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MIGRACJA KOMÓREK NOWOTWOROWYCH W ORGANIZMIE

Zdolność do samodzielnej migracji jest jedną z cech stanowiących o inwazyj
nym fenotypie komórek wielu nowotworów złośliwych (M a r e e l  i współaut. 1993). 
Komórki takie, wywędrowując z litego guza pierwotnego poruszają się ruchem 
ameboidalnym (E n te r lin e  i Coman 1950). Ruch ameboidalny polega na tworze
niu się i zanikaniu pseudopodiów —przejściowych struktur lokomotorycznych. 
Komórki w trakcie migracji stale nawiązują i zrywają kontakty z podłożem (R az 
i współaut. 1986). Stosunek między siłą adhezji do podłoża a siłami generującymi 
dynamikę nibynóżek decyduje o tym, czy i z jaką prędkością porusza się komórka 
(D iM il la  i współaut. 1993). O kierunku migracji decyduje morfologiczna polary
zacja komórki. To, że komórki nowotworowe nie wytwarzają stałych struktur 
lokomotorycznych, wydaje się zrozumiałe. Komórki te bowiem pochodzą

Słownik skrótów: (X2-antyplazmina — inhibitor plazminy; CD44 — błonowy proteoglikan 
należący do hialadheryn (receptorów wiążących się z HA); ChIMP — inhibitor metalopro- 
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trzkomórkowa albo substancja lub istota międzykomórkowa: EGF — naskórkowy 
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z różnych tkanek, w których ich funkcje nie wymagają zdolności do ruchu. 
Ruchem ameboidalnym poruszają się jednak również takie komórki prawidłowe, 
jak białe ciałka krwi, których funkcje w organizmie wiążą się bezpośrednio ze 
zdolnością do samodzielnej migracji. Fakt, że i te komórki nie wykształciły 
stałych struktur lokomotorycznych pozwala przypuszczać, że ruch ameboidalny 
jest nie tylko formą ruchu dostępną, przejściowo lub na stałe, nieomal dla 
wszystkich komórek tkankowych (S to k e r  i G h era rd i 1991). Prawdopodobnie 
jest on również formą ruchu najlepiej dostosowaną do warunków środowiska, 
w którym komórki migrują. W obu przypadkach — komórek prawidłowych 
i nowotworowych —mamy do czynienia z takimi samymi, a często nawet tymi 
samymi (P a w e le c  i B o x b e r g e r  1994) szlakami wędrówek oraz z dwoma podsta
wowymi rodzajami środowisk: środowiskiem płynnym i macierzą zewnątrzko- 
mórkową (istotą międzykomórkową).1

ŚRODOWISKO PŁYNNE

Środowisko płynne stanowią płyny ustrojowe; krew i limfa. Krążące w nich 
komórki prawidłowe i nowotworowe, kuliste, o nieregularnie pofałdowanej po
wierzchni (iyc. 1 D) są unoszone biernie z prędkością w przybliżeniu równą 
prędkości przepływu cieczy w naczyniu o danym przekroju. Duże komórki 
i agregaty komórek płyną środkiem naczynia, komórki mniejsze zbliżają się do 
jego ścian i mogą nawiązać z nimi kontakt. Umożliwia to komórce opuszczenie 
naczynia, czyli ekstrawazację (ryc. 1 E) i dalszą wędrówkę już w innym środowi
sku. Podczas transportu w układzie krwionośnym i limfatycznym komórki 
ruchliwe zachowują się podobnie, jak nieruchliwe erytrocyty czy trombocyty. 
Zarówno więc obecność w komórce stałych lub przejściowych struktur lokomoto
rycznych, jak i wynikająca stąd zdolność komórki do samodzielnego ruchu nie 
wydają się mieć żadnego znaczenia w toku biernego transportu.

ECM (EXTRACELLULAR MATRIX)2

ECM wypełnia przestrzenie między komórkami. Jest ona rusztowaniem 
organizującym i podtrzymującym komórki, tkanki i narządy (Lin i B is s e l l  1993), 
a zwłaszcza stanowi zrąb tkanek łącznych. ECM występuje zarówno w organi
zmach roślinnych, jak i w zwierzęcych, u kręgowców i bezkręgowców. Uważa się, 
że ECM powstała w trakcie łączenia się organizmów jednokomórkowych 
w kolonie, nie wyklucza się jednak i możliwości wyodrębnienia się ECM podczas 
podziału wielojądrowych syncytiów na domeny komórkowe i pozakomórkowe 
(H a r -E l i T a n ze r  1993).

1
Patrz ECM w  słowniku skrótów.

2
Macierz zewnątrzkomórkowa albo istota lub substancja międzykomórkowa (porównaj 
Ostrowski i Kawiak 1990).
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Szczególną formę ECM stanowi błona podstawna (basement membrane, BM), 
przede wszystkim jednak termin ECM jest wiązany z interstycjalną stromą 
(L io tta  i współaut. 1991). W tym środowisku komórki przemieszczają się czynnie 
(ryc. 1 B, F). Ameboidalny ruch komórek migrujących przez ECM, dający 
w przypadku komórek nowotworowych lokalne inwazje i odległe przerzuty, 
zachodzi w wyniku ciągłych interakcji pomiędzy komórką a otaczającym ją 
środowiskiem, czyli składnikami ECM (Buck i współaut. 1985, L io t ta  i współ
aut. 1986, B uck  i H o rw itz  1987, Ju liano  1987, H a r t  i współaut. 1989, Akiyama 
i współaut. 1990, M onsky i Chen 1993, M o n tgom ery  i współaut. 1993, S t e t l e r -  
S te v en so n  i współaut. 1993 a, b). Dlatego środowisko to wymaga znacznie 
dokładniejszej charakterystyki niż krążące w naczyniach płyny ustrojowe.

ZNACZENIE STRUKTURY ECM DLA MIGRACJI KOMÓRKOWEJ

W skład ECM wchodzą różne makro- i mikrocząsteczki w ilościach chara
kterystycznych dla danej tkanki i narządu (R agh ow  1994). Część składników

ECM pochodzi z krwi i limfy, a część jest wytwa
rzana przez: a) komórki parenchymy, b) komórki 
stanowiące stały element samej ECM, jak fibrob- 
lasty, c) komórki przebywające w ECM przejścio
wo — makrofagi, granulocyty, komórki nowotwo
rowe i inne. Wymienione komórki nie tylko syn
tetyzują i wydzielają składniki ECM. Mogą one 
również modyfikować istniejące już elementy 
ECM (Shirasuna i współaut. 1993), powodując, na 
przykład, ich rozpad czy polimeryzację.

Komórki nowotworowe i prawidłowe mogą od
działywać na elementy ECM bezpośrednio, mogą 
jednak także pobudzać do takiego działania inne 
komórki. Przykładem tego może być między inny
mi wzmożenie pod wpływem komórek raka piersi 
produkcji fibronektyny i kolagenów I, III i IV przez 
fibroblasty (N o e l  i współaut. 1992), tenascyny 
pod wpływem neoplastycznych komórek nabłon
kowych (E rickson  i B ou rd on  1989) czy stymula
cja fibroblastów do syntezy kwasu hialuronowego 
w wyniku kontaktu z komórkami czerniaka lub 
raka płuc (Knudson i współaut. 1984). Warto tu

Ryc. 1. Etapy tworzenia przerzutu: A  — kolonia pier
wotna, B — utrata połączeń międzykomórkowych, od
rywanie się komórek i ich migracja w  ECM, C — 
przedostawanie się komórek do wnętrza naczyń, D — 
bierny transport komórek w naczyniach, E — wydosta
wanie się komórek z naczyń, F — migracja w  ECM, 
G — utworzenie przerzutu. Tło stanowi zdjęcie ECM, 
w które wrysowano w tej samej skali komórki nowotwo

rowe, zaznaczone na czarno z białymi jądrami.
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wspomnieć również, że wydzielaniu przez komórki nowotworowe licznych enzy
mów modulujących ECM, o których będzie mowa dalej, towarzyszy równie często 
pobudzanie wydzielania takich enzymów przez inne komórki (S t e t le r - S te v e n 
son  i współaut. 1993a, M atris ian  1992, M ign a tti i Rifk in  1993, B o r c h e r s  i 
współaut. 1994). Komórki nowotworowe mogą to powodować wydzielając specy
ficzne dla danego enzymu czynniki stymulujące, jak w przypadku stromelizyny 
3, kolagenazy interstycjalnej czy żelatynazy A (S te t le r -S te v e n s o n  i współaut. 
1993a, B a s s e t  i współaut. 1990, M u lle r  i współaut. 1993). Stymulacja może 
też jednak wynikać z wydzielania przez komórki prawidłowe i nowotworowe 
czynników wzrostowych, TGFa, PDGF, FGF, EGF, a także innych niespecyficz
nych czynników modulujących między innymi biosyntetyczną aktywność sąsia
dujących komórek ECM (K ovacs  1991, W o e s s n e r  1991, M a u v ie l 1993).

Uważa się, że dla istnienia ECM jest konieczna dynamiczna równowaga 
pomiędzy syntezą i rozpadem jej składników (M atris ian  1992).

SKŁADNIKI ECM ISTOTNE DLA MIGRACJI KOMÓRKOWEJ

Ważne z punktu widzenia migracji komórek strukturalne elementy ECM to: 
a) glikoproteiny wpływające na adhezję komórek, b) kolageny i elastyna tworzące 
włókniste rusztowanie ECM, c) proteoglikany ułatwiające migrację komórkową 
przez tworzenie w ECM uwodnionych domen. Oczywiście zdarzają się wyjątki od 
tej ogólnej klasyfikacji, na przykład nie wszystkie kolageny tworzą struktury 
fibrylarne, mogą je zaś tworzyć niektóre glikoproteiny.

