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Рак простаты остается одним из  наиболее распространенных онкологических заболеваний 
среди мужчин. Желатиназы, такие как ММР-13, MMP-7 и  MMP-9, играют ключевую роль 
в  инвазии и  метастазировании опухолей. Простатический специфический антиген (PSA) 
и  металлопротеиназы рассматриваются как потенциальные биомаркеры и  мишени для диа-
гностики и  терапии рака простаты. В  исследовании использовали желатиновую зимографию 
для оценки активности желатиназ в  клеточной линии рака простаты PC-3. Результаты пока-
зали наличие белковых полос, соответствующих протеолитической активности желатиназ, 
в  области размеров 20, 28 и  37 кДа, что совпадает с  активностью ММР-13, ММР-7 и  PSA. Та-
ким образом, в  клетках рака предстательной железы были идентифицированы желатиназы 
ММР-13, ММР-7 и PSA, которые могут быть использованы в качестве маркеров агрессивности  
и прогрессии рака простаты. 
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ВВЕДЕНИЕ
Рак простаты продолжает оставаться одним 

из  наиболее распространенных видов онколо-
гических заболеваний среди мужчин и представ-
ляет значительную проблему в  области здра-
воохранения по  всему миру (Siegel et al., 2020). 
Несмотря на  значительные исследования, мно-
гие аспекты этого заболевания остаются недо-
статочно изученными (Attard et al., 2016). Особое 
внимание уделяется роли молекулярных факто-
ров, влияющих на агрессивность и способность 
клеток рака простаты метастазировать (Vihinen, 
Kähäri, 2002). 

Желатиназы, члены семейства металлопро-
теиназ, играют ключевую роль в  регуляции 
межклеточной коммуникации, ремоделирова-
нии межклеточной матрицы и  в патологиче-
ских процессах, связанных с инвазией и мета-
стазированием опухолей (Decock et al., 2011). 

В  раке простаты эти ферменты могут суще-
ственно влиять на  прогрессирование опухо-
левого процесса, модулируя клеточную мигра-
цию, инвазию в окружающие ткани, ангиогенез 
и  иммунные реакции (Turpeenniemi-Hujanen, 
2005). Простатический специфический анти-
ген (PSA) и  матриксные металлопротеиназы 
(ММР-13, MMP-7 и MMP-9) привлекают осо-
бое внимание как потенциальные биомарке-
ры и цели для диагностики, прогнозирования 
и  терапии рака простаты (Nelson et al., 2002; 
Stephan et al., 2014).

Желатиновая зимография представляет собой 
метод, который позволяет изучать активность 
желатиназ в  биологических образцах, включая 
ткани и биологические жидкости (Turpeenniemi-
Hujanen, 2005). Этот метод обеспечивает инфор-
мацию о  количестве и  активности матриксных 
металлопротеиназ, что может быть полезно для 
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оценки степени агрессивности и  прогрессии 
рака простаты (Turpeenniemi-Hujanen, 2005).

Целью данного исследования является иден-
тификация и  оценка протеолитической актив-
ности желатиназ и простатического специфиче-
ского антигена в клеточной линии рака простаты 
PC-3 с использованием метода желатиновой зи-
мографии. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы 

В  работе использовали: Кумасси G-250 
(Sigma-Aldrich, США), трипсин-ЭДТА T4049 
(Sigma, США), раствор Версена для лабора-
торных целей (ПанЭко, Россия), дитиотрейтол 
DTT (Reanal, Венгрия), трис(гидроксиметил) 
аминометан (Tris, Serva, США), додецилсуль-
фат натрия (SDS, Termo Fisher Sceintific, США), 
Triton-Х100 (Ferak, Германия), хлорид кальция 
CaCl2 (Химмед, Россия), белковые маркеры для 
электрофореза (Precision Plus Protein Dual Col-
or Standards, BioRad, США), ростовую среду 
DMEM (25 мМ HEPES, 1 г/l глюкоза) (ПанЭко, 
Россия), L-глутамин (ПанЭко, Россия), гента-
мицин (ПанЭко, Россия), глицин (Reanal, Вен-
грия), персульфат аммония (Reanal, Венгрия), 
акриламид (Reanal, Венгрия), N1N′-метилен-
бис-акриламид (Reanal, Венгрия), бромфено-
ловый синий (химзавод им.  Войкова, Россия), 
ТЕМЕД (Reanal, Венгрия), уксусную кислоту 
(Химмед, Россия), желатин (Миофарм, Россия).

