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Экспрессия матриксных металлопротеиназ, в частности MT1-MMP, повышена в клетках рака под-
желудочной железы (РПЖ), что ассоциировано с усилением способности опухоли к пролиферации,
инвазии и миграции. MT1-MMP в настоящий момент рассматривается в качестве перспективной
мишени для медикаментозной терапии РПЖ. Однако использование ингибиторов и терапевтиче-
ских антител к MT1-MMP ограничено узкими временными рамками: эффективность их действия
достигает максимума только на ранней бессимптомной стадии заболевания. Эта проблема может
быть решена методом активной иммунизации собственными MMP на стадии обнаружения первич-
ной опухоли. В этом случае терапевтический эффект могут оказывать MMP-специфичные антите-
ла, продукция которых возобновляется при появлении рецидивов. В результате проведенного ис-
следования подобран оптимальный режим активной иммунизации фрагментами MT1-MMP, поз-
воляющий получать высокий титр специфичных антител, блокирующих ферментативную
активность этой ММР в сыворотке крови мышей линии C57BL/6. Полученные антисыворотки сни-
жают миграцию клеток PANC-02 (РПЖ мышей) через коллагеновый матрикс, а также ингибируют
активацию основных индукторов эпителиально-мезенхимального перехода: TGF-β и MMP-2. В
перспективе результаты, полученные в ходе исследования, могут быть использованы при разработ-
ке препаратов для иммунотерапии РПЖ, а предлагаемый подход ‒ для дизайна противоопухолевых
препаратов пролонгированного действия.
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Рак поджелудочной железы (РПЖ) относится к
агрессивным злокачественным новообразованиям:
средние время жизни пациентов после постановки
диагноза составляет 4‒6 месяцев, а 5-летняя выжи-
ваемость только 5‒7% [1]. Во многом это связано с
тем, что ранние стадии заболевания протекают бес-
симптомно, что затрудняет своевременную диа-
гностику РПЖ – только у 20% пациентов с впер-
вые диагностированным РПЖ опухоль подлежит
хирургическому лечению [2] ‒ наиболее дей-
ственному способу терапии, так как эффектив-
ность радио- и химиотерапии в отношении этого
типа рака остается крайне низкой. Так, выживае-
мость пациентов, прошедших курс химиотерапии
препаратом нового поколения гемцитабином,
одобренным для лечения прогрессирующего

РПЖ [3], составляет в среднем 6 месяцев [1]. Сле-
дует сказать, что у 85% успешно прооперирован-
ных пациентов в течение 3 лет развиваются реци-
дивы, что снижает выживаемость больных РПЖ
[4]. При проведении адъювантной химиотерапии
(с использованием агента S-1 или гемцитабина)
доля пациентов, у которых наблюдаются рециди-
вы опухоли, снижается, но все равно остается
крайне высокой – около 70% в 3-летней перспек-
тиве [5, 6]. И тут важнейшая задача ‒ диагностика
локальных рецидивов, когда еще возможно их
удаление. К сожалению, методы томографии, ко-
торые используют в этом случае, далеко не всегда
позволяют детектировать опухоль, возникшую в
ранее прооперированной ткани [2].
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Таким образом, в настоящий момент большое
внимание уделяется поиску терапевтических под-
ходов, позволяющих замедлить рост рецидивной
опухоли и локализовать ее, тем самым сохраняя ее
на момент обнаружения в состоянии, поддающем-
ся хирургическому лечению. Например, в качестве
перспективных мишеней рассматриваются мат-
риксные металлопротеиназы (MMP) [7]. Извест-
но, что экспрессия ряда металлопротеиназ
(MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MT1-MMP,
MT2-MMP, MT3-MMP) повышена в клетках
РПЖ [8], а в крови больных РПЖ детектируют
MMP-2, MMP-7 и MMP-9, которые предлагают
использовать в качестве диагностических марке-
ров [9]. Основной эффект MMP в прогрессии опу-
холи обусловловлен протеолизом коллагена ‒
ключевого компонента внеклеточного матрик-
са, ‒ что способствует опухолевой инвазии и
ангиогенезу [10]. Протеолитическая активность
ряда MMP задействована в регуляции активности
факторов, индуцирующих онкогенез. Так, MMP-2
и MT1-MMP активируют TGF-β, который, в
свою очередь, индуцирует эпителиально-мезен-
химальный переход (ЭМП) [11, 12]. Показано, что
MT1-MMP участвует в процессинге TGF-β-свя-
зывающего белка 1 (LTBP-1), тем самым индуци-
руя высвобождение латентного TGF-β и последу-
ющую активацию белков семейства Snail, усили-
вающих инвазию и миграцию раковых клеток
[13]. Именно селективное ингибирование MT1-
MMP, но не MMP-2, ассоциировано с подавле-
нием активности Snail [13]. Еще одна мишень
MT1-MMP ‒ микроРНК let-7, которая отвечает
за деградацию мРНК HMGA2 (High Mobility
Group AT-hook 2) ‒ белка, вовлеченного в орга-
низацию структуры хроматина и контроль экс-
прессии генов. Повышение экспрессии HMGA2,
сопровождающееся усиленным фосфорилирова-
нием ERK1/2, ассоциировано с устойчивостью ра-
ковых клеток к гемцитабину, в то время как инги-
биторы MT1-MMP снижают развитие резистент-
ности [14]. Кроме того, под действием MT1-MMP
идет протеолиз и активация MMP-2 [15]. На ос-
новании вышеизложенного логично предполо-
жить, что MT1-MMP стоит рассматривать в каче-
стве перспективной терапевтической мишени
для лечения РПЖ [16].

