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MIGRACJA KOMOREK NOWOTWOROWYCH W ORGANIZMIE

Zdolnos¢ do samodzielnej migracji jestjedna z cech stanowigcych o inwazyj-
nym fenotypie komoérek wielu nowotwordéw ztosliwych (M areel iwspétaut. 1993).
Komorki takie, wywedrowujac z litego guza pierwotnego poruszajg sie ruchem
ameboidalnym (Enterline i Coman 1950). Ruch ameboidalny polega na tworze-
niu sie i zanikaniu pseudopodidéw —przejsciowych struktur lokomotorycznych.
Komoérki w trakcie migracji stale nawiazujg i zrywajg kontakty z podtozem (Raz
iwspétaut. 1986). Stosunek miedzy sitg adhezji do podtoza a sitami generujgcymi
dynamike nibynoézek decyduje otym, czy i zjakg predkoscig porusza sie komoérka
(DiMilla i wspotaut. 1993). O kierunku migracji decyduje morfologiczna polary-
zacja komorki. To, ze komorki nowotworowe nie wytwarzajg statych struktur
lokomotorycznych, wydaje sie zrozumiate. Komérki te bowiem pochodzg

Stownik skrétéw: (R-antyplazmina — inhibitor plazminy; CD44 — btonowy proteoglikan
nalezacy do hialadheryn (receptoréw wigzacych sie z HA); ChIMP — inhibitor metalopro-
teaz (TIMP-3) produkowany przez fibroblasty zarodka kurzego: ECM — macierz zewng-
trzkomérkowa albo substancja lub istota miedzykomoérkowa: EGF — naskérkowy
czynnik wzrostowy: FGFb — zasadowy, fibroblastowy czynnik wzrostowy: FN — fibrone-
ktyna; GAG — glikozaminoglikany; GP — glikoproteiny: GPlI — glikozylofosfatydyloinozy-
tol; HA — kwas hialuronowy (wolny albo sole): LN — laminina; MMP — metaloproteazy;
MMP1 — kolagenaza interstycjalna; MMP2 — zelatynaza A (kolagenaza IV, 72 kD); MMP3
— stromelizyna 1 (ST1); MMP5 — kolagenaza neutrofilowa (czasem oznaczana MMP8);
MMP7 — matrylizyna (PUMP1); MMP9 — Zelatynaza B (kolagenaza IV, 92 kD); MMP 10
— stromelizyna 2 (ST2); MT MMP — metaloproteaza macierzy typu btonowego: PA1-1,
PA1-2 — szybkie inhibitory metaloproteaz; PDGF — czynnik wzrostowy z ptytek krwi;
PG — proteoglikany; PKC — biatkowa kinaza C; pl — plazmina; plg — plazminogen;
PUMP1 — matiylizyna (MMP7); RHAMM — receptor HA zawartego w ECM wazny dla
ruchliwosci komorek; ST3 — stromelizyna 3; TGFa — transformujacy czynnik wzrostowy;
TIMP1 — tkankowy inhibitor metaloproteaz 1, TIMP2 — tkankowy inhibitor metalopro-
teaz 2; TIMP3 — ChIMP; TN — tenascyna; tPA — tkankowy aktywator plazminogenu;
TSP — trombospondyna; uPA — urokinaza, aktywator plazminogenu; uPAR — receptor
urokinazy.
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z réznych tkanek, w ktorych ich funkcje nie wymagaja zdolnosci do ruchu.
Ruchem ameboidalnym poruszajg sie jednak réwniez takie komorki prawidtowe,
jak biate ciatka krwi, ktérych funkcje w organizmie wigzg sie bezposrednio ze
zdolnoscig do samodzielnej migracji. Fakt, ze i te komoérki nie wyksztatcity
statych struktur lokomotorycznych pozwala przypuszczaé, ze ruch ameboidalny
jest nie tylko formg ruchu dostepna, przejsciowo lub na state, nieomal dla
wszystkich komorek tkankowych (Stoker i Gherardi 1991). Prawdopodobnie
jest on réowniez formg ruchu najlepiej dostosowang do warunkoéw srodowiska,
w  ktéorym komorki migrujag. W obu przypadkach — komérek prawidtowych
i nowotworowych —mamy do czynienia z takimi samymi, a czesto nawet tymi
samymi (Pawelec i Boxberger 1994) szlakami wedréwek oraz z dwoma podsta-
wowymi rodzajami srodowisk: srodowiskiem ptynnym i macierzg zewnatrzko-
morkowg (istotg miedzykomadrkowa).1l

SRODOWISKO PLYNNE

Srodowisko ptynne stanowig ptyny ustrojowe; krew i limfa. Krazace w nich
komarki prawidtowe i nowotworowe, kuliste, o nieregularnie pofatdowanej po-
wierzchni (iyc. 1 D) sg unoszone biernie z predkoscig w przyblizeniu réwng
predkosci przeptywu cieczy w naczyniu o danym przekroju. Duze komorki
i agregaty komoérek ptyna srodkiem naczynia, komorki mniejsze zblizajg sie do
jego Scian i moga nawigzac z nimi kontakt. Umozliwia to komorce opuszczenie
naczynia, czyli ekstrawazacje (ryc. 1E) i dalszg wedrowke juz w innym Srodowi-
sku. Podczas transportu w ukladzie krwionosnym i limfatycznym komoérki
ruchliwe zachowujg sie podobnie, jak nieruchliwe erytrocyty czy trombocyty.
Zardéwno wiec obecnosé w komorce statych lub przejsciowych struktur lokomoto-
rycznych, jak i wynikajgca stad zdolnos¢ komorki do samodzielnego ruchu nie
wydaja sie mie¢ zadnego znaczenia w toku biernego transportu.

ECM (EXTRACELLULAR MATRIX)2

ECM wypetnia przestrzenie miedzy komorkami. Jest ona rusztowaniem
organizujgcym i podtrzymujacym komorki, tkanki i narzady (Lin i Bissell 1993),
a zwlaszcza stanowi zrab tkanek tagcznych. ECM wystepuje zaréwno w organi-
zmach roslinnych, jak i w zwierzecych, u kregowcéw i bezkregowcéw. Uwaza sie,
ze ECM powstata w trakcie tgczenia sie organizméw jednokomoérkowych
w kolonie, nie wyklucza sie jednak i mozliwosci wyodrebnienia sie ECM podczas
podziatu wielojgdrowych syncytiéow na domeny komoérkowe i pozakomoérkowe
(Har-El i Tanzer 1993).

1
2Patrz ECM w stowniku skrétow.

Macierz zewnagtrzkomoérkowa albo istota lub substancja miedzykomérkowa (poréwnaj
Ostrowski i Kawiak 1990).
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Szczegllng forme ECM stanowi btona podstawna (basement membrane, BM),
przede wszystkim jednak termin ECM jest wigzany z interstycjalng stroma
(Liotta iwspoétaut. 1991). W tym srodowisku komérki przemieszczajq sie czynnie
(ryc. 1 B, F). Ameboidalny ruch komoérek migrujacych przez ECM, dajacy
w przypadku komodrek nowotworowych lokalne inwazje i odlegte przerzuty,
zachodzi w wyniku cigglych interakcji pomiedzy komoérka a otaczajacym ja
Srodowiskiem, czyli sktadnikami ECM (Buck iwspoétaut. 1985, Liotta i wspot-
aut. 1986, Buck iHorwitz 1987, Juliano 1987, Hart i wspOtaut. 1989, Akiyama
i wspotaut. 1990, Monsky i Chen 1993, Montgomery i wspotaut. 1993, Stetler-
Stevenson i wspédtaut. 1993 a, b). Dlatego srodowisko to wymaga znacznie
dokladniejszej charakterystyki niz krgzace w naczyniach ptyny ustrojowe.

ZNACZENIE STRUKTURY ECM DLA MIGRACJI KOMORKOWEJ

W skiad ECM wchodza rézne makro- i mikroczasteczki w ilosciach chara-
kterystycznych dla danej tkanki i narzadu (Raghow 1994). Czes¢ skiadnikéw
ECM pochodzi z krwi i limfy, a czes¢ jest wytwa-
rzana przez: a) komorki parenchymy, b) komorki
stanowigce staly element samej ECM, jak fibrob-
lasty, c) komorki przebywajgce w ECM przejscio-
wo — makrofagi, granulocyty, komérki nowotwo-
rowe i inne. Wymienione komoérki nie tylko syn-
tetyzuja i wydzielajg sktadniki ECM. Moga one
rowniez modyfikowac istniejgce juz elementy
ECM (Shirasuna iwspotaut. 1993), powodujac, na
przyktad, ich rozpad czy polimeryzacje.

Komérki nowotworowe i prawidtowe mogaq od-
dziatywa¢ na elementy ECM bezposrednio, moga
jednak takze pobudzaé do takiego dziatania inne
komodérki. Przyktadem tego moze by¢ miedzy inny-
mi wzmozenie pod wpltywem komorek raka piersi
produkciji fibronektyny i kolagenéw I, Il i IV przez
fibroblasty (Noel i wspétaut. 1992), tenascyny
pod wpltywem neoplastycznych komérek nabton-
kowych (Erickson i Bourdon 1989) czy stymula-
cja fibroblastéw do syntezy kwasu hialuronowego
w wyniku kontaktu z komorkami czerniaka lub
raka ptuc (Knudson i wspétaut. 1984). Warto tu

Ryc. 1. Etapy tworzenia przerzutu: A — kolonia pier-
wotna, B — utrata potagczen miedzykomérkowych, od-
rywanie sie komdrek i ich migracja w ECM, C —
przedostawanie sie komoérek do wnetrza naczyn, D —
bierny transport komérek w naczyniach, E— wydosta-
wanie sie komérek z naczyn, F — migracja w ECM,
G — utworzenie przerzutu. Tto stanowi zdjecie ECM,
w ktére wrysowano w tej samej skali komoérki nowotwo-
rowe, zaznaczone na czarno z biatymi jadrami.
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wspomnie¢ rowniez, ze wydzielaniu przez komorki nowotworowe licznych enzy-
moéw modulujgcych ECM, o ktérych bedzie mowa dalej, towarzyszy réwnie czesto
pobudzanie wydzielania takich enzymoéw przez inne komorki (Stetler-Steven-
son i wspotaut. 1993a, Matrisian 1992, Mignatti i Rifkin 1993, Borchers |
wspotaut. 1994). Komorki nowotworowe mogg to powodowac wydzielajac specy-
ficzne dla danego enzymu czynniki stymulujgce, jak w przypadku stromelizyny
3, kolagenazy interstycjalnej czy zelatynazy A (Stetler-Stevenson i wspétaut.
1993a, Basset i wspoOtaut. 1990, M uller i wspotaut. 1993). Stymulacja moze
tez jednak wynika¢ z wydzielania przez komoérki prawidtowe i nowotworowe
czynnikéw wzrostowych, TGFa, PDGF, FGF, EGF, a takze innych niespecyficz-
nych czynnikéw modulujgcych miedzy innymi biosyntetyczng aktywnos¢ sasia-
dujacych komorek ECM (Kovacs 1991, Woessner 1991, Mauviel 1993).

