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На сьогоднішній день рак гортані за-

ймає важливе місце в структурі пухлин го-
лови та шиї [4]. За даними багатьох дослі-
джень, протягом тривалого часу спостере-
жень виживаність хворих на рак гортані 
залишається незмінною. При ранніх стадіях 
рак гортані зазвичай має добрий прогноз, в 
той же час при розповсюдженні процесу 
прогноз значно погіршується. Основним 
фактором, що впливає на виживаність хво-
рих, є наявність реґіонарних метастазів [18]. 
Пухлини гортані найбільше представлені 
плоскоклітинним раком, основними патоге-
нетичними чинниками є тютюнопаління, 
алкоголь та вірус папіломи людини [11]. 
Канцерогенез плоскоклітинного раку горта-
ні визначається генетичними мутаціями, 
порушенням метаболізму та клітинного 
циклу, що призводить до росту маси пухли-
ни та утворення метастатичних осередків у 
реґіонарних лімфатичних вузлах та віддале-
них органах [9].  

Одним з основних механізмів росту та 
метастазування пухлини є інвазія в оточую-
чі тканини з  наступним розповсюдженням 
пухлинних клітин. Інвазія пухлинних клітин 
відбувається за рахунок деструкції міжклі-
тинного матриксу. Цей процес регулюється 
системою ферментів, що називаються мат-
риксні металопротеїнази (ММP), та їх інгі-
біторів – тканинних інгібіторів матриксних 
металопротеїназ (TIMP). Посилення актив-
ності матриксних металопротеїназ виявля-
ється при запальних та неопластичних про-
цесах [3, 12, 17, 24]. Дослідження, проведені 

Gou [7] та Xie [23], демонструють зв’язок 
між підвищеною експресією матриксних 
металопротеїназ та метастазуванням плос-
коклітинного раку. Тканинні інгібітори ін-
активують ММР та знижують їх активність 
за рахунок утворення нековалентних ком-
плексів. Таким чином, ТІМР також можуть 
впливають на інвазію та метастазування 
раку гортані [10]. Деякі дослідження 
пов’язують посилення їх активності з пога-
ним прогнозом хвороби, однак інші, навпа-
ки, відмічають зниження рівня ТІМР у паці-
єнтів з запущеними випадками  [3, 5, 25]. 

З урахуванням нових знань, дослі-
дження молекулярних властивостей пухли-
ни дозволяє прогнозувати агресивний пух-
линний ріст і вірогідність метастазування 
пухлини. Визначення пухлинної агресії та 
прогноз метастазування може бути викори-
станий для вирішення дискутабельного пи-
тання об’єму хірургічного втручання на 
лімфатичній системі шиї [15]. Комплексне 
дослідження рівня ММР-1 та ММР-9 а та-
кож ТІМР-1 та ТІМР-2, на нашу думку, мо-
же виявити зв’язок з метастазуванням та 
рецидивами раку гортані та в подальшому 
використовуватись для прогнозу перебігу 
хвороби. 

Мета дослідження – вивчити інфор-
мативність імуногістохімічного досліджен-
ня та визначення експресії молекулярних 
маркерів ММР-1, ММР-9, ТІМР-1 та ТІМР-
2  у хворих на рак гортані, визначити мож-
ливість прогнозування реґіонарних метаста-
зів та рецидивів. 
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Рис. 1. А. Внутрішній контроль – багатошаровий плоский епітелій без ознак тканинної або клітинної атипії, ×200.  Б. 
Високодиференційований ПРГ з великими кератиновими «перлами» та легкою клітинною атипією, ×200.  В. Помірно-
диференційований ПРГ з чисельними мітотичними фігурами та острівцями кератину в клітинах із помірною атипією, 
×400.  Г. Низькодиференційований ПРГ із незрілих клітин з крупними гіперхромними ядрами і великими ядерно-
цитоплазматичними індексами, ×400. Забарвлення гематоксиліном та еозином. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 2. Низькодиференційований ПРГ.  А. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×200.  Б. Висока проліфе-
ративна активність (>30% позитивно забарвлених ядер), ІГХ реакція з маркером Кі-67, додаткове забарвлення гемато-
ксиліном Майєра, ×200.  В. Помірна (++) експресія ММР-9 з осередковим підвищенням забарвлення в окремих рако-
вих клітинах, ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра, ×200.  Г. Негативна (-) експресія ТІМР-2,ІГХ 
метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра, ×200. 
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Матеріали та методи дослідження 
Для виконання завдань дослідження 

