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Summary

Metalloproteases (metalloproteinases, MMP) digest extracellular matrix proteins. They have zinc ions
(Zn?) in their active site. They are synthesized within cells as proenzymes, to be subsequently activated in the
extracellular environment. MMP are active in a neutral or slightly alkaline pH in the presence of Ca*" ions.
Cells that synthesize metalloproteases also produce metalloprotease inhibitors. Until now, 4 of MMP inhibitors
as well as 28 endometalloproteases have been discovered, out of which 22 occur in humans. On the other hand,
these enzymes have not been well explored in insects, in which only 2 metalloproteases were identified (Ance
and ECE). Their optimal activity ranges between pH 7.0 and 9.4. MMP inhibitors control the concentration
of metalloproteases in physiological conditions. They fall within two types: specific tissue MMP inhibitors
and non-specific plasma MMP inhibitors. Metalloproteases and their inhibitors play an important role in
both physiological and pathological processes in the organism. Metalloproteases are cell growth promotors.
They inhibit/induce apoptosis, stimulate the development of healthy cells and control the activity of neoplastic
cells both in people and in insects. Their activity is increased in skin and periodontal diseases, in arthritis,
arteriosclerosis or in the period following myocardial infarction. In insects the activity of MMPs is also
increased by environmental pollution, by the use of antibiotics and varroacides. The insect MMPs participate
in digestion, biosynthesis of peptide hormones and neurotransmitters, and melanisation. They also affect the
development of the reproductive system and the development of larvae and pupae, as well as prevent pathogen
invasions. Worthy of special attention is the insect cuticle defensive barrier associated with MMP. Activation of
metalloproteases is dependent on the physiological state of the organism, as well as on environmental pressure.
Analyzing activities of metalloproteases and their inhibitors enables better monitoring of the pathological

conditions in both insects and mammals.
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Metaloproteazy sa enzymami wystepujacymi u ssa-
kow i owadow. U ssakow sa one dobrze poznane,
natomiast u owadow wymagaja doktadniejszej analizy.
Wzrastajaca aktywno$¢ metaloproteaz jest dobrym in-
dykatorem inwazji patogendw, rozwoju réznych chordb
oraz szkodliwej presji srodowiska zar6wno u owadow,
jak 1 u ssakow. Monitorowanie aktywnos$ci metalopro-
teaz i ich inhibitoréw stwarza mozliwo$¢ wczesnego
wykrywania stanow patologicznych.

Charakterystyka metaloproteaz ssakow

Metaloproteazy (MMPs, Metalloproteinases) stanowig
rodzing metalozaleznych endopeptydaz degradujacych
macierz pozakomorkowa. Uczestniczg one w procesach
fizjologicznych, a ich zwigkszona aktywnos$¢ swiadczy
o patologicznych stanach organizmu. Podwyzszong ak-
tywno$¢ tych enzymow zaobserwowano w chorobach
skory, przyzebia, przy zapaleniu stawow, miazdzycy,
restenozie, po zawale mig$nia sercowego, w kardiomio-
patii rozszerzeniowej oraz w rozrostach nowotworow
1ich przerzutach (10, 36).

Metaloproteazy charakteryzujg si¢ obecnoscig jonow
cynku (Zn*") w miejscu aktywnym oraz trawieniem
biatek macierzy zewnatrzkomorkowej, ktora tworzy
rusztowanie dla komorek 1 stabilizuje strukture tkanek
budujacych skorg. Jej sktadowe uczestnicza w proce-
sach proliferacji komorek, roznicowania i migracji oraz
wplywaja na ich ksztatt i metabolizm. Stan dynamiczne;j
rownowagi mig¢dzy synteza a degradacjg zawartych
w macierzy pozakomoérkowej czasteczek jest mozliwy
dzigki tym wiasnie procesom (10, 33).

