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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej (MMP) to rodzina endopeptydaz, ktére do ak-
tywnosci proteolitycznej wymagaja w centrum aktywnym obecnosci jonu cynku. Rodzing MMP
mozna podzieli¢ na sze$¢ grup: matrylizyny, kolagenazy, stromielizyny, zelatynazy, btonowe MMP
i niesklasyfikowane MMP. Aktywnos¢ MMP regulowana jest na kilku poziomach: transkrypcji
gendw, stabilnosci mRNA, aktywacji proteolitycznej zymogenu, hamowania aktywnosci enzy-
matycznej, degradacji MMP. Giéwnymi wewngtrznymi inhibitorami MMP sa tkankowe inhibito-
ry metaloproteinaz (TIMP). Komérki nowotworowe przez wydzielanie interleukin, interferonéw,
czynnikéw wzrostu i induktora metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej (EMMPRIN),
potrafia indukowac otaczajace komorki gospodarza do wytwarzania potrzebnych im MMP. Oprécz
komorek nowotworowych, MMP wytwarzaja fibroblasty, makrofagi, komoérki tuczne, polimorfo-
jadrowe neutrofile (PMN) i komérki srédbtonka (EC). MMP wptywaja na wiele etapéw rozwoju
nowotworu, umozliwiajac jego ekspansj¢ przez wspieranie proliferacji komérek nowotworowych,
ich inwazji i migracji, powstawania nowych naczyn krwionosnych w otoczeniu guza, a takze przez
blokowanie apoptozy komdrek nowotworowych. Znanych jest kilka sposobow, za pomoca ktérych
MMP moga wspiera¢ rozw6j nowotworu. Degradujac macierz zewnatrzkomoérkowa (ECM) uwal-
niaja przechowywane w niej peptydowe czynniki wzrostu. Moga takze uwalnia¢ czynniki wzro-
stu z powierzchni komérek lub z wigzacych je bialek. MMP moga posrednio regulowac sygnaty
wysylane przez integryny lub degradowac czasteczki E-kadheryny zwigkszajac ruchliwo$¢ komo-
rek. MMP wspomagaja powstawanie przerzutow m.in. poprzez indukcje EMT (epithelial to me-
senchymal transition). Utatwiaja réwniez przechodzenie przez naczynia krwionosne. Rola MMP
w angiogenezie polega na uwalnianiu czynnikéw naczyniotwoérczych oraz degradacji ECM, by
umozliwi¢ migracj¢ komérkom srédbtonkowym. MMP moga takze hamowaé rozwéj nowotwo-
ru przez trawienie receptorow powierzchni komoérkowej, ktérych ligandami sa czynniki wzrostu
lub poprzez uwalnianie z ECM czynnikéw hamujacych angiogeneze.

metaloproteinazy macierzy « MMP ¢ nowotwor ¢ angiogeneza

* Prace wykonano w ramach dziatalnosci statutowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN (5/2012). Druk
publikacji sfinansowano z funduszu Laboratorium Chemii Biomedycznej IITD PAN ,,Neolek™.
Artykut powstal w czasie odbywania przeddyplomowego stazu naukowego pierwszego autora w Instytucie Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu, w Laboratorium Chemii Biomedycznej (kier. prof. Janusz Boratyinski).
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Summary

Extracellular matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of endopeptydases which recquire
a zinc ion at their active site, for proteolityc activity. There are six members of the MMP family:
matrilysins, collagenases, stromelysins, gelatinases, membrane MMPs and other MMPs. Activity
of MMPs is regulated at the level of gene transcription, mRNA stability, zymogene proteolitic ac-
tivation, inhibition of an active enzyme and MMP degradation. Tissue inhibitors of metalloprote-
inases (TIMPs) are main intracellular inhibitors of MMPs. Host cells can be stimulated by tumor
cells to produce MMPs by secreted interleukins, interferons, growth factors and an extracellular
matrix metalloproteinase inducer (EMMPRIN). MMPs are produced by tumor cells, fibroblasts,
macrophages, mast cells, polimorphonuclear neutrophiles (PMNs) and endothelial cells (ECs).
MMPs affect many stages of tumor development, facilitating its growth through promoting tu-
mor cells proliferation, invasion and migration, new blood vessels formation and blocking tumor
cells apoptosis. MMPs can promote tumor development in several ways. ECM degradation re-
sults in release of peptide growth factors. Growth factors linked with cell surface or binding pro-
teins can also be liberated by MMPs. MMPs can indirectly regulate integrin signalling or cleave
E-cadherins, facilitating cell migration. MMPs support metastasis inducing an epithelial to me-
senchymal transition (EMT). MMP also support transendothelial migration. MMPs support an-
giogenesis by releasing pro-angiogenic factors and degrading ECM to support ECs migration.
Cell surface growth factor receptors are also cleaved by MMPs, which results in inhibition of tu-
mor development, so is release of anti-angiogenic factors from ECM.
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Wykaz skrétow:  ADAM - biatka zawierajace domene dezintegryny i metaloproteinazy; ADAMTS - ADAM z motywem

trombospondyny; Ang - angiopoetyny; bFGF - zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow;

BM - btona podstawna; CAF - fibroblasty zwigzane z nowotworem; CD - gronko réznicowania
(cluster of differentiation); DAG - diacyloglicerol; EC - komorka Srddbtonka; ECM - macierz
zewnatrzkomérkowa; EGF - nabtonkowy czynnik wzrostu; EGFR - receptor EGF;

EMMPRIN - induktor metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomérkowej; EMT - zmiana fenotypu

z nabtonkowego na mezenchymalny; EPC - komérki progenitorowe $rodbtonka;

ErbB - receptor EGF; FAP - biatko aktywujgce fibroblasty; FasL - ligand Fas; FGF - czynnik wzrostu
fibroblastow; FGFR - receptor czynnika wzrostu fibroblastow; FRS - substrat FGF;

GP - glikoproteina; GPI - glikofosfatydyloinozytol; HIF - czynnik indukowany niedotlenieniem;
HB-EGF - zwigzany z heparyng EGF; HGF - czynnik wzrostu hepatocytow; IFP - ci$nienie ptynu
$rédmigzszowego; IGF - insulinopodobny czynnik wzrostu; IGF-BP - biatko wiazace IGF;

IGF-IR - receptor IGF typu 1; IL - interleukina; IP3 - 1,4,5-trifosforan inozytol; LRP - biatko
pokrewne receptorowi lipoproteiny niskiej gestosci; LTBP1 - biatko wigzace latentny TGF-[3;

MCP - chemotaktyczne biatko makrofagow; MMP - metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej; MT-MMP - btonowe MMP; NF-kB - czynnik jadrowy kB; PAI-1 - inhibitor
aktywatora plazminogenu; PAR1 - receptor aktywowany proteaza; PC - perycyty;

PDGF - ptytkowy czynnik wzrostu; PG - proteoglikany; PKC - kinaza biatkowa C; PLC - fosfolipaza C;
PMN - polimorfojgdrowe neutrofile; RANKL - receptorowy aktywator liganda NF-xB;

ROS - reaktywne formy tlenu; RTK - receptorowa kinaza tyrozynowa; SMC - komérki mie$ni
gtadkich; TAM - makrofagi zwigzane z nowotworem; TGF-c. - transformujgcy czynnik wzrostu «;
TGF-P - transformujacy czynnik wzrostu 3; TIMP - tkankowe inhibitory metaloproteinaz;

TNF-o - czynnik martwicy nowotworu o; tPA - tkankowy aktywator plazminogenu;

TS - trombospondyna; uPA - tkankowy aktywator plazminogenu typu urokinazy; uPAR - receptor
uPA; VEGF - naczyniowy Srédbtonkowy czynnik wzrostu.
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Wstep

Komérki ulegaja transformacji nowotworowej w wyniku
zmian DNA powodujacego utrate kontroli nad procesami
regulujacymi proliferacjg, apoptoze, réznicowanie si¢ oraz
zdolnos¢ do naprawy powstatych mutacji. Komérki nowo-
tworowe ulegaja niekontrolowanym podziatlom, ktérym to-
warzysza dalsze mutacje. Jednoczesnie zachodzi selekcja
wsréd komoérek nowotworowych, wylaniajaca dominuja-
ce klony, co w konsekwencji prowadzi do progresji pro-
cesu chorobowego.

Jednak nowotwor, aby si¢ rozwija¢ musi oddziatywac na
swoje otoczenie, tworzac warunki sprzyjajace jego dalsze-
mu wzrostowi. Mikrosrodowisko jest na pierwszy rzut oka
niesprzyjajace dla komérek, zwtaszcza takich, ktére ule-
gaja szybkim podziatom. Jest ono ubogie w tlen, sktadni-
ki odzywcze oraz charakteryzuje si¢ nizszym pH [42,221].
Komérki nowotworowe wypracowaly mechanizmy, kt6-
re pozwalaja im przezy¢ w niesprzyjajacych warunkach.
Zdolne sa m.in.do przejscia z metabolizmu tlenowego na
beztlenowy. Waznym elementem mikrosrodowiska nowo-
tworu jest tzw. macierz zewnatrzkomoérkowa, w ktérej znaj-
duja si¢ fibroblasty, komorki srédbtonka (EC) oraz komorki
uktadu odpornosciowego. Komorki te aktywnie wspieraja
wzrost nowotworu np. poprzez wydzielanie metaloprote-
inaz macierzy zewnatrzkomoérkowej (MMP) i wytwarza-
nie réznych czynnikéw wzrostowych.

Progresywny wzrost nowotworu wymaga przebudowy ma-
cierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM) otaczajacej komor-
ki nowotworowe. ECM to ztozona struktura wzajemnie
oddzialujacych makroczasteczek, stuzaca nie tylko jako
struktura przestrzenna kotwiczaca komorki, ale takze ak-
tywnie uczestniczaca w regulacji ich rozwoju i funkcji.
ECM tworza dwie grupy czasteczek, to jest glikoproteiny
(GP) oraz proteoglikany (PG), ktére sa wytwarzane gtéw-
nie przez fibroblasty.

METALOPROTEINAZY MACIERZY ZEWNATRZKOMORKOWE)

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej odgrywaja
gtéwna role w przebudowie ECM. Udziat MMP w procesie
rozwoju nowotworu byt juz przedstawiany w polskim pi-
Smiennictwie, w wielu artykutach [80,112,121,129,130,223].

Struktura MMP

MMP to rodzina endopeptydaz, ktére do aktywnosci
proteolitycznej, wymagaja w centrum aktywnym jonu
cynku. Upraszczajac, MMP zbudowane sa przynajmniej
z dwéch domen: domeny katalitycznej i prodomeny (z wy-
jatkiem MMP-23), zawieraja takze peptyd sygnatlowy.
Domena katalityczna zawiera wysoce konserwatywny mo-
tyw HEXGHXXGXXH, w ktérym znajduja si¢ trzy resz-
ty histydyny odpowiedzialne za wiazanie z katalitycznym
jonem cynku. Umiejscowiony jest tam réwniez, ponizej
miejsca aktywnego, motyw ,,Met-turn”, ktéry odpowiada
za wlasciwa strukture wokoét katalitycznego jonu cynku
[170]. W domenie katalitycznej znajduje si¢ takze struk-
turalny jon cynku i przewaznie trzy jony wapnia, ktdre sta-
bilizuja strukture enzymu [44]. Metaloproteinazy do ujaw-
nienia aktywnos$ci wymagaja aktywacji, polegajacej na
usuni¢ciu prodomeny. Prodomena w stanie nieaktywnym

zawiera, w swojej C-konicowej czgsci, konserwatywny mo-
tyw PRCGVDP, w ktérym znajduje si¢ reszta cysteiny,
zachowujaca sie jak czwarty ligand cynkowy, zapobie-
gajacy aktywacji czasteczki wody. Proces ten nosi nazwe
,.przetacznika cysteinowego” (cysteine switch) i przebie-
ga w dwoch etapach. Najpierw prodomena jest trawiona
w okreslonym miejscu, powyzej reszty cysteinowej, a na-
stepnie zachodzi autoproteoliza wiazania His-Phe, kt6-
re okresla poczatek domeny katalitycznej [149]. W MMP
moga takze wystgpowac¢ domena hemopeksyny oraz boga-
ty w proling, elastyczny tacznik, ktéry taczy domeng he-
mopeksyny z domeng katalityczng. Domena hemopeksy-
ny odgrywa znaczaca role¢ w prawidlowym rozpoznaniu
substratu, oddziatywaniu z tkankowymi inhibitorami me-
taloproteinaz (TIMP) oraz wiazaniu enzymu do ECM lub
powierzchni komérki [44,74,148,200]. Elastyczny tacznik
natomiast pomaga utrzymacé stabilng strukture enzymu,
a takze moze mie¢ znaczenie przy degradacji niektérych
substratéw MMP [136].

