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Резюме. Введение. Ранняя диагностика и прогнозирование появления отдаленных метастазов ме-
ланомы хориоидеи (МХ) на основании морфологической и иммуногистохимической (ИГХ) оценки 
компонентов микроокружения опухоли являются актуальными проблемами современной онкологии. 
Цель исследования – оценить иммуногистохимическую экспрессию матриксной металлопротеина-
зы-9 и коллагена IV типа в метастазирующей меланоме хориоидеи. 
Материалы и методы. Проанализированы случаи МХ (n=43) T2(a,b,c)-3N0M0-1 за период с 2013 
по 2017 год, сформировавшие группы исследования: 1-я – первичная МХ без отдаленных мета-
стазов (n=25), 2-я – первичная МХ с отдаленными метастазами в печень (n=18). Выполнено ИГХ 
исследование материала с MMP-9 (Poly) (ММП-9), Collagen-IV (Clone CIV 22) (Col4). Оценены 
качественные, полуколичественные и количественные параметры в рамках цифровой патологии. 
Для МХ разработан полуколичественный метод оценки интенсивности экспрессии данных мар-
керов (в баллах).
Результаты. В исследование вошли 22 женщины (51,2%) и 21 мужчина (48,8%). Средний возраст 
пациентов составил 60,5 года. Толщина МХ в среднем 8,3 мм, средний диаметр опухоли 12,3 мм. 
При выраженном тканевом распаде опухоли, ее вертикальном размере, наличии инвазии в склеру 
клетки опухоли и компоненты ее микроокружения интенсивно экспрессируют ММП-9 и ремодели-
руют коллагеновый каркас. Более выраженная экспрессия ММП-9 была ассоциирована с повышен-
ным содержанием в экстрацеллюлярном матриксе (ЭЦМ) разрозненных волокон коллагена IV типа 
в метастазирующих МХ.
Заключение. В ходе роста и прогрессирования МХ компоненты микроокружения и клетки опу-
холи оказывают взаимное влияние с дезорганизацией компонентов ЭЦМ. Показатели ИГХ экс-
прессии (ММП-9, Col4) в опухоли нецелесообразно рассматривать как диагностический маркер 
метастазирования МХ. Тем не менее они могут быть использованы в практической работе при 
мониторинге течения заболевания и для дальнейшего изучения механизмов ремоделирования 
микроокружения опухоли.
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Abstract. Introduction.  Early diagnosis and prediction of distant metastases in choroidal melanoma patients 
based on morphological and IHC assessment of the components of the tumor microenvironment is a topical 
issue. The aim was to evaluate the IHC expression of MMP-9 and type IV collagen in metastatic choroidal 
melanoma. 
Materials and methods. We analyzed 43 cases of choroidal melanoma T2(a,b,c)-3N0M0-1 during 2013–2017. 
The patients were divided into two groups: group 1 included patients with primary choroidal melanoma 
without distant metastases (N=25) and group 2 included patients with primary choroidal melanoma with 
distant liver metastases (N=18). We performed an IHC assay of the surgical samples with MMP-9 (Poly) 
(MMP-9) and Collagen-IV (Clone CIV 22) (Col4) antibodies. Qualitative, semi-quantitative, and quantita-
tive parameters were evaluated with digital pathology software. We developed a semi-quantitative method 
for estimating the intensity of IHC expression of these markers (in scores) in choroidal melanoma. 
Results. The study included 22 female and 21 male patients (51.2% and 48.8%, respectively), the average 
age being 60.5 years. The thickness of choroidal melanoma averaged 8.3 mm; the average diameter of the 
tumor was 12.3 mm. We detected strong MMP-9 expression in tumor cells and their microenvironment and 
remodeled collagen framework in tumors with pronounced tumor necrosis, thickness, and scleral involve-
ment. A more pronounced expression of MMP-9 was associated with an increase in isolated type IV collagen 
fibers in the extracellular matrix (ECM) of the metastatic choroidal melanoma. 
Conclusion. During the growth and progression of choroidal melanoma, the components of the microenvi-
ronment and tumor cells have a mutual effect with the disorganization of ECM components. Indicators of 
IHC expression (MMP-9, Col4) in a tumor should not be considered as a diagnostic marker of metastatic 
choroidal melanoma. However, they can be used in clinical practice when monitoring the course of the 
disease and in studying the mechanisms of remodeling of the tumor microenvironment.
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Введение
Ранняя диагностика и прогнозирование появления 

отдаленных метастазов меланомы хориоидеи (МХ) 
являются актуальными задачами современной онко-
офтальмологии и офтальмопатогистологии. Это объ-
ясняется тем, что, по данным ряда авторов, 30–60% 
случаев МХ в течение 10 лет ассоциировано с отда-
ленными метастазами вне зависимости от вида про-
веденного лечения [1]. Особенно перспективен поиск 
морфологических и иммуногистохимических про-
гностических маркеров метастазирования МХ уже на 
этапе прижизненного патологоанатомического иссле-
дования операционного материала энуклеированных 
глаз с опухолью. Наряду с известными клинико-мор-

фологическими и молекулярно-генетическими фак-
торами неблагоприятного прогноза МХ в последние 
годы активно обсуждается роль в опухолевой прогрес-
сии компонентов микроокружения новообразования, 
рассматриваемая в контексте оказываемого им вли-
яния в качестве информационной клеточной микро-
среды [2].