В клинических испытаниях MMP-ингибито-
ров широкого спектра, таких как маримастат и
таномастат, как препаратов для лечения РПЖ,
выявлена их эффективность, хотя она была зна-
чительно ниже, чем для селективных ингибито-
ров (в частности специфичных антител DX-2400
и LEM-2/15) [8]. В настоящий момент известно,
что низкая эффективность MMP-ингибиторов
широкого спектра, прежде всего, связана с инги-
бированием MMP-9. Это нежелательная мишень
при терапии РПЖ, так как отсутствие MMP-9 ас-
социировано с повышенным уровнем интерлей-

кина-6 (IL-6) и усилением инвазивного и мета-
статического потенциала клеток опухоли в ре-
зультате активации сигнального каскада STAT-3
[17]. Следует сказать, что многообещающие ре-
зультаты по снижению способности клеток РПЖ
к миграции получены для MT1-MPP-селектив-
ных ингибиторов (IS4, THCP8 и т.д.) и специ-
фичных антител (DX-2400, LEM-2/15 и т.д.) [8].
Важно отметить, что любые ингибиторы MMP эф-
фективны как противоопухолевые агенты только в
узком временном интервале – до того момента, ко-
гда произошло разрастание первичной опухоли
[18]. Это затрудняет использование низкомолеку-
лярных ингибиторов и антител к MMP при тера-
пии и предупреждении локальных рецидивов.
Именно с этим связывают тот факт, что в клини-
ческих испытаниях MMP-ингибиторов и -антител
до сих пор не получено желаемых результатов – на
прогрессирующей стадии онкологического забо-
левания они малоэффективны, хотя перспективы
их использования на ранних стадиях исследуют
[19]. Так, по результатам доклинических испыта-
ний, ингибиторы MMP эффективно подавляют
рост злокачественных опухолей на ранних стади-
ях заболевания [20], а их применение перед хи-
рургическим вмешательством позволяет снизить
вероятность возникновения как локальных реци-
дивов, так и метастазов [21].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Лабораторные животные. В исследовании ис-
пользованы самцы мышей линии C57BL/6 кате-
гории SPF в возрасте 8 недель. Животные были
получены из SPF-вивария лабораторных живот-
ных Института цитологии и генетики СО РАН
(Новосибирск, Россия). Мышей содержали в
стандартных условиях: температура 20–24°С
(дневная разница температуры не более 2°С), от-
носительная влажность воздуха 30–70%, свето-
вой цикл 12/12 с началом дневной фазы в 9:00 по
местному времени, стандартная диета. Все мани-
пуляции с животными проводили между 14:00 и
18:00 по местному времени.