Czlonkowie rodziny MMP

O przynaleznosci do rodziny MMP decyduje: homologia
sekwencji aminokwasowej z MMP-1, a wigc obecnos$¢ mo-
tywu przetacznika cysteinowego w prodomenie oraz mo-
tywu wiazacego cynk w domenie katalitycznej. Na pod-
stawie budowy oraz swoistosci substratowej podzielono
MMP na szes$¢ grup: matrylizyny, kolagenazy, stromielizy-
ny, zelatynazy, blonowe MMP i niesklasyfikowane MMP.

Matrylizyny naleza do najprostszych MMP, zbudowane sa
z peptydu sygnatowego, prodomeny i domeny katalitycznej,
nie zawieraja domeny hemopeksyny. W tej grupie sa MMP-26
i MMP-7, a ich substratami sg sktadniki ECM, a takze wy-
magajace aktywacji czasteczki obecne na powierzchni komo-
rek, takie jak pro-o-defensyna, ligand Fas, proczynnik mar-
twicy nowotworu (TNF-a) i E-kadheryna [215].

Kolagenazy zawieraja dodatkowo domeng¢ hemopeksyny
oraz elastyczny tacznik. W tej grupie znajduja si¢ MMP-1,
MMP-8, MMP-13 i MMP-18. Ich substratami sa kolage-
ny typu L, II, III, V oraz IX [121], ale moga takze degra-
dowac¢ wiele innych bialek.

Do stromielizyny naleza MMP-3 i MMP-10 charaktery-
zujace si¢ podobna swoistoscia substratowa, ale MMP-3
ma wigksza wydajnos¢ proteolityczng niz MMP-10 [215].
Enzymy z tej grupy trawia sktadniki ECM, a MMP-3 ak-
tywuje wiele zymogenéw MMP.

Zelatynazy, nalezace do tej grupy MMP-2 i MMP-9 maja
zdolnos¢ degradowania kolagenu typu IV, lamininy, a takze
wykazuja aktywnos¢ przeciw zdenaturowanemu kolageno-
wi — zelatynie [44]. Ich unikalna cecha jest to, ze w obrg-
bie domeny katalitycznej, zawieraja trzy powtdrzenia fibro-
nektyny typu II, ktére umozliwiaja wiazanie z kolagenem,
zelatyng i lamining [2,215]. MMP-2 trawi ponadto kola-
geny typu I, II1 III [1,121] 1 jest szeroko ekspresjonowana
w tkankach. Natomiast ekspresja MMP-9 jest indukowana
w warunkach wymagajacych przebudowy tkanki (rozwdj
tkanki, gojenie si¢ ran, inwazyjny wzrost nowotworu) [170].

Btonowe MMP to MMP zwiazane z btong komoérkowa (MT-
MMP). Proteazy wchodzace w sktad tej grupy podzielono
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Ryc. 1. Struktura domen MMP: S — peptyd
sygnatowy, Pro — prodomena, Cat — domena
katalityczna, Hpx — domena hemopeksyny,
Fn — powtdrzenie fibronektyny, V — insert
witronektyny, | — domena transbtonowa typu
|, Il = domena transbtonowa typu Il, Cp —
fragment cytoplazmatyczny, G — domena
kotwiczaca do glikofosfatydyloinozytolu, Ca
— domena bogata w cysteing, Ig — domena
immunoglobulinopodobna (wedtug [215]
zmodyfikowano)

na dwie podgrupy. Do pierwszej naleza enzymy z transbto-
nowa domeng zawierajaca 24 hydrofobowe reszty amino-
kwasowe, ulokowana za domena hemopeksyny i fragment
cytoplazmatyczny [44]. Hydrofobowa domena umozli-
wia umiejscowienie enzymu na powierzchni biony. Do tej
podgrupy naleza MMP-14 (MT1-MMP), MMP-15 (MT2-
MMP), MMP-16 (MT3-MMP) i MMP-24 (MT5-MMP).
Do drugiej podgrupy naleza MMP, ktére sa zakotwiczo-
ne w blonie dzigki potaczeniu z glikofosfatydyloinozyto-
lem (GPI). Naleza do niej MMP-17 (MT4-MMP) i MMP-
25 MT6-MMP). MT-MMP sg zdolne do degradacji wielu
sktadnikéw ECM, w tym kolagenu typu I, II i III, fibro-
nektyny, lamininy, fibryny i nidogenu [90,170]. MT-MMP
maja takze domeng sktadajaca si¢ z 11 reszt aminokwaso-
wych, umieszczona migdzy propeptydem a domeng kata-
lityczna, ktéra jest trawiona przez furyny — grupg prote-
az serynowych obecnych w aparacie Golgiego [44,164].

Niesklasyfikowane MMP — siedem z nich nie zostato przy-
pisanych do zadnej z powyzszych grup. Do tej grupy na-
leza MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21, MMP-23,
MMP-27 i MMP-28.

Budowe i klasyfikacje MMP przedstawito wielu autoréw
[80,121,129,130], wiele informacji o zelatynazach przed-
stawita Kotaczkowska [112].

ADAM

Biatka ADAM (a disintegrin-like and metalloproteinase)
sg rodzing transbtonowych biatek powierzchni komérko-
wej, ktére wykazuja dziatanie zaréwno adhezyjne, jak
i proteolityczne. Termin ,,dezintegryna” byl poczatkowo
stosowany do opisu bogatych w cysteing biatek, zawiera-
jacych motyw RGD, izolowanych z jadu weza, ktére hamu-
ja agregacje ptytek krwi i adhezje komérkowa z uzyciem
integryn [77,125,141,153]. P6Zniej homologiczne biatka,
w ktérych reszta argininy wewnatrz motywu RGD zosta-
fa zastapiona innym aminokwasem, tworzac motywy, ta-
kie jak: KGD [125,161], MGD [125,154], VGD [28,125],
WGD Iub MLDG [125,189], takze dotaczono do rodzi-
ny dezintegryn. Ostatecznie termin ,.dezintegryny” zostat

zarezerwowany dla okreslonych toksyn jadu weza, a ter-
min ,,biatko typu dezintegryny” dla bialek z motywem
RGD z podobnymi wiasciwosciami, ale inna ogélna bu-
dowa. Do bialek typu dezintegryny naleza m.in. rodziny
ADAM i ADAMTS (ADAM z motywami trombospondy-
ny). Bialka te tworza jedna podrodzing, tzw. adamalizyn,
ktéra z metaloproteinazami nalezy do nadrodziny mety-
zyn [246]. Dotad zidentyfikowano 34 cztonkéw ADAM
w wielu réznych organizmach.

RecuLacia akrywnosct MMP

Aktywnos¢ MMP jest regulowana na kilku poziomach:
transkrypcji genéw, stabilnosci mRNA, aktywacji prote-
olitycznej zymogenu, inhibicji aktywnego enzymu, de-
gradacji MMP.

Regulacja transkrypcji MMP

Ekspresja wigkszosci MMP jest w prawidtowych warun-
kach niewielka, wzrasta, gdy zachodzi potrzeba przebu-
dowy ECM. Zwigkszenie poziomu MMP obserwowane
w nowotworach jest spowodowane m.in. zmianami trans-
krypcji genéw MMP oraz stabilno$ci mRNA, w odpowiedzi
na czynniki wzrostu, cytokiny oraz modyfikacje Srodowi-
ska ECM. Metaloproteinazy naleza do bialek konserwa-
tywnych i ich geny charakteryzuja si¢ dobra stabilnoscia.
Zauwazono jednak, ze w promotorach genéw MMP ist-
nieje polimorfizm, ktéry wptywa na transkrypcje genéw.
Na przyktad w promotorze MMP-1 wystepuje polimor-
fizm pojedynczego nukleotydu, w ktéorym moga wyste-
powac jedna lub dwie guaniny. Obecno$¢ dwéch guanin
tworzy funkcjonalne miejsce wiazace ETS, sasiadujace
z miejscem AP-1 i wzmacniajace transkrypcje. Inny po-
limorfizm znajduje si¢ w promotorze genu MMP-3, kt6-
ry zawiera pieé lub szes¢ adenozyn. Homozygoty alle-
Iu 6A maja potowe aktywnosci transkrypcyjnej allelu 5A
[51,235]. Informacje i przyktady wptywu polimorfizmu na
ekspresj¢ MMP przedstawiono w [130].

Promotory genéw MMP zawieraja wiele r6znych elemen-
tow regulatorowych, m.in. AP-1, PEA3, Spl, Tcf/Lef-1,
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NFxB, RARE[36]. W wielu promotorach mozna znalez¢
takze sekwencje TATA i sekwencje bogate w GC. Jednym
z gtéwnych elementéw regulatorowych jest AP-1, z ktérym
wiaza si¢ cztonkowie rodziny czynnika transkrypcyjnego
AP-1. Sa to biatka z motywem suwaka leucynowego, ktére
sg spowinowacone z sekwencja DNA 5’-TGAG/CTCA-3’.
Czynniki transkrypcyjne AP-1 wiaza si¢ z DNA w postaci
dimeréw, tworzonych przez cztonkéw rodziny Jun (c-Jun,
JunB i JunD) oraz rodziny Fos (cFos, Fra-1, Fra-2 i FosB)
[5,33]. Innym waznym elementem regulatorowym jest miej-
sce PEA3, z ktérym wiazg sig czynniki transkrypcyjne ETS.
Sa to biatka z motywem helisa-zwrot-helisa, ktére rozpo-
znaja sekwencje 5°-A/CGGAA/T-3’ [184,218]. Czynniki
transkrypcyjne ETS nie wiaza si¢ z DNA same, ale two-
rza kompleksy z innymi czynnikami transkrypcyjnymi,
dla ktérych dziataja jak kofaktory. Do cztonkéw tej rodzi-
ny naleza np. ETS-1, ERGB/Fli-1 i PU.1. Zdolnos$¢ czyn-
nikéw transkrypcyjnych AP-11ETS do wiazania DNA jest
regulowana przez szlaki sygnalizacyjne MAPK. Do szla-
ku MAPK naleza: ERK1,2, ktory jest aktywowany przez
mitogeny oraz JNK/SAPK i p38, aktywowane przez stres
sSrodowiskowy i cytokiny zapalne. Schemat szlaku sygna-
lizacyjnego MAPK podany jest w [218].

Aktywacja pro-MMP

Wszystkie MMP syntetyzowane sa w postaci nieaktyw-
nych zymogenoéw (pro-MMP). Aby uaktywni¢ enzym wy-
magane jest usunigcie prodomeny, blokujacej miejsce ak-
tywne. Wigkszos¢ MMP aktywowanych jest na zewnatrz
komoérki, ale dla kilku z nich zaobserwowano aktywacje
wewnatrzkomoérkowa w aparacie Golgiego. Do tej grupy
naleza: MT-MMP, MMP-1 i MMP-21 zawierajace dome-
ne¢ furynopodobna.

Aktywacje MMP wywotuje wiele czynnikéw, np. HgClL,, de-
tergenty (SDS), niskie pH, podwyzszona temperatura, reak-
tywne formy tlenu (ROS) lub proteazy [130]. ROS aktywu-
ja MMP przez utlenianie cysteiny w prodomenie [107,220].
‘Waznymi aktywatorami MMP sa: tkankowy aktywator pla-
zminogenu typu urokinazy (uPA) i tkankowy aktywator pla-
zminogenu (tPA). MMP moga si¢ aktywowac takze wza-
jemnie. Najlepiej poznano mechanizm aktywacji MMP-2
przez MT1-MMP [51,197]. Aktywacja MMP-2 przebiega
przez tréjsktadnikowy kompleks: MT1-MMP, TIMP-2 i pro-
-MMP-2. TIMP-2 jest inhibitorem MMP, ktéry wiaze si¢
poprzez swoja domeng N-koricowa z miejscem aktywnym
MT1-MMP, a przez domeng C-koricowa z domena hemopek-
syny pro-MMP-2. Nastgpnie druga czasteczka MT1-MMP,
wolna od TIMP-2, trawi prodomeng w miejscu N37 — .38,
a dalsza autoproteoliza wywotuje petng aktywacje MMP-2.
TIMP-2 moze wigc stuzy¢ nie tylko jako inhibitor MMP,
ale takze pomaga¢ w aktywacji tych enzymoéw. Nalezy jed-
nak pamigtac, ze aby zaistniata aktywacja MMP-2 st¢zenie
TIMP-2 musi by¢ stosunkowo niskie, tak zeby mégt zostaé
utworzony tréjczasteczkowy kompleks, ale jednoczesnie nie
wszystkie MT1-MMP ulegly wysyceniu. Podobnie akty-
wacja MMP-2 przebiega z udziatem MT3-MMP i TIMP-2
lub TIMP-3 [95,240]. MMP-2 moze by¢ takze aktywowa-
na w procesie z udzialem klaudyn i MT1-MMP [185,195].
Trombospondyna 1 (TS1) wiaze si¢ z pro-MMP-2 i -9 ha-
mujac ich aktywacje [20,48,95]. Ogdlne mechanizmy ak-
tywacji pro-MMP opisano wczesniej [129,130], natomiast
w [80,121] opisano przebieg aktywacji pro-MMP-2.