Metaloproteazy syntetyzowane sg w komorkach w po-
staci proenzymu, a nast¢pnie aktywowane w srodowisku
zewnatrzkomorkowym. Metaloproteazy dziataja w pH
obojetnym lub lekko zasadowym w obecnosci jonow
Ca?*. Brak jonow Ca?* hamuje aktywacj¢ tych enzymow,
natomiast dodanie tych jondw przywraca ich aktywnos¢.
Metaloproteazy sg aktywowane przy pomocy mechani-
zmu nazywanego ,,wlacznikiem cysteinowym” (cysteine
swich). Polega on na utracie propeptydu o masie 10 kDa
z N-terminalnego regionu biatka oraz na rozerwaniu
wigzania Zn*'—cysteina pomiedzy grupa tiolowa cysteiny
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a atomem cynku, ktore blokujg reaktywnos$¢ centrum
aktywnego enzymu. Niezb¢dnym warunkiem do pobu-
dzenia komoérek do syntezy metaloproteaz jest kolagen
(46). Aktywacja tych enzymow moze odbywac si¢ na
drodze zewnatrz- 1wewnqtrzkomorkowej Proces zewna-
trzkomodrkowego uczynnienia dotyczy metaloproteaz
niezwigzanych z btong komorkowa, jest wieloetapowy,
a kolejno powstajace produkty posrednie katalizujg
kolejne jego etapy. W ten sposob prometaloproteazy
sa aktywowane przy udziale aktywnych form MMPs.
W procesie tym uczestniczg tez inne uktady proteolitycz-
ne, gldwnie proteazy serynowe, takie jak np. trypsyna,
tkankowy aktywator plazminogenu, katepsyna B, co
pozwala na precyzyjna regulacje aktywno$ci metalopro-
teaz. Wewnatrzkomoérkowa aktywacja dotyczy glownie
metaloproteaz typu blonowego, MMP-11 (stromelizy-
ny) i jest katalizowana przez enzym — furyne (24, 28,
33, 45).

Do chwili obecnej poznano 28 endometaloproteaz,
w tym 22 wykryte u ludzi, u ktorych takze znaleziono
4 ich inhibitory. Endometyloproteazy r6znig si¢ miedzy
sobg substratami, wobec ktorych wykazuja wlasciwosci
trawigce. Czasteczki metaloproteaz zbudowane sg z do-
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two do substratow oraz umozliwiaja spetnianie funkcji
biologicznych (33).

Na podstawie struktury biochemicznej, a takze spe-
cyficznos$ci substratowej metaloproteazy dzieli si¢ na
6 grup: 1) matrylizyny — uczestniczace w procesach
fizjologicznych, np. apoptozie komorki; 2) kolagenazy
— degradujace kolagen typu L, 11, IIT i VI; 3) stromelizy-
ny — ktére maja duze spektrum dziatania, np. kolagen,
fibronektyna; 4) zelatynazy — degradujace zelatyne
1 kolagen typu IV; 5) metaloproteazy typu blonowego
— biorg udzial w aktywacji innych metaloproteaz oraz
W procesie angiogenezy; 6) ,,pozostate metaloproteazy”
— niezakwalifikowane w zadnej z wyzej wymienionych
grup (ryc. 1) (24).

Stezenia 1 aktywnos$¢ metaloproteaz regulowane sa
w tkankach przez wiele czynnikow:

— na poziomie transkrypcji przez cytokiny (IL-1,
TNF-a); hormony (parathormon-PTH), produkty bak-
teryjne (hpopohsacharyd)

— na poziomie przechwytywania enzymow do pgche-
rzykow wewnqtrzkomorkowych przez aparat Golgiego;

— na poziomie aktywacji proenzymu; jony metali,
detergenty, oksydanty, inne proteazy, plazmina;

men wspodlnych dla catej ich rodziny o
rupa

oraz innych, charakterystycznychdla | | aioproteaz Numer Budowa
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funkCJq Jest rozpoznawame substra-
tow 1 w1qzanle z ich inhibitorami.
Region zawiasowy pomaga rowniez
W rozpoznawaniu substratow i w ten
sposob determinuje orientacje dome-
ny karboksyterminalnej. Oprocz tego
w budowie metaloproteaz uczestni-
cza jeszcze dwie domeny: a) peptydu
sygnatowego, ktora bierze udziat
w transporcie czasteczki enzymu
przez siateczke $Srodplazmatyczng
oraz b) propeptydu, pelnigcego funk-
cje swoistego inhibitora wewnetrz-
nego, ktory po odcieciu prowadzi
do aktywacji enzymu (10, 33, 46).
Najprostsza w budowie czasteczka
jest MMP-7 (matrylizyna), zawiera-
Jjaca propeptyd, domeng katalityczna
oraz peptyd sygnalowy (ryc. 1).
W pozostatych metaloproteazach
wystepuja dodatkowe domeny, ktore
warunkuja specyficzne powinowac-
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Ryec. 1. Podzial i budowa metaloproteaz
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— na poziomie specyficznosci substratu; poprzez pH
srodowiska oraz tkankowe inhibitory proteaz (TIMP
— tissue inhibitor of metalloproteinases) lub inhibitory
proteaz serynowych — serpiny.

