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РЕЗЮМЕ 

MMP-9 глубоко вовлечена не только в инвазию и метастазирование, но и в ангиогенез различных опухолей, а 

также может влиять на микроокружение опухолей. Целью настоящего исследования явилось изучение уровней 

ММР-9 в ткани меланомы В16/F10 и карциномы лёгкого Льюиса при самостоятельном и сочетанном вариантах 

их роста. В качестве коморбидной патологии был выбран первичный иммунодефицит, моделью которого 

являются мыши Balb/c Nude. Работа выполнена на 24 самках, которые были разделены на группы по 6 особей 

в каждой: 1 – интактные, 2 – изолированный рост меланомы В16/F10, 3 – изолированный рост карциномы 

лёгкого Льюиса (LLC); 4 – сочетанный рост В16/F10 и LLC – первично-множественные злокачественные 

опухоли (ПМЗО). В гомогенатах ткани опухоли и ее перифокальной зоны у животных всех групп методом ИФА 

определяли содержание ММР-9. Выявлено, что при ПМЗО уровень ММР-9 в ткани опухоли В16/F10 был в 3,9 

раза выше, чем в опухоли LLC. При ПМЗО уровень ММР-9 в ткани перифокальной зоны В16/F10 был в 1,9 раза 

выше, чем в перифокальной зоне LLC. При сочетанном варианте в ткани кожи, не затронутой злокачественным 

процессом, уровень ММР-9 был выше, чем показатель в интактной коже в среднем в 2,8 раза. При ПМЗО 

уровень ММP-9 в опухолевых образцах имел положительную корреляцию с объемами первичных узлов. Каким 

бы ни был уровень ММР-9 в ткани опухоли и ее перифокальной зоне, ясно, что она непосредственно участвует 

в развитии опухолевой болезни. 

Ключевые слова: меланома В16/F10, карцинома лёгкого Льюиса, сочетанный вариант 
роста, ММР-9, эксперимент. 

EFFECT OF MMP9 ON GROWTH AND DEVELOPMENT OF EXPERIMENTAL 
MULTIPLE PRIMARY TUMORS IN PRIMARY IMMUNODEFICIENCY 

Frantsiyants E. M., Kaplieva I. V., Trepitaki L. K., Surikova E. I., Bandovkina V. A., 
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SUMMARY 

MMP9 is deeply involved in invasion, metastasis and angiogenesis of various tumors, and can also affect the 

tumor microenvironment. The aim of this study was to analyze the MMP9 levels in tissues with independent and com- 

bined growth (MPT): B16/F10 melanoma and Lewis lung carcinoma. Primary immunodeficiency presented in a model 

of Balb/c Nude mice was chosen as a comorbid pathology. The study included 24 females divided into groups (n=6 

each): 1 – intact animals, 2 – animals with B16/F10 melanoma, 3 – animals with Lewis lung carcinoma (LLC), 4 - ani- 

mals with a combination of B16/F10 and LLC - multiple primary malignancies (MPMs). Levels of MMP9 were measured 

by ELISA in homogenates of tumor and perifocal tissues in all animals. In animals with MPT, levels of MMP9 in B16/ 

F10 were 3.9 times higher than in LLC, and the levels in B16/F10 perifocal tissues were 1.9 times higher than in LLC 
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perifocal tissues. MMP9 in non-cancer tissues in animals with MPT 2.8 times exceeded the levels in intact animals. In 

animals with MPT, MMP9 in tumor samples positively correlated with the primary node volumes. Whatever the level of 

MMP9 in the tumor and perifocal tissues, it is clearly directly involved in cancer development. 

Key words: B16/F10 melanoma, Lewis lung carcinoma, multiple primary tumors, MMP9, 
experiment. 

 