Inhibitory MMP

Gléwnymi wewnetrznymi inhibitorami metaloproteinaz
sg tkankowe inhibitory metaloproteinaz (TIMP), z kt6-
rych zidentyfikowano dotad: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3
i TIMP-4 [6,23,44,46,79]. Wszystkie TIMP maja podobna
budowe. Sktadaja si¢ z domeny N-koricowej, zawierajace;j
szes$¢ reszt cysteiny (trzy mostki disiarczkowe) odpowie-
dzialnych za wiazanie z domena katalitycznga MMP oraz
z domeny C-koricowej, w ktdrej takze znajduje sig¢ szes¢
cystein tworzacych trzy mostki. Domena ta wiaze sig z do-
menami hemopeksyny zymogenéw niektérych MMP, co
moze prowadzi¢ do aktywacji enzymu. TIMP moga pehié
rolg zar6wno inhibitora, jak i aktywatora MMP, moga ha-
mowac aktywnos¢ wszystkich MMP, jednak z r6zna swo-
istoscia [24]. TIMP-3, w przeciwieristwie do pozostatych
TIMP, oddziatujac z siarczanami glikozoaminoglikanéw
jest ,,immobilizowany” w ECM. TIMP petnia takze wie-
le innych funkcji, s3 m.in. zaangazowane w réznicowanie
komorek, wzrost, migracjg, inwazjg, angiogenezg i apop-
toze. Zaobserwowano, ze TIMP-2 zapobiega autoprote-
olitycznej przemianie MT1-MMP, do nieaktywnej posta-
ci o masie czasteczkowej 45 kDa.

Innym wewnetrznym inhibitorem MMP jest biatko RECK,
ktére hamuje aktywnos¢ MMP-2, MMP-9 i MT1-MMP.
RECK jest zakotwiczony w blonie komdérkowej poprzez
GPI i jest eksprejonowany w wielu tkankach, ale jego po-
ziom w komoérkach nowotworowych jest niski. W polskim
piSmiennictwie inhibitory metaloproteinaz opisano w wie-
lu pracach [80,121,129,130].

Unieczynnianie MMP

Oprocz proteolitycznej aktywacji metaloproteinaz enzy-
my te podobnie jak wszystkie biatka ulegaja proteolizie.
Aktywnos¢ i swoistos¢ MMP moga by¢ regulowane przez
proteolityczna degradacje. Jednak nie kazde trawienie dez-
aktywuje MMP, np. usunig¢cie domeny hemopeksyny, po-
woduje utrate aktywnosci wzglgdem pewnych substratéw,
a zachowana zostaje mozliwos¢ trawienia innych. Odcigcie
domeny hemopeksyny znosi zdolno$¢ niektérych MMP do
wigzania sie z blong komorkowa. Trawienie MMP moze
rowniez zmniejszy¢ ich powinowactwo do TIMP.

MMP moga by¢ fizycznie usunigte z ECM, tworzac kom-
pleksy z biatkami blonowymi, ktére ulegaja endocytozie.
Takimi biatkami sa np. a-makroglobulina oraz trombo-
spondyna 2 (TS2), ktére po zwiazaniu MMP ulegaja en-
docytozie za posrednictwem biatka pokrewnego receptoro-
wi lipoproteiny o niewielkiej gestosci (LRP) [51,192,234],
ktora jest substratem MT1-MMP [95,181]. MMP-13 wia-
ze sig z receptorem (170 kDa) o duzym powinowactwie do
MMP-13. Wigzanie wymagajace Ca** prowadzi do interna-
lizacji 1 degradacji MMP-13 wewnatrz komérki.

Wsréd btonowych MMP wyrézniono dwa mechanizmy
endocytozy: endocytoza z udzialem kaweoli lub zalezna
od klatryny. Najlepiej zjawisko to opisano dla MT1-MMP.
Kompleks adaptorowy klatryny AP-2 wiaze si¢ do moty-
wu dwuleucynowego (Leu-Leu-Tyr573) w domenie cyto-
plazmatycznej MT1-MMP [102,169,211]. Fosforylacja ty-
rozyny (Tyr573) w sposéb zalezny od kinazy tyrozynowe;j
Src jest wymagana do proliferacji i wzrostu inwazyjnego
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komoérek nowotworowych [156,169]. Fosforylacja endol-
finy A2 (biatka generujacego faldowanie btony podczas
tworzenia pecherzykéw endocytarnych) przez kompleks
FAK-Src prowadzi do redukcji endocytozy MT1-MMP
i zwigkszonej degradacji ECM [169,228]. Takze kolagen
typu I moze indukowa¢ inhibicje endocytozy MT1-MMP
[169]. MT1-MMP i rozpuszczalne MMP znajduja si¢ na
kaweolarnych btonach, a same kaweole sa wymagane do
prawidlowego umiejscowienia i dziatania MT1-MMP pod-
czas migracji komérkowej. Domena cytoplazmatyczna
MT1-MMP oddziatuje z ufosforylowang tyrozyna (Tyr14)
kaweoliny 1, gtéwnego sktadnika kaweoli [114,160].

Innymi czasteczkami regulujacymi st¢zenie MT1-MMP
na powierzchni komoérkowej sg tetraspaniny. Tetraspaniny
to integralne biatka blonowe z czterema przewidywanymi
transbtonowymi domenami tworza duza grupe powszech-
nie ekspresjonowanych biatek. Wsréd MMP wiazacych sig
z tetraspaninami jest MT1-MMP, ktéry tworzy kompleks
z CD63 [185]. CD63 bierze udziat w transporcie MT1-MMP
z powierzchni komoérek do lizosoméw, gdzie MT1-MMP
ulegaja proteolizie. Réwniez CD151 w EC i CD9, CD81
i TSAN12 w komoérkach nowotworowych zostaly powia-
zane z regulacja aktywnosci MT1-MMP [116,185,233], ale
dziataja przeciwnie do CD63, poniewaz wspieraja ekspre-
sj¢ MT1-MMP na powierzchni komérek.

ZroptA MMP w NOWOTWORACH

Cho¢ MMP s3 istotne dla przezycia i ekspansji komorek
nowotworowych, to sg przez nie wytwarzane tylko w nie-
wielkim stopniu. Komérki nowotworowe, w parakryno-
wy sposéb, poprzez wydzielanie interleukin, interferonéw,
czynnikéw wzrostu i induktora metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomoérkowej (EMMPRIN), inicjuja otaczajace ko-
morki gospodarza do wytwarzania potrzebnych im MMP
[155,162,195,244]. MMP wydzielane przez prawidlowe
komorki moga by¢ nastgpnie wiazane na powierzchni ko-
morek nowotworowych. Do ,,producentéw” MMP, oprécz
komoérek nowotworowych, nalezg fibroblasty, makrofagi,
komorki tuczne, wielojadrzaste neutrofile (PMN), adypo-
cyty i komorki Srédbtonkowe.

Komoérki nowotworowe wytwarzaja gtownie MMP-7
[85,155], ktéra wplywa na wczesne etapy nowotworzenia,
takie jak proliferacja, apoptoza i migracja. Zidentyfikowano
dwa rodzaje fibroblastéw zaangazowanych w rozwdj no-
wotworu. Miofibroblasty, ktére powstaja z fibroblastow
pod wptywem wydzielanego przez komoérki nowotworowe
transformujacego czynnika wzrostu-f3 (TGF-f) [30,212].
Miofibroblasty moga pochodzi¢ z komérek nabtonkowych,
ktére przeszty EMT [175,225] i w przeciwienstwie do fi-
broblastow, ktére wytwarzaja sktadniki ECM wydzielaja
enzymy, ktére degraduja ECM. Drugim rodzajem sa fibro-
blasty zwigzane z nowotworem(CAF). CAF mogg powsta-
wac przez aktywacje fibroblastow zregbowych lub fibrobla-
stow z krwiobiegu [175]. Cecha charakterystyczna CAF
jest ekspresja wimentyny, dezminy, aktyny o mig$ni gtad-
kich i biatka aktywujacego fibroblasty (FAP). Ponadto wy-
twarzaja wiele cytokin, czynnikéw wzrostu i biatek ECM,
wplywajac na mikrosrodowisko komérek nowotworowych
i wspierajac ich rozwdj [212]. Obecnosé np. czynnikéw
wzrostu hepatocytéw (HGF) prowadzi do inwazyjnego fe-
notypu komérek nowotworowych i podobnie jak TGF-f,

moze indukowac u nich zmiang fenotypu nabtonkowego na
mezenchymalny (EMT — epithelial to mesenchymal trans-
ition). W konsekwencji powiazane z EMT czynniki trans-
krypcyjne Twist 1 i 2 indukowane onkogenem moga zno-
si¢ przedwczesne starzenie si¢ komoérek nowotworowych
[140,212]. Poprzez wytwarzanie biatek ECM, CAF moga
fizycznie modyfikowaé mikrosrodowisko tworzac barierg
utrudniajaca infiltracje guza przez komérki uktadu odpor-
nosciowego [132,152]. Komérki nowotworowe w parakry-
nowy sposob stymuluja CAF do wytwarzania MMP, takich
jak MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-11, MMP-13
i MT1-MMP [89,170,213]. Co ciekawe, zwigkszone wy-
twarzanie MMP obserwowane jest w starzejacych si¢ fibro-
blastach, co moze by¢ wazng czg¢scia tworzenia Srodowi-
ska sprzyjajacego powstawaniu nowotwordéw [17,122,155].
W nowotworach odkryto takze obecno$¢ makrofagdw zwia-
zanych z nowotworem (TAM). Monocyty moga, zaleznie
od bodZca, przechodzi¢ w prozapalne (M1) lub przeciw-
zapalne (M2) makrofagi. Komérki TAM sa podobne do
makrofagéw M2 [212], prawdopodobnie przyczyniaja si¢
do rozwoju nowotworu oraz powstawania przerzutéw, ale
nie maja wplywu na inicjacje procesu nowotworowego.
Ulatwiaja degradacje macierzy oraz wspieraja ruchliwosé
komorek nowotworowych, utatwiajac migracj¢. Przenikanie
komoérek nowotworowych do naczyn krwionosnych naste-
puje z udzialem okotonaczyniowych makrofagéw, ktére
wzmacniaja oddziatywania komérek nowotworowych z ko-
moérkami Srédbtonka i utatwiaja przechodzenie przez Sciang
naczynia [212,229]. TAM wspieraja angiogeneze¢ groma-
dzac si¢ w niedotlenionych obszarach guza i uruchamiajac
przetacznik naczyniotwdrczy i neowaskularyzacje poprzez
wydzielanie pronaczyniotworczych czynnikéw, takich jak
czynnik wzrostu srédbtonka naczyn (VEGF), interleukina
1B (IL-1B), TNF-a, angiogenina i semaforyna 4D. TAM
wytwarzaja wiele MMP: MMP-1, -2, -3, -7, -9, -10, -12,
-13,-141 -19 [45,152] oraz pronowotworowe czynniki, ta-
kie jak TGF-P i IL-10 [188,212]. Nowotwory moga ,,wer-
bowac¢” makrofagi dzigki wydzielaniu chemotaktycznych
biatek makrofagéw (MCP)-1, -2 i -3 [31]. MMP moga zno-
si¢ aktywnos¢ chemotaktyczng MCP przez ich degradacje,
np. MCP-3 jest trawione przez MMP-2 [142]. W przeci-
wiefistwie do granulocytéw, ktére sa gotowe do uwolnienia
swoich MMP na Zadanie, makrofagi wymagaja stymula-
cji do zwigkszenia ich wytwarzania. Oddziatywanie z ak-
tywowanymi EC i adhezja ze sktadnikami ECM wydaja
si¢ gtéwnymi stymulatorami, ktére zwigkszaja wytwarza-
nie MMP przez aktywowane makrofagi. Komorki tuczne
gromadza si¢ wokot oraz wewnatrz guza wspierajac jego
wzrost. Komorki te uwalniajg MMP-2 1 MMP-9 [58,155]
oraz proteazy serynowe, w tym tryptazy i chymazy, ktére
moga aktywowac¢ zymogeny MMP-3 i MMP-9 [58,81,155].
Sa réwniez Zrédlem cytokin i czynnikéw wzrostu, takich
jak VEGF, zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw (bFGF)
i TNF-o. Wielojadrzaste neutrofile zaangazowane w roz-
wd&j nowotworu sa zZrédtem MMP-8 i MMP-9 [155,206].
MMP-8 jest uwalniana ze specjalnych ziarnistosci w miej-
scach stanu zapalnego i uwazana jest za gtéwny regula-
tor aktywnosci chemokin. Pochodzaca z neutrofiléw pro-
-MMP-9 nie tworzy komplekséw z TIMP-1 i dzigki temu
latwiej ulega aktywacji [107]. Adypocyty sa wazna czgscia
zrgbu nowotworu i przyczyniaja si¢ do rozwoju choroby.
Wytwarzane przez nie lipoliny, takie jak leptyna, reguluja
ekspresje i aktywacje MMP, np. leptyna indukuje wytwa-
rzanie MMP-13 w komoérkach glejaka [107,236]. W fazie
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inwazyjnego wzrostu otaczajaca nowotwor tkanka thusz-
czowa wytwarza MMP-11 oraz hamuje r6znicowanie ady-
pocytéw, indukuje odréznicowanie dojrzatych adypocy-
toéw, sprzyjajac gromadzeniu zwigzanych z nowotworem
fibroblastéw [107,146]. W procesie powstawania przerzu-
t6w wazna jest takze wsp6tpraca z EC. Srédbtonek i btona
podstawna tworza barier¢ fizyczna, utrudniajacq wnikanie
komérek nowotworowych do naczyn krwionosnych [212].
Komoérki nowotworowe moga indukowaé w EC reorgani-
zacje aktomiozynowego cytoszkieletu oraz prowadzi¢ do
rozerwania potaczein miedzy komoérkami sréodblonka, za-
leznych od dziatania VE-kadheryny. Udzial makrofagéw,
neutrofilow i komoérek tucznych w rozwoju nowotworu
przedstawiono w [223].