Charakterystyka inhibitorow metaloproteaz u ssakow

Inhibitory metaloproteaz w warunkach fizjologicz-
nych reguluja stezenie metaloproteaz. Dzielg si¢ one
na dwa typy: specyficzne tkankowe 1 niespecyficzne
osoczowe inhibitory metaloproteaz. Inhibitory produ-
kowane sa przez te same komorki, ktére syntetyzuja
metaloproteazy.

Specyficzne tkankowe inhibitory tych enzymow sa
rodzing czterech strukturalnie spokrewnionych ze soba
biatek: TIMP-1 do TIMP-4, sprawujacych podwo6jna
kontrole nad MMPs. Po pierwsze, hamuja aktywacje
prometaloproteaz oraz inaktywuja aktywne juz enzy-
my poprzez utworzenie kompleksu TIMP-MMP (24).
Tkankowe inhibitory posiadaja réwniez inne wlasciwo-
$ci biologiczne, np. TIMP-1 i TIMP-2 s3 promotorami
wzrostu komorek oraz hamuja apoptoze, TIMP-3 indu-
kuje apoptoze (5). TIMP-1 pobudza rozrost komorek
z linii prekursorowych erytrocytow, keratynocytow,
chondrocytow, fibroblastow, komoérek srodbtonka na-
czyn, z kolei w stanach patologicznych inhibitor ten
powoduje rozrost fibroblastow w przebiegu twardziny
oraz komorek nowotworowych watroby, piersi, kosci,
mig$ni 1 innych nowotwordw ztosliwych (47). TIMP-2
bierze udziat w procesach proliferacji komoérek mig-
sakow, wlokniakow i1 osteoblastow oraz fibroblastow
w roznych tkankach (16).

Wszystkie inhibitory metaloproteaz charakteryzuja
si¢ znacznym, bo 44-52% podobienstwem struktury
(3). Zbudowane sa z dwoch domen — N-koncowej, skta-
dajacej si¢ ze 125 aminokwasoéw 1 wigzacej z centrum
aktywnym MMPs oraz domeny C-koncowej, wptywa-
jacej na polaczenie TIMP z fragmentem podobnym do
domeny hemopeksyny metaloproteinaz, zbudowane;j
z okolo 65 aminokwasow (24, 27). TIMPs tacza sie
w stosunku stechiometrycznym 1 : 1 z aktywnymi for-
mami metaloproteaz, poprzez wigzania nieckowalencyjne
tworzac dwuczasteczkowe kompleksy z aktywng forma
enzymoOw i w ten sposob blokuja taczenie z substratem
lub taczg si¢ z letalnymi ich prekursorami (2, 3). TIMP-1
i TIMP-2 produkowane sg w formie rozpuszczalnej
1 wykrywane w surowicy krwi, z kolei TIMP-3 obecne
sa w przestrzeniach miedzykomérkowych w formie
nierozpuszczalnej (22). Mimo iz kazdy z tych inhibito-
row reguluje aktywnos$¢ wszystkich metaloproteaz, to
zauwazalne jest powinowactwo pomig¢dzy nimi a meta-
loproteazami, np. TIMP-1 wykazuje powinowactwo do
MMP-1 1 MMP-9, TIMP-2 najsilniej blokuje MMP-2.
Najlepiej poznanym inhibitorem metaloproteaz jest pro-
dukowana przez wigkszo$¢ tkanek glikoproteina o masie
30 kDa—TIMP-1, a drugim — nieglikozylowana proteina
TIMP-2 wytwarzana przez fibroblasty i komorki endo-
telialne. Ekspresja TIMP regulowana jest przez rézne
czynniki: dla TIMP-1 s3 to gtéwnie cytokiny, przede
wszystkim interleukina 1 (IL-1) oraz czynnik martwicy
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nowotworéw (TNF-a), czynnik wzrostu nowotwordéw
(TGF-B), interleukina-6 i -10 (IL-6 i IL-10) (25, 31,
32). Rola inhibitora TIMP-2 uzalezniona jest od jego
stezenia: w mniejszych st¢zeniach aktywuje on enzymy,
podczas gdy w wyzszych blokuje aktywnos¢ MMP-2
(16). Z kolei TIMP-3 regulowany jest przez czynniki
pobudzajgce mitoze¢, np. czynnik wzrostu nowotwo-
row B (TGF-B), a hamowany przez czynnik martwicy
nowotworow (TNF-a). Ekspresja TIMP-3 w skorze
nastepuje tylko w mieszkach wtosowych 1 komoérkach
otaczajacych gruczoty potowe (1). Ekspresja TIMP-4
jest kontrolowana podczas réznicowania i rozwoju
tkanek. Biatko to odgrywa szczegdlng role w procesach
ksztattowania i rozwoju mozgu, serca, jajnikow i migsni
szkieletowych (23).