Матриксные металлопротеиназы (MMP) 
представляют собой цинк-зависимые эндопеп- 
тидазы, которые могут участвовать в протеолизе 
и могут расщеплять несколько компонентов вне- 
клеточного матрикса (ЕСМ) и молекулы, не от- 
носящиеся к ЕСМ [1; 2]. Недавние исследования 
показали, что помимо деградации различных 
белковых компонентов внеклеточного матрик- 
са, некоторые MMP, такие как MMP-2, MMP-3, 
MMP-9 и MMP-14 могут индуцировать эпители- 
ально-мезенхимальный переход или связанные 
с ним процессы [3]. Среди них MMP-9, также 
известная как желатиназа B, является одной из 
ключевых протеаз для деградации ЕСМ и ба- 
зальной мембраны и играет решающую роль 
в возникновении и развитии злокачественных 
опухолей, инвазии и метастазировании, а также 
ангиогенезе [4]. Она может регулировать струк- 
туру ECM, разрезая и разрушая множество бел- 
ков внеклеточного матрикса посредством гидро- 
лиза протеазой [5]. Кроме того, ММР-9 способ- 
на специфически разрезать внеклеточный домен 
на поверхности определенных клеточных бел- 
ков, чтобы высвободить их из плазматической 
мембраны, а некоторые пептиды также могут 
расщепляться под действием MMP-9 вне клет- 
ки [6]. Базальная мембрана содержит коллаген, 
такой как коллаген IV типа, поэтому он может 
расщепляться MMP-9 [7]. Во время развития 
опухоли разрушение базальной мембраны часто 
является важным этапом для достижения инва- 
зии и метастазирования. Следовательно, MMP-9 
может воздействовать на процесс эпителиально- 
мезенхимального перехода опухолевых клеток и 
может быть незаменимой мишенью для лечения 
заболеваний. Например, исследования показали, 
что MMP-9 глубоко вовлечена в инвазию, мета- 
стазирование и ангиогенез различных опухолей 
и может опосредовать микроокружение опухоли 
[8; 9]. Вместе с тем, в исследовании [10] про- 
демонстрированы ранее неизвестные эффекты 
MMP-9 на врожденный противоопухолевый им- 
мунитет. Перенос аденовирусом встроенного че- 
ловеческого гена MMP-9 вызвал дозозависимую 
массивную инфильтрацию нейтрофилов в ткань 
рака молочной железы, что привело к снижению 
роста опухоли и ангиогенезу эксплантатов рака 
молочной железы у голых мышей и иммуноком- 
петентных мышей с раком молочной железы. 
Когда нейтрофилы были истощены обработкой 
Ad, терапевтический эффект AdMMP-9 исчез. 

Авторы продемонстрировали несколько меха- 
низмов, с помощью которых AdMMP-9 прояв- 
ляет противоопухолевые свойства как на имму- 
нодефицитных, так и на иммунокомпетентных 
мышиных моделях рака груди человека. Для 
выяснения роли ММР-9 в канцерогенезе кожи 
было исследовано влияние дефицита ММР-9 на 
мышиной модели рака кожи K14-HPV16 [11]. У 
мышей с нокаутом гена MMP-9 развивались не- 
опластические поражения и плоскоклеточные 
карциномы в более поздние сроки, чем у мы- 
шей с гетерозиготой Mmp9 или мышей дикого 
типа. Хотя в присутствии MMP-9 развивалось 
большее количество опухолей, они имели менее 
агрессивный фенотип, что позволяет предполо- 
жить, что MMP-9 может защищать от прогрес- 
сирования опухоли, а не способствовать её раз- 
витию. Анализ опухолей контрольных мышей 
показал, что MMP-9 преимущественно экспрес- 
сируется в строме опухоли тучными клетками, 
нейтрофилами и макрофагами. Понимание мо- 
лекулярных механизмов этого сложного взаимо- 
действия между злокачественными клетками и 
окружающей незлокачественной стромой пред- 
ставляет собой одну из основных проблем в ис- 
следованиях рака [12; 13; 14]. 

Первично-множественные злокачественные 
опухоли (ПМЗО) в настоящее время являются 
актуальной проблемой онкологии. ПМЗО пред- 
ставляют собой новые первичные опухоли с 
различным гистогенезом, которые можно легко 
проверить с помощью иммуногистохимическо- 
го исследования. Механизмы возникновения 
ПМЗО и коморбидные заболевания, способству- 
ющие их развитию, до конца не изучены. Одним 
из факторов, способствующим развитию пер- 
вично-множественных злокачественных опухо- 
лей может являться угнетение работы иммунной 
системы. 