під спостереженням знаходилось 70 хворих 
на рак гортані III-IV стадій (T3-4N0-3M0) ІІ 
клінічної групи, які проходили обстеження, 
лікування та спостереження в ЛОР-
онкологічному відділенні КП «Дніпропет-
ровська обласна клінічна лікарня ім. І.І. 
Мечникова» в період з 2011 по 2014 рр. З 
них 39 хворих з основної групи мали реґіо-
нарні метастази раку гортані, у 31 хворих 
групи порівняння реґіонарні метастази не 
були виявлені. Вік пацієнтів коливався від 
33 до 74 років, середній вік склав 61,9 років.  
Чоловіки склали абсолютну більшість – 
99% (No=69). У всіх хворих гістологічно 
діагностувався плоскоклітинний рак. Роз-
поділ хворих за ступенем диференціації 
виявив перевагу помірно диференційовано-
го раку в основній (66,7%) та контрольній 
(61,3%) групах. 

Всім пацієнтам проведено хірургічне 
лікування – ларингектомія та варіанти лім-
фодисекції. Гістологічне дослідження та 
оцінка експресії імуногістохімічних марке-
рів раку гортані виконувалось двома неза-
лежними патоморфологами згідно рекомен-
дацій гістологічної класифікації пухлин 
гортані ВООЗ [2]. 

 
Імуногістохімічне дослідження  
В якості первинних молекулярних 

маркерів використовувалися моноклональ-
ні антитіла до ММР-1; ММР-9 а також 
ТІМР-1 та ТІМР-2  (Termo Scientific, 
США). Мікропрепарати фарбувалися за 
допомогою гематоксиліну Маєра та фіксу-
вались. При оцінюванні ІГХ реакцій з мар-
кером експресія обчислювалася, як відсо-
ток клітин з цитоплазматичною реакцією 
при збільшені (×400) за 4 градаціями: (1+) 
– < 10%, (2+) – від 10% до 50%, (3+) – від 
51% до 100%,  за рекомендаціями Uzols та 
співавторів експресія ТІМР1 та ТІМР2 була 
оцінена як негативна при відсотку забарв-
лених клітин < 30%,  “-” - 0, та >30% як “+” 
- 1 [21]. 

Дослідження було погоджено комісі-
єю з медичної етики ДЗ «ДМА МОЗ Украї-
ни» та КП «ДОКЛ ім. І.І. Мечникова» ДОР. 
Гістологічний матеріал для дослідження 
взятий з архіву КЗ «Обласне патологоана-

томічне бюро». Всі пацієнти дали згоду на 
обробку персональних даних та участь у 
дослідженні. 

 
Статистичний аналіз 
Статистична обробка матеріалів дос-

лідження проводилася за допомогою персо-
нального комп’ютера з використанням па-
кетів програм Libre Office 
(https://www.libreoffice.org/) та R (R Core-
Team (2019). R: A language and environment 
for statistical computing. R Foundation for 
Statistical Computing, Vienna, Austria. Avail-
able from: https://www.R-project.org/). 

Для статистичної обробки матеріалів 
дослідження використовувалися методи 
аналітичної біостатистики: перевірка нор-
мальності розподілу кількісних ознак за  
критерієм Шапіро-Уілка (SW-W); кількісні 
показники з нормальним типом розподілу 
були представлені у вигляді середнього 
арифметичного та стандартного відхилення 
(М (СВ)) та їх порівняння проводили за 
допомогою t-критерію для незалежних ви-
бірок; якісні показники були представлені 
у вигляді n (%) та їх порівняння проводили 
за допомогою критерію Хі-квадрат (χ2) Пі-
рсона, без поправки Йейтса на безперерв-
ність. 

Оцінку можливості прогнозування 
метастазування або рецидиву захворюван-
ня проводили за допомогою логістичної 
регресії з обчисленням відношення шансів 
з 95% довірчим інтервалом (ВШ (95% 
ДІ)). Для оцінки дискримінаційної здатно-
сті моделей щодо прогнозування резуль-
тату захворювання проводили ROC 
(receiver operating characteristic) – аналіз з 
обчисленням площі під кривою (AUC – are 
under ROC curve) з 95% ДІ. Порівняння 
ROC кривих статистично значущих пре-
дикторів проводили за допомогою методу 
De Long та співавторів [6]. Критичним 
значенням р при перевірці статистичних 
гіпотез було прийнято <0.05. Значення 
площі під ROC кривою інтерпретували у 
показниках діагностичної точності за 
Šimundić A-M. (2009): 0.9-1.0 – відмінна, 
0.8-0.9 – дуже добра, 0.7-0,8 – добра, 0.6-
0.7 – середня, 0.5-0.6 – незадовільна; зна-
чення 0.5 вказує на непридатність методу 
[20]. 
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Результати 
Чоловіки склали переважну більшість 