Экспериментальные группы и иммунизация мы-
шей C57BL/6 фрагментами белка MT1-MMP.
Описание антигенов, а также названия экспери-
ментальных групп животных (n = 10 для каждой
группы) представлены ниже:

‒ imMT1: пептид AEPWTVRNEDLNGND, V-B
петля каталитического домена, использованная
для получения антител LEM-2/15, ингибирующих
активность MT1-MMP человека и мыши и не обла-
дающих кросс-реактивностью к другим MMP [22];

‒ imMT2: пептид NEITFCIQNY, фрагмент
MT-петли, используемый для получения антител,
блокирующих ферментативную активность MT1-
MMP [23];
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‒ imMT3: плазмидный вектор pcDNA 3.1, со-
держащий кодирующую последовательность пол-
ного каталитического домена MT1-MMP;

‒ imMT4: плазмидный вектор pcDNA 3.1, со-
держащий кодирующую последовательность пеп-
тида AEPWTVRNEDLNGND;

‒ imMT5: плазмидный вектор pcDNA 3.1, со-
держащий кодирующую последовательность пеп-
тида NEITFCIQNY;

‒ imMT6: плазмидный вектор pcDNA 3.1, со-
держащий кодирующую последовательность фраг-
мента каталитического домена MT1-MMP, часто
используемого в качестве антигена для продукции
антител (аминокислотные остатки 145‒174);

‒ пептидный контроль: инъекция белка KLH
(Keyhole Limpet Hemocyanin, гемоцианин лимфы
улитки) совместно с адъювантом;

‒ плазмидный контроль: инъекция “пустой”
плазмиды pcDNA 3.1.

Пептидные фрагменты (группы imMT1 и
imMT2), синтезированные на контрактной ос-
нове (“Life Tein”, США), конъюгировали со
стандартным белком-носителем KLH (“Sigma-
Aldrich”, США). Иммунизацию животных в
группах imMT1 и imMT2 проводили на 1, 10 и
21 сутки эксперимента, вводя подкожно препа-
рат, одна доза которого содержала 100 мкг ис-
следуемого конъюгата или контрольной суб-
станции и 100 мкл 2%-ного гидроксида алюми-
ния AlumVax (“OZ BIOSCIENCES”, Франция) в
качестве адъюванта.

Сборку плазмид для вакцинации (группы im-
MT3, imMT4, imMT5, imMT6) проводили на базе
вектора pcDNA 3.1 (“Promega”, США), широко
используемого для конструирования противоопу-
холевых ДНК-вакцинах [24]. Проводили амплифи-
кацию необходимых кодирующих последователь-
ностей, используя в качестве матрицы коммерчески
доступную полноразмерную последовательность,
кодирующую MT1-MMP (MG51026-UT, “Sino Bio-
logical”, США), и праймеры, содержащие сайты

рестрикции NheI для прямых праймеров и HindIII
для обратных (табл. 1). Смесь для ПЦР-амплифи-
кации включала 100 нг ДНК-матрицы, 200 мМ
каждого dNTP, однократный буфер Phusion HF
(F-530L; “Thermo Fisher Scientific”, США), 15 пк-
моль каждого праймера, 0.5 ед. активности
ДНК-полимеразы Phusion (F-530L; “Thermo
Fisher Scientific”). Общий объем смеси составлял
20 мкл. Амплификацию проводили в течение 35
циклов с использованием следующих условий:
денатурация ДНК при 98°С в течение 10 с, отжиг
праймеров при 6°С в течение 20 с, элонгация це-
пи ДНК при 72°С в течение 15 с. Полученные ам-
пликоны клонировали в плазмиду pcDNA 3.1 по
сайтам рестрикции NheI и HindIII, для чего про-
дукты амплификации и плазмиды обрабатывали
рестриктазами NheI и HindIII (“Thermo Fisher Sci-
entific”) при 37°С в течение 2 ч в рекомендуемом
производителем буфере Tango, после чего ампли-
коны и плазмиды лигировали с использованием
ДНК-лигазы T4 (“Thermo Fisher Scientific”). Со-
бранные плазмиды очищали, верифицировали и
накапливали в препаративных количествах с ис-
пользованием набора Plasmid Midiprep kit (“Invit-
rogen”, США) по методикам, опубликованным
ранее [25, 26]. Все полученные плазмиды вводили
мышам линии C57BL/6 по следующей схеме:
трехкратная внутримышечная инъекция раство-
ра, содержащего 100 мкг плазмиды (на 1, 10 и 21
сутки эксперимента).

