie pierwotnym charakteryzuja sie
wysoka heterogennoscia, ktéra spowodowana jest wystepo-
waniem mutacji i niestabilnoscig genetyczng komoérek [15].
W trakcie rozwoju nowotworu ztosliwego mozemy wyréznic
dwa etapy — wzrost guza pierwotnego i tworzenie sie prze-
rzutéw odlegtych. W procesie progresji nowotworu czes¢ pa-
tologicznie zmienionych komérek nabywa cechy fenotypu
inwazyjnego, ktéry warunkuje zdolno$¢ komérek nowotwo-
rowych do przemieszczania sie oraz naciekania otaczajgcych
tkanek i narzadéw. Mozliwe jest to dzieki przekroczeniu
przez nowotwor barier, jakie stanowia btony podstawne
i macierz zewnatrzkomérkowa. Proces ten jest wynikiem
degradacji kolagenu typu IV przez metaloproteinazy, co
wplywa na migracje leukocytéw podczas stanéw zapalnych
i komérek uczestniczacych w procesie morfogenezy. Cecha
ta warunkuje proces angiogenezy, miejscowego wzrostu
nowotworu i powstanie przerzutéw. Po przekroczeniu btony
podstawnej naczyn krwionosnych przez nowotwdér zyskuje
on mozliwo$¢ tworzenia przerzutéw w miejscach odlegtych
od ogniska pierwotnego [3, 10, 12, 15, 16]. Jednakze, aby do
tego doszto, komérki nowotworowe w procesie, intra- i eks-
trawazji” muszg przekroczy¢ btone podstawng, otaczajaca
warstwe $rodbtonka naczyn. Mozliwe jest to dzieki aktywacji
enzymoéw proteolitycznych, takich jak proteinazy systemu
plazminy, proteinazy serynowe oraz metaloproteinazy ma-
cierzowe [10, 15]. W rozwoju nowotworu i w powstawaniu
odlegtych przerzutéw niezwykle istotna role spetnia réwniez
proces angiogenezy. Wykazano, ze nowotwor do dalszego
wzrostu oraz progresji wymaga znacznych ilosci sktadni-
kéw odzywczych, dostarczanych przez naczynia krwiono-
sne. W nastepstwie doptywu tych substancji dochodzi do
syntezy nowych naczyn krwionosnych, ktére zapewniaja
wzrost, rozwdj i tworzenie naciekdw [17]. Proces ten jest $ci-
$le kontrolowany zaréwno przez stymulatory, jaki inhibitory.
Najwazniejszym czynnikiem regulujagcym neoangiogeneze
jest naczyniowo-srédbtonkowy czynnik wzrostu — VEGF.
Wartosciowym wskaznikiem nasilenia procesu nowotworze-

nia naczyn krwionosnych jest marker CD34 (marker gestosci
sieci mikronaczyniowej). Jego podwyzszona wartos¢ jest
czynnikiem negatywnie prognostycznym dla pacjentéw
[17], ponadto wykazuje on korelacje zVEGF [18]. Aby jednak
proces tworzenia nowych naczyn krwionosnych byt mozli-
wy, musi dojs¢ do rozktadu macierzy zewnatrzkomérkowe;j
[3]. MMP odgrywaja istotna role w procesie neoangiogene-
zy, odpowiadaja one za degradacje czynnikéw antyangio-
gennych (inhibitoréw angiogenezy), takich jak nabtonkowy
barwnik siatkéwki (PEDF), przy czym jednoczesnie stymuluja
proces nowotworzenia naczyn przez aktywacje czynnika
wzrostu srédbtonka naczyn (VEGF) oraz zasadowego czynni-
ka wzrostu fibroblastow (bFGF), ktére to (VEGF i bFGF) z kolei
indukuja ekspresje MMP w komérkach srédbtonka [19].

Znaczaca role w procesie nowotworzenia odgrywa
MMP-1. Podwyzszony poziom tego enzymu zaobserwowa-
no w raku piersi, przetyku i dolnego odcinka jelita grubego
[20-22]. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzo-
no, ze MMP-1 dziata jako specyficzny aktywator dla recep-
toréow PAR-1 (protease-activated receptor 1). Stymulacja ta
prowadzi do rozrostu, a takze wzrostu inwazyjnosci komorek
rakowych [23-25]. Wedtug niektérych badan wysoki poziom
MMP-1 moze powodowac skrécenie czasu przezycia u cho-
rych na raka piersi bez nawrotu choroby oraz by¢ przyczyna
gorszego rokowania w trakcie leczenia [26-29]. Poznanie
dokfadnego mechanizmu warunkujacego aktywacje recep-
tora PAR-1 przez MMP-1 niewatpliwie przyczynitoby sie do
mozliwosci wprowadzenia nowej metody zapobiegajacej
rozrostowi komérek raka piersi.