MMP wE WZROSCIE INWAZYINYM | MIGRACJI KOMOREK
NOWOTWOROWYCH

MMP wplywaja na wiele etapéw rozwoju nowotworu,
umozliwiajac jego ekspansje poprzez wspieranie proli-
feracji komérek nowotworowych, ich inwazyjnosci i mi-
gracji, powstawania nowych naczyn krwionosnych w oto-
czeniu guza, a takze przez blokowanie apoptozy komoérek
nowotworowych.

Znanych jest kilka drég, za pomoca ktérych MMP moga
wspiera¢ rozwdj komoérek nowotworowych. Peptydowe
czynniki wzrostu, zdeponowane w biatkach ECM staja si¢
biodostepne po degradacji przez MMP. MMP lub ADAM
uwalniaja zwiazane z btona komérkowa prekursory nie-
ktérych czynnikéw wzrostu. Wptywajac na sktad ECM,
MMP moga posrednio regulowaé proliferacyjne sygnaty
poprzez integryny. W niektérych przypadkach MMP uwal-
niaja receptory znajdujace si¢ na powierzchni komorek,
co prowadzi do zablokowania przekazywanych przez nie
sygnatéw. Uwolnione receptory moga si¢ dalej wigzac ze
swoimi ligandami, uniemozliwiajac im przylaczenie si¢ do
aktywnych receptoréw. MMP trawia czasteczki adhezji ko-
morkowej, takie jak E-kadheryna, co prowadzi do ostabie-
nia adhezji komoérka-komoérka i zwigksza ich ruchliwosé.
Oddzialywanie z innym typem czasteczek adhezji komor-
kowej, integrynami utatwia MMP degradacj¢ swoich sub-
stratow oraz wptywa na komorke poprzez szlaki sygnali-
zacyjne indukowane przez integryny. MMP moga réwniez
ujemnie wptywacé na rozrost komérek nowotworowych po-
przez generowanie proapoptotycznych czasteczek, takich
jak ligand Fas (FasL), TNF-a [149] lub antynaczyniotwor-
czych czasteczek, takich jak angiostatyna i tumstatyna.

Degradacja ECM

ECM to dynamiczna sie¢ wzajemnie oddziatujacych cza-
steczek, ktora otacza komorki, wplywajac na ich rozwdj
i funkcje. Degradacja ECM powoduje nie tylko usunig-
cie bariery fizycznej dla powigkszajacego si¢ guza, ale
takze uwalnia wiele aktywnych biologicznie czasteczek
oraz ujawnia ukryte miejsca w ECM, do ktérych moga sig
przylaczac rézne receptory komérkowe. Trawienie skiad-
nikéw ECM przez komorki jest mozliwe dzigki specjal-
nym strukturom komérkowym, inwadopodiom. Sa to in-
wazyjne wypustki, na powierzchni ktérych gromadza sig
enzymy proteolityczne degradujace macierz, w tym MMP.
W powstawaniu inwadopodiéw aktywna role odgrywaja
sploty aktyny, ktore ukierunkowuja i stabilizuja wypustki.

Mikrotubule natomiast zajmuja si¢ dostarczaniem do wierz-
chotka inwadopodiéw niezbg¢dnych enzymdéw. Powstawanie
inwadopodiéw zapoczatkowuje adhezja komérki do ECM
oraz wytwarzanie czynnikéw wzrostu, ktére aktywuja in-
tegryny i receptory kinaz tyrozynowych [198]. Prowadzi
to do agregacji F-aktyny i innych biatek cytoszkieleto-
wych, m.in. kortaktyny [10,25,181], co inicjuje akumula-
cje MT1-MMP w tworzacych si¢ inwadopodiach [8,181].
Rozpuszczalne MMP przytaczaja si¢ na powierzchni inwa-
dopodiéw do czasteczek adhezyjnych, takich jak integry-
ny i CD44. MMP degraduja réznorodny zbidr sktadnikéw
ECM, uwalniajac wiele rodzajéw czasteczek wptywajacych
na zachowanie sie komorek.

Jednym z substratéw MMP jest fibronektyna, degradowa-
na przez MMP-9 zwiazana z czasteczka adhezyjna CD44
[128,230]. Degradacja prowadzi do uwolnienia aktywnej
czasteczki TGF-B. Czynnik ten jest zwiazany z biatkiem
wiazacym latentny TGF-$ (LTBP1). LTBPI faczy sie za
posrednictwem proteoglikanéw siarczanu heparanu z fi-
bronektyna i w ten sposob zostaje wbudowany w ECM
[113]. Takze dekoryna uwazana za rezerwuar TGF-f3 uwal-
nia ten czynnik po degradacji przez MMP-1, -2, -3,-71-9
[97,128]. Dziatanie TGF-f zalezy od etapu rozwoju no-
wotworu. W prawidlowych komérkach nabtonkowych,
Srédbtonkowych oraz nowotworowych na wczesnym eta-
pie rozwoju nowotworu, TGF-f3 powoduje zahamowanie
proliferacji komérek. Hamowanie proliferacji odbywa sig
poprzez indukcje ekspresji inhibitoréw kinaz cyklinowych
p15INK4b, p21CIP1 i p27KIP1 oraz tlumienie ekspresji c-
-myc [54]. Zaobserwowano jednak, ze 85% wszystkich no-
wotworéw u ludzi staje si¢ oporna na hamujacy proliferacje
wptyw TGF-P [54,168]. Od tej chwili TGF-[3 wspiera roz-
woj nowotworu. Opracowano dwie teorie, ktore ttumacza
t¢ zmiang. Pierwsza z nich méwi, Ze po uniewrazliwieniu
na TGF- komérki nowotworowe zwigkszaja jego wytwa-
rzanie, co wptywa na ECM i czasteczki adhezji komorko-
wej, utatwiajac przerzutowanie, angiogenez¢ oraz induku-
ja immunosupresje¢ [113]. Druga teoria méwi natomiast, ze
wptyw TGF-f na komérki nowotworowe zmienia si¢ po
przejsciu przez nie EMT. Co wiecej, TGF-B moze induko-
waé EMT. Szlak sygnalizacyjny TGF-f3 moze prowadzi¢
do apoptozy komoérki, zazwyczaj za posrednictwem cza-
steczek Smad. Zaobserwowano jednak, ze aktywacja szla-
ku kinaza PI3/Akt moze zahamowa¢ indukowana TGF-[3
apoptozg, przez wigzanie Akt do Smad3, co zapobiega fos-
forylacji i translokacji do jadra biatka Smad3 [34,38,54].
TGF-P wptywa takze na adhezj¢ komérka-komoérka oraz
komérka-ECM przez zmniejszenie ekspresji E-kadheryny,
co obniza adhezj¢ migdzy komdrkami, zwigkszenie ekspre-
sji integryn zwiazanych z inwazja i zwigkszenie ekspresji
bialek wiazacych integryny, np. fibuliny 5 [54,71,143,182].

Zaobserwowano takze trawienie innych sktadnikéw ECM.
MMP-2 i MT1-MMP trawig taricuch y2 lamininy 5, nada-
jac jej wiasciwosci chemotaktyczne i stymulujac migracje
komérkowa [72,170]. Laminina 5 jest sktadnikiem nabton-
kowej btony podstawnej komorki, w sktad ktérej wechodza
takze kolagen typu IV, laminina 1, enaktyna/nidogen i pro-
teoglikany. Ponadto oddziatuje ona z integrynami, co jest
decydujace dla adhezji komérek nabtonkowych do bion
podstawnych [12]. Nietrawiona laminina 5 tworzy sta-
bilne potaczenia z komoérka, natomiast produkty trawie-
nia przez MMP wspieraja migracj¢. Na przyktad domena
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zawierajaca tripeptyd RGD lamininy wewnatrz taiicucha
o wspiera adhezj¢ komorek przez wiazanie si¢ do integry-
ny B1. Domena YIGSR wewnatrz taicucha 3 lamininy, po-
przez wiazanie si¢ z nieintegrynowym receptorem lamininy
[16,193], indukuje oddziatywania komérka-komoérka, regu-
luje morfogenezg i reorganizuje EC w struktury rurkopo-
dobne [78,193]. Kolejnym substratem dla MMP jest kola-
gen typu IV. Jego degradacja uwalnia niekolagenowe (NC)
domeny taricuchéw a2, a3 i o6 o wtasciwosciach antyna-
czyniotwérezych [166,170]. Domena C-koricowa taficucha
03 jest nazywana tumstatyna, a niektére jej fragmenty po
degradacji przez MMP-9 sg zdolne do wiazania integry-
ny avP3 komérek srédbtonka i wywotywania antynaczy-
niotwoérczej odpowiedzi [131,170]. Laicuch a3 jest takze
zdolny do obnizania ekspresji MT1-MMP. MMP trawia
takze domeny NC kolagenu typu XVIII uwalniajac frag-
ment o nazwie endostatyna oraz domeny NC kolagenu XV
uwalniajac restyng, oba fragmenty powoduja zahamowanie
procesu angiogenezy [138,170]. MMP-3, MMP-7, MMP-9
i MMP-12 trawia plazminogen, uwalniajac N-konicowy
fragment, zwany angiostatyna, ktéry hamuje proliferacje
komérek srédbtonkowych [26,47,170]. Natomiast degrada-
cja fibrylin przez MMP-2, MMP-9 i MMP-12 powoduje
powstawanie peptydéw z motywem XGXXPG, ktére wia-
73 si¢ do receptora 67 kDa. Wiazanie to powoduje chemo-
taksje, proliferacje i migracje komérek nowotworowych
oraz wytwarzanie MMP-2 przez fibroblasty [26,103,170].
Z kolei MMP-1 i MMP-3 degraduja perlekan i uwalnia-
ja bFGF [170,221].

