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НА У ЧНЫЕ  П У БЛИК АЦИИ

К
олоректальный рак 
(КРР) –  злокачествен-
ное эпителиальное 
новообразование тол-
стой кишки, занима-
ющее третье место 

в  мире по  частоте среди всех 
злокачественных новообразо-
ваний и четвертое –  среди при-
чин онкологической летально-
сти [1]. Ежегодно регистрируют 
более миллиона пациентов с КРР 
и около 700 тыс. летальных исхо-
дов. Развитие отдаленных мета-
стазов является основной при-
чиной смертности и выявляется 
у  25% пациентов при первич-
ном обращении [1, 2]. По данным 
Белорусского канцер-регистра, 
в течение последних десятилетий 
отмечается стойкий рост заболе-
ваемости раком данной локализа-
ции. И если количество умерших 
от рака легких, молочной железы 
и желудка снижается, то от КРР –  
растет [3]. Поэтому актуальны 
исследова ни я мех а низмов 
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метастазирования аденокарци-
номы толстой кишки и поиск мар-
керов для ранней диагностики/
прогноза этого процесса.

В  основе образования вто-
ричных очагов злокачественных 
новообразований лежит сово-
купность многих обстоятельств, 
в частности важно взаимодей-
ствие опухолевых клеток с ми-
кроокружением, в результате ко-
торого происходит ремодели-
рование тканей с разрушением 
внеклеточного матрикса [4, 5]. Ве-
дущая роль в деградации струк-
турных белков соединительной 
ткани, таких как коллагены, эла-
стин, протеогликаны, гликопро-
теины, молекулы межклеточных 
и белково-клеточных контактов, 
принадлежит матриксным метал-
лопротеиназам (ММП) [6]. Кроме 
того, они регулируют функции 
биологически активных молекул, 
включая факторы роста, молеку-
лы адгезии и др. [6, 7]. Установ-
лено, что ММП принимают уча-
стие в неоангиогенезе и отборе 
резистентных к апоптозу опухо-
левых клеток, а в ряде злокаче-
ственных опухолей индуциру-
ют эпителиально-мезенхималь-
ный переход, в результате кото-
рого раковые клетки приобретают 
способность к миграции [7]. Опи-
сано более 20 ферментов семей-
ства ММП: коллагеназы (ММП-1, 
ММП-8 и ММП-13), желатиназы 
(ММП-2 и ММП-9), стромелизины 
(ММП-3 и ММП-10), матрилизи-
ны (ММП-7), мембраносвязанные 
ММП и др. [4]. ММП-2 и ММП-9 
гидролизуют основной структур-
ный белок базальной мембраны –  
коллаген IV типа, поэтому претен-
дуют на роль факторов прогноза 
метастазирования [6–8].

Каталитическая активность 
ММП корригируется тканевыми 
ингибиторами металлопротеиназ 

(ТИМП), наиболее изучены 
ТИМП-1 и ТИМП-2. Нарушение 
баланса уровня протеаз и их ин-
гибиторов, как полагают, игра-
ет решающую роль в ремодели-
ровании внеклеточного матрик-
са и поддержании его гомеоста-
за [9–11]. Показано, что в тканях 
ряда злокачественных опухолей 
наблюдается гиперэкспрессия 
ММП-9, ММП-2 и снижение уров-
ня ТИМП-1 и ТИМП-2, что свя-
зано с образованием метастазов 
и плохим прогнозом течения за-
болевания [12, 13]. Эта тема заслу-
живает внимания и потому, что 
данные о роли матриксных ме-
таллопротеиназ и их ингибито-
ров в распространении КРР не-
однозначны [14–19].

Настоящая работа посвяще-
на изучению характера экспрес-
сии маркеров ММП-9 и ТИМП-1 
в структурных компонентах ра-
ка толстой кишки в зависимости 
от характера метастазирования 
опухоли.

