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ВЫДЕЛЕНИЕ МАТРИКСНОЙ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗЫ-2 
ИЗ  НЕТРАНСФОРМИРОВАННОЙ ТКАНИ МОЛОЧНОЙ 
ЖЕЛЕЗЫ ЖЕНЩИН

Матриксная металлопротеиназа-2 (ММП-2) – цинксодержащая, кальций-
зависимая внеклеточная протеиназа (КФ 3.4.24.24), которая участвует в реор-
ганизации внеклеточного матрикса. Проведена разработка метода выделения 
ММП-2 из нетрансформированной ткани молочной железы женщин. Макси-
мальная удельная активность ММП-2 установлена во фракции, 60 % насыще-
ния (NH4)2SO4 в присутствии ионов Zn2+ и Са2+. Наибольшая очистка ММП-2 (в 
231,77 раза) и максимальный процент выхода ММП-2 (349,41 %) получены во 
фракции 60 % насыщения (NH4)2SO4 в присутствии ионов Са2+.

Ключевые слова: матриксная металлопротеиназа-2; молочная железа; фрак-
ционирование; сульфат аммония.

Матриксная металлопротеиназа-2 (ММП-2) – цинксодержащая, кальций-
зависимая внеклеточная протеиназа (КФ 3.4.24.24) [6, 17]. Этот фермент играет 
важную роль в нормальных физиологических процессах: эмбриональном раз-
витии, морфогенезе, репродукции и ремоделировании ткани, и в патологичес-
ких процессах: при артритах, злокачественном росте и сердечно-сосудистых 
заболеваниях [11]. Нормальное протекание процессов реорганизации внекле-
точного матрикса обеспечивается равновесием между активностью ММП-2 
межклеточного матрикса и ее тканевого ингибитора ТИМП-2 [16].

Очищенные ферментные препараты ММП-2 были получены с помощью 
гель-фильтрации из полиморфонуклеарных лейкоцитов человека [20], афинной 
хроматографии на коллаген-сефарозе из остеобластов кролика [19], на ДЕАЕ-
целлюлозе из культуры ревматоидных фибробластов синовиальной жидкости 
человека [22]. ММП-2 из фибробластов десны человека была выделена с по-
мощью комбинированного метода, который включал ионообменную хрома-
тографию, гель-фильтрацию и аффинную хроматографию [15]. Однако нами 
не было обнаружено данных о выделении ММП-2 из ткани молочной железы 
женщин.

В связи с этим, цель данного исследования состояла в разработке метода 
выделения ММП -2 из нетрансформированной ткани молочной железы.
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Материалы и методы
Материалом для выделения ММП-2 служила резецированная в ходе опера-

тивного вмешательства ткань молочной железы женщин, которая прилегала к 
новообразованию, и в которой по данным гистоморфологических исследований 
было подтверждено отсутствие атипических клеток. Гистологический матери-
ал был верифицирован по требованиям ВООЗ [2] сертифицированной и лицен-
зированной патоморфологической лабораторией Одесского областного онколо-
гического диспансера с определением морфологического состояния и степени 
дифференцирования трансформированных клеток опухолевой ткани согласно 
договору о совместных исследованиях.

Взятие анатомического материала для исследований проводили с соблюде-
нием этических и правовых норм Хельсинской декларации 1964 г., Конвенции 
о защите прав и достоинств человека в связи с использованием достижений 
биологии и медицины (Конвенция о правах человека и биомедицине 1996 г.), 
закона Украины «О трансплантации органов и других анатомических материа-
лов человеку» 1999 г. За основу была взята методика Cawston and Tyler (1979), 
модифицированная для получения ММП-2 из ткани молочной железы [12]. 
Модификация заключалась в поэтапном осаждении с помощью 20 %, 40 %, 
60 % и 80 % растворов (NH4)2SO4 и использовании 2,0 мМ (конечная концен-
трация) растворов хлоридов Zn2+ и Са2+ для активации и стабилизации актив-
ности фермента.