Glowne osoczowe, niespecyficzne inhibitory meta-
loproteaz to a2-makroglobulina oraz al-antyproteaza
(10). Produkowana przez watrobe a2-makroglobulina
jest duza proteing o masie 750 kDa, co sprawia, ze ma
obnizone zdolnosci do penetracji pozanaczyniowej, a co
za tym idzie, zdolno$ci do efektywnego hamowania
metaloproteaz. Bialko to pod wpltywem przytaczonej
czasteczki MMP zmienia swojg strukture i zamyka en-
zym w klatce swojej czasteczki (21).

Metaloproteazy i ich inhibitory u owadow

Metaloproteazy i ich inhibitory nie byly szczegoto-
wo opisywane u owadow. Pierwsze prace na ten temat
pojawity si¢ dopiero w latach 90. ubiegtego wieku (29).
Metaloproteazy i ich inhibitory odkryto w hemolimfie
larw Galleria mellonella (48) oraz u Drosophila mela-
nogaster (6). Wykazano, ze petnig one wraz z innymi
proteazami i inhibitorami bardzo wazna funkcje¢, wlacza-
jac si¢ w mechanizmy odporno$ci nieswoistej owadow
(15, 34, 39).

Pierwsza owadzig metaloproteaze, homologiczng do
ACE u ssakow, nazwano Ance, jako skrot wyjasniajacy
jej dziatanie z acetylocholinoesteraza. Ten owadzi ho-
molog zwierzgcych ACE jest do nich bardzo podobny
strukturalnie. Zbudowany jest z dwoch funkcjonalnych
domen katalitycznych (N- oraz C-terminalna) charak-
teryzujacych sie wysokim stopniem podobienstwa se-
kwencji aminokwasdéw. Dochodzi ono do prawie 90%,
biorgc pod uwage 40 reszt kluczowych do tworzenia
centrow aktywnych poszczegdlnych domen. Dlatego
tez domeny Ance wykazuja niezwykle zblizong specy-
ficznos¢ substratowa, a jednym z niewielu przyktadow
peptydu hydrolizowanego specyficznie (okoto 50 razy
szybciej przez N-koncowa domeng) jest Ac—Ser—Asp—
Lys—Pro—OH. W poréwnaniu z metaloproteazami
ssakow, w strukturze owadzich homologéw brak jest
cigzkiego glikozylowanego N-terminalnego t-ACE spe-
cyficznego regionu oraz regionu transmembranowego
od strony C-konca. Metaloproteazy owadow sg zdolne
do odcinania TIMP z oligopeptydéw posiadajacych na
C-konicu fragment Gly-Lys-Arg i Gly-Arg-Arg. Jon
cynku (Zn**) wigzany jest przez aminokwasy w centrum
aktywnym (E*%, H3%7, H*"") oraz dwie czasteczki wody.
D% posrednio koordynuje przytaczenie Zn** poprzez
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wigzanie wodorowe z H3%. Silne przylaczenie substratu
do Ance zachodzi od strony N-konca enzymu. Z kolei
stabsze polaczenie tworzy si¢ od strony C-terminalnej,
w wyniku czego substrat zostaje uwigziony w czasteczce
enzymu. Substratem dla metaloproteaz sa zazwyczaj
kroétkie 9-, 10-aminokwasowe biatka. Z kolei inhibitory
wigzg si¢ z miejscem H*7. Krystalograficzna struktura
Ance wykazala rowniez, ze wysoko konserwatywne
reszty Q*S, L*° i Y™ chwytajg karboksylowy koniec
inhibitora 1 substratu. Reszty te zapobiegaja réwniez
»Slizganiu” si¢ substratu w centrum aktywnym (26).
Inhibitory metaloproteaz w hemolimfie larw G. mello-
nella maja charakterystyczng N-terminalng sekwencje
aminokwasow3q: Ile-Arg-Cys-Asn-Asp-Lys-His-Tyr-
-Cys-Glu-Asp-Gly-Tyr-Ala-Arg-Asp-Val-Asn-Gly-
-Lys-Cys-Ile-Pro-Ile-Lys-Asp. Ich masa waha si¢ po-
miedzy 161 a 146 Da (48). Metaloproteazy wykryte
w przewodzie pokarmowym Tineola bisselliella maja
optimum pH dziatania 9,4, a ich masa wynosi 24 kDa
oraz charakteryzuja si¢ obecnoscig fancucha S-karboksy-
metylu A 1 B w swojej czasteczce (46).

