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Deskriptori: Tumori — metabolizam, patologija; Tumorske metastaze — patofiziologija; Izvanstani¢ni matriks — metaboli-
zam; Matriksne metaloproteinaze — metabolizam; Tkivni aktivator plazminogena — metabolizam; Urokinazni
aktivator plazminogena — metabolizam, analiza; Inhibitor aktivatora plazminogena 1 — metabolizam, analiza;
Tumorski biljezi —analiza; Tumori dojke — dijagnoza, patologija

Sazetak. Pericelularna proteoliza slozen je kaskadni proces razgradnje medustani¢ne tvari, koji sudjeluje u fizioloskim i
etiopatogenetskim procesima. Osim razgradnje tkivne strome i slabljenja medustani¢nih sveza u tkivu, tom se proteolizom
stvaraju bioaktivne tvari (citokini, ¢imbenici rasta i ¢imbenici kocenja). Plazminogenski sustav djeluje fibrinoliticki i
nadreden je sustavu metaloproteinaza. Aktivnost proteolitickih enzima uvjetovana je stupnjem zimogene aktivacije,
bioloskim poluvijekom molekula te u¢incima inhibicijskih molekula. Kocenje enzima pericelularne proteolize ostvaruje se
na vise koraka izravnim vezanjem inhibitora i enzima. Pericelularna proteoliza sudjeluje u procesima invazije i metastazi-
ranja tumora, upalnim procesima, degenerativnim bolestima i drugim procesima. Patofizioloska regulacija pericelularne
proteolize u tim stanjima pridonosi klini¢kim svojstvima bolesti te ima dijagnosti¢ku i terapijsku vaznost.

Descriptors: Neoplasms —metabolism, pathology; Neoplasm metastasis — physiopathology; Extracellular matrix — metabo-
lism; Matrix metalloproteinases — metabolism; Tissue plasminogen activator — metabolism; Urokinase-type
plasminogen activator — metabolism, analysis; Plasminogen activator inhibitor 1 — metabolism, analysis; Tu-
mor markers, biological — analysis; Breast neoplasms — diagnosis, pathology

Summary. Pericellular proteolysis is a cascade process involved in degradation of extracellular matrix. This process is in-
cluded in various physiological and pathological processes. Pericellullar proteolysis has major functions like degradation
of tissue stroma and weakening of intercellular connections but it also has a function in the synthesis of bioactive molecules
(cytokines, growth factors and inhibitory factors). Plasminogen system is involved in fibrinolysis and starts metalloprotein-
ase activation. Activity of proteolytic molecules is controlled by the rate of zymogenic activation, half-life of molecules,
and action of inhibitory molecules. Inhibition is achieved through direct binding of inhibitor and enzyme and takes a few
steps. Pericellular proteolysis is involved in tumor invasion and metastasis, inflammatory reaction, degenerative diseases
and other diseases. Pathophysiological regulation of pericellular proteolysis in mentioned diseases contributes to clinical

properties of diseases and has diagnostic and therapeutic importance.

Mehanizmi regulacije plazminogenskog sustava
i pericelularne tkivne proteolize

Makromolekularne promjene i pregradnja izvanstani¢ne
strome 1 bazalnih membrana u tkivima izravno i posredno
reguliraju stani¢ni promet u tkivima te samu gradu tkiva.
Utkivljenje, selidba i recirkuliranje stanica imaju fiziolosko
i patofiziolosko znacenje. Fizioloska tkivna pericelularna
proteoliza ukljuéuje enzimsko remodeliranje izvanstani¢nog
matriksa u razvojnoj tkivnoj morfogenezi, organogenezi te
odrzavanju tkivne funkcijsko-morfoloske homeostaze tije-
kom zivota.'~* Patofiziolo§ki procesi u upalnome reagiranju,
neoangiogenezi, fibrogenezi, aterogenezi, patogenezi ma-
lignih bolesti, cijeljenju rana i prijeloma te degenerativnim
procesima ukljucuju aktivnu pregradnju izvanstani¢ne stro-
me. Pericelularna strukturalna pregradnja ima vaznu regula-
tornu ulogu. Aktivnost izvanstani¢nih proteolitickih enzima
te sinteza i polimerizacija temeljni su procesi koji odreduju
svojstva izvanstani¢noga matriksa. Buduéi da se radi o am-
plifikacijskom enzimatskom sustavu, filogenijski je razvijen
nadzorni sustav lokalne inhibicije tih kaskadnih procesa.
Stoga, stvarna trenutac¢na aktivnost proizlazi iz dinamickih
meduodnosa proteolitickih 1 antiproteolitickih molekula.
Nacelno se regulacija pericelularne proteolize ostvaruje u
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Cetiri koraka: regulacijom genskog izraZaja enzima i njiho-
vih inhibitora, kompartmentaliziranjem sintetiziranih pro-
enzima, zimogenom aktivacijom te vezanjem inhibitornih
molekula i brzinom razgradnje (obrtaj molekula).'?

Plazminogenski sustav ¢ine proenzimske (plazminogen,
pro-uPA, pro-tPA), enzimske (urokinazni aktivator plazmi-
nogena — uPA, tkivni aktivator plazminogena — tPA, i plaz-
min) i inhibicijske bjelancevine (PAI-1, PAI-2) te stani¢ne
receptorske molekule (uPAR), ¢ija su osnovna biokemijska
i funkcijska svojstva navedena na tablici 1. Te molekule
¢ine kaskadni aktivacijski sustav s viSe razina regulacije.
Prvi korak izvanstani¢ne proteolize je vezanje uPA (53 kDa)
na receptor uPAR (CD87) koji je glikozil-fosfatidilinozitol-
nim sidrom vezan na stani¢énu membranu.® Vezanje uPA na
uPAR omogucava proteolizu plazminogena u plazmin (v.
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sliku 1). Cijepanje peptidnoga veza Arg561-Val562 u plaz-
minogenu u funkcijskome smislu predstavlja zimogenu ak-
tivaciju ¢ime nastaje plazmin. Vezanjem na uPAR istodobno
se pokrecu endocitoza i membransko-citoplazmatsko kruze-
nje receptora, §to pojacava uPAR-izrazaj i posljedi¢no akti-
vacija pro-uPA pri ¢emu se aktivnost uPA povecéava vise od
100 puta.” S druge strane, vezanjem uPA na uPAR dolazi do
cijepanja samog receptora uPAR na D D, -fragment koji ima
oko 1000 puta nizi afinitet za uPA i vitronektin i time samo-
snizuje aktivaciju sustava.® Taj dinami¢ki meduodnos poja-
¢anja i sniZzenja uPAR-aktivnosti vazan je regulator sveukup-
ne plazmnogenske aktivacije. Na slici 1. naznaceno je da
aktivirani prokoagulacijski ¢imbenici Xla i XIIa aktiviraju
plazminogen, dakle, antikoagulacijski sustav, §to predstav-
lja samoregulaciju trombogenetskih i tromboliti¢kih proce-
sa.’ Isto tako, terapijska primjena streptokinaze u protoko-
lima trombolize osniva se na aktivaciji plazminogenskoga
sustava.'?

