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Цель исследования. Проведение сравнительного анализа экспрессии матриксной металлопротеиназы-2 (ММП-2) 
в ядре и цитоплазме опухолевых клеток и оценка взаимосвязи локализации экспрессии ММП-2 и различных 
клинико-морфологических критериев заболевания у пациентов с меланомой кожи. 
Материал и методы. Объектом исследования служили образцы опухолевого материала, полученные из 
парафиновых блоков от пациентов с меланомой кожи, проходивших лечение в КГБУЗ «Красноярский краевой 
онкологический диспансер». Биоптаты больных меланомой кожи (n = 44) получены в КГБУЗ «Красноярское краевое 
патологоанатомическое бюро». Иммуногистохимическое исследование проводилось по стандартной методике 
с первичными антителами к ММП-2.
Результаты. Экспрессия ММП-2 выявлена в ядрах опухолевых клеткок меланомы кожи в 43,1% случаев, 
в цитоплазме — в 56,9% случаев. Не установлено значимых различий в экспрессии ММП-2 в ядре и цитоплазме 
(p = 0,33). Отмечено, что для пациентов, имеющих ядерную экспрессию в опухолевых клетках, характерен 
более благоприятный прогноз по сравнению с пациентами, в опухолевых комплексах которых определялась 
цитоплазматическая экспрессия фермента.
Зависимости внутриклеточной локализации экспрессии ММП-2 от пола и возраста пациентов, локализации 
новообразования, уровня инвазии по Кларку, толщины опухоли по Бреслоу, особенностей лимфоцитарной 
инфильтрации опухоли, фазы роста опухоли, гистологического подтипа, наличия пигмента, изъязвления опухоли, 
стадии опухоли по AJCC (American Joint Committee on Cancer) выявлено не было.
Заключение. Появление ММП-2 в ядре может быть связано с гипоксией, которая возникает в опухолевой 
ткани, а также с повышением уровня пероксинитрита, который в свою очередь может оказывать влияние 
на функционирование и регуляцию ММП. Кроме того, появление ММП-2 с атипичной локализацией можно 
связать с наличием в пределах одной опухоли опухолевых клеток с различными биологическими свойствами, 
характеризующими внутриопухолевую гетерогенность новообразований. Биологическое и клиническое значение 
изменения внутриклеточной локализации фермента требует дальнейшего разъяснения.

Ключевые слова: меланома кожи, матриксная металлопротеиназа-2, иммуногистохимическое исследование, 
гипоксия, внутриопухолевая гетерогенность.

Контактная информация: aksenenko_mariya@mail.ru. Вестник дерматологии и венерологии 2014; (3): 65—71.



Вестник дерматологии и венерологии

№ 3, 2014 66
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Goal of the study. To compare expression of matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) in the nuclei and cytoplasm of tumor cells 
and assess the mutual relation between the localization of MMP-2 expression and different clinical and morphologic criteria 
in patients with a skin melanoma. 
Materials and methods. Tumor samples obtained from paraffin blocks taken from patients suffering from a skin melanoma 
and treated at the Krasnoyarsk Territorial Oncologic Dispensary served as the object of the study. Skin tissue samples taken 
from patients suffering from a skin melanoma (n = 44) were obtained from the Krasnoyarsk Territorial Pathological Anatomy 
Bureau. Immunohistochemistry was performed based on a standard technique using primary anti-matrix metalloproteinase-2 
antibodies.
Results. MMP-2 expression was revealed in the nuclei of tumor cells of a skin melanoma in 43.1% of cases and in the 
cytoplasm in 56.9% of cases. No significant differences in MMP-2 expression in the nuclei and cytoplasm were revealed 
(p = 0.33). Patients with nuclear expression in tumor cells are characterized by a more favorable prognosis than patients with 
cytoplasmic enzyme expression in tumor complexes.
No dependence of the intracellular localization of MMP-2 expression on the patient sex or age, tumor localization, Clark 
level of invasion, Breslow’s thickness, particular features of tumor lymphocyte infiltration, tumor growth phase, histological 
subtype, pigmentation, tumor ulceration and tumor stage according to AJCC (American Joint Committee on Cancer) was 
revealed.
Conclusion. MMP-2 located in the nuclei can be related to hypoxia in the tumor tissue as well as increased peroxynitrite level, 
which, in its turn, can have an effect on the function and regulation of matrix metalloproteinases. Moreover, MMP-2 with 
an atypical localization can be related to tumor cells with different biological characteristics within the same tumor, which 
characterize the intratumoral heterogeneity of neoplasms. The biological and clinical role of changes in the intracellular 
localization of the enzyme needs further explanation.

