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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Rak jelita grubego jest jednym z najczgstszych nowotwordw ztosliwych przewodu pokarmowe-
g0. Rozwdj tego nowotworu jest procesem wieloetapowym, zajmujacym kilkanascie lat — od ma-
tych ognisk dysplastycznych w nablonku jelita, poprzez polipy gruczotowe az do powstania raka
in situ. W procesie karcynogenezy raka jelita grubego znaczaca rolg odgrywaja metaloproteina-
zy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMPs) i ich tkankowe inhibitory (TIMPs). Jedna z metalo-
proteinaz o waznym znaczeniu w rozwoju raka jelita grubego jest MMP-9, enzym degradujacy
kolagen btony podstawnej naczyn i macierzy zewnatrzkomérkowej, co utatwia wzrost, migracje
i inwazj¢ komoérek nowotworowych, powstawanie przerzutéw odlegtych oraz angiogenez¢ w ob-
rebie guza. Wykazano wzmozona ekspresje MMP-9 w tkance tego nowotworu, korelujaca ze
stopniem zaawansowania choroby, wigksza inwazyjnoscia oraz krétszym czasem przezycia cho-
rych na raka jelita grubego.

rak jelita grubego * gruczolak jelita grubego » metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej ¢ tkankowe inhibitory metaloproteinaz
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Summary

Colorectal cancer is one of the most common malignant tumors of the gastrointestinal tract. The
development of this tumor is a complex, long-term, and multi-step process, from small dysplastic
lesions of normal colorectal mucosa, through adenomatous polyps, to carcinoma in situ. Matrix
metalloproteinases (MMPs) and their tissue inhibitors (TIMPs) play an important role in colo-
rectal carcinogenesis. MMP-9 is able to degrade collagen IV from basement membranes and
extracellular matrix, which is associated with tumor progression, including invasion, metastasis,
growth, migration, and angiogenesis. It was demonstrated that increased expression of MMP-9
plays a crucial role in the development of several human malignancies, including colorectal can-
cer. Increased expression of MMP-9 correlated with tumor stage, invasiveness, and poor survi-
val of colorectal cancer patients.

colorectal cancer * colorectal adenoma ¢ matrix metalloproteinases ¢ tissue inhibitors of
metalloproteinases
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RAK JELITA GRUBEGO

Mimo ogromnego postepu, jaki si¢ dokonal w medycynie
w ostatnich dekadach, choroby nowotworowe wciaz pozo-
staja gtdwna przyczyna zgondéw. Wsrdd nich wysoka po-
zycje zajmuje rak jelita grubego. Szacuje sig, ze jest on
trzecia na §wiecie przyczyng zgonéw na nowotwory, po
raku ptuc u obu pici oraz raku piersi u kobiet i raku gru-
czotu krokowego u mezczyzn [24]. W Polsce liczba no-
wych zachorowan zwigksza si¢ o 2,5% rocznie i dochodzi
do 30/100000 mieszkancéw, a odsetek S-letnich przezyc
wynosi zaledwie 25% [40]. Wsréd kobiet przewaza rak
okreznicy, u mezczyzn czgsciej wystepuje rak odbytni-
cy. U obu pici umieralnos¢ jest wigksza z powodu raka
odbytnicy [40].

Czas rozwoju tego nowotworu od powstania guza do wysta-
pienia klinicznie jawnych objawéw wynosi od kilku do kil-
kudziesigciu lat. Wystgpowaniu raka jelita grubego sprzyja
niewtasciwa dieta, zawierajagca nadmierne ilosci weglowo-
danoéw, produktéw wysokottuszczowych i nitrozaminy oraz

zbyt mate spozycie surowych warzyw i owocéw. Réwniez
niewielka aktywnos$¢ fizyczna sprzyja zachorowaniom na
ten nowotwor, m.in. z powodu sktonnosci do zaparé i prze-
dtuzonego kontaktu toksyn z btona §luzowa jelita grube-
go. Wptyw na powstawanie rakow jelita grubego maja tez
czynniki genetyczne. Istnieje takze rodzinna odmiana raka
jelita grubego — wrodzony rak jelita grubego niezwiaza-
ny z polipowatoscig (HNPCC — hereditary non-polyposus
colorectal cancer).

Na podstawie badan genetycznych opracowano teorig
Ladenoma-carcinoma sequence”, wyjasniajaca procesy
rozwoju nowotworu ztosliwego z gruczolaka jelita [9].
Sekwencja zdarzen zaczyna si¢ od rozwoju matego ogni-
ska dysplastycznego w nablonku i stopniowego wzrostu
tej zmiany do gruczolaka, ktéry przez kolejne stopnie
dysplazji nabiera cech charakteru inwazyjnego w postaci
raka (ryc. 1). Potencjalna zdolnos¢ polipa do przemiany
ztosliwej mozna okresli¢ na podstawie oceny jego wiel-
kosci, typu makroskopowego, mikroskopowego i stop-
nia dysplazji.

