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Проведено иммуногистохимическое исследование локализации белков матриксной металло-
протеиназы-9 и ингибитора матриксной металлопротеиназы-1 и пролиферативной активности клеток 
по экспрессии белка Ki-67 при доброкачественной гиперплазии предстательной железы (ДГПЖ) 
и аденокарциноме (АК) различной градации по шкале Глисона. Установлена умеренная положи-
тельная корреляция между градацией по шкале Глисона и индексом пролиферации клеток по по-
казателю Ki-67 (rs = 0,674) и умеренная отрицательная корреляция градации по шкале Глисона 

с уровнем экспрессии матриксной металлопротеиназы-9 (rs = –0,660). Слабая достоверная отрица-
тельная корреляция установлена между уровнем пролиферативной активности клеток и экспрессией 
опухолевыми клетками MMP-9 (rs = –0,369). Выявлено достоверное снижение уровня MMP-9 
и TIMP-1 в АК различной градации. Инвазивные свойства опухолевых клеток, выражающиеся 
в разрушении коллагена IV базальной мембраны и соединительно-тканной стромы простаты, связаны 
с дисбалансом между MMP-9 и белком, блокирующим этот фермент — TIMP-1, экспрессия которого 
снижается в АК различной градации по сравнению с ДГПЖ. 

Ключевые слова: аденокарцинома предстательной железы, MMP-9, TIMP-1, Ki-67, колла-
ген IV. 

На сегодняшний день новообразованиям предстательной железы придается 
большое внимание, как одной из наиболее актуальных проблем современной онко-
логии. В США и ряде стран Европы РПЖ лидирует в структуре онкологической 
заболеваемости у мужчин. В России в 2014 г. зафиксировано более 29 тысяч новых 
случаев злокачественного новообразования предстательной железы, при этом при-
рост заболеваемости составил 8,68%. Несмотря на постоянные попытки улучшения 
диагностики данного новообразования и внедрение в обследование пациентов раз-
личных методов, выявление поздних стадий и смертность от рака предстательной 
железы в России остаются высокими [1]. Так, в 2013 г. от данного новообразо-
вания в Российской Федерации умерли около 11 тысяч больных, у большинства 
пациентов изначально диагностируют местнораспространенные (38,5%) и мета-
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статические (23,2%) формы опухоли [2]. Таким образом, одной из приоритетных 
задач остается выявление этого новообразования на стадии локализованного 
процесса. 

На сегодняшний день в клинической практике широко используется комплекс 
методов диагностики болезней предстательной железы, таких как трансректальное 
ультразвуковое исследование, пальцевое ректальное исследование, определение 
простат-специфического антигена (ПСА) сыворотки крови и его фракций, магни-
то-резонансная томография и, в конечном итоге, гистологическое исследование 
биоптатов предстательной железы. Однако частое сочетание доброкачественных, 
предраковых, воспалительных и злокачественных процессов в предстательной же-
лезе снижает чувствительность, специфичность и диагностическую точность ру-
тинных методов обследования мужчин [3]. 

Разработка и применение различных методов иммунногистохимических 
(ИГХ) исследований дополняет общепринятые методы диагностики болезней 
предстательной железы новыми факторами, базирующимися на результатах муль-
тифокальной биопсии предстательной железы. Продолжается поиск диагностиче-
ски значимых молекулярных маркеров при аденокарциноме предстательной же-
лезы, обладающих высокой информативностью с целью уменьшения количества 
биопсий предстательной железы и, следовательно, уменьшения частоты осложне-
ний после них, а также проводятся исследования, доказывающие развитие и про-
грессирование рака предстательной железы при участии различных факторов 
роста [4]. 

На сегодняшний момент нет четких критериев, выявляющих злокачественные 
опухоли с высоким потенциалом к метастазированию, поскольку показатель ин-
вазивного роста и метастазирования злокачественных клеток характеризуются их 
способностью деградировать составляющие межклеточного матрикса — базаль-
ные мембраны и межтканевую строму, состоящую из различных структурных бел-
ковых компонентов: коллагенов, эластинов и др. Разрушение базальной мембраны 
и продвижение по межклеточному матриксу связаны с секрецией протеолитиче-
ских ферментов. Металлопротеиназы преимущественно секретируется клетками 
в форме не активных ферментов, в обычных условиях в тканях обнаруживаются 
незначительные количества этих факторов. В случае их активации происходит 
протеолитическое разложение окружающих клетку белков [5]. В физиологических 
условиях существуют различные биологические механизмы по предотвращению 
протеолиза тканей, вызванного активацией металлопротеаз, такие как секреция 
клетками стромы тканевых ингибиторов металлопротеаз или TIMP (tissue inhibitor 
of metalloproteinases). Это белки, способные опосредованно нековалентными ком-
плексами со многими членами семейства матриксных металлопротеаз инактиви-
ровать их [4; 6]. 

