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ВСТУП

Відомо, що через низку чинників, механізми дії 

яких загалом недостатньо вивчені, пухлинні кліти-

ни (ПК) модулюють своє мікрооточення, стиму-

люючи стромальні клітини до секреції додаткових 

факторів і ферментів, зокрема протеаз, які створю-

ють відповідні умови для пухлинної прогресії [1–3]. 

Таким чином, сигнали мікрооточення забезпечують 

інвазію та віддалене метастазування пухлини [4, 5]. 

Ключові медіатори цих процесів — ферменти під-
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Матриксні металопротеїнази (ММП) активуються за умов гіпоксії, є фак-
тором мікрооточення пухлинних клітин у первинній пухлині та місцях відда-
леного метастазування, забезпечують дисемінацію пухлинних клітин. Сьо-
годні особливий інтерес онкологів сфокусований на вивченні ММП як тригерів 
виходу дисемінованих пухлинних клітин (ДПК) зі «сплячого» стану при міні-
мальній залишковій хворобі (МЗХ). Мета: дослідити залежності між показ-
никами активності желатиназ у пухлині та кістковому мозку (КМ) і деяки-
ми гіпоксія-асоційованими факторами мікрооточення при раку шлунка (РШ), 
виявити зв’язки між рівнями активності желатиназ у КМ хворих на РШ та 
стадіями захворювання, рівнем метастазування, наявністю ДПК у КМ; а та-
кож визначити залежності між показниками активності желатиназ у КМ 
і тривалістю життя пацієнтів для можливого їх використання при прогно-
зі перебігу МЗХ. Об`єкт і методи: досліджено 282 хворих на РШ (174 чоло-
віки, 108 жінок), яких розподілили за стадіями захворювання таким чином: 
48 осіб — I, 80 — II, 85 — IIІ, 69 — IV стадія. Використано методи зимографії 
в полі акриламідному гелі, імуногісто- та імуноцитохімічні. У статистичній 
обробці використані t-критерій Стьюдента, кореляційний аналіз, аналіз ви-
живаності за Капланом — Мейєром. Результати: виявлено кореляції між ак-
тивністю ММП-2 та -9 у КМ хворих на РШ, з одного боку, та експресією гі-
поксія-асоційованих білків (HIF-1), щільністю мікросудин за експресією CD34 
та Flt-1 у пухлинах, з іншого (r = 0,30–0,51; р < 0,05). Рівні активності жела-
тиназ у КМ хворих на РШ не корелюють із показниками як метастазування 
у лімфатичні вузли, так і віддаленого метастазування (р > 0,05). Для всіх до-
сліджених пацієнтів, а також для тих із них, у кого клінічно не виявлено відда-
лених метастазів (категорія М0), достовірно підтверджено зв’язок наявності 
ДПК із ММП-2. Активність останньої в КМ за відсутності ДПК була майже 
у 3 рази нижчою за активність у КМ з наявними ДПК. Пацієнти, які не прохо-
дили післяопераційну терапію, з активністю ММП-2 у КМ < 2,8 у.о. живуть 
достовірно довше, ніж пацієнтки з вищою активністю (р = 0,016). Пацієнти 
з активністю ММП-9 у КМ < 3,0 у.о. живуть довше, ніж з вищою активніс-
тю, хоча різниця недостовірна (р = 0,218). При цьому як за відсутності, так і 
за наявності ДПК у КМ кращу загальну 3-річну виживаність відзначено у гру-
пах з активністю ММП-2 < 3,6 та < 4,8 у.о. відповідно. Вірогідно, в першому 
випадку ММП-2 контролює дисемінацію, а в другому — вихід ДПК зі «сплячо-
го» стану. Висновки: желатинази КМ є гіпоксія-асоційованими факторами мі-
крооточення при РШ; ММП-2 у КМ хворих на РШ асоційована з дисемінацією 
пухлинних клітин і є маркером МЗХ; ММП-2 та -9 у КМ можуть бути вико-
ристані для контролю перебігу захворювання у пацієнтів із РШ.
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родини матриксних металопротеїназ (ММП) [6], 

що забезпечують регуляцію пухлинного росту, ре-

моделювання тканин, процеси запалення, інвазію 

та метастазування. Сучасні дослідження дозволяють 

вважати ММП не лише фактором мікрооточення, 

сприятливого для ПК, але й регулятором сигналь-

них шляхів, через які відбувається контроль розпо-

всюдження пухлини [6–8].