Aktivni enzimi uPA, tPA i plazmin serinske su proteaze
(sadrzavaju serin u katalitickome sredi$tu enzima), s tim da

je uPA usko specifi¢an enzim, a plazmin ima Sirok spektar
supstrata. Izmedu uPA i plazmina uspostavlja se samopo-
jacivacki sustav, pri kojem novonastali plazmin povecava
stvaranje aktivnhog uPA iz pro-uPA, a uPA povratno povecava
aktiviranje plazmina (v. sliku 1). Ta pozitivna povratna spre-
ga doprinosi jaéini proteoliticke razgradnje i zahtijeva
nadredenu inhibicijsku kontrolu."" Pozitivna povratna spre-
ga uspostavlja se izmedu tPA i plazmina, $to je naznaceno
na slici 2. i tablici 1. Aktivirani enzimi povratno aktiviraju
zimogene Vvlastitih aktivatora i time zatvaraju zaCarani krug
(lat. circulus vitiosus). Aktivnost tPA pojacivackoga kruga
sli¢no kao uPA pojacivackoga kruga pod kontrolom su inhi-
bicijskih molekula PAI-1 i PAI-2 (v. sliku 2). Iako uPA i tPA
obavljaju sli¢nu aktivacijsku zadacu u plazminogenskom
sustavu, te molekule imaju svega oko 40% strukturne ho-
mologije, §to upucuje da tek u dalekoj filogeniji nasljeduju
zajednicki genski motiv. tPA je dominantno ukljucen u in-
travaskularnu trombolizu, a uPA veéim dijelom sudjeluje u
procesima pericelularne proteolize u ekstravaskularnome
medustani¢nom prostoru.

Tablica 1. Osnovna fizioloska i biokemijska svojstva ¢imbenika plazmakininskoga sustava
Table 1. Members of plasminogen system and their physiological and biochemical properties

a) Smjestaj
u genomu

a) Koncentracija

5 /Genome u plazmi a) Tkivni/stani¢ni izrazaj
Cimbenik location /Plasma /Tissue/Cell expression
/Factor b) Masa concentratio b) Nacin molekularne aktivacije/inhibicije
/Molecular mass b) Poluvijek /Mode of activation/inhibition
/Half-life
(kDa)
Plazminogen a) 626 a) 200 mg/mL a) Hepatociti/Hepatocytes
/Plasminogen b) 92 b) 0,8-2,1 dan b) uPA i tPA cijepanjem, u kataliticki aktivni plazmin (90kDa). o2-antiplazmin
i 02-makroglobulin kode plazmin vezanjem.
/uPA and tPA cleave plasminogen to active plasmin (90 kDa). Inhibition is achieved
through binding of o2-antiplasmin and a:2-macroglobuline to plasminogen.
o2-antiplazmin  a) 17p12 a) 70 pg/mL a) Hepatociti/Hepatocytes
/o2-antiplasmin  b) 51 b) 2-6 dana b) Od pro-02-antiplazmina veli¢ine 464 aminokiseline enzim aktivator odcjepljuje peptid
veli¢ine 12 aminokiselina, §to daje aktivnu molekulu.
/An active form (12 amino acids is cleaved from pro-o2-antiplasmin (464 amino acids)
uPA a) 1024 a) 0,9-8 ng/mL a) Stromalne stanice, trofoblasti/Stroma cells, trophoblast cells
b) 53 b) 5-10 minuta b) Plazmin cijepa pro-uPA u aktivni oblik uPA. PAI-1 i PAI-2 te o2-makroglobulin koce
uPA, vezanjem.
/Pro-uPA is cleaved by plasmin to active uPA. Inhibition is accomplished through binding
to PAI-1, PAI-2 and o2-macroglobuline
tPA a) 8pl2 a) 9 ng/mL a) Endotelne stanice/Endothelial cells
b) 70 b) 1,6 sati b) Jednolanéana tPA-molekula izravno je aktivna. Plazmin ju cijepa u dvolan¢anu aktivhu
molekulu, a fibrin vezanjem pojac¢ava aktivnost oko 100 puta. PAI-1, vrlo brzo, i PAI-2,
usporeno, te o2-makroglobulin vezanjem koce tPA
/Single-chain tPA is active form but it can be cleaved to doublechain molecule by plasmin
and it is also an active form. Binding of double chain form to fibrin enhances its activity
100 times. Inhibition is strong through PAI-1 action and weak through PAI-2 action.
Binding to o2-macroglobuline is also inhibitory.
uPAR (CD87) a) 19q13 NSM* a) Fibroblasti, monociti/Fibroblast cells and monocytes
b) 55-60 insoluble molecule  b) Vezanje uPA:PAI-1-kompleksa uzrokuje internalizaciju i ponovni izraZaj uPAR na
membrane.
/Binding of uPA:PAI-1 complex to uPAR localized on cell membrane causes
internalization and subsequently re-expression of uPAR.
PAI-1 a) 7q21.3-q22 a) 20 ng/mL a) Endotel, stanice glatkog misica Zila, adipociti, megakariociti
b) 52 b) 2-3 sata /Endothelial cells, smooth muscle cells, adipocytes, megakaryocites
b) Vezanje PAI-1 na vitronektin odrzava PAI-1 u aktivnu obliku, vezanje PAI-1 na heparin
odrzava aktivnu strukturu stabilnom.
/Binding of PAI-1 to vitronectin maintains PAI-1 in active form and subsequent binding
to heparin maintains the active structure in stabile form.
PAI-2 a)18q21.3-q21.33 a) 250 ng/mL a) Placenta, aktivirani monociti, keratinociti, eozinofili
b) 47-60 b) 24 sata /Placental cells, activated monocytes, keratinocytes, eosinophiles
b) Pobuda monocita i makrofaga s TNF-om i LPS-om povecava lu¢enje PAI-2.
/TNF and LPS activation of monocytes and macrophages increases PAI-2.
Vitronektin a) 17ql1 a) 200400 ng/mL. a) Glatke miSi¢ne stanice zila/Vascular smooth muscle cells
/Vitronectin b) 75 b) 8 sati b) Vezanje PAI-1 prijeci vezanje uPAR-a i integrin

/Binding of PAI-1 inhibits binding of uPAR and integrin to vitronectin. Unbound uPAR
and integrins are inactive.