Wazna role w rozroécie nowotworéw odgrywaja réwniez
MMP-2 (zelatynaza A) i MMP-9 (zelatynaza B). Charaktery-
zuja sie one zdolnoscig do degradacji kolagenu typu 1V,
a przez to uczestnicza w mechanizmie uszkadzania btony
podstawnej naczyn. W przypadku raka piersi stwierdzono
podwyzszony poziom metaloproteinaz oraz wzrost ich ste-
Zenia i aktywnosci wraz z zaawansowaniem nowotworu.
Ich wzmozona ekspresja w nacieku nowotworowym jest
uwazana za nowy czynnik prognostyczny, ale tez za czynnik
monitorujacy skuteczno$¢ terapii w przebiegu choroby no-
wotworowej. Wzrost aktywnosci MMP przemawia za wdro-
zeniem leczenia uzupetniajgcego w posrednich stadiach
zaawansowania choroby [30]. Z przeprowadzonych badan
wynika, ze u pacjentek z krétszym czasem przezycia nastapit
wzrost poziomu MMP-2 i MMP-9 [17, 30, 31]. Dodatkowo
MMP-9 powoduje spadek proliferacji limfocytéw T poprzez
zahamowanie reakcji odpornosciowej. Wykazano réwniez,
ze MMPs aktywuje TGF-g, czynnik warunkujacy dziatanie lim-
focytowT, skierowane przeciw komérkom nowotworowym.
Zjawiskiem towarzyszacym rozwojowi nowotworu gruczotu
piersiowego jest pojawienie sie komoérek zapalnych, ktére
zkolei produkuja wiele réznych MMPs, m. in. MMP-9, MMP-
-12i MMP-14. Sytuacja ta prowadzi do posredniej stymulacji
rozwoju nowotworu na skutek zaburzonej funkgji uktadu
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immunologicznego [32]. Po analizie uzyskanych wynikéw
przez Zhang i wsp. wykazano, ze aktywnosc¢ kolagenazy
w moczu pacjentek z nowotworem piersi wzrastata przy
wspotistniejacych przerzutach [30, 31], natomiast w bada-
niach klinicznych przeprowadzonych przez Leppa i wsp.
zaobserwowano korelacje pomiedzy niskim poziomem
MMP-2 oraz dtuzszym okresem przezycia catkowitego i prze-
zyciem bez wznowy [33]. Po analizie uzyskanych wynikéw
stwierdzono réwniez, ze pooperacyjny poziom MMP-2 jest
niezaleznym czynnikiem prognostycznym u chorych naraka
piersi z przerzutami do weztéw chtonnych. Natomiast na
podstawie pomiaru MMP-2 u tych chorych wyodrebniono
grupe pacjentéw z gorszym rokowaniem, kwalifikujacych
sie do terapii adiuwantowej [33].

Przydatnym diagnostycznie markerem do oceny ztosli-
wosci raka piersi i stanu weztéw chtonnych moze by¢ takze
MMP-13. Do wnioskow takich doszli Bin i wsp. W nastepstwie
przeprowadzonych badan stwierdzono, ze MMP13 wraz
zludzkim receptorem naskérkowego czynnika wzrostu typu 2
(Her-2/neu) wykazuje pozytywna korelacje w stosunku do
inwazyjnosci raka piersi [34, 35].

Metaloproteinazy nie tylko przyczyniaja sie do stymu-
lowania inwazyjnosci komorek rakowych. Zauwazono, ze
MMP-8 i MMP-11 moga petni¢ odwrotng funkcje. W czasie
analizy w modelu zwierzecym stwierdzono, ze enzymy te
petna funkcje ochronng i zmniejszajg inwazyjnos¢ komo-
rek nowotworowych. W wyniku gtebszej analizy i poznania
proceséw, ktdre warunkuja to zjawisko, istnieje mozliwos¢
modulowania rozwoju nowotworu [34].

Oznaczanie poziomu aktywnosci metaloproteinaz od-
bywa sie najczesciej za pomocg metody zymografii in situ.
Technika ta umozliwia oznaczanie substratéw w surowicy,
osoczu, a takze w homogenatach komérek nowotworo-
wych [3]. Liczne doniesienia naukowe moéwig o wzroscie
aktywnosci zelatynazy A i zelatynazy B w surowicy krwi
w nastepstwie rozwoju raka piersi [36]. Poziom MMP korelu-
jezagresywnoscig guza, i co za tym idzie, zryzykiem zgonu
[37, 38]. Enzymy te stanowia istotny czynnik pozwalajacy
okresli¢ stan zaawansowania choroby, co moze w znacza-
cym stopniu utatwi¢ prognozowanie jej przebiegu i dobér
odpowiedniej terapii [3, 38].

Podsumowanie

Oznaczanie aktywnosci metaloproteinaz u chorych na
nowotwor piersi budzi zastrzezenia ze wzgledu na koszt
i ztozono$¢ badan, jednak aktywnos¢ tych enzyméw kore-
luje ze stanem zaawansowania choroby, wieksza inwazyj-
noscia, a takze z krétszym okresem przezycia. Dlatego tez
MMP sg waznym czynnikiem prognostycznym oraz monito-
rujagcym skutecznosé terapii w przebiegu nowotworu piersi.
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