Забор образцов крови. Забор образцов крови
проводили у всех иммунизированных животных
на 21 сутки эксперимента из лицевой вены мето-
дом открытой капли (в объеме 30 мкл), а на
30 сутки – из камер сердца (в объеме 600 мкл),
после чего проводили эвтаназию животных. Все
процедуры проводили под изофлурановым нар-
козом.

Определение титра антител к MT1-MMP в сы-
воротке крови иммунизированных животных. Тит-
ры антител в сыворотке крови оценивали мето-
дом иммуноферментного анализа (ИФА) с ис-

Таблица 1. Последовательности праймеров для амплификации фрагментов ДНК, кодирующих пептидные фраг-
менты MT1-MMP

a Обозначения: fw ‒ прямой праймер; rev ‒ обратный праймер.

Праймерa Последовательность, 5' → 3'

imMT3 fw ATAGCTAGCTACGCCATCCAGGGTCTCAA
imMT3 rev ATAAAGCTTCCCTGACTCACCCCCATAAA
imMT4 fw ATAGCTAGCGCCGAGCCTTGGACTGTC
imMT4 rev ATCAAGCTTGTCATTTCCATTCAGATCCT
imMT5 fw ATAGCTAGCAACGAAATTACCTTTTGCAT
imMT5 rev ATCAAGCTTATAGTTCTGAATGCAAAAGG
imMT6 fw ATAGCTAGCGCGTTTCGCGTGTGGGAAAG
imMT6 rev ATCAAGCTTTATATTCGCGAAGGCCATGAA
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пользованием конъюгированных с пероксидазой
хрена (HRP) антител кролика против IgG мыши
(“ИМТЕК”, Россия) и тетраметилбензидина
(TMB) в качестве субстрата HRP (ЗАО “Имму-
нотех”, Россия). Интенсивность окраски измеря-
ли на планшетном спектрофотометре при длине
волны 450 нм, как описано ранее [27]. Для опреде-
ления титров антител, выработанных на разные
антигены, использовали 96-луночные планшеты,
сенсибилизированные следующими препаратами:

‒ рекомбинантным белком MT1-MMP мыши
(“Creative Biomart”, США);

‒ рекомбинантным белком MT1-MMP чело-
века (“R&D Systems”, США), предназначенным
для контроля перекрестной специфичности мы-
шиных антисывороток с белком человека;

‒ рекомбинантным белком MMP-9 мыши
(“Novus Biologicals”, США), предназначенным
для контроля перекрестной специфичности мыши-
ных антисывороток к “нежелательной” мишени;

‒ бычьим сывороточным альбумином (BSA) для
контроля неспецифичного связывания антител.

Определение ферментативной активности мы-
шиных MT1-MMP и MMP-9. Анализ выполняли
с использованием рекомбинантных мышиных
белков MT1-MMP (“Creative Biomart”) и MMP-9
(“Novus Biologicals”), обладающих ферментатив-
ной активностью, и набора для определения ак-
тивности металлопротеиназ MMP Activity Assay
kit (ab112146; “Abcam”, Великобритания) с фир-
менным пептидным субстратом MMP Green. В
опытные образцы добавляли антисыворотки, со-
бранные на 30 сутки эксперимента, для оценки их
влияния на активность исследуемых металлопро-
теиназ. В качестве контроля использовали несе-
лективный ингибитор металлопротеиназ CP-101537
(“Sigma-Aldrich”). Анализ проводили по прото-
колам производителя.

Линии клеток. Клетки линии РПЖ мыши
PANC-02 приобретены в официальном репозито-
рии (ATCC, США). Клетки культивировали в сре-
де DMEM (“Life Technologies”, США), содержа-
щей 10% эмбриональной телячьей сыворотки
(FBS; “Thermo Fisher Scientific”).

Анализ антисывороток как ингибиторов мигра-
ционной активности клеток PANC-02. Миграцион-
ную активность клеток определяли на культураль-
ных планшетах с 8-микрометровыми вставками
Transwell (“Corning”, США), предварительно обра-
ботанными коллагеном 1 типа (“BD Biosciences”,
США). Скорость миграции клеток PANC-02 через
коллагеновый матрикс в присутствии/ отсутствие
исследуемых сывороток анализировали в течение
40 ч. В качестве положительного контроля ис-
пользовали антитела LEM-2/15 (“Creative Bio-
labs”, США), специфически ингибирующие фер-
ментативную активность MT1-MMP [22]. Под-
счет мигрировавших клеток осуществляли с

использованием колориметрического MTT-те-
ста по методике, описанной ранее [28].