пацієнтів, залучених до дослідження (табл. 
1). Вік та структура ступеню диференціації 
пухлини між групами достовірно не відріз-
нялись. У пацієнтів з метастазами частіше 
реєстрували рецидив захворювання, ніж у 
пацієнтів без метастазів (р=0,02). Виявлено 
статистично значущу різницю в експресії 
ММР-1 та ММР-9 між групами за наявніс-
тю метастазів (р<0,01): у пацієнтів з метас-
тазами частіше спостерігалася помірна (++) 
та висока (+++) експресія біомаркерів, та 
рідше спостерігалася низька експресія (+). 
Позитивна ТІМР-2 достовірно частіше ви-
являлася серед пацієнтів з метастазами 

(р=0.05). Треба відмітити, що в нашому 
дослідженні клітини плоскоклітинного 
раку гортані (особливо ті, що демонструва-
ли високу проліферативну активність), а 
також стромальні клітини, такі як фіброб-
ласти, макрофаги, мононуклеарні та ендо-
теліальні клітини експресували ММР на 
дуже високому рівні та повністю втрачали 
TIMР в ділянках, прилеглої до пухлини 
тканини. Це доводить, що деградація поза-
клітинного матриксу та його реконструкція 
з урахуванням особливостей пухлинного 
неоваскулогенезу ПРГ безпосередньо 
пов’язана із дисбалансом експресій 
ММР/TIMР і потребує кількісного оціню-
вання. 

 
Таблиця 1 

Клінічні характеристики та експресія ММР-1, ММР-9, ТІМР-1 та ТІМР-2  
у пацієнтів в залежності від наявності метастазів 

Параметр, n (%) 
Групи 

р 
Всього порівняння (n=31) основна (n=39) 

Вік,  роки (М (СВ)) 61,9 (9,5) 63 (10,7) 61 (8,5) 0,40 
Чоловіча стать 69 (98,6) 31 (100) 38 (97,4) 0,37 
Рецидив 13 (18,6) 2 (6,5) 11 (28,2) 0,02 

Ступінь  
диференціації  
пухлини 

Високий 14 (20,0) 8 (25,8) 6 (15,4) 
0,52 Помірний 45 (64,3) 19 (61,3) 26 (66,7) 

Низький 11 (15,7) 4 (12,9) 7 (17,9) 

Експресія 
ММР-1 

+ 20 (28,6) 15 (48,4) 5 (12,8) 
<0,01 ++ 46 (65,7) 15 (48,4) 31 (79,5) 

+++ 4 (5,7) 1 (3,2) 3 (7,7) 

Експресія 
ММР-9 

+ 8 (11,4) 8 (25,8) 0 (0,0) 
<0,01 ++ 47 (67,1) 16 (51,6) 31 (79,5) 

+++ 15 (21,4) 7 (22,6) 8 (20,5) 
Позитивна ТІМР-1 18 (25,7) 7 (22,6) 11 (28,2) 0,59 
Позитивна ТІМР-2 27 (38,6) 8 (25,8) 19 (48,7) 0,05 

 
Таблиця 2 

Прогнозування метастазування пухлини та розвитку рецидиву захворювання  
на підставі експресії ММР-1, ММР-9, ТІМР-1 та ТІМР-2 

Предиктор 
Прогноз метастазування Прогноз рецидиву 

ВШ (95% ДІ) p AUC (95% ДІ) ВШ (95% ДІ) p AUC (95% ДІ) 

ММР-1 4,75 (1,77-14,75) <0,01 0,68 (0,58-0,79) 1,94 (0,62-6,78) 0,27 0,6 (0,49-0,70) 

ММР-9 2,19 (0,92-5,73) 0,09 0,59 (0,47-0,71) 1,23 (0,42-3,67) 0,70 0,52 (0,41-0,64) 

ТІМР-1 1,35 (0,46-4,17) 0,59 0,53 (0,42-0,63) 2,12 (0,56-7,53) 0,25 0,58 (0,43-0,73) 

ТІМР-2 2,73 (1,01-7,89) 0,05 0,61 (0,50-0,73) 1,47 (0,42-5,01) 0,54 0,55 (0,39-0,70) 
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Рис. 3. Прогнозування метастазування на підставі 
експресії ММР-1, ММР-9, ТІМР-1 та ТІМР-2. 

Рис. 4. Прогнозування рецидивів на підставі екс-
пресії ММР-1, ММР-9, ТІМР-1 та ТІМР-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 5. Експресія ММР-1 в залежності від ступеню 
диференціації пухлини. 