* NSM — Nije solubilna molekula/insoluble molecule.
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Kratice/Abbreviations:

uPA — urokinazni aktivator plazminogena/urokinase-type plasminogen activator;
uPAR - stani¢ni receptor za uPA/urokinase-type plasminogen activator receptor;
PAI — inhibitor aktivatora plazminogena, serpin/plasminogen activator inhibitor;
MMP — metaloproteinaze/matrix metalloproteinase.

Drugi u¢inci,
v. sliku 2.
Other effects
(Fig. 2)

Cimbenici zgrusavanja
¢ Xla, Xlla

Kalikrein
Coagulation factors
stanica Plazminogen Xla., Xl!a . . .. . . . e
cell Kalikrein Shk? 1. Izmedu aktivacije pla;m%na i uPA uspostavlja se pojacivacka
pozitivna povratna sprega, koja je pod nadzorom serpina PAI-1, PAI-2
i o.2-antiplazmina. Amplifikacijske meduaktivacije enzima odvijaju se
na uPAR-stanic¢nim receptorima.
Figure 1. A4 feedforward loop is established for plasmin
and uPA activation and it is supervised by serpins PAI-1, PAI-2
and o2-antiplasmin. Amplificatory interactions of enzymes take place
on uPAR cell receptors.
Pro-tPA Kratice/Abbreviations:
uPA — urokinazni aktivator plazminogena
geceescsetiiineaa R Jurokinase-type plasminogen activator;
; : H : Plazminogen . tPA — tkivni aktivator plazminogena
/F’;I?:ennzzu;'nme Pro-uPA @ v /Plasminogg;;en Pro-MMP fissue-type pIaZminoger? activator;
. I tPA . oot _ PAI — inhibitor aktivatora plazminogena, serpin
: * Drugi nacini Z“J:’;gg‘;iis /plasminogen activator inhibitor;
Aktivacia E “°A E 7Ok:;¥ﬂcue ” TIMP — tkivni inhibjtgr metaloproteinazg
proenzima o a;i'v;?o:s /tissue inhibitor of metalloproteinases;
JProenzyme v v FGF — fiproblastni ¢imbenik rasta
activation /fibroblast growth factor;
. VEGF - ¢imbenik rasta Zilnog endotela
Enzim MMmP Ivascular endothelial growth factor.
/Enzyme .

Inhibitori o2-antiplazmin TIMP

t . PAI-1
enzima PAI-2 /oi2-antiplasmin
/Enzyme inhibitors

v v

1. Fibrinoliza/Fibrinolysis 1. Razgradnja matriksa

Izr'avm ucinci 2. Razgradnja matriksa /Matrix degradation
/Direct effects /Matrix degradation 2, Otpustanije citokina
3. Otpustanje citokina i ¢imbenika rasta
i ¢imbenika rasta (v. tablicu 2)
(FGF, VEGF) /Release of cytokines i . . . .
[Release of cytokines and growth factors Slika 2. Plazminogenski aktivatori (uPA, tPA)
and growth factors (Table 2) i njihovi inhibitori (PAI-1, PAI-2) hijerarhijski
(FGF, VEGF) 3. Odljustenje receptora su nadredeni aktivaciji plazminogena i
Posredni patogenetski ucinci /Receptor detachment prometaloproteinaza i time mocan kaskadni
/Indirect pathogenetic effects regulator distalnih izravnih i posrednih

etiopatogenetskih ucinaka. Isprekidanim
linijama naznaceni su unutarzilni meduodnosi
pri aktivaciji fibrinolize, a punim linijama

A 4

ﬂ. Pregradnja medustani¢ne tvarii remodeliranje oznacent su procest ko/_’ dgfmmraju u .
arhitektonike tkiva (embriogeneza, cijeljenje rana) mterstzcyqvtkzva s posljedicnom razgradnjom
/Extracellular matrix degradation and tissue architecture medustanicne tvari.
remodeling (embriogenesis, wound healing) Figure 2. Plasminogen activators (uPA, tPA)

2. Sudjeluje u upali, angiogenezi, fibrogenezi and their inhibitors (PAI-1, PAI-2) are superior
/Participates in inflammation, angiogenesis, fibrinogenesis in h[erarchy to activation ofplgsm['nogen and
3. Kroni¢ni procesi (artritis, astma, skleroderma) pro-metalloproteinases and thus powerfil
/Chronic processes (arthritis, astma, scleroderma) regulators in cascade of distal direct and
4. Povecana mobilnost stanica u tumorskoj invaziji indirect ethiopathogenetic effects. With broken
/Incrgased cellular .mOt.""ty and tumor invasion lines are designated intravascular interactions
5. Doprinos metastaziranju tumora . L P . .
; . ’ - in activation of fibrinolytic process, and with
/Contributes to distant dissemination . . .
full lines are designated processes which

dominate in tissue interstitium with
consequential intercellular matrix degradation.
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Osim razgradnje fibrina i protukoagulacijskog u¢inka u
krvozilnome sustavu, plazmin izravno cijepa molekule iz-
vanstani¢noga matriksa te doprinosi solubiliziranju nekih
citokina."* Aktivnost plazmina pod izravnim je nadzorom
o2-antiplazmina, plazmatskoga proteina sintetiziranog u he-
patocitima. oi2-antiplazmin je primarni inhibitor plazmina s
poluvijekom 2—6 dana u plazmi koji kocenje postize izrav-
nim vezanjem plazmina.'? Prisutan je u plazmi u koncentra-
ciji od oko 70 pg/mL (oko 1 uM), a koncentracija plazmina
je oko 2 uM. Kocenje plazmina nastaje stvaranjem uobi-
Cajenog serpin-enzimskog kompleksa.'?