Определение ферментативной активности MMP-2.
Клетки PANC-02 инкубировали с MT1-MMP-
специфичными антисыворотками, которые до-
бавляли непосредственно в кондиционную среду.
В качестве положительного контроля использо-
вали антитела LEM-2/15. Ферментативную ак-
тивности MMP-2 в кондиционной среде опреде-
ляли по отношению к фирменному пептидному
субстрату CS-61 с использованием набора MMP-2
Biotrak Activity Assay (“GE Healthcare”, США) по
протоколу производителя.

Определение содержания активной формы TGF-β
в кондиционной среде. Клетки PANC-02 инкуби-
ровали с MT1-MMP-специфичными антисыво-
ротками, которые вносили в кондиционную сре-
ду. В качестве положительного контроля исполь-
зовали антитела LEM-2/15. Измерение уровней
активной формы TGF-β1 в кондиционной среде
проводили методом ИФА с использованием на-
бора LEGEND MAX™ Free Active TGF-β1 ELISA
kit (“Biolegend”, США) по протоколу производи-
теля. Использованный метод позволяет опреде-
лить содержание активного (свободной формы)
TGF-β1, не детектируя при этом латентную фор-
му TGF-β1 ‒ в виде комплекса с латентно ассоци-
ированным пептидом (LAP).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Иммунизация мышей линии C57BL/6 пептидными 
фрагментами MT1-MMP индуцирует высокие 
титры антител, специфичных к MT1-MMP 

человека и мыши

Мышей линии C57BL/6 иммунизировали пеп-
тидными фрагментами металлопротеиназы MT1-
MMP с целью получения антисывороток, удовле-
творяющих следующим критериям: высокий титр
анти-MT1-MMP-антител; ингибирование фер-
ментативной активности MT1-MMP; отсутствие
кросс-специфичности к MMP-9 как “нежела-
тельной” мишени при терапии РПЖ. Последнее
требование связано с тем, что, как упоминалось
выше, в отсутствие MMP-9 активируется сиг-
нальный каскад STAT-3, вовлеченный в канцеро-
генез опухоли [17]. Именно этот фактор ограни-
чивает использование полноразмерного белка
MT1-MMP в качестве антигена, так как индуци-
руемые им поликлональные антитела могут быть
специфичны и к MMP-9. Для выбора оптималь-
ных условий иммунизации мы проанализировали
два основных типа антигенов: пептидные фраг-
менты MT1-MMP и плазмидные ДНК-вакцины,
кодирующие эти пептидные фрагменты (см. раз-
дел “Экспериментальные группы и иммунизация
мышей C57BL/6 фрагментами белка MT1-MMP”).
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Иммуногенность исследованных образцов
оценивали методом ИФА ‒ по титрам MT1-
MMP-специфичных антител в сыворотках крови
животных (рис. 1).

Из представленных результатов видно, что
наиболее высокие титры антител наблюдаются на
30 сутки при иммунизации агентами imMT1,
imMT3, imMT4 и imMT6. Следует заметить, что
при использовании пептидных антигенов (imMT1
и imMT2) уровень антител к MT1-MMP мыши и
человека повышается на 22 сутки и остается прак-
тически таким же на 30 сутки. В случае ДНК-кон-
струкций (imMT3, imMT4, imMT5 и imMT6)
титр антител на 30 сутки гораздо выше, чем через
22 суток. Более длительное время формирования

специфического ответа при использовании
ДНК-варианта иммуногенов может быть обу-
словлено многостадийностью процессов имму-
ногенеза: для выработки антител необходимо
проникновение плазмиды в мышечные клетки и
затем наработка в них антигена в достаточном
количестве [29].

