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Резюме 
 
Цель исследования – дать клиническую и биологическую характеристику ММП14 как гену, способст-

вующему появлению реккурентной глиобластомы. 
Проанализированы клинические данные 108 и 129 образцов, представленные базами данных Rembrandt и 

Oncomine. Биологическое значение ММП14 было проанализировано путем нокдауна клеток U87 и U251 с по-
следующим анализом их клеточного деления с помощью проточной цитофлуориметрии и генетического анали-
за уровня экспрессии генов, отвечающих за клеточное деление. 

Ингибирование ММП14 нарушало деление опухолевых клеток и приводило к накоплению их в фазе G2 
клеточного деления, что коррелируют с уровнем экспрессии специфических киназ. Последующее облучение кле-
ток ионизирующей радиацией и лечение темозоломидом приводило к значительному нарушению клеточной про-
лиферации, а комбинация темозоломида с ионизирующим излучением усиливала противоопухолевый эффект.  

Полученные данные свидетельствуют о значительном уровне экспрессии ММП14 в неопластических 
клетках глиобластом. Коррекция гена ММП14, отвечающего за резистентность к темозоломиду и ионизирую-
щей радиации, приводит к усилению их антиопухолевого эффекта.  
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Abstract 
 
The main goal of our study is to provide clinical and biological assessment of MMP14 as gene that causes recur-

rent glioblastoma. We analyzed expression of MMP14 in 108 and 129 samples represented by Rembrandt  
8РOncomine databases. The biological significance was done is based on genetic knockdown and rescuing of 

MMP14 attenuated U87 and U251 glioma cells followed by cytofluorimetry and array gene expression. As expected, 
genetic silencing of MMP14 led to accumulation cells in the “G2” phase of cell divisions which correlates to cell 
kinase’s expression. Furthermore, exposure of MMP14 to ionizing radiation and temozolomidt treatments prolongs 
glioma cell proliferation and increase the anti-glioma effect of temozolomide-ionizing radiation therapeutic combina-
tion. Our data suggest that most of the neoplastic glioma cells express significantly MMP14.Therefore, alteration of 
MMP14, improves anti-tumor effect.  

 
Keywords: glioblastoma multiforme, MMP14, Temozolomide. 
 
Введение 
 
ГБМ представляет собой агрессивную опу-

холь головного мозга человека, которая обладает 
высокой резистентностью к стандартной терапии 

[1; 3; 8]. Текущие терапевтические подходы, осно-
ванные на хирургической резекции, радиотерапии и 
химиотерапии, пролонгируют выживаемость паци-
ентов, но не предотвращают появление рекуррент-
ной опухоли [11]. Таким образом, понимание меха-
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низма, отвечающего за образование опухоли, имеет 
большое клиническое значение. 

Металлопротеиназы являются ключевыми 
молекулами, отвечающими за миграцию и инвазию 
опухолевых клеток [2; 3]. Среди всех возможных 
типов металлопротеиназ, металлопротеиназа типа 
14 является важным регулятором жизнеобеспече-
ния опухоли. Недавно опубликованные результаты 
показывают, что роль ММП14 в процессе форми-
рования опухоли не ограничена только миграцией 
[7]. Оказалось, что ММП14 участвует в ангиогенезе 
клеток и активации резистентности к терапии [9; 
14]. Более того, ингибирование опухолевых клеток 
полиММП-ингибитором, химическим агентом ма-
римастат, продлевало жизнь больных с опухолями 
головного мозга после стандартного курса радиоте-
рапии [6; 10]. Наши недавние результаты показы-
вают, что ингибирование ММП14 нарушает проли-
ферацию опухолевых клеток [12]. Таким образом, 
впервые показана роль ММП14 в регуляции про-
лиферации клеток глиобластом. В настоящей рабо-
те нами продемонстрирована ведущая роль ММП14 
в регуляции деления клеток, а также важное значе-
ние ингибирования ММР14 для терапии глиобла-
стом человека в присутствии ионизирующей ра-
диации и темозоломида. 

 
Материалы и методы 
 
Клеточные линии 
Эмбриональные клетки почки эмбриона че-

ловека HEK293, клетки глиобластомы человека 
U251 и U87 были получены из американской кол-
лекции клеточных линий (ATCC, Manassas, США). 
Клетки были выращены в Дульбеко модифициро-
ванной среде Игла (DMEM; Life Technologies, 
США), содержащей 10 %-ной фетальной бычьей 
сыворотки (GIBCO-Life Technologies, США), L-
глутамин (2мM), пенициллин (100 IU/мл), стрепто-
мицин (50 мг/мл) в 5 % CO2 при температуре 
+37 °C. 