Культивирование клеток

В  работе использовали адгезивные клетки 
аденокарциномы простаты PC-3. Клетки куль-
тивировали в  ростовой среде DMEM (25 мМ 
HEPES, 1 г/l глюкоза) с  добавлением 10%-го 
(объем/объем) раствора эмбриональной бычьей 
сыворотки, 150  мг L-глутамина и  гентамицина 
(50 мкг/мл) при рН 7.2. Культуру клеток инкуби-
ровали в атмосфере 5%-го CO2 при 37°С. После 
достижения 90% плотности клеток, клетки об-
рабатывали раствором 0.25%-го трипсин-ЭДТА, 
центрифугировали при 3000 g в  течение 5 мин, 
надосадочную фракцию отбрасывали, а  клетки 
ре-суспендировали в натрий-фосфатном буфере 
рН = 7.2 и затем приготавливали клеточные ли-
заты. Клеточные лизаты получали методом мно-
гократного продавливания суспензии клеток 
через иглу шприца (диаметр иглы 25 G). Далее 
клеточные лизаты использовали в эксперименте 
для определения активности желатиназ методом 
SDS-PAGE-электрофореза.

Определение белка

Количество белка в пробах определяли по ме-
тоду Брэдфорда (Bradford, 1976).

Определение активности желатиназ методом 
SDS-PAGE-электрофореза 

Для определения активности желатиназ ис-
пользовали метод зимографии с  желатином 
(Oliver et al., 1999) в модификации И.В. Ворон-
киной (Воронкина и др., 2002). Источником же-
латиназ служили лизаты клеток рака простаты 
(PC-3). Лизаты клеток выдерживали в  течение 
30 мин в буфере для проб, содержавшем 62.5 мМ 
Tris-HCl и 0.1%-ный SDS, pH 6.8, и анализирова-
ли при помощи 10%-го SDS-электрофореза в по-
лиакриламидном геле в  присутствии 0.5  мг/мл 
желатина в  разделяющем геле. Концентрирую-
щий гель – 4%, разделяющий гель – 10%. Жела-
тиновую зимографию проводили как в  присут-
ствии восстановителя, такого как DTT, так и без 
него. Пробы наносили в  количестве, соответ-
ствующем 14 мкг белка на лунку. По окончании 
электрофореза гель дважды отмывали 2.5%-ным 
раствором Triton-Х100 для удаления SDS и инку-
бировали в буфере, содержащем 5 мМ CaCl2 и 50 
мМ Tris-HCl, pH 7.2–7.4, в течение 18 ч при 37°С 
для ренатурации протеаз и  протекания проте-
олитических реакций. После инкубации гель 
фиксировали в растворе, содержащем 25%-ный 
этанол и 10%-ную уксусную кислоту, в течение 
30 мин и  окрашивали Кумасси G-250. Анализ 
активности ММР методом SDS-PAGE-электро-
фореза проводили трижды.

Определение молекулярной массы желатиназ

Выявление положения зон, соответствующих 
желатиназам, оценивали по молекулярной мас-
се. Для проведения количественного анализа 
гели сканировали и  полученные изображения 
обрабатывали с  помощью программы Quantity 
One. Протеолитическую активность желати-
наз выражали в  условных единицах, принятых 
в  программе Quantity One (количество пиксе-
лей на интенсивность окраски) (BioRad, США). 
Результаты денситометрии представляли в  виде 
графиков. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Стандартный метод зимографии основан 

на  использовании SDS-PAGE-полиакриламид-
ных гелей, сополимеризованных с  белковым 
субстратом, в  частности желатином, казеином 
или фибрином. С  помощью этого метода мож-
но анализировать протеазы, которые обладают 
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способностью ренатурировать после удаления 
SDS и проявлять протеолитическую активность 
на  сополимеризованном субстрате. Желатина-
зы, такие как ММР-2 (желатиназа А, 72  кДа), 
ММР-7 (28 кДа), ММР-9 (желатиназа В, 92 кДа) 
и  ММР-13 (19.6 кДа) можно обнаружить на  зи-
мограммах желатина. Окрашивание геля Ку-
масси синим выявляет участки протеолиза 
в  виде белых полос на  темно-синем фоне. Мы 
проводили электрофорез в  присутствии и  в  от-
сутствии дитиотрейтола (DTT), который явля-
ется сильным восстановителем. Желатиновая 
зимография, проводимая как с дитиотрейтолом, 
так и без него, используется для оценки разных 
форм матриксных металлопротеиназ. Отсутствие 
DTT позволяет сохранить естественные дисуль-
фидные связи ферментов, что важно для иссле-
дования их нативной активности и структурных 
особенностей, особенно в условиях, приближен-
ных к биологическим. Это помогает понять, как 
различные формы ММР функционируют без 
восстановителей, что полезно для анализа их ак-
тивности в физиологических условиях, таких как 
опухолевое микроокружение (Toth et al., 2012). 