Uwaza sie, ze dla istnienia ECM jest konieczna dynamiczna réwnowaga
pomiedzy synteza i rozpadem jej sktadnikéw (Matrisian 1992).

SKELADNIKI ECM ISTOTNE DLA MIGRACJI KOMORKOWEJ

Wazne z punktu widzenia migracji komorek strukturalne elementy ECM to:
a) glikoproteiny wptywajace na adhezje komorek, b) kolageny i elastyna tworzace
widkniste rusztowanie ECM, c) proteoglikany utatwiajgce migracje komoérkowag
przez tworzenie w ECM uwodnionych domen. OczywiScie zdarzajg sie wyjatki od
tej ogolnej klasyfikacji, na przyktad nie wszystkie kolageny tworzag struktury
fibrylarne, moga je zas$ tworzy¢ niektdre glikoproteiny.

Glikoproteiny (GP)

Glikoproteiny sa zbudowane z krétkich rozgatezionych taricuchéw oligo-
sacharydowych potaczonych kowalencyjnie z rdzeniem biatkowym. Do wazniej-
szych glikoprotein wptywajacych na adhezje komoérek naleza:

a) Fibronektyna (FN). Jest wielofunkcyjna glikoproteing wystepujaca
w osoczu oraz w ECM, szczegolnie w jej warstwie bezposrednio otaczajacej
komorke, petnigca kluczowag role w interakcjach miedzy komorka i ECM. Fibro-
nektyna utatwia wigzanie komérek miedzy innymi do kolagendéw, zelatyn
i fibiyny, a takze umozliwia rozptaszczanie komorek; stymuluje ruchliwosé
dziatajac na komoérki chemotaktycznie i haptotaktycznie. FN zawiera liczne
funkcjonalne domeny, z sekwencja RGD (arginina, glicyna, asparagina) rozpo-
znawane przez integiyny: asBi, a3Ri, avi3i, atdi33, avl¥ oraz fibrynogen, witrone-
ktyne i czynnik von Willebrandta. Posiada réwniez domeny wigzace heparyne,
kolagen, fibryne a takze proteoglikany, CD44 i syndekan (Venstrom iReichardt
1993). FN jest dimerem o ciezarze 250 kD. Podjednostki sa potaczone mostkiem
siarkowym w zakonczeniach karboksylowych.

b) Trombospondyna (TSP). Podobnie jak fibronektyna jest glikoproteing
wielofunkcyjng i sktadnikiem ECM. Posiada domeny wigzace sie miedzy innymi
z integrynami powierzchni komorek nabtonkowych, miesni gtadkich i czerniaka.
Wiaze sie z fibrynogenem, FN, kolagenami, heparyng i lamining. TSP moze
wigzac i aktywowac plazminogen ijego tkankowy aktywator (vVischer i wspétaut.
1988, sage i Bornstein 1991, Venstrom i Reichardt 1993). TSP jest homotri-
merem o ciezarze 450 kD. Wystepujg w niej sekwencje homologiczne do EGF,
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do ktérych przylegaja domeny antyadhezywne (Scott-Burden 1994). Ma tez trzy
domeny wiazace sie z powierzchnig komérkowg (Yamada i Kleinman 1992).

¢) Laminina (LN). Jest przede wszystkim statym skitadnikiem btony podstaw-
nej. Wiekszo$¢ komorek ruchliwych, zaréwno prawidtowych, jak i nowotworo-
wych ma receptoiy lamininowe. Czasteczki lamininy moga tgczy¢ sie ze sobg
tworzac sie¢. Normalna btona podstawna sktada sie z potgczonych sieci lamininy
i kolagenu IV (Yurchenco i Schittny 1990). Istniejg jednak roéwniez btony
podstawne, w ktorych kolagen IV nie wystepuje, a podstawe strukturalng
stanowi tylko sie¢ lamininowa (Yurchenco iwspétaut. 1992, M osher i wspotaut.
1992). Tryggvason (1993) uwaza, ze podczas morfogenezy LN tworzy rusztowa-
nie blony podstawnej, ktére pozniej zostaje uzupetnione siecig kolagenu IV
i innymi statymi sktadnikami BM. Lamininajest zbudowana z trzech tancuchéw
peptydowych (850 kD), kodowanych przez osobne geny.

d) Tenascyna (TN). Tenascyna ma co najmniej dwie domeny adhezywne
z sekwencjg RGD i dwie domeny antyadhezywne przylegajace do sekwencji
homologicznej do EGF (Prieto i wspétaut. 1992). Komorki wigzg sie najsilniej,
gdy kontaktujg sie tylko z domenami adhezywnymi calej czasteczki lub
z fragmentem, ktéry zawiera tylko taka domene. Natomiast, gdy komoérka
kontaktuje sie tylko z antyadhezywnymi domenami tenascyny, pozostaje okragta
i nie przylega do podtoza (venstrom iReichardt 1993). Wielu autorow wskazuje
na funkcjonalny antagonizm pomiedzy tenascyng i fibronektyng (m.in. Chiqu-
et-Ehrismann 1990). W przeciwienstwie do FN, ktérawzmaga adhezje i powoduje
rozptaszczenie komérek, TN wywotuje ich zaokraglenie i oderwanie od podtoza.
Postuluje sie wiec, ze rola TN w migracji komoérek nowotworowych mogtaby
polegac na utatwianiu ich odrywania sie od fibronektyny w zrebie guza (Erickson
iBourdon 1989, Sage i Bornstein 1991). Erickson (1993) proponuje przestrzen-
ny mechanizm utrudniania adhezji przez TN; ta rozgatleziona szescioramienna
czagsteczka wigzac sie z podtozem zaréwno odsuwataby czasteczki FN, jak tez
maskowata miejsca ich wigzania z powierzchnig komérki.

Kolageny i elastyna

Powszechnie przyjeta definicja okresla kolageny jako strukturalne biatka
ECM zawierajgcejedng lub wiecej domen o charakterystycznej budowie potréjnej
helisy (Linsenmayer 1981). Prawie wszystkie kolageny tworzg wielkoczgsteczko-
we agregaty, ktére czesSciowo sg stabilizowane przez oddziatywania miedzy
domenami helikoidalnymi.

Dotychczas zidentyfikowano 19 typow kolagendéw. Tworzg one rézne ukiady
przestrzenne: a) wiokienka (fibryle) znajdowane przede wszystkim w tkance
tacznej; tworzaje kolageny fibrylarne typow |, 1l, 111, V, XI. b) warstwy znajdowane
miedzy innymi w blonie podstawnej, a takze w kutikuli i w organicznym
szkielecie zewnetrznym gabek; tworza je kolageny typow IV, VIII, X. c) kolageny
Z nieciggtg potréjng helisg taczace widkienka z innymi elementami ECM; sg to
kolageny typow IX, XII, XIV. d) kolagen VII, wigzacy widkienka btony podstawnej
nabtonka z widkienkami kolagenowymi przylegajacej ECM, e) kolagen VI two-
rzacy cienkie paciorkowate widkienka, ktére wigzg sie zinnymi widkienkami oraz
z powierzchnig komoérek (van Den Rest i Garrone 1991). Funkcje i rozmiesz-
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czeniew tkankach kolagenéw XV-XIX (Mayne i Brewton 1993) nie zostatyjeszcze
szczego6towo opisane.

Struktury kolagenowe, zaréwno fibrylarne, jak i niefibrylarne sktadaja sie
z czasteczek potaczonych wigzaniami kowalencyjnymi. Zapewnia to mechanicz-
na stabilnos¢ tkanek (Har-El i Tanzer 1993). W ECM wystepujg przede wszy-
stkim fibrylarne kolageny tworzace jej podstawe strukturalng. W utworzong
przez nie sie¢ moga by¢ wbudowywane inne elementy ECM w zaleznosci od tego,
jakimi wlasciwosciami cechuje sie dana tkanka.

W przypadku tkanek sprezystych budujacych miedzy innymi $ciany duzych
naczyn tetniczych, pecherzykdéw ptucnych czy niektérych wigzadet istotnym
sktadnikiem ECM jest elastyna. Elastyna jest glikoproteing o ciezarze 72 kD.
Rozpuszczalny prekursor elastyny, tropoelastyna, jest produkowana przez fi-
broblasty i komorki miesni gltadkich. Po przedostaniu sie do przestrzeni okotoko-
moérkowej tropoelastyna wraz z innymi czasteczkami, jak na przykitad fibryling,
tworzg elastyczne widkienka (Franzblau i Faris 1981, McGowan 1992).

Zaréwno kolageny jak glikoproteiny wigzg sie z wieloanionowymi polisacha-
rydami — proteoglikanami.

Proteoglikany (PG), glikozaminoglikany (GAG), sole kwasu hialuronowego (HA)

Proteoglikany sa podklasg glikoprotein, biatkami glikozylowanymi. Sg sktad-
nikami zaréwno okotokomoérkowej, jak i zewngtrzkomorkowej macierzy. Wigzg
sie one z prawie wszystkimi elementami ECM. Wiele z nich jest zwigzanych
rowniez z btong komorkowa i wystepuje jako receptory, miedzy innymi dla
czynnikéw wzrostowych (Ruoslahti 1989, Ruoslahti i Yamaguchi 1991) oraz
innych cytokin i skladnikéw ECM. Niektére proteoglikany moga petni¢ funkcje
modulatoréw czynnikéw wzrostowych tworzac z nimi kompleksy i chroniac je
przed degradacjg (Ruoslahti i Yamaguchi 1991), inne kontrolujg aktywnos¢
proteaz. Proteoglikany sg zbudowane z rdzenia biatkowego, z dotgczonym kowa-
lencyjnie jednym lub wieloma taricuchami glikozaminoglikanéw — polisachary-
déw zawierajgcych aminocukry.

Glikozaminoglikany sa liniowymi polimerami, zbudowanymi z powtarzaja-
cych sie disacharydowych jednostek, ktore sktadajg sie z heksozaminy naprze-
miennie z kwasem uronowym lub cukrem obojetnym (stownictwo wedtug Gamian
1992). Taka budowa powoduje liniowe uporzadkowanie grup anionowych, awiec
i tadunkow ujemnych w czasteczkach (Hascall iHascall 1981). Glikozaminogli-
kany ECM to przede wszystkim: siarczany heparanu, chondroityny, dermatanu
i keratanu oraz sole kwasu hialuronowego (HA). Z wyjatkiem HA tancuchy GAG
nie wystepuja w tkankach osobno, lecz sg zwigzane z rdzeniem biatkowym przez
oligosacharyd o strukturze odmiennej od jednostek powtarzajgcych sie w tan-
cuchu (Ruoslahti 1988). Wiasnosci i funkcje proteoglikanéw zaleza od proporcji
ich biatkowych i weglowodanowych sktadnikéw (Ruoslahti i Yamaguchi 1991,
Hardingham i Fosang 1992, Wight i wspotaut. 1992, Har-El i Tanzer 1993).