Рис. 6. Експресія ММР-9 в залежності від ступеню 
диференціації пухлини 

 

 

 

 

 

 

 
 

Рис. 7. Експресія ТІМР-1 в залежності від ступеню 
диференціації пухлини. 

Рис. 8. Експресія ТІМР-2 в залежності від ступеню 
диференціації пухлини. 
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ММР-1 та ТІМР-2 були значущими 
предикторами появи метастазів (табл. 2). 
Підвищення експресії ММР-1 на одну кате-
горію підвищувало шанси розвитку метас-
тазування майже у 5 разів (ВШ = 4,75 (95% 
ДІ 1,77 – 14,75)). При позитивній ТІМР-2 
шанси метастазування пухлини були у 2,7 
разів вищими (95% ДІ 1,01 – 7,89), ніж при 
негативній ТІМР-2. Різниця між ROC-
кривими для ММР-1 та ТІМР-2 не була ста-
тистично достовірною (р=0,30). Експресія 
жодного з показників не дозволяла прогно-
зувати рецидив захворювання. Включення 
віку у регресійну модель не мало позитив-
ного впливу на прогностичну здатність пре-
дикторів. 

Було виявлено статистично значущий 
зв’язок між ступенем диференціації пухли-
ни та експресією ММР-1, ММР-9, ТІМР-1 
та ТІМР-2. Зменшення ступеню диференці-
ації пухлини супроводжувалося зростанням 
частки пацієнтів з високою експресією 
ММР-1 (рис. 3, р=0,02) та ММР-9 (рис. 4, 
р=0,01). Експресія ММР-1 різко зростала у 
пацієнтів з низьким ступенем диференціації 
пухлини (рис. 5). Зростання експресії ММР-
9 було більш поступовим, та проявлялося 
при помірному ступеню диференціації (рис. 
6). При зменшенні ступеню диференціації 
пухлини зростав відсоток пацієнтів, які ма-
ли позитивний ТІМР-1 (рис. 7, р<0,001) та 
ТІМР-2 (рис. 8, р<0,001). 

 
Обговорення 
MMP та TIMР відіграють важливу 

роль в різноманітних нормальних та пато-
логічних, в тому числі онкологічних, проце-
сах. Ці молекулярні маркери давно відомі в 
канцерогенезі зокрема плоскоклітинного 
раку голови та шиї. Так відомо що високі 
рівні експресії TIMР можуть гальмувати 
інвазію пухлини шляхом блокування ММР 
[8]. В той же час виявлено значне підви-
щення рівнів TIMР у хворих з агресивними 
пухлинами та поганим прогнозом з меншим 
періодом виживаності [16]. Також при бага-
тофакторному аналізі визначається поганий 
прогноз при підвищенні експресії TIMР та 
наявності позитивних лімфатичних вузлів, 
проте не визначається зв’язок з метастазу-
ванням [14]. 

При  статистичній обробці даних що-
до метастазування найбільше значення AUC 
0.68 (0.58-0.79) встановлено для MMP-1, 
дещо йому поступається TIMP-2 0.61 (0.50-
0.73) (p<0.01) що свідчить про добру діаг-
ностичну цінність, інші молекулярні марке-
ри були неінформативні щодо метастазів. 

Отримані нами дані щодо статистично 
значущого підвищення експресії ММР-1 та 
ТІМР-2 при наявності метастазів у реґіона-
рні лімфатичні вузли шиї підтверджуються 
іншими дослідженнями. Так, у публікаціях 
Shimizu і співавторів та Wu виявлено коре-
ляційний зв’язок ММР-1 та ТІМР-2 з пога-
ним прогнозом плоскоклітинного раку го-
лови та шиї [19, 22]. Однак в цих публікаці-
ях не знайдено зв’язку з ступенем диферен-
ціації пухлини. В той же час в нашому дос-
лідженні був виявлений зв’язок експресії з 
гістологічною градацією пухлини, що спів-
падає з результатами [1]. 

 
Висновки 
Було досліджено активність протеолі-

тичних ферментів.  
Показники експресії молекулярних 

маркерів ММР-1, ММР-9, ТІМР-1 та 
ТІМР-2 статистично достовірно асоційо-
вані зі ступенем диференціації пухлини 
(р<0,05). 

За результатами статистичної обробки 
даних  ММР-1 та ТІМР-2 були значущими 
предикторами розвитку метастазів (р<0,01). 
Підвищення експресії ММР-1 до позитив-
ного або високого рівня підвищувало шанси 
розвитку метастазування у 5 разів 
(ВШ=4,75 (95% ДІ 1,77 – 14,75). При пози-
тивній ТІМР-2 шанси метастазування пух-
лини були у 2,7 разів вищими (95% ДІ 1,01 
– 7,89), ніж при негативній. На підставі цьо-
го показники експресії ММР-1 та ТІМР-2 
можуть бути використані для прогнозу ме-
тастазування раку гортані. 