Ki-67 относится к регуляторным белкам, его появление совпадает с вступле-
нием клетки в митоз — фазу деления, что позволяет использовать его в качестве 
универсального маркера пролиферации при оценке роста злокачественных опухо-
лей, в том числе и РПЖ. Индекс Ki-67 является независимым показателем прогно-
за рецидива и выживаемости у больных РПЖ [7]. 
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В настоящее время описано 28 типов коллагена, которые кодируются более 
чем 40 генами. Они отличаются друг от друга по аминокислотной последователь-
ности, а также по степени модификации — интенсивности гидроксилирования или 
гликозилирования. Общим для всех коллагенов является присутствие их во вне-
клеточном матриксе. Коллаген IV является основным компонентом базальной 
мембраны эпителиальных клеток, он также встречается в стенке артериальных 
сосудов и собственном веществе соединительной ткани. Инвазивные свойства 
опухолевых клеток связаны с разрушением этого важного компонента соедини-
тельной ткани [8]. 

В настоящей работе с помощью ИГХ методик проведено исследование про-
дукции матриксной металлопротеиназы 9 типа, ингибитора металлопротеиназы 
TIMP-1, маркера пролиферации Ki-67, и изучение распределения коллагена IV 
в неизмененных клетках секреторного эпителия при ДГПЖ и атипических клет-
ках аденокарциномы простаты различных градаций по шкале Глисона с целью 
изучения молекулярных механизмов инвазивного роста рака предстательной 
железы. 

Методы. Исследование проведено у 184 пациентов с заболеваниями предста-
тельной железы в возрасте от 46 до 83 лет, средний возраст 68,2 ± 2,17 лет. При 
этом пациенты были разделены на 2 группы. Группу больных с ДГПЖ составили 
65 пациентов, больные с диагностированным раком предстательной железы — 
118 пациентов. 

ИГХ исследование проводилось в соответствии со стандартным протоколом. 
В исследовании применялись следующие антитела к антигенам человека: моно-
клональные мышиные антитела к белку Ki-67 (MM1, Diagnostic Biosystems, 
1 : 200); моноклональные мышиные антитела к коллагену IV (PHM-12, Thermo-
scientific, 1 : 100); очищенные антитела кроличьей антисыворотки к матриксной 
металлопротеиназе-9 (Thermoscientific, 1:400); моноклональные кроличьи антитела 
к ингибитору TIMP-1 (EPR 1550, 1 : 100, EPITOMICS). 

Для индикатора пролиферативной активности использовался индекс проли-
ферации Ki-67 (ИП Ki-67), который характеризуется долей интенсивно окрашен-
ных ядер при учете 300 клеток, выраженной в процентах. 

Распределение коллагена IV в базальной мембране желез предстательной же-
лезы и строме оценивали полуколичественным методом по следующим показате-
лям: 0 — отсутствие коллагена вдоль базальной мембраны и стромы, 1 — наличие 
тонкой полоски коллагена, 2 — толстая полоска коллагена вдоль базальной мем-
браны, сравнимая по толщине и интенсивности окрашивания стенки сосудов. 

Оценку интенсивности ИГХ реакции с металлопротеазами и их ингибиторами 
проводили по следующим показателям: 0 — отсутствие коричневых гранул в ци-
топлазме клеток, 1 — наличие отдельных мелких гранул в цитоплазме, 2 — рас-
пределение в отдельных клетках крупных гранул, 3 — наличие крупных гранул 
в цитоплазме большинства клеток. 

Статистическую обработку полученных данных проводили с помощью про-
граммы STATISTICA 10.0, с последующим математическим анализом полученных 
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материалов, включающим параметрические и непараметрические методы одно-
мерной и многомерной статистики. Корреляционные взаимоотношения между 
числом Глисона опухоли, ПСА, индексом пролиферации клеток, выраженностью 
продукции оценивали с помощью коэффициента корреляции Спирмена (rs). 

Результаты и обсуждение. С увеличением возраста пациентов в неизменен-
ных эпителиальных клетках предстательной железы несколько увеличивается про-
дукция показателя клеточной пролиферации Ki-67 (3,24 ± 0,61), но различия ста-
тистически недостоверны (р > 0,05). В биоптатах пациентов с ДГПЖ отдельные 
пролиферирующие клетки располагались только в базальном клеточном слое, про-
лиферативная активность клеток секреторного клеточного слоя не выявлена. Вме-
сте с тем в аденокарциномах различных градаций в настоящем исследовании вы-
явлен широкий спектр пролиферативной активности секреторных железистых 
клеток (рис. 1). 