Материалом для исследования 
послужили фрагменты стенки 
толстой кишки с опухолью паци-
ентов, прооперированных по по-
воду аденокарциномы данной ло-
кализации в Минском городском 
клиническом онкологическом дис-
пансере в 2014 и 2015 гг. Иммуно-
гистохимический анализ экспрес-
сии маркеров ММП-9 и ТИМП-1 
проводили на парафиновых сре-
зах толщиной 5 мкм. Использо-
вали моноклональные антитела 
ММП-9 (Dako) в рабочем разведе-
нии 1:100 (демаскировка антигена 
в буфере рН 9,0 на водяной бане, 
инкубация с первичными антите-
лами 60 минут при температуре 
23 °C); ТИМП-1 (Abcam) –  1:5000 
(демаскировка антигена в буфе-
ре рН 9,0 в микроволновом ре-
жиме при мощности 700W, инку-
бация с первичными антителами 

на протяжении 18 ч при темпера-
туре 4 °C).

Рассматривали микропрепа-
раты и изготавливали микрофо-
тографии с помощью светового 
микроскопа OptecBK 5000 с циф-
ровой камерой, ув. ×200 и ×400. 
Иммуногистохимическую реак-
цию к ММП-9 оценивали по на-
личию окрашивания в структур-
ных компонентах опухоли без ак-
цента на интенсивность, экспрес-
сию ТИМП-1 –  по положительной 
реакции в компонентах аденокар-
циномы и полуколичественным 
методом с учетом яркости окра-
шивания клеток в эпителиаль-
ном и стромальном компонентах 
опухоли; представляли в баллах: 
отрицательная –  0, слабо положи-
тельная –  1, умеренная –  2, высо-
ко выраженная –  3 балла.

Статистический анализ про-
водился в программе Statistica 6.1. 
Нулевая гипотеза об однородно-
сти групп проверялась непараме-
трическими методами: при срав-
нении двух групп использовали 
U-критерий Манна – Уитни, более 
двух групп –  H-критерий Краска-
ла –  Уоллиса (р<0,05). Для оценки 
связи между изучаемыми призна-
ками рассчитывали коэффициент 
корреляции Спирмена (rs).

В исследование были включе-
ны 69 пациентов, которые были 
разделены на три группы соглас-
но TNM-классификации.

Первую группу составили 19 
пациентов (11 (57,9%) мужчин, 8 
(42,1%) женщин, средний возраст 
63,52±2,81 года) с местным рас-
пространением КРР (рT1–4N0M0). 
Положительная иммуногисто-
химическая реакция к маркеру 
ММП-9 определялась в опухоле-
вых клетках (4/21%) и в отдельных, 
разрозненно лежащих крупных 
эпителиоидно-подобных клет-
ках (5/26,3%) (рисунок). Последние 
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имели овальную или веретеновид-
ную форму со светлым округлым 
ядром, обладали признаками эпи-
телиальной и мезенхимальной 
клетки и встречались как в зоне 
глубокой инвазии опухоли, так 
и в ее толще. При этом у 3 (15,8%) 
пациентов отмечалась сочетанная 
экспрессия ММР-9 в эпителиаль-
ных комплексах и отдельных эпи-
телиоидно-подобных клетках опу-
холи. Положительная экспрессия 
маркера ММП-9 также выявлена 
в фибробластах (у 7 чел., 36,8%) 
и воспалительном инфильтрате 
(12/63,1%). Сочетанная экспрес-
сия фибробластами и клетками 
воспаления выявлена в 3 (15,8%) 
случаях (таблица). Положитель-
ная реакция к маркеру TИМП-1 
обнаружена в эпителии (17/89,5%) 
и строме (15/78,9%) опухоли раз-
ной выраженности. Интенсив-
ность реакции к маркеру ТИМП-1 
в опухолевых клетках варьиро-
вала от слабой (4/23,5%) и уме-
ренной (3/17,6%) до выраженной 
(10/58,8%). В строме (без разде-
ления на фибробласты и воспа-
лительную инфильтрацию) пре-
обладала умеренная активность 
ТИМП-1 (9/60%), слабая и выра-
женная встречались реже– 4/26,7% 
и 2/13,3% соответственно.