Inhibitori uPA (PAI-1 i PAI-2) odreduju aktivnost uPA i
tPA, te poredno aktivnost plazmina preko aktivacije plazmi-
nogena. PAI-1 je ranije u literaturi nazivan i endotelni inhi-
bitor jer ga izlu¢uju endotelne stanice i glatke misi¢ne stani-
ce zila, a moZe se mjeriti u plazmi i trombocitima. Koc¢enje
t-PA i uPA aktivnosti PAI-1 i PAI-2 ostvaruju vezanjem en-
zima u omjeru 1:1 te posljediénom razgradnjom bimo-
lekularnoga kompleksa. Dokazano je da PAI-1 ima podjed-
nako visok afinitet za uPA i tPA. U plazmi PAI-1 je vezan na
vitronektin, glikoprotein koji ima i druge fizioloske uloge.
Vitronektin je povisen na mjestima bolesti ili ozljede gdje
veze kolagene, uPAR i integrin. PAI-1 je vezan na somato-
medin B domenu vitronektina isto kao i uPAR. Afinitet te
domene za PAI-1 je visok. Slobodni PAI-1 gubi svoju aktiv-
nost, a vezan putem vitronektina zadrzava funkciju. Vitro-
nektin omogucava lokalizaciju PAI-1 na specifi¢na podrucja
tkiva. Time je vitronektin kofaktor za PAI-1 jer posredno
upravlja njegovom aktivnos$cu i odreduje mjesto djelovanja.
PAI-1 ima sredi$nju ulogu u stani¢noj adheziji preko inte-
grina ili uPA/uPAR-kompleksa. U plazmi zdravih osoba iz-
razaj PAI-1 je nizak i ve¢inom ga izluCuju glatke misi¢ne
stanice zila adipociti i megakariociti. Njegova se koncentra-
cija povisuje djelovanjem citotoksina ¢imbenika rasta i en-
dotoksina i tada mozZe biti izraZen u endotelnim stanicama.
VEGF i bFGF mogu potaknuti endotelne stanice na stva-
ranje PAI-1.'*!% Inhibitori serinskih proteaza zbirno su naz-
vani serpini, $to je kovanica od serinski proteazni inhibitor,
a upuduje na istovjetni mehanizam kocenja ciljnih enzima.

Na slici 1. naznacena je aktivacijska uloga plazmino-
genskoga sustava u pobudi matriksnih metaloproteinaza
(MMP). Plazmin aktivira brojne prometaloproteinaze pro-
teolitickim cijepanjem. Osim plazminogenske aktivacije me-
taloproteinaze se mogu aktivirati kisikovim radikalima i dru-
gim enzimskim sustavima.** Jednom pokrenuta aktivnost
metaloproteinaza ima autokataliti¢ku aktivnost (v. sliku 2).

Sustav matriksnih metaloproteinaza sadrzava vise od 24
endopeptidaze, koje imaju cinkove ione (Zn*") u aktivnome
mjestu enzima (stoga se nazivaju metaloproteinazama).
MPP su neutralne proteaze, supstratno specifi¢ne za mo-
lekule izvanstani¢noga matriksa, a njihove se proteoliticke
aktivnosti medusobno u velikoj mjeri preklapaju.’ Izvan-
stani¢ni matriks sastoji se od temeljnih stukturnih proteina
(kolagen, elastin), specijaliziranih proteina (fibronektin, la-
minin), peptidoglikana (glukozaminoglikani), a formiraju
bazalne membrane i medustani¢ne makromolekularne mre-
ze. MMP razgraduju sve proteine matriksa, odljuscuju sta-
ni¢ne receptore i imaju dugotrajne uc¢inke. MMP sintetizi-
raju i izlu€uju razli¢ite stanice (fibroblasti, endotelne stani-
ce, makrofagi, dendriticke stanice, glija-stanice, glatke mi-
Siéne stanice, tumorske stanice i druge) u obliku zimogena,
a aktiviraju se ograni¢enom proteolizom. Pri aktivaciji im se
smanjuje molekularna masa. Primjerice, pro-MMP-1 od 55
kDa mase zimogena postaje aktivna molekula MMP-1 od
45 kDa, a pro-MMP-13 se pri aktivaciji skracuje sa 60 na

48 kDa.> MMP se razvrstavaju u kolagenaze (MMP-1, -8,
-13, -18), gelatinaze (MMP-2 i -9), stromelizin (MMP-3,
-10, -11), membranske (MPP-14, -15, -16, -17, -24, -25)
te druge, nerazvrstane MPP. Genski izrazaj i izlu¢ivanje
MMP-a strogo su regulirani procesi. Ve¢ina MMP-a ima
konstitutivni izrazaj u tkivima, a njihov izrazaj mogu potak-
nuti staniéno-stani¢ne jukstastimulacije, neki citokini i ¢im-
benici rasta te lipopolisaharid (LPS).

Osim MMP-a u pericelularnoj proteolizi sudjeluju jos
dvije veleskupine enzima s metaloproteaznom domenom.
To su ADAM-skupina (prema engl. A Disintegrin and Me-
talloproteinase) koja sadrzava i disintegrinsku domenu te
ADAMTS-skupina (prema engl. 4 disintegrin and metallo-
protienase with trombospondin motif) koja uz metalopro-
teaznu i disintegrinsku domenu sadrzava i trombospondin-
sku domenu. Od 25 ADAM-molekula izrazenih u ¢ovjeka
19 ih ima proteoliticku aktivnost. Veleskupinu ADAMTS
¢ini 19 molekula i sve se lu¢e u izvanstani¢ni prostor gdje
neke ostaju solubilne, a neke se vezu na matriks. Osim
proteoliticke uloge izvanstani¢nih matriksnih bjelancevina
ovi enzimi ljuSte i aktiviraju bioloski vazne regulacijske
molekule. Primjerice, ADAM-17 ljusti pro-TNF-o s mem-
brane.>’