PRAWIDLOWA NADMIERNA GRUCZOLAK RAK POWSTAWANIE
BLONA PROLIFERACJA JELITA JELITA PRZERZUTOW
SLUZOWA NABLONKA GRUBEGO GRUBEGO ODLEGLYCH
nieprawidlowosci gendw inaktywacja
APC, hMSH2, hMLH1 gendéw
(zespoty wrodzone) APC, hMSH2,
hMLHI1
inaktywacja alleli 521
>
zaburzenia metylacji DNA
mutacja punktowa genu K-ras
delecja genu DCC
inaktywacja/delecja genu
17p/mutacja p53
>
inaktywacja 18q
>

dalsza akumulacja zaburzen
chromosomalnych

Ryc. 1. Sekwencja zaburzen genetycznych prowadzacych do rozwoju raka jelita grubego
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Dysplazja polega na zmianach cytologicznych i architek-
tonicznych komorek nabtonkowych. W zaleznosci od stop-
nia nasilenia nieprawidtowosci komérkowych klasyfikowa-
na jest jako lekka, srednia lub cigzka. Obecnos¢ dysplazji,
uznawanej za zmiang przedrakowa, jest powodem zalicza-
nia gruczolakéw do grupy polipéw nowotworowych [23].
Zmiany polipowate w jelicie grubym najczesciej ulega-
ja przemianie do nowotworu ztosliwego, jesli maja bu-
dowe histologiczng z przewaga elementéw kosmkowych
(adenoma villosum lub adenoma villotubulare), Sredni-
ce wigksza niz 2 cm i charakteryzuja si¢ dysplazja duze-
go stopnia. Proces powstawania gruczolaka i jego dalszej
transformacji w raka jest nastgpstwem zmian ekspresji ge-
néw regulujacych procesy proliferacji i r6znicowania ko-
morek. Zaburzenia dotycza zaréwno onkogendw, np. Ki-ras
i c-myec, jak i genéw supresorowych — APC, MCC, DCC
oraz p53 [42]. W wyniku tych mutacji dochodzi do selek-
cji klonéw komorkowych, u ktérych brak jest prawidtowe;j
kontroli cyklu komérkowego i réznicowania. Komorki te
maja zdolnos¢ niekontrolowanego rozrostu i uniezaleznia-
ja sie od mechanizméw regulacji apoptozy, czyli progra-
mowanej Smierci.

METALOPROTEINAZY MACIERZY ZEWNATRZKOMORKOWE)

Macierz zewnatrzkomérkowa (extracellular matrix — ECM)
jest dynamiczng strukturg ztozong z réznych makroczaste-
czek, np. kolagenu, fibronektyny, lamininy czy tez prote-
oglikanéw tkanki tacznej, ktére reguluja funkcje komoérek
poprzez wytworzenie dla nich swoistego mikrosrodowi-
ska. Przemiany macierzy pozakomoérkowej sg integral-
na cze¢scia rozmaitych fizjologicznych i patologicznych
proceséw, takich jak rozwdj i formowanie tkanek, proce-
sy rozrostu i réznicowania komorek, a takze naciekanie
i tworzenie przerzutéw nowotworu [52,54]. Sktadniki ma-
cierzy zewnatrzkomoérkowej sa trawione przez rézne en-
zymy proteolityczne, w tym przez metaloproteinazy ma-
cierzy zewnatrzkomoérkowej (MMPs). Sa one grupa proteaz
wielodomenowych, ktérych aktywnos¢ enzymatyczna jest
uzalezniona od obecnosci jondw cynkowych w centrum
katalitycznym czasteczki. MMPs sa aktywne w lekko za-
sadowym lub oboje¢tnym pH, w obecnosci jonéw wapnia
[39,55]. Enzymy te sa zaliczane do endopeptydaz. Pierwsza
poznana i opisana metaloproteinaza byta MMP-1 u kija-
nek. Dotad zidentyfikowano 28 metaloproteinaz, z ktérych
22 wystepuja u cztowieka. Wszystkie te enzymy charak-
teryzuja si¢ znacznym podobieiistwem budowy, zawieraja
propeptyd zbudowany z okoto 80 aminokwaséw (i wcho-
dzacy w jego strukturg peptyd sygnatowy, kierujacy je do
miejsca docelowego) oraz domeng katalityczna, sktadaja-
cg si¢ z okoto 170 aminokwaséw. O przynaleznosci enzy-
mu do nadrodziny MMPs decyduje homologia z konserwa-
tywnymi sekwencjami aminokwaséw obecnymi w MMP-1,
zwlaszcza z sekwencja HEXXHXXGXXH w miejscu ak-
tywnym. W zaleznosci od swoistosci substratowej i budo-
wy czasteczki metaloproteinazy dzieli si¢ na pig¢ zasad-
niczych podgrup: matrylizyny, kolagenazy, stromelizyny,
zelatynazy i metaloproteinazy btonowe (membrane-type
metalloproteinases — MT-MMP). Szésta grupe stanowia
MMPs niezaliczane do zadnej z poprzednich (tabela 1).

Aktywnos¢ MMPs w warunkach fizjologicznych jest kon-
trolowana na kilku poziomach. Ich wydzielanie moze by¢
regulowane na etapie transkrypcji przez czynniki wzrostu,

cytokiny, hormony, interakcje migdzykomaérkowe i komo-
rek z macierza zewnatrzkomorkowa, a takze przez rézne
czynniki fizyczne, np. promieniowanie ultrafioletowe [3].
O aktywnosci tych enzyméw decyduja tez procesy transla-
¢ji i aktywacji proenzyméw pod wptywem enzymow pro-
teolitycznych, jonéw metali, plazminy, oksydantéw. MMPs
sq wydzielane w postaci pre-proenzymow (postaé nieak-
tywna) i uwalniane do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej
jako nieaktywne proenzymy (proMMPs). Wyjatkiem sa
MT-MMPs — enzymy btonowe pozostajace na powierzch-
ni komorki. Znajdujacy si¢ w centrum aktywnym proen-
zymu jon cynkowy jest zablokowany wiazaniem koordy-
nacyjnym przez cysteing N-terminalnej czg¢sci taiicucha
biatkowego, dzigki czemu metaloproteinazy sa utrzymy-
wane we wszystkich tkankach w postaci latentnej [8,39].