Agrekan i inne proteoglikany o duzej zawartosci GAG tworzg uwodnione
domeny ECM. Wynika to z przyciaganiajon6éw dodatnich przez ujemnie natado-
wane czgsteczki PG; takie przesuniecie rownowagi osmotycznej powoduje na-
ptyw czasteczek wody z sgsiadujgacych obszarow. Wokét powstatych w ten sposéb
domen uwodnionych tworza sie wiec rownoczesnie domeny o wysokim stezeniu
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znajdujacych sie w nich makroczasteczek, co zwieksza mozliwos¢ ich wzaje-
mnych oddziatywan (Hardingham i Fosang 1992).

W przeciwienstwie do gestych, widknistych obszaréw ECM, ktoére stabilizujg
komorki, uwodnione luzne mikrosrodowiska tworzone przez proteoglikany uta-
twiajg migracje komérkom ruchliwym. Szczegdlnie wazng role petnig tu sole
kwasu hialuronowego (Wight i wsp&taut. 1992, Laurent i Fraser 1992). Wzrost
stezenia soli HA wigze sie ze wzrostem ruchliwosci komérek w danym miejscu,
natomiast rozpad czgsteczek HA pod wptywem hialuronidazy stopuje lokomocje.

Interesujaca hipoteze dotyczgca udziatu proteoglikanéw w powiekszaniu
przestrzeni zawartej pomiedzy komoérkami i widknistymi elementami ECM po-
daje Toole (1981). Przedstawia sie ona nastepujaco: uwodnione sole HA wywie-
raja ciSnienie na przylegajace komarki i strukturalne elementy ECM. Przeciw-
dzialajg temu, zapobiegajac pecznieniu, takie czynniki ograniczajace, jak: a)
mechaniczne potgczenia utrzymujace sasiadujace struktury w statej odlegtosci;
b) redukcja, badz catkowite zniesienie przez kationy ujemnych tadunkéw GAG;
¢) interakcje miedzy taricuchami GAG powodujace kondensacje i uporzadkowa-
nie materiatu w obrebie kazdej czasteczki oraz scislejsze upakowanie czgsteczek
sasiadujacych. Zaktécenia w dziataniu czynnikéw ograniczajacych umozliwiaja
rozluznienie konstrukcji HA, a w konsekwencji jego pecznienie i powiekszanie
sie dystansu miedzy rozdzielanymi przez HA strukturalnymi sktadnikami ECM.
Powstajgca w ten sposob przestrzen utatwia swobodng migracje komorek (Toole
1981).

Receptory komoérkowe wigzace sie z solami kwasu hialuronowego w zew-
natrzkomorkowej macierzy mogg by¢ réwniez proteoglikanami. Wsrod nich
proteoglikan CD44, nalezacy do rodziny hialadheryn, jest znajdowany na powie-
rzchni komoérek ruchliwych zaréwno prawidtowych, jak i nowotworowych
(Snerman i wspotaut. 1994). Uwaza sie, ze ekspresja CD44 w komoérkach jest
dodatnio skorelowana z ich zdolnoscig do tworzenia przerzutdw (Merzak i wspot-
aut. 1994, Ponta 1994). Domena cytoplazmatyczna CD44 moze by¢ potgczona
z aktyng cytoszkieletu komorkowego. W komorkach czerniaka stwierdzono za-
leznos¢ miedzy istnieniem potgczern CD44 z cytoszkieletem a ruchliwoscig
komoérek. W momencie zaniku tych potgczern komoérki traca zdolnosé do loko-
mocji (Thomas i wspoélaut. 1992). Polaczenia miedzy CD44 na powierzchni
komoérki i HA w ECM sa stosunkowo stabe (w poréwnaniu na przyktad z pota-
czeniami typu kontaktéw ogniskowych, w ktérych biorg udziat integryny —
Albelda i Buck 1990). Dla lokomocji moze to by¢ jednak korzystne. W ruchu
ameboidalnym wazna jest bowiem zaréwno tatwos¢ nawigzywania kontaktow,
jak i ich zrywania. Kompleksy CD44/HA ulega¢ moga internalizacji i nastepnie
rozpadowi pod wptywem kwasnych hydrolaz. Stopier degradacji HA, jak réwniez
jej ograniczenie tylko do okreslonych miejsc w ECM sg wazne dla kontroli
migracji komorkowej. Hipotezy dotyczace udziatu proteoglikanéw w adhezji
komérek i ich migracji sa stosunkowo dobrze udokumentowane (Camp i wspo6t-
aut. 1991, Laurent i Fraser 1992, Thomas i wsp&taut. 1992, Underhitt 1992,
Herrtich i wspétaut. 1993, Knudson i Knudson 1993).

Ostatnio wysuwa sie takze hipoteze, ze proteoglikany otaczajace powierzch-
nie komorki biorg udziat w porzadkowaniu kolagendow i glikoprotein ECM.
Proteoglikanowy ptaszcz komérkowy (coat) przytrzymuje nowo powstate kolage-

11 — Kosnos
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ny i fibronektyne, a skupianie sie ichwe widkna moze by¢ utatwiane przez gietkie
i ruchliwe kompleksy powierzchniowe HA/agrekan (ryc. 2), wystajace daleko
poza powierzchnie komorki (Lee iwspotaut. 1993). Proteoglikany zwigzane
z powierzchnig komoérki i daleko poza nig wysuniete moga zarazem przeszkadzac
w wigzaniu sgsiadujacych ze sobga komorek przez E-kadheiyny, a takze
w kontakcie komorek z podtozem (VLEMINCKS i wspétaut. 1994).

Ryc. 2. Kompleksy proteogli-
kanéw na powierzchni komor-
ki (wedtug Lee i wspoétaut.
1993, zmodyfikowany). A —
srodowisko, B — btona pla-
zmatyczna, C — cytoplazma,
HA— sole kwasu hialuronowe-
go, PG — proteoglikany, 0 —
tadunki ujemne.

PROTEOLIZA SKLADNIKOW ECM PODCZAS MIGRACJI KOMOREK

Rusztowanie ECM jest zbudowane z widkien kolagenowych. Przestrzen
pomiedzy nimi jest wypetniona glikoproteinami tworzacymi przede wszystkim
SpoIWOo (Anderson 1976). Pozostatg czes¢ ECM stanowig uwodnione proteogli-
kany umozliwiajgce dyfuzje czasteczek przedostajagcych sie z krwi i limfy (cyto-
kiny, hormony i inne) i utatwiajgce ruch komérek. Warunkiem migracji komorki
przez te tréjwymiarowe struktury macierzy jest jej kontrolowana adhezja do
elementoéw fibiylarnych, sterowanie ruchem w okreslonym kierunku oraz toro-
wanie sobie drogi, za pomocg enzymdw proteolitycznych.

WARUNKI MIGRACJI KOMOREK PRZEZ ECM

Adhezja

Warunkiem migracji i wzrostu komoérek jest ich zdolnos¢ do adhezji. Brak
adhezji uniemozliwia migracje, lecz zbyt silna adhezjajag ogranicza (DiMil1a
i wspétaut. 1993, Giancotti | Mainiero 1994). Zaréwno kolageny, jak glikopro-
teiny i proteoglikany maja punkty przyczepu dla migrujacych komorek prawid-
towych i neoplastycznych. Receptory komdérkowe wigzace sie z Ugandami ECM
to przede wszystkim integryny i proteoglikany powierzchniowe (ryc. 3, 4, tab. 1).
Utworzone przez nie (i przez inne czasteczki) potaczenia miedzy komérka i ECM
moga by¢ rozktadane przez rézne enzymy, w tym proteazy (tab. 2). Dziatajg one
w miejscach przylegania komérki do podtoza, kontrolujac adhezje i reorganizujac
aktynowy cytoszkielet (Po11anen i wspétaut. 1988). Hamowanie aktywnosci tych
enzymoéw specyficznymi inhibitorami utrzymuje adhezje komérek nowotworo-
wych, natomiast znosi ich inwazyjnos¢ (ruchliwosc).
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Tabela 1

Niektére proteoglikany powierzchniowe i integiyny wigzace
komérki z poszczegélnymi elementami ECM
(Dane wedlug: pavia 1993, Lahav 1993, Turiey i wspotaut. 1993,
Venstrom I Reichardt 1993, sherman | Wspotaut. 1994)

Elementy ECM

Glikoproteiny
FN

LN

TSP
TN
Kolageny

Proteoglikany
HA

Istnieje silna korelacja miedzy zmianami

Powierzchnia komorki

Proteoglikany

siarczan heparanu, CD44,
syndekan

siarczan heparanu, CD44,

dystroglikan

siarczan heparanu,
syndekan

siarczan heparanu,
syndekan

siarczan heparanu, CD44,
syndekan

hialadhedryny
CD44, RHAMM

Integryny

avR3, avR6, aiibR3,
oczgl, 0c3al, Ct4Rl,
0C4R7, CC5RI, (XvR

aiRl, (eRl, CXm,
a3Ri,
avi33, ocoldi, ctel4

avis, aiibiR3, axRi,

avix

avi33, avip, axBi

aifi, a2Bi, anbl33,
asfi, aviz3, colRi

rézne integryny

w cytoszkielecie aktynowym

i indukcja ekspresji genéw kodujacych proteazy tak wazne w lokomocji komorek,
jak kolagenazy i stromelizyny (Werb i wspotaut. 1989). Ekspresja genow kodu-
jacych enzymy istotne w regulacji adhezji komoérkowej moze by¢ indukowana via
cytoszkielet przez sama adhezje komoérki do poszczegélnych elementéw ECM,
przez krazace w ECM cytokiny, jak réwniez przez fragmenty zdegradowanych

Ryc. 3. Schemat budowy czgsteczki integryny (wedtug Aibetda
iBuck 1990, zmodyfikowany), a, 3 —podjednostki heterodimeru,
N —zakonczenie aminowe, C — zakonhczenie karboksylowe, LBR
— region wigzacy integiyne z ligandem, S -Srodowisko, B — btona
plazmatyczna, C — cytoplazma, ir — filamenty posSrednie, Ar —
filamenty aktynowe.
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uprzednio skiadnikéw ECM (werb i wspotaut. 1989, Juliano i Haskill 1993,
Mauviel 1993). Fragmenty te mogq tez polaryzowaé¢ komoérke i w rezultacie
sterowac jej ruchem.

