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Введение. Актуальной проблемой современной урологии остается дифференциальная диагности-
ка различных болезней предстательной железы.

Цель исследования. Повышение эффективности дифференциальной диагностики заболеваний 
предстательной железы.

Материалы и методы. В биоптатах пациентов с доброкачественной гиперплазией предстательной 
железы (ДГПЖ) и раком предстательной железы (РПЖ) проведено иммуногистохимическое исследова-
ние продукции маркера пролиферации Ki-67, матриксной металлопротеиназы-9, ингибитора матрикс-
ной металлопротеиназы-TIMP-1 и распределение коллагена IV типа. 

Результаты. Выявлена умеренная положительная корреляция между градацией по шкале Глисона 
и индексом пролиферации клеток по показателю Ki 67 (rs =0,674) и умеренная отрицательная корреля-
ция градации по шкале Глисона с уровнем продукции матриксной металлопротеиназы–9 (rs= -0,660). 
Слабая достоверная отрицательная корреляция установлена между уровнем пролиферативной актив-
ности клеток ипродукцией опухолевыми клетками MMП-9 (rs= -0,369). Выявлено достоверное сниже-
ние уровня MMP-9 и TIMP-1 в аденокарциноме различной градации. Инвазивные свойства опухолевых 
клеток, выражающиеся в разрушении коллагена IVтипа базальной мембраны и соединительно-ткан-
ной стромы простаты, опосредованы дисбалансом между MMП-9 и белком, блокирующим этот фер-
мент — TIMP-1, продукция которого снижается в аденокарциномах различной градации, по сравнению 
с ДГПЖ. 

Выводы: ДГПЖ характеризуется высокой продукцией ММП 9 типа, разрушающей коллаген ба-
зальных мембран и стромы, протеолитическое действие которой блокируется высоким содержанием 
TIMP-1. В опухолях продукция ММП 9 типа снижена, разрушение коллагена IV происходит на фоне 
резкого снижения продукции TIMP-1.
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коллаген IV типа
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Введение

Учитывая глобальное постарение насе-
ления, в том числе мужского, пробле-
ма дифференциальной диагностики 

и прогноза болезней предстательной железы у 
мужчин старше 40 лет в ближайшем будущем 
не утратит своей остроты. Рак предстательной 
железы (РПЖ) является одним из самых рас-
пространенных заболеваний у мужчин. Как сви-
детельствуют статистические данные, в 2015 г. 
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Introduction. The actual problem of modern urology remains differential diagnostics of various diseases 
of the prostate gland.

The purpose of the study. Increasing the effectiveness of differential diagnosis of diseases of the prostate.
Materials and methods. In the biopsy specimens of patients with benign prostatic hyperplasia (BPH) and 

prostate cancer (PCa), an immunohistochemical study of the production of the Ki-67 proliferation marker, 
matrix metalloproteinase-9, the matrix metalloproteinase inhibitor TIMP-1, and the distribution of collagen 
type IV was performed.

Results. A moderate positive correlation was found between Gleason gradation and the cell proliferation 
index for Ki 67 (rs = 0.674) and a moderate negative correlation of Gleason gradation with the level of production 
of matrix metalloproteinase-9 (rs = -0.660). A weak significant negative correlation was established between 
the level of proliferative cell activity and the production of  MMP-9 tumor cells (rs = -0.369). A significant 
decrease in the level of MMP-9 and TIMP-1 in adenocarcinoma of different grades was revealed. The invasive 
properties of tumor cells, expressed in the destruction of collagen of the IV type of the basal membrane and 
connective tissue prostatic stroma, are mediated by the imbalance between MMP-9 and the protein blocking 
this enzyme - TIMP-1, whose production decreases in adenocarcinomas of different grades compared with 
BPH.