Образцы тканей замораживали при -18 °С непосредственно после опера-
тивного вмешательства. Ткань молочной железы гомогенизировали в дистил-
лированной воде (в соотношении 1 : 10) с последующим центрифугированием 
при 9000 g в мин при +4 оС в течение 45 минут. Супернатанты диализировали 
на мембранах при +4 оС против 20-кратного объема дистиллированной воды 
без добавления солей, а также с добавлением 2,0 мМ растворов ZnCl2, CaCl2 
или смеси этих солей. Диализаты подвергали поэтапному фракционированию 
(NH4)2SO4 при постоянном встряхивании с последующим центрифугировани-
ем при 9000 g в течение 45 минут [9]. Для удаления избытка (NH4)2SO4 фрак-
ции подвергали повторному диализу в тех же условиях. Активность ММП-2 
определяли по гидролизу 0,001 % раствора желатины по методу Вовчук [7] и 
содержание белка по методу Лоури [18]. Активность ММП-2 выражали в ми-
кромолях глицина на мг белка за 1 минуту инкубации при 37 ˚С. Статистичес-
кую обработку результатов проводили с помощью t – критерия Стьюдента [3].

Результаты исследований
Было установлено, что диализ белковых фракций в условиях отсутствия 

ионов Zn2+
 или Са2+ приводил к существенной очистке белкового раствора и 

увеличению активности ММП-2 в 5,0 раз (табл.), что совпадает с данными 
литературы [1, 5].
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По отношению к раствору белка после диализа во фракции, получен-
ной при 20 %-ом насыщении (NH4)2SO4 удельная активность (УА) ММП-2 и 
коэффициент (К) очистки фермента увеличились в 16,75 раз, а процент выхода 
фермента практически не изменился (табл.). Во фракции, полученной при 
40 %-ом насыщении (NH4)2SO4, по сравнению с раствором после диализа, УА 
и К очистки ММП-2 увеличились в среднем в 5,7 раза, а процент выхода фер-
мента увеличился в 1,56 раза (табл.). После диализа фракции, полученной при 
60 %-ом насыщении (NH4)2SO4, был получен фермент, очищенный в 80,8 раз. 
При этом насыщении сульфатом аммония УА ММП-2 увеличилась более чем 
в 20 раз по сравнению с белковым раствором после диализа и выход фермен-
та составил 121,87 %. УА и К очистки фермента, фракционированного при 
80 %-ом насыщении (NH4)2SO4 увеличились более чем в 60 раз, однако процент 
выхода фермента снизился в 1,94 раза по сравнению с белковым раствором 
пос ле диализа.

Известно, что матриксная металлопротеиназа-2 относится к Zn2+-содер-
жащим протеиназам [19], активность и пространственное строение которых 
стабилизируется в присутствии ионов Cа2+ [13,14]. Было установлено, что про-
ведение диализа в присутствии 2,0 мМ раствора ZnCl2 как первичного белко-
вого раствора, так и фракций, полученных при осаждении (NH4)2SO4 в присут-
ствии 2,0 мМ раствора ZnCl2, приводило к увеличению УА и процента выхода 
ММП-2.

УА ММП-2 исходного белкового раствора, полученного в присутствии  
ионов Zn2+, по отношению к показателям этого же раствора белка без ионов 
Zn2+, была выше в 1,25 раза. Диализ исходного белкового раствора, который 
проводили в присутствии ионов Zn2+ (по сравнению с результатами диализа, 
проведенного без ионов Zn2+), приводил к увеличению УА ММП-2 в 7,75 раз. 
Диализ в присутствии ионов Zn2+ приводил к увеличению более чем в 31 раз 
УА фермента по сравнению с первичным белковым раствором.

После диализа в присутствии ионов Zn2+ (по отношению к раствору белка 
после диализа), во фракции полученной при 20 %-ом насыщении (NH4)2SO4 
активность ММП-2 увеличилась в 2,58 раза, процент выхода фермента соста-
вил 15,72 %, а К очистки увеличился в 2,56 раза. По сравнению с белковым 
раствором после диализа, который был проведен в присутствии ионов Zn2+, УА 
фракции, полученной при 40 %-ом насыщении (NH4)2SO4 увеличилась в 3,55 
раза. В этой фракции был установлен наибольший выход фермента – 96,93 %. 
При диализе в присутствии ионов Zn2+ во фракции, полученной при 60 %-ом 
насыщении (NH4)2SO4 был получен очищенный в 20,72 раза фермент, процент 
выхода которого составил 31,24 % (относительно показателей белкового раст-
вора после диализа). Во фракции 80 %-го насыщения (NH4)2SO4, полученной 
после диализа в присутствии ионов Zn2+ по отношению к показателям белково-
го раствора после диализа УА ММП-2 возросла более чем в 30 раз, К очистки 
увеличился в 31,47 раза, а процент выхода фермента составил 26,50 %.
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Диализ, в присутствии ионов Cа2+ (табл.), приводил к увеличению УА 
ММП-2 в 2,75 раза, по сравнению с результатами диализа без добавления 
этого иона.

