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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Metaloproteinazy macierzowe (MMP — matrix metalloproteinases) wchodza w sktad licznej ro-
dziny wielodomenowych cynkowych endopeptydaz. Naleza one do gtéwnych enzyméw proteoli-
tycznych trawigcych komponenty macierzy pozakomérkowej oraz liczne molekuty na powierzch-
ni komorek, uczestniczac przez to w wielu procesach fizjologicznych, takich jak apoptoza czy
angiogeneza. Metaloproteinazy sa réwniez zaangazowane w patogenez¢ wielu chordb, takich
jak np. artretyzm czy nowotwory. Opracowanie skutecznych inhibitoréw oraz poznanie mecha-
nizmoéw ich dzialania moze mie¢ istotny wplyw na strategie terapeutyczne.

metaloproteinazy ¢ enzymy proteolityczne « MMP ¢ macierz pozakomérkowa ¢ nowotwory ¢
choroby autoimmunologiczne ¢ kolagenazy ¢ migracja komérek

Summary

Matrix metalloproteinases (MMPs) belong to a large family of multidomain zinc endopeptidases.
They are one of the most important proteolitic enzymes which digest components of the extra-
cellular matrix and abundant macromolecules on cell surface and take part in many physiologi-
cal processes, such as apoptosis or angiogenesis. MMPs are also engaged in the pathogenesis of
many diseases such as arthritis and cancer. The development of effective inhibitors and discove-
ry of their mechanisms of action can have significant influence on therapeutic strategy.
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Wykaz skrotow:

MMP - macierzowe metaloproteinazy (matrix metalloproteinases); TIMP - tkankowy inhibitor

metaloproteinaz (tissiu inhibitor of metalloproteinases); GPI - glikofostatydyloinozytol
(glycosylphosphatidyloinositol); IGF - insulinopodobny czynnik wzrostu (insulin-like growth factor);
PDEF - czynnik pochodzacy z nabtonka barwnikowego siatkdwki (pigment epithelium-derived
factor); ECM - macierz pozakomarkowa (extra cellular matrix).

Wstep

Macierzowe metaloproteinazy naleza do super rodziny wie-
lodomenowych enzymoéw proteolitycznych zawierajacych
w charakterystycznym dla nich centrum katalitycznym jon
cynku. Sa one wydzielane w postaci proenzymu poza ko-
morke lub pozostaja zwiazane z blonami komérkowymi.
Pierwsza poznana metaloproteinaza byta odkryta w ogonie
kijanki kolagenaza 1 (MMP-1). O przynaleznosci do gru-
py metaloproteinaz MMP decyduje homologia konserwa-
tywnych sekwencji obecnych w MMP-1, takich jak cyste-
inowy przetacznik PRCGXPD w propeptydzie zymogenu
(proMMP) oraz sekwencji HEXGHXXGXXH wiazacej
cynk w miejscu katalitycznym [16]. Druga grupa enzyméw
nalezaca do super rodziny macierzowych metaloproteinaz
sg blisko spokrewnione z MMP enzymy ADAM (A disin-
tegrin and metalloproteinases), ktére r6znia si¢ od MMP
budowa czwartorzgdowa. Zawieraja one dodatkowe dome-
ny i maja konserwatywne motywy charakterystyczne dla
propeptydu oraz domeny katalitycznej MMP-1 [9].

MeraLoproTEINAZY (MMP)

Wedtug obecnego stanu wiedzy rodzina macierzowych me-
taloproteinaz MMP to 21 enzyméw podzielonych na pod-
grupy roznigce si¢ nieznacznie struktura czwartorzedowa
oraz swoistoscia substratowa. Jednak podziat ten jest do-
konywany na podstawie nieostrych kryteriow, co jest przy-
czyna pewnych dowolnosci w nazewnictwie tej grupy en-
zyméw. Liste MMP przedstawiono w tabeli 1.

W pismiennictwie spotyka si¢ rézne nazwy metaloprote-
inaz. Istnieje podziat MMP na podgrupy zgodnie z kryte-
rium ich budowy oraz swoistoscia. Wszystkie MMP za-
wieraja: propeptyd i wchodzacy w jego strukturg peptyd
sygnatowy kierujacy je do miejsc docelowych i domeng
katalityczna.

Matrylizyny

Matrylizyny sa najmniejszymi cztonkami MMP.
Charakteryzuja si¢ brakiem domeny hemopeksyny [27].
Nazywane sa takze endometaloproteinazami (MMP-1,
MMP-7). Poza makroczasteczkami macierzy pozakomor-
kowej (ECM) ich substratami sg czasteczki obecne na po-
wierzchnii komorki Fas-ligand, pro-TNF czy E-kadheryna,
przez co uczestnicza m.in. w takich procesach fizjologicz-
nych, jak np. apoptoza komorki [29].

Kolagenazy

Do tej grupy naleza MMP-1,-8,-13. W odréznieniu od ma-
trylizyn zawieraja one domen¢ hemopeksyny oraz gigtki
Iacznik spajajacy ja z domeng katalityczng. Substratami
tej grupy enzymoéw sg kolageny typu I, 1L, 111, V oraz IX.
Cechg charakterystyczna tych enzymoéw jest zdolnos¢ do
hydrolizowania superhelisy kolagenowej w okoto % diu-
gosci tancucha migdzy Gly”” —Ile”” al taficucha i Gly™
—Leu’ 2 [3]. Prawdopodobnie zdolnos$¢ te zawdzigczaja
domenie hemopeksyny.