Aktywacja MMPs nastgpuje przez odszczepienie cyste-
iny z fragmentu enzymu zwiazanego z atomem cynku.
Dochodzi do zmiany konformacji czasteczki, odtaczenia
fragmentu N-terminalnego, w wyniku czego zostaje od-
stonigte miejsce aktywne z atomem cynku i powstaje en-
zym o masie czasteczkowej mniejszej o okoto 10 kDa od
postaci nieaktywnej [27,39]. Proces aktywacji metalopro-
teinaz moze takze zachodzi¢ z udziatem innych aktywnych
MMPs lub proteaz serynowych (plazmina, kalikreina, tryp-
syna) oraz metaloproteinaz btonowych.

Regulacja aktywnosci MMPs odbywa sig¢ nie tylko poprzez
mechanizmy ich aktywacji, ale takze w procesach hamo-
wania tych enzyméw, na przyktad przez blokowanie ge-
néw odpowiadajacych za syntezg¢ MMPs lub zahamowanie
przez inhibitory proteaz. Nieswoistymi inhibitorami me-
taloproteinaz sa o,-makroglobulina i o, -antyproteaza, in-
hibitory proteaz odpowiadajace gtéwnie za regulacje ak-
tywnosci MMPs w osoczu. o,-makroglobulina ze wzgledu
na swoja duza masg czasteczkowa (750 kDa) ma obnizona
zdolno$¢ przechodzenia przez tozysko naczyniowe i hamo-
wania aktywnos$ci metaloproteinaz poza kompartmentem
naczyniowym [8,55]. Naturalnymi, swoistymi inhibitorami
MMPs sa biatka nalezace do grupy tkankowych inhibito-
réw metaloproteinaz (tissue inhibitors of metalloproteinases
— TIMPs), wplywajace na aktywnos¢ MMPs w tkankach.

TKANKOWE INHIBITORY METALOPROTEINAZ TIMPs

Tkankowe inhibitory metaloproteinaz sa biatkami o masie
czasteczkowej 21-29 kDa [28,38]. U kregowcéw odkryto
do tej pory 4 bialka z tej rodziny: TIMP-1, -2, -3 1 -4, 0 od-
miennym stopniu ekspresji u réznych gatunkéw. Wszystkie
te biatka charakteryzuja si¢ znacznym podobieristwem
struktury. Zbudowane sa z dwoéch domen — N-konicowej,
sktadajacej si¢ ze 125 aminokwasow i wiazacej z centrum
aktywnym MMPs oraz domeny C-koricowej, wplywajacej
na potaczenie TIMP z fragmentem podobnym do hemo-
peksyny metaloproteinaz, zbudowanej z okoto 65 amino-
kwaséw [36]. Wydzielanie TIMPs jest regulowane przez
cytokiny i czynniki wzrostu [4].

Mimo podobienistwa swojej budowy, tkankowe inhibito-
ry metaloproteinaz r6znig si¢ pod innymi wzgledami. Na
przyktad TIMP-1, TIMP-2 i TIMP-4 wystepuja w postaci
rozpuszczalnej, a TIMP-3 w postaci zwigzanej z macie-
rz3. Ekspresja TIMP-4 rézni si¢ od pozostatych inhibito-
row umiejscowieniem w tkankach — mRNA dla TIMP-4
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Tabela 1. Podziat i funkcje metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomérkowej

Grupa/cechy charakterystyczne Numer Nazwa zwyczajowa Substraty
Matrylizyny
Najmniejsze czasteczki, brak domeny MMP-7  matrylizyna, kolagen typ IV, glikoproteiny, zelatyna
hemopeksyny metaloendopeptydaza
Kolagenazy
Zawieraja domeng hemopeksyny MMP-1  kolagenaza $rédmiazszowa (1)  kolagen typu l, II, IlI, V, VI, VIII, X, Zelatyna, IL-18,
i gietki tacznik, ktory wiaze ja z domena ) MMP-2, MMP-9, fibronektyna
katalityczng MMP-8  kolagenaza neutrofilowa (2)
MMP-13  kolagenaza 3
Stromelizyny
Proteinazy podscieliska MMP-3  stromelizyna 1, proteoglikany, fibronektyna, laminina, elastyna,
proteoglikanaza zelatyna, witronektyna, plazminogen, fibrynogen,
. fibryna, kolagen typu lll, IV, V, antytrombina Ill, MMP-1,
MMP-10  stromelizyna 2 MMP-2, MMP-8, MMP-9, MMP-13
MMP-11  stromelizyna 3
MMP-18  kolagenaza 4
Zelatynazy
W domenie katalitycznej obecny motyw ~ MMP-2  Zelatynaza A (72 KDa) kolagentyp |, IV, V, VII, X, zelatyna, elastyna, laminina
ztozony z trzech modutéw typu ll .
fibronektyny MMP-9  Zelatynaza B (92 KDa)
duza swoistos¢ substratowa wzgledem
zdenaturowanego kolagenu i zelatyny,
dzieki insertowi fibronektyny,
wigzacemu sie z zelatyng i z lamining
Btonowe MMPs
Grupa |: makroczasteczki nalezace do MMP-14  MT1-MMP kolagen typ , Il, Ill, zelatyna, laminina, fibronektyna,
typu | biatek btonowych. S3 to MMP- fibryna, proMMP-2,-13
141516 -24. MMP-15  MT2-MMP
Grupa Il: MMP-17i-25 — biatka MMP-16  MT3-MMP
potaczone z glikofosfatydyloinozytolem. MMP-17 MT2-MMP
MMP-24  MT5-MMP
MMP-25  MT6-MMP
Inne MMPs
MMPs nieprzypisane do zadnej MMP-11  stromelizyna amelagenina, agrekany, elastyna
Zpowyzszych grup MMP-12  metaloelastaza makrofagowa
MMP-19 -
MMP-20  enamelizyna
MMP-23 -
MMP-28 epilizyna