Tabela 2
Enzymy degradujace ECM
(Dane wedtug: woessner 1991, Matrisian 1992, Mauviel 1993, Mignatti i Rifkin 1993)

Substrat i
Enzym - | | Inne funkcje:
Kolageny 2o Elas oy Rdzen o6 aktywuje
TUY lyna PG
uPA + plazminogen, MMP2
tPA plazminogen
plazmina + + + + prokolagenazy
elastazy, uPA
Katepsyny uPA, prokolagenazy
B 1-v, OC XI + + + +
L + + + +
D 1, 1 + + +
Kolagenazy
MMP1 -1, V, VI, +
MMP5 (8?) X +
kolagenaza 3 I-111 ?
?
Zelatynazy
MMP2 v, V,VILLX, + + +
MMP9 XI + + +
IV, V, VII, X
Stromelizyny
MMP3 (+ST1) -V, 1X + + + + MMP1, MMP2
MMP10 (=ST2) 1lI-V, IX + + + + MMP1, MMP2
ST3 ? ? ? ? ?
MMP7 v + + + + prokolagenazy
MTMMP MMP2
Metaloelastaza + + + + uPA
Glikozydazy +

Chemotaksja i haptotaksja

Migracja komorki nowotworowej czy prawidiowej w danym Kierunku jest
wynikiem interakcji czgsteczek atraktanta z jego specyficznym receptorem na
powierzchni komorki, przekazania sygnatu do wnetrza komorki, a nastepnie
reorganizacji cytoszkieletu. Jezeli czasteczki atraktanta wystepuja w roztworze,
kierunkowy ruch w strone ich rosnacego stezenia okresla sie jako chemotaksije.
Gdy wbudowane sg one w podioze, analogiczne zjawisko nosi nazwe haptotaksiji.
W obu przypadkach komérka podazaw kierunku rosnacego gradientu atraktan-
ta, przy czym w drugim przypadku jest to réwnoznaczne z migracjgw Kierunku
zwiekszajacej sie adhezji. Konczy sie to zatrzymaniem komoérki w tym miejscu,
w ktorym sita adhezji przewyzszy sitle motoryczng generowang we wnetrzu
komorki.

Mozna przyja¢, ze komoérka rozpoczynajgca migracje w ECM poczatkowo
kieruje sie gtdbwnie gradientem rosnacej adhezji (haptotaksja), ktorej zrodio
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stanowig adhezywne domeny czgsteczek ECM (Furcht i wspotaut. 1984). Ponie-
waz lokomaocji towarzyszy czesciowa degradacja tych czasteczek i przechodzenie
ich fragmentéw do plynu interstycjalnego, stopniowo w zachowaniu komorki
zaczyna przewaza¢ odpowiedz chemotaktyczna (Stetler-Stevenson iwspotaut.
1993a). Chemotaksje komoérek prawidtowych i nowotworowych moga wywoty-
wac rozne cytokiny (Rusciano i Burger 1992) oraz produkty proteolizy takich
sktadnikéw ECM jak: LN, FN, kolagen IV, witronektyna i TNS, podczas gdy
czgsteczki te w formie nietknietej stymulujg migracje na drodze haptotaksji
(Taraboletti i wspotaut. 1987, Aznavoorian i wspoétaut. 1990, Klominek
i wspétaut. 1993).

Ryc. 4. Schemat budowy trzech wybranych proteoglikanéw powierzchniowych (kombi-

nowany na podstawie Ruostanti 1988, Ruostanti 1989 0raz Hardingham i Fosang 1992).

1 — syndekan, 2 — CD44, 3 — bionowy proteoglikan zawierajacy heparanu siarczan,

CS — chondroityny siarczan, HS — heparanu siarczan, S — $rodowisko, B — btona
plazmatyczna, C — cytoplazma.

W prawidtowych komoérkach ruchliwych, jakimi sa leukocyty, w odbiorze
bodzca pozytywnego (atraktanta) i przekazaniu sygnatu do wnetrza komorki
posredniczy biatko G. Wydaje sie, ze w przypadku komorek nowotworowych
wystepuja takze inne drogi przekazywania sygnatéw stymulujacych ruchliwosc.
Dawatoby to komdrce nowotworowej znaczng przewage nad innymi komorkami
poruszajacymi sie w ECM i odbierajacymi z niej sygnaty (Stetler-Stevenson
i wspotaut. 1993a).

Torowanie przejs¢ przez ECM

ECM stanowi gestg siec splagtanych elementéw strukturalnych i przedostanie
sie przez nigjest szczegOlnie trudne dla komérek o niskim stopniu deformowal-
nosci, a do takich nalezg komérki nowotworowe. Proteoliza ECM moze byc¢ zatem
jednym z mechanizméw niezbednych dla utorowania drogi migrujagcym w ECM
komaérkom.

Klasycznym tego przyktadem jest przedostawanie sie komorek przez btone
podstawng, ktérajestjedng z form ECM, a zarazem jedng z wazniejszych barier
na drodze migrujgcych komorek (Liotta i wspétaut. 1984, 1986). Jest to proces
tréjstopniowy polegajacy na: a) przyczepieniu sie migrujgcej komaorki do lamini-
ny BM przez receptory lamininowe na powierzchni komorki; b) rozkiadaniu
kolagenu IV tworzgcego podstawe strukturalng BM; c¢) przedostawaniu sie
komaorki przez utworzong w ten sposéb luke w blonie podstawnej (ryc. 5). Warto
w zwigzku z tym dodac, ze inwazyjne komorki nowotworowe charakteryzuje
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wielokrotny wzrost liczby receptoréw lamininowych (Barsky i wspotaut. 1984,
Martin ITIMPLI987). Uwaza sie tez, ze wigzanie z LN moze stymulowal
w komdrce produkcje zelatynazy A rozkltadajacej kolagen IV, drugi giéwny
sktadnik btony podstawnej (Kanemoto i wspotaut. 1990). Te komorki, ktére nie
syntetyzujg odpowiednich enzymow i nie degradujg btony podstawnej, majg
znacznie zmniejszone mozliwosci tworzenia metastaz. Komorki takie zatrzymane

zostajg bowiem przy btonie podstawnej, ktora staje sie dla nich barierg nie do
przebycia.

Ryc. 5. Schemat przechodzenia komoérek przez BM (wedtug Liotta 1984). A — komor-
ka (T) nawigzuje kontakt z lamining btony podstawnej (BM) za posrednictwem powierz-
chniowych receptorow lamininowych, B — wydziela zelatynaze A, ktdra rozbija
czasteczki kolagenu IV, C — przedostaje sie przez przerwe powstatg w BM, D — rozpo-
czyna migracje w ECM.

Role pomocnicza moga w takich przypadkach odgrywac¢ leukocyty (ryc. 6).
Wedtug Kramer iNicolson (1979) komorki nowotworowe moga zatrzymywac sie
do 24 godzin pomiedzy komdrkami s$rddblonka a blong podstawng. Jezeli
w poblizu przez Sciane naczynia przedostaje sie w tym czasie jakas ruchliwa
komorka prawidtowa, tworzy sie przejscie dla czekajacej komérki nowotworowej.
Podobnie, przechodzenie leukocytow przez modelowe btony podstawne zwieksza
liczbe przedostajacych sie przez nie komérek nowotworowych (Liotta 1984).
Leukocyty, gdy towarzysza komérkom nowotworowym, zwiekszajg o 50% swojg
produkcje zelatynazy i heparanazy, co wtasnie utatwia komérkom nowotworo-
wym przedostawanie sie przez BM (W elch iwspotaut. 1989).

Tréojstopniowy model Liotty przechodzenia komérek przez btone podstawng
stosuje sie rowniez do migracji komorek przez tréjwymiarowe struktury ECM.
Sa one gesto utkane i czesto prawie réwnie trudne do sforsowania, jak btona
podstawna. Prawidtowe komérki ruchliwe, jak makrofagi czy granulocyty, de-
gradujg wiec ECM, by dotrze¢ do ognisk zapalnych. Powodowane przez nie
uszkodzenia sgjednak minimalne, bo aktywnos¢ proteolityczna prowadzaca do
tworzenia nieciggtosci w ECM (oraz regulujaca adhezje) jest precyzyjnie kontro-
lowana. Dzieje sie tak rowniez w przypadku komérek nowotworowych. W ich
migracji przez ECM réwniez wspétdziatajg specyficzne proteazy (tab. 2) o okre-
slonym rozmieszczeniu i czasie dziatania, regulowane przez odpowiednie akty-
watory i inhibitory.

W ostatnim dziesiecioleciu zgromadzono wiele dowodow swiadczacych o tym,
ze w migracji komdrek prawidtowych i w inwazji nowotworowej bardzo wazng
role graja enzymy z rodziny metaloproteaz oraz urokinaza — aktywator plazmi-
nogenu i produkt jej dziatania — plazmina. Obie grupy enzyméw sa kontrolo-
wane na wielu poziomach, wiaczajagc w to aktywacje i transkrypcje gendw,
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translacje, sekrecje proenzymaéw, wigzanie proenzymoéw do powierzchni komorki
i elementéw ECM, blokowanie ich przez specyficzne inhibitory oraz degradacje
badz usuwanie czynnych enzymdéw. Wiele enzyméw wspétdziata ze sobg. Klasy-
cznym tego przykladem jest aktywacja metaloproteaz przez plazmine nalezaca
do grupy proteaz setynowych.

METALOPROTEAZY (MMP)

Enzymy te znane od 30 lat (Gross i Lapiere 1962) charakteryzujg sie
obecnoscig w czgsteczce atomu cynku. Syntetyzowane sgaw formie proenzymoéw,
jako takie wigzane z powierzchnig komorki i najczesciej tam aktywowane.
Fizjologicznie sg unieczynniane gtéwnie przez tkankowe inhibitory metaloprote-
az (TIMP). Metaloproteazy dzieli sie w zaleznosci od rodzaju substratu, jaki
rozktadajg na: kolagenazy, zelatynazy i stromelizyny.

Ryc. 6. Przedostawanie sig komoérek nowo-
tworowych przez blone podstawng (BM)
w $lad za komoérkami normalnymi. Schemat
sporzadzony wedtug opisu Hilgard i Hel-
Imann 1983. A — komorki nowotworowe
wprowadzone drogg iniekcji do naczyn adhe-
rujg w zytkach powtos$niczkowych do komé-
rek srédbtonka (E), po czym zostajg otoczone
przez ptytki krwi (P) i fibryne; wokét tak
powstatego skrzepu gromadzg sie leukocyty
polimorfonuklearne (PMN). B — PMN przeci-
skaja sie pomiedzy dwiema sasiadujacymi
komoérkami srédbtonka i degradujg BM. C —
komérki nowotworowe dazg w Slad za leuko-
cytami korzystajac z wytworzonej przez nie
przerwy w BM. D — przerwa powieksza sie,
komoérki nowotworowe wydostajg sie z na-
czynia i podejmuja wedréwke przez ECM,
ktéra zakonczy sie utworzeniem przerzutu
(poréwnaj ryc. 1).
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Kolagenazy

Znane sa dwie kolagenazy rozcinajgce wiékienka kolagenowe. Sa to: kolage-
naza interstycjalna (MMP-1) o ciezarze 54.1 kDa i kolagenaza neutrofilowa
(MMP-5) o ciezarze 53.4 kDa. Oba enzymy przecinajg tancuchy kolagenéw: I, Il,
I, VIl i X w domenach helikoidalnych (Matrisian 1992, Mignatti i Rifkin 1993).
W wyniku ciecia, ktore nastepuje blisko korica karboksylowego czgsteczki,
powstajg dwa fragmenty o proporcjach 1:3. Te fragmenty ulegajg dalszej proteo-
lizie, ktéra moze by¢ prowadzona przez inne enzymy (Gross 1981, Tryggvason
i wspotaut. 1987).