Метастазування пухлини являє собою багатосту-

пеневий процес, шляхом якого ПК дисемінують із 

первинної пухлини до віддалених вторинних орга-

нів і тканин. ПК реалізують свій метастатичний по-

тенціал після набуття властивостей, що дозволяють 

їм дисемінувати — відриватися від первинної пух-

лини, мігрувати в навколишні тканини та судини, 

циркулювати в судинному руслі, досягати вторин-

них сайтів, екстравазувати та стабілізуватися в мета-

статичний центр. Кожен із цих етапів забезпечується 

важливою функціональною участю ММП, зокрема 

желатиназ [9]. У процесі дисемінації ПК включа-

ються у низку взаємодій як безпосередньо із власне 

екстрацелюлярним матриксом (ЕЦМ), так і з його 

протеїнами, асоційованими з ним факторами рос-

ту, цитокінами, базальними мембранами, клітина-

ми ендотелію, циркулюючими клітинами крові, мі-

крооточенням вторинного сайту, де ПК у кінцевому 

рахунку заміщують нормальні тканини та формують 

метастатичний центр [10, 11]. На сьогодні вже пока-

зано здатність первинної пухлини через низку фак-

торів «готувати» так звані метастатичні ніші для осі-

дання дисемінованих ПК (ДПК), тобто створювати 

відповідне мікрооточення у місцях віддаленого ме-

тастазування. Таке мікрооточення формується, зо-

крема, шляхом індукування експресії ММП у перед-

метастатичних сайтах, яке, вірогідно, відбувається 

ще до осідання ДПК [12–14]. Отримані результати 

дозволяють припустити, що визначення анормаль-

них зразків експресії ММП у нормальних тканинах 

може означати наявність віддалених клінічно неви-

значених метастазів або навіть їхню вірогідну появу 

в недалекому майбутньому, а також стати частиною 

діагностичних технологій і терапевтичних схем. Вва-

жають доведеною (на нокаутованих мишах) функ-

ціональну роль ММП-9 у створенні ніш у місцях 

віддаленого метастазування. Зокрема, у модельних 

дослідах показано, що ММП-9 індукувалася у від-

далених від пухлини тканинах, випереджаючи мета-

стазування, та була локалізована не лише в ендоте-

ліальних клітинах легень, а і в макрофагах [15]. Клі-

нічні дослідження останніх років також спрямовані 

на застосування ММП як маркерів прогнозування 

захворювання. Так, експресія МТ1-ММП у кістко-

вому мозку (КМ) хворих на рак шлунка (РШ) асо-

ційована з віддаленим метастазуванням і перитоне-

альною дисемінацією ПК [16].

Визначено, що дисемінація ПК може відбуватися 

на будь-якій стадії пухлинної прогресії, а ДПК мо-

жуть осідати у КМ, лімфатичних вузлах, циркулю-

вати у крові хворих на рак і бути при цьому в нестій-

кому «дрімотному» стані [17]. Одним із механізмів, 

що регулюють «дрімоту» пухлини, є взаємодія ДПК 

із мікрооточенням, що впливає на експресію генів 

і клітинну життєдіяльність. Властивості ПК у комп-

лексі з властивостями навколишнього середо вища 

можуть бути тригером їхнього «дрімотного» стану 

та виходу з нього.

Наразі головний результат досліджень ММП по-

лягає в тому, що вони можуть бути застосовані для 

запобігання реалізації кожного із кроків метаста-

тичного каскаду, коли будуть розроблені адекват-

ні методи інгібіції міжклітинного протеолізу. Біль-

шість дослідників вважають, що формування ме-

тастазів може бути зменшене завдяки адресній дії 

інгібіторів протеаз. Так, показана можливість інгі-

бування ММП-14, гемопексиновий фрагмент якої 

вступає у взаємодію з молекулою адгезії CD44, ре-

зультатом чого є зниження міграції ПК [18]. Отри-

мано позитивні результати із застосування інгібіто-

рів з метою збільшення тривалості життя, скорочен-

ня темпів прогресування та росту пухлини. Тепер 

увагу дослідників протеаз і деградації матриксу зо-

середжено на запобіганні метастазуванню. Інший 

перспективний напрям досліджень у цій галузі — 

можливість використання ММП як діагностично-

го та прогностичного біомаркера [14, 19].