Во фракции, полученной при 20 %-ом насыщении (NH4)2SO4, после диализа 
в присутствии ионов Cа2+ (по отношению к раствору белка после диализа) УА 
ММП-2 увеличилась в 9,72 раза, а выход фермента составил 61,66 %.

Во фракции 40 %-го насыщения (NH4)2SO4, полученной после диализа 
в присутствии ионов Cа2+, по сравнению с раствором белка после диализа, 
К  очистки ММП-2 увеличился в 1,43 раза, а выход фермента составил 39,29 %. 
При 60 %-ом насыщении (NH4)2SO4 при диализе в присутствии ионов Cа2+ был 
получен фермент, очищенный в 231,77 раза с выходом 349,41 % (относительно 
показателей белкового раствора после диализа). При диализе фракции, полу-
ченной при 80 %-ом насыщении (NH4)2SO4 УА ММП-2 увеличилась в 44,9 раз, 
выход фермента составил 38,99 %, а К очистки увеличился в 46,32 раза.

При исследовании совместного влияния ионов Zn2+ и Cа2+ было установле-
но, что ферментативная активность исходного раствора белка после диализа в 
присутствии смеси ионов Zn2+ и Cа2+ не отличалась от показателей активности 
исходного раствора белка, полученной без добавления этих ионов по отдель-
ности. Диализ, проводимый в присутствии и ионов Zn2+ и ионов Cа2+, по срав-
нению с исходным белковым раствором, приводил к увеличению УА ММП-2 
в 12,0 раз.

При диализе в присутствии ионов Zn2 + и Cа2+ во фракции, полученной при 
20 %-ом насыщении (NH4)2SO4 (по отношению к раствору белка после диали-
за) УА ММП-2 увеличилась в 2,17 раза, а выход фермента составил 13,09 %. По 
сравнению с раствором белка после диализа УА ММП-2 фракции, полученной 
при 40 %-ом насыщении (NH4)2SO4, диализ которой проводили в присутствии 
смеси солей, снизилась в 2,40 раза, а выход фермента составил 11,57 %. При 
60 %-ом насыщении (NH4)2SO4 во фракции, полученной после диализа в при-
сутствии ионов Zn2+ и Cа2+, был получен фермент, очищенный в 188,57  раз, 
выход которого составил 284,28 % относительно показателей белкового раство-
ра после диализа. Во фракции, полученной при 80 %-ом насыщении (NH4)2SO4, 
диализ которой проводили в присутствии ионов Zn2+ и Cа2+, выход ММП-2 со-
ставил 51,67 %, а УА увеличилась в 61,75 раза (по отношению к показателям 
белкового раствора после диализа).

Анализ результатов
Таким образом, при фракционировании (NH4)2SO4 и последующем диали-

зе без добавления ионов Zn2+ и Cа2+ были установлены наибольшие: процент 
выхода фермента при 40 %-ом насыщении (NH4)2SO4 – 156,21 %, а К очистки 
(в 80,83 раза) – при 60 %-ом насыщении (NH4)2SO4 по сравнению с исходным 
белковым раствором.
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Проведение диализа фракционированного фермента в присутствии 2,0 мМ 
растворов ZnCl2, CаCl2 или смеси этих солей приводило к существенному уве-
личению УА, процента выхода и очистки ММП-2. Наибольшее увеличение УА 
ММП-2 (в 31,0 раза) был установлен при диализе против 2,0 мМ раствора Zn2+. 
Это свидетельствует, вероятнее всего, о потере ионов Zn2+ в процессе выделения 
фермента при диализе без ионов цинка (за 12 часов при +4 °С). Добавление 
ионов Са2+ во время диализа также способствовало повышению активности 
ММП-2, но эффект по сравнению с ионами Zn2+ был в 2,82 раза меньшим.