Kolagenaze interstycjalng syntetyzujg przede wszystkim makrofagi i fibro-
blasty, a kolagenaze neutrofilowg granulocyty obojetnochtonne. Kolagenaze
interstycjalng, ktorej poziom zwieksza sie w komoérkach wielu nowotworéw
cztowieka (Ossowski 1992, Stetler-Stevenson i wspotaut. 1993a), znajduje sie
réwniez w fibroblastach ECM bezposrednio otaczajacych przemieszczajace sie
komérki nowotworowe, co pozwala przypuszcza¢, ze produkcja tego enzymu
moze by¢ przez komoérki nowotworowe stymulowana. Nabeshima i wspotpracow-
nicy (1991) odkryli i czesciowo scharakteryzowali wytwarzanyw komoérkach raka
ptuc czynnik stymulujacy produkcje kolagenazy przez fibroblasty. By¢ moze
czynnik ten stymuluje tez synteze i wydzielanie zelatynazy A i stromelizyny
(Stetler-Stevenson iwspo6taut. 1993a). Ostatnio odkryto w komoérkach niekt6-
rych nowotworéw piersi nowag metaloproteaze zaliczong do kolagenaz —kolage-
naze 3 (wedtug Uria i wspotaut. 1994).

Zelatynazy

Te enzymy sa specyficzne przede wszystkim dla kolagenéw zdenaturowanych
(stad nazwa), a takze kolagendéw, w ktérych domena helikoidalna jest z natury
nieciagla (Stetler-Stevenson i wspotaut. 1993b). Zelatynaza A (MMP-2)
o ciezarze 72 kDa byta pierwszym enzymem, ktéremu przypisano zdolnos$¢ do
rozktadania czasteczek kolagenu IV i wigzano jg z mozliwoscig przenikania
komorek nowotworowych przez BM. Zelatynaza B (MMP-9) o ciezarze 92 kDa
wystepuje, podobnie jak zelatynaza A, w makrofagach, granulocytach, epitelio-
cytach i komoérkach nowotworowych (Matrisian 1992). Obie zelatynazy rozkia-
daja oprocz kolagenédw zdenaturowanych réwniez kolagen 1V, VII i X w ich
domenach helikoidalnych (Bernhard i wspotaut. 1994), elastyne (Matrisian
1992) i fibronektyne (Mignatti i Rifkin 1993). Od innych metaloproteaz roznig
sie miedzy innymi tym, ze maja przylegajacy bezposrednio do atomu cynku
region homologiczny do jednej z domen FN, ktory wigze sie z substratem
(Matrisian 1992, Stetler-Stevenson iwspotaut. 1993b). Tylko zelatynazy moga
sie faczyc, jeszcze w formie proenzymow, z endogennymi inhibitorami (TIMP).
Prozelatynaza A taczy sie z TIMP-2, a prozelatynaza B z TIMP-1

Zaréwno zelatynaza A jak i B (a takze stromelizyna 2 i matrylizyna) byly po
raz pierwszy zidentyfikowane, oczyszczone i sklonowane w komérkach nowotwo-
rowych. Obecnie wystepowanie zelatynazjest powszechnie stwierdzone zaréwno
w komoérkach nowotworowych, jak i w prawidtowych komoérkach ruchliwych.
Znajduje sie je w wiekszosci inwazyjnych form raka piersi, jelita grubego,
pecherza i ptuc (Stetler-Stevenson i wspotaut. 1993b). Poziom zelatynaz jest
skorelowany ze stopniem inwazyjnosci komorek (zucker iwspotaut. 1987, 1993,
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Davies | wspolaut. 1993, watanabe i wspOtaut. 1993, Bernhard i wspoétaut.
1994). Zelatynaza A moze tez byé syntetyzowana i wydzielana przez komorki
stromy przylegajace do frontéw inwazji nowotworowej (Stetler-Stevenson
i wspétaut. 1993a).

Stromelizyny

Do tej grupy nalezg cztery enzymy: stromelizyna 1 (ST-1, MMP-3), stromeli-
zyna 2 (ST-2, MMP-10), stromelizyna 3 (ST-3) i matrylizyna (MMP-7).

Matiylizyna (uprzednio znana pod nazwg PUMP-1) jest najmniejsza z meta-
loproteaz (29.7 kD). Wystepuje miedzy innymi w komorkach nowotworowych
(rak zotadka i jelita grubego). Matrylizyna prawdopodobnie moze rozktadac
elastyne (Matrisian 1992), moze tez regulowaé¢ dziatalno$¢ aktywatora plazmi-
nogenu oddzielajac domene katalityczng urokinazy od domeny wigzacej sie
z receptorem powierzchniowym (M arcotte i wspotaut. 1992).

Stromelizyny ST-1(54.0 kD) i ST-2 (54.1 kD) sa enzymami o duzej homologii.
Wystepujg miedzy innymiw komadrkach raka gtowy i szyi. Towarzyszg lokalnemu
wzrostowi inwazyjnosci tego nowotworu. Sg wytwarzane przede wszystkim przez
fibroblasty stromy guza przylegte do nieciggtosci w otaczajacej guz bionie
podstawnej (Polette iwspotaut. 1991). Obie stromelizyny rozktadajg kolageny:
Il (Matrisian 1992), IV, Vi IX (Matrisian 1992, Mignatti i Rifkin 1993), lecz tylko
w domenach globularnych. Wraz z matrylizyng rozktadaja tez wszystkie kolageny
zdenaturowane. Stromelizyny i matrylizyna rozktadajg tez biatkowy rdzen pro-
teoglikanow i niektore glikoproteiny (LN, FN).

Ostatnio wiele uwagi poswieca sie stromelizynie 3. Enzym ten zostat odkryty
w komérkach pochodzacych z biopsji inwazyjnego raka piersi (Bassett i wspétaut.
1990). Stromelizyne 3 syntetyzujg fibroblasty otaczajgce migrujace komorki
nowotworowe. Poziom RNA ST-3 maleje wraz ze wzrostem odlegtosci wytwarza-
jacych go fibroblastéw od czota inwazji nowotworu. M uller i wspoétpracownicy
(1993) stwierdzili obecnos¢ RNA ST-3 i biatka ST-3 rowniez w komorkach
stromy raka gtowy i szyi. Jak w poprzednim przypadku enzym ten byt syntety-
zowany przez fibroblasty. Sadzi sie wiec, ze synteza ST-3 odbywa sie pod kontrolg
komérek nowotworowych, a scislej dyfundujacego czynnika wytwarzanego przez
nie bezposrednio lub posrednio. Tak wiec komérki nowotworowe moga przepro-
wadza¢ degradacje ECM za pomocg prawidtowych komérek stromy, ktore w ten
spos6b przygotowuja im przejscie.

W wiekszosci komérek nowotworowych ekspresja gendéw kodujacych meta-
loproteazy nie jest stala, lecz indukowana réznymi aktywatorami, jak czynniki
wzrostowe lub inne cytokiny (Matrisian 1990, Mauviel 1993). Podobnie rézne
aktywatory moga wywotywac¢ synteze i wydzielanie przez komorki nowotworowe
czynnikéw stymulujgcych inne komorki. Coraz wiecej zwolennikow znajduje tez
poglad, ze metaloproteazy, wlaczajac ST-3 (w raku glowy i szyi) oraz interstycjal-
ng kolagenaze i zelatynaze A (w raku skoéry) moga by¢ traktowane jako pocho-
dzgcy ze stromy parakrynny3 czynnik, konieczny w progresji ztosliwych nowo-
tworéw pochodzenia nabtonkowego. Wystarczy wiec, by komérka nowotworowa

3
Wydzielany przez inne, najczesciej sasiednie komorki.
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miata receptory dla okreslonej metaloproteazy oraz mogta stymulowacjej synteze
iwydzielanie przez otaczajgce prawidtowe komérki stromy, by zyskata mozliwosc
degradacji okreslonego skitadnika ECM. Wydaje sie, ze w migracji komorek
nowotworowych parakrynne i autokrynne 4 czynniki (ryc. 7) sa réwnie wazne
i by¢ moze stanowia rozwigzania alternatywne.

Ryc. 7. Parakiynny i autokiynny
sposéb przekazywania i prze-
chwytywania ligandéw. A — ko-
morka syntetyzuje i wydziela do
Srodowiska czasteczki, ktore sa
przechwytywane i wigzane przez
sasiednie komoérki niezdolne do
ich wytwarzania, ale wyposazone
w odpowiednie receptory. B —
komorka wytwarzajaca i wydzie-
lajgca okres$lone czgsteczki sama
je wiaze do witasnej powierzchni,
gdyz zarazem posiada specyficz-
ne dla nich receptory powierzch-
niowe.

W stromie raka piersi stwierdzono wspétwystepowanie stromelizyny 3
i tenascyny (Basset i wspétaut. 1990). Tenascyna jest ta glikoproteing, ktora
prawdopodobnie —przez swoje wiasnosci antyadhezywne — utatwia komérkom
guza odrywanie sie i podnosi ich inwazyjnos$¢. Tenascyna jest syntetyzowana
i wydzielana przez fibroblasty stymulowane miedzy innymi przez neoplastyczne
komorki nabtonka (Erickson i Bourdon 1989).

Ostatnio (sato i wspotaut. 1994) odkryto i opisano nowag metaloproteaze,
ktora okreslono jako ,,membrane-type matrix metalloprotease” (MT-MMP). Ten
enzym o ciezarze 66 kD jest integralnym biatkiem blonowym o domenie trans-
membranowej. Wystepuje w komdérkach inwazyjnego raka ptuc, a gtbwnym jego
zadaniem jest aktywacja prozelatynazy A. MT-MMP Scisle ogranicza aktywnos¢
proteolityczna zelatynazy do bezposredniego sasiedztwa btony komérkowej, gdyz
na niej wiasnie odbywa sie aktywacja tego enzymu réwniez wtedy, gdy jest on
syntetyzowany przez komorki stromy i wydzielany do Srodowiska. Sekwencja
zjawisk przedstawiaé sie wtedy moze nastepujaco: komorki nowotworowe sty-
muluja fibroblasty do produkcji zelatynazy A, jako proenzym pojawia sie ona
w stromie, wigzana przez receptor na powierzchni komorki nowotworowej ulega
tam aktywacji przez MT-MMP. Powoduje to punktowa degradacje kolagenéw
(przede wszystkim kolagenu V).