Следует отметить, что для всех антител выяв-
лена перекрестная специфичность к MT1-MMP
мыши и человека, а сыворотки imMT3 и imMT6
связывались и с MMP-9 ‒ “нежелательным” ан-
тигеном. Широкая кросс-реактивность imMT3 и
imMT6 может быть связана с тем, что в качестве
иммуногена использованы крупные фрагменты
белка MT1-MMP, а это повышает вероятность

Рис. 1. Титры антител к MT1-MMP мыши и человека, а также к MMP-9 мыши в сыворотках крови мышей на 0, 22 и
30 сутки после завершения иммунизации образцами imMT1‒imMT6. Сыворотки анализировали методом ИФА, в ка-
честве антигенов использованы соответствующие белки: MT1-MMP мыши, MT1-MMP человека, MMP-9 мыши, а
также BSA (в качестве отрицательного контроля), ‒ адсорбированные на поверхности 96-луночного планшета. n = 10
для каждой группы. *Р < 0.01 относительно группы “пептидный контроль” для групп imMT1 и imMT2; относительно
группы “плазмидный контроль” для групп imMT3, imMT4, imMT5 и imMT6.
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присутствия в них эпитопов других металлопро-
теиназ.

Полученные антисыворотки ингибируют 
ферментативную активность MT1-MMP

На следующем этапе мы оценили способность
всех полученных антисывороток ингибировать гид-
ролитическую активность мышиных MT1-MMP
(рис. 2а) и MMP-9 (рис. 2б) по отношению к пеп-
тидному субстрату MMP Green.

Из результатов, представленных на рис. 2, вид-
но, что все полученные антисыворотки ингиби-
руют гидролитическую активность MT1-MMP по
отношению к пептидному субстрату MMP Green,
хотя для imMT2 и imMT5 этот эффект выражен
слабее, что коррелирует с низким содержанием
антител в этих сыворотках (рис. 1). Показано, что
сыворотки imMT3 и imMT6 не только связыва-
ются с MMP-9, но и ингибируют активность этой
металлопротеиназы, то есть дают нежелательный
эффект. На основании полученных результатов
дальнейшие исследования мы проводили на сы-
воротках imMT1 и imMT4, полученных на фраг-
мент AEPWTVRNEDLNGND белка MT1-MMP.

MT1-MMP-специфичные антисыворотки 
ингибируют миграцию клеток PANC-02

С целью оценить потенциал выбранных нами
сывороток, imMT1 и imMT4, как ингибиторов
инвазии и метастазировния раковых клеток мы
проанализировали их способность подавлять ми-
грацию клеток линии PANC-02 РПЖ мыши, для
которых характерна повышенная продукция ме-
таллопротеиназ MT1-MMP, MMP-9 и MMP-2
[30]. Результаты анализа скорости миграции кле-
ток PANC-02 через коллагеновый матрикс в тече-
ние 40 ч в присутствии антисывороток imMT1 и
imMT4 или контрольных антител LEM-2/15, спе-
цифично ингибирующих активность MT1-MMP
[22], представлены на рис. 3.

Из представленных результатов видно, что обе
антисыворотки: imMT1 и imMT4 ‒ замедляют
миграцию клеток PANC-02, причем по величине
этот эффект сопоставим с антителами LEM-2/15.
Таким образом, в системе in vitro получены обна-
деживающие результаты относительно действия
сывороток imMT1 и imMT4 на миграционную ак-
тивность раковых клеток. Ответ на вопрос, инги-
бируют ли они инвазивную активность и метаста-
зирование раковых клеток, предстоит дать в даль-
нейших исследованиях – уже в системах in vivo.

Рис. 2. Влияние исследуемых сывороток на фермен-
тативную активность мышиных MT1-MMP и MMP-9
in vitro. Анализ ферментативной активности выпол-
няли с использованием активных форм рекомбинант-
ных мышиных белков MT1-MMP (а) и MMP-9 (б) и на-
бора Activity Assay kit (ab112146; “Abcam”) для определе-
ния активности металлопротеиназ на пептидном
субстрате MMP Green. n = 10 для каждой точки. *Р < 0.01,
#Р < 0.05 (относительно отрицательного контроля).
Обозначения: К ‒ отрицательный контроль (без ин-
гибиторов); Пептид ‒ пептидный контроль; Плазми-
на ‒ плазмидный контроль; CP-101537 ‒ ингибитор
металлопротеиназ.
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представлены как процент клеток, мигрировавших
через вставку Transwell в течение 40 ч, от общего числа
нанесенных клеток (принято за 100%). n = 10 для каж-
дой точки. *Р < 0.01 относительно отрицательного
контроля. Обозначения см. в подписи к рис. 2.
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MT1-MMP-специфичные антисыворотки значимо 
снижают ферментативную активность MMP-2