Stromelizyny

Dwa enzymy nalezace do tej grupy (MMP-3, MMP-10) wyka-
Zuja ta sama swoistos¢ substratowa, przy czym MMP-3 cha-
rakteryzuje wigksza efektywnos¢ proteolityczna [29]. Oprécz
hydrolizy komponentéw ECM, MMP-3 aktywuje liczne zy-
mogeny MMP (proMMP), jej obecnos¢ jest konieczna do
aktywacji MMP-1 [25]. MMP-11 (inna nazwa to stromelizy-
na), jednak ze wzgledu na réznice w swoistosci substratowe;j
zaliczana jest ona grupy ,,pozostatych MMP” [29].

Gelatynazy

Nalezace do tej grupy enzymy (MMP-2 oraz MMP-9) cha-
rakteryzuja si¢ wystgpowaniem w domenie katalitycznej mo-
tywu ztozonego z trzech modutéw typu Il fibronektyny oraz
duzej swoistosci substratowej wzgledem zdenaturowanego
kolagenu i zelatyny [4]. Swoisto$¢ substratowa zawdzigczaja
one insertowi fibronektyny, ktéry wiaze si¢ do zelatyny oraz
lamininy [4]. Ponadto, MMP-2 hydrolizuje wiazania peptydo-
we w I, IT oraz I1I typie kolagenu [2]. Wykazano, Ze brak ak-
tywnej MMP-2 u myszy prowadzi do zaburzeri rozwoju kosci
w zwiazku z czym zasugerowano, ze jest ona istotnym czyn-
nikiem bioracym udziat w procesie osteogenezy [12].

Blonowe MMP

Do btonowych MMP nalezy sze$¢ enzyméw podzielonych
na dwie grupy. Do grupy pierwszej naleza makroczasteczki
nalezace do typu I biatek blonowych. Sg to MMP-14.-15,-16
i-24. Do grupy drugiej (MMP-17 i -25) naleza biatka po-
taczone z GPI (glikofosfatydyloinozytolem). Wszystkie,
z wyjatkiem MMP-17, biorg udziat w aktywacji proMMP-
2 [29]. Substratami tych enzymow sa takze liczne kompo-
nenty ECM. Wykazano, ze MMP-14 jest istotnie zaanga-
zowana w procesie angiogenezy [21].
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Tabela 1. Wykaz MMP

MMP E.C.No Nazwa potoczna Substrat
MMP-1 3.4.2132 kolagenaza kolagen typ I, II, 111, V, VII, VIl i X
MMP-2 3.4.24B7 gelatynaza kolagen typ |, IV, V, VII, X oraz zelatyne i elastyne
MMP-3 3.4.24.17 stromelizyna 1, proteoglikanaza elastyna, proglikany, agrekany, zelatyna, proMMP-1,-8,-9
MMP-7 3.4.24.23 matrylizyna, metaloendopeptydaza kolagen typ IV, glikoproteiny, zelatyna
MMP-8 3.4.24.34 kolagenaza 2 kolagentyp I, II, 11TV
MMP-9 3.4.24.35 gelatynaza B kolagen typ IV zelatyna, laminan
MMP-10 3.4.24.22 stromelizyna 2 kolagen typ I, II, Il V
MMP-11 3.4.24.B3 stromelizyna 3 laminan, inhibitor 1 proteinazy, antytrypsyna
MMP12 3.4.24.65 elastaza, MME elastyna
MMP13 3.4.24.B4 kolagenaza 3 kolagentyp I, II, 11l IV, V, IX, Xi XI, zelatyna, laminan
MMP-14 3.4.24.80 MT1-MMP kolagen typ |, II, Ill, zelatyna, laminan agrekany, proMMP-2,-13
MMP-15 3.4.24.B5 MT2-MMP kolagen typ |, II, Ill, zelatyna, proMMP-13
MMP-16 brak MT3-MMP kolagen typ |, Il, laminan, proMMP-2,-13
MMP-17 brak MT4-MMP fibronektyna, fibryna, zelatyna
MMP-18 brak kolagenaza 4, Xenopus
MMP-19 brak RASIM
MMP-20 3.4.24.86 enamelizyna amelagenina, agrekany
MMP-23 brak CA-MMP
MMP-24 brak MT5-MMP proMMP-2,-13
MMP-25 brak MT6-MMP proMMP-2
MMP-26 3.4.24B7 matrylizyna, endometaza
,,Pozostate MMP”’ MMP sa enzymami wielodomenowymi, zbudowanymi co

Siedem z 21 enzymoéw nalezacych do rodziny MMP nie
zostato przypisanych do zadnej z powyzszych grup: me-
taloelastaza jest gtownie ekspresjonowana w makrofa-
gach i odpowiada za zdolno$¢ do migracji [24]. MMP-19,
odkryto w naczyniach krwiono$nych btony maziowej
pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem stawéw [13].
Enemelizyna (MMP-20) hydrolizujaca amelogening
jest umiejscowiona gtéwnie na nowo powstatym szkli-
wie, a brak tego enzymu wywotuje problemy zwigzane
z jego prawidlowym rozwojem [14]. MMP-23 wyste-
puje giéwnie w tkankach rozrodczych. Charakteryzuje
sig¢ brakiem przetacznika cysteinowego w prodomenie
i brakiem domeny hemopeksyny oraz wystgpowaniem
bogatej w cysteing domeny polozonej tuz za motywem
immunoglobulinopodobnym [28]. Epilizyna MMP-28
wystepuje gltéwnie w keratynocytach. Sugeruje sig,
iz bierze ona udziatl w procesie hemostazy oraz goje-
niu ran [15].