U owadow zidentyfikowano jeszcze inne izoformy
metaloproteaz, majace skrot ECE (endoteliny). Sg to
transmembranowe biatka typu Il ztozone z 727 amino-
kwasow. Aminoterminalny odcinek enzymu zlozony
z 9 aminokwasow zakotwiczony jest w domenie cyto-
plazmatycznej, natomiast hydrofobowy region ztozony
z 23 reszt zawieszony jest na granicy blony komorkowe;.
Najwigksza pozakomoérkowa czgs¢ enzymu stanowig
pozostate 695 aminokwasy. Odleglos¢ pomiedzy miej-
scem aktywnym a trzema jonami cynku wynosi 64
aminokwasy. Owadzie metaloproteazy ECE byly bardzo
konserwatywne podczas ewolucji, jednakze nastgpita
spora redukcja reszt cysteinowych, ktorych w ogdéle nie
zawierajg enzymy u Drosophila i Anopheles (26).

Wysoki poziom aktywnos$ci metaloproteaz zaobser-
wowano w tkankach przewodu pokarmowego (w en-
dokrynnych komoérkach) u Diptera, gdzie wptywaja one
na procesy trawienne poprzez regulacje wydzielania
hormonéw trawiennych (20). Wykazano rowniez, iz
metaloproteazy wp}ywajq na rozwdj systemu rozrod—
Czego poprzez réznicowanie i prawidlowy rozwoj/doj-
rzewanie spermatyd (19). Z kolei u zenskich osobnikéw
Anopheles stephensi dodanie inhibitora metaloproteaz
do krwi spowodowato zmniejszenie liczby sktadanych
jaj (12). U Neobellieria bullata metaloprotezy reguluja
procesy pecherzyka zottkowego w jajniku (18). Silne
mutacje w genie ance, objawiajace si¢ niestabilnoscia
aktywnoéci metaloproteaz, Wpiywajq na $miertelnos¢
larw 1 poczwarek u A. stephensi, ponlewaz te enzymy
zamiast regulowac biatka podczas rozwoju i embrio-
genezy, akumuluja si¢ w pecherzyku zottkowym 1 go
blokuja (11). Z tego wynika, ze aktywacja metaloproteaz
zachodzi zarowno przed, jak i podczas rozwoju poczwar-
kiu owadow (np. u D. melanogaster (50), u L. oleracea
(13)). Wewnatrzkomorkowa kolokalizacja z peptydami
lokuostamyotropinowymi odgrywa szczego6lng role
w biosyntezie hormondw peptydowych i neurotransmite-
row. Takie dziatanie metaloproteaz zachodzi w glowach
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Musca domestica, Leucophea maderae i Lacanobia ole-
racea (26). Wiadomo, ze metaloproteazy produkowane
przez kazda z grup patogendw wptywaja na indukcje
humoralnej reakcji obronnej u owadow. Wydzielane sa
wowczas u owadow inhibitory skierowane przeciwko
proteazom bakterii, grzybow i pasozytow (14, 35). Z ko-
lei poziom ekspresji mRNA metaloproteaz regulowany
jest poziomem lipopolisacharydu (LPS) po inwazji bak-
teryjnej. Dodatkowo wiaczane sg inne procesy obronne
organizmu, tj. hemocyty czy antymikrobiologiczne bial-
ka (26). Udowodniono réwniez, ze system metaloproteaz
1ich inhibitoréw wydzielany jest u owadéw w przypadku
pojawienia si¢ komorek rakowych i o zmienionej struk-
turze po inwazjach patogenoéw (46, 49).