и содержание активной формы TGF-β
в кондиционной среде

Нами проанализировано действие сывороток
imMT1 и imMT4 на регуляторные процессы, ко-
торые могут играть значимую роль в прогрессии
РПЖ. В частности известно, что субстратами
протеолитического действия MT1-MMP служат
такие белки, как MMP-2 [15] и TGF-β [11]. При
прогрессии опухоли активация TGF-β индуциру-
ет ЭМП [11], при этом активированная MT1-
MMP-протеолизом металлопротеиназа MMP-2,
как и MT1-MMP, тоже напрямую активирует
TGF-β [15]. С целью исследовать действие анти-
MT1-MMP-сывороток imMT1 и imMT4 как ин-
гибиторов активации TGF-β мы проанализиро-
вали ферментативную активность MT1-MMP в
кондиционной среде клеток PANC-02 с этими и
контрольными мышиными сыворотками. В этом
эксперименте оценивали ферментативную ак-
тивность MMP-2 и содержание активной формы
TGF-β в кондиционной среде (рис. 4).

Обе антисыворотки значимо снижали как ак-
тивность MMP-2 (рис. 4а), так и содержание ак-
тивной формы TGF-β (рис. 4б) в кондиционной
среде, причем эффективность их действия сопо-
ставима с антителами LEM-2/15. Таким образом,
подтверждено действие анти-MT1-MMP-сыво-
роток imMT1 и imMT4 как ингибиторов актива-
ции TGF-β ‒ фактора, играющего ключевую роль
в прогрессии РПЖ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В результате проведенного исследования по-
добран режим иммунизации мышей пептидными
фрагментами MT1-MMP, позволяющий полу-
чать высокий титр специфичных антител в сыво-
ротке. Эти антитела могут замедлять процессы,
играющие ключевую роль в прогрессии и мета-
стазировании РПЖ. Иммуногенность плазмиды,
кодирующей фрагмент AEPWTVRNEDLNGND
белка MT1-MMP (imMT4), сравнима с таковой
для индивидуального пептида (imMT1), что важ-
но в перспективе при разработке лекарственного
препарата. Преимущество ДНК-вакцин состоит в
том, что эта технология позволяет ввести в состав
плазмиды последовательность, кодирующую пол-
норазмерный белок-иммуноген или его фрагмент,
а их корректный фолдинг обеспечивает клеточный
аппарат хозяина [31]. Кроме того, ДНК-вакцины
характеризуются высокой стабильностью, а бак-
териальные последовательности ДНК (с немети-
лированными CpG-участками), присутствующие
в векторе, играют роль адъюванта, активируя ре-
цептор врожденного иммунитета TLR9 [31]. В на-
стоящий момент ряд противоопухолевых препара-

тов, полученных на ДНК-платформе, находится на
стадии клинических испытаний: вакцинация анти-
генами PAP и PSMA при раке простаты, HER2 и
Mam-A при раке молочной железы, CEA при коло-
ректальном раке [29], фрагментами белка p62 при
некоторых сóлидных опухолях [32].

В целом, иммунизация фрагментом белка
MT1-MMP на стадии обнаружения первичной
опухоли представляется хорошей альтернативой
использованию ингибиторов. Эта стратегия на-
правлена на подавление активности MT1-MMP в
первичной опухоли и индукцию гуморального
иммунного ответа (продукцию MT1-MMP-спе-
цифичных антител) в случае рецидива. Это поз-
волит решить проблему узкого временного ин-
тервала, в рамках которого эффективно исполь-
зование ингибиторов MT1-MMP.