Glikoproteiny (GP)

Glikoproteiny są zbudowane z krótkich rozgałęzionych łańcuchów oligo- 
sacharydowych połączonych kowalencyjnie z rdzeniem białkowym. Do ważniej
szych glikoprotein wpływających na adhezję komórek należą:

a) Fibronektyna (FN). Jest wielofunkcyjną głikoproteiną występującą 
w osoczu oraz w ECM, szczególnie w jej warstwie bezpośrednio otaczającej 
komórkę, pełniącą kluczową rolę w interakcjach między komórką i ECM. Fibro
nektyna ułatwia wiązanie komórek między innymi do kolagenów, żelatyn 
i fibiyny, a także umożliwia rozpłaszczanie komórek; stymuluje ruchliwość 
działając na komórki chemotaktycznie i haptotaktycznie. FN zawiera liczne 
funkcjonalne domeny, z sekwencją RGD (arginina, glicyna, asparagina) rozpo
znawane przez integiyny: asßi, a3ßi, avßi, atöß3, avß6 oraz fibrynogen, witrone- 
ktynę i czynnik von Willebrandta. Posiada również domeny wiążące heparynę, 
kolagen, fibrynę a także proteoglikany, CD44 i syndekan (V en strom  i R e ic h a rd t
1993). FN jest dimerem o ciężarze 250 kD. Podjednostki są połączone mostkiem 
siarkowym w zakończeniach karboksylowych.

b) Trombospondyna (TSP). Podobnie jak fibronektyna jest glikoproteiną 
wielofunkcyjną i składnikiem ECM. Posiada domeny wiążące się między innymi 
z integrynami powierzchni komórek nabłonkowych, mięśni gładkich i czerniaka. 
Wiąże się z fibrynogenem, FN, kolagenami, heparyną i lamininą. TSP może 
wiązać i aktywować plazminogen i jego tkankowy aktywator (V is ch e r  i współaut. 
1988, S a g e  i B o rn s te in  1991, V en strom  i R e ic h a rd t  1993). TSP jest homotri- 
merem o ciężarze 450 kD. Występują w niej sekwencje homologiczne do EGF,
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do których przylegają domeny antyadhezywne (S co tt-B u rd en  1994). Ma też trzy 
domeny wiążące się z powierzchnią komórkową (Yamada i Kleinm an 1992).

c) Laminina (LN). Jest przede wszystkim stałym składnikiem błony podstaw- 
nej. Większość komórek ruchliwych, zarówno prawidłowych, jak i nowotworo
wych ma receptoiy lamininowe. Cząsteczki lamininy mogą łączyć się ze sobą 
tworząc sieć. Normalna błona podstawna składa się z połączonych sieci lamininy 
i kolagenu IV (Y u rch en co  i S ch ittn y  1990). Istnieją jednak również błony 
podstawne, w których kolagen IV nie występuje, a podstawę strukturalną 
stanowi tylko sieć lamininowa (Y u rch en co  i współaut. 1992, M o s h e r  i współaut. 
1992). T ry g g v a s o n  (1993) uważa, że podczas morfogenezy LN tworzy rusztowa
nie błony podstawnej, które później zostaje uzupełnione siecią kolagenu IV 
i innymi stałymi składnikami BM. Laminina jest zbudowana z trzech łańcuchów 
peptydowych (850 kD), kodowanych przez osobne geny.

d) Tenascyna (TN). Tenascyna ma co najmniej dwie domeny adhezywne 
z sekwencją RGD i dwie domeny antyadhezywne przylegające do sekwencji 
homologicznej do EGF (P r ie to  i współaut. 1992). Komórki wiążą się najsilniej, 
gdy kontaktują się tylko z domenami adhezywnymi całej cząsteczki lub 
z fragmentem, który zawiera tylko taką domenę. Natomiast, gdy komórka 
kontaktuje się tylko z antyadhezywnymi domenami tenascyny, pozostaje okrągła 
i nie przylega do podłoża (V en strom  i R e ic h a rd t  1993). Wielu autorów wskazuje 
na funkcjonalny antagonizm pomiędzy tenascyną i fibronektyną (m.in. Chiqu- 
et-E hrism ann  1990). W przeciwieństwie do FN, która wzmaga adhezję i powoduje 
rozpłaszczenie komórek, TN wywołuje ich zaokrąglenie i oderwanie od podłoża. 
Postuluje się więc, że rola TN w migracji komórek nowotworowych mogłaby 
polegać na ułatwianiu ich odrywania się od fibronektyny w zrębie guza (E r ick son  
i B o u rd o n  1989, S a g e  i B orn s te in  1991). E rick son  (1993) proponuje przestrzen
ny mechanizm utrudniania adhezji przez TN; ta rozgałęziona sześcioramienna 
cząsteczka wiążąc się z podłożem zarówno odsuwałaby cząsteczki FN, jak też 
maskowała miejsca ich wiązania z powierzchnią komórki.

Kolageny i elastyna

Powszechnie przyjęta definicja określa kolageny jako strukturalne białka 
ECM zawierające jedną lub więcej domen o charakterystycznej budowie potrójnej 
helisy (L insenm ayer 1981). Prawie wszystkie kolageny tworzą wielkocząsteczko
we agregaty, które częściowo są stabilizowane przez oddziaływania między 
domenami helikoidalnymi.

Dotychczas zidentyfikowano 19 typów kolagenów. Tworzą one różne układy 
przestrzenne: a) włókienka (fibryle) znajdowane przede wszystkim w tkance 
łącznej; tworzą je kolageny fibrylarne typów I, II, III, V, XI. b) warstwy znajdowane 
między innymi w błonie podstawnej, a także w kutikuli i w organicznym 
szkielecie zewnętrznym gąbek; tworzą je kolageny typów IV, VIII, X. c) kolageny 
z nieciągłą potrójną helisą łączące włókienka z innymi elementami ECM; są to 
kolageny typów IX, XII, XIV. d) kolagen VII, wiążący włókienka błony podstawnej 
nabłonka z włókienkami kolagenowymi przylegającej ECM, e) kolagen VI two
rzący cienkie paciorkowate włókienka, które wiążą się z innymi włókienkami oraz 
z powierzchnią komórek (Van Den R e s t  i G a rro n e  1991). Funkcje i rozmiesz
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czenie w tkankach kolagenów XV-XIX (Mayne i B rew to n  1993) nie zostały jeszcze 
szczegółowo opisane.

Struktury kolagenowe, zarówno fibrylarne, jak i niefibrylarne składają się 
z cząsteczek połączonych wiązaniami kowalencyjnymi. Zapewnia to mechanicz
ną stabilność tkanek (H a r -E l i T a n ze r  1993). W ECM występują przede wszy
stkim fibrylarne kolageny tworzące jej podstawę strukturalną. W utworzoną 
przez nie sieć mogą być wbudowywane inne elementy ECM w zależności od tego, 
jakimi właściwościami cechuje się dana tkanka.

W przypadku tkanek sprężystych budujących między innymi ściany dużych 
naczyń tętniczych, pęcherzyków płucnych czy niektórych wiązadeł istotnym 
składnikiem ECM jest elastyna. Elastyna jest glikoproteiną o ciężarze 72 kD. 
Rozpuszczalny prekursor elastyny, tropoelastyna, jest produkowana przez fi- 
broblasty i komórki mięśni gładkich. Po przedostaniu się do przestrzeni okołoko- 
mórkowej tropoelastyna wraz z innymi cząsteczkami, jak na przykład fibry liną, 
tworzą elastyczne włókienka (F ranzb lau  i Faris  1981, M cG ow an 1992).

Zarówno kolageny jak glikoproteiny wiążą się z wieloanionowymi polisacha
rydami — proteoglikanami.

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

Proteoglikany są podklasą glikoprotein, białkami glikozylowanymi. Są skład
nikami zarówno okołokomórkowej, jak i zewnątrzkomórkowej macierzy. Wiążą 
się one z prawie wszystkimi elementami ECM. Wiele z nich jest związanych 
również z błoną komórkową i występuje jako receptory, między innymi dla 
czynników wzrostowych (R u os lah ti 1989, R u os lah ti i Yam aguchi 1991) oraz 
innych cytokin i składników ECM. Niektóre proteoglikany mogą pełnić funkcję 
modulatorów czynników wzrostowych tworząc z nimi kompleksy i chroniąc je 
przed degradacją (R u os la h ti i Yam aguchi 1991), inne kontrolują aktywność 
proteaz. Proteoglikany są zbudowane z rdzenia białkowego, z dołączonym kowa
lencyjnie jednym lub wieloma łańcuchami glikozaminoglikanów — polisachary
dów zawierających aminocukry.

Glikozaminoglikany są liniowymi polimerami, zbudowanymi z powtarzają
cych się disacharydowych jednostek, które składają się z heksozaminy naprze
miennie z kwasem uronowym lub cukrem obojętnym (słownictwo według Gamian 
1992). Taka budowa powoduje liniowe uporządkowanie grup anionowych, a więc 
i ładunków ujemnych w cząsteczkach (H a s c a ll i H a s c a ll  1981). Glikozaminogli
kany ECM to przede wszystkim: siarczany heparanu, chondroityny, dermatanu 
i keratanu oraz sole kwasu hialuronowego (HA). Z wyjątkiem HA łańcuchy GAG 
nie występują w tkankach osobno, lecz są związane z rdzeniem białkowym przez 
oligosacharyd o strukturze odmiennej od jednostek powtarzających się w łań
cuchu (R u o s la h ti 1988). Własności i funkcje proteoglikanów zależą od proporcji 
ich białkowych i węglowodanowych składników (R u os lah ti i Yam aguchi 1991, 
H ardingham  i Fosan g  1992, W ig h t  i współaut. 1992, H a r -E l i T a n ze r  1993).

Agrekan i inne proteoglikany o dużej zawartości GAG tworzą uwodnione 
domeny ECM. Wynika to z przyciągania jonów dodatnich przez ujemnie nałado
wane cząsteczki PG; takie przesunięcie równowagi osmotycznej powoduje na
pływ cząsteczek wody z sąsiadujących obszarów. Wokół powstałych w ten sposób 
domen uwodnionych tworzą się więc równocześnie domeny o wysokim stężeniu



Migracja komórek nowotworowych w organizmie 411

znajdujących się w nich makrocząsteczek, co zwiększa możliwość ich wzaje
mnych oddziaływań (Hardingham  i Fosang 1992).

