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Аннотация. Цель исследования. Анализ показателей экспрессии компонентов экстрацеллюлярно-

го матрикса костного мозга как факторов прогноза острых сосудистых событий у пациентов с Ph-

негативными миелопролиферативными новообразованиями. Материалы и методы исследования. Вы-

полнено иммуногистохимическое исследование уровня экспрессии компонентов экстрацеллюлярного 

матрикса костного мозга (матриксных металлопротеиназ 2 и 9, их тканевых ингибиторов 1 и 2, фактора 

роста фибробластов 2, трансформирующего фактора роста β1 и коллагена III типа) у 113 пациентов с Ph-

негативными миелопролиферативными новообразованиями. Проведен ROC-анализ полученных данных 

для оценки влияния некоторых иммуногистохимических маркеров на развитие острых сосудистых собы-

тий с вычислением их пороговых значений. Результаты и их обсуждение. Проведенный ROC-анализ 

продемонстрировал прогностическую значимость матриксной металлопротеиназы 9, фактора роста фиб-

робластов 2 типа и тканевого ингибитора матриксных металлопротеиназ 2 в развитии острых сосудистых 

событий при Ph-негативных миелопролиферативных новообразованиях. Заключение. Маркерами высо-

кого риска развития острых сосудистых событий у пациентов с Ph-негативными миелопролиферативны-

ми новообразованиями являются матриксная металлопротеиназа 9 (пороговое значение 69,1%
 
или более, 

диагностическая эффективность 84,4%), фактор роста фибробластов 2 (пороговое значение 0,9% 
 
или 

более, диагностическая эффективность 71,9%) и тканевой ингибитор матриксных металлопротеиназ 2 

(пороговое значение 8,5%
 
или менее, диагностическая эффективность 68,4%). 
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протеиназы, тканевые ингибиторы матриксных металлопротеиназ, фактор роста фибробластов 2, транс-

формирующий фактор роста β1, коллаген III типа, острые сосудистые события. 
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Abstract. Purpose of the study  is to analyse the expression indicators of bone marrow extracellular ma-

trix components as prognostic factors of acute vascular events in patients with Ph-negative myeloproliferative 

neoplasms. Materials and methods of research. Immunohistochemical study of the expression level of bone 

marrow extracellular matrix components (matrix metalloproteinases 2 and 9, their tissue inhibitors 1 and 2, fi-

broblast growth factor 2, transforming growth factor β1 and collagen type III) in 113 patients with Ph-negative 

myeloproliferative neoplasms was performed. ROC-analysis of the obtained data was performed to evaluate the 

influence of some immunohistochemical markers on the development of acute vascular events with calculation 

of their threshold values. Results and their discussion. The conducted ROC-analysis demonstrated the prognos-

tic significance of matrix metalloproteinase 9, fibroblast growth factor type 2 and tissue inhibitor of matrix 

metalloproteinases 2 in the development of acute vascular events in Ph-negative myeloproliferative neoplasms. 

Conclusion. High-risk markers for the development of acute vascular events in patients with Ph-negative 

myeloproliferative neoplasms are matrix metalloproteinase 9 (threshold value is 69.1% or more, diagnostic effi-

ciency is 84.4%), fibroblast growth factor 2 (threshold value is 0.9% or more, diagnostic efficiency is 71.9%) 

and tissue inhibitor of matrix metalloproteinases 2 (threshold value is 8.5% or less, diagnostic efficiency is 

68.4%). 
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Введение. Ph-негативные миелопролиферативные новообразования (МПН) – группа медленно 

прогрессирующих заболеваний крови, прогноз и структура летальности которых зависит во многом от 

нозологической принадлежности. Так, при истинной полицитемии (ИП) медиана выживаемости пациен-

тов составляет около 10 лет, при эссенциальной тромбоцитемии (ЭТ) – 10-15 лет, а при первичном мие-

лофиброзе (ПМФ) колеблется от нескольких месяцев до десятилетий в зависимости от стадии диагности-

рованного страдания и своевременности начатой терапии [10]. Эти заболевания сопровождаются повы-

шением уровня эритроцитов, лейкоцитов и тромбоцитов в периферической крови, что обусловливает 

высокий риск возникновения и развития острых сосудистых событий (ОСС) [5] и их тяжёлых последст-

вий: острого инфаркта миокарда, ишемического инсульта, тромбоэмболии легочных артерий и пр. [8].  