Na slici 2. naznaceno je da MMP-aktivnost koce tkivni
inhibitori matriksnih metaloproteinaza (TIMP, prema engl.
tissue inhibitors of metalloproteinase). TIMP-molekule su
mali glikoproteini (21-30 kDa) koji se svojim N-krajem
nekovalentno vezu na MMP (s visokim afinitetom vezanja
od 10? do 102 M) i koce njihovu Kkataliticku aktivnost.
Identificirana su Cetiri homologa TIMP-1, -2, -3, -4. Inhibi-
tore metaloproteaza luce fibroblasti i u visokim koncentra-
cijama prisutni su u serumu.'®

Uc¢inci pericelularne proteolize
na neposrednu stani¢nu regulaciju

Sredisnji koncept etiopatogeneze metastaziranja vidi pe-
ricelularnu proteolizu kao kljuéni dogadaj »oslobadanja«
transformirane stanice od primarnoga sijela.!®!” Enzimatska
razgradnja matriksa i bazalnih membrana otvarala bi put
odvajanjima i migracijama stanica. Aktivacija odnosno pri-
gusivanje plazminogenskoga sustava i sustava MMP-a do-
prinosi ve¢em odnosno manjem uklanjanju makromoleku-
larnih anatomskih barijera. Utkivljene stanice time mije-
njaju Cvrstinu adhezijskih spona s tkivnom strukturom.
Osim u procesima metastaziranja mehanizam tkivnoga
»oslobadanja« stanica, pericelularna proteoliza sudjeluje u
fizioloskim procesima utkivljenja i recirkulacije upalnih sta-
nica (neutrofili, eozinofili i druge), imunosnih stanica (lim-
fociti, stanice monocitne lize), u citokinezi pri angiogenezi
te implantaciji i embriogenezi.'*’

S druge strane, osim promjene strukture medustani¢nih
prostora enzimatska razgradnja izravno i posredno uzrokuje
biokemijske i mehanicke signale na dodirnim stanicama. Ci-
jepanjem medustani¢ne tvari stvaraju se vazni bioaktivni pep-
tidi, koji se nalaze kao kriptogene komponente u strukturi
bjelan¢evina. Degradacijom plazminogena stvara se angio-
statin,"'® a iz kolagena XVIII proteolizom se oslobada endo-
statin," a iz kolagena IV tumstatin. Sve tri molekule su snaz-
ni antiangiogenetski ¢imbenici.! Angiostatin je peptid mase
38 kDa koji obuhvaca prve Cetiri domene plazminogena, a
ko¢i stani¢ni ciklus smanjivanjem izrazaja ciklinskih CDK-
-kompleksa, ko¢i energijski metabolizam 1 pojaCava izrazaj
gena za FasL.! Endostatin je 20 kDa razgradni peptid koji
antiangiogenetski u¢inak postize koc¢enjem VEGF-R2-vezi-
vanja, blokadom stani¢noga ciklusa u G1/S-nadzornoj tocki i
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pokretanjem apoptoze preko aktivacije kaspaze 9. Tumsta-
tin je 28 kDa razgradni ulomak kolagena IV koji ko¢i proli-
feraciju, uzrokuje G1/S-zastoj, pokrece apoptozu preko akti-
vacije kaspaze 3 te ko¢i sintezu proteina.”® Sva tri degrada-
cijska antiangiogenetska peptida proizvode stani¢ne signale
koji zajedno s drugim halonskim (inhibitornim) peptidima
(kao trombospondin, PF4) doprinose regulaciji angiogeneze.
Na tablici 2. navedene su metaloproteinazne aktivacije
citokina i ¢imbenika rasta, preko kojih se ostvaruju dostatne
lokalne koncentracije za pobudu stanica. Ti signali sudje-
lyju u migracijama, pokretanju upale te regulaciji fibroge-
neze. Migracija stanica potaknuta je kemotaktickim tvari-
ma, a proteolizom se neke od njih stvaraju. Time pericelu-
larna proteoliza sudjeluje kao regulacijski mehanizam.
Enzimska razgradnja uzrokuje prekide stani¢nih kon-
takata pri ¢emu je gubitak ligandnih interakcija signal za
stanice. Gubitak kontakta s bazalnom membranom moze
pokrenuti programiranu smrt stanice te unutarstani¢nu raz-
gradnju — autofagiju stanica. Promjene izvanstani¢noga ma-
triksa (pregradnja, promjene strukture) mogu pokrenuti
molekularne mehanizme anoikisne smrti stanice.?! Anoiki-
sna smrt je podvrsta apoptotske programirane smrti stanica
koju pokreée odvajanje od prirodnih sveza stanice s okoli-
Sem. Naime, odvajanjem od izvanstani¢noga matriksa gubi

Tablica 2. Metaloproteinaze cijepanjem molekula preteca aktiviraju
brojne citokine, cimbenike rasta i druge molekule ¢ime pridonose regu-
lacijskim ucincima pericelularne proteolize na stanicama u neposrednoj
blizini
Table 2. Metalloproteinases by cleaving pro-molecules activate numer-
ous cytokines, growth factors and other molecules and thus contribute to
regulatory actions of pericellular proteolysis to near cells

Enzim Molekula preteca Bioaktivna molekula  Literaturni izvor
Enzyme Pro-molecule Bioactive molecule Literature sources
MMP7  Pro-o-defenzin a-defenzin 6,52, 53,
Pro-o.-defensine a-defensine
Dekorin/Decorin TGFB 54,55
Membranski FasL Solubilni FasL
Membrane FasL Soluble FasL
Plazminogen Angiostatin
Plasminogen
Pro-TNFo. TNFo
MMP1 Perlektan FGF 52, 54,55,
Pro-TNFo. TNFo
MMP3 Dekorin/Decorin TGFB 6,52, 54,
Perlektan FGF
Pro-IL1B IL1B
Plazminogen Angiostatin
Plasminogen
Pro-TNFo TNFa
MMP2 Dekorin/Decorin TGFB 52, 53,54
Pro-IL1J IL1B
Pro-TNFo. TNFo
MMP9  Pro-IL1B ILIB 53,53,55
Plazminogen Angiostatin
Plasminogen
Pro-TNFo. TNFo
Membranski IL2R  Solubilni IL2R
Membrane IL2R Soluble IL2R