W przeciwieństwie do gęstych, włóknistych obszarów ECM, które stabilizują 
komórki, uwodnione luźne mikrośrodowiska tworzone przez proteoglikany uła
twiają migrację komórkom ruchliwym. Szczególnie ważną rolę pełnią tu sole 
kwasu hialuronowego (W ight i współaut. 1992, Lau r en t  i Fraser 1992). Wzrost 
stężenia soli HA wiąże się ze wzrostem ruchliwości komórek w danym miejscu, 
natomiast rozpad cząsteczek HA pod wpływem hialuronidazy stopuje lokomocję.

Interesującą hipotezę dotyczącą udziału proteoglikanów w powiększaniu 
przestrzeni zawartej pomiędzy komórkami i włóknistymi elementami ECM po
daje T oole (1981). Przedstawia się ona następująco: uwodnione sole HA wywie
rają ciśnienie na przylegające komórki i strukturalne elementy ECM. Przeciw
działają temu, zapobiegając pęcznieniu, takie czynniki ograniczające, jak: a) 
mechaniczne połączenia utrzymujące sąsiadujące struktury w stałej odległości;
b) redukcja, bądź całkowite zniesienie przez kationy ujemnych ładunków GAG;
c) interakcje między łańcuchami GAG powodujące kondensację i uporządkowa
nie materiału w obrębie każdej cząsteczki oraz ściślejsze upakowanie cząsteczek 
sąsiadujących. Zakłócenia w działaniu czynników ograniczających umożliwiają 
rozluźnienie konstrukcji HA, a w konsekwencji jego pęcznienie i powiększanie 
się dystansu między rozdzielanymi przez HA strukturalnymi składnikami ECM. 
Powstająca w ten sposób przestrzeń ułatwia swobodną migrację komórek (Toole  
1981).

Receptory komórkowe wiążące się z solami kwasu hialuronowego w zew- 
nątrzkomórkowej macierzy mogą być również proteoglikanami. Wśród nich 
proteoglikan CD44, należący do rodziny hialadheryn, jest znajdowany na powie
rzchni komórek ruchliwych zarówno prawidłowych, jak i nowotworowych 
(Sherman  i współaut. 1994). Uważa się, że ekspresja CD44 w komórkach jest 
dodatnio skorelowana z ich zdolnością do tworzenia przerzutów (M erzak  i współ
aut. 1994, Ponta  1994). Domena cytoplazmatyczna CD44 może być połączona 
z aktyną cytoszkieletu komórkowego. W komórkach czerniaka stwierdzono za
leżność między istnieniem połączeń CD44 z cytoszkieletem a ruchliwością 
komórek. W momencie zaniku tych połączeń komórki tracą zdolność do loko
mocji (Thomas i współaut. 1992). Połączenia między CD44 na powierzchni 
komórki i HA w ECM są stosunkowo słabe (w porównaniu na przykład z połą
czeniami typu kontaktów ogniskowych, w których biorą udział integryny — 
A lbelda  i Buck  1990). Dla lokomocji może to być jednak korzystne. W ruchu 
ameboidalnym ważna jest bowiem zarówno łatwość nawiązywania kontaktów, 
jak i ich zrywania. Kompleksy CD44/HA ulegać mogą internalizacji i następnie 
rozpadowi pod wpływem kwaśnych hydrolaz. Stopień degradacji HA, jak również 
jej ograniczenie tylko do określonych miejsc w ECM są ważne dla kontroli 
migracji komórkowej. Hipotezy dotyczące udziału proteoglikanów w adhezji 
komórek i ich migracji są stosunkowo dobrze udokumentowane (Cam p  i współ
aut. 1991, Laurent  i Fraser  1992, T homas i współaut. 1992, Underhill 1992, 
Herrlich  i współaut. 1993, Knudson  i Knudson  1993).

Ostatnio wysuwa się także hipotezę, że proteoglikany otaczające powierzch
nię komórki biorą udział w porządkowaniu kolagenów i glikoprotein ECM. 
Proteoglikanowy płaszcz komórkowy (coat) przytrzymuje nowo powstałe kolage-

11 — Kosmos



412 L u c y n a  G rę b e c k a

ny i fibronektynę, a skupianie się ich we włókna może być ułatwiane przez giętkie 
i ruchliwe kompleksy powierzchniowe HA/agrekan (ryc. 2), wystające daleko 
poza powierzchnię komórki (Lee i współaut. 1993). Proteoglikany związane 
z powierzchnią komórki i daleko poza nią wysunięte mogą zarazem przeszkadzać 
w wiązaniu sąsiadujących ze sobą komórek przez E-kadheiyny, a także 
w kontakcie komórek z podłożem (VLEMINCKS i współaut. 1994).

Ryc. 2. Kompleksy proteogli- 
kanów na powierzchni komór
ki (według L e e  i współaut. 
1993, zmodyfikowany). A  — 
środowisko, B — błona pla- 
zmatyczna, C — cytoplazma, 
H A— sole kwasu hialuronowe- 
go, PG — proteoglikany, 0  — 

ładunki ujemne.

PROTEOLIZA SKŁADNIKÓW ECM PODCZAS MIGRACJI KOMÓREK

Rusztowanie ECM jest zbudowane z włókien kolagenowych. Przestrzeń 
pomiędzy nimi jest wypełniona glikoproteinami tworzącymi przede wszystkim 
spoiwo (An d e r s o n  1976). Pozostałą część ECM stanowią uwodnione proteogli
kany umożliwiające dyfuzję cząsteczek przedostających się z krwi i limfy (cyto- 
kiny, hormony i inne) i ułatwiające ruch komórek. Warunkiem migracji komórki 
przez te trójwymiarowe struktury macierzy jest jej kontrolowana adhezja do 
elementów fibiylarnych, sterowanie ruchem w określonym kierunku oraz toro
wanie sobie drogi, za pomocą enzymów proteolitycznych.

WARUNKI MIGRACJI KOMÓREK PRZEZ ECM 

Adhezja

Warunkiem migracji i wzrostu komórek jest ich zdolność do adhezji. Brak 
adhezji uniemożliwia migrację, lecz zbyt silna adhezja ją ogranicza (D iM illa  
i współaut. 1993, G ian c o tti i M a in ie r o  1994). Zarówno kolageny, jak glikopro
teiny i proteoglikany mają punkty przyczepu dla migrujących komórek prawid
łowych i neoplastycznych. Receptory komórkowe wiążące się z Ugandami ECM 
to przede wszystkim integryny i proteoglikany powierzchniowe (ryc. 3, 4, tab. 1). 
Utworzone przez nie (i przez inne cząsteczki) połączenia między komórką i ECM 
mogą być rozkładane przez różne enzymy, w tym proteazy (tab. 2). Działają one 
w miejscach przylegania komórki do podłoża, kontrolując adhezję i reorganizując 
aktynowy cytoszkielet (Po llan e n  i współaut. 1988). Hamowanie aktywności tych 
enzymów specyficznymi inhibitorami utrzymuje adhezję komórek nowotworo
wych, natomiast znosi ich inwazyjność (ruchliwość).
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Tab e l a  1
Niektóre proteoglikany powierzchniowe i integiyny wiążące 

komórki z poszczególnymi elementami ECM 
(Dane wedlug: D a v i d  1993, L a h a v  1993, T u r l e y  i współaut. 1993, 

V e n s t r o m  i R e i c h a r d t  1993, S h e r m a n  i współaut. 1994)

Elementy ECM
Powierzchnia komórki

Proteoglikany Integryny

Glikoproteiny

FN siarczan heparanu, CD44, 
syndekan

a vß3, a vß6, aiibß3, 
0C2ßl, 0C3ßl, Ct4ßl, 
0C4ß7, CC5ßl, (Xvßl

LN siarczan heparanu, CD44, 

dystroglikan

aißl, (X2ßl, CX7ßl, 
a3ßi,
avß3, ocößi, cteß4

TSP siarczan heparanu, 
syndekan

avß3, aiibß3, axßi, 
avßx

TN siarczan heparanu, 
syndekan

avß3, avß6, axßi

Kolageny siarczan heparanu, CD44, 
syndekan

aißi, a2ßi, anbß3, 
asßi, avß3, coßi

Proteoglikany hialadhedryny różne integryny
HA CD44, RHAMM

Istnieje silna korelacja między zmianami w cytoszkielecie aktynowym 
i indukcją ekspresji genów kodujących proteazy tak ważne w lokomocji komórek, 
jak kolagenazy i stromelizyny (W erb  i współaut. 1989). Ekspresja genów kodu
jących enzymy istotne w regulacji adhezji komórkowej może być indukowana via 
cytoszkielet przez samą adhezję komórki do poszczególnych elementów ECM, 
przez krążące w ECM cytokiny, jak również przez fragmenty zdegradowanych

Ryc. 3. Schemat budowy cząsteczki integryny (według A l b e l d a  

i B u c k  1990, zmodyfikowany), a, ß —podjednostki heterodimeru, 
N —zakończenie aminowe, C — zakończenie karboksylowe, LBR 
— region wiążący integiynę z ligandem, S -środowisko, B — błona 
plazmatyczna, C — cytoplazma, I F  — filamenty pośrednie, A F  — 

filamenty aktynowe.
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uprzednio składników ECM (W erb  i współaut. 1989, Ju lian o  i H a s k ill  1993, 
M a u v ie l 1993). Fragmenty te mogą też polaryzować komórkę i w rezultacie 
sterować jej ruchem.

Tabela 2
Enzymy degradujące ECM 

(Dane według: W o e s s n e r  1991, M a tris ian  1992, M a u v ie l 1993, M ign a tti i R ifk in  1993)

Enzym
Substrat

Inne funkcje: 
aktywujeKolageny Żela-

TUY
Elas-
lyna FN LN Rdzeń

PG GAG

uPA + plazminogen, MMP2
tPA plazminogen
plazmina + + + + prokolagenazy

elastazy, uPA

Katepsyny u PA, prokolagenazy
B I-V, DC, XI + + + +
L + + + +
D I, III + + +
Kolagenazy
MMP1 I-III, V, VII, +
MMP5 (8?) X +
kolagenaza 3 I-III

?
?