Conclusions: 1. BPH is characterized by high production of MMP-9 type, which destroys the collagen of 
the basal membranes and stroma, the proteolytic action of which is blocked by the high content of TIMP-1. 
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в России РПЖ впервые диагностирован у 38812 
пациентов, при этом прирост заболеваемости с 
2005 г. составил 135%. В структуре смертности 
от злокачественных новообразований в 2015 г. в 
России РПЖ составил 7,6%, с 2005 по 2015 гг. при-
рост 42% [1]. Диагностическая ценность комплек-
са рутинных методов обследования пациентов с 
болезнями предстательной железы в настоящее 
время преимущественно определяется исследо-
ванием уровня простат-специфического антигена 
(ПСА) и его фракций, ТРУЗИ, пальцевого ректаль-
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ного исследования и МРТ, обладающих довольно 
низкой специфичностью. Количество ложноотри-
цательных результатов при первичной биопсии 
простаты достигает 30%. Проводятся многочис-
ленные исследования с внедрением в широкую 
практику различных методов для выявления дан-
ного новообразования на стадии локализованно-
го процесса, однако диагностика поздних стадий 
и смертность от рака предстательной железы как 
России, так и в других странах остаются высоки-
ми. У многих мужчин изначально диагностируют 
местно-распространенные (38,5%) и метастати-
ческие (23,2%) опухоли [2]. Следовательно, од-
ной из приоритетных задач остается выявление 
данного новообразования на стадии локализо-
ванного процесса.

В настоящее время иммуногистохимиче-
ские (ИГХ) методы исследования занимают 
важную роль в дифференциальной диагности-
ке новообразований различной локализации, 
в том числе и РПЖ. Не вызывает сомнения то 
обстоятельство, что развитие патологического 
процесса в предстательной железе носит мульти-
факторный характер и сопряжено с нарушением 
и перестройкой большей части внутриклеточных 
механизмов. Иммуногистохимические мето-
ды позволяют увеличить выявляемость РПЖ на 
стадии локализованного процесса, сократить ко-
личество необоснованных повторных биопсий и 
необходимость повторных госпитализаций. Од-
ним из важных направлений являются исследо-
вания, показывающие роль различных факторов 
роста в развитии и факторов прогрессирования 
новообразований предстательной железы [3, 4]. 
Деградация базальной мембраны межклеточно-
го матрикса и различных стромальных элемен-
тов, включающих в состав структурные белковые 
компоненты, определяют инвазию и метастази-
рование опухоли. Данный механизм опосредо-
ван секрецией протеолитических ферментов, 
таких как матричные металлопротеиназы (ММП) 
— клеточных энзиматических продуцентов. [5]. В 
связи c этим, на протяжении нескольких десяти-
летий повышается интерес к ММП, вовлекающим 
внеклеточный матрикс в процессы структурно-
функционального ремоделирования, чаще всего 
путем деградации цепей коллагена. Уже иденти-
фицировано около 30 энзимов данного семей-
ства, которые характеризуются наличием общих 
свойств: разрушают внеклеточный матрикс, се-
кретируются в виде профермента и активируют-
ся в результате протеолитического расщепления, 
проявляют активность в нейтральной среде. Од-
нако для большинства из них до сих пор четко не 
обозначена их роль. В физиологических условиях 

существуют различные биологические механиз-
мы по предотвращению протеолиза тканей, вы-
званного активацией ММП, такие как секреция 
клетками стромы тканевых ингибиторов ММП 
или TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinases). 
[4, 5, 6].

Ki-67 — это специфический белок, антиген 
ракового процесса, который является регулятор-
ным. Его появление соответствует   вступлению 
клетки в митоз, что позволяет использовать его 
в качестве универсального маркера пролифера-
ции при оценке роста злокачественных опухолей, 
в том числе и РПЖ. Индекс Ki-67, определяемый 
как отношение количества клеток с интенсивной 
ядерной реакцией на Ki-67 к общему числу кле-
ток, является независимым показателем прогно-
за рецидива и выживаемости у больных РПЖ. [7, 
8].

На сегодняшний день описаны около 30 ти-
пов коллагена, которые кодируются различными 
генами. Они отличаются друг от друга по ами-
нокислотной последовательности, а также по 
степени модификации — интенсивности гидрок-
силирования или гликозилирования. Общим 
для всех коллагенов является присутствие их во 
внеклеточном матриксе. Коллаген IV является 
основным компонентом базальной мембраны 
эпителиальных клеток, встречается в стенке ар-
териальных сосудов и собственном веществе 
соединительной ткани. Инвазивные свойства 
опухолевых клеток связаны с разрушением этого 
важного компонента соединительной ткани [9].