4
Wydzielane przez te sama komorke.
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REGULACJA AKTYWNOSCI METALOPROTEAZ

Aktywacja proenzymoéw

Wszystkie znane metaloproteazy sg wydzielane w postaci nieaktywnych
proenzymow. Dopiero po aktywacji zyskuja zdolno$¢ degradowania sktadnikéw
ECM. W przypadku metaloproteaz role fizjologicznych aktywatoréw petnig prze-
de wszystkim urokinaza i plazmin. Aktywowanie MMP odbywa sie poprzez
zaklécenie interakcji cysteiny z atomem cynku w czasteczce. Zachodzace
w czgsteczkach metaloproteaz zmiany konformacyjne prowadza do autokatality-
cznego odciecia domeny propeptydowej i powstania czynnej formy enzymu
(Liotta i wspétaut. 1991, Woessner 1991, Kleiner i Stetler-Stevenson 1993,
Stetler-Stevenson i wspotaut. 1993b) (ryc. 8). Poniewaz zaréwno prometalo-
proteazy, jak urokinaza i plazmina, sg zwiazane z btong komérkowa, aktywacja
najczesciej zachodzi na powierzchni komorki lub wjej bezposrednim sasiedztwie.
Czesto jest ograniczona do okreslonych regionéw powierzchni komérki —inwa-
dopodidéw —ktorych zadaniem jest intensywna degradacja ECM umozliwiajgca
komoérce migracje (Chen 1992, Monsky i Chen 1993, Monsky i wspotaut. 1993).
Aktywacja prozelaiynazy, scisle ograniczona do miejsc kontaktu komaérki z BM,
moze prowadzi¢ do miejscowej proteolizy kolagenu IV i utworzenia przejscia dla
migrujacej komoérki. Wzrost aktywnosci proteolitycznej komérek moze tez by¢
wynikiem interakcji pomiedzy samymi metaloproteazami. Na przykiad, strome-
lizyna podnosi aktywnos¢ kolagenazy interstycjalnej i zelatynazy A (Matrisian
1992, stetler-Stevenson iwspoOtaut. 1993b).

Ryc. 8. Aktywacja zelatynazy A. A — propeptyd
zawierajgcy cysteine jest zwigzany poprzez siarke
z atomem Zn w katalitycznie czynnej domenie enzy-
mu; maskujac Zn blokuje on aktywno$¢ zelatynazy.
B — aktywator (plazmina, trypsyna) powoduje zer-
wanie potgczenia cysteiny z Zn; wywotana tym zmia-
na konformacyjna czasteczki enzymu prowadzi do
odstoniecia domeny katalitycznej zawierajacej cynk.
C — nastepuje autokatalityczne odciecie propeptydu.

Aktywacjajednej z wazniejszych metaloproteaz, zelatynazy A, moze réwniez

zachodzi¢ niezaleznie od systemu urokinaza/plazminogen/plazmin w obecnosci
inhibitorow proteaz serynowych za pomoca wspomnianej juz proteazy MT-MMP.
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Istnienie niezaleznego od proteaz serynowych powierzchniowego mechanizmu
specyficznej proteolizy pojedynczego elementu ECM moze mie¢ wazne fizjologi-
czne nastepstwa. Taki mechanizm pozwala na szczegdlnie subtelng kontrole
degradacji ECM i ograniczenie do minimum powstajacych uszkodzen.

Aktywacja metaloproteazjestjednym z czynnikéw potrzebnych, aby komérka
mogta uzyskac fenotyp inwazyjny.

Inhibicja metaloproteaz i ich proenzyméw

Sama aktywacja metaloproteaz nie wystarcza dla osiagniecia przez komérke
wysokiego stopnia inwazyjnosci. W przypadku ruchliwych komérek prawidio-
wych tkankowe inhibitory metaloproteaz kontrolujg ich aktywnos¢é w okreslo-
nych miejscach. W przypadku komoérek nowotworowych poziom aktywnych
metaloproteaz réowniez musi znajdowac sie pod kontrolg, poniewaz nadmierna
proteoliza ECM moze tak samo utrudnia¢ migracje, jak zbyt staba degradacja
zewnagtrzkomérkowej macierzy. Prowadzi ona bowiem z jednej strony do znisz-
czenia ECM, w tym i proteoglikandw tworzacych srodowisko sprzyjajace migra-
Cji, a z drugiej strony przeciwdziata nawiazywaniu przez komorki kontaktow
z podtozem (lub zbyt szybko je niszczy), co tez utrudnia lokomocje. Wykazano,
ze podczas gdy w komdrkach nowotworowych, syntetyzujgcych niewielkie ilosci
proteaz degradujagcych ECM dodatek inhibitora znosit ich inwazyjnosé,
w przypadku komoérek wytwarzajacych duze ilosci proteaz taki sam dodatek
inhibitora jg wzmagal (Tsuboi i Rifkin 1990). Tak wiec inwazyjny fenotyp
komadrek nowotworowych wynika réwniez z odpowiedniej proporcji aktywnych
proteaz i ich inhibitoréw na powierzchni komérki i w Srodowisku.

Tkankowy inhibitor metaloproteaz, TIMP-1, jest glikoproteina o ciezarze
25-36 kDa, tworzgca nieodwracalne kompleksy z czasteczkami interstycjalnej
kolagenazy, stromelizyn, aktywnej zelatynazy B ijej proenzymu. Syntetyzujg go
i wydzielaja fibroblasty, komorki srodbtonka, komorki miesni gtadkich i chon-
drocyty. Drugi inhibitor metaloproteaz, TIMP-2 o cigezarze 20-24 kDa, chociaz
podobny do TIMP-1jest immunologicznie odrebny. TIMP-2 tworzy kompleksy
z proenzymem zelatynazy A, podobnie jak TIMP-1 z prozelatynazg B. Oba
inhibitory blokujg wszystkie znane metaloproteazy w ich aktywnych formach,
a taczac sie z prozelatynazg A lub B zapobiegajg ich autoaktywacji (Hayakawa
1994).

Staskus i wspotpracownicy (1991) oraz Uria i wspotpracownicy (1994) ziden-
tyfikowali trzeci tkankowy inhibitor metaloproteaz, izolowany z fibroblastow
zarodka kurzego (ChIMP-3) oraz komoérek inwazyjnego raka piersi (TIMP-3)
O ciezarze 22 kDa. Przypuszcza sie, ze TIMP-3 ulatwia odrywanie sie komoérek
nowotworowych od elementéw ECM i przyspiesza zmiany morfologiczne zwigza-
ne z transformacjg komorek (Hayakawa 1994).

Wykazano, ze podniesienie poziomu syntezy i wydzielania tkankowych inhi-
bitoréw metaloproteaz znosi inwazyjnos¢ komoérek nie tylko przez obnizenie ich
ruchliwosci. Zgodnie z wynikami DECLERCK’a i wsp&tpracownikow (1992) przy-
puszcza sie, ze zwiekszenie produkcji inhibitora metaloproteaz w inwazyjnych
1metastatycznych fibroblastach transformowanych onkogenem ras powoduje
drastyczne ograniczenie proceséw proteolitycznych wokét kolonii nowotworowej.
W rezultacie gromadzi sie tam nadmiar sktadnikéw ECM, co utrudnia komdérkom



Migracja komdérek nowotworowych w organizmie 423

nowotworowym przedostanie sie na teren prawidtowej tkanki okotonowotworo-
wej, a wiec hamuje inwazje juz najej wczesnym etapie.

Inhibitory metaloproteaz znajduja sie w ECM, osoczu i ptynach interstycjal-
nych. Dlatego moga one tatwo dociera¢é do enzymow znajdujgcych sie na
powierzchni komoérek. Zwigzanie z receptorem powierzchniowym moze chronic
niektore enzymy przed dziataniem inhibitoréw. Istniejg takze dodatkowe mecha-
nizmy zabezpieczajgce proteazy przed dziataniem ich inhibitoréw. Nalezy do nich
miedzy innymi usytuowanie kolagenazy po cytoplazmatycznej stronie btony
komérkowej, co chroni ten enzym przed zetknieciem z inhibitorem obecnym
w Srodowisku (DeClerck iwspotaut. 1992). Podobnie, otaczanie przez miejsca
kontaktowe inwadopodiow, w ktérych sg nagromadzone enzymy proteolityczne
i ktore intensywnie degradujg ECM, utrudnia masowy naptyw inhibitoréw
i unieczynnianie enzyméw (Monsky i Chen 1993). Natomiast kontrolowana
aktywnos$¢ inhibitoréw minimalizuje uszkodzenia ECM Scisle ograniczajac miej-
sce i stopien degradacji jej struktur.

ROLA SYSTEMU UROKINAZA/PLAZMINOGEN/PLAZMINA

Cykl aktywacji plazminogenu i rola urokinazy

Plazminogen (90 kD) jest jednym z biatek bioracych udziat w kontrolowanej
proteolizie wewnatrz- i zewnatrznaczyniowej. Wystepuje w osoczu iw ECM, gdzie
petni wazng role w adhezji i migracji komorek. W czgsteczce plazminogenu
mozna wyrozni¢ miedzy innymi 5 domen typu zwanych kringle oraz trypsyno-
podobna domene proteolityczng (McLean i wspotaut. 1987). Plazminogen wigze
sie z receptorami powierzchniowymi o niskiej specyficznosci (Plow i wspoétaut.
1986, Hajjar 1991, vaheri 19922). Wigze sie tez z okolokomérkowymi elemen-
tami ECM: glikozaminoglikanami i fibryng (Mignatti i Rifkin 1993) oraz
z fibronektyng, lamining i witronektyng oraz trombospondyng (Moscatelli
i Rifkin 1988, Vaheri i wspotaut. 1992).

Aktywacja plazminogenu jest jednym z wazniejszych indukowanych, zew-
natrzkomorkowych systeméw proteolitycznych, zwigzanych z kontrolg interakcji
komorek nowotworowych z ECM (Btasi 1993). Aktywacja plazminogenu
w wyniku proteolizy zachodzi gtéwnie na powierzchni komérki. W czasie tej
reakcji zaréwno plazminogen, jak ijego aktywatory (przede wszystkim urokina-
za) sg zwigzane ze swymi receptorami (Stephens i wspotaut. 1989, McLean
i wspotaut. 1987, Menhart i wspotaut. 1993). Produkt reakcji, plazmina, tez
pozostaje na powierzchni, zwigzana z blong komérkowa, co chroni jg przed
dziataniem inhibitora, a2-antyplazminy obecnej w srodowisku. Okotokomérko-
we rozmieszczenie elementéw systemu urokinaza/plazminogen/plazmina
przedstawia tabela 3. Plazmina jest proteaza serynowa o bardzo szerokim
spektrum dziatania. Moze rozklada¢ takie skiadniki ECM jak fibronektyng
i laminina, rdzen biatkowy proteoglikandéw i zdenaturowane kolageny (tab. 2).
Ponadto plazmina aktywuje metaloproteazy i elastaze oraz niektére czynniki
wzrostowe.