StrukTURA MMP

Krystalografia rentgenowska oraz jadrowy rezonans ma-
gnetyczny (NMR), pozwalajq ustali¢ trzecio- i czwartorze-
dowa strukture licznych metaloproteinaz MMP.

najmniej z domeny katalitycznej i prodomeny (wyjatkiem
jest MMP-23). Poza tymi dwoma domenami najczesciej
wystepujacymi elementami budowy MMP jest domena
hemopeksyny oraz elastyczny tacznik taczacy ja z dome-
na katalityczna.

Domena katalityczna

Domena katalityczna jest odpowiedzialna za aktywnos¢
proteolityczng enzymu, jest zbudowana z pieciu f wstazek
(dla utatwienia ponumerowanych od I do V, zaczynajac od
lezacej najblizej N-korica), trzech o helis (oznaczonych od
A do C, zaczynajac od lezacej najblizej N-korca) oraz 13-
czacych je petli. W domenie znajduje si¢ jeden katalityczny
ijeden strukturalny jon cynku i przewaznie trzy jony wap-
niowe. Miejsce aktywne znajduje si¢ na powierzchni en-
zymu w bruzdzie dzielacej domeng na dwie podjednostki
,.,dolna” — mniejsza oraz ,,gérna” — wigksza. Podjednostka
gbrna zawiera pieé ,,wysoce poskrecanych” B wstazek
okrazonych przez trzy znajdujace si¢ na powierzchni petle
oraz dwie z trzech o helis (A i B). Wszystkie poza jedna
(B wstazka oznaczona numerem IV) sg skierowane w tym
samym kierunku. Miejsce wiazania substratu jest utworzo-
ne przez wstazke I'V, helise B oraz petlg rozciagajaca sig za
helisa B. W miejscu aktywnym jon cynku koordynowany
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Ryc. 2. Prometaloproteinaza 2; kolorem pomaraiczowym zaznaczono
prodomene, zielonym domene katalityczna, a zottym domene
hemopeksyny. llustracje wykonano za pomoca programu Swiss
PDB. Wspétrzedne struktury pobrano z bazy danych PDB.org

jest przez trzy histydyny. Za odpowiednia strukture wokot
jonu cynku katalitycznego odpowiada motyw ,,Met-turn”.
Czwartym ligandem katalitycznego cynku jest czastecz-
ka wody. W przestrzeni w jakiej domena katalityczna zo-
stata przedstawiona na ryc. 3 substrat wigze si¢ z lewej do
prawej strony zaczynajac od N-konica do C-korica w taki
sposéb, ze grupa karbonylowa substratu bedaca nowa gru-
pa tworzaca C-koniec oddzialuje z cynkiem katalitycznym
zastepujac czasteczke wody [16].

Swoistos¢ substratowa metaloproteinaz w duzej mierze jest
determinowana przez miejsce aktywne enzymu. Szczegdlnie
istotna jest tutaj kieszen swoistosci zwana kieszenia S1°, ktéra
znajduje si¢ ,,na prawo” od cynku katalitycznego. Oddziatuje
ona z taicuchami bocznymi aminokwaséw, ktére po hydro-
lizie wiazania znajda si¢ na N koncu trawionego fragmen-
tu biatka [5]. Mechanizm reakcji katalitycznej jest podobny
do innych enzyméw zawierajacych jon cynku w miejscu ak-
tywnym, takim jak np. karboksypeptydaza A. Mechanizm
reakcji przebiega poprzez aktywacje czasteczki wody beda-
cej czwartym ligandem cynku. Dzigki bliskosci reszty kwasu
glutaminowego w miejscu katalitycznym, czasteczka wody
nabiera cech grupy hydroksylowej OH". Drugim etapem re-
akcji jest nukleofilowy atak zaktywowanej czasteczki wody
na wegiel karbonylowy rozszczepianego wiazania peptydo-
wego, z jednoczesnym przeniesieniem protonu z zaktywowa-
nej czasteczki wody na kwas glutaminowy. W jego wyniku
powstaje ujemnie natadowany tetraedryczny produkt przej-
Sciowy. W nastgpnym etapie nast¢puje przeniesienie protonu
z grupy -COOH kwasu glutaminowego na grupg NH wiaza-
nia peptydowego, co powoduje rozerwanie wigzania peptydo-
wego 1 opuszczenie miejsca aktywnego przez substrat.