Uwalnianie czynnikéw wzrostu z powierzchni
komorek

Z powierzchnia komorek zwigzanych jest wiele czynnikéw
wzrostu w ich nieaktywnej postaci. Za ich uaktywnienie
odpowiedzialne sa MMP. Przytaczenie MMP-7 do CD44
powoduje, ze zwiazany z heparyna nabtonkowy czynnik
wzrostu (HB-EGF) w wyniku proteolizy ulega aktywacji
do aktywnej postaci EGF [21,212]. Takze MMP-3 moze
degradowa¢ HB-EGF i uwalnia¢ aktywny czynnik wzrostu
[128,201]. Proteinazy ADAM réwniez biora udziat w regu-
lacji szlaku receptora EGF (EGFR). ADAM-10 uwalnia np.
rozpuszczalny EGF, natomiast ADAM-17 przetwarza po-
staci proinnych ligandéw EGFR, takich jak TGF-o i epire-
gulina [107]. Wptyw EGF na komérki nowotworowe moze
przebiegac przez rézne szlaki, ogdlnie jednak sprzyja pro-
liferacji komérek nowotworowych. EGF moze uruchamiaé
szlak ERK, ktory prowadzi do zwigkszonej proliferacji,
wzrostu transkrypcji cztonkéw rodziny Bcl-2 i inhibito-
réow bialek apoptotycznych. EGF moze aktywowac takze
szlak kinazy PI3/AKT i JAK/STAT. JAK fosforyluje biat-
ka STAT umiejscowione w btonie plazmatycznej. To pro-
wadzi do przemieszczenia biatek STAT do jadra, gdzie
aktywuja transkrypcj¢ gendéw zwiazanych z przezyciem
komérki. W procesie angiogenezy nowotworowej, uwol-
niony przez MMP, EGF aktywuje kinaz¢ tyrozynowa re-
ceptorow (RTK), ktéra moze wspierac ,,werbowanie” pe-
rycytow i dojrzewanie naczyn [52,193].

MMP uwalniaja TNF-«, jedna z najwazniejszych proza-
palnych cytokin, ktéra jest ekpresjonowana jako zwiaza-
ny z blona prekursor (pro-TNF-a) na powierzchni m.in.
makrofagéw i komérek T. Wsréd MMP trawiacych pro-
-TNF-o znajduja si¢ MMP-1, -2, -3, -9, -12, -14, -15i -17

[107,136], chociaz uwaza sig, ze gtéwnym enzymem akty-
wujacym TNF-o jest ADAM-17, znany takze jako TACE
(TNF converting enzyme). Wiele nowotworéw wytwarza
nadmiernie TNF-a i wspiera przezycie komoérek nowotwo-
rowych w sposéb zalezny od NF-xB (nuclear factor kap-
pa-light-chain-enhancer of activated B cells) [107,126].

Uwalnianie czynnikéw wzrostu z wiazacych je bialek

Niektére czynniki wzrostu tworza kompleksy z wybra-
nymi biatkami, ktére uniemozliwiaja im wigzanie si¢ do
swoich receptoréw. MMP trawia te biatka i uwalniaja ak-
tywny czynnik wzrostu.

Tlustracja zjawiska jest uwolnienie insulinopodobnego czyn-
nika wzrostu (IGF). Zwiazany z biatkiem tworzy nieaktywny
kompleks IGF-BP, podatny na proteoliz¢ MMP. W wyniku
trawienia dochodzi do uwolnienia IGF [51,135]. Wykazano,
ze kompleks IGF-BP1 jest trawiony przez MMP-11, IGF-BP3
przez MMP-1, MMP-2 i MMP-3, a IGF-BP5 przez MMP-1
i MMP-2 [65,128,135,206]. Nastgpstwem kaskad sygnali-
zacyjnych wywotanych przez IGF jest indukcja proliferacji
komérek. Receptor IGF typu 1 (IGF-IR) reguluje cykl ko-
morkowy. Moze ulatwiac przejscie z fazy GO do G1 poprzez
aktywacje p70 S6K, prowadzac do fosforylacji biatka ry-
bosomowego S6 i zwigkszenia puli rybosoméw niezbednej
do wejscia w cykl [50,183]. Moze wspieraé przejscie G1-S
przez zwigkszenie ekspresji genéw cykliny D1 i CDK4,
prowadzac do uwolnienia czynnika transkrypcyjnego E2F
i syntezy cykliny E [183,185]. Wykazano, ze szlak sygna-
lizacyjny owvP3 przedtuza sygnat z IGF-IR, ktéry réwniez
wplywa na ekspresje MMP-2. Zwigksza syntez¢ tego enzy-
mu, kiedy aktywowany jest szlak PI3K, ale zmniejsza wy-
twarzanie MMP-2 kiedy sygnat biegnie przez szlak MAPK
[183,239]. IGF-IR zwigksza aktywnos$¢ zwiazanej z po-
wierzchnig komoérki MMP-9 [144,183].

Trawienie receptoréw powierzchni komorkowej

W wyniku dziatan MMP dochodzi do uwolnienia recepto-
row zwiazanych z btona komérkowa, uwalniajac ich roz-
puszczalne, nieaktywne postaci MMP-2 trawi np. domeng
zewnatrzkomoérkowa receptora czynnika wzrostu fibrobla-
stow (FGFR1) [128]. Uwolniony FGFR1 nadal zachowuje
zdolnos$¢ wiazania z FGF, kontrolujac bioaktywnos¢ tego
czynnika. Zaobserwowano, ze FGF indukuje ekspresje
MMP-2. Trawienie receptora FGF przez MMP-2 moze by¢
czgscia sprzgzenia zwrotnego majacego na celu hamowanie
sygnatu przekazywanego przez FGFR1. Aktywowane re-
ceptory FGF moga uruchamiaé wiele szlakéw, prowadzac
do proliferacji i migracji komérek. Do receptoréw moze sie
przytaczy¢ substrat 2 FGFR (FRS2) i prowadzi¢ do akty-
wacji szlakéw RAF, MAPK [56,209] oraz antyapoptotycz-
nego szlaku, zaleznego od AKT [4,209]. Niezaleznie od
FRS2 do receptora moze sig¢ wigzac¢ fosfolipaza C [165,209].
Fosfolipaza C (PLC) prowadzi do aktywacji kinazy biatko-
wej C (PKC), ktéra wzmacnia aktywacj¢ szlaku MAPK.

Degradacja i oddzialywanie z czasteczkami adhezji
komérkowej

Czasteczki adhezji komérkowej naleza do grupy recep-
toréw na powierzchni komorek, ktére wybidrczo oddzia-
tuja z czasteczkami obecnymi na powierzchni sasiednich
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Ryc. 2. Schemat szlakéw sygnatowych, angazujacych MMP

komoérek lub w ECM. Receptory na powierzchniach komo-
rek naleza do pigciu gléwnych klas: kadheryn, integryn, su-
per rodziny immunoglobulin (Ig-CAM), selektyn i recep-
toréw hialuronowych CD44 [24,134]. Wewnatrz komorki
receptory oddzialuja z wieloma czasteczkami zaangazo-
wanymi w szlaki sygnalizacyjne.

Kadheryny to transbtonowe glikoproteiny zalezne od Ca?*,
ktére uczestnicza w adhezji migdzy komérkami przez wia-
zanie si¢ do ektodermy homotypowych kadheryn sasied-
nich komoérek. Ich wewnatrzkomérkowy C-koniec oddzia-
tuje z inng grupa biatek, kateninami (o, B, yi p120), ktére
reguluja stabilnos¢ adhezji migdzykomorkowej [24,32,98].
Oddziatywanie to jest fundamentalne dla adhez;ji, przeka-
zywania sygnatow i proliferacji komoérek. Kadheryny sa
substratami dla kilku MMP. E-kadheryna jest substratem
dla MMP-3 i MMP-7, natomiast P-kadheryna dla MMP-1
i MMP-2 [24,178]. Utrata kadheryn powoduje spadek ko-
hezji migdzy komérkami, co utatwia ich rozprzestrzenia-
nie i migracj¢. W wyniku tego procesu dochodzi do umiej-
scowienia B-kateniny w jadrze. B-katenina jako kofaktor
transkrypcji reguluje rézne geny zaangazowane w rozwoj
nowotworu [170]. Rozpuszczalna E-kadheryna moze takze
hamowac¢ dziatanie E-kadheryny zwiazanej z btona w para-
krynowy sposéb, poprzez hamowanie agregacji komorko-
wej zaleznej od E-kadheryny. Zaobserwowano zwigkszona
aktywnos¢ MMP-2, MMP-9 i MT1-MMP spowodowana

pojawieniem si¢ rozpuszczalnej E-kadheryny w komor-
kach nowotworowych raka ptuc [151,170]. Proteoliza
E-kadheryny jest jednym z poczatkowych etapéw EMT.

Integryny sa heterodimerami, zbudowanymi z dwéch nieko-
walencyjnie zwiazanych podjednostek: taricucha o i mniej-
szego taricucha . Integryny oddziatuja z biatkami tworza-
cymi ECM, z komérkami i z rozpuszczalnymi czasteczkami
obecnymi w pltynach ustrojowych. Po zwiazaniu liganda
w integrynach zachodza zmiany konformacyjne, po kt6-
rych nastgpuje przestanie sygnatéw do wnetrza komorki
poprzez szlaki wykorzystujace kinaze ogniskowo-adhe-
zyjna (FAK) lub RTK [24,70,176]. Sygnaly te wptywa-
ja na adhezje, przezycie, proliferacje i migracje komorek.
Zaobserwowano, ze szlaki FAK i RTK sg czesto nadak-
tywne w nowotworach, przyczyniajac si¢ do ich rozwoju.
Aktywowany przez integryny FAK powoduje uruchomie-
nie szlaku sygnalizacyjnego Ras/MAP [115,207]. FAK
jest takze zaangazowany w aktywacj¢ kinazy JNK oraz
fosfolipazy C. INK stymuluje jadro komérkowe do synte-
zy MMP-2 i MMP-9 [207]. Biatka ECM zawieraja motyw
RGD, umozliwiajacy im przytaczanie si¢ do odpowiednich
integryn. Wiele MMP réwniez oddzialuje z integrynami,
np. MMP-2 oddziatuje z avB3 na powierzchni naczyni
krwiono$nych podlegajacych angiogenezie [24], MMP-9
oddziatuje z av3 wspierajac migracje komdérek raka pier-
si [24,180], a z awvB5 oddziatuja aktywne postaci MMP-2
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i MT1-MMP, wplywajac na ich lokalizacje w btonie ko-
morkowej [24,94,183]. MMP-1 i MMP-9 oddziatuja z in-
tegryna o2f1 [49,170]; awvB3 bierze udzial w aktywacji
pro-MMP-2 [170]. Integryny wiazac si¢ do obszaréw po-
wstajacych po degradacji ECM przez MMP moga wspie-
raé przezycie komérek nowotworowych. Wykazano, ze
integryna owvB3 moze sie wiazac¢ z produktem degrada-
cji kolagenu typu I przez MMP-1 w komérkach czernia-
ka [129]. Oddziatywanie to chronito komérki nowotworo-
we przed apoptoza i zwiazane byto ze wzrostem stosunku
bcl2: bax. Integryny moga by¢ takze substratami dla MMP,
np. MMP-7 trawiac podjednostke B4 zwieksza potencjat
migracyjny komérek raka stercza [128,216]. MT1-MMP
moze trawi¢ prekursory av, oS i o3 [11,24,177]. Kontakt
migdzy swoistymi integrynami ekspresjonowanymi przez
komorki nowotworowe a ECM nie zawsze sprzyja rozwo-
jowi nowotworu, np. ekspresja integryny o231 odwraca
ztosliwy charakter komérek, gdy sa w kontakcie z ma-
cierza kolagenowa [44,245]. Wazng integryng powiazana
z angiogeneza jest receptor witronektyny, avB3, ktéry jest
ekspresjonowany w EC podlegajacych angiogenezie [55].

Komérki nowotworowe wykazuja zwigkszona liczbe izo-
form CD44. Receptory CD44 wiaza MMP-9 na ich po-
wierzchni [62,238], a powstaty kompleks jest zaangazo-
wany w degradacje kolagenu typu IV [143]. Aktywacja
MMP-9 za pomoca CD44 powoduje zmiany w inwazyjno-
Sci nowotworowej i angiogenezie prawdopodobnie przez
aktywacje TGF-f [45,238]. Do CD44 przytacza sig¢ réw-
niez MMP-7. Natomiast MT1-MMP bierze udziat w de-
gradacji CD44, wspierajac w ten sposéb migracje komo-
rek [24,104].

Udziat MMP w inwazji nowotworu jest przedstawiony
w polskojezycznym pismiennictwie [80,112,121,129].