wystepuje gtéwnie w moézgu, sercu, jajnikach i mig¢$niach
szkieletowych, co sugeruje, ze to biatko odgrywa istotna
rol¢ w procesach rozwoju tkanek [11,29]. Poszczeg6lne in-
hibitory réznia si¢ takze swoim powinowactwem do me-
taloproteinaz.

Podstawowa rola TIMPs, wykazana zaréwno w warunkach
in vivo jak in vitro, jest hamowanie proteolitycznej aktyw-
nosci metaloproteinaz. Mechanizm hamowania aktywnosci

metaloproteinaz przez TIMPs polega na uniemozliwieniu
odstonigcia ich centrum aktywnego przez zablokowanie
odlaczania N-koricowego fragmentu czasteczki enzymu
[2,55]. TIMPs hamuja wszystkie poznane metaloprote-
inazy, przy czym sa one zdolne do wigzania si¢ nie tyl-
ko z MMPs, ale takze z proenzymami (proMMPs) — dzig-
ki temu moga regulowac takze proces ich aktywacji [28].
Wyjatkiem jest TIMP-1, ktéry nie ma wiasciwosci bloko-
wania aktywnosci metaloproteinaz btonowych. Inhibitor

25



Postepy Hig Med Dosw (online), 2010; tom 64: 22-30

ten w sposob wybidrczy wiaze si¢ z proMMP-9 [53].
Gléwnymi inhibitorami wiazacymi si¢ ze wszystkimi ro-
dzajami MMPs sa TIMP-2 i -3. W tkankach najbardziej
rozpowszechnione sag TIMP-1 i TIMP-2 [28].

Tkankowe inhibitory metaloproteinaz, oprécz hamowania
aktywnosci MMPs, wykazuja takze inne wtasciwosci bio-
logiczne, m.in. reguluja wzrost i proliferacje wielu typéw
komorek. TIMP-1 pobudza rozrost r6znych komorek prawi-
dltowych, w tym komorek prekursorowych linii erytroidal-
nej, keratynocytéw, chondrocytéw, fibroblastéw, komérek
srodbtonka naczyn, a w stanach patologicznych — rozrost
fibroblastéw w przebiegu twardziny, a takze komorek no-
wotworéw watroby, piersi, migsakow kosci i innych no-
wotworéw ztosliwych [32,51,57]. Z kolei TIMP-2 bierze
udziatl w procesach proliferacji komoérek migsakow i widk-
niakéw kosci, a takze fibroblastow w réznych tkankach
[14,51]. Stwierdzono, ze zdolno$¢ TIMPs do promowania
rozrostu komérek jest niezalezna od inhibicji MMPs [14].

Wykazano réwniez hamujacy wptyw TIMP-1 i TIMP-2 na
procesy apoptozy komoérek [6], zaréwno przez hamowa-
nie aktywnos$ci metaloproteinaz, jak i innym sposobem.
Degradacja sktadnikéw macierzy zewnatrzkomoérkowej po-
woduje indukcje efektoréw czasteczkowych apoptozy, tj.
kaspaz, co prowadzi do utraty zdolnosci do réznicowania
i apoptotycznej $mierci komoérek, zaréwno w warunkach
in vivo jak in vitro [5]. TIMP-1 moze dziata¢ antyapopto-
tycznie przez zahamowanie aktywnos$ci metaloproteinaz,
co stabilizuje ECM oraz interakcje migdzy komérkami
iz macierza zewnatrzkomorkowa [35]. TIMP-1 wpltywa na
apoptoze niezaleznie od MMP, co wykazano w badaniach
nad komérkami chioniaka Burkitta. Z badan tych wynika,
ze ekspresja TIMP-1 byla sprz¢zona z opornoscia komo-
rek na apoptozg, a dodanie rekombinowanego TIMP-1 do
hodowli powodowato zahamowanie programowanej §mier-
ci komérek [35]. Z kolei TIMP-3 wykazuje wiasciwosci
proapoptotyczne, prawdopodobnie dzigki stabilizacji re-
ceptora komorkowego TNFo i Fas [12].