Żelatynazy
MMP2 IV, V,VII,X, + + +
MMP9 XI + + +

IV, V, VII, X

Stromelizyny
MMP3 (+ST1) III-V, IX + + + + MMP1, MMP2
MMP10 (=ST2) III-V, IX + + + + MMP1, MMP2
ST3 ? ? ? ? ?
MMP7 IV + + + + prokolagenazy

MTMMP MMP2

Metaloelastaza + + + + uPA

Glikozydazy +

Chemotaksja i haptotaksja 

Migracja komórki nowotworowej czy prawidłowej w danym kierunku jest 
wynikiem interakcji cząsteczek atraktanta z jego specyficznym receptorem na 
powierzchni komórki, przekazania sygnału do wnętrza komórki, a następnie 
reorganizacji cytoszkieletu. Jeżeli cząsteczki atraktanta występują w roztworze, 
kierunkowy ruch w stronę ich rosnącego stężenia określa się jako chemotaksję. 
Gdy wbudowane są one w podłoże, analogiczne zjawisko nosi nazwę haptotaksji. 
W obu przypadkach komórka podąża w kierunku rosnącego gradientu atraktan
ta, przy czym w drugim przypadku jest to równoznaczne z migracją w kierunku 
zwiększającej się adhezji. Kończy się to zatrzymaniem komórki w tym miejscu, 
w którym siła adhezji przewyższy siłę motoryczną generowaną we wnętrzu 
komórki.

Można przyjąć, że komórka rozpoczynająca migrację w ECM początkowo 
kieruje się głównie gradientem rosnącej adhezji (haptotaksja), której źródło
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stanowią adhezywne domeny cząsteczek ECM (F u rc h t i współaut. 1984). Ponie
waż lokomocji towarzyszy częściowa degradacja tych cząsteczek i przechodzenie 
ich fragmentów do płynu interstycjalnego, stopniowo w zachowaniu komórki 
zaczyna przeważać odpowiedź chemotaktyczna (S te t le r -S te v e n s o n  i współaut. 
1993a). Chemotaksję komórek prawidłowych i nowotworowych mogą wywoły
wać różne cytokiny (Rusciano i B u r g e r  1992) oraz produkty proteolizy takich 
składników ECM jak: LN, FN, kolagen IV, witronektyna i TNS, podczas gdy 
cząsteczki te w formie nietkniętej stymulują migrację na drodze haptotaksji 
(T a ra b o le t t i  i współaut. 1987, A znavoorian  i współaut. 1990, K lom in ek  
i współaut. 1993).

Ryc. 4. Schemat budowy trzech wybranych proteoglikanów powierzchniowych (kombi
nowany na podstawie R u o s l a h t i  1988, R u o s l a h t i  1989 oraz H a r d i n g h a m  i F o s a n g  1992). 
1 — syndekan, 2 — CD44, 3 — błonowy proteoglikan zawierający heparanu siarczan, 
CS — chondroityny siarczan, HS — heparanu siarczan, S — środowisko, B — błona

plazmatyczna, C — cytoplazma.

W prawidłowych komórkach ruchliwych, jakimi są leukocyty, w odbiorze 
bodźca pozytywnego (atraktanta) i przekazaniu sygnału do wnętrza komórki 
pośredniczy białko G. Wydaje się, że w przypadku komórek nowotworowych 
występują także inne drogi przekazywania sygnałów stymulujących ruchliwość. 
Dawałoby to komórce nowotworowej znaczną przewagę nad innymi komórkami 
poruszającymi się w ECM i odbierającymi z niej sygnały (S te t le r -S te v e n s o n  
i współaut. 1993a).

Torowanie przejść przez ECM

ECM stanowi gęstą sieć splątanych elementów strukturalnych i przedostanie 
się przez nią jest szczególnie trudne dla komórek o niskim stopniu deformowal- 
ności, a do takich należą komórki nowotworowe. Proteoliza ECM może być zatem 
jednym z mechanizmów niezbędnych dla utorowania drogi migrującym w ECM 
komórkom.

Klasycznym tego przykładem jest przedostawanie się komórek przez błonę 
podstawną, która jest jedną z form ECM, a zarazem jedną z ważniejszych barier 
na drodze migrujących komórek (L io tta  i współaut. 1984, 1986). Jest to proces 
trójstopniowy polegający na: a) przyczepieniu się migrującej komórki do lamini
ny BM przez receptory lamininowe na powierzchni komórki; b) rozkładaniu 
kolagenu IV tworzącego podstawę strukturalną BM; c) przedostawaniu się 
komórki przez utworzoną w ten sposób lukę w błonie podstawnej (ryc. 5). Warto 
w związku z tym dodać, że inwazyjne komórki nowotworowe charakteryzuje
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wielokrotny wzrost liczby receptorów lamininowych (B arsky i współaut. 1984, 
M a rt in  iTiMPLl987). Uważa się też, że wiązanie z LN może stymulować 
w komórce produkcję żelatynazy A rozkładającej kolagen IV, drugi główny 
składnik błony podstawnej (Kanem oto i współaut. 1990). Te komórki, które nie 
syntetyzują odpowiednich enzymów i nie degradują błony podstawnej, mają 
znacznie zmniejszone możliwości tworzenia metastaz. Komórki takie zatrzymane 
zostają bowiem przy błonie podstawnej, która staje się dla nich barierą nie do 
przebycia.

Ryc. 5. Schemat przechodzenia komórek przez BM (według Liotta 1984). A  — komór
ka (T) nawiązuje kontakt z lamininą błony podstawnej (BM) za pośrednictwem powierz

chniowych receptorów lamininowych, B — wydziela żelatynazę A, która rozbija 
cząsteczki kolagenu IV, C — przedostaje się przez przerwę powstałą w  BM, D — rozpo

czyna migrację w  ECM.

Rolę pomocniczą mogą w takich przypadkach odgrywać leukocyty (ryc. 6). 
Według K ram er i N ic o ls o n  (1979) komórki nowotworowe mogą zatrzymywać się 
do 24 godzin pomiędzy komórkami śródbłonka a błoną podstawną. Jeżeli 
w pobliżu przez ścianę naczynia przedostaje się w tym czasie jakaś ruchliwa 
komórka prawidłowa, tworzy się przejście dla czekającej komórki nowotworowej. 
Podobnie, przechodzenie leukocytów przez modelowe błony podstawne zwiększa 
liczbę przedostających się przez nie komórek nowotworowych (L io t ta  1984). 
Leukocyty, gdy towarzyszą komórkom nowotworowym, zwiększają o 50% swoją 
produkcję żelatynazy i heparanazy, co właśnie ułatwia komórkom nowotworo
wym przedostawanie się przez BM (W e lc h  i współaut. 1989).

Trójstopniowy model Liott’y przechodzenia komórek przez błonę podstawną 
stosuje się również do migracji komórek przez trójwymiarowe struktury ECM. 
Są one gęsto utkane i często prawie równie trudne do sforsowania, jak błona 
podstawna. Prawidłowe komórki ruchliwe, jak makrofagi czy granulocyty, de
gradują więc ECM, by dotrzeć do ognisk zapalnych. Powodowane przez nie 
uszkodzenia są jednak minimalne, bo aktywność proteolityczna prowadząca do 
tworzenia nieciągłości w ECM (oraz regulująca adhezję) jest precyzyjnie kontro
lowana. Dzieje się tak również w przypadku komórek nowotworowych. W ich 
migracji przez ECM również współdziałają specyficzne proteazy (tab. 2) o okre
ślonym rozmieszczeniu i czasie działania, regulowane przez odpowiednie akty
watory i inhibitory.

W ostatnim dziesięcioleciu zgromadzono wiele dowodów świadczących o tym, 
że w migracji komórek prawidłowych i w inwazji nowotworowej bardzo ważną 
rolę grają enzymy z rodziny metaloproteaz oraz urokinaza — aktywator plazmi- 
nogenu i produkt jej działania — plazmina. Obie grupy enzymów są kontrolo
wane na wielu poziomach, włączając w to aktywację i transkrypcję genów,
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translację, sekrecję proenzymów, wiązanie proenzymów do powierzchni komórki 
i elementów ECM, blokowanie ich przez specyficzne inhibitory oraz degradację 
bądź usuwanie czynnych enzymów. Wiele enzymów współdziała ze sobą. Klasy
cznym tego przykładem jest aktywacja metaloproteaz przez plazminę należącą 
do grupy proteaz setynowych.

METALOPROTEAZY (MMP)

Enzymy te znane od 30 lat (G ro ss  i Lap iere 1962) charakteryzują się 
obecnością w cząsteczce atomu cynku. Syntetyzowane są w formie proenzymów, 
jako takie wiązane z powierzchnią komórki i najczęściej tam aktywowane. 
Fizjologicznie są unieczynniane głównie przez tkankowe inhibitory metaloprote
az (TIMP). Metaloproteazy dzieli się w zależności od rodzaju substratu, jaki 
rozkładają na: kolagenazy, żelatynazy i stromelizyny.

Ryc. 6. Przedostawanie się komórek nowo
tworowych przez błonę podstawną (BM) 
w  ślad za komórkami normalnymi. Schemat 
sporządzony według opisu H ilg a r d  i H e l-  
lmann 1983. A  — komórki nowotworowe 
wprowadzone drogą iniekcji do naczyń adhe- 
rują w  żyłkach powłośniczkowych do komó
rek śródbłonka (E), po czym zostają otoczone 
przez płytki krwi (P) i fibrynę; wokół tak 
powstałego skrzepu gromadzą się leukocyty 
polimorfonuklearne (PMN). B — PMN przeci
skają się pomiędzy dwiema sąsiadującymi 
komórkami śródbłonka i degradują BM. C — 
komórki nowotworowe dążą w  ślad za leuko
cytami korzystając z wytworzonej przez nie 
przerwy w  BM. D — przerwa powiększa się, 
komórki nowotworowe wydostają się z na
czynia i podejmują wędrówkę przez ECM, 
która zakończy się utworzeniem przerzutu 

(porównaj ryc. 1).
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Kolagenazy

Znane są dwie kolagenazy rozcinające włókienka kolagenowe. Są to: kolage- 
naza interstycjalna (MMP-1) o ciężarze 54.1 kDa i kolagenaza neutrofilowa 
(MMP-5) o ciężarze 53.4 kDa. Oba enzymy przecinają łańcuchy kolagenów: I, II, 
III, VII i X w domenach helikoidalnych (M atris ian  1992, M ign a tti i R ifk in  1993). 
W wyniku cięcia, które następuje blisko końca karboksylowego cząsteczki, 
powstają dwa fragmenty o proporcjach 1:3. Te fragmenty ulegają dalszej proteo- 
lizie, która może być prowadzona przez inne enzymy (G ro ss  1981, T ry g g v a s o n  
i współaut. 1987).