MMP w powstawaniu przerzutéw nowotworowych

Proces powstawania przerzutéw nie jest wydajny, szacu-
je sig, ze tylko okoto 0,01% uwolnionych ze zmiany pier-
wotnej komdrek nowotworowych zapoczatkowuje two-
rzenie si¢ nowych zmian [24,35]. Proces przerzutowania
jest wieloetapowy, nastgpuje: rozluznienie mi¢dzykomor-
kowych potaczeri i uwolnienie pojedynczych komoérek od
guza; niedopuszczenie do anoikis; degradacja ECM i mi-
gracja komorek; przenikanie do naczyn krwionosnych lub
limfatycznych; adhezja do komoérek srédbtonka i wzrost
wtérny w nowym miejscu [237].

Anoikis jest apoptoza komoérki wywotana przez utrate
potaczen migdzy komoérka a ECM. W komoérkach nowo-
tworowych zaobserwowano niewrazliwos¢ na ten mecha-
nizm. Jednym ze sposobéw w jaki komdérki nowotworo-
we moga radzié sobie z anoikis jest EMT. Komorki, ktére
przeszty EMT maja bardziej inwazyjny charakter i moga
migrowacé, nabieraja cech komdrek macierzystych. Jak juz
wspomniano EMT moze by¢ indukowane przez degrada-
cje E-kadheryny lub uwolnienie TGF-. MMP-3 aktywuje
program EMT [123,175] w mysich komérkach nabtonko-
wych przez zwigkszenie poziomu ROS [174,175]. Do EMT
moze takze prowadzi¢ aktywacja szlaku sygnalizacyjnego
Wht. Klasyczny szlak Wnt hamuje fosforylacje B-kateni-
ny ijej poZniejsza degradacj¢ w proteosomie, co skutkuje
translokacja B-kateniny do jadra komérkowego [22,186],

gdzie zostaje zwigzana z rodzing biatek wiazacych DNA
LEF/TCF [18,175]. Wsréd genéw, ktérych ekspresja zwigk-
sza si¢ pod wplywem szlaku Wnt sa geny MMP, takie jak
MMP-3, MMP-7 [40,175], MT1-MMP [175,202] i MMP-26
[137,175]. Komérki o fenotypie mezenchymalnym wytwa-
rzaja wigcej MMP, dlatego tez sa mniej uzaleznione od wy-
twarzania tych enzymow przez komorki gospodarza, co
zwigksza ich zdolnos¢ do przerzutowania. Po przemieszcze-
niu si¢ do miejsca tworzenia przerzutéw komorki nowotwo-
rowe moga powrdci¢ do swojego fenotypu nablonkowego.
Badania ujawnity, ze w zaleznosci od czynnika wywotuja-
cego EMT, wzrost wytwarzania poszczeg6lnych MMP za-
chodzi w r6znym stopniu. Na przyktad w komoérkach na-
btonkowych sutka transformowanych Ras i traktowanych
TGF-B, w celu indukcji EMT, najwiekszy wzrost ekspre-
sji zachodzit dla MMP-2, MMP-12 i MMP-13 [101,175].
Natomiast indukcja EMT w komoérkach MCF10A przez
traktowanie TGF-f3 lub ekpresj¢ ErbB2 stymulowata eks-
presje MMP-2 i MMP-9 [108,109,175]. Aktywacja EMT
w komoérkach NMuMg przez traktowanie nadtlenkiem wo-
doru, prowadzita do wzrostu ekspresji MMP-3, MMP-10
i MMP-13 [145,175], a indukcja EMT przez kinazg¢ tyro-
zynowa Abl w tej samej linii komérkowej prowadzita do
wzrostu ekspresji MMP-3 i MMP-9 [3,175].

Migracja komérek nowotworowych pozwala zasiedla¢ nowe,
czesto odlegte miejsca. Opisano dwa sposoby w jaki ko-
morki moga si¢ przemieszczaé w ECM; przemieszczanie
si¢ zbioru komérek lub pojedynczych komoérek [66,212].
Podczas przemieszczania zbioru migdzykomoérkowe pota-
czenia pozostaja zachowane. Wystgpuje ono w nieobecno-
Sci TGF-B i zachodzi w uktadzie limfatycznym [69,212].
Natomiast przemieszczanie ,,indywidualne” moze prze-
biega¢ na sposéb ,,ameboidalny” lub przez przemiesz-
czanie typu mezenchymalnego. Typ ameboidalny zacho-
dzi poprzez cykle rozszerzania si¢ i kurczenia komorki
ijest niezalezny od proteaz. Mezenchymalny typ migracji
jest wykorzystywany przez komoérki po zmianie fenotypu
(EMT). Wyrézniono trzy etapy ruchu komdérek: przyla-
czanie, kurczenie si¢ i odigczanie. Udziat MMP ograni-
cza si¢ do fazy przylaczania i odtaczania w migracji typu
mezenchymalnego [27,128,158]. Podczas migracji MMP
zwigzane s3 z czasteczkami adhezyjnymi na powierzchni
komorki [14,128]. MMP trawiac elementy ECM utatwia-
ja przemieszczanie komorek. Degradacja i reorganizacja
ECM podczas inwazji mezenchymalnej prowadzi do two-
rzenia mikroprzestrzeni, ktére moga by¢é wykorzystane
i poszerzone przez inne komorki [181,227]. Komoérki de-
ponuja czasteczki adhezyjne i MMP w pegcherzykach bto-
nowych, ktére pozostaja w obrgbie ECM. Komérki nowo-
tworowe moga zmienia¢ sposéb poruszania si¢ w zaleznosci
od warunkéw. Hamowanie proteaz sprzyjaé bedzie typo-
wi ameboidalnemu, a przy sztywnosci ECM dominujacy
bedzie typ mezenchymalny [212]. MMP moga takze sty-
mulowac¢ migracje komérek nowotworowych w nieprote-
olityczny sposéb. Kompleks MT1-MMP/TIMP-2 aktywu-
je kaskade sygnalizacyjng MEK1/3 — ERK1/2 — p9ORSK,
co skutkuje zwigkszong ruchliwoscia komérek [193,194].

Wejscie do naczyn krwionosnych, tzw. intrawazacja wy-
maga obecnosci MMP-9. Zaobserwowano, ze nadekspre-
sja MT1-MMP zwigksza liczbg komdrek nowotworowych
przezywajacych po ich podaniu dozylnie [51,208]. W proces
intrawazacji zaangazowane sa okotonaczyniowe makrofagi
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[37,212]. Perycyty ograniczaja intrawazacje¢ komoérek no-
wotworowych. Jednak perycyty ,,zwerbowane” przez ko-
morki nowotworowe w miejscach przerzutéw uwalniaja
czynniki naczyniotwdrcze, wspierajace wzrost nowotwo-
ru [29]. Po wejsciu komérki nowotworowej do naczynia
krwiono$nego jest ona narazona na reakcj¢ uktadu immu-
nologicznego gospodarza. Obecnos¢ MMP pozwala ko-
morkom nowotworowym przetrwaé m.in. dzigki oddzia-
tywaniom z ptytkami krwi. Optaszczone trombocytami
komorki moga ochronic sig przed dziataniem efektorowych
komoérek systemu immunologicznego. Agregaty komorek
nowotworowych z ptytkami krwi tworza zatory w naczy-
niach, dzigki temu komorki te moga zmniejszy¢ zdolnosé
do przemieszczania si¢ przylegajac do komoérek srédbton-
ka. Kolejnym etapem jest oddzielenie si¢ ptytek krwi i eks-
trawazacja komorek nowotworowych. Zaobserwowano,
ze MMP stymuluja agregacje komdrek nowotworowych
z trombocytami. MMP moga trawié receptor o interleu-
kiny 2 (IL-2Ra) na powierzchni komorek T obnizajac ich
zdolnos¢ do proliferacji [68,187]. MMP aktywuja takze
TGF-B, ktéry ttumi reakcje cytotoksyczng limfocytéw T
[68,76]. Receptory ICAM-1 znajdujace si¢ na powierzchni
komorek NK przylaczaja pro-MMP-9, ktéra po aktywacji
trawi receptor ostabiajac dziatanie cytotoksyczne komorek
NK. Natomiast produkt trawienia inhibitora proteinazy ol
przez MMP-11 zmniejsza wrazliwo$¢ komoérek nowotwo-
rowych na dziatanie komoérek NK [68,106].

Zaobserwowano, ze pierwotne guzy wytwarzajg rozpusz-
czalne czynniki, ktére indukuja werbowanie krwiotwor-
czych komoérek progenitorowych (HPC) do premetasta-
tycznych nisz, stwarzajac korzystne warunki dla krazacych
komoérek nowotworowych [45,105]. HPC odktadajac sie
w miejscach tworzenia przerzutu stwarzaja dogodne wa-
runki do ich zasiedlenia przez komérki nowotworowe [45].
Proces powstawania nisz zasiedlajacych wydaje si¢ zalez-
ny od MMP-9 wytwarzanych przez HPC [223].

MMP a apoptoza

MMP wykazuja dziatanie zaréwno pro- jak i antyapopto-
tyczne. MMP-7 uwalnia zwigzany z blona ligand Fas, kt6-
ry indukuje apoptozg, taczac si¢ ze swoim receptorem ini-
cjuje odpowiedni szlak sygnalizacyjny [170,171]. MMP-3
indukuje apoptoze, w przypadku jego nadekspresji w ko-
morkach nabtonkowych, prawdopodobnie przez trawienie
lamininy [51,226]. MMP moga takze wspomagac apopto-
z¢ komoérek w procesie anoikis. W wyniku tego typu zja-
wisk dochodzi do wyselekcjonowania komérek opornych
i dziatanie MMP moze prowadzi¢ do przetrwania komdrek
tumorogennych o obnizonej wrazliwosci na apoptotyczne
bodzce. MMP moga hamowac apoptozg przez uwalnianie
czynnikéw wzrostu, np. EGF i IGF. Udziat TIMP w pro-
cesie apoptozy opisano w [223].

ANGIOGENEZA

Wzrost guza powyzej Srednicy 2-3 mm wymaga zaopa-
trzenia w tlen i sktadniki odzywcze. Do proliferujacych
komérek nowotworowych musza zosta¢ doprowadzone
nowe naczynia krwionos$ne, ktére dostarcza niezbgdnych
sktadnikéw [63]. Istnieje kilka sposobéw powstawania no-
wych naczyii krwiono$nych. Pierwszym jest waskulogene-
za, czyli tworzenie naczyn de novo z angioblastow, ktére

nastgpnie réznicuja si¢ w dojrzate komoérki srédbtonko-
we [39]. Naczynia moga powstawaé takze na bazie istnie-
jacej juz sieci naczyi, w procesie zwanym angiogeneza.
Najczesciej opisywanym mechanizmem angiogenezy jest
,.kietkowanie” (sprouting) naczyn krwionos$nych, poprzez
proliferacje¢ 1 migracje EC, ktére tworza Sciany tych na-
czyn [179]. Komoérki nowotworowe moga wykorzystywaé
istniejaca sie¢ naczyn krwionos$nych, moga takze tworzy¢
nieprawidtowe naczynia krwionosne w zjawisku zwanym
nasladownictwem naczyniowym. Macierzyste komorki no-
wotworowe moga roznicowac si¢ w nowotworowy Srodbto-
nek [29,217]. Z powodu gwattownosci inicjacji angiogenezy,
zjawisko to zostato nazwane ,,wlacznikiem naczyniotwor-
czym’ (angiogenic switch) [45]. Zaobserwowano, ze nie-
ktére komoérki nowotworowe moga szybko dokooptowad
istniejace naczynia gospodarza, by zapewni¢ dobre una-
czynienie rozwijajacego si¢ guza [93]. Jednak ta dokoop-
towana sie¢ naczyn nie podlega angiogenezie, ale raczej
cofa si¢ z powodu przerywania oddziatywan miedzy EC
a perycytami (PC)/komérkami migsni gtadkich (SMC) oraz
apoptozy EC. Regresja moze prowadzi¢ do powstania mar-
twicy w centrum guza, po ktdrej tworzy si¢ silny naczy-
niotwérczy odczyn na obrzezach guza [92,93]. Wysoka
ekspresja czynnikéw pronaczyniotwérczych powoduje,
ze naczynia utworzone podczas angiogenezy nowotworo-
wej sg czgsto poszerzone, krete oraz nieszczelne. Wigksza
przepuszczalnos¢ naczyi nowotworu prowadzi do zwigk-
szenia ci$nienia ptynu srédmiazszowego (IFP) [13,193].
Giéwnym mechanizmem lezacym u podstaw przetaczni-
ka naczyniotwdrczego jest zmiana réwnowagi migdzy po-
ziomami aktywatoréw i inhibitoréw angiogenezy, na ko-
rzys¢ tych pierwszych [19,45].