З огляду на вищезазначене метою роботи було: 

дослідити зв’язки між концентраціями активних 

форм желатиназ (ММП-2 та -9) у пухлині та КМ і де-

якими іншими факторами мікрооточення при РШ; 

виявити зв’язок між рівнями активності желатиназ 

у КМ хворих на РШ і стадіями захворювання, рів-

нем метастазування, наявністю ДПК у КМ; визна-

чити залежності між показниками активності же-

латиназ і тривалістю життя хворих, а також мож-

ливість їх використання для прогнозу перебігу РШ.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

Досліджено зразки пухлинної тканини (після-

операційний матеріал) та КМ 282 хворих на первин-

ний РШ, що перебували на лікуванні у Київському 

міському клінічному онкологічному центрі МОЗ 

України з 2005 по 2014 р. (174 чоловіки, 108 жінок), 

яких розподілили за стадіями захворювання таким 

чином: 48 осіб — I, 80 — II, 85 — IIІ та 69 — IV ста-

дія захворювання. Хворі не отримували передопе-

раційної терапії. Пацієнти були проінформовані та 

дали згоду на використання хірургічного матеріалу 

з дослідницькою метою.

За гістологічною структурою більшість досліджу-

ваних пухлин становлять аденокарциноми (60%) та 

недиференційований рак (30%), за ступенем дифе-

ренціації — G
3
 (45%), за локалізацією — пухлини 

нижньої третини шлунка (50%). Розподіл обстеже-

них пацієнток за стадіями захворювання був майже 

рівномірним: II, III та IV — 29; 30 та 24% відповід-

но, дещо меншою є група хворих зі стадією I (17%). 

Серед хворих переважають пацієнти з категоріями 



ÂÇÃËß Ä ÍÀ ÏÐÎÁË ÅÌÓ

171ÎÍÊÎËÎÃÈß •  Ò.  17 •  ¹ 3 •  2015 171

T
3
 (56%) та M

0
 (88%), за показником N

0 
та N

1–2 
роз-

поділ рівномірний (48 та 52% відповідно).

В отриманих зразках пухлинної тканини визна-

чали активність ММП-2 та -9 методом зимогра-

фії в поліакриламідному гелі (із додаванням жела-

тину як субстрата) на основі SDS-електрофорезу 

білків [20]. Після відмивання гелю активні форми 

ММП-2 та -9 візуалізувалися у вигляді знебарвле-

них смужок на синьому тлі, локалізація яких визна-

чалася за стандартами молекулярної маси («Sigma») 

і відповідала молекулярній масі кожного з фермен-

тів (72 та 92 кДа відповідно). Оцінку протеолітичної 

активності проводили шляхом вимірювання пло-

щі зони лізису, використовуючи для порівняння 

стандартний набір ММП-2 і -9 («Sigma»). За умов-

ну одиницю (у.о.) прийнято активність 1 мкг фер-

менту в 1 г вихідного контрольного зразка. Резуль-

тати оцінювали за допомогою стандартної програ-

ми TotalLab 1.01.

Імуногiстохiмiчне визначення CD8+ і CD45RO+ 

Т клітин, CD34+, CD68+, Flt+ та CXCR4+ клітин 

проведено на парафінових зрізах тканини РШ 

із використанням специфічних мишачих МкАТ: 

cloneC8/144B (ready-to-use, DakoCytomation, Данія), 

cloneUCHL1 (1:400) (Sigma, США), cloneQBEnd 10 

(1:100), clonePG-M1 (1:80); специфічних кролячих 

МкАТ: cloneSC-316 (1:50) (SantaCruzBiotechnology, 

Inc., США) та clone AB2074 (Abcam, Великобри-

танія) відповідно. Імунореакції визначено і візу-

алізовано за допомогою полімер-пероксидазно-

го методу (EnVision+/HRP та 3,3-diaminobenzidin, 

DakoCytomation, Данія) із подальшим забарвленням 

гематоксиліном Майєра. Як негативний контроль 

використовували PBS для заміни первинних антитіл. 

CD-позитивні клітини були підраховані на 1000 клі-

тин на кожному зрізі при збільшенні ×400, кількість 

CD+-клітин виражали у вигляді відсотків. Якщо 

в пухлині виявляли більше ніж 10% імунореактив-

них клітин, то такі зразки вважали «позитивними». 

Щільність мікросудин (ЩМС) CD34+ визначали, 

підраховуючи кількість мікросудин на 1 мм2.