Еще в 1852 году А. Келликер дал одно из первых 
определений понятию «ткань» как комплексу эле-
ментарных составных частей, объединенных в одно 
морфологическое и физиологическое целое [2–3]. 
К основным тканевым элементам относят клетки, 
межклеточное вещество (экстрацеллюлярный матрикс, 
ЭЦМ) и симпласты. Опухоль как субстрат патологиче-
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ского процесса, характеризующегося безудержным бес-
контрольным ростом, представляет своей массой не что 
иное как определенное сочетание тканевых элементов. 
Так, в доброкачественных новообразованиях выражен 
тканевой морфологический атипизм (отклонение от 
нормы) – нарушение соотношения паренхимы и стро-
мы в сторону преобладания последней, с изменением 
величины и формы тканевых структур, тогда как для 
злокачественных новообразований (ЗНО) свойствен 
клеточный атипизм – полиморфизм клеток и ядер, уве-
личение ядерно-цитоплазматического индекса, количе-
ства митозов и прочее [4]. 

Важной особенностью любого ЗНО является на-
рушение взаимоотношений между опухолевыми клет-
ками и его микроокружением. К последнему относятся 
как сопутствующий клеточный инфильтрат (лимфоци-
ты, макрофаги, фибробласты, тучные клетки и т.д.), так 
и компоненты экстрацеллюлярного матрикса (ЭЦМ) – 
волокна (коллагеновые, эластические, ретикулярные) 
и основное вещество ткани.

Вместе с тем установлено, что важную роль в про-
цессах роста и метастазирования любого ЗНО играют 
матриксные металлопротеиназы (ММП), которые спо-
собны участвовать в ремоделировании ЭЦМ посред-
ством дезорганизации белков. Изменения в самом ЭЦМ 
могут оказывать влияние на способность опухолевых 
клеток к миграции, пролиферации, дифференциров-
ке, а также своей антигенной презентации. Ремодели-
рование внеклеточного каркаса в ходе роста опухоли 
может быть объяснено процессами механосенситивно-
сти и механотрансдукции. Механосенситивность – это 
способность клеток воспринимать физические сигналы 
и механические силы из своего окружения. Механо-
трансдукция – процессы преобразования механических 
стимулов во внутриклеточный биохимический ответ, 
который может играть роль в патогенезе опухолевого 
процесса [5]. 

Таким образом, клетки опухоли и клеточно-стро-
мальное окружение взаимно воздействуют друг на 
друга, а описание морфологических и иммуногисто-
химических (ИГХ) особенностей проявления нару-
шений тканевого гомеостаза и взаимодействия между 
опу холевой клеткой и ее микроокружением, форми-
рующим преметастатическую нишу для опухолевых 
клеток, может дать объяснение и возможность прогно-
зирования основных свойств ЗНО, таких как инвазия, 
метастазирование и его автономный рост (независимый 
от регуляторных механизмов организма). 

Цель исследования – оценить иммуногистохими-
ческую экспрессию матриксной металлопротеиназы-9 
и коллагена IV типа в метастазирующей меланоме хо-
риоидеи. 

Материалы и методы
Исследован операционный материал (энуклеиро-

ванные глаза) от 43 пациентов с МХ за период с 2013 по 
2017 год, проходивших лечение в Челябинском област-

ном клиническом центре онкологии и ядерной меди-
цины. В выборку вошли все случаи, соответствующие 
критериями включения: проведенное хирургическое 
лечение (энуклеация глазного яблока); верификация 
МХ; поражение опухолью структур заднего отрезка 
глаза без перехода на иридоцилиарную зону; беспиг-
ментная или крайне слабо пигментированная опухоль 
при оценке микропрепарата в световой микроскоп; на-
личие тканевого материала отдаленных гистологически 
верифицированных метастазов; информированное со-
гласие пациента на проведение исследования операци-
онного материала. В исследование не вошли случаи 
на основании критериев исключения: лучевое лечение 
МХ в анамнезе; опухоль в состоянии терапевтического 
патоморфоза; пигментированная опухоль при оценке 
микропрепарата в световой микроскоп (от умеренно 
до выраженно пигментированной); наличие ЗНО иных 
локализаций в анамнезе. Прицельный отбор случаев 
МХ с минимальным или отсутствующим пигментом 
обоснован стремлением минимизировать ложнополо-
жительные результаты ИГХ исследования экспрессии 
маркеров. В дальнейшем из выборки были сформиро-
ваны группы исследования: случаи МХ без метастазов 
(первичные очаги) и с отдаленными метастазами (как 
первичные, так и вторичные очаги ЗНО). Тканевые 
фрагменты метастатических очагов получены посред-
ством их трепан-биопсии. 