 
Химические реагенты и вирусные векторы  
Темозоломид и поли-ММП ингибитор мари-

мастат были получены из Sigma-Aldrich (St Luis, 
Миссури, США). В качестве растворителя для те-
мозоломида использовали ДМСО, для маримастата 
– воду. Для тестов in vitro использовали стоковый 
раствор (100 мM для темозоломида и 3,8 мM для 
маримастата), из которого готовили ряд десятикрат-
ных разведений в среде ДМЕМ или МЕМ. Все стоко-
вые растворы хранили при температуре –20 °C. Для 
получения стабильно-трансфицированных линий кле-
ток по методу, описанному ранее [12], был использо-
ван лентивирусный вектор (Mission shRNA lentivirus 
transduction particles, Sigma Chemicals, St Luis, Миссу-
ри, США), содержащий либо контрольную анти-сенс 
(SHC002V), либо смысловую к гену ММП14 человека 
(NM_004995.2, TRCN0000050854) РНК. 

 
Количественный ПЦР 
Тотальная РНК была выделена из U87 и 

U251 клеток глиобластом человека, стабильно 
трансфицированных лентивирусом содержащим 
анти-сенс РНК к РНК гена ММП14 или контрольный 
РНК с помощью набора Rneasy mini kit (Qiagen, 
США). 1X TaqMan® One-Step RT-PCR Master Mix 
Reagents Kit (Applied Biosystems, Foster City, Кали-
форния, США) использовали для получения кДНК, ее 
копийность анализировали с помощью ПЦР в реаль-
ном времени. Реакцию количественного ПЦР с прай-
мерами проводили на амплификаторе Opticon 2 (Bio-
Rad, USA). Последовательности праймеров, исполь-
зованные в количественном ПЦР, были опубликова-
ны раннее [5; 13; 15]. В качестве референсного гена 
использовали актин [4]. 

 
Определение ассоциации гена ММП14  
с генами, участвующими в делении клеток 
Аттенуированные лентивирусом, содержа-

щим либо анти-сенс РНК к ММП14, либо кон-
трольную РНК, клетки глиобластом человека U87 и 
U251, выращенные в присутствии пуромицина, 
были использованы для выделения тотальной РНК 
с последующим анализом экспрессии клеточных 
генов, используя SAbioscience cell cycle RT2 profiler 
PCR (Qiagen, США). Уровень экспрессии каждого 
из 84 генов, участвующих в регуляции клеточного 
деления и дифференцировки, был определен по 
отношению к уровню РНК актина. 

 
Тест для определения  
пролиферации клеток (MTT) 
Опухолевые клетки культивировали при тем-

пературе +37 °С в присутствии 5 % СО2 в среде 
ДМЕМ, содержащей 2 мМ L-глутамина и 10% фе-
тальной бычьей сыворотки («Atlanta Bio», Atlanta, 
США). Клетки, достигшие логарифмической фазы 
роста, пересаживали в плоскодонные 96-луночные 
микропланшеты («Costar», США) по 5 000–6 000 
клеток на лунку и преинкубировали в указанных 
выше условиях в течение 24 ч перед добавлением 
тестируемого вещества – темозоломида в количестве 
10 или 100 мкМ. Через 120 ч от начала эксперимента 
в каждую лунку добавили 3-(4,5-диметилтиазолил-2-
ил)-2,5-дифенилтетразолия бромид (МТТ).  

Спустя 4 часа инкубации при 5% CO2 и 37 
°C, в каждую лунку добавили 100 мкл ДМСО для 
ингибирования метаболической реакции и раство-
рения формазана, образованного активно делящи-
мися клетками. Оптическое поглощение было из-
мерено при длине волны 540 нм. Жизнеспособ-
ность клеток производили по исключению красите-
ля трипанового синего (Fisher Scientific США). Об-
лучение клеток в присутствии ДМСО или темозо-
ломида осуществлялось в установке «Phillips» в 
суммарной дозе 2 Гр при помощи дозы 1 Гр/мин. 

 
Биоинформатический анализ  
экспрессии генов  
с использованием научных баз данных  
Использовали базы данных Oncomine и 

Rembrandt, содержащие данные об экспрессии ге-
нов в тканях и клеточных линиях, выделенных от 
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онкологических больных с различной степенью злокачественности.  

 
 

Рис. 1. Клиническое значение экспрессии ММП14 для пациентов с глиобластомами: 
А. Влияние ММП14 на выживаемость; 
Б. Графический анализ экспрессии гена ММП14 в клетках пациентов с первичными и вторичными 

глиобластомами и здоровых пациентов;  
В. Уровень экспрессии гена ММП14 в клетках пациентов с глиобластомами, *p<0,05. 

 
Уровень выживаемости пациентов с глиоб-

ластомами мозга в зависимости от уровня экс-
прессии в тканях гена ММП14, был проанализи-
рован с помощью Каплан-Мейер кривой выжи-
ваемости и логарифмических данных, показы-
вающих сравнительные уровни экспрессии в тка-
нях здоровых и онкологических больных, для по-
строения диаграмм. 

 
Статистический анализ 
Результаты представлены в виде стандартного 

значения ± стандартное отклонение. Статистический 
анализ был выполнен с использованием теста Стью-
дента (SPSS 13.0, Чикаго, Иллинойс, США). Разница 
меньше 0,05 означала существенное различие. 