Рівень показників експресії молекуля-
рних маркерів ММР-1, ММР-9, ТІМР-1 та 
ТІМР-2 не мають достовірної інформативно-
сті щодо рецидиву захворювання (р>0,05). 

Потрібні подальші дослідження у ви-
вченні активності протеолітичних фермен-
тів та їх впливу на клітинну інвазію та ін-
формативності в онкології. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shimizu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18276095


 

22   Оториноларингологія, №1-2 (3), 2020 

Література 
 
1. Akashi M, Hisaka T, Sakai H, Ishikawa H, Ka-

wahara R, Goto Y, et al. Expression of matrix 
metalloproteinases in intraductal papillary mu-
cinous neoplasm of the pancreas. Anticancer Res. 
2019 Aug; 39: 4485-90. doi: 10.21873/ antica-
nres.13623. 

2. Barnes L, Eveson JW, Richard P, Sidransky D. 
World Health Organization Classification of Tu-
mours: pathology and genetics of head and neck 
tumours. Lyon, France: IARC Press; 2005. 430 p. 

3. Bodnar M, Szylberg L, Kazmierczak W, Marsza-
lek A. Tumor progression driven by pathways ac-
tivating matrix metalloproteinases and their inhibi-
tors. Journal of Oral Pathology & Medicine. 2015 
Jul; 44(6): 437-43. doi: 10.1111/jop.12270. 

4. Bradford CR, Kumar B, Bellile E, Lee J, Tailor J, 
D’Silva N, et al. Biomarkers in Advanced Larynx 
Cancer Laryngoscope. 2014 Jan; 124(1): 179-
87.doi: 10.1002/lary.24245. 

5. Culhaci N, Metin K, Copcu E, Dikicioglu E. Ele-
vated expression of MMP-13 and TIMP-1 in head 
and neck squamous cell carcinomas may reflect 
increased tumor invasiveness. BMC Can-
cer.2004Aug;4:42. doi:10.1186/1471-2407-4-42. 

6. DeLong ER, DeLong DM, Clarke-Pearson DL. 
Comparing the areas under two or more correlated 
receiver operating characteristic curves: a nonpa-
rametric approach. Biometrics. 1988 Sep; 
44(3):837-45. 

7. Gou XX, Jin F, Chen HX, Wu WL, Chen L, Zeng 
Y. Expressions of CD147, MMP-2 and MMP-9 in 
laryngeal carcinoma and clinical significance. 
Zhonghua Yi Xue Za Zhi. 2010 May;90(18):1264-
7. doi: 10.1007/s12253-013-9720-3. 

8. Grunnet M, Mau-Sorensen M, Brunner N. Tissue 
inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP-1) as a 
biomarker in gastric cancer: a review. Scand J Ga-
stroenterol. 2013 Aug;48:899-905.doi: 
10.3109/00365521.2013.812235. 

9. Hong SD, Hong SP, Lee JI, Lim CY. Expression 
of matrix metalloproteinase-2 and -9 in oral 
squamous cell carcinomas with regard to the me-
tastatic potential. Oral Oncol. 2000; 36: 207-13. 

10. Jiang Y, Goldberg ID, Shi YE. Complex roles of 
tissue inhibitors of metalloproteinases in cancer. 
Oncogene. 2002 Mar; 21: 2245-52. doi: 
10.1038/sj.onc.1205291. 

11. Kariche N, Hortal MT, Benyahia S, Alemany L, 
Moula N, Clavero O. Comparative assessment of 
HPV, alcohol and tobacco etiological fractions in 
Algerian patients with laryngeal squamous cell 
carcinoma. Infect Agent Cancer. 2018 Mar; 13: 8. 
doi: 10.1186/s13027-018-0181-x. 

12. Kessenbrock K, Plaks V, Werb Z. Matrix metallo-
proteinases: regulators of the tumor microenvi-
ronment. Cell. 2010 Apr; 141(1): 52-67. doi: 
10.1016/j.cell.2010.03.015. 

13. Korampalli TS, Stafford ND. Expression of angi-
ogenic growth factors in laryngeal carcinoma. Mo-
lecular and Clinical Oncology.2013 Nov;1(6): 
1013-8. https://doi.org/10.3892/mco.2013.179. 