Angiogeneza nowotworowa dotyczy gtéwnie matych na-
czyn krwionos$nych, takich jak zyiki i tetniczki pozawloso-
wate oraz naczynia wiosowate, ktore sa zbudowane z po-
jedynczej warstwy komoérek srédbtonkowych, ktéra otacza
btona podstawna (BM). EC wplywaja na wiele metabolicz-
nych funkcji, takich jak: koagulacja i tromboliza, kontrola
napigcia §ciany naczyn, prezentacja antygenow i synteza
sktadnikéw BM i czynnikéw wzrostu. BM dodaje natomiast
wytrzymatosci na rozciaganie i moze dostarczaé substra-
téw do przylaczania komoérek. Warstwe EC 1 BM otacza
ptaszcz perycytéw. PC pomagaja regulowac przeptyw krwi
w naczyniach wlosowatych i proliferacj¢ EC, a takze moga
si¢ réznicowac¢ w dojrzate komorki migsni gtadkich, kto-
re s3 obecne w wigkszych naczyniach krwionosnych [91].

Wyrézniono pigc kolejnych etapéw angiogenezy: (1) zwiot-
czenie $ciany naczynia i pobudzenie komérek Srédbtonka,
(2) degradacja btony podstawnej i macierzy zewnatrzko-
moérkowej, (3) migracja i proliferacja komérek srédbton-
ka, (4) wytworzenie rurkowatych struktur nowego naczy-
nia, (5) otoczenie nowo powstatych naczyn przez komorki
mezenchymalne [236].

Inicjacja procesu angiogenezy

Niedotlenienie lub niedokrwienie prowadzi do indukcji
wielu czynnikéw transkrypceyjnych, takich jak czynnik in-
dukowany niedotlenieniem (HIF), ktére sa odpowiedzial-
ne za uruchomienie programu angiogenezy. HIF laczy si¢
z promotorem VEGF, ktéry jest gtéwna cytoking o prona-
czyniotwérczym dziataniu [64,236]. Rodzina VEGF sktada
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si¢ z kilku cztonkéw [232]. VEGF-A jest gtéwnym czyn-
nikiem stymulujacym angiogenezg, zaréwno w warunkach
fizjologicznych, jak i patologicznych [29,59,150]. Wiaze
si¢ on z receptorem VEGFR-1, VEGFR-2 lub VEGFR-3,
z réznym powinowactwem. EC ekspresjonuja gtéwnie
VEGFR-1 i -2, natomiast ekspresja VEGFR-3 jest ogra-
niczona do Srédbtonka limfatycznego i indukuje tworze-
nie naczyn limfatycznych [205]. Szlak inicjowany przez
VEGFR-1 wspiera wzrost komérek nowotworowych w spo-
sob niezalezny od angiogenezy [29,120]. VEGF powoduje
wzrost przepuszczalnosci naczyi, ich poszerzenie i zwiot-
czenie przez stymulacje wytwarzania tlenku azotu (NO)
przez pobudzony Srédbtonek [242,243]. Od Scian naczyn
odlaczaja sig perycyty (PC), co powoduje, ze EC traca swa
przyczepnos¢ i naczynie rozszerza si¢. VEGF powoduje tak-
ze wzrost ekspresji MMP. Zauwazono, ze TIMP-3 hamuje
neowaskularyzacj¢ stymulowana VEGF w spos6b nieza-
lezny od aktywnosci inhibitorowej wobec MMP. TIMP-3
wiaze si¢ z VEGFR-2, przez co blokuje aktywacje tego re-
ceptora przez VEGF [173]. Jednak u myszy z niedoborem
TIMP-3 nie zaobserwowano nieprawidtowej budowy na-
czy1, chociaz utrata hamowania szlaku VEGFR powinna
prowadzi¢ do zwigkszenia przepuszczalnosci i uszkodzenia
naczyn [117]. Dlatego tez sadzi si¢, ze cho¢ TIMP-3 jest
inhibitorem VEGFR nie jest on jednak gtéwnym jego re-
gulatorem. Odkryto réwniez homolog VEGF — PIGF, kt6-
rego obecnos¢ nie jest jednak wymagana w fizjologicznej
angiogenezie [29,64]. Jego rola w nowotworzeniu polega
na stymulacji angiogenezy oraz aktywacji progenitorowych
komorek szpikowych oraz ECM, w celu utworzenia bar-
dziej sprzyjajacego mikrosrodowiska do wzrostu komoérek
nowotworowych [29].

Rola MMP w uwalnianiu czynnikéw
pro- i antynaczyniotwérczych

Pobudzone EC, stymulowane przez czynniki uwalniane
W pierwszym etapie angiogenezy, wytwarzaja MMP, pro-
wadzac do zniszczenia bariery fizycznej uniemozliwiaja-
cej im migracje. Jedna z gtéwnych MMP zaangazowanych
w proces angiogenezy jest MMP-9, ktérej udowodnio-
no udzial w uruchomieniu wtacznika naczyniotwoércze-
go. W tym celu postuzono si¢ modelem wielostopniowe-
20 nowotworzenia w trzustce u transgenicznych myszy
RIP1-Tag2 [45]. U myszy tych, podczas inicjacji angio-
genezy w wysepkach hiperplastycznych, MMP-2 i MMP-
9 byty podwyzszone. Usunigcie genu MMP-9 wigzato sie
z brakiem inicjacji angiogenezy. Natomiast transplantacja
szpiku kostnego typu dzikiego przywracata indukcje¢ angio-
genezy w wysepkach trzustkowych organizmu z brakiem
MMP-9. Dowodzi to istotnej roli MMP-9 w uruchamianiu
wlacznika naczyniotwérczego oraz sugeruje, ze MMP-9
pochodzi z komérek krwi powstajacych w szpiku kostnym.
W przypadku MMP-2 nie udalo si¢ jednoznacznie usta-
li¢ jej wptywu na wiacznik naczyniotworczy. Wigkszos¢
badan sugeruje, ze MMP-2 nie bierze udziatu w inicjacji
angiogenezy [45,57,139], niektdre jednak sugeruja, ze jest
ona zaangazowana w ten proces [45,96].

Podczas degradacji okotonaczyniowej ECM i BM uwalnia-
ny jest VEGF. W uwolnienie VEGF z ECM zaangazowane
sa MMP, takie jak MMP-9 [43,45], MMP-2 i MT1-MMP
[45] oraz MMP-3, -7 i -19 [45,118]. Rozpuszczalne i zwia-
zane z ECM VEGF wydaja si¢ stosowaé rézne wzory

nowotworowej neowaskularyzacji: rozrost naczyn (roz-
puszczalny VEGF) lub kietkowanie i rozgal¢zianie na-
czyn (VEGF zwiazany z ECM). Dwie postaci sa zaan-
gazowane w rozne szlaki sygnalizacyjne, chociaz obie
wiaza si¢ do tego samego receptora powierzchni komor-
kowej. MT1-MMP moze takze regulowaé biodostgpnosé
VEGEF na poziomie transkrypcji. MT1-MMP tworzy kom-
pleks z VEGFR-2, co powoduje aktywacje szlakéw Akt
i mTOR [53,194] lub ERK1/2 [194,203]. Innym czyn-
nikiem naczyniotwérczym uwalnianym przez MMP jest
bFGF. Uwolnienie bFGF odbywa si¢ przez trawienie pro-
teoglikanu, siarczanu heparanu przez MMP-2, MMP-9
i MT1-MMP [7,45,184,204,241]. Czynnik ten wystgpuje
w dwdch izoformach. Pierwsza — 18 kDa bFGF zwigksza
proliferacje i ruchliwos¢ EC wiazac si¢ ze swoim recep-
torem na ich powierzchni. Druga — 22-24 kDa bFGF, po
translokacji do jadra komdrkowego, wpltywa na prolifera-
cj¢ komorek srédbtonka poprzez pobudzenie transkrypcji
rDNA [111,243]. Trombospondyna 1 pobudza przyleganie
migdzy komérkami EC i blokuje ich odpowiedZ na bFGF.
Troponina I swoiscie hamuje wptyw bFGF na EC. Niski po-
ziom FGF jest niezbedny do utrzymania spdjnosci naczyi
[29,147]. W badaniach nad rakiem stercza zaobserwowano,
ze MT1-MMP uwalnia z powierzchni komérek nowotwo-
rowych receptorowy aktywator liganda NF-kB (RANKL)
[182,193]. Prowadzi to do stymulacji migracji komdrek.
MMP-1 degraduje receptor aktywowany proteaza (PAR1),
ktéry w duzych ilosciach znajduje si¢ na powierzchni EC.
Aktywacja PAR1 prowadzi do aktywacji szlaku MAPK
i ostatecznie skutkuje przeksztatceniem EC ze stanu spo-
czynkowego do stanu wzbudzonego [45,73]. Za to MMP-
9 uwalnia ligand sKit, ktéry pelni wazna role we wzroscie
guza i angiogenezie [45,87]. MT1-MMP uwalnia zwigza-
na z btona komdérkowa semaforyng 4D, ktéra odpowiada
za indukcjg rozwoju naczyn [15,45]. MMP, oprécz swojej
pronaczyniotwoérczej aktywnosci, moga generowac czyn-
niki antynaczyniotwoércze. Kilka MMP, w tym MMP-2, -7,
-9, -12, jest zdolnych do trawienia plazminogenu i uwalnia-
nia angiostatyny [45,160]. Angiostatyna zwigksza apoptoze
komoérek nowotworowych [110]. Endostatyna jest tworzona
przez MMP-3, -7, -9, -12, -13 i1 -20 [45,60], chociaz czyn-
nik ten jest wytwarzany gtéwnie przez elastazg i katepsy-
n¢. Endostatyna tworzy stabilne kompleksy z pro-MMP-9
i-13 i blokuje ich aktywacje [157]. Hamuje takze prolife-
racj¢ EC, ich migracje i tworzenie naczyn wlosowatych,
czesSciowo poprzez wiazanie si¢ do integryny a5B1 i bloko-
wanie fosforylacji FAK [45,222]. Tumstatyna jest tworzo-
na przez MMP-9, hamuje proliferacj¢ EC przez wiazanie
si¢ do integryny awvP3 [45,82]. Funkcjonalny receptor uPA
(uPAR) jest decydujacy w tworzeniu przez EC rurkowatych
struktur. uPAR moze by¢ substratem dla MMP-12. MT1-
MMP, poprzez uwalnianie endogliny z powierzchni komé-
rek, hamuje angiogeneze w warunkach in vitro [86,193].
Rozpuszczalna endoglina wiaze si¢ z TGF-f i blokuje dal-
sze przekazywanie sygnaléw w EC. Interleukiny (IL-10,
-12, -18) zmniejszaja syntez¢ VEGF, TNF-a i MMP-9.
IL-10 stymuluje réwniez TIMP-1.

Dziatanie MMP powoduje takze odstanianie wielu ukry-
tych epitopéw biatek ECM. MMP-9 trawi kolagen typu
1V, odstaniajac epitop HUIV26, ktéry wiaze si¢ do inte-
gryny a3 z EC, regulujac rozwéj naczyn krwionosnych
[45,84,231]. Innym epitopem jest HU177, obecny w kolage-
nie typu i1V [45,84], jego usunigcie z naczyi nowotworu
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skutkuje ekspresja inhibitora cyklu komérkowego, inhibi-
tora kinazy cyklinozaleznej p27**’ w EC [41,193]. Takze
proteoliza lamininy przez niektére MMP powoduje od-
krycie nowych epitopéw, jednak ich fizjologiczne dziata-
nie pozostaje niewyjasnione [45,186].