Виявлення цитокератин-позитивних клітин 

(panCK+) серед мононуклеарів КМ на цитоспі-

нових препаратах [1], фіксованих в ацетоні, здій-

снювали, використовуючи метод АРААР (alkaline 

phosphatase-anti-alkaline phosphatase) та систему ві-

зуалізації EnVisionTM G/2 System/AP Rabbit/Mouse 

(PermanentRed) (DakoCytomatіon, Данія) з подаль-

шим забарвленням розчином метилового зеленого 

(Methyl Green histological staining reagent, ready-to-

use, DakoCytomatіon, Данія). Як первинні антитіла 

використовували МкАТ миші проти panCK (clone 

АЕ1/АЕ3, DakoCytomatіon, Данія). Як негативний 

контроль застосовували неспецифічний мишачий 

IgG1 (MOPC-21, Sigma, США). Для визначення 

кількості panCK+ клітин у КМ цитоспінові препара-

ти досліджували візуально за допомогою світлового 

мікроскопа при збільшенні ×1000. Кількість ПК під-

раховували, виходячи із загальної кількості монону-

клеарів на всіх отриманих цитоспінових препаратах 

для кожного зразка, і виражали на 106 мононуклеар-

них клітин. За наявності хоча б однієї ПК на 106 мо-

нонуклеарів КМ хворого вважали «позитивним».

Проводили статистичну обробку даних з вико-

ристанням методів варіаційної статистики із засто-

суванням програм STATISTICA 8.0 та Prism 4.0. Ві-

рогідність відмінностей між показниками оцінюва-

ли за t-критерієм Стьюдента. Кореляційний аналіз 

проводили з використанням коефіцієнта кореляції 

Спірмана (rho). Загальну виживаність хворих аналі-

зували за методом Каплана — Мейєра, вірогідність 

розбіжностей між кривими виживаності визнача-

ли за допомогою log-rank тесту. Статистична зна-

чущість прийнята при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Однією з найбільш характерних ознак злоякіс-

ного новоутворення, що сприяє пухлинній прогре-

сії, є гіпоксія [21]. Натепер в експериментальних 

дослідженнях і на клінічному матеріалі показано 

зв’язок між кількістю ДПК у КМ та окремими гі-

поксія-залежними показниками в пухлинній тка-

нині [22, 23]. Серед білків, які активуються за умов 

гіпоксії, важлива роль у пухлинній прогресії нале-

жить ММП-2 та -9 (або желатиназам А і В відповід-

но) [24–26]. Раніше в наших дослідженнях на ми-

шах з карциномою легені Льюїс було показано, що 

зростання рівня пухлинної гіпоксії супроводжуєть-

ся збільшенням активності желатиназ у пухлині та 

посиленням метастазування [27]. Також у попере-

дніх роботах нами вивчено асоційованість желати-

наз із гіпоксією пухлини у хворих на РШ [28, 29]. 

Так, для пухлин із задовільною оксигенацією харак-

терні низькі показники сумарної активності ММП, 

при зростанні рівня гіпоксії ці показники підвищу-

ються в середньому у 4,5 раза (р < 0,05). Сумарна ак-

тивність ММП-2 і -9 корелює з експресією HIF-1α 

у РШ (r = 0,58; р < 0,05). Виявлено пряму позитивну 

кореляцію між активністю ММП-9, з одного боку, 

та ЩМС (r = 0,46; р < 0,05), з іншого. Результати 

свідчать про гіпоксія-регульований характер акти-

вації ММП-2 та -9 у тканині РШ [28].

Пухлиноасоційовані макрофаги (ПАМ) є важ-

ливим гіпоксія-залежним фактором мікрооточення 

пухлини та продуцентами ММП. Виявлено пряму 

позитивну кореляцію між кількістю ПАМ і концен-

траціями активних форм ММП-2 (r = 0,4; p < 0,05) та 

-9 (r = 0,5; p < 0,05) у тканині РШ. Показано також, 

що хворі на РШ, що мали малу кількість CD68+ клі-

тин (< 23%) та активність ММП-2 (< 2,0 мкг/г тка-

нини) і ММП-9 (<4,5 мкг/г тканини), живуть досто-

вірно довше та мають нижчий ризик несприятливо-

го перебігу захворювання, ніж пацієнти із відповідно 

вищими показниками [29]. Отримані результати де-

монструють взаємозалежність між показниками ак-

тивності ММП-2, -9 і кількістю CD68+ клітин у пух-

лині та можуть бути використані в контролі перебі-

гу захворювання у пацієнтів із РШ [29].
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Відомо, що за умов специфічного метаболічного 