В данном исследовании с использовани-
ем иммуногистохимических методов проведен 
анализ продукции матриксной ММП 9 типа, ин-
гибитора металлопротеиназы TIMP-1, маркера 
пролиферации Ki-67, и изучение распределе-
ния коллагена IV в неизмененных клетках се-
креторного эпителия при доброкачественной 
гиперплазии предстательной железы (ДГПЖ) и 
атипических клетках аденокарциномы простаты 
различных градаций по шкале Глисона с целью 
изучения молекулярных механизмов инвазивно-
го роста рака предстательной железы.

Материалы и методы

Когорта пациентов, включенных в исследо-
вания составила 184 мужчин, разделенных на 
2 группы, средний возраст 68,2±2,17 лет. 65 паци-
ентов с ДГПЖ и 118 пациентов с верифицирован-
ным раком предстательной железы различной 
степени анаплазии.

Для проведения ИГХ исследовании использо-
вались следующие антитела к антигенам челове-
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ка: моноклональные мышиные антитела к белку 
Ki-67 (MM1, DiagnosƟ c Biosystems, 1:200); моно-
клональные мышиные антитела к коллагену IV 
(PHM-12, ThermoscienƟ fi c, 1:100); очищенные ан-
титела кроличьей антисыворотки к матриксной 
металлопротеиназе-9 (ThermoscienƟ fi c, 1:400); 
моноклональные кроличьи антитела к ингибито-
ру TIMP-1 (EPR 1550, 1:100, EPITOMICS).

Распределение коллагена IV в базальной 
мембране желез предстательной железы и стро-
ме оценивали полуколичественным методом в 
баллах по следующим показателям: 0 — отсут-
ствие коллагена вдоль базальной мембраны и 
стромы; 1 — наличие тонкой полоски коллагена; 
2 — толстая полоска коллагена вдоль базальной 
мембраны, сравнимая по толщине и интенсивно-
сти окрашивания со стенкой сосудов.  Продукцию 
ММП-9 исследовали в различных опухолевых об-
разованиях: ДГПЖ и аденокарциноме простаты 
различной градации от 2 до 5. Как правило, про-
теиназа выявляется в цитоплазме опухолевых 
клеток в виде мелких или крупных гранул, при 
этом отмечается различная интенсивность окра-
шивания. Оценку интенсивности ИГХ реакции с 
MMП-9 проводили в баллах по следующим па-
раметрам: 0 — отсутствие коричневых гранул в 
цитоплазме клеток, 1 — наличие отдельных мел-
ких гранул в цитоплазме, 2 — распределение в 
отдельных клетках крупных гранул, 3 — наличие 
крупных гранул в цитоплазме большинства кле-
ток. Оценку интенсивности ИГХ реакции с инги-
битором TIMP-1 проводили по той же бальной 
шкале, что и ММП-9.

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с помощью программы STATISTI-
CA 10.0, с последующим математическим анали-
зом полученных материалов. Корреляционные 
взаимоотношения между числом Глисона опу-
холи, ПСА, индексом пролиферации клеток, вы-
раженностью продукции оценивали с помощью 
коэффициента корреляции Спирмена (rs).

Результаты и обсуждение

Пропорционально увеличению возраста па-
циентов в неизмененных эпителиальных клетках 
предстательной железы увеличивается продук-
ция показателя клеточной пролиферации Ki-67 
(3,24±0,61), но различия статистически недосто-
верны (р>0,05). В биоптатах пациентов с ДГПЖ 
отдельно расположенные пролиферирующие 
клетки локализовались только в базальном кле-
точном слое, пролиферативная активность кле-
ток секреторного клеточного слоя не определя-
лась.  В аденокарциномах различных градаций 

выявлен широкий спектр пролиферативной ак-
тивности секреторных железистых клеток (рис. 
1а). При исследовании больных с опухолями 2-й 
и 3-й градации по шкале Глисона выявлена уме-
ренная пролиферативная активность секретор-
ных опухолевых клеток, где ИП Ki-67 составил 
5,3+1,1% и 7,2+1,4%, (р<0,05) соответственно 
(рис. 1с). Анализ высокоинвазивных аденокар-
цином простаты 4-й и 5-й градаций показал вы-
раженное увеличение пролиферативной актив-
ности атипических клеток (рис. 1е). 