RoLa MMP-9 1 TIMP-1 w RAKU JELITA GRUBEGO

Chociaz proces degradacji macierzy zewnatrzkomoérkowej
(ECM) jest obserwowany w wielu stanach fizjologicznych
wykazano, ze odgrywa on réwniez wazna rolg w rozwo-
ju nowotworéw ztosliwych, bedac jednym z istotnych ele-
mentéw proliferacji nowotworu. Wykazano, ze komoérki
raka jelita grubego maja zdolnos¢ syntezy metaloprote-
inaz, w tym MMP-9, enzymu proteolitycznego zdolnego
do trawienia kolagenu typu IV — gtéwnego sktadnika bto-
ny podstawnej. Degradacja kolagenu typu IV przez MMP-
9 jest stwierdzana zaréwno w procesach naciekania, jak
i tworzenia przerzutéw [37]. Uwaza sig, ze niszczenie blo-
ny podstawnej jest gléwnym etapem we wzroScie inwazyj-
nym i tworzeniu przerzutéw. Zeng i wsp. badali zaleznos¢
migdzy aktywnoscia MMP-9 i MMP-2 a ekspresja kola-
genu typu IV w rozwoju raka jelita grubego. Wykazano
obecnos¢ kolagenu typu IV w warstwie podstawnej pra-
widtowej btony Sluzowej jelita, w gruczolakach i w raku
in situ. W zadnym z przypadkow raka z przerzutami odle-
glymi nie stwierdzono obecnosci tego biatka, zas w grupie
chorych bez przerzutéw nowotworu — u 77%. Przy jedno-
czesnym barwieniu na obecnos¢ kolagenu i MMP-9 stwier-
dzono ekspresje tego enzymu w obszarach o niewielkiej

zawartosci kolagenu I'V, natomiast najwigksza ekspresje¢ ko-
lagenu IV — w obszarach pozbawionych MMP-9. Srednia
aktywno$¢ MMP-2 i MMP-9 w guzie byta tez kilkakrot-
nie wigksza w poréwnaniu z aktywnoscia obu enzyméw
w prawidtowej btonie Sluzowej jelita [61].

W pracy Wu i wsp. [56] oceniano poziom ekspresji MMP-2,
MMP-9 i kolagenu typu IV za pomoca barwienn immuno-
histochemicznych w probkach prawidlowej tkanki jelita
i tkanek raka jelita u chorych ze stopniem zaawansowania
klinicznego C lub D. W tkance prawidiowej ekspresja ko-
lagenu IV byta znamiennie wyzsza niz w nowotworowej,
natomiast nie stwierdzono w niej obecnosci obu MMPs.
W tkankach raka jelita grubego ekspresja MMP-2 i MMP-9
byla znamiennie wyzsza, a takze wykazano ujemna kore-
lacje migdzy ekspresja kolagenu i MMP-9 [56].

Lubbe i wsp. oceniali obecno§¢ MMP-9 w hodowli in vitro
komorek linii raka jelita grubego oraz w tkankach tego no-
wotworu. Nadmierng ekspresj¢ tego enzymu stwierdzono
zaréwno w komérkach zrebu guza, jak i w komoérkach no-
wotworowych w guzie pierwotnym w poréwnaniu z prawi-
dlowa blong Sluzowa jelita pobrang od tych samych pacjen-
tow. W hodowli komérek nowotworowych wykazano tez,
ze w warunkach in vitro MMP-9 reguluje cechy zwiazane
ze zdolnoscia komérek do przerzutowania, m.in. przez de-
gradowanie macierzy zewnatrzkomoérkowej i wptyw na two-
rzenie organelli odpowiedzialnych za ruch komérek [31].

Przeprowadzono takze oceng korelacji migdzy ekspresja
MMP-9 w tkance guza a cechami kliniczno-patologicz-
nymi nowotworu i znaczenia prognostycznego oznacza-
nia tego enzymu u chorych na raka odbytnicy. W 70% ba-
danych prébek stwierdzono obecnos¢ MMP-9, przy czym
odsetek ten wzrastal z liczba zajetych weztéw chtonnych,
stopniem zaawansowania nowotworu oraz zréznicowaniem
histologicznym guza. Ponadto dodatnia ekspresja MMP-
9 w tkance guza byta istotnym czynnikiem prognostycz-
nym przezycia chorych i pojawienia si¢ wznowy [47]. Nie
stwierdzono natomiast istotnych statystycznie réznic w ak-
tywnosci MMP-2 i MMP-9 oraz TIMP-1 i TIMP-2 w za-
leznosci od umiejscowienia guza w okreznicy czy odbyt-
nicy. W obu lokalizacjach stgzenie MMP-2, -9 i TIMP-1
w tkance guza bylo wyzsze niz w prawidlowej btonie Slu-
zowej od tego samego pacjenta, a TIMP-2 — znamiennie
nizsze [26].

Wykazano, ze podwyzszona ekspresja tego enzymu w ko-
morkach raka jelita grubego wigzata si¢ ze zwigkszona agre-
sywnoscia guza i sktonnoscia do naciekania [26]. W ba-
daniach Unsal 1 wsp. [48] wykazano zalezno$¢ migdzy
ekspresja MMP-9 w guzie pierwotnym a odpowiedzia na
chemioterapig u pacjentéw z rakiem odbytnicy. Ekspresje
MMP-9 wykazano w 45% guzéw i zalezata ona od zajecia
weztéw oraz odpowiedzi klinicznej na zastosowane lecze-
nie. Catkowita remisj¢ stwierdzono tylko u 25% leczonych
chorych z dodatnia ekspresja MMP-9 i 52% u chorych,
u ktérych nie wykazano obecnosci tego enzymu w tkan-
ce nowotworu; réznica ta byla istotna statystycznie [48].