14. Kozlowski M, Laudanski W, Mroczko B, 
Szmitkowski M, Milewski R, Lapuc G. Serum tis-
sue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP-1) and 
vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) 
are associated with prognosis in esophageal cancer 
patients. Adv Med Sci. 2013 June; 18(2):1-8. doi: 
10.2478/ams-2013-0017. 

15. Li M, Tian L, Ren H, Chen X, Wang Y, Ge J, et al. 
MicroRNA-101 is a potential prognostic indicator 
of laryngeal squamous cell carcinoma and mod-
ulates CDK8. J Transl Med. 2015 Aug; 13: 271. 
doi: 10.1186/s12967-015-0626-6. 

16. Oblak I, Velenik V, Anderluh F, Mozina B, Ocvirk 
J. The correlation between the levels of tissue in-
hibitor of metalloproteinases 1 in plasma and tu-
mour response and survival after preoperative ra-
diochemotherapyin patients with rectal cancer. 
Radiol Oncol. 2013; 47: 138-44. doi:10.2478/raon-
2013-0028. 

17. Olszewska E, Matulka M, Mroczko B, Pryczynicz 
A, Kemona A, Szmitkowski M,Mierzwinski Jet al. 
Diagnostic value of matrix metalloproteinase 9 and 
tissue inhibitor of matrix metalloproteinases 1 in 
cholesteatoma. Histology and Histopathology. 
2016 Mar; 31(3): 307-15. doi: 10.14670/HH-11-
677. 

18. Robbins KT, Ferlito A, Shah JP, Hamoir M, Takes 
RP, Strojan P, et al. The evolving role of selective 
neck dissection for head and neck squamous cell 
carcinoma. Eur Arch Otorhinolaryngol. 2013 Mar; 
270(4): 1195-202. doi: 10.1007/s00405-012-2153-x 

19. Shimizu Y, Kondo S, Shirai A, Furukawa M, Yo-
shizaki T. A single nucleotide polymorphism in 
the matrix metalloproteinase-1 and interleukin-8 
gene promoter predicts poor prognosis in tongue 
cancer Auris Nasus Larynx. 2008 Sep; 35(3): 381-
9. doi: 10.1016/j.anl.2007.12.002. 

20. Simundiс A.M. Measures of Diagnostic Accuracy: 
Basic Definitions EJIFCC. 2009 Jan; 19(4): 203-11. 

21. Uloza V, Liutkevicius V, Pangonyte D, Saferis V, 
Lesauskaite V. Expression of matrix metallopro-
teinases (MMP-2 and MMP-9) in recurrent respi-
ratory papillomas and laryngeal carcinoma: clini-
cal and morphological parallels. European Arc-
hives of Oto-Rhino-Laryngology. 2011; 268(6): 
871–878. doi: 10.1007/s00405-011-1494-1 

22. Wu TY, Zhang TH, Qu LM, Feng JP, Tian LL, 
Zhang BH, et al. MiR-19a is correlated with prog-
nosis and apoptosis of laryngeal squamous cell 
carcinoma by regulating TIMP-2 expression. Int J 
Clin Exp Pathol. 2013 Dec; 7(1): 56-63.  

23. Xie M, Sun Y, Li Y. Expression of matrix metal-
loproteinases in supraglottic carcinoma and its 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ishikawa%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31366549
https://doi.org/10.1038/sj.onc.1205291
https://doi.org/10.3892/mco.2013.179
https://dx.doi.org/10.2478%2Fraon-2013-0028
https://dx.doi.org/10.2478%2Fraon-2013-0028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pryczynicz%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26490574
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pryczynicz%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26490574
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pryczynicz%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26490574
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kemona%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26490574
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szmitkowski%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26490574
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mierzwinski%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26490574
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Robbins%20KT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22903756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferlito%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22903756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shah%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22903756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hamoir%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22903756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takes%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22903756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takes%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22903756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takes%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22903756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Strojan%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22903756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22903756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shimizu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18276095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kondo%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18276095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shirai%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18276095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Furukawa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18276095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoshizaki%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18276095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoshizaki%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18276095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18276095


 

Оториноларингологія, №1-2 (3), 2020   23 

clinical implication for estimating lymph node me-
tastases. Laryngoscope. 2004 Dec; 114(12): 2243-
8. doi: 10.1097/01.mlg.0000149467.18822.59. 

24. Yoon SO, Park SJ, Yun CH, Chung AS. Roles of 
matrix metalloproteinases in tumor metastasis and 
angiogenesis. Journal of Biochemistry and Mole-
cular Biology. 2003; 36(1): 128-37. doi: 
10.5483/bmbrep.2003.36.1.128. 