Alkaliczne metaloproteazy odkryto rowniez w prze-
wodzie pokarmowym larw Bombyx mori oraz u doro-
stych pszczot Apis mellifera. Jesli chodzi o pszczoty, to
najprawdopodobniej enzymy te w ich przewodzie pokar-
mowym pochodzg z pytku (4, 46). Metaloproteazy i ich
inhibitory wykryto réwniez na powierzchni ciata pszczot
(15, 36-38, 43). Zwigzki te w stanie homeostazy orga-
nizmu wystepuja tylko u matek we wszystkich stadiach
rozwojowych i w roznych porach roku, a ich optimum
pH dziatania zawiera si¢ pomiedzy 7,0 a 9,4 (39). Z kolei
urobotnic caty zestaw tych biatek zaczyna by¢ aktywny
po poddaniu ich presji wielu niekorzystnych czynnikow
srodowiskowych np.: zanieczyszczenia srodowiska (38),
antybiotykow (34), chemioterapeutykow uzywanych do
zwalczania warrozy (42, 44), przetrzymywania pszczot
w klatkach podczas badan biomedycznych, a takze in-
wazji patogenow (39). Na jakos$¢ bariery proteolitycznej
kutikuli pszcz6t mozna wptywac korzystnie np. poprzez
suplementacj¢ m.in.: koenzymem Q10 (41), kofeing (40),
fenyloacetyloglutaminianem sodu (PG) (30). Przy braku
czynnika stresogennego lub patogennego metaloproteazy
wystepuja na kutikuli robotnic w postaci proenzymow.
Interakcja enzym MMP—inhibitor MMP jest uzalezniona
od warunkow atmosferycznych (sezonowa zmiana me-
tabolizmu) oraz od wydzielania feromonow pszczelich
(7, 39). Najprawdopodobniej u pszczot, podobnie jak
u mrowek (8, 9) metaloproteazy tworzg wraz z innymi
elementami systemu proteolitycznego ochronny biofilm
na powierzchni ciata (15, 35, 36). U Manduca sexta
po infekcji patogenami, gtdwnie bakteriami, nastgpuje
wzmozona synteza metaloproteaz, ktore wlaczane sg
rowniez w mechanizmy melanizacji (17).

Metaloproteazy oraz ich inhibitory odgrywaja wazna
role, zarowno w procesach fizjologicznych, jak i patolo-
gicznych ustroju. Enzymy te petnig funkcje: promotoréw
wzrostu komorek, pobudzaja rozrost komorek prawidto-
wych, hamuja/indukuja apoptoze, regulujg aktywno$¢
komorek nowotworowych, zardowno u cztowieka, jak
1 u owadow. U ludzi ich aktywnos$¢ jest zwigkszona
w chorobach np.: przyzgbia, skory, stawow, serca. Z ko-
lei u owadoéw uczestnicza w procesach trawiennych,
w biosyntezie hormonéw peptydowych i neurotransmi-
terow, w melanizacji, wpltywaja na rozwoj systemu roz-
rodczego oraz prawidtowy rozwoj larw 1 poczwarek oraz
zabezpieczaja przed atakiem patogenow. Ich aktywacja
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jest uzalezniona od stanu fizjologicznego organizmu
oraz od czynnikow atmosferycznych i/lub stresowych.
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