 

 
Рис. 1. Характеристика пролиферативной активности клеток 

при ДГПЖ и аденокарциноме простаты 

В группе пациентов с опухолями 2-й градации по шкале Глисона пролифе-
ративная активность секреторных опухолевых клеток (ИП Ki-67) составила 
5,3 ± 1,1% (р < 0,05). Опухоли 3-й градации по шкале Глисона также характеризо-
вались умеренной пролиферацией (7,2 ± 1,4%, р < 0,05). В высокоинвазивных аде-
нокарциномах 4-й и 5-й градаций отмечено выраженное увеличение пролифера-
тивной активности атипических клеток. Следовательно, пролиферативная актив-
ность анапластических клеток аденокарциномы различных градаций по шкале 
Глисона, является чувствительным методом для дифференциальной диагностики 
новообразований простаты. 

При ИГХ исследовании коллаген IV выявляли в виде тонкой коричневой по-
лоски различной интенсивности вдоль базальной мембраны железистых клеток. 
Коллаген IV мелких артериол соединительно-тканной стромы, как правило, окра-
шивает стенку сосудов в интенсивный коричневый цвет. В соединительно-тканной 
строме ДГПЖ определются толстые коричневые полоски коллагена IV, распреде-
ляющиеся вдоль базальной мембраны желез (интенсивность 2 балла). Большое 
количество коллагена выявляется и в соединительно-тканной строме простаты 
(рис. 2). 
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Рис. 2. Распределение коллагена IV при ДГПЖ 

и аденокарциноме простаты 

В соединительно-тканной строме аденокарциномы предстательной железы 
2-й градации по шкале Глисона интенсивность окраски менее выражена по срав-
нению с ДГПЖ и, соответствуя 1 баллу, однако, тонкие волокна коллагена окру-
жают отдельные клеточные элементы. С увеличением числа Глисона более 3-й 
градации коллагеновые волокна полностью исчезают вокруг опухолевых клеток. 

Последующие исследования были направлены на изучение механизмов про-
теолитической активности аденокарциномы предстательной железы, характеризу-
ющих инвазивный опухолевый рост и во многом определяющих злокачественный 
опухолевый потенциал. 

В железистых клетках при ДГПЖ, в большом количестве определяются круп-
ные, средние и мелкие гранулы MMP 9 (интенсивность 3 балла). При изучении 
биоптатов аденокарциномы предстательной железы выявлено снижение интенсив-
ности ИГХ окрашивания ММР-9 (рис. 3). 

 

 
Рис. 3. Продукция ММР�9 при ДГПЖ и аденокарциноме 

различной градации по шкале Глисона 

Сравнение показателей продукции MMP-9 при ДГПЖ и аденокарциноме раз-
личных градаций выявило следующую закономерность: оказалось, что продукция 
этого протеолитического фермента выше в тканях доброкачественных новообра-
зований, где не происходит разрушения коллагена базальной мембраны, в отличие 
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от аденокарциномы, характеризующейся инфильтративным ростом и разрушением 
базальной мембраны опухолевых желез. Вместе с тем в полуколичественных ис-
следованиях выявлено, что продукция ММР-9 в секреторных опухолевых клетках 
снижается по мере возрастания градации аденокарциномы, при этом в аденокарци-
номах 2-й и 3-й градаций уровень продукции этого фермента достоверно в 2 раза 
превышает этот показатель в аденокарциномах 4-й и 5-й градаций. Не выявлено 
достоверных различий в продукции ММР–9 между аденокарциномами 2-й и 3-й 
градаций, а также между 4-й и 5-й градаций. 

Для дальнейшего изучения механизмов инвазии аденокарциномы были пред-
приняты аналогичные исследования продукции в опухолевых клетках белка, инги-
бирующего активность ММР-9 в клетках — TIMP-1. При аналогичном исследова-
нии продукции TIMP-1 в различных опухолевых образованиях предстательной 
железы от ДГПЖ до аденокарциномы различной градации в подавляющем боль-
шинстве исследуемого гистологического материала, кроме описанных выше пато-
логических состояний железистого эпителия, отмечены отдельные неизмененные 
железистые структуры, которые послужили контролем для последующих ИГХ 
исследований. 