Prodomena

Prodomena zawiera propeptyd utrzymujacy enzym w po-
staci nieaktywnej (zymogen proenzym, pro MMP). Jak

Ryc. 3. Katalityczna domena metaloproteinazy 1, MMP-1. A — domena
katalityczna w sposéb uwidaczniajacy potozenie wzgledem
siebie poszczegdlnych o helis oraz B wstazek. N — koniec
zaznaczony kolorem niebieskim, uwidoczniono tez potozenie
cynku katalitycznego. B — powierzchnia MMP -1, kolorem
26ttym oznaczono miejsce aktywne, a kolorem czerwonym cynk
katalityczny. Korzystano z programu Swiss PDB. Wspétrzedne
struktury pobrano z bazy danych PDB.org

dotad opisano struktury prodomen MMP-1, -2, -3 oraz -9.
Domena jest zbudowana z trzech o helis potaczonych ela-
stycznymi petlami narazonymi na autoprotoliz¢. W przy-
padku MMP-1 oraz MMP-2 rejon hydrolizy znajduje sig
migdzy pierwsza i drugg helisa. Za trzecia helisa znajdu-
je si¢ konserwatywny motyw zwiazany z przetacznikiem
cysteinowym, ktéry tworzy czwarty ligand w zymogenie
(jest to przyczyna braku aktywnosci biatka). Prodomena
zakrywajac miejsce wigzania substratu S3’ do S2 two-
rzy pie¢ wiazah wodorowych. Jej potozenie jest odwrot-
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Ryc. 4. Prodomena (kolor ciemnoniebieski) z domeng katalityczng MMP
— 2; zaznaczono takze Cys 92. Korzystano z programu Swiss PDB.
Wspétrzedne struktury pobrano z bazy danych PDB.org

ne wzgledem substratu, tzn. wiaze si¢ z prawej do lewej
strony zaczynajac od N-korica (ryc. 4). Cynk katalityczny
jest stabilizowany przez resztg Cys92 oraz mostek solny
utworzony pomigdzy Arg91 i Asp96. Kieszenie S1° oraz
S2’ nie sg obsadzone przez prodomeng [16].

Domena hemopeksyny

Domena hemopeksyny swa nazwe zawdzigcza analogii se-
kwencji do hemopeksyny — biatka wiazacego i transportu-
jacego hem. Domena hemopeksyny ma ksztatt elipsoidal-
nego dysku ztozonego z czterech symetrycznie utozonych
czesci powstatych z B wstazek. Tylko MMP-7, -26 i -23 nie
zawieraja tej domeny, metaloproteinaza MMP-12 traci do-
meng hemopeksyny krétko po aktywacji i nie ma to wptywu
na jej aktywnos¢ [16]. Jednak wykazano, ze w niektérych
przypadkach jest ona istotna do prawidtowego rozpoznania
substratu a w podrodzinie kolagenaz jest ona konieczna, aby
mogt zaistnie¢ proces trawienia superhelisy kolagenowej.
Sama domena katalityczna nie jest w stanie hydrolizowac
kolagenu, jest natomiast mozliwe trawienie ,,zelatynopo-
dobnych” peptydéw [17]. Inna wazna funkcja tej dome-
ny jest zdolnos$¢ do wiazania tkankowego inhibitora meta-
loproteinaz TIMP (tissiu inhibitor of metalloproteinases)
przez MMP-9. Wykazano réwniez, ze jest ona istotna do
aktywacji proMMP-2 [29]. W niektérych metaloproteina-
zach wykryto obecnos¢ w domenie hemopeksyny jonéw
wapnia, sodu i chloru w centralnym kanale, co sugeruje, iz
moga one bra¢ udziat w stabilizacji enzymu [7].

,,Elastyczny 1acznik”

Domena katalityczna jest polaczona z domeng hemopek-
syny przez elastyczny tacznik zbudowany z 15-65 ami-
nokwaséw. Jest on istotnym sktadnikiem utrzymujacym
stabilng strukturg czasteczki enzymu, ale i tez wydaje si¢
mie¢ istotne znaczenie przy degradacji niektérych sub-
stratow metaloproteinaz, takich jak np. kolagen przez ko-
lagenazy, gdzie wymagana jest wspotpraca jednostki kata-
litycznej z jednostka hemopeksyny. Niedawno wykazano,

Ryc. 5. Domena hemopeksyny MMP-9; korzystano z programu Swiss PDB.
Wspdtrzedne struktury pobrano z bazy danych PDB.org

ze sam tacznik moze uczestniczy¢ w wigzaniu si¢ z kola-
genem 1 utatwiac jego degradacje [26].

Axtywacia PRoOMMP

Jak juz wczesniej wspomniano MMP sa syntetyzowane w po-
staci nieaktywnych zymogenéw (proMMP). Aktywacja MMP
odbywa si¢ przez usunigcie prodomeny, w wyniku czego na-
stegpuje odstonigcie miejsca aktywnego enzymu. MMP moga
by¢ aktywowane przez inne proteazy lub czynnikami chemicz-
nymi np. HgClL,, utleniony glutation, SDS. Takze niskie pH
oraz podwyzszona temperatura prowadza do aktywacji MMP.
Wigkszos¢ z tych perturbentéw dziata poprzez zakt6canie od-
dziatywan cysteina — cynk katalityczny w obrebie przetaczni-
ka cysteinowego. Badania nad aktywacja proMMP-3 za po-
moca zwiazkow rteci wykazaty, iz poczatkowo jest to proces
raczej intramolekularny niz intermolekularny, w wyniku kt6-
rego dochodzi do inicjujacej aktywacje hydrolizy w propepty-
dzie. W nast¢pnym etapie w wyniku oddziatywar z wygene-
rowanym stanem posrednim nastgpuje usunigcie propeptydu
i odstonigcie miejsca aktywnego [19].