мікрооточення пухлини клітини запалення (і серед 

них макрофаги) змінюють свої протипухлинні функ-

ції на пропухлинні та беруть активну участь у пух-

линній прогресії, зокрема як найважливіше джере-

ло желатиназ у пухлині [29]. З іншого боку, ММП, 

продукція яких контролюється ПАМ, самі регулю-

ють процеси запалення. ММП полегшують рекру-

тування запальних клітин шляхом розщеплення ме-

діаторів запалення. Деякі хемокіни, зокрема CCL7 

та CXCL12, є субстратами для ММП-2, а ММП-9 

розщеплює та активує CXCL6 і CXCL8, інактивуючи 

при цьому CXCL1 і CXCL4 [30]. Таким чином, же-

латинази не лише продукуються клітинами запален-

ня, але й водночас є регуляторами запальних про-

цесів. Тобто, ММП як фактор мікрооточення ПК 

сприяють розповсюдженню пухлини не лише без-

посередньо через протеолітичну деградацію ЕЦМ, 

але значною мірою опосередковано — через вплив 

на інші фактори. Отже, ММП в якості сигнальних 

молекул беруть участь у формуванні стромального 

мікрооточення ПК.

З огляду на це нами досліджено залежність між 

рівнями активності желатиназ і кількістю пухлино-

інфільтруючих лімфоцитів (ПІЛ) (CD8+ та CD45RO+ 

клітин) у пухлинній тканині хворих на РШ. Цито-

токсичні ПІЛ (CD8+ Т лімфоцити) — фактори спе-

цифічного клітинного адаптивного імунітету, які 

атакують ПК і презентують на своїй поверхні пух-

линоасоційовані антигени в комплексі з пептидами 

головного комплексу гістосумісності І класу [31]. 

CD8+ клітини продукують інтерферон-гамма, який 

діє на пухлинні мішені. CD45RO+ лімфоцити та-

кож ідентифіковані як протипухлинні ефектори, і є, 

крім того, клітинами пам’яті [31]. У нашому дослі-

джені показано, що активність ММП-2 (желатина-

зи А) зворотньо корелює із кількістю CD8+ клітин 

(r = −0,3; p = 0,039) та CD45RO+ клітин (r = −0,33; 

p = 0,031) у пухлинній тканині (рис. 1, 2).

Відомо, що кількість CD8+ та CD45RO+ лімфо-

цитів у тканині РШ корелює з наявністю метаста-

зів у лімфатичних вузлах, але не з глибиною пух-

линної інвазії; прогностична роль лімфоцитів, які 

інфільтрують пухлину, стосується головним чи-

ном зниження метастатичного потенціалу. З іншо-

го боку, нами продемонстровано, що висока вижи-

ваність хворих на РШ асоційована з низькими по-

казниками активності ММП-2. Наведені вище дані 

дозволяють припустити, що ПІЛ (зокрема CD8+ та 

CD45RO+ клітини), можливо, контролюють мета-

стазування через активацію ММП-2. Такий конт-

роль, ймовірно, може відбуватися шляхом протеолі-

тичного ремоделювання рецепторів ПІЛ і ПК. Так, 

показано, що ММП-2 здійснює протеолітичну де-

градацію рецептора інтерферону типу І (IFNAR1), 

експресованого CD8+ Т клітинами. Є відомості, що 

ММП-2 регулює CD8+ Т клітини саме через вплив 

на рецептори, задіяні у продукції цитокінів та ін-

терлейкінів [32].

CXCR4 (хемокіновий рецептор типу 4) — транс-

мембранний білок родини рецепторів хемокінів. Ві-

домо, що експресія CXCR4 у ПК сприяє «хомінг-

ефекту» у КМ [33]. Нами показано наявність пози-

тивної кореляції між рівнями активності ММП-2 і -9 

та експресії CXCR4 у тканині РШ (r = 0,3; p = 0,028 

та r = 0,41; p = 0,038 відповідно) (рис. 3, 4). Відомо, 

що ММП шляхом протеолітичного ремоделювання 

можуть як інгібувати [32], так і активувати рецепто-

ри, наприклад рецептори VEGF [34–38]. Можли-

во, зв’язок між желатиназами та CXCR4 зумовле-

ний саме ремодулювальним активуючим впливом 

цих ферментів на рецептор.