В ходе прижизненного патологоанатомического 
исследования операционного материала МХ ретро-
спективно проанализированы микропрепараты при 
окрашивании гематоксилином и эозином. Проведено 
уточнение гистологического варианта опухоли в со-
ответствии с классификацией опухолей глаза Все-
мирной организации здравоохранения 2018 года [6], 
соотношения эпителиоидного и веретеноклеточного 
компонентов, а также параметров внутриорганного рас-
пространения опухоли (инвазии в склеру и сетчатку, 
наличие опухолевых эмболов, прорастание в структу-
ры передней камеры глаза). Далее по общепринятой 
методике [7] с парафиновых блоков каждого исследу-
емого случая МХ выполнено ИГХ исследование с ис-
пользованием поликлонального антитела MMP-9 (Poly) 
(Diagnostic BioSystems, США) и антитела к Collagen-IV 
(Clone CIV 22) (Dako, Дания). Анализ микропрепара-
тов проводили при световой микроскопии с исполь-
зованием микроскопа Nikon (Tokyo Boeki, Япония) 
с оценкой области опухоли на 10 полей зрения при 
увеличении микроскопа ×400 (диаметр поля зрения 
0,65 мм). В последующем все микропрепараты были 
отсканированы с помощью гистосканера Pannoramic 
Diagnostic Scanner (3DHISTECH, Венгрия). Далее про-
анализирована информационная среда цифровых изо-
бражений микропрепаратов посредством прикладных 
компьютерных программ [8]. Программное обеспече-
ние использовалось для полуколичественной (в бал-
лах) и количественной оценки исследуемых ИГХ пара-
метров (экспрессия ММР-9, Collagen-IV). Результаты 
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 анализа оцифрованных изображений получены на ос-
нове автоматизированного программного компьютер-
ного измерения экспрессии маркеров в заданных полях 
зрения тканевых  фрагментов. Применялся инструмент 
анализа изображений Quant Center 2.0 (3DHISTECH) 
(с использованием модуля Cell Quant) (3DHISTECH, 
Венгрия), основанный на компьютерном алгоритме 
количественной оценки областей, задаваемых иссле-
дователем в ручном режиме (рис. 1).

Для МХ разработан полуколичественный метод 
оценки интенсивности экспрессии ММП-9 и Col4 
(в баллах). Статистическая обработка результатов 
исследования проводилась в программе IBM SPSS 
Statistics (IBM, США). В качестве показателей описа-
тельной статистики рассчитывали медиану и квартили. 
Использовали методы непараметрической статистики. 
При сравнении двух групп исследования применяли 
критерий Манна–Уитни. С целью определения взаи-
мосвязи показателей рассчитывали коэффициент кор-
реляции Спирмена.

Результаты
В ходе исследования выборки МХ (N=43) 1-ю груп-

пу составили случаи первичной МХ без отдаленных 
метастазов (N=25), 2-ю группу – первичной МХ с 
 отдаленными метастазами в печень (N=18). Во 2-й груп-
пе исследования только в 10 случаях были доступны 
микропрепараты (парафиновые блоки) с тканевым ма-
териалом опухоли из вторичных очагов (метастазы МХ 

в печень). В последующем во 2-й группе исследования 
проведен подгрупповой анализ первичных очагов МХ 
с метастатическими очагами этих же опухолей (n=10). 
Согласно международной классификации TNM, случаи 
МХ соответствовали T2(a,b,c) N0M0-1. Толщина МХ 
составляла от 7 до 15 мм, в среднем 8,3 мм, макси-
мальный диаметр от 7,2 до 20 мм, в среднем 12,3 мм. 
Гистологический вариант исследованных МХ: вере-
теноклеточные МХ (n=13), эпителиоидноклеточные 
(n=13), смешанноклеточные (n=17).

Возраст пациентов в исследуемых группах составил 
от 41 года до 83 лет (средний возраст – 60,5 года). Жен-
щин было 22 (51,2%), мужчин – 21 (48,8%). Медиана 
времени до появления метастазов составила 36 месяцев 
(15; 42). 