Целью настоящего исследования явилось из- 
учение уровней ММР-9 в ткани меланомы В16/ 
F10 и карциномы лёгкого Льюиса при самосто- 
ятельном и сочетанном варианте их роста у мы- 
шей с первичным иммунодефицитом. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

В качестве коморбидной патологии был вы- 
бран первичный иммунодефицит, моделью 
которого являются мыши Balb/c Nude. Работа 
выполнена на самках (n=24) массой 16-18 г., по- 
лученных из питомника лабораторных живот- 



ных «Пущино» Филиала Института биооргани- 
ческой химии им. академиков М.М. Шемякина 
и Ю.А. Овчинникова (Московская область). В 
работе использовали опухолевые штаммы мы- 
шиной меланомы В16/F10 и карциномы Лью- 
иса, полученные из РОНЦ им. Н.Н. Блохина 
РАМН (г. Москва). Все животные содержались 
при естественном режиме освещения со свобод- 
ным доступом к воде и пище. Работа с живот- 
ными проводилась в соответствии с правилами 
«Европейской конвенции о защите животных, 
используемых в экспериментах» (Директива 
86/609/ЕЕС), с «Международными рекоменда- 
циям по проведению медико-биологических 
исследований с использованием животных» и 
приказом Минздрава России от 19 июня 2003 г. 
№ 267 «Об утверждении правил лабораторной 
практики». Протокол экспериментального ис- 
следования был одобрен Комиссией по биоэтике 
ФГБУ «НМИЦ онкологии» Минздрава России 
от 01.09.2020, протокол этического комитета 
№21/99. 

Животные были разделены на группы по 6 
особей в каждой: 1 – интактные, 2 – изолиро- 
ванный рост меланомы В16/F10, 3 – изолирован- 
ный рост опухоли Льюиса (LLC); 4 – сочетан- 
ный рост В16/F10 и LLC. Мышам 4 – основной 
группы последовательно проводили трансплан- 
тацию опухолевых клеток: под кожу спины чуть 
ниже угла правой лопатки вводили 0,5 мл взвеси 
опухолевых клеток В16/F10 в физиологическом 
растворе в разведении 1:20, с другой стороны – 
чуть ниже угла левой лопатки подкожно вводили 
0,5 мл опухолевой взвеси LLC, содержащей 0,5 
млн. опухолевых клеток. В экспериментальных 
группах 2 и 3 – для роста опухолей в изолиро- 
ванном варианте, оба штамма трансплантирова- 
ли разным животным в той же дозе и объёме, 
что и в группе с ПМЗО под кожу спины чуть 
ниже угла правой лопатки. На животных ли- 
нии BALB/c, которые являются общепринятой 
контрольной моделью для мышей Balb/c Nude, 
используемые в эксперименте штаммы злокаче- 
ственных опухолей, ни в самостоятельном, ни 
в сочетанном вариантах не воспроизводились. 
Этот факт являлся доказательством роли пер- 
вичного иммунодефицита в возникновении и 
развитии злокачественных новообразований. 

Замеры опухолевого узла проводили в 3 вза- 
имно перпендикулярных направлениях, про- 
изведение которых представляло собой объем 
опухолевого узла. Животных декапитировали. В 
гомогенатах ткани опухоли и ее перифокальной 
зоны (0,5 см от видимого края новообразования) 
у животных всех групп методом ИФА определя- 
ли содержание ММР-9 (eBioscience, США), на 
анализаторе Infiniti F50 TECAN (Австрия). 

Статистическую обработку результатов про- 
водили с помощью программы Statistica 10.0. 
Данные представлены в виде среднего значения 
± стандартная ошибка среднего. Соответствие 
распределения нормальному оценивали с по- 
мощью критерия Шапиро-Уилка. Значимость 
различий между независимыми выборками 
оценивали с помощью t-критерия Стьюдента и 
критерия Манна-Уитни. Корреляционный ана- 
лиз проводили с помощью критерия Спирмена. 
Значимыми считали различия при p<0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Результаты изучения уровня ММР-9 в раз- 
личных тканях мышей-самок представлены в та- 
блице 1. Установлено, что при самостоятельном 
варианте роста уровень ММР-9 в ткани опухоли 
В16/F10 не имел статистически значимых отли- 
чий от показателя в ткани опухоли LLC. 

При ПМЗО уровень ММР-9 в ткани опухо- 
ли В16/F10 был 3,9 раза выше, чем в опухоли 
LLC (таблица 1). Интересно, что прослеживает- 
ся явная корреляционная связь между объемом 
опухоли (таблица 2) и уровнем ММР-9 в тка- 
ни опухоли для меланомы В16/F10 и LLC при 
сочетанном варианте их роста r=0,83, р<0,05 и 
r=0,85, р<0,05 соответственно. 

В ткани кожи, не затронутой злокачествен- 
ным процессом, при самостоятельном варианте 
роста В16 и LLC уровень ММР-9 был в 4,1 раза 
и 2,4 раза соответственно выше, чем показатель 
в коже интактных мышей, а при сочетанном ва- 
рианте – в среднем в 2,8 раза. При этом, уровень 
ММР-9 в ткани не затронутой злокачественным 
процессом кожи при самостоятельном вариан- 
те роста В16 был в 1,5 раза (р<0,05) выше, чем 
при сочетанном, в ткани не затронутой злокаче- 
ственным процессом кожи при LLC значения не 
имели достоверных отличий. 