Jedng z wazniejszych funkcji plazminyjest aktywacja urokinazy, ktéra sama
jest aktywatorem plazminogenu. Z trzech fizjologicznych aktywatoréw plazmi-
nogenu, streptokinaza jest wytwarzana przez bakterie, a dwa pozostate: uroki-
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naza (UPA, UK) i tkankowy aktywator plazminogenu (tPA) sg endogenne. Chara-
kterystyczne w ich budowie sg domeny kringle (McMullen i Fujikawa 1985).
Znajduje sie je w wielu biatkach zwigzanych z koagulacja i fibrynoliza krwi.
Odpowiedzialne sa miedzy innymi za wigzanie z frbrynogenem, fibryna, cc2-anty-
plazming, trombospondyng, a takze roznymi rodzajami komorek (Menhart
i wspotaut. 1993). Pomimo pewnego podobienstwa obu endogennych aktywato-
réw (ryc. 9) urokinaza wydaje sie petni¢ o wiele wazniejsza role w skomplikowa-
nej sekwencji proceséw prowadzacych do powstania przerzutu.

Tabela 3
Okotokomérkowe rozmieszczenie elementéw cyklu urokinaza/
plazminogen/plazmina (wedtug Vaheri i wspttaut. 1992)

Element cyklu Rozmieszczenie

uPA/plg/pl

pro-uPA kontakty ogniskowe, kontakty miedzykomdrkowe,
zakonczenia microspikes

aktywna uPA kontakty ogniskowe, kontakty miedzykomdrkowe,
zakoniczenia microspikes

uPAR kontakty ogniskowe, kontakty miedzykomadrkowe,
zakonczenia microspikes

plg réwnomierne na spodnie] powierzchni komérki

PAI- 1 rownomierne w podiozu pod komoérka, wytaczajac

kontakty ogniskowe

Wysoki poziom ekspresji genu kodujacego urokinaze wykazano réznymi
metodami w wiekszosci badanych komoérek ruchliwych, nowotworowych i pra-
widtowych (Monsky i Chen 1993). Stwierdzono tez, ze zakl6cenia w dziataniu
urokinazy moga zapobiec tworzeniu metastaz (Crowley i wspoétaut. 1993).

Pro-urokinaza, zbudowana z pojedynczego taricucha peptydowego, moze byc¢
syntetyzowana przez prawidtowe komdérki ruchliwe, komoérki nowotworowe lub
przez komoérki stromy otaczajace nowotwor (Pyke i wspotaut. 1991, Chen 1992,
Btasi 1993). W tym ostatnim przypadku przechwytujg jg ze srodowiska i wigzag
komérki nowotworowe majgce na powierzchni receptory urokinazy (ryc. 7 A).
Receptory te wystepuja u komérek o wkasnosciach inwazyjnych, lecz nie ma ich
na powierzchni stacjonarnych komorek prawidtowych (Bianchi i wspétaut.
1994). Natomiast prawidtowe komarki migrujace, jak monocyty czy granulocyty,
moga mie¢ od 10 000 do 250 000 receptoréw urokinazy (Btasi 1993).

Receptor urokinazy wigze zaréwno urokinaze, jak ijej prekursor (zhang
i wspotaut. 1993). Receptor jest glikoproteing o ciezarze 55-65 kDa. tgczy sie
z btong komodrkowa przez kowalencyjne wigzanie z GPlI — glikozylofosfatydylo-
inozytolem (Fazioli i Btasi 1994). Takie potlagczenie zapewnia kompleksowi
urokinaza-receptor swobodne przemieszczanie sie w blonie komoérkowej (Va-
heri iwspotaut. 1992). Urokinaza aktywowana na drodze ograniczonej proteolizy
sktada sie z dwdch taricuchéw — A i B. tancuch A zbudowany jest z jednej
domeny kringle oraz znajdujacej sie w poblizu korca aminowego domeny
EGF-podobnej, przez ktérg urokinaza tgczy sie z receptorem powierzchniowym.
tancuch B urokinazy jest aktywny katalitycznie.
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Najwazniejszym aktywatorem urokinazy jest plazmina (ryc. 10). Pojawiaja
sie doniesienia takze o innych aktywatorach urokinazy jak: elastaza (Makovich
i owen 1989), katepsyna B i serynowa proteaza btonowa wystepujgca w fibro-
blastach transformowanych wirusem Rous (Mignatti i Rifkin 1993).

Ryc. 9. Schemat budowy czgsteczek aktywatoréw plazminogenu: tPA (A) i urokina-
zy (B). 1— domena FN, 2 — domena czynnika wzrostowego, 3 — domena kringle, 4 —
regiony taczace, 5 — region katalityczny.

Aktywacja urokinazy (podobnie jak plazminogenu) zachodzi na powierzchni
komorki. Tempo aktywacji przez plazmine urokinazy zwigzanej z receptorami
powierzchniowymi jest okoto 20 razy wyzsze niz urokinazy w roztworze.
W zwigzku z tym badano wystepowanie i lokalizacje receptoréw urokinazy oraz
receptoréw plazminy i plazminogenu na powierzchni tych samych komérek
(nowotworowych i zarodkowych — Plow i wspd&taut. 1986, zhang i wspotaut.
1993). Stwierdzono, ze oba rodzaje receptoréw nie tylko wystepuja na powierz-
chni tych samych komorek, ale réwniez bezposrednio ze sobg sasiadujg w ich
przednich krawedziach. Ulatwia to ogniskowe aktywowanie urokinazy przez
plazmine oraz aktywowanie plazminogenu przez urokinaze. Poniewaz w tej
drugiej reakcji powstaje plazmina, cykl sie zamyka (ryc. 10).

Aktywowana urokinaza bardzo wolno oddysocjowuje od swego receptora
i pozostaje czynna na powierzchni komorkowej przez 4-6 godzin. Zwigzanie
z receptorem nie powoduje jej internalizacji. Dopiero zwigzanie powierzchniowej
urokinazy z szybko dziatajagcym inhibitorem PAI-1 (plasminogen activator inhi-
bitor type 1) hamuje aktywnos¢ proteolityczng urokinazy i powoduje internali-
zacje catego kompleksu receptor-urokinaza-inhibitor (Cubellis i wspoétaut.
1990). Pomimo tego, ze internalizacji ulega caty kompleks, tylko urokinaza ijej
inhibitor sg rozktadane w lizosomach. Receptor zas powraca na powierzchnie
(ryc. 10), co pozwala komorce na szybkie przegrupowanie receptoréw urokinazy,
a wiec na szybkie zmiany rozmieszczenia na powierzchni komorek regionow
o wysokiej aktywnosci proteolitycznej. Moze to by¢ jedng z wazniejszych funkcji
inhibitora urokinazy.
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Ryc. 10. System aktywacji plazminogenu. Rs — receptor powierzchniowy, Ri — recep-
tor we wnetrzu komoérki, * symbolizuje proteolize. Szczegétowy opis cyklu przedstawio-
no w tekscie.

Rola urokinazy w migracji komoérek

Podstawowg funkcja urokinazy jest aktywacja plazminogenu, chociaz moze
ona réwniez powodowac rozpad fibronektyny i niektérych innych sktadnikéw
ECM (Fazioli i Btasi 1994), a takze stymulowaé¢ ruchliwos¢ komoérek (Busso
i wspotaut. 1994, Stahl i Mueller 1994). Stezenie plazminogenu we krwi jest
wysokie i wynosi okoto 2 |iM, a w ECM jest niewiele mniejsze. W srodowiskach
tych wspdtistnieja wszystkie elementy systemu plazminogen/urokinaza/pla-
zmina, co mogtoby prowadzi¢ do takiej produkcji plazminy, ktéra uniemozliwia-
taby tworzenie skrzepéw (M angel 1990). Dlatego aktywacja plazminogenu musi
by¢ ograniczona tylko do specyficznych miejsc, ktére sa wyznaczone obecnoscia
receptoréw UuPA. Tak wiec praktycznie kazda komorka posiadajaca receptory
wigzace UPA lub syntetyzujgca nawet znikome ilosci urokinazy jest w stanie,
przy tak znacznych zasobach tatwo dostepnego substratu, wyprodukowaé
w dowolnym momencie dowolng ilos¢ plazminy, enzymu rozkladajgcego posred-
nio lub bezposrednio prawie wszystkie sktadniki ECM. Poniewaz proces aktywa-
cji plazminogenu zachodzi na powierzchni komérki, z ktérag produkt reakcji,
plazmina pozostaje zwigzana (ryc. 10), wszechstronna proteolityczna dziatalnos¢
tej ostatniej pozostaje pod Scistg przestrzenng kontrolg. Dlatego urokinaza, ktéra
stymuluje cykl przemian plazminogenu i w konsekwencji ,uruchamia” powie-
rzchniowa plazmine, jest tak wazna w zjawiskach wigzgcych sie z migracjg
komorek przez ECM wigcznie z inwazjg nowotworowa.
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Sa tego liczne dowody. Stwierdzono miedzy innymi wzrost poziomu aktyw-
nosci urokinazy w migrujacych komérkach srodblonka, podczas gdy po ich
zatrzymaniu spadatl on do wartosci wyjsciowej (Pepper i wspétaut. 1987).
Urokinaza stymuluje chemotaksje granulocytédw (Gudewicz i Gilboa 1987).
Podniesiony poziom ekspresji urokinazy charakteryzuje komorki wiekszosci
nowotworow ztosliwych, a przerzuty moga byé skutecznie hamowane przez
inhibitory urokinazy (Ossowski 1992). Sadzi sie (Quax i wspotaut. 1991), ze
urokinaza dziata w stosunkowo wczesnych stadiach tworzenia przerzutu, tych
ktére wiazg sie z ruchliwoscia komoérek i degradacjg ECM (poréwnaj ryc. 1A, B).

Rozmieszczenie urokinazy i jej receptoréw na powierzchni komorki jest
charakterystyczne z punktu widzenia lokomocji. Znajduje sie je na spodniej
stronie strefy czotowej migrujacych fibroblastow i komoérek nowotworowych
(Pollanen iwspotaut. 1987) oraz w miejscach ich kontaktu z podtozem (Mangel
1990, vaheri i wspétaut. 1992), lecz nie odkryto ich w inwadopodiach (Chen
1992) — poréwnaj tabela 3. cChen przypuszcza wiec, ze system aktywacji
plazminogenu bierze udziat przede wszystkim w regulacji adhezji do podtoza
(zrywanie kontaktoéw), a nie w intensywnej proteolizie ECM zachodzacej przy
powierzchni inwadopodiéw (torowanie przejscia). Podobne wnioski mozna wy-
snu¢ ze schematu przedstawionego przez Btasi (1993). Schemat ten pokazuije,
jak cykl aktywacji/Zinaktywacji plazminogenu przez urokinaze i inhibitor PAI-1
w migrujacej komdrce moze wptywac na jej kontakty z podtozem.