Проведено ИГХ исследование с антителами к 
MMP-9 (Poly) и Collagen-IV. Участки микропрепарата, 
содержащие иммунопозитивный компонент с окраши-
ванием хромогеном в коричневый цвет и его оттенки, 
отражали экспрессию ММП-9 (при проведении реак-
ции с антителами к MMP-9 (Poly)), коллаген IV типа 
(Col4) (с антителами к Collagen-IV), а иммунонегатив-
ные зоны с окрашиванием в сине-фиолетовый и оттен-
ки синего или серого цветов. Для более достоверного 
качественного (визуального) определения ИГХ экс-
прессии MMП-9 в ткани опухоли глаза использовали 
программу QuPath-0.3.0 (при помощи инструмента 
Show channel viewer), позволяющего послойно разде-
лить в исходном оцифрованном изображении микро-

Рис. 1. Оцифрованный микропрепарат меланомы хориоидеи с выделенной областью для автоматизированной оценки 
экспрессии маркера MMP-9 (Poly) в опухоли с применением инструмента анализа изображений: программа QuPath-0.3.0, 
Quant Center 2.0 (3DHISTECH) (модуль Cell Quant), ×200

Fig. 1. Digitized slide of choroidal melanoma with a selected area for automated evaluation of the MMP-9 (Poly) expression in the 
tumor using an image analysis tool: QuPath-0.3.0 program, Quant Center 2.0 (3DHISTECH) (Cell Quant module), ×200
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препарата окрашивание хромогеном (коричневый цвет) 
от ядерного окрашивания гематоксилином (рис. 2). 

На основании анализа цифровой патологии (инфор-
мационной среды оцифрованных изображений) нами 
разработан и проведен полуколичественный метод 
оценки (в баллах) экспрессии MMП-9 и Col4 в клетках 
опухоли и компонентах ее микроокружения.

В группах исследования нами установлены раз-
личия в экспрессии ММП-9 как по уровню интенсив-
ности (от слабой до интенсивной), так и по локали-
зации экспрессии (в клетках опухоли, в компонентах 
ее микроокружения, в клетках нормальной ткани гла-
за). Было обнаружено увеличение уровня экспрессии 
ММП-9 и ее интенсивности при выраженном  тканевом 

Рис. 2. Оцифрованные микропрепараты меланомы хориоидеи с экспрессией ММП-9 в опухоли трех случаев МХ (сектор А–С) 
с послойным разделением оцифрованных изображений (секторы A1–A2, B1–B2, C1–C2): где A, B, C – оцифрованные 
микропрепараты после ИГХ реакции с MMP-9 (Poly); A1, B1, C1 – отдельные изображения в окрашивании препарата 
только гематоксилином; A2, B2, C2 – отдельные изображения в окрашивании препарата только хромогеном, ×200

Fig. 2. Digitized slides of choroidal melanoma with MMP-9 expression in tumors of three cases of choroidal melanoma (sector A–C) 
with layered separation of digitized images (sectors A1–A2, B1–B2, C1–C2): A, B, C – digitized slides after IHC assay with 
MMP-9 (Poly); A1, B1, C1 – separate images showing only hematoxylin staining; A2, B2, C2 – separate images showing only 
chromogen staining, ×200
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распаде, большом вертикальном размере опухоли 
(более 8 мм), инвазии опухолевых клеток в склеру.  
Во 2-й группе исследования случаев МХ с метастазами 
ММП-9 экспрессировалась преимущественно пери-
нуклеарно в цитоплазме опухолевых клеток и более 
интенсивно, чем в 1-й группе исследования. Во всех 
случаях иммунореактивные участки были обнаружены 
как в опухолевых клетках, так и в компонентах стромы 
и микроокружения (в фибробластах), а также в компо-
нентах нормальной ткани глаза (в сетчатке, радужной 
оболочке, хориоидее) (рис. 3).

В ходе полуколичественной оценки экспрессии 
ММП-9 на оцифрованных изображениях (рис. 2) 
оценивали процент интенсивно окрашенных клеток 
опухоли и градиент окрашивания (слабое, умеренное 
и интенсивное окрашивание хромогеном). Так, отсут-
ствие иммунореактивности обозначали 0 баллов, диф-
фузное слабое окрашивание хромогеном в цитоплазме 
опухоле вых клеток с умеренным окрашиванием еди-
ничных клеток (до 24%) оценивали как слабую ИГХ ре-
активность – 1 балл (рис. 2 А2), умеренную диффузную 
цитоплазматическую экспрессию антигена в опухоли с 
интенсивной экспрессией в небольших группах клеток 

(25–50%) оценивали как среднюю – 2 балла (рис. 2 В2), 
интенсивное окрашивание большей части опухолевых 
клеток более 51% отмечали как 3 балла (рис. 2 С2). 
Экспрессию ММП-9 в клеточном окружении и нор-
мальных структурах глаза оценивали по локализации 
и интенсивности окрашивания, где 0 – нет экспрессии 
маркера, 1 – слабая, 2 – умеренная, 3 – интенсивная, 
4 – выраженно интенсивная экспрессия маркера.