Kratice/Abbreviations:

MMP — metaloproteinaza/matrix metalloproteinase, FasL — ligand za Fas/Fas
ligand; TGFp — transformirajuéi ¢imbenik B/transforming growth factor f3;
TNFo — tumorski nekrotiziraju¢i ¢imbenik o/tumor necrosis factor o; FGF
— fibroblastni ¢imbenik rasta/fibroblast growth factor; IL — interleukin; R —
receptor.
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se prirodna jukstaregulacija te pokreée programirana smrt
stanice. Anoikisna smrt pokrecée se pri odvajanju fizioloskih
parenhimskih stanica i transformiranih stanica.?' U procesi-
ma metastaziranja tumora preduvjet Sirenja stanica je stje-
canje otpornosti na anoikisnu smrt pokrenutu odvajanjem
primarne stanice od matriksa.?? Isto tako, pregradnje izvan-
stani¢noga matriksa mogu pokrenuti autofagiju, sloZeni
unutarstani¢ni proces razgradnje supcelularnih organela,
koji se inace pokreée u stanju stani¢noga supstratnog nedo-
statka putem drugih mehanizama.

Etiopatogenetska uloga pericelularne proteolize
u tumorskim i drugim bolestima

Zlo¢udne stanice imaju nestabilan genom, nekontrolira-
nu mitogenu aktivnost, nepravilnu histoarhitektoniku te spo-
sobnost infiltrativnoga, ekspanzivnoga rasta i metastazira-
nja.'”?* Neoangiogeneza, izbjegavanje imunosne obrane do-
macdina te klonska reselekcija temeljem mutatorskoga geno-
tipa omogucavaju tumorski rast u domacinu i nastanak
tumorske bolesti. Za invaziju u susjedno zdravo tkivo i me-
tastaze potrebni su otpustanje stanica od izvanstani¢nog
matriksa, razgradnja bazalnih membrana i medustani¢noga
matriksa, ulazak zlo¢udnih stanica u vezivna tkiva i njihovo
Sirenje putem krvi ili limfe. Sustav pericelularne proteoli-
tize sudjeluje u patogenezi tumorske bolesti u procesima
Sirenja u somatskim tkivima te kroz krvne i limfne prostore,
neoangiogenezi i metastaziranju. Stvaranjem povecane koli-
¢ine tih enzima zlocudno tkivo moze povecati svoju inva-
zivnost. S druge strane, samo tumorsko tkivo smanjuje stva-
ranje proteina izvanstaniénog matriksa.>>¢

Vise objavljenih klini¢kih istrazivanja upucuje na dijag-
nosti¢ku i prognosticku vaznost uPA i PAI-1 u patogenezi
tumorskih bolesti. Kod 2780 bolesnika s primarnim invaziv-
nim karcinomom dojke utvrdeno je da su uPA i PAI-1 neza-
visni prediktivni faktori loSe remisije i ukupnoga preziv-
ljavnja u bolesnica s infiltracijom limfnih ¢vorova i bez
nje.?3 U 576 bolesnica s karcinomom dojke bez zahvac¢anih
limfnih ¢vorova uPA-PAI-1-kompleks korelirao je s histo-
loskim stupnjem malignosti i nezavisni je prediktor pre-
zivljavanja (p=0,039).2835 Sli¢an rezultat pokazan je meta-
analizom 8377 bolesnica gdje su uPA i PAI-1 zajedno poka-
zali najjacu prognosti¢ku znacajnost (p<0,001) kod bolesni-
ca s negativnim limfnim ¢vorovima. ViSe drugih izvjes$¢a
upucuje na sli¢an zakljucak o ulozi izrazaja molekula plaz-
minogenskoga sustava u patogenezi karcinoma dojke (v.
tablicu 3). U naSem istrazivanju®® koje je obuhvatilo 112 bo-
lesnica od primarnog raka dojke sa srednjim vremenom
praéenja bolesti od 44 mjeseca dobili smo podudarne rezul-
tate s gore navedenim rezultatima. Pojacani izrazaji uPA i
PAI-1 pokazali su se kao negativni prognosticki pokazatelji
s visokom statistickom znacajno$éu (P<0,001). Bolesnice
sa snizenim izrazajem uPA/PAI-1 imaju sniZzen rizik od
smrtnog ishoda bolesti u promatranome vremenu. Optimal-
ne grani¢ne vrijednosti dobivene su ROC-analizama, za
uPA je 0,92 ng/mg proteina (osjetljivost testa 70%, speci-
fiénost testa 76%), a za PAI-1 1,44 ng/mg proteina (osjetlji-
vost testa 77%, specifi¢nost testa 66%).

U bolesnika s rakom Zeludca utvrdeno je da klini¢ki tezi
stadiji koreliraju s povecanim izrazajem uPA/uPAR u tu-
morskome tkivu.?® Epidemiolosko preZivljavanje bolesnika
s visokim izrazajem uPA i uPAR (mjereno hibridizacijom
glasni¢ke RNA i imunolo$kim tehnikama) skraceno je u od-
nosu na bolesnike bez izrazaja (25 mjeseci u odnosu na 49
mjeseci). U endometrijskom karcinomu utvrdeno je da je po-
viSeni uPAR povezan s ve¢om smrtnoscéu, a u cervikalnom
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karcinomu povecani uPA 1 PAI-1-izrazaj upucuje na skupi-
ne bolesnica s povecanim rizikom od progresije tumora.?’
Opisane klinicke korelacije pokazuju jasne obrasce pre-
ma kojima povecana pericelularna proteoliza doprinosi raz-
voju tumorskih bolesti. Takvi se obrasci toka i ishoda bole-
sti izravno ocekuju iz temeljne fizioloSke zadade medu-
staniéne proteolize. Naime, tumorskim stanicama bilo bi
olaksano Sirenje kroz razgradeni matriks. Medutim, izne-
naduje da i pojacani izrazaj inhibicijskih molekula potice
razvoj tumorskih bolesti (5to se epidemioloski ocituje kao
pozitivna korelacija s poveéanim morbiditetom i mortali-
tetom — usporedi podatke na tablici 3). To je proturje¢no

