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(73) ІНСТИТУТ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЇ ПАТОЛО-
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КОГО НАЦІОНАЛЬНОЇ АКАДЕМІЇ НАУК УКРАЇНИ 
(57) Спосіб прогнозування перебігу захворювання 

у хворих на рак шлунка, що включає визначення 

рівнів активності желатинази В, який відрізняєть-
ся тим, що як дослідний матеріал використовують 

кістковий мозок, в якому методом зимографії ви-
значають концентрації активних форм желатиназ 
А та В, і при показниках, нижчих за 7,2 мкг/г ткани-
ни для желатинази А та 6,7 мкг/г тканини для же-
латинази В, прогнозують сприятливий перебіг за-
хворювання, а при показниках, вищих за 7,2 мкг/г 
тканини для желатинази А та 6,7 мкг/г тканини для 
желатинази В - несприятливий. 

 
 

 
Корисна модель належить до медицини, а са-

ме до онкології, і може використовуватись для 
контролю ефективності протипухлинної терапії та 
прогнозування перебігу захворювання у хворих на 
рак шлунка (РШ). 

Прогноз перебігу онкологічного захворювання 
та своєчасна корекція схеми лікування підвищують 
ефективність терапії та показники виживаності 
хворих. Для РШ використовується певна низка 
прогностичних показників, але немає показника, 
який характеризував би рівні активності желатиназ 
А і В у місцях віддаленого метастазування пухлини 
та визначався багаторазово протягом перебігу 
захворювання [1, 2]. 

Желатинази А і В, або матриксні металопроте-
їнази-2 та -9 (ММП-2 та ММП-9), відповідно, є фе-
рментами родини цинкозалежних ендопептидаз, 
що синтезуються клітинами пухлини та прилеглої 
до неї тканини, ендотеліальними, імунокомпетент-
ними клітинами та їхніми попередниками і здійс-
нюють деградацію позаклітинного матриксу в про-
цесі метастазування пухлини. Пригнічення, 
стабілізація чи посилення деструкції позаклітинно-
го матриксу є критичною характеристикою злоякіс-
ної прогресії [3]. 

На теперішній час рівні желатиназ А і В визна-
чають імуногістохімічним методом в пухлинній 
тканині та імуноферментним методом і методом 
зимографії у сироватці або плазмі крові хворих на 
РШ та пов'язують ці показники із загальною вижи-
ваністю та рівнем метастазування [4, 5]. При за-
хворюванні на рак шлунка наведені показники у 

місцях віддаленого метастазування, як маркери 
прогнозування, не застосовуються. Відтак, існує 
необхідність у визначенні функціонального стану 
желатиназ А і В у місцях віддаленого метастазу-
вання з метою прогнозу перебігу захворювання та 
корекції терапевтичних схем у хворих на РШ. 

За прототип корисної моделі вибрано спосіб 
застосування показників експресії ММП-9, визна-
чених в пухлинах шлунка за допомогою імуногісто-
хімічного методу, як маркерів прогнозу перебігу 
захворювання [6]. 

Позитивним у прототипі є те, що застосований 
метод проводиться з використанням моноклона-
льних антитіл, тобто характеризується високим 
рівнем селективності. 

Недоліками прототипу є те, що матеріал для 
дослідження можна отримати під час оперативно-
го втручання лише одноразово, а як маркер про-
гнозу використовують лише желатиназу В, і отри-
маний показник характеризує її активність в 
первинній пухлині, але не в місцях віддаленого 
метастазування. 

В основу корисної моделі поставлено задачу 
створити спосіб прогнозування перебігу захворю-
вання у хворих на рак шлунка шляхом визначення 
вмісту активних форм ММП-2 та ММП-9 в кістко-
вому мозку (KM) пацієнтів, що дасть можливість 
оцінити активність наведених ферментів у місці 
віддаленого метастазування, контролювати ефек-
тивність протипухлинної терапії, корегувати схеми 
лікування та покращити показники виживаності. 
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Поставлена задача вирішується наступним 
чином. 