При 20 %-ом насыщении (NH4)2SO4 в условиях диализа против ионов наи-
больший эффект установлен в случае использования ионов Са2+ – повышение 
УА в 9,73 раз, по отношению к показателям активности фермента после ди-
ализа. Во фракции 40 %-го насыщения (NH4)2SO4 в условиях диализа в при-
сутствии ионов наибольший эффект установлен в случае использования ионов 
Zn2+ – повышение активности в 3,55 раза. При 60 %-ном насыщении сульфатом 
аммония в условиях диализа против ионов металлов наибольший эффект был 
установлен в случае использования ионов Са2+ и смеси ионов (повышение ак-
тивности фермента в 224,72 и 189,75 раз, соответственно). Это свидетельству-
ет, во-первых, о том, что при длительном выделении (более 10 часов) ионы Са2+ 

являются необходимыми для стабилизации структуры фермента. Во-вторых, 
значительное увеличение УА ММП-2, установленное при 60 %-ом насыщении 
(NH4)2SO4 свидетельствует о том, что фермент является гидрофильным и мак-
симально осаждается при этом насыщении. Во фракции 80 %-го насыщения 
(NH4)2SO4 при диализе против ионов металлов значительный эффект уста-
новлен в случае использования ионов Zn2+ – однако этот эффект был суще-
ственно ниже, чем при фракционировании фермента при 60 %-ом насыщении 
(NH4)2SO4.

При диализе в присутствии только ионов Zn2+ наибольший процент выхода 
фермента (96,93 %) был установлен при 40 %-ом насыщении (NH4)2SO4, а наи-
больший К очистки (в 31,47 раз) – при 80 %-ом насыщении (NH4)2SO4. В при-
сутствии только ионов Са2+ наибольший выход фермента – 349,41 % и К очист-
ки – в 231,77 раза были установлены во фракции, полученной при 60 %-ом 
насыщении (NH4)2SO4. При добавлении смеси ионов Zn2+ и Са2+ наибольший 
выход фермента – 284,28 % и К очистки – (в 188,57 раза) установлены также во 
фракции, полученной при 60 %-ом насыщении (NH4)2SO4 .

Значительное увеличение процента выхода фермента свидетельствует о 
том, что во время поэтапного фракционирования сульфатом аммония происхо-
дит либо отделение свободной формы ММП-2 из комплекса с ее эндогенным 
тканевым ингибитором ТИМП-2, либо происходит активация проформы фер-
мента. С другой стороны, значительное увеличение К очистки, (то есть УА 
фермента) во время фракционирования в присутствии ионов Zn2+ и Са2+, свиде-
тельствует о необходимости добавления этих ионов для активации и стабили-
зации структуры фермента.
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Результаты проведенных исследований свидетельствуют о том, что поэтап-
ное осаждение сульфатом аммония приводит к фракционированию ММП-2 
нетрансформированной ткани молочной железы преимущественно при 
60 %–80 %-ом насыщении (NH4)2SO4 (85,0 % всей активности). Наличие про-
теиназной активности во фракциях, полученных при других насыщениях 
(NH4)2SO4, что составляет всего 15,0 % суммарной активности фермента, сви-
детельствует, вероятнее всего, о наличии множественных форм ММП-2 [4, 8].

Выводы

1. Максимальная удельная активность ММП-2 установлена во фракции, по-
лученной при 60 %-ом насыщении (NH4)2SO4 в присутствии ионов Са2+.

2. Наибольший коэффициент очистки ММП-2 установлен в белковой фрак-
ции, полученной при диализе в присутствии ионов Zn2+ и Са2+ при 60 %-ом 
насыщении сульфатом аммония.

3. Максимальный процент выхода ММП-2 установлен во фракции 60 %-го 
насыщения (NH4)2SO4 в присутствии ионов Са2+.
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ВИДІЛЕННЯ МАТРИКСНОЇ МЕТАЛОПРОТЕЇНАЗИ–2  
З НЕТРАНСФОРМОВАНОЇ ТКАНИНИ МОЛОЧНОЇ ЗАЛОЗИ 
ЖІНОК