Proteolityczna aktywacja MMP w wielu przypadkach jest
procesem wielostopniowym. Poczatkowy atak proteolitycz-
ny odbywa si¢ na eksponowana p¢tle znajdujaca si¢ mig-
dzy druga a pierwsza helisa w prodomenie, w specyficznym
miejscu (bait region). W wyniku tego nastgpuje usunigcie
czesci propeptydu i potem prawdopodobnie dochodzi do de-
stabilizacji pozostalej czgs$ci prodomeny. Zakiécone zostaja
oddziatywania miedzy przetacznikiem cysteinowym a cyn-
kiem znajdujacym si¢ w miejscu aktywnym i dochodzi do
wewnatrzczasteczkowych zmian prowadzacych do powsta-
nia czgsciowo aktywnego stanu przejsciowego, ktéry ulega
autoaktywacji przez usuniecie fragmentu prodomeny.

Proteolitycznie MMP aktywuja inny enzym z tej rodziny
i plazming, ktéra aktywuje migdzy innymi proMMP-1,-3,-9,
-101-13 [20].

Aktywacja wewnatrzkomérkowa

Mimo iz wigkszos¢ MMP aktywowanych jest poza komor-
ka wykazano, ze czg$¢ z nich aktywowana jest wewnatrz-

332



Lipka D. i wsp. - Metaloproteinazy MMP: Struktura i funkcja

komoérkowo w aparacie Golgiego. Naleza do nich MMP,
ktére zawieraja swoistg sekwencje znajdujaca sig¢ przy kon-
cu C-prodomeny (furin recognition sequence) KX(R/K)R.
MMP-1 byta pierwsza metaloproteinaza, w ktérej wykry-
to t¢ sekwencje oraz stwierdzono aktywacj¢ wewnatrzko-
morkowa, oprécz niej podobna sekwencje¢ maja wszystkie
btonowe MMP oraz MMP-21.

Aktywacja proMMP-2 na powierzchni komérkowej

Inng jest aktywacja zachodzaca na powierzchni komoérki
przez transblonowe MMP (MT-MMP). Przyktadem enzy-
mu aktywowanego w ten sposéb jest proMMP-2, proces ten
zachodzi pod wptywem jednej z szesSciu MT-MMP z wyjat-
kiem MT4-MMP (MMP-17). Szczegdlnie dobrze poznano
aktywacj¢ przez MT1-MMP. Wyjatkowos¢ tego procesu
polega na tym, iz wymagany jest tutaj tkankowy inhibitor
metaloproteinaz TIMP-2 (tissiu inhibitor of metalloprote-
inases). Proces ten zachodzi wielostopniowo, w pierwszym
etapie nastgpuje dimeryzacja MT1-MMP, nastgpnie w tak
powstalym kompleksie do jednego z monomeréw wiaze si¢
TIMP-2 w taki sposéb, ze jego N koniec wiaze si¢ z miej-
scem aktywnym jednej z MT-MMP. Drugi pozostaje wolny
i tak powstaly kompleks staje si¢ receptorem proMMP-2,
ktéry wiaze si¢ poprzez oddzialywanie domeny hemopek-
syny z czgscia C-koricowa TIMP-2. Powstaty kompleks,
tj. MT1-MMP-TIMP-2-proMMP-2 przyjmuje konforma-
cj¢, w ktérej prodomena z proMMP-2 moze by¢ narazo-
na na atak proteolityczny ze strony drugiej (niezwiazanej
z TIMP wchodzacej w sktad dimeru MT1) MMP prowa-
dzac do proteolitycznej aktywacji enzymu. Alternatywny
sposob aktywacji zaktada najpierw powstanie kompleksu
TIMP-2-proMMP-2, a dopiero w nastgpnym etapie wigza-
nie tak powstatego kompleksu do MT1-MMP i jego dime-
ryzacj¢ [29]. Ponadto wykazano, ze aktywacja proMMP-2
przez MT2-MMP jest niezalezna od TIMP-2. Wykazano
rowniez, ze TIMP-4 wiaze si¢ do domeny hemopeksy-
ny proMMP-2, oraz ze inhibituje MT1-MMP, ale nie ma
wplywu na aktywacje proMMP-2 [29].

ENDOGENNE INHIBITORY MMP

TIMP (tissiu inhibitor of metalloproteinases), sa endogen-
nymi biatkowymi inhibitorami metaloproteinaz. Dotad od-
kryto u kregowcéw inhibitory z rodziny TIMP odpowied-
nio od TIMP-1 do TIMP-4, ich ekspresja jest kontrolowana
podczas rozwoju i réznicowania tkanek. Czgsto w warun-
kach patologicznych, w ktérych obserwuje si¢ wzrost ak-
tywnosci MMP, jednoczesnie spada poziom TIMP bezpo-
Srednio odpowiedzialnych za aktywnos¢ MMP.