ИГХ экспрессию Col4 оценивали также на осно-
вании послойного разделения оцифрованных изобра-
жений. Оценку маркера в норме проводили в стенках 
сосудов (рис. 4А). Наличие и объемную плотность 
разрозненных волокон Col4 в ЭЦМ опухоли оцени-
вали полуколичественным и количественным мето-
дом. Полуколичественная оценка Col4 в ЭЦМ: от-
сутствие в строме опухоли волокон Col4 – 0 баллов, 
наличие единичных слабоокрашенных волокноподоб-
ных участков – 1 балл (рис. 4 B), выявление в ЭЦМ 
очагов с окрашенными волокнами Col4 – 2 балла 
(рис. 4 B1); диффузные разрозненные в ЭЦМ волок-
на Col4 – 3 балла (рис. 4 B2). Количественный анализ 
представительства разрозненных волокон Col4 прово-
дили с использованием прикладных компьютерных 

Рис. 3. Иммуногистохимическая экспрессия матриксной металлопротеиназы-9 преимущественно в цитоплазме клеток, ×200. 
 A – в клеточно-стромальных структурах цилиарного тела глазного яблока; B – в эндотелии кровеносного 

интратуморального сосуда, слабая экспрессия лимфоцитами периваскулярного инфильтрата, умеренная и интенсивная 
экспрессия в опухолевых клетках; C – в структурах сетчатки; D – клетками соединительной ткани в склере, в ветви 
вортикозной вены и интравазальных лимфоцитах

Fig. 3. IHC expression of MMP-9 predominantly in the cytoplasms, ×200.
 A – in the cell-stromal structures of the ciliary body of the eyeball; B – in the endothelium of the intratumoral blood vessel, weak 

expression in lymphocyte perivascular infiltrate, moderate and intense expression in the tumor cells; C – in the structures of the 
retina; D – connective tissue cells in the sclera, branches of the vortex vein and intravascular lymphocytes

А B

C D
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программ с оценкой объемной плотности структур, 
экспрессирующих Col4.

В ходе анализа нами установлено, что ММП-9 
экспрессируется в 100% образцов клетками опухоли 
(2–3 балла), компонентами ее клеточного и стромаль-
ного микроокружения с интенсивностью от умерен-
ной до выраженной (2–3 балла), а также компонентами 
нормальной ткани глаза (сетчатка, хориоидея) преи-
мущественно умеренной интенсивности (1–3 балла) 
(табл.). При этом отмечено, что интенсивность экспрес-

сии ММП-9 снижалась в компонентах микроокруже-
ния МХ преимущественно в области ее «верхушки», 
граничащей с сетчаткой. Интенсивность экспрессии 
ММП-9 не была ассоциирована с клиническими харак-
теристиками болезни. Тем не менее нами отмечено уве-
личение уровня экспрессии ММП-9 в опухолях с вы-
раженным тканевым распадом, большим вертикальным 
размером, а также при инвазии в склеру. Кроме того, 
установлено, что экспрессия ММП-9 в клетках новооб-
разования во всех образцах положительно коррелирует 

Рис. 4. Иммуногистохимическая экспрессия коллагена IV типа в сосудах опухоли (A–A2) и в ее экстрацеллюлярном матриксе 
(ЭЦМ) (B–B2), ×200.

 A1, A2 – расслоение волокон коллагена IV типа в стенке кровеносного сосуда за счет интравазации опухолевых клеток 
(инвазии в стенку сосудов); B, B1, B2 – различное содержание в ЭЦМ разрозненных дезорганизованных волокон 
коллагена IV типа

Fig. 4. IHC expression of type IV collagen in tumor vessels (A–A2) and in their ECM (B–B2), ×200.
 A1, A2 – stratification of fibers of type IV collagen in the blood vessel wall due to intravasation of tumor cells (invasion into  

the vessel wall); B, B1, B2 – different content of scattered disorganized fibers of type IV collagen in ECM

А1 А2
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Таблица | Table 
Оценка интенсивности иммуногистохимической экспрессии ММП-9 и Col4 в МХ 1-й и 2-й групп исследования | 

Assessment of the intensity of IHC expression of MMP-9 and Col4 in choroidal melanoma of study groups 1 and 2

Меланома хориоидеи |  
Choroidal melanoma

ИГХ исследование | IHC

ММП-9 (баллы), Ме (Q) |  
MMP-9 (scores), Ме (Q)

разрозненные волокна Col4 
(объемная плотность), Ме (Q) | 
scattered Col4 fibers (density),  

Ме (Q)в клетках опухоли | 
in tumor cells

в окружении |  
in the microenvironment

1 ГИ МХ | Group 1 choroidal melanoma 
(n=25)

2 (1; 3) 2 (1; 2) 0,4 (0,2 ;1,2)

2 ГИ МХ | Group 2 choroidal melanoma 
(n=18) 

3 (2; 3) 1 (1; 2) 1,8 (1,0; 2,4)

р=0,08 р=0,1 р=0,034*

подгруппа (метастатические очаги 
МХ в печени) | subgroup (metastases   
of choroidal melanoma in the liver) 
(n=10)