В железистых клетках при ДГПЖ выраженная ИГХ реакция: в секреторных 
клетках крупных желез в большом количестве определяются крупные, средние 
и мелкие гранулы TIMP-1, отмечается интенсивная окраска желез (интенсивность 
3 балла). При оценке распределения TIMP–1 в аденокарциноме различной града-
ции от –2 до –5 во всех случаях интенсивность окрашивания оказалась ниже, чем 
при ДГПЖ, и составила на фоне неизмененных желез 0 или 1 балл (рис. 4). 

 

 
Рис. 4. Характеристика продукции TIMP�1 в аденокарциноме 

различной градации по шкале Глисона 

По мере увеличения градации по шкале Глисона и повышения пролифератив-
ной активности секреторных клеток аденокарциномы простаты происходит сни-
жение выработки матриксной ММР-9. При этом инвазивные свойства опухолевых 
клеток, выражающиеся в разрушении коллагена IV — белка базальной мембраны 
и соединительнотканной стромы простаты, можно объяснить нарушением баланса 
между MMP-9 и TIMP-1 — белком, блокирующим этот фермент, продукция кото-
рого существенно снижается в аденокарциномах различной градации. Обнаруже-
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но, что уровень продукции TIMP–1 снижается в опухолях по мере нарастания 
в них анапластических изменений, при этом в аденокарциномах всех градаций его 
уровень более чем в 3 раза меньше, чем в клетках при ДГПЖ либо в неизмененных 
железах. Кроме того, не выявлено достоверных различий в уровне продукции 
TIMP-1 между аденокарциномами различных градаций. 

Полученные данные свидетельствуют, что при ДГПЖ высокая продукция 
ММР-9 блокируется высоким содержанием TIMP-1. В аденокарциномах продук-
ция MMP-9 значительно снижается, но данная протеаза разрушает коллаген IV 
базальной мембраны железистых структур за счет отсутствия или слабой продук-
ции TIMP-1, блокирующего протеолитическое действие данного фермента на кол-
лаген соединительной ткани. Низкой продукцией ингибитора TIMP-1 в аденокар-
циномах можно объяснить и инвазивные свойства этих опухолей. 

В ходе исследования выявлена положительная корреляционная связь между 
градацией по шкале Глисона и индексом пролиферации клеток по показателю 
Ki-67 (rs = 0,674) и отрицательная корреляционная связь этой градации с уровнем 
продукции ММР-9 (rs = –0,660). Достоверная отрицательная корреляция сущест-
вует между уровнем пролиферативной активности клеток и продукции секретор-
ными опухолевыми клетками MMP-9 (rs = –0,369). Отсутствие корреляционной 
взаимосвязи между продукцией TIMP-1 и другими клиническими, морфологиче-
скими и ИГХ показателями свидетельствует о том, что уровень этого белка в сек-
реторных клетках аденокарциномы снижен. 

Таким образом, в рамках проведенного исследования доказана диагностиче-
ская ценность ИГХ факторов, таких как пролиферативной активности белка Ki-67; 
распределения коллагеновых волокон вокруг клеток; уровня продукции металло-
протеиназы 9 типа и ингибитора TIMP-1. Внедрение в клиническую урологию 
на основе алгоритмированного подхода вышеуказанных методов позволяет уве-
личить точность дифференциальной диагностики болезней предстательной железы 
и выявляемость РПЖ на стадии локализованного процесса и сократить количество 
необоснованных повторных биопсий. 
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Iimmunohistochemical study of localization of matrix metalloproteinase-9 and inhibitor of matrix 
metalloproteinase-1 and cells proliferative activity by Ki-67 protein has been carried out in benign prostatic 
hyperplasia (BPH) and adenocarcinoma (AC) of different grades by the Gleason score. A moderate positive 
correlation between the Gleason score and cell proliferation Ki-67 index (rs = 0,674) and a moderate nega-
tive correlation with the level of such score and expression of matrix metalloproteinase-9 (rs = –0,660) 
were detected. A weak significant negative correlation exists also between the level of proliferative activity of 
secretory cells and the expression of MMP-9 by tumor cell (rs = –0,369). A significant decrease of the 
MMP-9 and TIMP-1 levels in the AC of different gradations have been found. The invasive properties 
of tumor cells, which are expressed in the destruction of collagen IV of basement membrane and connec-
tive tissue stroma of the prostate, associated with an imbalance between MMP-9 and protein blocking 
this enzyme — TIMP-1, expression of which decreases in AC compared to BPH. 

Key words: adenocarcinoma of the prostate, MMP-9, TIMP-1, Ki-67, IV collagen. 
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