На  рис.  1 представлена зимограмма лизата 
клеток рака простаты, содержащая белковые по-
лосы, ответственные за расщепление желатина. 
Мы проводили SDS-PAGE-электрофорез ли-
затов клеток PС-3 в присутствии DTT (рис. 1a) 
и в отсутствие DTT (рис. 1б).

На  рис.  2 представлена протеолитическая 
активность желатиназ клеток рака проста-
ты, измеренная с  использованием программы 
Quantity One.

Согласно зимограмме, в  обоих случаях мы 
наблюдали наличие интенсивных белых по-
лос, соответствующих расщеплению желатина 
при 28 кДа и  37 кДа. Кроме того, наблюдается 

диффузная белая полоса при 20 кДа. Из  лите-
ратуры известно, что желатин является суб-
стратом для ММР-1, ММР-2, ММР-3, ММР-7, 
ММР-8, ММР-9, ММР-10, ММР-11, ММР-12, 
ММР-13 (Печерина, Барбараш, 2019; Decock 
et al., 2011). Однако, в  соответствии с  молеку-
лярной массой это могут быть только ММР-13 
(молекулярная масса = 19.6 кДа), ММР-7 (моле-
кулярная масса = 28 кДа) и PSA (молекулярная 
масса = 34 кДа) (Sharifi-Zahabi et al., 2021). 

Мы предполагаем, что полоса, соответству-
ющая по молекулярной массе 28 кДа, относится 
к  протеолитической активности ММР-7. Изо-
форма MMP-7, одна из  самых маленьких ма-
триксных металлопротеиназ, состоит из про-до-
мена и каталитического домена (Bassiouni et al., 
2021). Фермент MMP-7 способен утилизировать 
большой ряд белков внеклеточного матрикса: 
коллаген IV типа, желатин, ламинин, аггрекан, 
энтактин, эластин и верзикан (Kalluri, Zeisberg, 
2006). Он активирует другие протеиназы, явля-
ется активатором плазминогена урокиназного 
типа и  про-MMP-1, -2, -9, а  также расщепляет 
субстраты типа остеопонтина (Bassiouni et al., 
2021). Впервые повышенная экспрессия мРНК 
MMP-7 при раке предстательной железы наблю-
далась в  эпителиальных клетках желез (Knox et 
al., 1996). Высокие уровни MMP-7  также были 
отмечены в  антропных железах, которые были 
окружены инфильтратами воспалительных кле-
ток. Более того, экспрессия MMP-7 чаще на-
блюдалась в  неопластических предстательных 
железах, чем в  нормальной ткани (Knox, et al., 
1996). Позднее было показано, что MMP-7 син-
тезируется различными опухолями: молочной 
железы, простаты, толстого кишечника, желуд-
ка, верхних дыхательных путей и пищевода, лег-
ких и кожи (Mott, Werb, 2004; Piskór et al., 2020). 
Кроме того, было установлено, что MMP-7 

PSA
PSA

MMP-7

MMP-13 MMP-13

М.w., кДа М.w., кДа

250
150
100

20

28

37
50

75

250
150
100

20

37

50

75

(а) (б)