В последние годы всё большее внимание исследователей уделяется изучению прогностического 

значения компонентов экстрацеллюлярного матрикса (ЭЦМ) как маркёров развития патологических 

процессов. ЭЦМ выполняет не только опорно-поддерживающую функцию для тканей, но и активно уча-

ствует в регуляции клеточного цикла элементов микроокружения, в выработке ростовых факторов, в 

физиологических процессах, регулируемых гормонами и цитокинами. Так, матриксные металлопро-

теиназы (ММП) определяются во многих тканях организма в норме, в том числе, в костном мозге, и мо-

гут проявлять повышенную или пониженную экспрессию при развитии ряда патологических процессов и 

заболеваний. Отмечено потенцирующее влияние некоторых ММП и их тканевых ингибиторов (ТИМП) 

на развитие острого коронарного синдрома [7]. Данные об уровне основного фактора роста фибробла-

стов (FGF2) и трансформирующего ростового фактора beta 1 (TGFβ1) в сыворотке крови пациентов с 

МПН малочисленны и противоречивы [2]. Что касается роли ростовых факторов в генезе ОСС, установ-

лено, что FGF2 ассоциирован с гипертрофией миокарда и обладает кардиопротективным действием, а 

активация TGFβ1 в поврежденных кардиомиоцитах способствует развитию кардиосклероза и сердечной 

недостаточности [6]. Коллаген III типа в костном мозге продуцируется остеобластами и влияет на остео-

генез и тромбоцитопоэз. Повышение уровня коллагена III типа в сыворотке крови ассоциирован со сни-

жением эластичности сосудистой стенки и повышением риском сердечно-сосудистой смерти [4].  Таким 

образом, литературные данные о роли компонентов ЭЦМ костного мозга у пациентов с МПН в генезе 

ОСС требуют уточнения, а исследования, проводимые в этом направлении, следует признать актуальны-

ми. 

Цель исследования – анализ показателей экспрессии компонентов экстрацеллюлярного матрикса 

костного мозга как прогностических факторов развития острых сосудистых событий у пациентов с Ph-

негативными миелопролиферативными новообразованиями. 

Материалы и методы исследования. Исследование включило гистологическое и иммуногисто-

химическое изучение 113 трепанобиопсий костного мозга пациентов, обследованных за период с 2014 по 

2022 годы (53 мужчин и 60 женщин, средний возраст которых составил 57,4±13,2 лет и 54,8±13,5 лет 

соответственно).  

Критерии включения: установленный диагноз Ph-негативного МПН (ИП, ЭТ, ПМФ, МПН неклас-

сифицируемого), основанный на диагностический критериях 4-го издания Классификации ВОЗ опухолей 

гемопоэтической и лимфоидной тканей [10] (клинические данные и результаты молекулярно-

генетического исследования на мутации JAK2V617F, CARL (1,2), MPL взяты из медицинской документа-

ции); информированное согласие пациентов на участие в исследовании и публикацию его результатов в 

открытой печати с соблюдением анонимности. 

Критерий исключения: циторедуктивная терапия до трепанобиопсии костного мозга; отсутствие 

информированного согласия пациентов на участие в исследовании и публикацию его результатов в от-

крытой печати. 

Исследование одобрено локальным этическим комитетом ФГБОУ ВО ЮУГМУ Минздрава России 

(протокол № 11 от 05.10.2020). 