2 (2; 3) 2 (2; 3) 0,3 (0,1; 1,0)

Инвазия в склеру обнаружена/отсутствует: 1 ГИ: n=13/n=12; 2 ГИ: n=9/n=9 |  
Invasion of the sclera detected/absent: group 1: n=13/n=12; group 2: n=9/n=9

1 ГИ МХ | Group 2 choroidal melanoma 2 (2; 3)/2 (1; 2), 
р=0,07

1 (0; 2)/1 (1; 2),  
р=0,4

0,7 (0,2; 1,2)/0,3 (0,2; 1,2),  
р=0,4

2 ГИ МХ | Group 2 choroidal melanoma 3 (2; 3)/2 (2; 3), 
р=0,004*

1 (1; 2)/1(1; 2), р=0,08 2,2 (1,0; 2,4)/1,4 (1,0; 2,4),  
р=0,003*

Некроз в опухоли обнаружен/отсутствует: 1 ГИ: n=9/n=16; 2 ГИ: n=5/n=13 |  
Necrosis in the tumor is detected/absent: group 1: n=9/n=16; group 2: n=5/n=13

1 ГИ МХ | group 1 choroidal melanoma 2 (2; 3)/2 (1; 2), 
р=0,08

1 (0; 2)/1 (1; 2),  
р=0,07

0,6 (0,2; 1,2)/0,5 (0,2; 1,2),  
р=0,62

2 ГИ МХ | group 2 choroidal melanoma 3 (2;3)/2 (2;3), 
р=0,032*

1 (1;2)/1 (1;2), р=0,06 2,1 (1,0; 2,4)/1,3 (1,0; 2,4), 
р=0,0023*

Толщина опухоли, мм | Tumor thickness, mm

7–8 2 (1; 2) 1 (1; 2) 0,5 (0,2; 2,4)

9–10 2 (1; 2) 1 (1; 2) 1,0 (0,2; 2,4)

11–12 3 (2; 3) 2 (1; 2) 1,3 (0,2; 2,4), р=0,023*

* – статистически значимые различия | statistically significant differences
ГИ – группа исследования, ММП-9 – матриксная металлопротеиназа-9, МХ – меланома хориоидеи, Col4 – коллаген 4-го типа 

с  содержанием данного маркера в лимфоцитах и мак-
ро фагах  опухолевого микроокружения (коэффициент 
Спирмена, r=0,401; p=0,003). 

При этом статистически значимая зависимость 
уровня экспрессии исследованного маркера с показа-
телями внутриорганной распространенности опухоли 
и гистологическим типом ее строения не обнару жена. 

Обсуждение
В отношении МХ показано, что моносомия хро-

мосомы 3 [9] и инактивирующие мутации ВАР 1 [10] 

в 50% случаев увеличивают прометастатическое по-
ведение клеток МХ и рассматриваются как неблаго-
приятные прогностические показатели метастазиро-
вания опухоли. Несмотря на это, главные механизмы 
метастазирования МХ остаются неизвестными, и как 
следствие отсутствуют эффективные методы лечения 
метастатической болезни [11].

Наряду с этим несомненным остается понимание 
того, что ЗНО прогрессирует в динамически изменя-
ющемся ЭЦМ. Он представляет собой внеклеточный 
каркас ткани и посредством биохимических и биомеха-
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нических сигналов оказывает воздействие на рост, ми-
грацию, дифференцировку клеток образования, а также 
неоангиогенез и иммунный ответ в опухоли. Так, на при-
мере эпителиальных ЗНО M.W. Pickup et al. показали, 
что такие биохимические и биомеханические сигналы 
инициируются в ходе дезорганизации ЭЦМ, способству-
ющей росту, прогрессированию и метастазированию  
ЗНО [12].

M.W. Pickup et al. обнаружили, что для большинства 
ЗНО характерны десмопластические изменения в тка-
ни, которые характеризуются хроническим воспалени-
ем, преобладанием активных фибробластов, повышен-
ным ангиогенезом и реконструкцией белков ЭЦМ [12]. 
В эксперименте in vivo на мышах K.R. Levental et al. 
установили причинно-следственную связь между дес-
мопластическими изменениями в ЭЦМ и злокачествен-
ной трансформацией (малигнизацией) в пренеопласти-
ческой ткани [13]. Известно, что развитие инвазивной 
карциномы из предраковой патологии (например, кар-
циномы in situ) проходит определенные этапы, каждый 
из которых связан с разными структурно-организаци-
онными и биомеханическими изменениями ЭЦМ. Так, 
на примере молочной железы продемонстрировано, что 
при карциноме in situ свой инвазивный рост опухоле-
вые клетки начинают с реконструкции базальной мем-
браны и выхода за ее пределы в окружающую ткань. 
При этом происходит истончение базальной мембра-
ны с потерей в ее составе белков (ламинина), а также 

увеличение количества интерстициального коллагена 
вокруг очага [14].