Рис. 1. Анализ желатиназной активности PSA, ММР-7 и ММР-13 в клетках рака простаты РС-3 при зимографии в присут-
ствии DTT (a) и в отсутствие DTT (б); M.w. (molecular weight) – молекулярный вес.
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экспрессируется как в нормальных клетках (кар-
диомиоцитах и в нейронах), так и в патологиче-
ски измененных эпителиальных клетках (Lindsey 
et al., 2006; Szklarczyk et al., 2007). Дальнейшие 
исследования роли ММР-7 в прогрессировании 
и росте опухоли рака предстательной железы по-
казали, что в метастазах рака в кости наблюда-
лись значительно более высокие уровни мРНК 
MMP-7 на  границе опухоль–кость по  сравне-
нию с областью опухоли (Lynch et al., 2005). Кро-
ме того, экспрессия MMP-7 показала хорошую 
корреляцию с индексом разрушения кости. Ав-
торы (Lynch et al., 2005) также наблюдали, что 
MMP-7 не  экспрессировалась клетками рака 
предстательной железы в  областях, где проис-
ходили остеобластические изменения, тем са-
мым предполагая, что роль MMP-7 была связана 
с остеолизом, вызванным раком предстательной 
железы. Кроме того, было показано, что сыво-
роточные концентрации MMP-7 были значи-
тельно выше у пациентов с раком простаты с от-
даленными метастазами в  кости (Szarvas et al., 
2011). Эти данные показали, что MMP-7 играет 
существенную роль в образовании костных ме-
тастазов. Таким образом, MMP-7 может быть 
потенциальным маркером для идентификации 
пациентов с  метастатическим раком предста-
тельной железы. Совсем недавно было показано 
(Piskór et al., 2020), что интерлейкин-17 индуци-
ровал экспрессию изоформы ММР-7, которая 
расщепляла комплекс Е-кадгерин/β-катенин 
и высвобождала β-катенин, тем самым усиливая 
рост опухолевых клеток при раке предстатель-
ной железы. Эти данные свидетельствуют о том, 

что ММР-7 может быть потенциальной мише-
нью для лечения этого типа рака.

Полученные нами результаты показали, что 
в отсутствии DTT наблюдается нативная актив-
ность PSA и  ММР-13 в  клетках РС-3. Вместе 
с  тем, в  присутствии DTT, когда дисульфид-
ные связи восстанавливаются, мы наблюдали 
протеолитическую активность не  только PSA 
и ММР-13, а также ММР-7. Из литературы из-
вестно, что структура ММР-7 содержит два доме-
на: про-пептидный и каталитический (Bassiouni 
et al., 2021). Про-пептидный домен содержит 
остаток цистеина (часть переключателя цистеи-
на), который взаимодействует с каталитическим 
цинком в  активном центре, предотвращая его 
связывание с субстратом и сохраняя ММР-7 не-
активным. Поэтому, когда DTT восстанавливает 
SH-группу в  остатке цистеина, каталитический 
цинк в активном центре высвобождается, в ре-
зультате чего фермент становится активным, 
и происходит связывание желатина с активным 
центром ММР-7. Таким образом, полученные 
нами результаты согласуются с  литературными 
данными (Bassiouni et al., 2021).

Мы предполагаем, что полоса, соответству-
ющая на  зимограмме молекулярной массе 19.6 
кДа, относится к  изоформе ММР-13. ММР-13, 
также известная, как коллагеназа-3, обладает 
широкой субстратной специфичностью и  игра-
ет важную роль в  метастазировании и  инвазив-
ности раковых клеток (Stetler-Stevenson, 2001). 
Вначале MMP-13 была обнаружена в  опухоли 
молочной железы (Balduyck et al., 2000). Дальней-
шие исследования показали, что этот фермент 
продуцируется большим количеством различных 

(а) (б)
500

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
, о

тн
.е

д

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
, о

тн
.е

д

400

300

200

100

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

0
28 кДа 37 кДа
Молекулярный вес Молекулярный вес

37 кДа

Рис. 2. Денситометрический анализ протеолитической активности желатиназ и определение молекулярной массы ММР-7 
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злокачественных клеток, включая плоскоклеточ-
ные опухоли головы и шеи, карциному верхних 
дыхательных путей, гортани и вульвы (Piura et al., 
2003; Salaün et al., 2015; Ho et al., 2023). В рабо-
тах (Luukkaa et al., 2006; Kudo, et al., 2012) было 
показано, что экспрессия ММР-13 коррелирует 
с  инвазивностью, метастазированием раковых 
клеток и плохим прогнозом.

Недавние исследования показали, что 
MMP-13 является диагностическим маркером 
рака предстательной железы (Morgia et al., 2005; 
Kalantari et al., 2019). Растет количество исследо-
ваний, подтверждающих важную роль MMP-13 
в  метастазировании опухолей предстательной 
железы. Так, анализ данных Gene Expression 
Omnibus и  образцов тканей человека показал, 
что уровни экспрессии ММР-13 выше у  паци-
ентов с раком простаты, чем у здоровых людей 
без рака (Wang et al., 2021). С  помощью мето-
да ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 
было показано, что плазменные концентрации 
ММР-2, ММР-9 и ММР-13 были выше у паци-
ентов с раком предстательной железы с метаста-
зами, чем в других группах, и их концентрации 
заметно снижались после начала терапии этих 
пациентов (Morgia et al., 2005). Результаты пока-
зали, что концентрация и  активность MMP-13 
в плазме в сочетании с определением PSA могут 
играть роль в  диагностике, мониторинге тера-
пии и оценке злокачественного прогрессирова-
ния при раке предстательной железы. Недавно, 
также была продемонстрирована роль ММР-13 
и  E-кадгерина в  миграции и  инвазии клеток 
рака простаты (Bonaldi et al., 2015). Показано, 
что ММР-13 и  E-кадгерин являются потенци-
альными биомаркерами для прогноза рака пред-
стательной железы.