Гистологическая техника проведена по стандартной методике: фиксация в 10% забуференном форма-

лине, затем декальцинация и проводка, заливка в парафиновые блоки, изготовление микротомных срезов 

толщиной 5 мкм. Иммуногистохимическое исследование выполнено с помощью моно- либо поликлональных 

антител против MMP2 (Y175, Epitomics, США), MMP9 (EP1254, Epitomics, США), TIMP1 (Abbiotec, США), 

TIMP2 (Abbiotec, США), FGF2 (AS24, GeneTex, США) и TGFβ1 (7F6, GeneTex, США), Collagen III (FH-7A, 

GeneTex, США), а также системы детекции UltraVIEW Universal (США) с хромогеном DAB. Оцифровка мик-

ропрепаратов произведена в гистосканере PANNORAMIC® 250 Flash III DX (3DHISTECH, Венгрия). 

Для количественного изучения гистосканов была использована программа ImageJ с плагином ICH 

Profiler. Были произведены 5 гистофотографий с каждого трепанобиоптата с наиболее информативных 

участков (исключены субкортикальные ткани и артифициально смятые костномозговые пространства). 
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Затем была оценена относительная площадь экспрессии – отношение площади с иммуноокрашенными 

элементами ЭЦМ к общей площади кроветворного костного мозга в кадре. С помощью программного 

обеспечения гистосканера для удобства расчётов общая площадь устанавливалась равной 1 мм
2
. Для 

дальнейшего анализа использовалось среднее значение относительной площади экспрессии элементов 

ЭЦМ в процентах (%).  

Статистическая обработка данных произведена в программе IBM SPSS Statistics v.19 и онлайн-

программе easyROC (версия 1.3.1). Для оценки влияния исследуемых факторов на развитие ОСС были 

построены ROC-кривые. Время наступления события не учитывалось – в роли качественного зависимого 

признака (переменной) выступал факт наличия или отсутствия ОСС. Оценивалась площадь под кривой 

(AUC). При площади под кривой равной 0,9–1,0 модель расценивалась как «отличная», 0,8-0,9 – «очень 

хорошая», 0,7-0,8 – «хорошая», 0,6-0,7 – «средняя», менее 0,6 – «неудовлетворительная». Рассчитан 95% 

доверительный интервал (ДИ 95%). Уровень значимости был принят р˂0,05.  

Для анализируемых факторов (ММП2, ММП9, ТИМП1, ТИМП2 FGF2, TGFβ1, коллаген III типа) 

рассчитывались медиана (Ме) и квартили (Q1 и Q3). С помощью критерия Колмогорова-Смирнова (с по-

правкой значимости Лильефорса) выявлено ненормальное распределение количественных переменных. 

Для прогностически значимых независимых факторов рассчитаны чувствительность и специфичность, а 

для отражения сбалансированности прогноза – индекс Юдена (J) (чувствительность + специфичность – 

1) и диагностическая эффективность (чувствительность + специфичность / 2).  

Результаты и их обсуждение. ОСС в изученной группе диагностированы у 15 (13%) пациентов, 

среди которых у 5 развилось острое нарушение мозгового кровообращения (ишемический или геморра-

гический инфаркт головного мозга), у 5 – острый инфаркта миокарда, у 5 – венозные тромбозы различ-

ных локализаций (воротной вены, селезеночной вены, глубоких вен нижних конечностей). Это сопоста-

вимо данными S. Hintermair et al. [5], которые наблюдали ОСС в 3-21,2% в зависимости от нозологиче-

ской принадлежности МПН. По данным авторов, наиболее часто (21,2%) регистрировался острый коро-

нарный синдром, развившийся до лечения у пациентов с ИП. 

При иммуногистохимическом окрашивании трепанобиоптатов костного мозга экспрессия ММП2 

выявлена в цитоплазме мегакариоцитов; ММП9 – в цитоплазме нейтрофильных гранулоцитов, мегака-

риоцитов, макрофагов и в ЭЦМ; экспрессия ТИМП1, ТИМП2, FGF2, TGFβ1 и коллаген III типа обнару-

жена в цитоплазме мегакариоцитов и в ЭЦМ (табл. 1).  