После инвазии (вторжения атипичных клеток за пре-
делы базальной мембраны в окружающую ткань) дезор-
ганизованный ЭЦМ способствует метастазированию 
опухолевых клеток. Как показано Y.A. Miroshnikova 
et al., «жесткий» каркас ЭЦМ из пучков коллагена 
I типа и фибронектина способствует направленной 
миграции клеток ЗНО [15]. Затем происходят интра-
вазация атипичных клеток и миграция их с током крови 
с последующей экстравазацией и формированием вто-
ричных очагов опухоли. Состояние ЭЦМ будет влиять 
на судьбу мигрировавшей атипичной клетки: гибель по-
средством апоптоза, «спящее состояние» дормантной 
клетки или активное размножение с формированием 
метастатического очага опухоли [16]. 

В отношении МХ процессы ее метастазирования 
аналогично связаны с состоянием микроокружения 
опухоли как в первичном очаге, так и во вторичном 
(рис. 5).

ММП – семейство цинксодержащих эндопептидаз, 
которые способны регулировать биологическое поведе-
ние новообразования –апоптоз, пролиферацию, диффе-
ренцировку и миграцию клеток, а также индуцировать 
неоангиогенез за счет высвобождения активной формы 
фактора роста эндотелия сосудов (vascular endothelial 
grouth factor, VEGF) [17–19]. Отмечено участие ММП-9 
(желатиназа B) в аутокринной регуляции апоптоза 

Рис. 5. Схема гематогенного метастазирования клеток увеальной меланомы в печень, где 1 – первичный очаг опухоли 
в глазном яблоке; 2 – печень с метастазом опухоли. На схеме отражены некоторые клеточно-стромальные компоненты 
микроокружения опухоли, принимающие участие в росте и прогрессировании увеальной меланомы.  
Рисунок сформирован с использованием программы ВioRender

Fig. 5. Schematic representation of hematogenous metastases of uveal melanoma cells to the liver, where 1 is the primary tumor 
focus in the eyeball; 2 is the liver with tumor metastases. The diagram shows some cellular-stromal components of the tumor 
microenvironment involved in the growth and progression of uveal melanoma. The drawing is created with BioRender
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дендритная клетка | dendritic cell

коллаген | collagen
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и клеточной пролиферации. Кроме того, ММП-9 ак-
тивно участвует в разрушении коллагена базальных 
мембран и его денатурации, что является одним из ме-
ханизмов ангиоинвазии опухоли. 

Показано, что к повышению уровня ММП-9 при-
водит активность сигнального пути «фактор роста ге-
патоцитов/мезенхимально-эпителиального перехода» 
(hepatocyte growth factor, HGF/mesenchymal-epithelial 
transition factor, MET) [20]. Все это ведет к опосре-
дованной стимуляции пролиферации, ангиогенеза 
и метастазирования опухоли [20]. Активация данного 
сигнального пути является одним из механизмов в раз-
витии резистентности опухоли к химиотерапии [20]. 

Зарубежными исследователями показано, что опу-
холевые клетки увеальной меланомы и в первичных, 
и в метастатических очагах окружены фиб ронектином, 
коллагеном IV типа, ламинином. Также в эксперименте 
in vitro М. Bérubé et al. показано, что перечисленные 
белки формируют благоприятную микросреду для 
опухолевых клеток, делая их более устойчивыми в том 
числе к воздействию химиопрепарата (цисплатин) [21].

М.А. Чернявская и соавт. выявили взаимосвязь 
концентрации ММП-9 в слезной и внутриглазной 
жидкости при МХ и сделали вывод о возможности их 
исследования для оценки интенсивности локальных 
процессов пролиферации у пациентов с МХ [22]. Это 
косвенно подтверждает результаты нашего исследова-
ния, отражающие более агрессивное течение патоло-
гического процесса с преобладанием ИГХ экспрессии 
ММП-9 в более крупных, васкуляризированных, инва-
зирующих склеру увеальных меланом.

S. Zheng et al. отметили роль оценки ИГХ экспрес-
сии ММП-9 в прогнозе немелкоклеточного рака легко-
го [23]. В ряде работ продемонстрировано снижение 
безрецидивной выживаемости у пациентов с раком 
толстой кишки при повышенной экспрессии ММП-9 
[24–25], тогда как в раке мочевого пузыря экспрессия 
ММП-9 более чем в 25% клеток была рассмотрена как 
прогностический критерий высокой общей выживае-
мости (68%) и безрецидивной 5-летней выживаемости 
(36%) [26]. В опухолях с низкой экспрессией ММП-9 
или при ее отсутствии общая выживаемость и безре-
цидивная 5-летняя выживаемость были меньше и со-
ставляли 48% и 19%, соответственно [26]. В меланоме 
кожи экспрессия ММП-9, по данным некоторых пу-
бликаций, не имела прогностического значения [27].