Tablica 3. Mjerljive promjene plazmakinskoga sustava u razlicitim tu-
morskim bolestima imaju prognosticku vrijednost
Table 3. Measurable changes of plasminogen system in different neo-
plastic diseases are proven to have prognostic significance

Literaturni
izvor
Literature
source

Korelacije klinickoga toka tumorske bolesti s promjenama
elemenata plazmakininskoga sustava

/Correlations of neoplastic disease clinical course and change
in concentrations of plasminogen system members

Rak dojke/Breast cancer
PoviSen uPA povezan je s losijom prognozom i ve¢im
metastaziranjem
/Increased uPA is associated with worse outcome and higher
degree of distant dissemination

Povisen uPA i PAI-1 povezani su s lo§ijom prognozom bolesti
/Increased uPA and PAI-1 is associated with worse outcome

Povisen PAI-1 povezan je s ve¢im metastaziranjem i lo$ijom
prognozom

/Increased PAI-1 is associated with higher degree of distant
dissemination and worse outcome

6,40, 41

42,43

Rak prostate/Prostate cancer
Cirkuliraju¢a uPA povezana je s invazijom i metastaziranjem
/Circulating uPA is associated with tumor invasion
and metastasis

Rak Zeludca i jednjaka/Gastric cancer and esophageal cancer

Povecana sklonost metastaziranju raka jednjaka povezana je 45
s ve¢im izrazajem uPA

/Higher expression of uPA is associated with higher
susceptibility to distant dissemination of esophageal cancer
Povecan izrazaj uPA i uPAR povezani su s pove¢anom
angiogenezom i loijom prognozom raka zeludca

/Higher expression of uPA and uPAR is associated with
higher angiogrenesis and worse prognosis for gastric cancer

46, 47

PAI-1-izrazaj nezavisni je prognosticki faktor prezivljavanja 48
/Expression of PAI-1 is an independent prognostic marker
for survival

Rak debelog crijeva i rektuma/Colon and rectal cancer
Visoki izrazaj PAI-1 je povezan s lo§ijom prognozom,
a nizi izrazaj povezan je s boljom prognozom bolesti
/Higher expression of PAI-1 is associated with worse
prognosis and lower expression of PAI-1 is associated
with better prognosis
Povisen solubilni uPAR povezan je s 2,3 puta veéim rizikom
kolorektalnoga karcinoma
/Higher soluble uPAR is associated with 2.3 times higher
risk of colorectal carcinoma
Poviseni izrazaji uPA, uPAR, PAI-1 i MMP1 povezani 48
su sa sklono3¢u razvoju metastaza
/Higher expressions of uPA, uPAR, PAI-1 and MMP-1 are
associated with higher susceptibility to create metastases

6,49, 50

51,52

Hondrosarkom/Chondrosarcoma

Povecan izrazaj PAI-1 povezan je s ve¢om agresivnosti 53
bolesti

/Higher expression of PAI-1 is associated with highly

aggresive disease

Povecan izrazaj uPA povezan je s ve¢im rizikom 54
od metastaziranja i recidiva

/Higher expression of uPA is associated with higher risk

of metastatic disease and relapse

oc¢ekivanju da bi povecani ko¢ni kapacitet inhibicijskih mo-
lekula trebao sveukupno smanjivati pericelularnu proteolizu
i posljedi¢no smanyjiti invaziju i metastaziranje tumora.’*3!
Nasuprot tomu brojni podatci upucuju na pozitivne korela-
cije izrazaja ko¢nih molekula i razvoja tumorskih bolesti.
Sli¢na su opazanja opisana u analizi drugih bioloskih an-
tagonistickih sustava i opisani su kao »sinergizam u antago-
nizmu«.?”*> Naime, bioloski sustav ne dopusta prekomjernu
dominaciju jednog od suprotstavljenih parova, ve¢ se domi-
nacija oCituje tek kao netto-prevaga. Stoga je pri povecanoj
aktivnosti uPA povecana i aktivnost PAI-1 (vjerojatno nesto
manji funkcijski porast), $to bi dalo prevagu proteolize. Po-
stoje i druga objaSnjenja paradoksa, koja ukljuc¢uju druge
funkcije ko¢nih molekula koje se paralelno pokrecu.

Dijagnosticka i prognosti¢ka vaznost odedivanja
uPA/PAI-1-aktivnosti u klini¢koj praksi

Na slikama 1. i 2. shematski su prikazani meduodnosi
serpinskih i enzimskih molekula plazminogenskoga i meta-
loproteinaznoga sustava, prema kojima je aktivnost uPA i
koc¢na aktivnost serpina PAI-1 hijerarhijski nadredena cije-
loj pericelularnoj proteolizi. Dijagnosti¢ko mjerenje tih pa-
rametara stoga pruza uvid u aktivnost etiopatogenetskoga
mehanizma u sklopu klini¢ke procjene patobioloskih svoj-
stava tumorske bolesti. uPA/PAI-1-testiranje ima dokazanu
korisnost u bolesnica s karcinomom dojke. U standardnoj
klini¢koj procjeni karcinoma dojke rabe se brojni pokaza-
telji. Relativni rizik od povratne bolesti povezan je s meta-
statskom pozitivno$éu limfnih ¢vorova aksile, veli¢inom
primarnog tumora, generativnom dobi i menopauzom, sta-
ro$cu, angiogenezom u tumoru, histoloskim stupnjem bole-
sti (gradus G1-G3), statusom steroidnih receptora, pato-
histolo§kim tipom tumora i statusom HER2-receptora.®
Pretraga uPA/PAI-1 doprinosi novi znacajni parametar. Veé¢
spomenuta retrospektivna istrazivanja u 2780 bolesnica bila
su prva studija koja je upudivala na to da bi uPA/PAI-1-sta-
tus mogao biti vrijedan prognosti¢ki pokazatelj.>* Rezultati
istrazivanja ukljuceni su u metaanalizu koja obuhvaca po-
datke sveukupno 18 studija sa ukupnim brojem bolesnica
8377.35 Nakon toga su objavljeni rezultati randomiziranoga
kontroliranog pokusa.* Metaanaliza i randomizirani kon-
trolirani pokus zasebno imaju najvecu dokaznu snagu (engl.
level of evidence one).”” Odredivanje tumorskih biljega uPA
i PAI-1 ima najvecu razinu dokazane klini¢ke koristi prema
evaluacijskoj standardnoj ljestvici (Tumor Marker Utility
Grading System).®