Key words: skin melanoma, matrix metalloproteinase-2, immunohistochemistry, hypoxia, intratumoral 
heterogeneity.
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 �Матриксные металлопротеиназы (ММп) принима-
ют участие во многих физиологических и патологи-
ческих процессах, в которых они функционируют как 
деградационные и регуляторные ферменты. MMп-2 
экспрессируется в мезенхимальных клетках (главным 
образом в фибробластах) в период развития и реге-
нерации ткани. Также она синтезируется нейтрофи-
лами, макрофагами и моноцитами [1]. ММп-2 вместе 
с MMп-9 участвует в деградации коллагена IV типа, 
главного компонента базальных мембран, а также же-
латина (денатурированного коллагена). MMп-2 может 
разрушать другие типы коллагенов (V, VII и X), эла-
стин и фибронектин, участвует в процессинге многих 
молекул, модулируя их функции различными спосо-
бами. Например, она расщепляет моноцитарный хе-
мотаксический белок-3, что приводит к уменьшению 
воспаления и обеспечивает вазоконстрикцию [2]. Все 
ММп относят к «индуцибельным» ферментам, транс-
крипция которых подчинена ряду факторов (стероид-
ные и тиреоидные гормоны, цитокины, факторы роста, 
химические агенты и др.). Исключение составляет 
ММп-2, экспрессия которой происходит по конститу-
тивному пути. эти различия в регуляции транскрип-
ции объясняются, в частности, различиями в строении 
промоторов ММп [3], с чем впоследствии могут быть 
связаны особенности функционирования данного ви-
да металлопротеиназ. 

Широко известна роль ММп в деструкции компо-
нентов внеклеточного матрикса и, как следствие, их 
роль в патогенезе многих злокачественных новообра-
зований. Особое значение отводится ММп-2, которая 
играет ключевую роль в инвазивной способности опу-
холевых клеток [4]. Например, у больных с бронхоаль-
веолярной карциномой выявлен значительный уро-
вень экспрессии ММп-2 и ММп-9 опухолевыми клет-
ками, что обеспечивает чрезмерную инвазивность и 
подвижность опухоли [5]. при папиллярном раке щи-
товидной железы определяется высокий уровень экс-
прессии MMп-2 и ММп-9, причем эти показатели кор-
релируют с основными клиническими и морфологи-
ческими характеристиками заболевания, такими как 
большой размер опухоли, наличие метастазов в реги-
онарных лимфатических узлах, низкая клеточная диф-
ференцировка опухоли, повреждение капсулы органа, 
что является важным дополнительным показателем 
для анализа злокачественного потенциала плоскокле-
точного рака щитовидной железы [6]. Исходя из функ-
циональных особенностей фермента, представляется, 
что он может локализоваться в цитоплазме, а также 
возможна его внеклеточная локализация [7]. Тем не 
менее в ряде исследований сообщается о ядерной 
локализации исследуемого антигена, в частности име-
ются данные о том, что положительная ядерная экс-
прессия ММп-2 обнаруживается в кардиомиоцитах 
человека, а также эндотелиальных клетках легочной 
артерии [8].

В ядре были выявлены многие протеолитические 
ферменты, включая ферменты семейства цистеино-
вых протеаз, к которым относится ММп-2 [9]. Их функ-
ционирование в ядре клетки является не до конца яс-
ным и может включать следующие функциональные 
аспекты: ремоделирование хроматина, поддержание 
ядерных матриксных структур, апоптоз и регулирова-
ние клеточной пролиферации. MMп-2, экспресссиру-
емая в цитоплазме, необходима для ингибирования 
процесса ангиогенеза в опухолях, ее повышенный 
уровень определяется в эндотелии сосудов опухоли 
и в моче пациентов с различными онкологическими 
заболеваниями [10]. 

цель настоящего исследования — проведение 
сравнительного анализа экспрессии ММп-2 в ядре 
и цитоплазме и оценка взаимосвязи локализации экс-
прессии изучаемого фермента и различных клинико-
морфологических критериев заболевания у пациентов 
с меланомой кожи.

Материал и методы
Исследование одобрено Локальным этическим ко-

митетом КрасГМу (протокол № 52/2013 от 29.11.2013). 
Объектом исследования служили образцы опухолево-
го материала, полученные из парафиновых блоков от 
пациентов с меланомой кожи, проходивших лечение в 
КГбуз «Красноярский краевой онкологический дис-
пансер». биоптаты больных меланомой кожи (n = 44) 
получены в КГбуз «Красноярское краевое патолого-
анатомическое бюро». 