Таким чином, фактори мікрооточення пухлини 

не є відокремленими, а динамічно пов’язані між со-

бою. Крім того, пухлина через низку сигнальних шля-

хів формує сприятливе для ПК мікро оточення в місцях 

віддаленого метастазування [1–8]. Виходячи з цього, 

нами досліджено зв’язки між деякими гіпоксія-асоці-

йованими показниками в пухлині та рівнями актив-

ності желатиназ у КМ хворих на РШ. Показано існу-

вання прямих позитивних залежностей між експресі-

єю низки гіпоксія-асоційованих білків HIF-1, CD34 

(показником ЩМС), Flt (рецептором VEGF) у пух-

линах та активністю  ММП-2 і -9 у КМ хворих на РШ 
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Рис. 1. Залежність між активністю ММП-2 та кількістю 

CD8+ клітин у тканині РШ (p < 0,05)
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Рис. 2. Залежність між активністю ММП-2 та кількістю 

CD45RO+ клітин у тканині РШ (p < 0,05)
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(коефіцієнти кореляції 0,3–0,51) (табл. 1), що вказує 

на гіпоксичну природу механізмів активації латентних 

форм ферментів і співвідноситься із раніше отримани-

ми нами даними про їхню асоційованість із гіпоксією 

[28]. Так, активність обох желатиназ корелює з рівнем 

експресії HIF-1α, що підтверджує його сигнальну роль 

в активації ММП-2 та -9 у місцях віддаленого метаста-

зування. Виявлено, що рівні активних форм ММП-9 

у КМ корелюють із показником ЩМС у пухлинній 

тканині (коефіцієнт кореляції 0,51). При цьому рані-

ше ми продемонстрували залежність між експресією 

CD34 та активністю ММП-9 у пухлинній тканині, що 

співвідноситься з її важливою роллю в неоангіогене-

зі [28]. Та найважливіше, що визначені зв’язки між гі-

поксія-залежними показниками в пухлині та активніс-

тю ММП підтверджують тезу про формування пухли-

ною сприятливого для ДПК мікрооточення у місцях 

віддаленого метастазування, зокрема пухлинозалежну 

активацію желатиназ у КМ хворих на РШ.

Таблиця 1

Коефіцієнти кореляцій між активністю желатиназ у КМ та деяки-

ми гіпоксія-асоційованими показниками у тканині РШ (p < 0,05)

Експресія 

у тканині РШ
Активність ММП-2 Активність ММП-9

HIF-1α 0,38 0,30
CD34 (ЩМС) – 0,51
Flt – 0,32

Раніше в модельних експериментах на щурах 

із карциномою Герена нами показано участь первин-

ної пухлини в активації желатиназ у КМ тварин [39]. 

Активність желатиназ реєстрували у КМ як інтактних, 

так і тварин з пухлиною, але в останніх — на значно 

вищому рівні, що, вочевидь, свідчить про активацію 

ферментів у КМ, яка відбувається в організмі тварин 

під впливом пухлини. Упродовж контактної інкубації 

in vitro з пухлиною клітин КМ тварин із карциномою 

Герена, протеолітичний потенціал якого частково вже 

реалізований, відбувається подальша незначна актива-

ція желатиназ. У клітинах інтактного КМ у результаті 

первинного контакту з пухлиною концентрації актив-

них форм ММП-2 та -9 суттєво зростають (у 14 і 5 ра-

зів відповідно). Водночас активність ферментів у пух-

линній тканині значно зменшується, тобто відбува-

ється своєрідне «перенесення» активності желатиназ 

від пухлини до віддаленої тканини метастазування — 

КМ. Таким чином, первинна пухлина може форму-

вати відповідні сприятливі умови (так звані ніші) для 

осідання ДПК, виходу їх із «дрімотного» стану та фор-

мування метастатичних центрів у віддалених органах 

і тканинах [12–14].

ММП, зокрема желатинази, є важливим факто-

ром мікрооточення як первинної пухлини, так місць 

віддаленого метастазування, де їх активність є однією 

з умов розвитку метастазів. З огляду на це нами до-

сліджено рівні активності желатиназ у КМ у зв’язку 

з клініко-патологічними характеристиками хворих 

на РШ. Важливо відмітити, що активність желати-

наз виявлено у КМ у всіх обстежених хворих на РШ, 

включаючи тих, у кого не зафіксовано ДПК у КМ. 

Можливо, ще за відсутності ДПК у передметаста-

тичних сайтах відбувається формування нового мі-

крооточення. Привертає увагу той факт, що актив-

ність ММП-2 дещо знижується на II стадії РШ, нада-

лі зростає та сягає максимальних значень на IV стадії. 