Czynnikami, ktére maja wtasciwosci pronaczyniotworcze
sa: interleukiny (IL-8, IL-1 i IL-6), angiogenina i TNF-c.
Interleukiny stymuluja chemotaksje, proliferacje i migra-
cj¢ EC. Angiogenina natomiast pobudza enzymy proteoli-
tyczne, a TNF-o prawdopodobnie nasila migracje i rézni-
cowanie EC. Znaleziono tez wiele czynnikéw o hamujacym
dziataniu na angiogenez¢. Antynaczyniotworcze interfe-
rony, IFN-y i IFN-B tlumia transkrypcje MMP-9 induko-
wang przez pronaczyniotwoércze czynniki. Endorepelina,
fragment C-konicowej domeny perlekanu [75,193], hamuje
angiogeneze poprzez oddziatywanie z o1 1. Czynnik ptyt-
kowy 4, to cytokina, wytwarzana przez ptytki krwi, ktéra
blokuje wigzanie naczyniotworczych czynnikéw wzrostu
z proteoglikanami w BM. Do czynnikéw wptywajacych
na angiogenez¢ naleza takze chemokiny CXC. W chemo-
kinach tych trzy ostatnie aminokwasy na N-koncu taricu-
cha polipeptydowego to dwie cysteiny przedzielone innym
aminokwasem (C-X-C). Jezeli chemokiny te maja w kon-
cowym fragmencie taricucha sekwencje¢ Glu-Leu-Arg, kt6-
ra nazywa si¢ motywem ELR, to wykazuja dziatanie pro-
naczyniotworcze. Natomiast chemokiny pozbawione tego
motywu dziataja antynaczyniotwdrczo.

Informacje te sugeruja, ze gtéwne role w procesie angio-
genezy petnia MMP-2, MMP-9 i MT1-MMP. Inne MMP
moga odgrywac rolg pomocnicza przez uzupetnianie ak-
tywnosci gtéwnych MMP. Jednakze w badaniach z wyko-
rzystaniem myszy z knockoutem ktéregos z genéw MMP,
czgsto nie obserwowano zadnych negatywnych nastgpstw
na rozwoj sieci naczyi krwionosnych. Spowodowane to
moze by¢ powszechnoscig angiogenezy, ktéra moze wy-
stgpowaé w warunkach fizjologicznych wiasciwie w kaz-
dej tkance w organizmie. EC tworzace nowe naczynia na-
potykaja wiele r6znych sktadnikéw ECM, potrzebuja wigc
wielu r6znych MMP, by je zdegradowaé. Tak wigc w or-
ganizmie wystgpuje naturalny nadmiar degradomu i przy
braku jednych enzyméw ich rolg moga petnic inne [124].

Migracja komorek Srodbtonka oraz dojrzewanie
naczyn

Wraz z degradacja ECM tworzy si¢ tymczasowa macierz
ztozona z witronektyny, fibryny i fibronektyny, stanowiaca
matrycg, na ktorej zasiedlaja si¢ EC. Stymulatory angio-
genezy, takie jak VEGF, moga zwigkszy¢ przepuszczal-
nos¢ naczyn, powodujac wyciek biatek osocza, takich jak
fibrynogen, do okotonaczyniowego srodowiska. Fibrynogen
jest nastgpnie trawiony przez trombing i tworzy nieroz-
puszczalne biatko ECM, fibryne [224]. Integryny wiazac
si¢ z ECM chronia komérki przed apoptoza, a przez przy-
taczanie si¢ do réznych czynnikéw, dostarczaja komor-
kom wielu sygnatéw, np. wiazanie si¢ z czynnikami wzro-
stu (takimi jak VEGF, FGF, angiopoetyna — Ang-1) lub
z ich receptorami (VEGFR-2 i FGFR) stymuluje wzrost
naczyn [29]. Integryny przyczyniaja si¢ takze do zwigk-
szenia ekspresji i aktywacji pro-MMP oraz wspieraja doj-
rzewanie naczyn przez regulowanie oddziatywan mig-
dzy EC, PC, a ECM. Dwie gtéwne integryny, ktére biora

udzial w angiogenezie to avB3 oraz avP5. avp3 jest eks-
presjonowany podczas angiogenezy, ale nie w niestymu-
lowanych EC. Za posrednictwem integryn av3 dochodzi
do przylegania komérek do fibrynogenu, lamininy, kola-
genu, witronektyny lub czynnika Willebranda [196,243].
Ustalono, ze bFGF i TNF-a indukuja angiogenezg zalez-
na od integryny avB3, a VEGF i TGF- zapoczatkowuja
angiogeneze zalezna od owvfB5 [33,235]. MT1-MMP prze-
prowadza proteolityczne dojrzewanie podjednostki ov, in-
tegryny awv3 [45].

Wspélnemu przemieszczaniu si¢ EC pod wptywem sygna-
16w naczyniotwdérezych zapobiega wyselekcjonowanie ko-
morek szczytowych, ktére nadaja kierunek powstajacemu
naczyniu. Komorki z sasiedztwa komérek szczytowych
przyjmuja dodatkowe pozycje jako komérki todygowe,
ktére dziela si¢ wydtuzajac powstajace naczynie. Komorki
szczytowe zostaja aktywowane przez VEGF-C, ligand re-
ceptorow VEGFR-2 i VEGFR-3 [29,210]. W odpowiedzi
na zwigzanie VEGF do receptora VEGFR-2, w tych ko-
morkach zwigkszona zostaje ekspresja DLL4 [29,167].
W komérkach todygi DLL4 aktywuje szlak NOTCH, kt6-
ry prowadzi do tlumienia VEGFR-2, stymuluje natomiast
VEGEFR-1, co sprawia, ze komorki te staja si¢ mniej po-
datne na VEGF, ale bardziej wrazliwe na ptytkowy czyn-
nik wzrostu (PDGF). EC ciagle konkuruja o pozycje ko-
morek szczytowych przez precyzyjne dostrajanie ekspresji
VEGFR-2 i VEGFR-1 [29,100]. Ponadto komérki szczyto-
we zawieraja filopodia, by odbiera¢ srodowiskowe sygna-
ly orientacji, takie jak efryny i semaforyny, natomiast ko-
morki todygowe uwalniaja czasteczki, takie jak EGFL7,
by przekazac informacjg o swojej pozycji sasiadom [29].
Ostatnim etapem angiogenezy jest dojrzewanie nowo po-
wstatych naczyn. W procesie dojrzewania naczyn koniecz-
ne jest wytworzenie oddzialywan EC z ECM i komérkami
mezenchymy. Migrujace i proliferujace EC, po utworze-
niu rurkowatych struktur, musza zosta¢ pokryte warstwa
BM i perycytéw. Prawidtowe przylaczenie perycytéow do
naczyn krwionosnych ogranicza powstawanie przerzutow
nowotworowych [193,230]. Czynnikami, ktére wspieraja
ten proces sa m.in. PDGF, angiopoetyny i TGF-f3 [29,99].
EC i komérki nowotworowe uwalniaja PDGF-f3, by przy-
ciggac perycyty [29,67,88]. Perycyty moga takze po-
wstawaé z okotonaczyniowych progenitorow perycytow
PDGFR-B*, werbowanych ze szpiku kostnego [29,191].
Niezbedne do potaczenia EC z otaczajacymi je komorka-
mi mezenchymalnymi sa receptory kinazy tyrozynowej
Tie-1 i Tie-2. Receptor Tie-1 uczestniczy w réznicowa-
niu EC i utrzymaniu integralnosci naczynia krwiono$ne-
go, natomiast receptor Tie-2 jest wazny w tworzeniu sieci
naczyn [181,243]. MT1-MMP indukuje uwolnienie Tie-2
z EC [105]. Aktywnos¢ MT1-MMP prowadzi do spadku
poziomu Tie-2 w srédbtonku, wywotujac destabilizacj¢ na-
czyn i nastgpujaca po niej migracj¢ EC. Angiopoetyny 112
wiaza si¢ z receptorem Tie-2 i mogg pobudzaé lub hamo-
wac¢ EC. Ang-1 przyczynia si¢ do dojrzewania sieci naczyn
przez stabilizowanie oddzialywan migdzy EC i otaczaja-
cym je ECM, a mezenchyma werbujac PC/SMC i stabili-
zujac naczynia krwiono$ne [199]. Natomiast Ang-2 zwigk-
sza wrazliwos¢ EC na czynniki angiogenne oraz powoduje
destabilizacj¢ naczynia przez odtaczenie si¢ komdrek mig-
$ni gtadkich i perycytow [133,243]. Ang-2, w przeciwien-
stwie do Ang-1 wiazac si¢ z Tie-2 nie powoduje fosforyla-
cji tego receptora, a zatem dziata jak jego antagonista. To
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wigzanie powoduje rozluZnienie Sciany naczyn krwiono-
$nych, zmniejsza kontakty migdzy EC a ECM i PC/SMC.
To czyni EC bardziej dostgpnymi i podatnymi na bodZce
naczyniotworcze. Jednak jezeli Ang-2 jest obecna bez dal-
szych bodZcéw naczyniotwérczych, destabilizowane na-
czynia cofaja si¢ [83]. Ang-2 jest ekspresjonowane tylko
podczas przebudowy naczyn. Catkowity wpltyw systemu
Ang-Tie na nowotwory jest zalezny od kontekstu. Ang-1
oprdcz przyczyniania si¢ do dojrzewania naczyn wspiera
przezycie EC stymulujac wzrost nowotworu. Jednak ha-
muje wynaczynianie komérek nowotworowych i utrzymuje
spojnosé zdrowych naczyr poza obszarem guzéw. Ang-2
natomiast stymuluje angiogenez¢ nowotworowa i werbu-
je pronaczyniotworcze, ekspresjonujace Tie-2, monocy-
ty (TEM), a inhibicja Ang-2 wspiera cofanie si¢ naczyn.
Inhibitory proteaz (TIMP) i inhibitor aktywatora plazmi-
nogenu 1 (PAI-1) stwarzaja warunki do tworzenia si¢ blony
podstawnej. PC wytwarzaja duze ilosci TIMP-2 i TIMP-3
hamujac w ten spos6b zdolnosé EC do przebudowy ECM.

Z wielu badan wynika, ze neowaskularyzacja nowotwo-
rowa zalezy takze od komorek progenitorowych, gtéwnie
pochodzenia szpikowego, mobilizowanych z uktadu kraze-
nia przez cytokiny i czynniki wzrostu [9,45]. Mobilizacja
tych komérek progenitorowych zachodzi w sposéb zalez-
ny od MMP-9, z udziatem zlozonego systemu chemokin
[45,127,163]. Same komérki szpikowe takze wytwarzaja
MMP. Wydzielanie MMP-2 i -9 przez komorki progeni-
torowe srédbtonka (EPC) i OEC (outgrowth endothelial
cells) jest decydujace dla dojrzewania i naprawy naczyn
podczas niedokrwienia [172,190,193,215].

PismiennicTWO

PobpsumowaNIE

MMP odgrywaja gtéwna rolg wtasciwie we wszystkich naj-
wazniejszych etapach rozwoju nowotworu: inwazyjnosci
i migracji komérek nowotworowych, ucieczce przed apop-
toza i nadzorem ukladu odpornosciowego, powstawaniu
przerzutéw i w rozwoju naczyin krwionosnych. Ich aktyw-
nos¢ polega gléwnie na degradacji ECM oraz uwalnianiu
wielu czynnikéw wptywajacych na zachowanie komorek.
MMP przewaznie wspieraja rozwdj guza, jednak zahamo-
wanie tych enzyméw moze prowadzi¢ do przyspieszenia
procesu nowotworzenia. Moze to by¢ spowodowane nie-
swoistoscig uzywanych inhibitoréw, ktére hamuja aktyw-
nos¢ wielu MMP, w tym tych niekoniecznie sprzyjaja-
cych rozwojowi guza. W celu skuteczniejszego dziatania
przeciwnowotworowego nalezatoby opracowa¢ inhibito-
ry swoiste tylko wobec tych cztonkéw MMP, ktéry wyka-
zuje wilasciwosci pronowotworowe. Wptyw MMP zmie-
nia si¢ w zaleznos$ci od rodzaju nowotworu, czy stadium
rozwoju guza. Wydaje sig, ze najwigksza rolg odgrywaja
one w poczatkowych stadiach rozwoju nowotworu, w kt6-
rych ttumienie ich aktywnosci mogtoby doprowadzi¢ do
zahamowania wzrostu guza i jego degradacji. Natomiast
dla w petni uformowanego i unaczynionego guza aktyw-
nos¢ MMP nie jest decydujaca dla przezycia. Thumaczy¢
to moze brak dobrych wynikéw terapii z uzyciem inhibi-
torow MMP, ktérej zostali poddani pacjenci w zaawan-
sowanych stadiach rozwoju nowotworu. Istotne jest tak-
ze powstrzymanie MMP bioracych udziat w powstawaniu
przerzutéw, ktdre sa najczestsza przyczyna Smierci pacjen-
tow z choroba nowotworowa.
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