В ходе данного исследования коллаген IV 
типа прослеживался в виде тонкой коричневой 
полоски различной интенсивности вдоль базаль-
ной мембраны железистых клеток. Коллаген IV 
мелких артериол соединительно-тканной стро-
мы, как правило, окрашивает стенку сосудов в 
интенсивный коричневый цвет. В соединитель-
но-тканной строме ДГПЖ определяются толстые 
коричневые полоски коллагена IV, распределяю-
щиеся вдоль базальной мембраны желез (интен-
сивность — 2 балла). Большое количество кол-
лагена выявляется и в соединительно-тканной 
строме простаты (рис. 1b). В соединительно-ткан-
ной строме аденокарциномы предстательной 
железы 2-й градации по шкале Глисона интенсив-
ность окраски менее выражена по сравнению с 
ДГПЖ и соответствует 1 баллу, однако тонкие во-
локна коллагена окружают отдельные клеточные 
элементы (рис. 1d). С увеличением числа Глисона 
более 3-й градации коллагеновые волокна во-
круг опухолевых клеток полностью исчезают, что 
является достоверным критерием разграничения 
доброкачественных и злокачественных опухолей 
предстательной железы (p<0,05) (рис. 1f).

В железистых клетках при ДГПЖ в большом 
количестве определяются различные по строе-
нию и размеру гранулы MMП-9 (интенсивность 
— 3 балла) (рис. 2a). При изучении биоптатов 
аденокарциномы предстательной железы вы-
явлено снижение интенсивности ИГХ окрашива-
ния ММП-9. Сравнение показателей продукции 
MMП-9 при ДГПЖ и аденокарциноме различных 
градаций выявило следующую закономерность: 
оказалось, что продукция этого протеолитиче-
ского фермента выше в тканях доброкачествен-
ных новообразований, где не наблюдается про-
теолитическая деструкция коллагена базальной 
мембраны, в отличие от аденокарциномы, ха-
рактеризующейся инфильтративным ростом и 
разрушением базальной мембраны опухолевых 
желез. Вместе с тем, в полуколичественных ис-
следованиях выявлено, что продукция ММП-9 в 
секреторных опухолевых клетках снижается по 
мере возрастания градации аденокарциномы, 
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при этом в аденокарциномах 2-й и 3-й градаций 
уровень продукции этого фермента достоверно в 
2 раза превышает этот показатель в аденокарци-
номах 4-й и 5-й градаций. Не выявлено достовер-
ных различий в продукции ММП-9 между адено-
карциномами 2-й и 3-й градаций, а также между 
4-й и 5-й градаций (рис. 2с и 2е).

Для дальнейшего изучения механизмов ин-
вазии аденокарциномы, были предприняты 
аналогичные исследования продукции в опухо-
левых клетках белка, ингибирующего активность 
ММП-9 в клетках TIMP-1. При аналогичном ис-
следовании продукции TIMP-1 в различных опу-
холевых образованиях предстательной железы 
от ДГПЖ до аденокарциномы различной града-
ции в подавляющем большинстве исследуемого 
гистологического материала, кроме описанных 
выше патологических состояний железистого 
эпителия, отмечены отдельные неизмененные 
железистые структуры, которые послужили кон-
тролем 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) (рис. 2b).

 При оценке распределения TIMP-1 в адено-
карциноме различной градации от -2 до -5 во 
всех случаях интенсивность окрашивания оказа-
лась ниже, чем при ДГПЖ, и составила на фоне 
неизмененных желез 0 или 1 балл (рис. 2d и 2f).