Активність ММП-9, навпаки, досягає найвищих зна-

чень саме у пацієнтів із РШ II стадії, а при РШ IV ста-

дії — знижується (рис. 5). Можливо, тут желатинази 

функціонально доповнюють одна одну залежно від 

стадії розвитку пухлинного процесу.
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Рис. 3. Залежність між активністю ММП-2 і кількістю 

CXCR4+ клітин у тканині РШ.
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CXCR4+ клітин у тканині РШ.
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Рівні активності желатиназ КМ хворих на РШ 

не корелюють з показниками як метастазування 

у лімфатичні вузли, так і віддаленого метастазуван-

ня — дані табл. 2, 3 свідчать, що різниця між група-

ми незначна і недостовірна (p > 0,05).
Таблиця 2

Активність желатиназ у КМ і метастазування 

у лімфатичні вузли хворих на РШ

Показник активності N
0

N
1–4

ММП-2, у.о. 5,1 ± 4,2 6,6 ± 5,3
ММП-9, у.о. 4,4 ± 4,1 5,3 ± 3,5

p > 0,05.
Таблиця 3

Активність желатиназ у КМ і віддалене метастазування 

у хворих на РШ

Показник активності М
0

М
1–2

ММП-2, у.о. 6,2 ± 3,7 6,7 ± 3,3
ММП-9, у.о. 5,0 ± 4,3 5,9 ± 4,0

p > 0,05.
На противагу вищенаведеним даним виявлено 

зв’язок між рівнями активності желатиназ і наяв-

ністю ДПК у КМ хворих на РШ (табл. 4).
Таблиця 4

Активність ММП-2, -9 та ДПК у КМ хворих на РШ

Показник активності ДПК+ КМ ДПК− КМ

Усі хворі (n = 86)
ММП-2, у.о. 8,79 ± 4,03 2,83 ± 1,34*
ММП-9, у.о. 7,61 ± 3,75 2,44 ± 1,66
Хворі на РШ М0 (n = 68)
ММП-2, у.о. 8,60 ± 4,01 2,79 ± 1,39*
ММП-9, у.о. 7,49 ± 3,4 2,58 ± 1,85

*р < 0,05.
У всіх досліджених пацієнтів, а також (що особли-

во важливо) для тих, у кого клінічно не виявлено від-

далених метастазів (категорія М
0
), такий зв’язок до-

стовірно підтверджений для ММП-2, активність якої 

в КМ із відсутніми ДПК була майже в 3 рази нижчою 

за активність у КМ з наявними ДПК. Щодо ММП-9, 

то зв’язок між рівнями її активності з наявністю ДПК 

у КМ виявлено на рівні тенденції — активність ММП-

9 у КМ з відсутніми ДПК у 2,5 раза нижча за таку в КМ 

із наявними ДПК, але різниця недостовірна. Таким 

чином, ММП-2 є фактором мікрооточення, що сприяє 

осіданню ДПК у місцях віддаленого метастазування.

З урахуванням цього визначено загальну вижива-

ність хворих на РШ залежно від активності желати-

наз у КМ. Пацієнти, які не проходили післяопера-

ційну терапію, з активністю ММП-2 у КМ < 2,8 у.о. 

живуть достовірно довше, ніж з вищою активніс-

тю (рис. 6). Пацієнти з активністю ММП-9 у КМ 

< 3,0 у.о. живуть довше, ніж з вищою активністю, 

хоча різниця недостовірна (рис. 7).

Вважають, що желатинази можуть бути одним 

із факторів віддаленого мікрооточення, які контро-

люють (прямо чи опосередковано) перебування 

ДПК у «сплячому» стані та вихід із нього. Виходя-

чи з цього, досліджено загальну 3-річну виживаність 

хворих залежно від активності желатиназ у КМ та 

за наявності або відсутності ДПК у КМ (табл. 5). 

І за відсутності, і за наявності ДПК у групах із ниж-

чими показниками активності ММП-2 відзначено 

кращу загальну виживаність, ніж у групах із вищи-

ми показниками (в 2 та 4 рази відповідно). Вірогід-

но, у першому випадку ММП-2 контролює дисемі-

націю, а в другому — вихід ДПК зі «сплячого» ста-

ну. Таким чином, ММП-2 у перспективі може бути 

фактором формування віддалених мікрометастазів 

і перебігу мінімальної залишкової хвороби.
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Рис. 6. Загальна виживаність хворих на РШ залежно від 

активності ММП-2 у КМ (без хіміотерапії); р = 0,016
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Рис. 7. Загальна виживаність хворих на РШ залежно від 

активності ММП-9 у КМ (без хіміотерапії); р = 0,218

Таблиця 5 

3-річна загальна виживаність хворих (%) на РШ залежно від 

активності ММП-2 та відсутності або наявності ДПК у КМ

Активність ММП-2

у КМ, у.о.
ДПК− КМ ДПК+ КМ

< 3,6 82%* −
> 3,6 37% −
< 4,8 − 62%*
> 4,8 − 15%

*p < 0,05.