Таблица 1  

 

Показатели экспрессии металлопротеиназ, их ингибиторов и ростовых факторов (в %) у пациен-

тов с МПН 

 

Маркер Медиана (Q1; Q3), % 

ММП2 3,6 (0,6; 8,9) 

ММП9 56,4 (46,1; 67,6) 

ТИМП1 1,1 (0,3; 3,2) 

ТИМП2 6,9 (2,4; 16,3) 

FGF2 0,53 (0,1; 1,3) 

TGFβ1 2,8 (1,0; 6,6) 

коллаген III 0,4 (0;0,3) 

Таблица 2 

 

Оценка площади под ROC-кривой для ММП2, ММП9, ТИМП1, ТИМП2, FGF2, TGFβ1 и коллаген 

III типа в костном мозге у пациентов с МПН и ОСС 

 

Факторы Площадь под кривой (AUC) Стандартная ошибка p-value ДИ 95% 

ММП2 0,553 0,056 0,509 0,444-0,662 

ММП9 0,897 0,045 <0,001 0,808-0,986 

ТИМП1 0,470 0,075 0,713 0,324-0,617 

ТИМП2 0,701 0,063 0,013 0,577-0,824 

FGF2 0,725 0,064 0,005 0,600-0,850 

TGFβ1 0,534 0,068 0,675 0,400-0,668 

коллаген III 0,450 0,069 0,531 0,315-0,584 

 

Примечание: для ММП2, ММП9, ТИМП1, FGF2, TGFβ1 и коллаген III типа направление проверки – воз-

растание значений независимых переменных; для ТИМП2 направление проверки – убывание значений 

независимых переменных 
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С целью оценки риска развития ОСС при МПН проведен ROC-анализ, для чего были построены 

ROC-кривые для всех анализируемых иммуногистохимических факторов с последующей оценкой пло-

щади под кривой (табл. 2, рис.).  

 

 
 

Рис. ROC-кривая для всех независимых переменных, возрастание значений обозначает повышение  

вероятности развития ОСС 

 

При анализе полученных данных о площади под ROC-кривыми установлено, что на развитие ОСС 

у пациентов с МПН оказывают влияние ММП9, FGF2 и ТИМП2. Причём высокие значения средней ок-

рашенной площади ММП9 увеличивают вероятность развития ОСС (AUC 0,897, p<0,0001, ДИ 95% 

0,808-0,986), качество модели «очень хорошее». Большие значения средней окрашенной площади FGF2 

также увеличивают вероятность формирования ОСС (AUC 0,725, p=0,005, ДИ 95% 0,600-0,850), качество 

модели «хорошее». Что касается ТИМП2, оказалось, что уменьшение значений средней окрашенной 

площади обусловливает возрастание вероятности наступления ОСС (AUC 0,701, p=0,013, ДИ 95% 0,577-

0,824), качество модели «хорошее». 

Установлено, что для маркера ММП9 максимальный параметр индекса J=0,688 регистрируется 

при значении площади окрашивания 69,1%, следовательно его можно использовать как пороговое с чув-

ствительностью 80% (ДИ 95% 51,9-95,7), специфичностью 88,8% (ДИ 95% 80,8-94,3) и диагностической 

эффективностью 84,4%. Для маркера FGF2 максимальное значение индекса J=0,437 достигается при 

значении 0,9%, то есть его можно использовать как пороговое с чувствительностью 73,3% (ДИ 95% 44,9-

92,2), специфичностью 70,4% (ДИ 95% 60,3-79,2) и диагностической эффективностью 71,9%. Наконец, 

для маркера ТИМП2 максимальное значение индекса J=0,367 достигается при значении 8,5%, следова-

тельно его можно использовать как пороговое с чувствительностью 86,7% (ДИ 95% 59,5-98,3), специ-

фичностью 50% (ДИ 95% 39,7-60,3) и диагностической эффективностью 68,4%.  