Struktura TIMP

Masa TEMP waha si¢ 21-29 kDa, sa one zbudowane
z dwoch podjednostek (domen), N-koncowej oraz C-kon-
cowej, majacych odpowiednio po okoto 125 i 65 amino-
kwasow, w kazdej podjednostce wystgpuja po trzy pary
konserwatywnie usytuowanych mostkéw disiarczkowych
[18]. Kompletna struktura TIMP-1 oraz mechanizm inhi-
bicji TIMP-1-MMP-3 zostaty poznane dzigki wykorzysta-
niu technik krystalografii rentgenowskiej. Ogélny ksztatt
TIMP przypomina klin, ktéry podobnie jak substrat wnika
w miejsce aktywne enzymu. Giéwnym miejscem wigzania
si¢ TIMP-2 z MMP jest N-koncowa domena. Szczegdlna

role odgrywaja reszty czterech pierwszych aminokwaséw
N-koricowej domeny, ktére sa odpowiedzialne za oddziaty-
wania z miejscem aktywnym enzymu. Aminokwasy pierw-
szy i trzeci sa silnie konserwatywnymi cysteinami, ktére
tworza wewnatrztaiicuchowy mostek disiarczkowy, a po-
nadto reszta Cys 1 bierze udzial wraz z grupa karbonylo-
wa oraz o-aminowa konca N w chelatowaniu czasteczki
cynku katalitycznego w taki sposéb, ze nie moze dojs¢ do
aktywacji czasteczki wody [16].

Swoistosé TIMP

Inhibitory z rodziny TIMP hamuja wszystkie testowa-
ne MMP. Wyjatkiem jest TIMP-1, ktéry nie hamuje
MTI1-MMP. Sposréd wszystkich czterech inhibitoréw
wyrdéznia si¢ TIMP-3, ktéry jest efektywniejszym inhibi-
torem dla ADAM-17 (TACE), ADAM-10 oraz ADAM-12,
niz dla MMP [16].

Inne funkcje TIMP

Poza hamowaniem aktywnosci enzyméw wykazano tak-
ze wiele innych wlasciwosci biologicznych TIMP. TIMP-1
i TIMP-2 maja wtasciwosci promotora wzrostu komorek.
TIMP-1 wykryto m.in. w jadrach fibroblastéw oraz na po-
wierzchni komérek raka piersi MCF-7 [22]. TIMP-2 ha-
muje wzrost komorek srédbtonka indukowanych przez za-
sadowy czynnik wzrostu fibroblastéw [1]. TIMP-3 z kolei
ma wlasciwosci proapoptotyczne, prawdopodobnie stabi-
lizuje struktur¢ komérkowego receptora TNF-ot i Fas [8],
natomiast TIMP-1 oraz TIMP-2 wykazuja wlasciwosci an-
tyapoptotyczne [6].

Inne biatkowe inhibitory metaloproteinaz

Wykazano migdzy innymi, ze a-makroglobulina jest efek-
tywniejszym inhibitorem MMP-1 niz TIMP-1 [10]. Poza
tym wykazano, ze wiele innych bialek ma wiasciwosci ha-
mujace aktywno$§¢ MMP (m.in. inhibitor zewnatrzpochod-
nej drogi krzepnigcia krwi 2 begdacy inhibitorem proteaz
serynowych) [10]. Stwierdzono, ze fragment zwiazane-
20 z btona prekursora 3 amyloidu wykazuje wtasciwosci
inhibitujace wzgledem MMP-2. RECK, zwigzana z GPI
glikoproteina obniza aktywnos¢ MMP-9 oraz MMP-2,
uposledzajac angiogenezg¢. Wykazano takze, ze chloro-
toksyna, ktéra wyizolowano z toksyny skorpiona inhibi-
tuje MMP-2 [29].

Weasciwosci BioLogiczne MMP

Gléwna rola MMP jest degradowanie biatek macierzy po-
zakomoérkowej: kolagenu, laminy, proteoglikanéw czy fibro-
nektyny, co przektada si¢ na utatwienie migracji komorek.
Jednak ECM nie jest tylko biernym rusztowaniem tkanki,
ale jest takze rezerwuarem licznych czynnikéw wzrostu,
ktére uwolnione przez MMP moga wptywaé na komor-
ki. Poza ECM substratami MMP sa r6znego rodzaju mo-
lekuty znajdujacych si¢ na powierzchni komérek. Moga
one uczestniczy¢ w procesie formutowania receptoréw ko-
morkowych oraz w procesach immunologicznych. Dlatego
funkcji MMP nie mozna upraszczaé tylko do prostej de-
gradacji ECM. W warunkach fizjologicznych MMP kon-
troluja takie procesy jak angiogeneza, embriogeneza czy
przebudowa tkanek. W wielu stanach patologicznych, ta-
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Ryc. 6. Struktura przestrzenna tkankowego inhibitora metaloproteinaz
2, TIMP-2; kolorem zéttym zaznaczono N — domene, czerwonym
(C — domene. Na ilustracji widac takze konserwatywne cysteiny
w N — domenie. Wspétrzedne struktury pobrano z bazy danych
PDB.org

kich jak nowotwory, choroba Alzheimera czy choroby ser-
cowo-naczyniowe, MMP wykazuja nadmierna aktywnos¢
stajac si¢ istotnym graczem w stanach patologicznych i fi-
zjologicznych [11].

Degradacja biatek macierzy pozakomorkowej ECM

Jak juz wezesniej wspomniano podstawowa funkcja MMP
jest degradacja macierzy pozakomdrkowej i/lub btony pod-
stawnej zbudowanej m.in. z kolagenéw, elastyny, fibronek-
tyny, agrekanéw, entaktyny oraz tenascyny, ktére sa sub-
stratami MMP. Degradacja znosi fizyczne i strukturalne
bariery, umozliwiajac tym samym migracje komorek za-
rowno w warunkach prawidtowych jak i patologicznych.