Иммуногистохимическое исследование проводи-
лось по стандартной методике. применялась система 
детекции Reveal TM Biotin free System (Spring Biosci-
ence, США). В качестве хромогена использовался AEc 
(Spring Bioscience, США). Для определения экспрессии 
ММп-2 использовались поликлональные антитела к 
ММп-2 (Spring, США) в разведении 1:100. Интенсив-
ность иммуногистохимической реакции оценивали 
по методу гистологического счета H-score по форму-
ле S = 1a + 2b + 3c, где а — количество слабоокра-
шенных ядер клеток (в %); b — количество умеренно 
окрашенных ядер клеток (в %); с — количество сильно 
окрашенных ядер клеток (в %) [11].

Рассчитывали абсолютный риск гибели пациента в 
каждой группе — в группе пациентов с ядерной экс-
прессией ММп-2 и в группе пациентов с цитоплазма-
тической экспрессией этого фермента, а также отно-
сительный риск гибели пациента [16] (см. таблицу).

Статистическая обработка данных проводилась 
в программе Statistica 7,0. при проверке нормально-
сти распределения выборки использовали критерий 
Колмогорова — Смирнова. Достоверность различий 
определяли с помощью критерия Манна — уитни. Для 
оценки различий качественных признаков применялся 
точный односторонний критерий фишера. при р < 0,05 
различия признавались статистически значимыми.
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Результаты и обсуждение
экспрессия ММп-2 определялась в клетках мела-

номы кожи в ядре в 43,1% случаев (рис. 1, 2) и в цито-
плазме в 56,9% случаев (рис. 3, 4). Не было выявле-
но значимых различий в экспрессии ММп-2 в ядре и 
цитоплазме (p = 0,33). зависимости внутриклеточной 
локализации экспрессии ММп-2 от пола и возраста 
пациентов, локализации новообразования, уровня ин-
вазии по Кларку, толщины опухоли по бреслоу, осо-
бенностей лимфоцитарной инфильтрации опухоли, 
фазы роста опухоли, гистологического подтипа, на-
личия пигмента, изъязвления опухоли, стадии опухоли 
по AJcc (American Joint committee on cancer) не выяв-
лено (p > 0,05). помимо опухолевых клеток экспрессия 
ММп-2 наблюдалась в ядрах интактного эпидермиса 
(рис. 5), при этом имелась тенденция к расположению 
ММп-2(+) клеток в верхних слоях эпидермиса (рис. 6). 
Кроме внутриклеточной определялась внеклеточная 
локализация фермента между волокнистыми структу-
рами межклеточного матрикса.

что касается новых функций ядерных металло-
протеиназ, ассоциированных с ядерной локализацией 
фермента, по результатам нескольких исследований 

можно отметить, что они были, как правило, связаны 
с апоптозом. увеличение ядерной активности ММп-2 
было продемонстрировано в эндотелиальных клетках 
легких, подвергшихся апоптозу. Активация ММп-2 в 
данном случае была вызвана действием реактивных 
разновидностей кислорода и азота, продуцируемых 
сигаретным дымом [12]. Имеются данные о внутри-
ядерной экспрессии ММп-2 в нейронах головного 
мозга при его ишемии в ранней стадии реперфузии. 
при этом авторы предполагают, что эффекты ингиби-
рования ранней внутриядерной активации желатиназ-
ной активности могут улучшить фрагментацию ДНК в 
нейронах клеток на более поздних стадиях постише-
мической реперфузии, открывая новую возможность 
для терапевтической стратегии при ведении данной 
группы пациентов [13].

Гипотетически роль ММп-2 в ядре связана с де-
градацией PARP-1 — поли(АДф-рибоза)-полимеразы. 
Окислительный стресс, возникающий в клетках, повы-
шает количество прооксидантов, в том числе перокси-
нитритов (ONOO– ), которые в свою очередь вызывают 
разрыв ДНК, что приводит к активации PARP с по-
следующей АТф-зависимой репарацией ДНК. Вместе 

Таблица Распределение больных меланомой по исходу болезни (p = 0,0006)

Группа больных
Исход болезни 

пациент жив пациент умер

С экспрессией ММП-2 в ядре 16 (А) 3 (В)

С экспрессией ММП-2 в цитоплазме 8 (С) 17 (D)

Рис. 1.
Экспрессия ММП-2 в ядрах клеток ме-
ланомы кожи. х400 Рис. 2.

Экспрессия ММП-2 в ядрах клеток ме-
ланомы (иммунопозитивные клетки 
окрашены в красный цвет). х400
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с тем чрезмерная активация PARP может привести к 
энергетическому истощению клетки. Кроме того, уста-
новлено, что ONOO– может активировать ММп-2 на-
прямую [14]. 