Kolagenazę interstycjalną syntetyzują przede wszystkim makrofagi i fibro- 
blasty, a kolagenazę neutrofilową granulocyty obojętnochłonne. Kolagenazę 
interstycjalną, której poziom zwiększa się w komórkach wielu nowotworów 
człowieka (O ssow sk i 1992, S te t le r -S te v e n s o n  i współaut. 1993a), znajduje się 
również w fibroblastach ECM bezpośrednio otaczających przemieszczające się 
komórki nowotworowe, co pozwala przypuszczać, że produkcja tego enzymu 
może być przez komórki nowotworowe stymulowana. Nabeshim a i współpracow
nicy (1991) odkryli i częściowo scharakteryzowali wytwarzany w komórkach raka 
płuc czynnik stymulujący produkcję kolagenazy przez fibroblasty. Być może 
czynnik ten stymuluje też syntezę i wydzielanie żelatynazy A i stromelizyny 
(S te t le r -S te v e n s o n  i współaut. 1993a). Ostatnio odkryto w komórkach niektó
rych nowotworów piersi nową metaloproteazę zaliczoną do kolagenaz —kolage
nazę 3 (według U ria  i współaut. 1994).

Żelatynazy

Te enzymy są specyficzne przede wszystkim dla kolagenów zdenaturowanych 
(stąd nazwa), a także kolagenów, w których domena helikoidalna jest z natury 
nieciągła (S te t le r -S te v e n s o n  i współaut. 1993b). Żelatynaza A (MMP-2) 
o ciężarze 72 kDa była pierwszym enzymem, któremu przypisano zdolność do 
rozkładania cząsteczek kolagenu IV i wiązano ją z możliwością przenikania 
komórek nowotworowych przez BM. Żelatynaza B (MMP-9) o ciężarze 92 kDa 
występuje, podobnie jak żelatynaza A, w makrofagach, granulocytach, epitelio- 
cytach i komórkach nowotworowych (M atris ian  1992). Obie żelatynazy rozkła
dają oprócz kolagenów zdenaturowanych również kolagen IV, VII i X w ich 
domenach helikoidalnych (B ern h ard  i współaut. 1994), elastynę (M atris ian
1992) i fibronektynę (M ign a tti i R ifk in  1993). Od innych metaloproteaz różnią 
się między innymi tym, że mają przylegający bezpośrednio do atomu cynku 
region homologiczny do jednej z domen FN, który wiąże się z substratem 
(M atris ian  1992, S te t le r -S te v e n s o n  i współaut. 1993b). Tylko żelatynazy mogą 
się łączyć, jeszcze w formie proenzymów, z endogennymi inhibitorami (TIMP). 
Prożelatynaza A łączy się z TIMP-2, a prożelatynaza B z TIMP-1.

Zarówno żelatynaza A jak i B (a także stromelizyna 2 i matrylizyna) były po 
raz pierwszy zidentyfikowane, oczyszczone i sklonowane w komórkach nowotwo
rowych. Obecnie występowanie żelatynaz jest powszechnie stwierdzone zarówno 
w komórkach nowotworowych, jak i w prawidłowych komórkach ruchliwych. 
Znajduje się je w większości inwazyjnych form raka piersi, jelita grubego, 
pęcherza i płuc (S te t le r -S te v e n s o n  i współaut. 1993b). Poziom żelatynaz jest 
skorelowany ze stopniem inwazyjności komórek (Z u ck er i współaut. 1987, 1993,
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D avies  i współaut. 1993, W atanabe i współaut. 1993, B ern h a rd  i współaut. 
1994). Żelatynaza A może też być syntetyzowana i wydzielana przez komórki 
stromy przylegające do frontów inwazji nowotworowej (S te t le r -S te v e n s o n  
i współaut. 1993a).

Stromelizyny

Do tej grupy należą 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 nazwą PUMP-1) jest najmniejszą z meta- 
loproteaz (29.7 kD). Występuje między innymi w komórkach nowotworowych 
(rak żołądka i jelita grubego). Matrylizyna prawdopodobnie może rozkładać 
elastynę (M atris ian  1992), może też regulować działalność aktywatora plazmi- 
nogenu oddzielając domenę katalityczną urokinazy od domeny wiążącej się 
z receptorem powierzchniowym (M a rc o t te  i współaut. 1992).

Stromelizyny ST-1 (54.0 kD) i ST-2 (54.1 kD) są enzymami o dużej homologii. 
Występują między innymi w komórkach raka głowy i szyi. Towarzyszą lokalnemu 
wzrostowi inwazyjności tego nowotworu. Są wytwarzane przede wszystkim przez 
fibroblasty stromy guza przyległe do nieciągłości w otaczającej guz błonie 
podstawnej (P o le t t e  i współaut. 1991). Obie stromelizyny rozkładają kolageny: 
III (M atris ian  1992), IV, V i IX (M atris ian  1992, M ign a tti i Rifk in  1993), lecz tylko 
w domenach globularnych. Wraz z matrylizyną rozkładają też wszystkie kolageny 
zdenaturowane. Stromelizyny i matrylizyna rozkładają też białkowy rdzeń pro- 
teoglikanów i niektóre glikoproteiny (LN, FN).

Ostatnio wiele uwagi poświęca się stromelizynie 3. Enzym ten został odkryty 
w komórkach pochodzących z biopsji inwazyjnego raka piersi (Bassett i współaut. 
1990). Stromelizynę 3 syntetyzują fibroblasty otaczające migrujące komórki 
nowotworowe. Poziom RNA ST-3 maleje wraz ze wzrostem odległości wytwarza
jących go fibroblastów od czoła inwazji nowotworu. M u l le r  i współpracownicy 
(1993) stwierdzili obecność RNA ST-3 i białka ST-3 również w komórkach 
stromy raka głowy i szyi. Jak w poprzednim przypadku enzym ten był syntety
zowany przez fibroblasty. Sądzi się więc, że synteza ST-3 odbywa się pod kontrolą 
komórek nowotworowych, a ściślej dyfundującego czynnika wytwarzanego przez 
nie bezpośrednio lub pośrednio. Tak więc komórki nowotworowe mogą przepro
wadzać degradację ECM za pomocą prawidłowych komórek stromy, które w ten 
sposób przygotowują im przejście.

W większości komórek nowotworowych ekspresja genów kodujących meta- 
loproteazy nie jest stała, lecz indukowana różnymi aktywatorami, jak czynniki 
wzrostowe lub inne cytokiny (M atrisian  1990, M a u v ie l 1993). Podobnie różne 
aktywatory mogą wywoływać syntezę i wydzielanie przez komórki nowotworowe 
czynników stymulujących inne komórki. Coraz więcej zwolenników znajduje też 
pogląd, że metaloproteazy, włączając ST-3 (w raku głowy i szyi) oraz interstycjal- 
ną kolagenazę i żelatynazę A (w raku skóry) mogą być traktowane jako pocho
dzący ze stromy parakrynny3 czynnik, konieczny w progresji złośliwych nowo
tworów pochodzenia nabłonkowego. Wystarczy więc, by komórka nowotworowa

Wydzielany przez inne, najczęściej sąsiednie komórki.
3
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miała receptory dla określonej metaloproteazy oraz mogła stymulować jej syntezę 
i wydzielanie przez otaczające prawidłowe komórki stromy, by zyskała możliwość 
degradacji określonego składnika ECM. Wydaje się, że w migracji komórek 
nowotworowych parakrynne i autokrynne 4 czynniki (ryc. 7) są równie ważne 
i być może stanowią rozwiązania alternatywne.

Ryc. 7. Parakiynny i autokiynny 
sposób przekazywania i prze
chwytywania ligandów. A  — ko
mórka syntetyzuje i wydziela do 
środowiska cząsteczki, które są 
przechwytywane i wiązane przez 
sąsiednie komórki niezdolne do 
ich wytwarzania, ale wyposażone 
w odpowiednie receptory. B — 
komórka wytwarzająca i wydzie
lająca określone cząsteczki sama 
je  wiąże do własnej powierzchni, 
gdyż zarazem posiada specyficz
ne dla nich receptory powierzch

niowe.

W stromie raka piersi stwierdzono współwystępowanie stromelizyny 3 
i tenascyny (B a ss e t i współaut. 1990). Tenascyna jest tą glikoproteiną, która 
prawdopodobnie —przez swoje własności antyadhezywne — ułatwia komórkom 
guza odrywanie się i podnosi ich inwazyjność. Tenascyna jest syntetyzowana 
i wydzielana przez fibroblasty stymulowane między innymi przez neoplastyczne 
komórki nabłonka (E r ick son  i B ou rd on  1989).

Ostatnio (S a to  i współaut. 1994) odkryto i opisano nową metaloproteazę, 
którą określono jako „membrane-type matrix metalloprotease ” (MT-MMP). Ten 
enzym o ciężarze 66 kD jest integralnym białkiem błonowym o domenie trans- 
membranowej. Występuje w komórkach inwazyjnego raka płuc, a głównym jego 
zadaniem jest aktywacja prożelatynazy A. MT-MMP ściśle ogranicza aktywność 
proteolityczną żelatynazy do bezpośredniego sąsiedztwa błony komórkowej, gdyż 
na niej właśnie odbywa się aktywacja tego enzymu również wtedy, gdy jest on 
syntetyzowany przez komórki stromy i wydzielany do środowiska. Sekwencja 
zjawisk przedstawiać się wtedy może następująco: komórki nowotworowe sty
mulują fibroblasty do produkcji żelatynazy A, jako proenzym pojawia się ona 
w stromie, wiązana przez receptor na powierzchni komórki nowotworowej ulega 
tam aktywacji przez MT-MMP. Powoduje to punktową degradację kolagenów 
(przede wszystkim kolagenu IV).