Несмотря на то, что ММП-9 определяется в струк-
турах глаза при норме и патологии, Y. El-Shabrawi et al. 
в своей работе по исследованию экспрессии ММП-9 
в увеальной меланоме показали, что ММП-9 экс-
прессировалась преимущественно в эпителиоидных 
(71,4% случаев) и эпителиоидном компоненте смешан-
но-клеточных увеальных меланом (67%) и в меньшем 
количестве в веретеноклеточном компоненте опухоли 
(10%) [28]. При этом показатели выживаемости для 
ММП-9 экспрессирующих меланом составили 27% 
против 85% случаев без экспрессии ММП-9 [28]. 

В ходе нашего исследования не были получены ста-
тистически значимые корреляционные связи уровня 
экспрессии ММП-9 в зависимости от гистологического 
варианта опухоли. 

Тем не менее до сих пор остается мало изученной 
клинико-патогенетическая значимость характера экс-
прессии MMП-9 при метастазирующих МХ.

Полезным является исследование состава ЭЦМ 
и особенностей распределения его основных струк-
турных компонентов. Коллаген IV типа (Col4) в норме 
обнаруживается в базальных мембранах сосудов. Нару-
шение архитектоники в опухоли в ходе взаимодействия 
атипичных клеток и микроокружения может приво-
дить к структурному повреждению Col4. Эти процес-
сы делают возможным проявление метастатического 
потенциала ЗНО. 

Базальные мембраны (БМ) представляют собой 
 плоские биологические матрицы, разделяющие тка-
невые компартменты в организме. Считается, что 
их своеобразная «листовидная» или «пластинчатая» 
структура является результатом ассоциации двух не-
зависимых белковых сетей – ламинина и Col4 [29]. 
В эксперименте показано, что ламинин индуцирует 
процессы сборки Col4, который наряду с фибронек-
тином, ламинином, коллагеном I типа входит в состав 
стенок PAS-позитивных паттернов, сформированных 
в ходе васкулярной мимикрии. Коллаген I типа об-
наруживается фокально и лишь в некоторых ШИК-
позитивных паттернах васкулярной мимикрии, может 
синтезироваться опухолевыми клетками независимо 
от стромального ответа [30].

С целью регистрации наличия этих паттернов ва-
скулярной мимикрии A. Thies et al. рекомендовали 
использовать более простое гистохимическое ШИК-
окрашивание [31].

С помощью количественной ПЦР в реальном вре-
мени некоторыми авторами было показано, что клетки 
меланомы, склонной к метастазированию, больше про-
дуцируют ламинин [32] и коллаген IV типа [33], а также 
фибронектин [32–33]. Описанные белки ЭЦМ (Col4, 
фибронектин) могут быть компонентами в ШИК-
позитивных паттернах, сформированных при васку-
лярной мимикрии. 

Показано, что гистогенез стромы МХ сложен и мо-
жет состоять из множества паттернов, матрикс которых 
генерируется опухолевыми клетками в ходе процесса 
«васкулярной мимикрии» [30]. Утолщенные фиброва-
скулярные перегородки, сформированные в процессе 
местной реакции стромы, выявляются в меньшем ко-
личестве [30]. Они могут быть отдифференцированы 
от внесосудистых матричных паттернов васкулярной 
мимикрии на основе толщины и содержания ламинина, 
а также с помощью иммуногистохимии [30].

Заключение
Протеолитические ферменты имеют важное значе-

ние в прогрессировании злокачественных новообразо-
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ваний. Семейство металлопротеиназ, вырабатываемых 
как клетками опухоли, так и ее микроокружением – 
макрофагами, лимфоцитами, фибробластами, компо-
нентами экстрацеллюлярного матрикса, участвуют 
в разрушении внеклеточного матрикса и формируют 
компоненты для ремоделирования ткани. Таким об-
разом, ММП-9 играют важную роль в процессе ин-
траваскулярного роста и метастазирования меланомы 
хориоидеи. Росту и прогрессированию опухоли спо-
собствуют процессы ауторегуляции в ней с ремодели-
рованием микроокружения.

Иммуногистохимическое исследование экстрацел-
люлярного матрикса в меланомах хориоидеи (ММП-9, 
коллагена IV типа) позволяет выявить различия в их 
экспрессии в меланоме хориоидеи с отдаленными 
метастазами и без метастазов, а также в нормальных 
тканях глаза (сетчатка, хориоидея, склера). При этом 
их не следует считать факторами прогноза болезни 
и нецелесообразно рассматривать в качестве потенци-
ального диагностического маркера метастазирования 
меланомы хориоидеи. Полученные результаты могут 
быть дополнительными к рутинному патогистологиче-
скому исследованию при выделении прогностически 
неблагоприятной группы и для мониторинга течения 
заболевания. Это намечает пути для поиска прогности-
ческих критериев метастазирования опухоли.
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