Резюме
Матриксна металопротеїназа-2 (ММП-2) – кальцій-залежна та цинквмісна 
позаклітинна протеїназа (КФ 3.4.24.24), яка бере активну участь у реорганізації 
позаклітинного матриксу при багатьох фізіологічних і патологічних процесах.
Мета дослідження – розробка методу виділення ММП-2 з нетрансформованої 
тканини молочної залози жінок.
Для отримання ММП-2 з тканини молочної залози була використана 
модифікована методика Cawston and Tyler (1979). Модифікація полягала в по-
етапному осадженні (NH4)2SO4 і використанні іонів Zn2+ і Са2+ для активації та 
стабілізації активності ферменту.
Відбір анатомічного матеріалу для досліджень проводили з дотриманням 
етичних і правових норм. Гомогенати досліджуваних тканин діалізували про-
ти дистильованої води без солей, а також з 2,0 мМ розчинами ZnCl2, CaCl2 
або їх суміші. Діалізати піддавали поетапному фракціонуванню (осадження 
при 20, 40, 60 та 80 %-му насиченні) (NH4)2SO4 з подальшим центрифугуван-
ням при 9000g впродовж 45 хв. Для видалення надлишку (NH4)2SO4 фракції 
піддавали повторному діалізу у тих же умовах. Активність ММП-2 визначали 
за гідролізом 0,001 % розчину желатини, вміст білку – методом Лоурі.
Максимальна питома активність ММП-2 встановлена у фракції, отриманої при 
60 %-му насиченні (NH4)2SO4 у присутності суміші іонів Zn2+ і Са2+. Найбільша 
очистка ММП-2 (у 231,77 рази) і максимальний відсоток виходу ферменту 
(349,41 %) отримані у фракції 60 %-го насичення (NH4)2SO4 у присутності 
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іонів Са2+. Значне збільшення коефіцієнта очистки під час фракціонування 
(NH4)2SO4 у присутності іонів Zn2+ і Са2+ свідчить про необхідність додавання 
цих іонів для активації і стабілізації структури ферменту.
Результати проведених досліджень свідчать про те, що поетапне осадження 
сульфатом амонію призводить до фракціонування ММП-2 нетрансформованої 
тканини молочної залози жінок переважно при 60 % – 80 %-му насиченні 
(NH4)2SO4 (85,0 % усієї активності). Наявність протеїназної активності у 
фракціях, отриманих при інших насиченнях (NH4)2SO4, що складає 15,0 % 
сумарної активності ферменту, свідчить, найімовірніше, про наявність мно-
жинних форм ММП-2.
Ключові слова: матриксна металопротеїназа-2; молочна залоза; фрак-
ціонування; сульфат амонія.
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ISOLATION OF MATRIX METALLOPROTEINASE-2 FROM 
NONMALIGNANT BREAST TISSUES IN WOMEN

Abstract
Matrix metalloproteinase – 2 (ММР-2) is zinc- and calcium-dependent extracellular 
proteinase which takes part in reorganizations of extracellular matrix in many physi-
ological and pathological processes. The research aim is to develop the method of 
ММP-2 isolation from the nonmalignant tissue mammary gland in women.
To obtain MMP-2 from breast tissues a modified method of Cawston and Tyler 
(1979) was used. Modification consisted in gradual precipitation of (NH4)2SO4 and 
application of Zn2+ and Са2+ ions for activation and stabilization of enzyme activity.
Sampling of anatomical materials for research was conducted with compliance of 
ethical and legal standards. The homogenates of the resected tissues were dialyzed 
against the distilled water without salts and also with 2.0 mM solutions of ZnCl2, 
CaCl2 or mixtures of these salts. Dialysates were subjected to step-by-step fraction-
ating (besieging at 20, 40, 60 and 80 % saturation) of (NH4)2SO4 with subsequent 
centrifugation at 9000g for 45 minutes. Resulting fractions were subjected to the 
repeated dialysis under the same conditions to remove the excess of (NH4)2SO4. Ac-
tivity of ММP-2 was detected by hydrolysis of 0.001 % gelatin solution, the protein 
content – by the Loury method.
The maximal specific activity of ММP-2 was determined in the fraction obtained 
at 60 % saturation by (NH4)2SO4 in presence of mixture of Zn2+ and Са2+ ions. The 
highest purification of ММP-2 (231.77 times) and maximal percentage of enzyme 
yield (349.41 %) were obtained in fraction with 60 % (NH4)2SO4 saturation in pres-
ence of Са2+ ions. The substantial increase of purification coefficient during fraction-
ating by (NH4)2SO4 in presence Zn2+ and Са2+ ions testifies to the necessity of adding 
these ions for activation and stabilization of the enzyme structure.
The results of the research indicate that the step-by-step sedimentation by (NH4)2SO4 
leads to the fractionation of ММP-2 of untransformed female breast tissues at 60-
80 % (NH4)2SO4 saturation (85.0 % of the entire activity). Presence of proteinase 
activity in the fractions obtained at other (NH4)2SO4 saturations, that is only 15.0 % 
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of the total activity of enzyme, testifies, probably, to presence of multiple forms of 
ММP-2.
Key words: matrix metalloproteinase-2; breast; fractionation; ammonium sulfate.
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