В ткани перифокальной зоны при самосто- 
ятельном варианте роста В16 уровень ММР-9 
был в 1,9 раза (р<0,05) выше, чем в интактной 
ткани, но в 2,2 раза и 1,5 раза (р<0,05) соответ- 
ственно ниже, чем в ткани не затронутой злока- 
чественным процессом кожи при самостоятель- 
ном и сочетанном варианте роста опухоли. В 
ткани перифокальной зоны при самостоятель- 
ном варианте роста LLC уровень ММР-9 был 
выше: в 5,5 раза, чем в интактной ткани, в 2,3 
раза и 1,9 раза соответственно, чем в ткани не 
затронутой злокачественным процессом кожи 
при самостоятельном и сочетанном варианте 
роста опухоли. При этом уровень ММР-9 в пе- 
рифокальной зоне опухоли при самостоятель- 
ном варианте роста В16 и LLC был выше, чем 
в ткани опухоли в 1,9 раза и 6,7 раза соответ- 
ственно. 



Таблица 1 

Содержание ММР-9 в коже, опухоли и ее перифокальной зоне у самок мышей Balb/c Nude 
 

 

показа- 
тель 

кожа 
изолированный рост 

опухоли 
ПМЗО 

 

интактная 
при изоли- 
рованном 

росте 

 

при ПМЗО 

 

опухоль 
перифо- 
кальная 

зона 

 

опухоль 
перифо- 
кальная 

зона 

 
 

ММР-9 

 
 

4,8±0,5 

В16/F10 

19,5±2,1
1,3

 13,4±1,3
1,2

 4,8±0,6 9,0±1,0
1,3

 6,7±0,5
1,2,3

 4,1±0,6
2,3

 

LLC 

11,3±1,5
1
 13,5±1,7

1
 3,9±0,5 26,2±2,4

1
 1,7±0,2

1,2
 2,2±0,3

1,2
 

Примечание: 
1
 – статистически значимо по отношению к показателю в интактной коже; 

2
 – стати- 

стически значимо по отношению к показателю при одиночном варианте роста; 
3
 - статистически 

значимо по отношению к показателю в LLC 

 
Объем опухолей и продолжительность жизни мышей самок Balb/c Nude с ПМЗО 

Таблица 2 

 

Показатели В16/F10 LLC 
ПМЗО 

В16/F10 LLC 
  

V опухолей на 22 
сутки, см

3
 

3,90±1,96 4,74±1,08 6,89±1,94* 2,03±0,21+1 

количество 
животных с мета- 

стазами 

 
100% 

 
- 

 
30% 

 
- 

продолжитель- 
ность жизни, сутки 

26,00±0,58 28,67±0,33 22,67±0,88*,+ 
 

Примечание: * – значимость отличий по сравнению с изолированным ростом меланомы, + – значи- 
мость отличий по сравнению с изолированным ростом карциномы Льюиса, 1 -значимость отличий 
карцинома Льюиса от меланомы в модели ПМЗО 

 

В ткани перифокальной зоны при сочетанном 
варианте роста В16 уровень ММР-9 не имел до- 
стоверных отличий от показателя в интактной 
ткани, но был в 4,8 раза и 3,3 раза соответствен- 
но ниже, чем в ткани не затронутой злокаче- 
ственным процессом кожи при самостоятельном 
и сочетанном варианте роста опухоли. В ткани 
перифокальной зоны при сочетанном варианте 
роста LLC уровень ММР-9 был ниже: в 2,2 раза, 
чем в интактной ткани, и в 5,1 раза и 6,1 раза со- 
ответственно, чем в ткани не затронутой злока- 
чественным процессом кожи при самостоятель- 
ном и сочетанном варианте роста этой опухоли. 
При этом уровень ММР-9 в перифокальной зоне 
В16 при сочетанном варианте роста был ниже, 
чем в ткани опухоли в 1,6 раза (р<0,05) и не 
имел достоверных отличий при LLC. 

ОБСУЖДЕНИЕ 

В настоящем исследовании, прежде всего, об- 
ращало внимание, что уровень ММР-9 в ткани 
опухоли В16/F10 и LLC был ниже, чем в коже, 

не затронутой злокачественным процессом, а 
при самостоятельном варианте роста опухо- 
лей – ниже, чем в перифокальной зоне. Это 
было удивительно, учитывая привычную роль 
металлопротеиназ. 