25. Yoshizaki T, Maruyama Y, Sato H, Furukawa 
M. Expression of tissue inhibitor of matrix me-
talloproteinase-2 correlates with activation of 
matrix metalloproteinase-2 and predicts poor 
prognosis in tongue squamous cell carcinoma. 
Int J Cancer. 2001; 95: 44-50. doi: 
10.1002/1097-0215 (20010120)95:1<44::AID-
IJC1008>3.0.CO;2-M. 

 
 

Надійшла до редакції 04.05.2020 

© О.В. Ковтуненко, С.М. Тимчук, Б.В. Шпортько, 2020 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

https://doi.org/10.1097/01.mlg.0000149467.18822.59
https://doi.org/10.1002/1097-0215(20010120)95:1%3C44::AID-IJC1008%3E3.0.CO;2-M
https://doi.org/10.1002/1097-0215(20010120)95:1%3C44::AID-IJC1008%3E3.0.CO;2-M


 

24   Оториноларингологія, №1-2 (3), 2020 

МАТРИКСНІ МЕТАЛОПРОТЕЇНАЗИ ТА ІНГІБІТОРИ МАТРИКСНИХ МЕТАЛОПРОТЕЇНАЗ  
ЯК МАРКЕРИ МЕТАСТАЗІВ РАКУ ГОРТАНІ  
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А н о т а ц і я  

Актуальність: На сьогоднішній день рак гортані займає важливе місце в структурі пухлин голови 
та шиї. Виживаність хворих з раком гортані залишається незмінною протягом тривалого часу. Одним з 
основних механізмів росту та метастазування пухлини є інвазія в оточуючі тканини з  наступним розпо-
всюдженням пухлинних клітин. Цей процес регулюється системою ферментів, що називаються матриксні 
металопротеїнази (ММP) та їх інгібіторів – тканинних інгібіторів матриксних металопротеїназ (TIMP). 

Мета дослідження: Вивчити інформативність імуногістохімічного дослідження та визначення 
експресії молекулярних маркерів ММР-1; ММР-9; ТІМР-1 та ТІМР-2  у хворих на рак гортані, визначити 
можливість прогнозування реґіонарних метастазів та рецидивів. 

Матеріали та методи: Для виконання завдань дослідження під спостереженням знаходилось 70 
хворих на рак гортані III-IV стадій (T3-4N0-3M0) ІІ-ї клінічної групи. З них 39 хворих з основної групи 
мали реґіонарні метастази раку гортані, у 31 хворих групи порівняння реґіонарні метастази не були вияв-
лені. Вік пацієнтів коливався від 33 до 74 років, середній вік склав 61,9 років. Чоловіки складали абсолют-
ну більшість – 99% (No=69). У всіх хворих гістологічно діагностувався плоскоклітинний рак. Як первинні 
молекулярні маркери використовувались моноклональні антитіла до ММР-1; ММР-9 а також ТІМР-1 та 
ТІМР-2  (Termo Scientific, США). При оцінюванні ІГХ реакцій з маркером експресія обчислювалася, як 
відсоток клітин з цитоплазматичною реакцією при збільшені (×400) за 4 градаціями: (1+) – < 10%, (2+) – 
від 10% до 50%, (3+) – від 51% до 100%. Експресія ТІМР1 та ТІМР2 була оцінена як негативна при відсот-
ку забарвлених клітин < 30%,  “-” - 0, та >30% як “+” - 1. 

Результати: Виявлено статистично значущу різницю в експресії ММР-1 та ММР-9 між групами за 
наявністю метастазів (р<0,01): у пацієнтів з метастазами частіше спостерігалася помірна (++) та висока 
(+++) експресія біомаркерів, та рідше спостерігалася низька експресія (+). Позитивна ТІМР-2 достовірно 
частіше виявлялася серед пацієнтів з метастазами (р=0,05). 

ММР-1 та ТІМР-2 були значущими предикторами появи метастазів. Підвищення експресії ММР-1 
на одну категорію підвищувало шанси розвитку метастазування майже у 5 разів (ВШ = 4.75 (95% ДІ 1.77 – 
14.75)). При позитивній ТІМР-2 шанси метастазування пухлини були у 2.7 разів вищими (95% ДІ 1.01 –
7.89), ніж при негативній ТІМР-2. Різниця між ROC-кривими для ММР-1 та ТІМР-2 не булла статистично 
достовірною (р=0.30). Експресія жодного з показників не дозволяла прогнозувати рецидив захворювання. 
Включення віку у регресійну модель не мало позитивного впливу на прогностичну здатність предикторів. 