Liczne sktadniki macierzy sa ligandami komérkowych re-
ceptoréw adhezyjnych, integryn, ktére uczestnicza w prze-
kazywaniu sygnatéw do wnetrza komérki. Wynika z tego,
iz biatka ECM poprzez aktywnos¢ MMP kontroluja wiele
istotnych proceséw komdrkowych, takich jak proliferacja,
migracja, r6znicowanie si¢ oraz adhezja. Jedna z najistot-
niejszych funkcji MMP, a doktadniej MMP-2 oraz MMP-
9 jest degradacja kolagenu typu IV, ktéry jest gtéwnym
sktadnikiem naczyniowej btony podstawnej. Wynikiem de-
gradacji kolagenu typu IV jest zniszczenie fizycznej barie-
ry uniemozliwiajacej komérkom migracje, dzigki czemu
mozliwa jest migracja leukocytow podczas standw zapal-
nych oraz komérek uczestniczacych w procesie morfoge-
nezy. Cecha ta takze jest odpowiedzialna za procesy, takie
jak angiogeneza, proces miejscowego wzrostu nowotwo-
row i powstawanie przerzutow. Dlatego enzymy z grupy
MMP s3 przedmiotem zainteresowania w poszukiwaniu
powiazan i stawianiu hipotez zwiazanych z terapia prze-
Ciwnowotworowa.

ECM jest rezerwuarem licznych czynnikéw wzrostu, ktére
sa uwalniane w wyniku degradacji ECM. Przyktadem jest
transformujacy czynnik wzrostu 3 — TGF-P3, ktéry jest zwia-
zany dekoryna, utrzymujaca integralnos¢ tkanek poprzez
oddziatywanie z fibronektyna i trombospondyna. W wyni-
ku degradacji dekoryny nastepuje uwolnienie TGF-f, kt6-

rego jedna z funkcji jest regulacja ekspresji genu koduja-
cego MMP. W procesie degradacji dekoryny uczestnicza
m.in. MMP-2, -3 i -7 [11,27,29].

Innym istotnym zjawiskiem wywotanym degradacja ECM
przez MMP jest zniszczenie oddziatywan adhezyjnych mig-
dzy komoérka a macierza, co sprawia, ze komorka zostaje
odizolowana od sygnatéw z otoczenia. Przyktadem jest in-
wolucja niektérych organéw np. ogona kijanki. Redukcja
masy ogona wywotana degradacja ECM prowadzi do
Smierci komorek.

Degradacja ECM nadaje komérkom zdolnosé do migra-
cji. W wyniku hydrolizy ECM moga zostaé¢ odstonig-
te normalnie niedostgpne regiony makroczasteczek. Na
przyktad indukowana przez MT1-MMP oraz MMP-2 mi-
gracja komorek sroblonka wywotana jest hydroliza swo-
istej sekwencji lamininy 5, z ktéra oddziatuje receptor in-
tegrynowy alfa3betal. W ten sposéb MMP eksponujac
ukryty region nadaja komoérkom §rédbtonka zdolnosé do
migracji [11,29].

Jak juz wcezesniej wspomniano MMP oprécz zdolnosci do
degradacji macierzy pozakomoérkowej degraduje wiele in-
nych biatek i peptydéw. MMP ze wzgledu na usytuowa-
nie degraduja liczne receptory na powierzchni komorki.
Hydrolizuja takze molekuty uwalniane z btony komoérko-
wej, przez co moga aktywowac i inaktywowac wiele czyn-
nikéw wzrostu, cytokin i chemokin. Przyktadem aktywacji
czynnikéw wzrostu przez MMP jest aktywacja insulinopo-
dobnego czynnika wzrostu IGF-1. IGF-1 i IGF-2 uczestni-
cza w procesach réznicowania si¢ komorek i proliferacji,
jest takze molekuta regulujaca liczne procesy metabolicz-
ne. Istotne jest to, ze w osoczu prawie cata populacja IGF
wystepuje w postaci zwigzanej z biatkami wiazacymi in-
sulinopodobny czynnik wzrostu. Wiele informacji wska-
zuje, ze to wlasnie MMP odgrywa giéwna role w degra-
dacji kompleksu IGF-BP i uwalnianiu IGF [11].

Czynnik martwicy nowotworu TNF-o syntetyzowany
w postaci biatka btonowego o masie 26 kDa, aby mogt
sta¢ si¢ aktywna cytoking wymaga proteolitycznej akty-
wacji. Wykazano, iz aktywacj¢ TNF-o moze przeprowa-
dzaé wiele MMP, przy czym najistotniejszym z enzymow
aktywujacych jest ADAM-17, blisko spokrewniony z ro-
dzing enzyméw MMP [11,29]. Czynnik martwicy nowo-
tworu TNF-a odpowiada m.in. za stymulacj¢ fagocytozy,
proliferacje¢ limfocytéw T i B, zwigkszenie toksycznosci
komorek NK i stymuluje ekspresji licznych MMP.