Wydzielane przez tę samą komórkę.
4
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REGULACJA AKTYWNOŚCI METALOPROTEAZ 

Aktywacja proenzymów

Wszystkie znane metaloproteazy są wydzielane w postaci nieaktywnych 
proenzymów. Dopiero po aktywacji zyskują zdolność degradowania składników 
ECM. W przypadku metaloproteaz rolę fizjologicznych aktywatorów pełnią prze
de wszystkim urokinaza i plazmin. Aktywowanie MMP odbywa się poprzez 
zakłócenie interakcji cysteiny z atomem cynku w cząsteczce. Zachodzące 
w cząsteczkach metaloproteaz zmiany konformacyjne prowadzą do autokatality- 
cznego odcięcia domeny propeptydowej i powstania czynnej formy enzymu 
(L io t ta  i współaut. 1991, W o e s s n e r  1991, K le in e r  i S t e t l e r - S te ven son  1993, 
S te t le r -S te v e n s o n  i współaut. 1993b) (ryc. 8). Ponieważ zarówno prometalo- 
proteazy, jak urokinaza i plazmina, są związane z błoną komórkową, aktywacja 
najczęściej zachodzi na powierzchni komórki lub w jej bezpośrednim sąsiedztwie. 
Często jest ograniczona do określonych regionów powierzchni komórki —inwa- 
dopodiów —których zadaniem jest intensywna degradacja ECM umożliwiająca 
komórce migrację (Chen 1992, M onsky i Chen 1993, M onsky i współaut. 1993). 
Aktywacja prożelaiynazy, ściśle ograniczona do miejsc kontaktu komórki z BM, 
może prowadzić do miejscowej proteolizy kolagenu IV i utworzenia przejścia dla 
migrującej komórki. Wzrost aktywności proteolitycznej komórek może też być 
wynikiem interakcji pomiędzy samymi metaloproteazami. Na przykład, strome- 
lizyna podnosi aktywność kolagenazy interstycjalnej i żelatynazy A (M atris ian  
1992, S te t le r -S te v e n s o n  i współaut. 1993b).

Ryc. 8. Aktywacja żelatynazy A. A  — propeptyd 
zawierający cysteinę jest związany poprzez siarkę 
z atomem Zn w katalitycznie czynnej domenie enzy
mu; maskując Zn blokuje on aktywność żelatynazy. 
B — aktywator (plazmina, trypsyna) powoduje zer
wanie połączenia cysteiny z Zn; wywołana tym zmia
na konformacyjna cząsteczki enzymu prowadzi do 
odsłonięcia domeny katalitycznej zawierającej cynk. 
C — następuje autokatalityczne odcięcie propeptydu.

Aktywacja jednej z ważniejszych metaloproteaz, żelatynazy A, może również 
zachodzić niezależnie od systemu urokinaza/plazminogen/plazmin w obecności 
inhibitorów proteaz serynowych za pomocą wspomnianej już proteazy MT-MMP.
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Istnienie niezależnego od proteaz serynowych powierzchniowego mechanizmu 
specyficznej proteolizy pojedynczego elementu ECM może mieć ważne fizjologi
czne następstwa. Taki mechanizm pozwala na szczególnie subtelną kontrolę 
degradacji ECM i ograniczenie do minimum powstających uszkodzeń.

Aktywacja metaloproteaz jest jednym z czynników potrzebnych, aby komórka 
mogła uzyskać fenotyp inwazyjny.

Inhibicja metaloproteaz i ich proenzymów

Sama aktywacja metaloproteaz nie wystarcza dla osiągnięcia przez komórkę 
wysokiego stopnia inwazyjności. W przypadku ruchliwych komórek prawidło
wych tkankowe inhibitory metaloproteaz kontrolują ich aktywność w określo
nych miejscach. W przypadku komórek nowotworowych poziom aktywnych 
metaloproteaz również musi znajdować się pod kontrolą, ponieważ nadmierna 
proteoliza ECM może tak samo utrudniać migrację, jak zbyt słaba degradacja 
zewnątrzkomórkowej macierzy. Prowadzi ona bowiem z jednej strony do znisz
czenia ECM, w tym i proteoglikanów tworzących środowisko sprzyjające migra
cji, a z drugiej strony przeciwdziała nawiązywaniu przez komórki kontaktów 
z podłożem (lub zbyt szybko je niszczy), co też utrudnia lokomocję. Wykazano, 
że podczas gdy w komórkach nowotworowych, syntetyzujących niewielkie ilości 
proteaz degradujących ECM dodatek inhibitora znosił ich inwazyjność, 
w przypadku komórek wytwarzających duże ilości proteaz taki sam dodatek 
inhibitora ją wzmagał (Tsuboi i R ifk in  1990). Tak więc inwazyjny fenotyp 
komórek nowotworowych wynika również z odpowiedniej proporcji aktywnych 
proteaz i ich inhibitorów na powierzchni komórki i w środowisku.

Tkankowy inhibitor metaloproteaz, TIMP-1, jest glikoproteina o ciężarze 
25-36 kDa, tworzącą nieodwracalne kompleksy z cząsteczkami interstycjalnej 
kolagenazy, stromelizyn, aktywnej żelatynazy B i jej proenzymu. Syntetyzują go 
i wydzielają fibroblasty, komórki śródbłonka, komórki mięśni gładkich i chon- 
drocyty. Drugi inhibitor metaloproteaz, TIMP-2 o ciężarze 20-24 kDa, chociaż 
podobny do TIMP-1 jest immunologicznie odrębny. TIMP-2 tworzy kompleksy 
z proenzymem żelatynazy A, podobnie jak TIMP-1 z prożelatynazą B. Oba 
inhibitory blokują wszystkie znane metaloproteazy w ich aktywnych formach, 
a łącząc się z prożelatynazą A lub B zapobiegają ich autoaktywacji (Hayakawa
1994).

S task u s i współpracownicy (1991) oraz U ria  i współpracownicy (1994) ziden
tyfikowali trzeci tkankowy inhibitor metaloproteaz, izolowany z fibroblastów 
zarodka kurzego (ChIMP-3) oraz komórek inwazyjnego raka piersi (TIMP-3)
0 ciężarze 22 kDa. Przypuszcza się, że TIMP-3 ułatwia odrywanie się komórek 
nowotworowych od elementów ECM i przyspiesza zmiany morfologiczne związa
ne z transformacją komórek (Hayakawa 1994).

Wykazano, że podniesienie poziomu syntezy i wydzielania tkankowych inhi
bitorów metaloproteaz znosi inwazyjność komórek nie tylko przez obniżenie ich 
ruchliwości. Zgodnie z wynikami DECLERCK’a i współpracowników (1992) przy
puszcza się, że zwiększenie produkcji inhibitora metaloproteaz w inwazyjnych
1 metastatycznych fibroblastach transformowanych onkogenem ras powoduje 
drastyczne ograniczenie procesów proteolitycznych wokół kolonii nowotworowej. 
W rezultacie gromadzi się tam nadmiar składników ECM, co utrudnia komórkom
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nowotworowym przedostanie się na teren prawidłowej tkanki okołonowotworo- 
wej, a więc hamuje inwazję już na jej wczesnym etapie.

Inhibitory metaloproteaz znajdują się w ECM, osoczu i płynach interstycjal- 
nych. Dlatego mogą one łatwo docierać do enzymów znajdujących się na 
powierzchni komórek. Związanie z receptorem powierzchniowym może chronić 
niektóre enzymy przed działaniem inhibitorów. Istnieją także dodatkowe mecha
nizmy zabezpieczające proteazy przed działaniem ich inhibitorów. Należy do nich 
między innymi usytuowanie kolagenazy po cytoplazmatycznej stronie błony 
komórkowej, co chroni ten enzym przed zetknięciem z inhibitorem obecnym 
w środowisku (D e C le r c k  i współaut. 1992). Podobnie, otaczanie przez miejsca 
kontaktowe inwadopodiów, w których są nagromadzone enzymy proteolityczne 
i które intensywnie degradują ECM, utrudnia masowy napływ inhibitorów 
i unieczynnianie enzymów (M onsky i Chen 1993). Natomiast kontrolowana 
aktywność inhibitorów minimalizuje uszkodzenia ECM ściśle ograniczając miej
sce i stopień degradacji jej struktur.

ROLA SYSTEMU UROKINAZA/PLAZMINOGEN/PLAZMINA 

Cykl aktywacji plazminogenu i rola urokinazy

Plazminogen (90 kD) jest jednym z białek biorących udział w kontrolowanej 
proteolizie wewnątrz- i zewnątrznaczyniowej. Występuje w osoczu i w ECM, gdzie 
pełni ważną rolę w adhezji i migracji komórek. W cząsteczce plazminogenu 
można wyróżnić między innymi 5 domen typu zwanych kringle oraz trypsyno- 
podobną domenę proteolityczną (M cLean  i współaut. 1987). Plazminogen wiąże 
się z receptorami powierzchniowymi o niskiej specyficzności (P lo w  i współaut. 
1986, H a j ja r  1991, V a h er i 19922). Wiąże się też z około komórkowymi elemen
tami ECM: glikozaminoglikanami i fibryną (M ign a tti i R ifk in  1993) oraz 
z fibronektyną, lamininą i witronektyną oraz trombospondyną (M o s c a te l l i  
i R ifk in  1988, V a h e r i i współaut. 1992).

Aktywacja plazminogenu jest jednym z ważniejszych indukowanych, zew- 
nątrzkomórkowych systemów proteolitycznych, związanych z kontrolą interakcji 
komórek nowotworowych z ECM (B łas i 1993). Aktywacja plazminogenu 
w wyniku proteolizy zachodzi głównie na powierzchni komórki. W czasie tej 
reakcji zarówno plazminogen, jak i jego aktywatory (przede wszystkim urokina- 
za) są związane ze swymi receptorami (S tephens i współaut. 1989, M cLean  
i współaut. 1987, M e n h a r t  i współaut. 1993). Produkt reakcji, plazmina, też 
pozostaje na powierzchni, związana z błoną komórkową, co chroni ją przed 
działaniem inhibitora, a2-antyplazminy obecnej w środowisku. Okołokomórko- 
we rozmieszczenie elementów systemu urokinaza/plazminogen/plazmina 
przedstawia tabela 3. Plazmina jest proteazą serynową o bardzo szerokim 
spektrum działania. Może rozkładać takie składniki ECM jak fibronektyną 
i laminina, rdzeń białkowy proteoglikanów i zdenaturowane kolageny (tab. 2). 
Ponadto plazmina aktywuje metaloproteazy i elastazę oraz niektóre czynniki 
wzrostowe.