Говоря об экспрессии ММп в опухолевой ткани, 
следует отметить, что положительная экспрессия 

ММп-3 в ядре наблюдалась в ткани гепатоцеллюляр-
ной карциномы. примечательно, что пациенты с на-
личием ядерного окрашивания ММп-3 имели низкий 
показатель общей выживаемости (лог-ранг регресси-
онный анализ, p = 0,043) и большой размер опухоли 
(> 5 см) (точный критерий фишера, р = 0,031) [15]. 

Рис. 3.
Цитоплазматическая экспрессия ММП-2. 
х400 Рис. 4.

Цитоплазматическая экспрессия ММП-2 
в эпидермисе. х400

Рис. 5.

Экспрессия ММП-2 в ядрах клеток не-
пораженной ткани. х400

Рис. 6.

Экспрессия ММП-2 в ядрах клеток не-
пораженной ткани (тенденция к рас-
положению положительных клеток 
в верхних слоях эпидермиса). х400
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В настоящем исследовании при оценке взаимосвязи 
локализации экспрессии ММп-2 у пациентов с мела-
номой кожи и варианта исхода болезни выявлено, что 
для пациентов, у которых экспрессия фермента обна-
руживалась в ядрах опухолевых клеток, характерен 
более благоприятный прогноз по сравнению с пациен-
тами, в опухолевых комплексах которых определялась 
цитоплазматическая экспрессия фермента (p < 0,05).

Нами был рассчитан абсолютный риск гибели 
пациента в зависимости от локализации экспрес-
сии ММп-2 в клетках меланомы. Абсолютный риск 
гибели в группе пациентов с ядерной экспрессией 
ММп-2 составил 0,16, вероятность благоприятного 
исхода — 0,84. Абсолютный риск гибели в группе па-
циентов с экспрессией ММп-2 в цитоплазме клеток 
меланомы составил 0,32, вероятность благоприятно-
го исхода — 0,68. Относительный риск гибели соста-
вил 4,25, т. е. у пациентов, у которых была выявлена 
экспрессия ММп-2 в ядре клеток меланомы, риск ле-
тального исхода заболевания был ниже в 4,25 раза 
по сравнению с пациентами, у которых определялась 
экспрессия ММп-2 в цитоплазме опухолевых клеток.

экспрессия ММп-2 описана в опухолевой ткани ра-
ка молочной железы. Известно, что этот фермент экс-
прессируется и в здоровой ткани молочной железы, 
но в этих случаях она исключительно цитоплазмати-
ческая [17]. Нами не выявлено различий клинико-мор-
фологических показателей у пациентов с экспрессией 
ММп-2 в ядре и цитоплазме клеток меланомы. 

Можно предположить, что появление ММп-2 в 
ядре связано с гипоксией, которая возникает в опухо-
левой ткани. Возникновение тканевой гипоксии в ор-
ганизме онкологических больных является следстви-
ем нарушения баланса поступления и потребления 
кислорода [18]. Известно, что пероксинитрит, способ-
ствуя окислительному повреждению клеток, является 

важным фактором развития окислительного стресса 
при некоторых патологических состояниях. повыше-
ние содержания пероксинитрита у пациентов с опухо-
левым процессом согласуется с данными об участии 
пероксинитрита в процессе опухолевой инвазии через 
влияние на функционирование некоторых ММп [18]. 
Гипоксия в клетках меланомы, в особенности в зонах 
некроза опухоли, уже была описана [19]. Кроме того, 
появление ММп-2 с атипичной локализацией можно 
связать с наличием в пределах одной опухоли опухо-
левых клеток с различными биологическими характе-
ристиками, а именно с наличием внутриопухолевой 
гетерогенности. Известно, что опухолевое разно-
образие в пределах одной опухоли является основной 
преградой на пути к высокоэффективной диагности-
ке онкологических заболеваний, успешному прогно-
зу и лечению [20]. Механизм возникновения данного 
феномена требует дальнейшего изучения. Несмотря 
на то что показатель смертности от меланомы кожи 
остается относительно стабильным в последние деся-
тилетия, проблема заболеваемости меланомой кожи 
по-прежнему сохраняет свою актуальность, как и во-
прос биологического поведения опухоли. по мнению 
ряда исследователей [21], характер распределения 
локализации ММп-2 в опухолевой ткани представля-
ет собой важное, прежде недооцениваемое значение 
в функционировании ММп и его выявление открывает 
новые пути для исследования в цитобиологии и биохи-
мии, имеет большое значение для изучения патогене-
за различных заболеваний, а также прогнозирования 
течения онкологических заболеваний.

Исследование выполнено в рамках Гранта прези-
дента Рф фонда Министерства образования и науки 
Рф № МД-901.2013.7 «Молекулярно-генетические 
маркеры для диагностики и прогнозирования течения 
меланомы кожи». 
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