Istotng wiasciwoscia MMP jest zdolno$¢ do formutowa-
nia receptoréw btonowych. MMP-2 hydrolizujac wigzanie
peptydowe w receptorze 1 czynnika wzrostu fibroblastéw
uwalnia jego ektodomeng zdolna do wigzania FGF (fibro-
blastyczny czynnik wzrostu). MMP-9 z kolei formutuje re-
ceptor olL-2 (receptor interleukiny 2) umiejscowiony na
powierzchni limfocytéw T, przez co obniza ich zdolnos¢
do odpowiedzi na interleuking 2. Proces ten sprzyja roz-
wojowi nowotwordw, gdyz hamuje zdolnos¢ do infiltracji
guza przez limfocyty T [11].

MMP aktywuja takze wiele chemokin. Pierwsza grupa sa
chemokiny z rodziny CXC, czyli takie, w ktérych dwie
pierwsze z czterech konserwatywnych cystein w sekwen-
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cji pierwszorzgdowej sa przedzielone przez inny amino-
kwas. Do tej grupy chemokin nalezy m.in. IL-8 aktywo-
wana przez MMP-9. Aktywacja IL-8 zachodzi w wyniku
odcigcia krotkiej sekwencji aminokwasow znajdujacych sig
na poczatku N-konica IL-8. Innymi chemokinami aktywo-
wanymi przez MMP sa m.in.: czynnik ptytkowy (PF-4),
pochodzacy z komérek peptyd aktywujacy tkanke taczna
(CTAP-III) oraz pochodzacy z komoérek sréodblonka peptyd
aktywujacy granulocyty oboj¢tnochtonne [11].

MMP moga by¢ takze aktywatorami chemokin z rodzi-
ny CC, czyli takich w ktérych dwie pierwsze z czterech
konserwatywnych cystein nie sa od siebie oddzielone in-
nym aminokwasem. Przyktadem takiej chemokiny akty-
wowanej przez MMP (MMP-2) jest MCP-3. MCP-3 jest
silnym antagonista receptoréw chemokin CC, CCR-1, -2,
-3. Ciekawe jest to, ze MCP-3 nie jest aktywowany przez
MMP syntetyzowane przez granulocyty obojgtnochtonne,
czyli przez MMP-8 i MMP-9.

MMP w procesie angiogenezy

MMP s3 istotnymi enzymami promujacymi angiogeneze.
Aby mogta wystapi¢ inwazja proliferujacych komoérek ko-
nieczna jest degradacja ECM, w ktorej uczestniczga MMP.
Wykazano, ze tylko nieobecnos¢ jednej metaloproteina-
zy u myszy, a mianowicie MT1-MMP wywotuje wiele
zaburzen angiogenezy. Wykazano takze nadmierna eks-
presje MMP w proliferacyjnych komoérkach srédbtonka,
co przektada si¢ na proces angiogenezy. MMP hydroli-
zuja ektodomeng E-kadheryny przez co zmniejszaja ad-
hezj¢ komérek i wptywajac na angiogeneze. Biora one
tez udziat w procesie hydrolizy integryn. Innym sposo-
bem promowania angiogenezy jest degradacja czynnikéw
antyangiogennych, takich jak nablonkowy barwnik siat-
kéwki (PEDF), ktory jest silnym inhibitorem angiogene-
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zy [11]. Zdolnos¢ do stymulacji angiogenezy przez MMP
wynika przede wszystkim z ich mozliwosci aktywowa-
nia czynnika wzrostu Srédbtonka naczyit VEGF oraz za-
sadowego czynnika wzrostu fibroblastow bFGF. Z kolei
VEGF oraz bFGF indukuja ekspresje MMP w komor-
kach Srédbtonka [29]. Jednak MMP moga takze uczest-
niczy¢ w procesach antyangiogennych np. poprzez degra-
dacje prolaktyny, ktérej N-koniec jest silnym inhibitorem
angiogenezy. W stanach prawidlowych aktywnos¢ MMP
w procesie angiogenezy jest SciSle kontrolowana przez
endogenne inhibitory, takie jak TIMP i przez kontrole
ekspresji genéw.

IMMP w STANACH PATOLOGICZNYCH

Jak juz wczesniej wspominano wzrost aktywnosci MMP
towarzyszy wielu chorobom, takim jak choroby sercowo-
naczyniowe, choroba Alzheimera, choroby autoimmunolo-
giczne, choroby nowotworowe. Przedmiotem szczeg6lnego
zainteresowania byto poznanie wptywu metaloproteinaz na
proces unaczyniania nowotworu (neoangiogenezy) oraz na
proces przerzutowania nowotworéw [9,11,27].

Pobsumowanie

Powyzsze dane wskazuja na niezwykle szeroki zakres
funkcji MMP. Ich dziatanie nie sprowadza si¢ wylacz-
nie do ,$lepej” degradacji biernego rusztowania macie-
rzy pozakomorkowej. Powiazania aktywnosci MMP z tak
wieloma procesami fizjologicznymi, takimi jak apoptoza,
angiogeneza, migracja komorek etc., ktére czgsto sa Sci-
Sle zwigzane ze stanami patologicznymi doprowadzity do
licznych badari nad ta grupa enzyméw. Istotna zwlaszcza
wydaje si¢ préba znalezienia inhibitoréw dla poszczeg6l-
nych MMP i/lub wybiércze hamowanie aktywnosci enzy-
mow w miejscu docelowym.
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