Після стандартної процедури забору KM із 
стернальної кістки хворого отриманий матеріал в 
кількості 2 мл зберігали в рідкому азоті при темпе-
ратурі 180 °С не більше, ніж 1 місяць. Для приго-
тування зразка до 10 мкл швидко розмороженого 
KM додавали 10 мкл 1 % розчину додецилсульфа-
ту натрію та центрифугували при 3000 об./хв. про-
тягом 20 хв., після чого 20 мкл надосаду викорис-
товували як зразок. 

Концентрації активних форм желатиназ А і В в 
отриманому зразку визначали методом зимографії 
в 12 % поліакриламідному гелі (ПААГ) з додецил-
сульфатом натрію і 0,1 % желатину як субстрату 
[7]. 20 мкл зразка KM вносили в лунки гелю та 
проводили електрофорез при температурі +4 °С, в 
напрузі електричного поля 150V, протягом 4 годин. 

Після розділення досліджуваних білків гель ві-
дмивали в 2,5 % розчині тритону Х-100, потім інку-
бували в буфері з додаванням хлориду кальцію 
(рН=7,5) впродовж 18 годин при температурі +37 
°С, фіксували та забарвлювали 0,25 % Кумассі 
діамантовим синім. Після відмивання гелю у роз-
чині оцтової кислоти з метанолом протеолітична 
активність желатиназ візуалізувалась у вигляді 
знебарвлених смужок на синьому тлі, а їхня лока-
лізація відповідала молекулярній масі латентної та 
активної форм кожного із ферментів, які визнача-
лися за стандартами молекулярних мас. 

Оцінку протеолітичної активності проводили 
шляхом виміру площі зони лізису та визначали 
концентрації ферментів, використовуючи стандар-
тний набір матриксних металопротеїназ. 

Для всіх обстежених хворих встановлено, що 
межа розподілу між умовно високим та низьким 
рівнями активності дорівнює 7,2 мкг/г тканини для 
ММП-2 та 6,7 мкг/г тканини для ММП-9, і пацієнти з 
низькою активністю желатиназ мають кращі показ-
ники виживаності, ніж пацієнти з високою активніс-
тю. 

Таким чином, у хворих, в KM яких концентра-
ція активних ММП-2>7,2мкг/г тканини і ММП-
9>6,7мкг/г тканини, активність ферментів вважа-
ється високою, що є основою для прогнозування у 
них несприятливого перебігу захворювання. 

У хворих, в KM яких концентрація активних 
ММП-2<7,2мкг/г тканини та ММП-9<6,7мкг/г ткани-
ни, активність наведених ферментів вважається 
низькою, що є основою для прогнозування у них 
сприятливого перебігу захворювання. 

Критеріями ефективності запропонованого 
способу є покращання раннього виявлення реци-
дивів та/або метастазів пухлини, адекватна корек-
ція схем лікування, що призводить до підвищення 
ефективності терапії та подовження життя хворих 
на РШ. 

За розробленою методикою обстежено 68 
хворих на РШ. З них у 42 хворих виявлено високі 
рівні активності желатиназ та встановлено негати-
вний прогноз перебігу захворювання, у 26 - низькі 
рівні активності желатиназ та позитивний прогноз 
перебігу захворювання. 

Прикладами реалізації заявленого способу 
можуть вважатися наведені витяги з історій хворо-
би двох хворих. 

1. Хвора К., 1927 року народження (Історія 
хвороби № 17078, АК № 16192/05, ПГЗ № 38641-
50/05 - аденокарцинома шлунка, T3N1 M0,G3, ста-
дія ША). Виконана операція - дистальна субтота-
льна резекція шлунка за Більрот-П у модифікації 
Гофмейстера-Фінстерера. 

Після стандартної процедури забору KM із 
стернальної кістки хворої отриманий матеріал в 
кількості 2 мл зберігали в рідкому азоті при темпе-
ратурі -180 °С протягом 2 тижнів. Безпосередньо 
перед вимірюванням до 10 мкл швидко розморо-
женого KM додавали 10 мкл 1 % розчину додеци-
лсульфату натрію та центрифугували при 3000 
об./хв. протягом 20 хв., після чого 20мкл надосаду 
використовували як зразок. 