ВИСНОВКИ

1. ММП-2 та -9 є гіпоксія-асоційованими фак-

торами мікрооточення в пухлинній тканині РШ.

2. Желатинази беруть участь у формуванні мікро-

оточення пухлини та КМ хворих на РШ.

3. ММП-2 у КМ хворих на РШ асоційована з ди-

семінацією ПК і є маркером мінімальної залишко-

вої хвороби.

4. Результат визначення активності ММП-2 та -9 у 

КМ може бути використано для прогнозу перебігу РШ.
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MATRIX METALLOPROTEINASES 

AS TUMOR STROMA 

MICROENVIRONMENT FACTORS: 

THE ROLE IN COURSE OF MINIMAL 

RESIDUAL DISEASE IN GASTRIC CANCER

І.І. Ganusevich, L.A. Mamontova, A.V. Kovelska, 
L.D. Gumenyuk, S.P. Merentsev, S.P. Osinsky

Summary. Matrix metalloproteinases (MMPs) are acti-
vated in hypoxia conditions, and are tumor cells micro-
environment factor in primary tumor and in a distinct 
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sites of metastasis, and provide dissemination of tumor 
cells. Today special interest of oncologists are focused on 
the study of MMPs as triggers of escape of disseminated 
tumor cells (DTC) from dormancy in minimal residual 
disease (MRD). Aim: To investigate the relationship be-
tween levels of gelatinases activity in tumor and in bone 
marrow (BM) and some hypoxia-associated factors of 
microenvironment in gastric cancer (GC); to establish 
links between levels of gelatinases activity in BM in pa-
tients with GC and stages of disease, level of metastasis, 
presence of DTC in BM; to examine relationship between 
levels of gelatinases activity in BM and patients life du-
ration, possibility of its use for prognosis course of MRD 
in GC. Methods: We analyzed data from 282 patients 
with GC (174 — men, 108 — women), that were distri-
buted in stages of the disease in next way 48 — I, 80 — 
II, 85 — III and 69 — IV stage. We used zymography 
in polyacrylamide gel, immunohistochemical, immuno-
cytochemical methods. In the statistical analysis used 
Student’s t-test, correlation analysis, Kaplan — Me-
ier survival analysis. Results: It was found the correla-
tion between activity of MMP-2 and -9 in BM of pa-
tients with GC, on the one hand, and the expression of 
hypoxia-associated proteins HIF-1, CD34 (microvessel 
density) and FLT (VEGF receptor) in tumors, on the ot-
her hand (r = 0,30–0,51, p < 0.05). Levels of gelati-
nases activity in BM of patients with GC do not corre-
late with indicators of metastasis neither in the lymph 
nodes (LN) nor in distinct one (p > 0.05). For all stud-
ied patients and for those of them who have not clinical-

ly detected distant metastases (category M0), relation-
ship with DTC were significantly detected for  MMP-2, 
which activity in the BM without DTC was almost in 
3 times lower than in BM with DTC. Patients who did 
not receive postope rative therapy with MMP-2 activity 
in BM < 2.8 a.u. live significantly longer than those who 
have higher activity (p = 0.016). Patients with MMP-9 
activity in BM < 3 a.u., live longer than those who have 
higher activity, although the difference is not significant 
(p = 0.218). However, neither in absence nor in presence 
of DTC in the BM, the best three-year overall survival 
was observed in groups with levels of MMP-2 activi-
ty lo wer than the 3.6 and 4.8 a.u., respectively. Appa-
rently, in the first case MMP-2 controls dissemination, 
in the second — escape of DTC from dormancy. Conclu-
sions: Gelatinases in BM are microenvironment hypo-
xia-associated factors in GC; MMP-2 in BM of patients 
with GC are associated with dissemi nation of tumor cells 
and are marker of MRD; MMP-2 and -9 in BM can 
be used to control course of disease in patients with GC.

Key Words: matrix metalloproteinases, tumor 

microenvironment, minimal residual disease, 

gastric cancer.
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