Jedną z ważniejszych funkcji plazminy jest aktywacja urokinazy, która sama 
jest aktywatorem plazminogenu. Z trzech fizjologicznych aktywatorów plazmi
nogenu, streptokinaza jest wytwarzana przez bakterie, a dwa pozostałe: uroki-
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naza (uPA, UK) i tkankowy aktywator plazminogenu (tPA) są endogenne. Chara
kterystyczne w ich budowie są domeny kringle (M cM u lle n  i Fu jikaw a 1985). 
Znajduje się je w wielu białkach związanych z koagulacją i fibrynolizą krwi. 
Odpowiedzialne są między innymi za wiązanie z frbrynogenem, fibryną, cc2-anty- 
plazminą, trombospondyną, a także różnymi rodzajami komórek (M en h a r t  
i współaut. 1993). Pomimo pewnego podobieństwa obu endogennych aktywato
rów (ryc. 9) urokinaza wydaje się pełnić o wiele ważniejszą rolę w skomplikowa
nej sekwencji procesów prowadzących do powstania przerzutu.

Tabela 3
Okołokomórkowe rozmieszczenie elementów cyklu urokinaza/ 

plazminogen/plazmina (według Vaheri i współaut. 1992)

Element cyklu 
uPA/plg/pl

Rozmieszczenie

pro-uPA kontakty ogniskowe, kontakty międzykomórkowe, 
zakończenia microspikes

aktywna uPA kontakty ogniskowe, kontakty międzykomórkowe, 
zakończenia microspikes

uPAR kontakty ogniskowe, kontakty międzykomórkowe, 
zakończenia microspikes

plg równomierne na spodnie] powierzchni komórki

PAI- 1 równomierne w podłożu pod komórką, wyłączając 
kontakty ogniskowe

Wysoki poziom ekspresji genu kodującego urokinazę wykazano różnymi 
metodami w większości badanych komórek ruchliwych, nowotworowych i pra
widłowych (M onsky i Chen 1993). Stwierdzono też, że zakłócenia w działaniu 
urokinazy mogą zapobiec tworzeniu metastaz (C ro w le y  i współaut. 1993).

Pro-urokinaza, zbudowana z pojedynczego łańcucha peptydowego, może być 
syntetyzowana przez prawidłowe komórki ruchliwe, komórki nowotworowe lub 
przez komórki stromy otaczające nowotwór (Pyke i współaut. 1991, C hen 1992, 
B łas i 1993). W tym ostatnim przypadku przechwytują ją ze środowiska i wiążą 
komórki nowotworowe mające na powierzchni receptory urokinazy (ryc. 7 A). 
Receptory te występują u komórek o własnościach inwazyjnych, lecz nie ma ich 
na powierzchni stacjonarnych komórek prawidłowych (B ianchi i współaut.
1994). Natomiast prawidłowe komórki migrujące, jak monocyty czy granulocyty, 
mogą mieć od 10 000 do 250 000 receptorów urokinazy (B łas i 1993).

Receptor urokinazy wiąże zarówno urokinazę, jak i jej prekursor (Zhang 
i współaut. 1993). Receptor jest glikoproteiną o ciężarze 55-65 kDa. Łączy się 
z błoną komórkową przez kowalencyjne wiązanie z GPI — glikozylofosfatydylo- 
inozytolem (F a z io li i B łas i 1994). Takie połączenie zapewnia kompleksowi 
urokinaza-receptor swobodne przemieszczanie się w błonie komórkowej (Va
h e r i i współaut. 1992). Urokinaza aktywowana na drodze ograniczonej proteolizy 
składa się z dwóch łańcuchów — A i B. Łańcuch A zbudowany jest z jednej 
domeny kringle oraz znajdującej się w pobliżu końca aminowego domeny 
EGF-podobnej, przez którą urokinaza łączy się z receptorem powierzchniowym. 
Łańcuch B urokinazy jest aktywny katalitycznie.
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Najważniejszym aktywatorem urokinazy jest plazmina (ryc. 10). Pojawiają 
się doniesienia także o innych aktywatorach urokinazy jak: elastaza (M akovich  
i O w en  1989), katepsyna B i serynowa proteaza błonowa występująca w fibro- 
blastach transformowanych wirusem Rous (M igna tti i R ifk in  1993).

Ryc. 9. Schemat budowy cząsteczek aktywatorów plazminogenu: tPA (A) i urokina
zy (B). 1 — domena FN, 2 — domena czynnika wzrostowego, 3 — domena kringle, 4 — 

regiony łączące, 5 — region katalityczny.

Aktywacja urokinazy (podobnie jak plazminogenu) zachodzi na powierzchni 
komórki. Tempo aktywacji przez plazminę urokinazy związanej z receptorami 
powierzchniowymi jest około 20 razy wyższe niż urokinazy w roztworze. 
W związku z tym badano występowanie i lokalizację receptorów urokinazy oraz 
receptorów plazminy i plazminogenu na powierzchni tych samych komórek 
(nowotworowych i zarodkowych — P lo w  i współaut. 1986, Zhang i współaut.
1993). Stwierdzono, że oba rodzaje receptorów nie tylko występują na powierz
chni tych samych komórek, ale również bezpośrednio ze sobą sąsiadują w ich 
przednich krawędziach. Ułatwia to ogniskowe aktywowanie urokinazy przez 
plazminę oraz aktywowanie plazminogenu przez urokinazę. Ponieważ w tej 
drugiej reakcji powstaje plazmina, cykl się zamyka (ryc. 10).

Aktywowana urokinaza bardzo wolno oddysocjowuje od swego receptora 
i pozostaje czynna na powierzchni komórkowej przez 4-6 godzin. Związanie 
z receptorem nie powoduje jej internalizacji. Dopiero związanie powierzchniowej 
urokinazy z szybko działającym inhibitorem PAI-1 (plasminogen activator inhi
bitor type 1) hamuje aktywność proteolityczną urokinazy i powoduje internali
zację całego kompleksu receptor-urokinaza-inhibitor (C u b e llis  i współaut. 
1990). Pomimo tego, że internalizacji ulega cały kompleks, tylko urokinaza i jej 
inhibitor są rozkładane w lizosomach. Receptor zaś powraca na powierzchnię 
(ryc. 10), co pozwala komórce na szybkie przegrupowanie receptorów urokinazy, 
a więc na szybkie zmiany rozmieszczenia na powierzchni komórek regionów 
o wysokiej aktywności proteolitycznej. Może to być jedną z ważniejszych funkcji 
inhibitora urokinazy.
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Ryc. 10. System aktywacji plazminogenu. Rs — receptor powierzchniowy, Ri — recep
tor we wnętrzu komórki, * symbolizuje proteolizę. Szczegółowy opis cyklu przedstawio

no w tekście.

Rola urokinazy w migracji komórek

Podstawową funkcją urokinazy jest aktywacja plazminogenu, chociaż może 
ona również powodować rozpad fibronektyny i niektórych innych składników 
ECM (F a z io li i B łas i 1994), a także stymulować ruchliwość komórek (Busso 
i współaut. 1994, S ta h l i M u e l le r  1994). Stężenie plazminogenu we krwi jest 
wysokie i wynosi około 2 |iM, a w ECM jest niewiele mniejsze. W środowiskach 
tych współistnieją wszystkie elementy systemu plazminogen/urokinaza/pla- 
zmina, co mogłoby prowadzić do takiej produkcji plazminy, która uniemożliwia
łaby tworzenie skrzepów (M a n ge l 1990). Dlatego aktywacja plazminogenu musi 
być ograniczona tylko do specyficznych miejsc, które są wyznaczone obecnością 
receptorów uPA. Tak więc praktycznie każda komórka posiadająca receptory 
wiążące uPA lub syntetyzująca nawet znikome ilości urokinazy jest w stanie, 
przy tak znacznych zasobach łatwo dostępnego substratu, wyprodukować 
w dowolnym momencie dowolną ilość plazminy, enzymu rozkładającego pośred
nio lub bezpośrednio prawie wszystkie składniki ECM. Ponieważ proces aktywa
cji plazminogenu zachodzi na powierzchni komórki, z którą produkt reakcji, 
plazmina pozostaje związana (ryc. 10), wszechstronna proteolityczna działalność 
tej ostatniej pozostaje pod ścisłą przestrzenną kontrolą. Dlatego urokinaza, która 
stymuluje cykl przemian plazminogenu i w konsekwencji „uruchamia” powie
rzchniową plazminę, jest tak ważna w zjawiskach wiążących się z migracją 
komórek przez ECM włącznie z inwazją nowotworową.
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Są tego liczne dowody. Stwierdzono między innymi wzrost poziomu aktyw
ności urokinazy w migrujących komórkach środblonka, podczas gdy po ich 
zatrzymaniu spadał on do wartości wyjściowej (Pepper i współaut. 1987). 
Urokinaza stymuluje chemotaksję granulocytów (G u dew icz i G ilb o a  1987). 
Podniesiony poziom ekspresji urokinazy charakteryzuje komórki większości 
nowotworów złośliwych, a przerzuty mogą być skutecznie hamowane przez 
inhibitory urokinazy (O ssow sk i 1992). Sądzi się (Quax i współaut. 1991), że 
urokinaza działa w stosunkowo wczesnych stadiach tworzenia przerzutu, tych 
które wiążą się z ruchliwością komórek i degradacją ECM (porównaj ryc. 1 A, B).

Rozmieszczenie urokinazy i jej receptorów na powierzchni komórki jest 
charakterystyczne z punktu widzenia lokomocji. Znajduje się je na spodniej 
stronie strefy czołowej migrujących fibroblastów i komórek nowotworowych 
(P o lla n e n  i współaut. 1987) oraz w miejscach ich kontaktu z podłożem (M a n g e l 
1990, V a h e r i i współaut. 1992), lecz nie odkryto ich w inwadopodiach (Chen  
1992) — porównaj tabela 3. Chen przypuszcza więc, że system aktywacji 
plazminogenu bierze udział przede wszystkim w regulacji adhezji do podłoża 
(zrywanie kontaktów), a nie w intensywnej proteolizie ECM zachodzącej przy 
powierzchni inwadopodiów (torowanie przejścia). Podobne wnioski można wy
snuć ze schematu przedstawionego przez B łas i (1993). Schemat ten pokazuje, 
jak cykl aktywacji/inaktywacji plazminogenu przez urokinazę i inhibitor PAI-1 
w migrującej komórce może wpływać na jej kontakty z podłożem.