Odredivanje uPA i PAI-1 ima prognosticku i prediktivnu
klini¢ku vrijednost. Naime, visoke vrijednosti uPA i PAI-1
upucéuju na biolosku agresivnost (invazivnost) tumora i do-
bro koreliraju sa skraéenjem remisije bolesti (skra¢eni DFI,
disease free interval) i ukupnim prezivljenjem (OS, overall
survival). Prema metaanalizi** skupina bolesnica s niskim
vrijednostima i uPA i PAI-1 ima manji rizik od nastanka
udaljenih metastaza u toku desetogodi$njeg pracenja i vece
prezivljenje od skupine bolesnica u kojih su jedan ili oba
ova parametra poviSena.*® Statisticka zna¢ajnost ovakve po-
djele u skupine veéa je nego kada se bolesnice podijele u
skupine samo prema jednom od parametara. U prediktiv-
nom smislu dokazan je pozitivan u¢inak CMF-protokola
adjuvantne terapije na petogodis$nje prezivljenje u grupi bo-
lesnica s visokim izrazajem uPA/PAI-1.%5 U radu je prikaza-
no smanjenje rizika od relapsa bolesti bolesnica s visokim
izrazajem uPA/PAI-1 koje su primile kemoterapiju. Lijecenje
kemoterapijom ima manji u¢inak u grupi bolesnica s niskim
izrazajem uPA/PAI-1.%° Dakle za skupinu bolesnica s viso-
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kim uPA i PAI-1 preporuceno je davanje kemoterapije zbog
dokazanoga povoljnog uéinka takvog lije¢enja.*

Pretraga uPA/PAI-1 sve se ucestalije obavlja u brojnim
centrima, §to upucuje na medunarodnu prihvacenost testa.
Prema smjernicama za obradu bolesnika s karcinomom
dojke preporucena je provedba uPA/PAI-1-pretrage za sku-
pinu bolesnica bez metastaza u aksili.*® Skupina bolesnica s
negativnom aksilom i niskim uPA/PAI-1-statusom — smatra
se — smije biti postedena adjuvantne kemoterapije uz kon-
zultaciju s bolesnicom. Za bolesnice koje su prema smjerni-
cama savjetovanja u St Gallenu svrstane u skupinu bolesni-
ca s osrednjim rizikom od ponovne pojave bolesti, ako imaju
poviseni uPA/PAI-1 status, smatra se da je bolest agresivnija
nego S$to nam sugeriraju ostali pokazatelji, te je potrebno
bolesnicu lije¢iti kemoterapijom.*® Njemacka radna skupina
za ginekolosku onkologiju, AGO (prema njem. Allgemeine
Gynekologische Onkologie) dala je smjernice za lijeCenje i
dijagnostiku raka dojke koje su ustanovljene prema standar-
dima medicine temeljene na dokazima. AGO preporuca te-
stiranje uPA/ PAI-1-sustava kao rutinsku pretragu. Prepo-
rucene su kao biljezi koji omogucavaju procjenu rizika od
relapsa bolesti uz ostale ve¢ priznate biljege za procjenu
raka dojke.*’

Lije¢niku ova pretraga omogucava individualizirani pri-
stup u lije¢enju bolesnica s rakom dojke koje imaju povolj-
ne prognosti¢ke pokazatelje (malen tumor, 1-5 cm), nega-
tivni PHD-nalaz limfnih ¢vorova aksile) te im nije potrebno
dati kemoterapiju. Prema dosadasnjim kriterijima (prepo-
ruke iz St Gallena) jo§ uvijek bi 90% bolesnica ove grupe s
povoljnom prognozom trebalo primiti terapiju. Niske vrijed-
nosti uPA i PAI-1 upucéuju na tumor niskoga metastatskog
potencijala. Oko 56% bolesnica koje imaju negativni PHD-
-nalaz limfnih ¢vorova aksile ima niske vrijednosti uPA i
PAI-1, a tek 44% ih ima povisen jedan ili oba parametra.

S druge strane metaanaliticki pokazatelji upucuju na to
da je ucinkovitije kemoterapijsko lije¢enje (CMF) u bole-
snica s visokim izrazajem uPA/PAI-1,%>31 §to je vazno pri
klini¢kom odlu¢ivanju o oblicima terapije. Buduci da je rak
dojke uz rak pluca najucestalija maligna bolest i problem od
posebnoga javnozdravstvenoga interesa, laboratorijska ana-
liza 1 procjena elemenata plazminogenskoga sustava imaju
dodatnu vrijednost.
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. HRVATSKI LIJECNICKI ZBOR
HRVATSKO DRUSTVO ZA UROGENITALNE | SPOLNO PRENOSIVE INFEKCIJE
organizira
3. hrvatski kongres

o urogenitalnim i spolno prenosivim infekcijama
s medunarodnim sudjelovanjem

Grand hotel 4 opatijska cvijeta, Opatija
20.-22. svibnja 2011.

pokrovitelj
Ministarstvo zdravstva i socijalne skrbi Republike Hrvatske

Glavne teme kongresa: Infekcije mokraénog sustava; Infekcije genitalnog sustava zene; Prostatitis, epididimi-
tis i orhitis; Infekcije uzrokovane humanim papilomavirusima; HIV/AIDS; Hepatitis kao spolno prenosiva bolest;
Infekcije uzrokovane klamidijom trahomatis; Infekcije uzrokovane urogenitalnim mikoplazmama; Klasi¢ne spol-
no prenosive bolesti; Perinatalne infekcije; Sprjec¢avanje spolno prenosivih infekcija; Bolnicke urogenitalne in-
fekcije; Imunologija urogenitalnog sustava; Reaktivni artritis; Kontracepcija; Neplodnost; Slobodne teme

Opce informacije, registracija, hotelski smjestaj, prijevoz: ULIX putnitka agencija, Miramarska 26, 10000 Za-
greb; Telefon: +385 1 6410 935; Fax:+385 1 6154 092; Mob:+385 93 707 7007; +385 99 6154 321;

E-mail: kongresi@ulixtravel.com

Vise o kongresu uskoro na adresi: www.hdugi2011.com
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