 
Результаты и обсуждение 
 
Данные, представленные на рис 1, А, пока-

зывают, что уровень ММП14 существенно влияет 
на выживаемость пациентов с глиобластомой ГМ. 
Оказалось, что в тканях пациентов, имеющих более 

агрессивную форму глиомы – вторичную, и высо-
кий уровень экспрессии ММП14, уровень выжи-
ваемости сравнительно низок по отношению к вы-
живаемости пациентов с первичной глиомой 
(p=0,024, соотношение риска (HR)=0,42). На моле-
кулярном уровне мы определили, что пациенты со 
вторичными глиомами имеют более высокий уро-
вень экспрессии ММП14 (как группа), в сравнении 
с таковым первичной ГБМ (рис. 1, Б). Эти данные 
показывают, что ММП14 вовлечен в патологиче-
ский процесс, а возможное его ингибирование мо-
жет иметь важное терапевтическое значение. 

На следующем этапе работы мы проанализи-
ровали уровень изменчивости генов, отвечающих 
за клеточной деление и имеющих тесное взаимо-
действие с ММП14. Оказалось, что ингибирование 
ММП14 сушественно увеличивало экспрессию ге-
нов, отвечающих за восстановление поврежденной 
ДНК и клеточное деление (рис. 2, А). Последую-
щий количественный ПЦР подтвердил, что уровень 
ATM, ATR, CDK, а также циклин Е в ММП14-
аттенуированных клетках был увеличен в среднем 
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в 3–52 раза по отношению к Scramble (контроль) инфицированным клеткам (рис. 2, Б).  

 
 

Рис. 2. Транскрипционный анализ экспрессии генов, вызванных ингибированием ММП14.  
А. Результаты аттенуации генов клеток линии U87 при ингибировании ММП14;  
Б. Количественный анализ экспрессии РНК генов в стабильно-аттенуированных клетках линий U87 и 

U251. Эксперименты повторены трижды, *p<0,05. 
 

 
 

Рис. 3. Маримастат сенсибилизирует клетки глиобластом к комбинации темозоломида и ионизирующей ра-
диации: 

А. Маримастат нарушает клеточное деление U118 и аккумулирует клетки в G2 фазе клеточного 
цикла;  

Б. Влияние терапии с применением маримастата на пролиферацию клеток глиобластом U87, U118 и 
U251 в присутствии ионизируюшей радиации (2 Грей, XRT) и темодара (10 или 100 мкМ). Анализ 
уровня пролиферации проведен с помощью МТТ-теста. Результаты получены на основании 2 неза-
висимо проведенных экспериментов, содержащих 4 повтора на каждый вид терапии, *p<0,05; 
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**P<0,01; ***p<0,001. 

 
 

Рис. 4. Генетическое ингибирование ММП14 усиливает эффект темозоломида и ионизирующей радиации. Ак-
кумуляция клеток U87 и U251 в фазе G2 клеточного цикла ассоциирована с ингибированием ММП14. 
Tемозоломид (100мкМ) и ионизирующая радиация (2 Грей, однократное облучение). 
 

Таким образом, наши результаты свиде-
тельствуют, что ген ММП14 регулирует экспрес-
сию клеточных циклин-зависимых киназ и активи-
рует механизм восстановления поврежденной ДНК. 

При изучении противоопухолевой актив-
ности ММП14 нами впервые показано, что ингиби-
рование ММП14 снижает пролиферацию клеток 
глиобластомы. В данной работе нами показано, что 
нарушение клеточного деления путем ингибирова-
ния мРНК гена ММП14 приводило к усилению эф-
фекта темозоломида и ионизирующей радиации.  

Так, однократное облучение клеток иони-
зирующей радиацией в присутствии ингибитора 
ММП14 увеличивало токсичность с 11% до 42 % в 
различных линиях клеток. Более того, в случае 
применения темозоломида в концентрациях 10 или 
100 µМ наблюдалось статистически значимое уси-
ление его противоопухолевого эффекта (p<0,05). 
По-видимому, усиление токсичности темозоломида 
и ионизирующей радиации наблюдалось вследст-
вие сочетания их эффекта на клеточное деление, 
что привело к снижению накопления клеток в фазе 
G1 с 60 % до 39 % (U87) и с 43 % до 35 % (U251).  

Параллельно мы детектировали, что умень-
шение клеток в G1 фазе сопровождалось накопле-
нием клеток в фазе G2 с 23 % до 42 % (U87) и с 
39 % до 42 % (U251). Нами было установлено, что в 
неопластических клетках наблюдалось усиление 
противоопухолевого эффекта темозоломида и ио-
низирующей радиации в случае генетического нок-
дауна ММП14. 

 
Заключение 
 
Таким образом, наши результаты показы-

вают, что экспрессия гена ММП14 тесно связана с 
экспрессией генов, отвечающих за регуляцию кле-
точного деления. Более того, значительное ингиби-
рование клеточного деления вледствие интерефере-
ции РНК гена ММП14 приводило к усилению эф-
фекта темозоломида и ионизирующей радиации. 
Результаты использования ингибитора ММП мари-
мастата, применяющегося в экспериментальном ле-
чении глиобластом человека, позволяют говорить 
наличии терапевтического эффекта ингибирования 
ММП14, что может быть полезно в нейроонкологии. 
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