Следует отметить, что большинство исследователей, оценивающих роль компонентов ЭЦМ в ге-

незе ОСС, изучали уровень металлопротеиназ и ростовых факторов в сыворотке крови пациентов [3]. 

Вместе с тем в настоящей работе нами проведен количественный анализ уровня экспрессии ММП, 

ТИМП и ростовых факторов непосредственно в трепанобиоптатах костного мозга больных МПН, что 

позволило объективизировать и конкретизировать суждение о роли ЭЦМ костного мозга в генезе ОСС у 

этого контингента больных. Оказалось, что несмотря на принципиально другой способ получения ре-

зультатов, наши данные не противоречат принятой концепции по этому вопросу.  

Принято считать, что ТИМП1 является специфическим ингибитором для ММП9, а ТИМП2 – для 

ММП2, а это предполагает существование определённого характера взаимоотношений между этими 

компонентами ЭЦМ, построенных по принципу обратной связи. При этом Ю.Н. Беленков и соавт. [1] 

полагают, что определение только ММП9 без ТИМП1 является ограничивающим фактором в интерпре-

тации результатов исследований, посвященных влиянию ММП9 на фиброз сосудистой стенки у пациен-

тов с ишемической болезнью сердца. Несмотря на то, что в нашем исследовании были определены уров-

ни экспрессии и ММП9, и ТИМП1, прямую взаимосвязь между этими параметрами установить не уда-

лось. Полагаем, что этот феномен может быть связан со сложностью механизмов развития изучаемых 

процессов, нозологической гетерогенностью исследуемых групп и диктует необходимость дальнейшего 

изучения проблемы МПН, отягощённых ОСС.  

В доступных литературных источниках мы не обнаружили упоминаний о роли FGF2 в генезе ОСС 

при МПН, хотя возможность влияния этого ростового фактора на развитие ряда кардиоваскулярных рас-
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стройств описана. По данным M.U. Naik et al. [9], FGF2 потенцирует миграцию эндотелиальных клеток и 

участвует в процессе ангиогенеза при ишемических заболеваниях. В настоящем исследовании мы пока-

зали, что высокие значения средней окрашенной площади FGF2 ассоциированы с увеличением вероят-

ности формирования ОСС. Однако механизмы влияния FGF2 на развитие ОСС при МПН, место этого 

фактора роста в патогенетический цепочке инициации и становления «сосудистых катастроф» пока ос-

таются не ясными, что определяет необходимость дальнейших исследований. 

Заключение. Таким образом, согласно результатам проведенного исследования, компоненты экс-

трацеллюлярного матрикса костного мозга способны оказывать влияние на становление и развитие ост-

рых сосудистых событий у пациентов с Ph-негативными миелопролиферативными новообразованиями. 

При этом прогностическим факторами возможного развития острых сосудистых событий следует счи-

тать пороговые значения окрашенной площади в костном мозге матриксной металлопротеиназы 9 – 

69,1%
 
или более с диагностической эффективностью 84,4%, фактора роста фибробластов 2 – 0,9%

 
или 

более с диагностической эффективностью 71,9% и тканевого ингибитора матриксных металлопротеиназ 

2 – 8,5%
 
или менее с диагностической эффективностью 68,4%. Полагаем, что патологоанатом, получаю-

щий эти результаты, становится одной из ключевых фигур диагностического процесса, а врач-

клиницист, вооружённый дополнительными данными о пациенте, сможет наметить подходы к эффек-

тивной профилактике развития грозных осложнений Ph-негативных миелопролиферативных новообра-

зований в виде острых сосудистых событий и, тем самым, позитивно повлиять на динамику показателей 

выживаемости этого контингента больных.   
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