По мере увеличения градации по шкале 
Глисона и повышения пролиферативной ак-
тивности секреторных клеток аденокарцино-
мы простаты, происходит снижение выработ-
ки матриксной ММП-9. При этом инвазивные 
свойства опухолевых клеток, выражающиеся 
в разрушении коллагена IV — белка базаль-
ной мембраны и соединительнотканной стро-
мы простаты, можно объяснить нарушением 
баланса между MMП-9 и TIMP-1 — белком, 
блокирующим этот фермент, продукция кото-
рого существенно снижается в аденокарци-
номах различной градации.  Обнаружено, что 
уровень продукции TIMP-1 снижается в опу-
холях по мере нарастания в них анапластиче-
ских изменений, при этом в аденокарциномах 
всех градаций его уровень более чем в 3 раза 
меньше, чем в клетках при ДГПЖ либо в неиз-
мененных железах. Кроме того, не выявлено 
достоверных различий в уровне продукции 
TIMP-1 между аденокарциномами различных 
градаций.

Полученные данные свидетельствуют, что 

продукция матриксной металлопротеиназы 9 
типа в аденокарциномах значительно сниже-
на, и разрушение коллагена IV базальной мем-
браны железистых структур и стромы происхо-
дит за счет прогрессивного (до интенсивности 
в 0,8+0,4 балла по мере нарастания анапласти-
ческих изменений) снижения выработки инги-
битора матриксных металлопротеиназ TIMP-1 
(p≤0,05). Низкой продукцией ингибитора TIMP-
1 в аденокарциномах можно объяснить и инва-
зивные свойства этих опухолей. 

В ходе исследования выявлена положитель-
ная корреляционная связь между градацией 
по шкале Глисона и индексом пролиферации 
клеток по показателю Ki 67 (rs =0,674) и отрица-
тельная корреляционная связь этой градации с 
уровнем продукции ММП-9 (rs=-0,660). Досто-
верная отрицательная корреляция существует 
между уровнем пролиферативной активности 
клеток и продукции секреторными опухолевы-
ми клетками MMП-9 (rs=-0,369). Отсутствие кор-
реляционной взаимосвязи между продукцией 
TIMP-1 и другими клиническими, морфологи-
ческими и ИГХ показателями свидетельствует 
о том, что уровень этого белка в секреторных 
клетках аденокарциномы снижен.

Проведенное исследование показало зна-
чение таких методов иммуногистохимических 
исследований, как исследование пролифера-
тивной активности белка Ki-67; распределения 
коллагеновых волокон вокруг клеток; уровня 
продукции ММП 9 типа и ингибитора TIMP-1 
для дифференциальной диагностики доброка-
чественных и злокачественных новообразова-
ний предстательной железы. Доброкачествен-
ная гиперплазия характеризуется высокой 
продукцией ММП 9 типа, разрушающей колла-
ген базальных мембран и стромы, протеолити-
ческое действие которой блокируется высоким 
содержанием ингибитора TIMP-1. В опухолях 
продукция ММП 9 типа снижена, разрушение 
коллагена IV базальной мембраны железистых 
структур происходит на фоне резкого снижения 
продукции ингибитора металлопротеиназы 
TIMP-1. При отсутствии гистологических изме-
нений в предстательной железе, характерных 
для опухолевого роста, необходимо дополни-
тельное определение пролиферативной актив-
ности белка Ki-67; распределения коллагено-
вых волокон вокруг клеток; уровня продукции 
ММП-9 типа и ингибитора TIMP-1, что позволит 
улучшить выявление опухолей предстательной 
железы на стадии локализованного процесса и 
сократить количество необоснованных повтор-
ных биопсий.
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Рисунок 1. ИГХ реакция в биоптатах пациентов с ДГПЖ (a, b) и аденокарциномой простаты 

Глисон 2(c, d) и 4(e, f) с антителами к белку Ki 67 (a, c, e) и коллагену IV типа (b, d, f). 
Окраска: ДАБ-гематоксилин (х400)
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Рисунок 2. ИГХ реакция в биоптате пациентов с ДГПЖ (a, b) и аденокарциномой простаты Глисон 2 (c, d) и 
4 (e, f) с антителами к белку MMP-9 (a, c, e) и TIMP-1 (b, d, f). 

Окраска ДАБ-гематоксилин (х400)

a b

c d

e f

Выводы 

В рамках проведенного исследования доказа-
на диагностическая и прогностическая ценность 

ИГХ маркеров, таких как определение пролифе-
ративной активности белка Ki-67; распределе-
ния коллагеновых волокон вокруг клеток; уров-
ня продукции ММП 9 типа и ингибитора TIMP-1. 
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