 Мы предполагаем, что наблюдаемая протеаз-
ная активность в области 37 кДа на зимограммах 
клеточной линии рака простаты PC-3 относится 
к PSA. Это подтверждается совпадением молеку-
лярной массы (37 кДа) и известной активностью 
PSA по  расщеплению желатина (Christensson et 
al., 1993; Darson et al., 1997, 1999).

Простат-специфический антиген с  моле-
кулярной массой 34 кДа представляет собой 
сериновую протеазу, продуцируемую эпите-
лиальными клетками предстательной железы 
и  секретируемую в  виде неактивного профер-
мента (proPSA) в  семенную жидкость (Lilja 
et al., 1987; Darson et al., 1997, 1999), где она мо-
жет активироваться калликреин-родственной 
пептидазой  2 (hK2) и  другими эндопептидаза-
ми простаты (Watt et al., 1986; Lilja et al., 1987; 
Christensson et al., 1993; Darson et al., 1997, 1999). 
PSA обладает ограниченной химотрипсинопо-
добной эндопротеолитической активностью, 

расщепляя биологические субстраты, семено-
гелин 1 и 2 (Lilja et al., 1987; Darson et al., 1997, 
1999) и фибронектин (Watt et al., 1986), а также 
ламинин и  желатин (Watt et al., 1986). Извест-
но, что PSA играет значимую роль в  прогрес-
сировании и метастазировании рака простаты, 
действуя как желатиназа и способствуя ремоде-
лированию внеклеточного матрикса (Thompson 
et al., 2004; Duffy, 2006). Это указывает на  его 
участие в процессах, которые способствуют ин-
вазивности опухоли и образованию метастазов 
(Surasi et al., 2020).

Таким образом, мы идентифицировали 
в клетках рака предстательной железы матрикс-
ные металлопротеиназы: ММР-13, MMP-7 
и PSA, используя метод желатиновой зимогра-
фии. Дальнейшие исследования будут направ-
лены на  изучение влияния динитрозильных 
комплексов железа (доноров оксида азота, по-
тенциальных противоопухолевых препаратов) 
на  активность данных желатиназ и  PSA, что 
может способствовать развитию новых подхо-
дов к  диагностике и  таргетной терапии рака 
простаты. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В заключение следует отметить, что матрикс-

ные металлопротеиназы являются многофунк-
циональными протеазами, они участвуют в  па-
тогенезе различных патологических состояний, 
включая онкологические, сердечно-сосудистые 
и воспалительные заболевания. 

Таким образом, наше исследование, исполь-
зующее методы, такие как SDS-PAGE-электро-
форез, не только расширяет наше знание о же-
латиназах, но также открывает перспективы для 
дальнейших исследований и клинического при-
менения в области медицинской биологии.
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Identification of Gelatinases in Prostate Cancer Cells
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Prostate cancer remains one of the most common oncological diseases among men. Gelatinases, such as 
MMP-13 and MMP-7, play a key role in tumor invasion and metastasis. Prostate-specific antigen (PSA) 
and metalloproteinases are considered as potential biomarkers and targets for prostate cancer diagnosis 
and therapy. The study used gelatin zymography to assess gelatinase activity in the PC-3 prostate cancer 
cell line. The results showed the presence of protein bands corresponding to gelatinase activity in the size 
range of 20, 28 and 37 kDa, which coincides with the activity of MMP-13, MMP-7 and PSA in PC-3 cells. 
The results showed the presence of protein bands corresponding to the proteolytic activity of gelatinases 
in the size range of 20, 28 and 37 kDa, which coincides with the activity of MMP-13, MMP-7 and PSA. 
Thus, gelatinases MMP-13, MMP-7 and PSA were identified in prostate cancer cells, which can be used as 
markers of aggressiveness and progression of prostate cancer.

Keywords: gelatinases, zymography, proteolytic activity, prostate cancer