Концентрації активних форм желатиназ А і В у 
зразку визначали методом зимографії в 12 % ПА-
АГ з додецилсульфатом натрію і 0,1 % желатину 
як субстрату. 20 мкл зразку вносили в лунки гелю 
та проводили електрофорез при температурі +4 
°С, в напрузі електричного поля 150V, протягом 4 
годин. Після розділення досліджуваних білків про-
би гель відмивали в 2,5 % розчині тритону Х-100, 
потім інкубували в буфері з додаванням хлориду 
кальцію (рН=7,5) впродовж 18 годин при темпера-
турі +37 °С, фіксували та забарвлювали 0,25 % 
Кумассі діамантовим синім. Після відмивання гелю 
у розчині оцтової кислоти з метанолом протеолі-
тична активність желатиназ візуалізувалась у ви-
гляді знебарвлених смужок на синьому тлі, а їхня 
локалізація відповідала молекулярній масі латент-
ної та активної форм кожного із ферментів, які 
визначалися за стандартами молекулярних мас. 

Оцінку протеолітичної активності проводили 
шляхом виміру площі зони лізису та визначали 
концентрацію ферментів, використовуючи станда-
ртний набір матриксних металопротеїназ. Вирахо-
вували концентрації активних форм ММП-2 та 
ММП-9. Концентрація активної ММП-2 дорівнюва-
ла 10,8 мкг/г тканини, тобто більше, ніж 7,2 мкг/г 
тканини, і концентрація активної ММП-9 дорівню-
вала 7,3 мкг/г тканини, тобто більше, ніж 6,7 мкг/г 
тканини, що вказувало на високу активність обох 
желатиназ і значний рівень деструкції позаклітин-
ного матриксу. 

За цих умов прогноз перебігу захворювання є 
несприятливим. 

Тривалість життя хворої становила 30 тижнів. 
2. Хворий К., 1952 року народження (Історія 

хвороби № 3752, АК № 8344/05, ПГЗ № 12808-
16/05 - железистий, місцями перснеподібний рак 
шлунка, T3N1M0,G3-4, стадія ША). Виконана опе-
рація - розширена гастректомія за Гіляровичем. 

Після стандартної процедури забору KM із 
стернальної кістки хворого отриманий матеріал в 
кількості 2 мл зберігали в рідкому азоті при темпе-
ратурі - 180 °С протягом 2 тижнів. Безпосередньо 
перед вимірюванням до 10 мкл швидко розморо-
женого KM додавали 10 мкл 1 % розчину додеци-
лсульфату натрію та центрифугували при 3000 
об./хв. протягом 20хв., після чого 20мкл надосаду 
використовували як зразок. 
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Концентрації активних форм желатиназ А і В у 
зразку визначали методом зимографії в 12 % ПА-
АГ з додецилсульфатом натрію і 0,1 % желатину в 
якості субстрату. 20 мкл зразку вносили в лунки 
гелю та проводили електрофорез при температурі 
+4 °С, в напрузі електричного поля 150V, протягом 
4 годин. Після розділення досліджуваних білків 
проби гель відмивали в 2,5 % розчині тритону Х-
100, потім інкубували в буфері з додаванням хло-
риду кальцію (рН=7,5) впродовж 18 годин при тем-
пературі +37 °С, фіксували та забарвлювали 
0,25 % Кумассі діамантовим синім. Після відми-
вання гелю у розчині оцтової кислоти з метанолом 
протеолітична активність желатиназ візуалізува-
лась у вигляді знебарвлених смужок на синьому 
тлі, а їхня локалізація відповідала молекулярній 
масі кожного із ферментів, які визначалися за ста-
ндартами молекулярних мас. 

Оцінку протеолітичної активності проводили 
шляхом виміру площі зони лізису та визначали 
концентрацію ферментів, використовуючи станда-
ртний набір матриксних металопротеїназ. Вирахо-
вували концентрації активних форм ММП-2 та 
ММП-9, які відповідають рівням активності цих 
ферментів. Концентрація активної ММП-2 дорів-
нювала 1,2 мкг/г тканини, тобто менше, ніж 7,2 
мкг/г тканини, і концентрація активної ММП-9 дорі-
внювала 4,1 мкг/г тканини, тобто менше, ніж 6,7 
мкг/г тканини, що вказувало на низьку активність 
обох желатиназ і незначний рівень деструкції по-
заклітинного матриксу. 

За цих умов прогноз перебігу захворювання є 
сприятливим. Тривалість життя хворого становила 
127 тижнів. 
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