Związanie urokinazy z jej komórkowym receptorem stymuluje migrację 
komórek i potęguje ich reakcje chemotaktyczne. Ponieważ receptor urokinazy 
wiąże się z błoną przez GPI, który nie ma połączeń z cytoszkieletem odpowie
dzialnym za ruchliwość komórek, przypuszcza się, że receptor ten tworzy 
kompleks z innymi białkami, z których przynajmniej jedno ulega istotnym 
zmianom w następstwie przyłączenia urokinazy do receptora (Busso i współaut. 
1994).

Ekspresja urokinazy w komórce może być wywołana przez wiele czynników 
takich jak cytokiny, CAMP, prostaglandyny, UV. Cytokiny i hormony kontrolują 
także ekspresję receptorów urokinazy. Ekspresję urokinazy można też wywoły
wać w komórkach nowotworowych przez zerwanie połączeń międzykomórko
wych, tworzonych przez cząsteczki E-kadheryny. Zerwanie tych połączeń 
w wyniku wprowadzenia do środowiska odpowiednich przeciwciał powoduje 
reorganizację aktynowego cytoszkieletu tych komórek, co indukuje ekspresję 
genu kodującego urokinazę (F r ixen  i Nagamine 1993, B o t t e r i  i współaut. 1990). 
Prowadzi to więc do współdziałania dwóch elementów fenotypu metastatycznego: 
utraty połączeń międzykomórkowych i podjęcia syntezy urokinazy, a przy tym 
pojawiają się one we właściwej kolejności. Najpierw działa czynnik umożliwiający 
migrację (przez uwolnienie komórek), potem czynnik, który ją ułatwia (przez 
kontrolę adhezji i torowanie przejść).

W Y S T Ę P O W A N IE  I W S P Ó Ł D Z IA Ł A N IE  E N Z Y M Ó W  D E G R A D U J Ą C Y C H  E C M

Ruchliwość komórek połączona z ich zdolnością do proteolizy składników 
ECM jest jedną z podstawowych cech inwazyjnego fenotypu komórek nowotwo

12 — Kosmos
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rowych (M atris ian  1992). Proteoliza jest konieczna, aby komórki rakowe mogły 
penetrować interstycjum dokonując inwazji tkanki okołonowotworowej oraz 
tworząc odległe przerzuty (S te t le r -S te v e n s o n  1993a).

Pierwsze obserwacje dotyczące proteolitycznych zdolności komórek nowo
tworowych datują się od czasów, kiedy podczas prób prowadzenia hodowli 
komórek używano jako podłoża skrzepów. Zwrócono wtedy uwagę, że komórki 
nowotworowe rozpuszczają takie podłoża. F is ch e r  (1925) wysunął na podstawie 
swoich badań hipotezę, że zjawisko to może być wynikiem degradacji stromy pod 
wpływem substancji wydzielanej przez inwazyjny nowotwór. Później Fischer 
i inni badacze postulowali, że liza skrzepu przez komórki nowotworowe może 
wiązać się z aktywacją obecnego w osoczu (i w skrzepie) plazminogenu 
i działaniem produktu jego aktywacji — plazminy.

Przez wiele lat obserwacje te nie budziły szczególnego zainteresowania. 
Renesans badań nad tym zjawiskiem nastąpił w latach 70-tych, kiedy zauważo
no, że wirusowa transformacja hodowanych komórek tkankowych wywołuje 
gwałtowny wzrost ich zewnątrzkomórkowej aktywności proteolitycznej, spowo
dowany aktywacją plazminogenu (Q u in g ley  i współaut. 1974). W wyniku dal
szych badań w tym kierunku stwierdzono, że i inne proteazy seiynowe, a także 
metaloproteazy oraz glikozydazy również towarzyszą komórkom transformowa
nym i nowotworowym. Okazało się też, że wzmożona zewnątrzkomórkowa 
aktywność proteolityczna charakteryzuje także migrujące komórki zarodkowe, 
leukocyty, komórki biorące udział w gojeniu rany i inne ruchliwe komórki 
prawidłowe.

Współczesne badania nad mechanizmami interakcji proteaz z elementami 
ECM podczas inwazji nowotworowej skupiają się wokół dwóch problemów: 
lokalizacji tych enzymów i ich współdziałania.

LOKALIZACJA ENZYMÓW

Chen i współpracownicy (1984, 1985), Chen i Chen (1987), Chen (1989,
1992), M onsky i C hen (1993), oraz M onsky i współracownicy (1993) wykazali, że 
degradacja fibronektyny i innych elementów ECM zachodzi w miejscach konta
któw migrujących komórek z podłożem, co wskazuje na przestrzenne ogranicze
nie proteolizy ECM do okolic bezpośrednio sąsiadujących z błoną komórkową. 
J o n es  i D e C le r c k  (1980) wykazali również, że degradacja glikoprotein, kolagenu 
i elastyny w ECM komórek mięśni gładkich zachodzi tylko wtedy, gdy komórki 
nowotworowe są osadzane bezpośrednio na albo w ECM. Gdy fragmenty ECM 
zawieszano w środowisku, nie następowała degradacja kolagenów ani elastyny. 
Degradacja jest więc ograniczona przestrzennie i wymaga bezpośredniego kon
taktu tych białek z powierzchnią komórki. Zarówno wymienieni badacze, jak 
i wielu innych autorów (T rygg va so n  i współaut. 1987, Z u ck e r  i współaut. 1987, 
M o s c a t e l l i  i R ifk in  1988, M onsky i Chen 1993, M ign a tti i R ifk in  1993, S t e t 
le r -S te v e n s o n  i współaut. 1993a i b), zgodnie lokalizują enzymy degradujące 
ECM na powierzchni migrujących przez nią komórek prawidłowych i nowotwo
rowych.

Według M o s c a t e l l i  i R ifk in  (1988) taka lokalizacja ma następujące znacze
nie: a) związany z błoną proenzym łatwiej ulega aktywacji, a enzym może być
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bardziej aktywny niż ten sam enzym swobodny w ECM. Sąsiedztwo proenzymów 
i ich aktywatorów na powierzchni komórki umożliwia i przyspiesza proces 
aktywacji; b) dzięki związaniu z receptorem powierzchniowym enzym może być 
chroniony przed inaktywacją przez inhibitor; c) związanie enzymów z powierz
chnią komórki może prowadzić do ich gromadzenia się i skupiania w określonych 
miejscach; nagromadzenie i ko-lokalizacja na powierzchni komórki enzymów 
rozkładających ten sam substrat zwiększa prędkość degradacji tego jednego 
substratu; w przypadku enzymów rozkładających różne składniki ECM oznacza 
to koncentrację elementów biorących udział w wielostopniowej degradacji ECM, 
co usprawnia i przyspiesza ten proces; d) zatrzymanie enzymów przy błonie 
komórkowej ogranicza proteolizę tylko do bezpośredniego sąsiedztwa komórki, 
co pozwala na jej kontrolę i przestrzenne ograniczenie.

WSPÓŁDZIAŁANIE ENZYMÓW

Badania dotyczące współdziałania enzymów pokazały między innymi, że 
działają one w określonej kolejności. Wynikać to może z kolejności ich aktywacji. 
Przykładem tego może być opisywana, między innymi przez Van A sw ege n  i Du 
P le s s is  (1992), typowa sekwencja aktywacji proteaz: aktywacja plazminogenu 
przez uPA, po czym aktywowanie kolagenazy przez produkt pierwszej reakcji — 
plazminę. W rezultacie najpierw ulegają degradacji glikoproteiny (rozkładane 
przez plazminę), a następnie kolageny rozkładane przez kolagenazę.

Kolejność tę potwierdzają M o n tgom ery  i współpracownicy (1993). Autorzy ci 
stwierdzili na powierzchni komórek czerniaka M24met występowanie intersty- 
cjalnej kolagenazy, żelatynazy A i B, stromelizyny i urokinazy (ta ostatnia 
znajdowała się również w środowisku). Po użyciu specyficznych inhibitorów 
(TIMP-2 i uPAI-1) udało im się pokazać kolejność degradacji poszczególnych 
elementów ECM (BM i interstycjum) przez komórki M24met. Zależny od uroki
nazy i plazminy rozpad glikoprotein zawsze wyprzedzał działanie metaloproteaz.

Prawdopodobnie ta kolejność jest związana z budową ECM. Glikoproteiny 
ECM otaczają rusztowanie kolagenowe i chronią je przed proteolizą. Dlatego 
usunięcie glikoprotein jest konieczne, aby powierzchniowe kolagenazy komórek 
nowotworowych miały dostęp do swego substratu. Proteolizą obu tych składni
ków ECM narusza jej ciągłość strukturalną w wystarczającym stopniu, by mogła 
nastąpić infiltracja przez komórki nowotworowe (Jones i D e C le r c k  1980).

Funkcje urokinazy i stymulowanej przez nią aktywacji plazminogenu wzbu
dziły już zainteresowanie klinicystów (Janicke i współaut. 1994). Można spodzie
wać się, że wyniki prac w tym kierunku pozwolą na zastosowanie inhibitorów 
tego enzymu jako pomocniczego środka w leczeniu nowotworów (F a z io li i B łas i 
1994). Podobne nadzieje budzą badania inhibitorów metaloproteaz ( T r o l l  
i współaut. 1984, H en d rix  i współaut. 1990, K ennedy 1994, V a ssa li i Pep per 
1994). W obu przypadkach dokładniejsze poznanie mechanizmów ułatwiających 
poruszanie się komórek nowotworowych w organizmie może pomóc w konstruo
waniu skutecznych barier na ich drodze.
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MIGRATION OF THE TUMOUR CELLS 

S um m ary

The environment of each individual cell in the tissue of the 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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