Zwiazanie urokinazy z jej komérkowym receptorem stymuluje migracje
komorek i poteguje ich reakcje chemotaktyczne. Poniewaz receptor urokinazy
wigze sie z btona przez GPI, ktory nie ma potaczen z cytoszkieletem odpowie-
dzialnym za ruchliwos¢ komorek, przypuszcza sie, ze receptor ten tworzy
kompleks z innymi biatkami, z ktorych przynajmniej jedno ulega istotnym
zmianom w nastepstwie przytaczenia urokinazy do receptora (Busso i wspétaut.
1994).

Ekspresja urokinazy w komérce moze by¢ wywotana przez wiele czynnikéw
takich jak cytokiny, CAMP, prostaglandyny, UV. Cytokiny i hormony kontroluja
takze ekspresje receptorow urokinazy. Ekspresje urokinazy mozna tez wywoty-
waé w komoérkach nowotworowych przez zerwanie potaczern miedzykomoérko-
wych, tworzonych przez czasteczki E-kadheryny. Zerwanie tych polgczen
w wyniku wprowadzenia do srodowiska odpowiednich przeciwciatl powoduje
reorganizacje aktynowego cytoszkieletu tych komdrek, co indukuje ekspresje
genu kodujacego urokinaze (Frixen i Nagamine 1993, Botteri i wspotaut. 1990).
Prowadzi to wiec do wspotdziatania dwéch elementéw fenotypu metastatycznego:
utraty potaczenn miedzykomérkowych i podjecia syntezy urokinazy, a przy tym
pojawiaja sie one we wiasciwej kolejnosci. Najpierw dziata czynnik umozliwiajacy
migracje (przez uwolnienie komoérek), potem czynnik, ktory ja ulatwia (przez
kontrole adhezji i torowanie przejsc).

WYSTEPOWANIE | WSPOLDZIALANIE ENZYMOW DEGRADUJACYCH ECM

Ruchliwos¢ komorek potaczona z ich zdolnoscia do proteolizy skiadnikéw
ECM jestjedng z podstawowych cech inwazyjnego fenotypu komérek nowotwo-

12 — Kosmos
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rowych (Matrisian 1992). Proteolizajest konieczna, aby komorki rakowe mogty
penetrowac interstycjum dokonujac inwazji tkanki okotonowotworowej oraz
tworzac odlegte przerzuty (Stetler-Stevenson 1993a).

Pierwsze obserwacje dotyczace proteolitycznych zdolnosci komérek nowo-
tworowych datujg sie od czaséw, kiedy podczas prob prowadzenia hodowli
komorek uzywano jako podtoza skrzepéw. Zwrécono wtedy uwage, ze komorki
nowotworowe rozpuszczaja takie podtoza. Fischer (1925) wysunat na podstawie
swoich badan hipoteze, ze zjawisko to moze by¢ wynikiem degradacji stromy pod
wplywem substancji wydzielanej przez inwazyjny nowotwor. Pézniej Fischer
i inni badacze postulowali, ze liza skrzepu przez komérki nowotworowe moze
wigza¢ sie z aktywacjg obecnego w osoczu (i w skrzepie) plazminogenu
i dziataniem produktu jego aktywacji — plazminy.

Przez wiele lat obserwacje te nie budzilty szczegdlnego zainteresowania.
Renesans badan nad tym zjawiskiem nastapit w latach 70-tych, kiedy zauwazo-
no, ze wirusowa transformacja hodowanych komoérek tkankowych wywotuje
gwattowny wzrost ich zewnatrzkomoérkowej aktywnosci proteolitycznej, spowo-
dowany aktywacjg plazminogenu (Quingley i wspotaut. 1974). W wyniku dal-
szych badant w tym Kkierunku stwierdzono, ze i inne proteazy seiynowe, a takze
metaloproteazy oraz glikozydazy réwniez towarzysza komérkom transformowa-
nym i nowotworowym. Okazalo sie tez, ze wzmozona zewngtrzkomorkowa
aktywnos$¢ proteolityczna charakteryzuje takze migrujace komérki zarodkowe,
leukocyty, komorki biorgce udziat w gojeniu rany i inne ruchliwe komorki
prawidtowe.

Wspotczesne badania nad mechanizmami interakcji proteaz z elementami
ECM podczas inwazji nowotworowej skupiaja sie wokot dwoch problemow:
lokalizacji tych enzymow i ich wspdtdziatania.

LOKALIZACJA ENZYMOW

Chen i wspétpracownicy (1984, 1985), chen i Chen (1987), Chen (1989,
1992), Monsky i Chen (1993), oraz Monsky i wspOtracownicy (1993) wykazali, ze
degradacja fibronektyny i innych elementoéw ECM zachodzi w miejscach konta-
ktéw migrujacych komoérek z podtozem, co wskazuje na przestrzenne ogranicze-
nie proteolizy ECM do okolic bezposrednio sgsiadujacych z btong komoérkowa.
Jones iDeClerck (1980) wykazali rowniez, ze degradacja glikoprotein, kolagenu
i elastyny w ECM komarek miesni gtadkich zachodzi tylko wtedy, gdy komorki
nowotworowe sg osadzane bezposrednio na albo w ECM. Gdy fragmenty ECM
zawieszano w Srodowisku, nie nastepowata degradacja kolagenéw ani elastyny.
Degradacja jest wiec ograniczona przestrzennie i wymaga bezposredniego kon-
taktu tych biatek z powierzchnig komorki. Zaréwno wymienieni badacze, jak
i wielu innych autorow (Tryggvason iwspotaut. 1987, zucker i wspétaut. 1987,
Moscatelli i Rifkin 1988, Monsky i Chen 1993, Mignatti i Rifkin 1993, Stet-
ler-Stevenson i wspotaut. 1993a i b), zgodnie lokalizujg enzymy degradujace
ECM na powierzchni migrujacych przez nig komoérek prawidtowych i nowotwo-
rowych.

Wedtug M oscatelli i Rifkin (1988) taka lokalizacja ma nastepujace znacze-
nie: a) zwigzany z blong proenzym tatwiej ulega aktywacji, a enzym moze by¢
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bardziej aktywny niz ten sam enzym swobodny w ECM. Sgsiedztwo proenzymoéw
i ich aktywatoréw na powierzchni komorki umozliwia i przyspiesza proces
aktywacji; b) dzieki zwigzaniu z receptorem powierzchniowym enzym moze by¢
chroniony przed inaktywacja przez inhibitor; c) zwigzanie enzymow z powierz-
chnig komérki moze prowadzi¢ do ich gromadzenia sie i skupianiaw okreslonych
miejscach; nagromadzenie i ko-lokalizacja na powierzchni komérki enzymoéw
rozktadajgcych ten sam substrat zwieksza predko$¢ degradacji tego jednego
substratu; w przypadku enzymow rozktadajgcych rézne sktadniki ECM oznacza
to koncentracje elementéw biorgcych udziat w wielostopniowej degradacji ECM,
Co usprawnia i przyspiesza ten proces; d) zatrzymanie enzymow przy blonie
komérkowej ogranicza proteolize tylko do bezposredniego sasiedztwa komorki,
co pozwala na jej kontrole i przestrzenne ograniczenie.

WSPOLDZIALANIE ENZYMOW

Badania dotyczace wspoétdziatania enzyméw pokazaty miedzy innymi, ze
dziatajg one w okreslonej kolejnosci. Wynikac to moze z kolejnosci ich aktywacji.
Przyktadem tego moze by¢ opisywana, miedzy innymi przez van Aswegen i Du
Plessis (1992), typowa sekwencja aktywacji proteaz: aktywacja plazminogenu
przez uPA, po czym aktywowanie kolagenazy przez produkt pierwszej reakcji —
plazmine. W rezultacie najpierw ulegajg degradacji glikoproteiny (rozktadane
przez plazmine), a nastepnie kolageny rozktadane przez kolagenaze.

Kolejnos¢ te potwierdzajg Montgomery i wspotpracownicy (1993). Autorzy ci
stwierdzili na powierzchni komdrek czerniaka M24met wystepowanie intersty-
cjalnej kolagenazy, zelatynazy A i B, stromelizyny i urokinazy (ta ostatnia
znajdowata sie réwniez w Srodowisku). Po uzyciu specyficznych inhibitoréw
(TIMP-2 i uPAI-1) udato im sie pokaza¢ kolejno$¢ degradacji poszczegélnych
elementoéw ECM (BM i interstycjum) przez komorki M24met. Zalezny od uroki-
nazy i plazminy rozpad glikoprotein zawsze wyprzedzat dziatanie metaloproteaz.

Prawdopodobnie ta kolejnos¢ jest zwigzana z budowg ECM. Glikoproteiny
ECM otaczajg rusztowanie kolagenowe i chronig je przed proteoliza. Dlatego
usuniecie glikoprotein jest konieczne, aby powierzchniowe kolagenazy komorek
nowotworowych miaty dostep do swego substratu. Proteolizg obu tych sktadni-
kéw ECM naruszajej ciggtosé strukturalng w wystarczajgcym stopniu, by mogta
nastgpi¢ infiltracja przez komorki nowotworowe (Jones i DeClerck 1980).

Funkcje urokinazy i stymulowanej przez nig aktywacji plazminogenu wzbu-
dzityjuz zainteresowanie klinicystow (Janicke i wspotaut. 1994). Mozna spodzie-
wac sie, ze wyniki prac w tym kierunku pozwolg na zastosowanie inhibitoréw
tego enzymu jako pomocniczego srodka w leczeniu nowotworéw (Fazioli i Btasi
1994). Podobne nadzieje budza badania inhibitoréw metaloproteaz (Troll
i wspétaut. 1984, Hendrix | wspotaut. 1990, Kennedy 1994, Vassali i Pepper
1994). W obu przypadkach doktadniejsze poznanie mechanizméw utatwiajgcych
poruszanie sie komorek nowotworowych w organizmie moze pomoc w konstruo-
waniu skutecznych barier na ich drodze.
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MIGRATION OF THE TUMOUR CELLS
Summary

The environment ofeach individual cell in the tissue ofthe body is formed by extracellular matrix
(ECM). The macromolecules that make up the ECM can be grouped into: 1 fiber forming elements
as collagens and elastin, 2. glycoproteins, and 3. proteoglycans. The normal and neoplastic migrating
cells need to “carve a path” through the surrounding matrix to reach their destination. Recently,
experiments employing model systems for the study of cell invasion, have allowed a more direct
evaluation of the role of proteolytic enzymes in this process and have characterized the interactions
of various degradative enzymes with each other and with their inhibitors. Neoplastic and normal
migrating cells elaborate a vast array of proteases that enable them to proteolytically digest the
underlying adhesion molecules. In doing this, the tumour cells disrupt the interactive interactions
holding them in place, so they are free to degrade and migrate through the basement membrane and
interstitial stroma. All the major classes of secreted proteases (mainly the metalloproteases and
plasminogen activator —urokinase) are reported to be associated with the plasma membrane. This
cell surface localisation is an essential feature in the control of cell migration, invasion and
metastasis.
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