Badano réwniez zalezno$ci migdzy ekspresja MMP-9
w gltéwnej masie guza i w zajetych weztach chtonnych a in-
wazyjnoscig wzrostu nowotworu i zaj¢ciem naczyi krwio-
nosnych. Ekspresja tego enzymu byta dodatnia w ponad
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50% guzéw pierwotnych. Wykazano tez istotna korelacje
migdzy zajeciem weztéw chlonnych a ekspresja MMP-9
(zaréwno w guzie pierwotnym, jak i w komdrkach prze-
chodzacych poza granice guza). Wzrost inwazyjny jest wy-
ktadnikiem agresywnosci nowotworu, co wskazuje na za-
leznos¢ migdzy ekspresja MMP-9 i agresywnoscia wzro-
stu nowotworowego [13].

W przypadku przerzutéw raka jelita grubego do watroby
zwigkszona ekspresja MMP-9 i TIMP-1, a takze CEA byta
zwiazana ze skréceniem czasu od rozpoznania NnOwotwo-
ru do pojawienia si¢ przerzutéw, co potwierdza znaczenie
prognostyczne oznaczania obecnosci tych biatek dla prze-
zycia chorych [44].

W preparatach z raka jelita grubego ekspresja MMP-9 jest
obserwowana gtéwnie w makrofagach na obrzezu guza, co
wskazuje na indukcj¢ wytwarzania enzymu w tych komor-
kach i bezposredni zwiazek z naciekaniem przez komor-
ki raka. W pracy Illemanna i wsp. poréwnano ekspresje
mRNA dla MMP-9 i immunoreaktywnos¢ MMP-9 w gu-
zie pierwotnym i przerzutach oraz w we¢zlach chtonnych od
tych samych pacjentéw [20]. We wszystkich preparatach
z guza pierwotnego ekspresja mRNA byta umiejscowiona
w czgsci brzeznej guza. W guzach przerzutowych do wa-
troby ekspresj¢ MMP-9 oraz mRNA tego enzymu stwier-
dzono w czgsci brzeznej guza tylko w 20% prébek. Byta
ona ograniczona do matych skupisk makrofagéw migdzy
limfocytami oraz do §wiatta struktur gruczotowych i do
tkanki martwiczej. We wszystkich zajgtych weztach eks-
presja mRNA i immunoreaktywnej MMP-9 byta obecna
w makrofagach takze na obrzezu zmian nowotworowych.
Dane te wskazuja, ze w przerzutach do watroby nie ma
takiego pobudzenia MMP-9 w makrofagach, jak w guzie
pierwotnym i w weztach, co moze wskazywac, ze rozsia-
ne komorki nowotworu moga wykorzystywac takze alter-
natywne mechanizmy proteolizy zalezne od lokalnego mi-
krosrodowiska [20].

Podwyzszone stgzenia MMP-9 w osoczu lub surowicy ob-
serwowano nie tylko u chorych na raka jelita grubego [19],
ale takze na inne nowotwory — rak zotadka [46], ptuc [58]
i piersi [25]. Wyzsza aktywnos$¢ enzymatyczna MMP-9
badz podwyzszone stgzenia tego enzymu byly wykrywa-
ne u chorych w zaawansowanym stadium rozwoju nowo-
tworu. Zwigkszona ekspresje TIMP-1 obserwowano w raku
jelita [17] 1 piersi [33]. Podwyzszone stezenia tego biatka
w surowicy stwierdzano u chorych z przerzutami nowo-
tworowymi [30] i byty one niekorzystnym czynnikiem pro-
gnostycznym przezycia chorych na raka ptuc [58], piersi
[25] oraz jelita grubego [18]. Stezenia MMP-9 i TIMP-1
byty znamiennie wyzsze u chorych na raka jelita grubego
w poréwnaniu z grupa oséb zdrowych [41] i wykazywaty
zaleznos¢ od stopnia zaawansowania nowotworu [21,41].
W wielu badaniach dotyczacych stgzen TIMP-1 u chorych
na raka jelita grubego wykazano, ze moga one by¢ czyn-
nikiem prognostycznym przezycia pacjentéw [50,59,60].
Podwyzszona aktywnos$¢ enzymatyczna i ekspresja tkan-
kowa MMP-9 i TIMP-1 moga by¢ wskaZnikami inwazyj-
nosci nowotworu i powstawania przerzutéw odlegtych.