Использование аутогенных белков-регулято-
ров в качестве антигенов с помощью предложен-
ного метода иммунизации представляет большой
интерес, так как позволяет в течение длительного
времени изменять активность целевого белка при
минимальном воздействии [33]. Так, в доклини-

Рис. 4. Влияние сывороток imMT1 и imMT4 на фер-
ментативную активность MMP-2 (а) и содержание
активной формы TGF-β (б) в кондиционной среде
клеток PANC-02. *Р < 0.01, #Р < 0.05 (относительно
отрицательного контроля). Обозначения см. в подпи-
си к рис. 2.
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ческих испытаниях выявлена эффективность и
безопасность иммунизации эндогенным TNF как
препарата, подавляющего развитие артрита [34, 35].
Недавно показано, что иммунизация крыс ре-
комбинантной алкогольдегидрогеназой (АДГ)
индуцирует образование АДГ-специфичных ан-
тител, а их уровень коррелирует со снижением
потребления алкоголя животными и нормализа-
цией поведенческих параметров, причем без разви-
тия аутоиммунной патологии [36, 37]. В настоящий
момент в разработке находится ряд препаратов для
иммунотерапии онкологических заболеваний, в ко-
торых в качестве иммуногенов использованы фраг-
менты онкогенов или специфичных раковых ан-
тигенов, таких как CEA, MUC-1, SOX-2, OCT-4,
IL-2 [38].

Таким образом, подходы активной иммуниза-
ции (как с использованием пептидов и белков в
качестве антигенов, так и ДНК-плазмид, кодиру-
ющих эти антигены) в настоящий момент бурно
развиваются и рассматриваются как альтернатива
ингибиторам, особенно когда продолжительность
действия становится одним из параметров, опре-
деляющих эффективность лекарственного препа-
рата.

Необходимо сказать и о вызывающих озабо-
ченность моментах при применении в качестве
иммуногенов собственных антигенов организма ‒
это риск развития аутоиммунной патологии. Это
основной аргумент критиков аутоиммунизации
[39]. Однако в ряде работ постулируется, что под-
ход можно считать достаточно безопасным при
нешироком распространении антигена в орга-
низме в период ремиссии [32, 40]: мягкие режимы
иммунизации приводят к запуску только B-кле-
точного ответа, а при отсутствии презентации ан-
тигена данный тип ответа переходит в неактивное
состояние. В случае MT1-MMP важно отметить
низкую распространенность этой металлопроте-
иназы в организме [41] и крайне низкую доступ-
ность даже для малых молекул. В клинических
испытаниях антиракового препарата BT1718, ток-
сичного для клеток, продуцирующих MT1-MMP,
продемонстрирована его безопасность для здоро-
вых людей [42]. Описанные факты позволяют
предположить наличие в организме MT1-MMP в
количествах, достаточных для презентации и за-
пуска нацеленного на него повторного B-клеточ-
ного ответа, только при наличии опухоли.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (№ 19-74-00096).
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SERUM OF MICE IMMUNIZED WITH MT1-MMP METALLOPROTEINASE 
REDUCES MIGRATION POTENTIAL OF PANCREATIC CANCER CELLS

N. A. Mitkin1, *, A. S. Ustiugova1, A. N. Uvarova1, K. A. Rumyantsev2,
K. V. Korneev1, and V. V. Pavshintsev3

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Moscow Clinical Scientific Center, Moscow, 111123 Russia

3 Institute of Mitoengineering, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119192 Russia
*e-mail: mitkin.n.a@gmail.com

Expression levels of matrix metalloproteinases, in particular MT1-MMP, are elevated in pancreatic cancer
(PC) cells that is associated with increased tumor proliferation, invasion, and migration. MT1-MMP is cur-
rently considered as a promising target for drug therapy of PC, but the use of inhibitors and therapeutic anti-
bodies to MT1-MMP is limited because of their maximal efficiency is observed in a narrow time interval, in
early asymptomatic stages of the disease. This problem could be solved by the method of immunization to
own MMPs at the moment of detection of the primary tumor. Therapeutic effect could be provided by spe-
cific antibodies, re-produced in case of relapses. Here, we selected the optimal mode for immunization of
mice with MT1-MMP fragments that allows us to obtain a high titer of specific antibodies in the blood serum.
The obtained antiserums effectively inhibited MT1-MMP enzymatic activity, migration of PANC-02 PC
cells through the collagen matrix and activation of the main inducers of the epithelial-mesenchymal transi-
tion, TGF-β and MMP-2. Thus, obtained results could be useful in the development of drugs for PC treat-
ment, and the approach we propose could form the basis for design of antitumor drugs with prolonged action.

Keywords: matrix metalloproteinases, MT1-MMP, peptides, immunization, anti-serum, pancreatic cancer,
TGF-β, epithelial-mesenchymal transition, mice, PANC-02



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