Висновки: Показники експресії молекулярних маркерів ММР-1, ММР-9, ТІМР-1 та ТІМР-2 статис-
тично асоційовані зі ступенем диференціації пухлини (р<0.05). По результатам статистичної обробки да-
них ММР-1 та ТІМР-2 були значущими предикторами розвитку метастазів (р<0.01). Підвищення експресії 
ММР-1 до позитивного або високого рівня підвищувало шанси розвитку метастазування у 5 разів (ВШ = 
4.75 (95% ДІ 1.77 – 14.75). При позитивній ТІМР-2 шанси метастазування пухлини були у 2.7 разів вищи-
ми (95% ДІ 1.01 – 7.89), ніж при негативній.  

Ключові слова: рак гортані, метастази, імуногістохімічне дослідження, матриксні металопротеїна-
зи, інгібітори матриксних металопротеїназ. 
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MATRIX METALLOPROTEINASES AND INHIBITORS OF MATRIX METALLOPROTEINAS  
AS MARKERS OF LARYNGEAL CANCER METASTASES 
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1State Institution «Dnipropetrovsk medical academy of the Ministry of Health of Ukraine» 
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A b s t r a c t  

Topicality: Today, laryngeal cancer occupies an important place in the structure of tumors of the head and 
neck. The survival rate of patients with laryngeal cancer remains unchanged for a longtime. One of the main me-
chanisms of tumor growth and metastasis is invasion into the surrounding tissues, followed by the expansion of 
tumor cells. This process is regulated by a system of enzymes – matrix metalloproteinases (MMP) and their inhi-
bitors – tissue inhibitors of matrix metalloproteinases (TIMP). 

Aim: To study the in formativeness of immunohistochemical study and determining of the expression of 
molecular markers MMP-1; MMP-9; TIMR-1 and TIMR-2 in patients with laryngeal cancer, to determine the 
possibility of predicting regional metastases and recurrences. 

Materials and methods: 70 patients with laryngeal cancer of III-IV stages (T3-4N0-3M0) and II clinical 
group were understudy. Of these, 39 patients from the main group had regional metastases of laryngeal cancer, in 
31 patients of the comparison group regional metastases were not detected. The age of patients ranged from 33 to 
74 years. The average age of patients was 61.9 years. Male patients made up an absolute majority of 99% 
(No=69). All patients were histologically diagnosed with squamous cell carcinoma. Monoclonal antibodies to 
MMP-1 were used as primary molecular markers; MMP-9 as well as TIMP-1 and TIMP-2 (Termo Scientific, 
USA). In evaluating IHC reactions with the marker, the expression was calculated as the percentage of cells with a 
cytoplasmic reaction at increased (× 400) in 4 gradations: (1+) - <10%, (2+) - from 10% to 50%, (3+) - from 51% 
to 100%. The expression of TIMP1 and TIMP2 was assessed as negative with a percentage of stained cells <30%, 
“-” - 0, and > 30% as “+” - 1. 

Results: Statistically significant difference in the expression of MMP-1 and MMP-9 between the groups in 
the presence of metastases (p <0.01) was revealed: patients with metastases were more likely to have moderate 
(++) and high (+++) expression of biomarkers, and rarely - low expression (+). Positive TIMP-2 was significantly 
more common among patients with metastases (p = 0.05). 

MMP-1 and TIMP-2 were significant predictors of metastasis (Table 2). Increase in the expression of 
MMP-1 by one category increased the chances of metastasis almost by 5 times (OR = 4.75 (95% CI 1.77 – 
14.75)). In positive TIMP-2, the chances of tumor metastasis were by 2.7 times higher (95% CI 1.01 – 7.89) than 
with negative TIMP-2. The difference between the ROC curves for MMP-1 and TIMP-2 was not statistically 
significant (p = 0.30). Expression of any of the indicators did not allow predicting the recurrence of the disease. 
The inclusion of age in the regression model did not have a positive effect on the prognostic ability of predictors. 

Conclusion: Expression rates of molecular markers MMP-1, MMP-9, TIMP-1 and TIMP-2 were statisti-
cally associated with the degree of tumor differentiation (p <0.05). According to the results of statistical data 
processing, MMP-1 and TIMP-2 were significant predictors of metastasis (p <0.01). Increase in the expression of 
MMP-1 to a positive or high level increased the chances of metastasis by 5 times (OR = 4.75 (95% CI 1.77 – 
14.75). In positive TIMP-2 the chances of tumor metastasis were by 2.7 times higher) (95% CI 1.01 -7.89 ) than in 
the negative. 

Keywords: laryngeal cancer, metastases, immunohistochemical study, matrix metalloproteinases, matrix 
metalloproteinase inhibitors. 