Первоначальное представление о том, что 
ММР действуют как ферменты, способствую- 
щие росту опухоли и метастазированию, расчи- 
щая путь опухолевым клеткам для вторжения, 
в последнее десятилетие было поставлено под 
сомнение. Стало ясно, что ММР участвуют во 
многих стадиях прогрессирования и метастази- 
рования опухоли и, следовательно, теперь счи- 
таются многогранными протеазами. Более того, 
недавние экспериментальные данные показыва- 
ют, что некоторые члены семейства MMP ведут 
себя как ферменты, подавляющие опухоль, и 
поэтому должны рассматриваться как мишени 
в терапии рака. Сложность про-, противоопухо- 
левых и метастатических функций ММР может 
частично объяснить, почему ингибиторы широ- 



кого спектра действия не прошли клинические 
испытания III фазы [15]. 

Вместе с тем, нами показана значительная 
корреляция уровня ММР-9 с объемом опухоле- 
вых узлов при сочетанном варианте роста В16/ 
F10 и LLC, что свидетельствует в пользу не- 
посредственного участия этой металлопротеи- 
назы в развитии опухолей. Хотя в работе [16] 
показано, что аденовирусная доставка MMP-9 
после подкожной инъекции клеток MCF-7 го- 
лым мышам увеличивала активность MMP-9 
in vivo, уменьшала рост опухоли, индуцирова- 
ла экспрессию эндостатина и уменьшала плот- 
ность микрососудов. Сообщалось, что у мышей 
с дефицитом MMP-9 наблюдались пониженные 
уровни циркулирующего тумстатина и повы- 
шенный рост опухоли имплантированных кле- 
ток рака легкого Льюиса. 

Интересные изменения уровня ММР-9 най- 
дены в ткани перифокальных зон: при самосто- 
ятельном варианте роста опухолей уровень же- 
латиназы значимо превышал показатели в ткани 
опухоли, а при сочетанном либо был ниже, как 
при В16, либо не имел достоверных отличий. 
Что касается меланомы В16, то уровень ММР- 
9 можно было бы связать с метастазированием: 
при самостоятельном варианте роста у 100% 
самок были метастазы в различные органы, а 
при сочетанном варианте только у 30% (табли- 
ца 2). Однако при LLC ни при одном из вари- 
антов не обнаружено у животных метастазов. 
С другой стороны, возможно и участие воспа- 
лительных реакций в этой зоне, так как извест- 
но, что среда микроокружения опухоли сродни 
воспалительной реакции в заживающей ране, 
которая способствует ангиогенезу, обновлению 
внеклеточного матрикса (ECM) и подвижности 
опухолевых клеток [12]. Последние технологи- 
ческие разработки заметно продвинули наше 
понимание ММР, как модуляторов микросреды 
опухоли. Помимо своей роли в обновлении ECM 
и миграции раковых клеток, ММР регулируют 
сигнальные пути, которые контролируют вос- 
паление или ангиогенез, и могут даже работать 
непротеолитическим образом. 

Матричная металлопротеиназа участвует в 
процессах, которые происходят во время зажив- 
ления кожных ран, таких как воспаление, ремо- 
делирование матрикса и эпителизации. ММР-9, 
которая не экспрессируется кератиноцитами 
в физиологических условиях, индуцируется в 
передней части мигрирующего эпителиального 
слоя и прогрессивно распространяется дисталь- 
но к мигрирующему фронту при заживлении 
ран кожи. Мыши с дефицитом экспрессии ММР- 
9 обнаруживают замедленную реэпителизацию, 
что позволяет предположить, что ММР-9 требу- 

ется для достижения надлежащего заживления 
ран [17]. С другой стороны, исследования по- 
казали, что во время старения кожи отмечается 
повышенная экспрессия ММР, включая MMP-9, 
и это связано с деградацией компонентов ECM 
или накоплением эластического материала [18]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таким образом, при сочетанном развитии 
двух злокачественных патологий – меланомы 
В16/F10 и карциномы лёгкого Льюис уровень 
ММP-9 в опухолевых образцах имел положи- 
тельную корреляцию с объемами первичных 
узлов. Каким бы ни был уровень ММР-9 в ткани 
опухоли и ее перифокальной зоне, ясно, что он 
непосредственно участвует в развитии опухоле- 
вой болезни. 
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