Tkankowe inhibitory metaloproteinaz moga regulowac
aktywnos¢ proteolityczna MMPs. Inhibitorem MMP-
9 jest TIMP-1, wiazacy si¢ z enzymem w stosunku

stechiometrycznym 1: 1. Zwykle ekspresja TIMP-1 kore-
luje ze zwigkszona ekspresja MMP-9, chociaz w wyniku
wzajemnych interakcji miedzy tymi biatkami, badZ w pro-
cesach niezaleznych od nich, moze dochodzi¢ do miejsco-
wego zaburzenia réwnowagi migdzy aktywnoscia MMP-9
a stezeniem TIMP-1 [28]. Stwierdzono, ze brak rownowa-
gi miedzy MMPs a ich inhibitorami jest waznym czynni-
kiem w rozwoju nowotworéw ztosliwych przewodu po-
karmowego [49]. Islekel i wsp. ocenili zaleznos¢ stezen
MMP-9 i TIMP-1 w raku jelita od cech kliniczno-patolo-
gicznych nowotworu. Metoda zymografii badano aktyw-
nos¢ pro-MMP-9 i aktywnej postaci enzymu w tkance
nowotworowej oraz w prawidlowej blonie Sluzowe;j jeli-
ta pobranej z miejsca odlegtego, a metoda ELISA steze-
nia MMP-9 i TIMP-1 w tkance nowotworowej. Stgzenia
i/lub aktywno$¢ wszystkich badanych bialek byty wigksze
w tkance nowotworowej niz prawidlowej. Rowniez stosu-
nek aktywnosci MMP-9 do pro-MMP-9 i wspétczynnik
stgzet MMP-9/TIMP-1 w tkankach byly znamiennie wyz-
sze w nowotworze w poréwnaniu z prawidtowa btona slu-
zowa. Wykazano znamienna korelacj¢ migdzy stezeniem
MMP-9 i nacieczeniem nerwow, a takze migdzy stezeniem
TIMP-1 i zréznicowaniem histologicznym guza oraz mig-
dzy wartoscia wspétczynnika MMP-9/TIMP-1 i rozpozna-
niem histologicznym nowotworu. Stad tez analiza przydat-
nosci klinicznej TIMP-1 w raku jelita grubego powinna by¢
przeprowadzana w odniesieniu do MMP-9 [22].

Wyniki Murashige i wsp. sugeruja, ze ekspresja TIMP-1
i-2 jest zwigzana z progresja raka jelita grubego. Autorzy
ci wykazali, ze ekspresja mRNA dla TIMP-1 byta znamien-
nie wyzsza w preparatach z guza pierwotnego niz w prawi-
dtowej btonie Sluzowej jelita, pobranej z otoczenia guza,
za$§ mRNA dla TIMP-1 i TIMP-2 — wyzsze w zmianach
przerzutowych w watrobie niz w prawidtowej btonie jeli-
ta. Wyzsza ekspresja mRNA dla TIMP-1 dodatnio kore-
lowata z zajeciem weztéw chtonnych, a mRNA dla TIMP-
11 TIMP-2 ze stopniem zaawansowania wg Dukesa [34].

Badania ekspresji TIMP-1 oraz MMP-2 i -9 w prébkach
raka jelita grubego wykazaly, ze w tkance guza MMP-2
byta umiejscowiona w macierzy pozakomoérkowej, a tak-
ze w komérkach podobnych do fibroblastow w naciekach
okotoguzowych, ale nieobecna w komdrkach nowotworo-
wych. Ekspresja MMP-9 byta ograniczona do granulocy-
téw wielojadrzastych, za§ TIMP-1 obecny w ECM guza
tylko w 8% probek. W prawidiowej bionie Sluzowej nie wy-
kryto ekspresji TIMP-1 ani zadnego z omawianych enzy-
mow. Wyniki te wskazuja, ze elementy podscieliska raka
jelita grubego moga modulowa¢ rozwdj nowotworu, be-
dacego Zrédlem MMPs i TIMPs [10].

RoLa MMP-9 1 TIMP-1 w PowSTAWANIU POLIPOW
GRUCZOLOWYCH JELITA GRUBEGO | ICH TRANSFORMACJI ZLOSLIWE)

Wykazano, ze metaloproteinazy moga uczestniczy¢ w po-
wstawaniu raka jelita grubego na réznych etapach rozwo-
ju tego nowotworu, poczynajac od gruczolakéw. Heslin
1 wsp. badali metodg qRT-PCR koekspresje genéw réznych
metaloproteinaz: MMP-2, MMP-7 oraz MMP-9 w tkan-
ce prawidtowej, gruczolakach i raku jelita [16]. Ekspresja
genu MMP-7 byta 43 razy wigksza w gruczolakach niz
w prawidtowej blonie §luzowej, a takze 50-krotnie wyz-
sza w tkance nowotworowej w poréwnaniu z prawidtowa
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btong §luzowa jelita. Nie znaleziono jednak réznic zna-
miennych migdzy ekspresja genu tego enzymu w tkan-
kach gruczolaka i raka jelita grubego. Z kolei ekspresja
genéw MMP-9 i -2 nie réznita si¢ migdzy gruczolakami
a prawidlowg tkanka, ale byta podwyzszona okoto 2-krot-
nie w raku. Badacze nie wykazali réwniez korelacji eks-
presji genéw dla zadnej z analizowanych metaloproteinaz
z wielkoscia polipa, stopniem dysplazji w gruczolakach
oraz stopniem zaawansowania nowotworu [16].

Sinnamonn i wsp. [43] badali ekspresje metaloproteinaz
w gruczolakach jelita u myszy ze zmutowanym genem
APC. Ten szczep myszy jest zwykle uzywany jako zwie-
rzecy model wezesnej karcynogenezy raka jelita grubego.
U tych myszy nie wystgpowaly takze geny MMP-2, -9, -12
lub MMP-19. Wykazano, ze czgstotliwos¢ wystgpowania
raka jelita grubego u myszy pozbawionych genu MMP-9
byta 0 40% mniejsza niz w grupie kontrolnej zdrowych
zwierzat, chociaz nie wykryto wptywu braku tego enzymu
na wielko$¢ guza, natomiast inne MMPs nie miaty znacze-
nia dla rozwoju guzéw jelita. U myszy pozbawionych genu
MMP-9 stwierdzono tez o 50% mniej komorek proliferu-
jacych, ale bez istotnego wptywu na apoptozg, przy czym
w barwieniach immunohistochemicznych wykazano, ze
MMP-9 w tych guzach pochodzita gtéwnie z leukocytéw.

Oceniano réwniez nasilenie ekspresji MMP-9 w zaleznosci
od etapu sekwencji rozwoju od gruczolaka do raka adenoma
carcinoma: w gruczolakach jelita grubego, w raku jelita
grubego oraz w prawidlowej tkance jelita, przy czym ma-
teriat pochodzit od réznych pacjentéw. Srednia ekspresja
tego enzymu byta znamiennie wyzsza w materiale z raka
niz gruczolakéw o duzej dysplazji (HGD — high grade dys-
plasia). Wykazano réwniez, ze w gruczolakach HGD eks-
presja MMP-9 byta znamiennie wyzsza niz w tych o niskim
stopniu dysplazji (LGD — low grade dysplasia). Nie stwier-
dzono natomiast réznic statystycznych w ekspresji MMP-9
migdzy grupa LGD a kontrolna [7]. Przeprowadzono row-
niez poréwnanie poziomu ekspresji MMP-9 w tkance zmie-
nionej nowotworowo i prawidlowej bionie Sluzowej pobrane;j
od tego samego pacjenta. Wykazano, ze ekspresja MMP-9
w materiale z raka jelita grubego byta wyzsza znamiennie
niz w polipach i prawidtowej btonie Sluzowej, a w polipach
o wysokim stopniu dysplazji wyzsza niz w pozostatych ty-
pach gruczolakéw i w prawidiowej Sluzéwce jelita [15].

Z kolei w pracy Tomity i wsp. [45] oceniano metoda im-
munohistochemiczng ekspresje MMP-2 i MMP-9 oraz

PiSmiENNICTWO

TIMP-1 i TIMP-2 w polipach hiperplastycznych, gruczo-
lakach cewkowych, cewkowo-kosmkowych, kosmkowych
i w gruczolakorakach. Ekspresj¢ o typie rozsianym tych
biatek stwierdzano gtéwnie w komdrkach zrebu, natomiast
w komérkach nabtonkowych prawidtowej btony §luzowej
i w polipach hiperplastycznych byta niska. Poziom ekspre-
sji badanych MMPs i TIMPs stopniowo wzrastat w gru-
czolakach cewkowych i kosmkowych, a w raku in situ wy-
kazano wyrazna ekspresjg, co odzwierciedla udziat tych
biatek w wieloetapowym procesie karcynogenezy raka je-
lita grubego. Nie tylko ekspresja MMPs oceniana meto-
dami immunohistochemicznymi, ale réwniez aktywnos¢
tych enzymdw, badana metoda zymografii, byta wigksza
w tkance nowotworowej niz w prawidtowej btonie Sluzo-
wej jelita [1]. Baker i wsp. wykazali, ze aktywnos¢ MMP-
9 1 MMP-2 wzrastata réwniez w zaleznosci od stopnia za-
awansowania wg Dukesa i od zajecia weztéw chtonnych [1].

PobsumowaNIE

Rak jelita grubego jest jednym z najczestszych nowotwo-
réw ztosliwych przewodu pokarmowego. Rozwdéj tego no-
wotworu jest procesem wieloetapowym, zajmujacym kilka-
nascie lat — od matych ognisk dysplastycznych w nabtonku
jelita, poprzez polipy gruczotowe az do powstania raka in
situ. W procesie karcynogenezy raka jelita grubego znacza-
ca rol¢ odgrywaja miedzy innymi metaloproteinazy macie-
rzy zewnatrzkomoérkowej (MMPs) i ich tkankowe inhibito-
ry (TIMPs). Jedna z metaloproteinaz o waznym znaczeniu
w rozwoju raka jelita grubego jest MMP-9, enzym degradu-
jacy kolagen btony podstawnej naczyn i macierzy zewnatrz-
komorkowej, stymulujacy wzrost, migracj¢ i inwazj¢ komo-
rek nowotworowych, powstawanie przerzutéw odlegtych oraz
angiogenezg w obrebie guza. Wykazano wzmozong ekspre-
sje MMP-9 w tkance tego nowotworu, korelujaca ze stop-
niem zaawansowania choroby, wigksza inwazyjnoscig oraz
krétszym czasem przezycia chorych na raka jelita grubego.

Zaburzenie réwnowagi mig¢dzy poziomem metaloprote-
inaz a ich inhibitorami jest zwiazane z rozwojem wielu ty-
poOw nowotworéw. Naturalny inhibitor MMP-9 — TIMP-1
moze by¢ niekorzystnym czynnikiem rokowniczym prze-
zycia chorych na raka jelita grubego. Nasilona ekspresja
MMP-9 i TIMP-1 w tkankach oraz podwyzszona ich ak-
tywno$¢ we krwi chorych na raka jelita grubego wskazuje
prawdopodobnie na znaczenie tych biatek jako markeréw
inwazyjnosci i ryzyka tworzenia si¢ przerzutéw odlegtych,
zwlaszcza do watroby.
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