Во  вторую группу исследо-
вания были включены 25 па-
циентов (13 (52%) мужчин, 12 
(48%) женщин, средний возраст 
67,56±1,61 года) с локально-регио-
нарным распространением рака 
толстой кишки (рT1–4N1–2M0). 
Экспрессия маркера ММП-9 так-
же выявлена в эпителии опухоли 
(7/28%) и в эпителиоидно-подоб-
ных клетках (12/48%). При этом 
у 5 (20%) чел. отмечалась соче-
танная экспрессия ММР-9 в эпи-
телиальных комплексах и эпите-
лиоидно-подобных клетках опу-
холи. Положительная реакция 

к маркеру ММП-9 также опреде-
лялась в фибробластах (12/48%) 
и клетках воспалительного ин-
фильтрата (16/60%) стромы, их 
сочетание отмечалось в 9 (36%) 
случаях (см. таблицу). Экспрессия 
маркера TИМП-1 разной степени 
обнаружена в эпителии (22/88%) 
и строме (18/81,8%). В эпители-
альном компоненте практически 
поровну констатировалась сла-
бая (8/36,4%), умеренная (7/31,8%) 
и выраженная (7/31,8%) реакция; 
в строме преобладала выражен-
ная (8/44,4%), слабая и умерен-
ная –  по 5 чел. (по 27,8%).

Третья группа –  25 пациен-
тов (13 (52%) женщин, 12 (48%) 

м у ж чин,  с ред ний возрас т 
63,72±1,81 года) с диссеминиро-
ванным раком толстой кишки 
(рT1–4N1–2M1). Экспрессия мар-
кера ММП-9 наблюдалась в эпите-
лии опухоли (8/32%) и в эпители-
оидно-подобных клетках (14/56%), 
у 5 (20%) чел. она была сочетан-
ная; положительная реакция так-
же определялась в фибробластах 
(12/48%) и клетках воспалительно-
го инфильтрата (15/60%) стромы, 
сочетанная –  у 5 (20%) пациентов. 
Повышение уровня TИМП-1 вы-
явлено в эпителии (22/88%) и стро-
ме (18/81,8%) опухоли (см. табли-
цу). В эпителиальном компоненте 
преобладала выраженная (9/40%) 

Группа
ММП-9 ТИМП-1

эпителий строма эпителий строма

Первая 7/47,3% 16/84,2% 17/89,5% 15/78,9%

Вторая 14/56% 18/81,8% 22/88% 18/81,8%

Третья 17/68% 22/88% 22/88% 18/81,8%

Таблица. Локализация экспрессии ММП-9 и ТИМП-1 в опухолевой ткани пациентов групп  
исследования, абс./%

Рисунок. Характер экспрессии маркеров ММП-9 и ТИМП-1 в структурах рака толстой кишки (ув. 
200): А – экспрессия ММП-9 в эпителии и клетках воспаления (указано стрелкой); Б – экспрессия 
ММП-9 крупными эпителиоидно-подобными клетками; В – экспрессия ММП-9 фибробластами; 
Г – экспрессия ТИМП-1 опухолевыми клетками 
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и слабая (8/36,4%) интенсивность 
окрашивания, умеренная наблю-
далась в 5 (22,7%) случаях. В стро-
мальном компоненте КРР преоб-
ладала слабая реакция (7/38,9%), 
умеренная и выраженная зареги-
стрированы у 5 (27,8%) и 6 (33,3%) 
пациентов соответственно.

По анализируемым показате-
лям статистически достоверных 
отличий в  группах исследова-
ния не выявлено, что свидетель-
ствует об изменениях активно-
сти матриксной металлопротеи-
назы и ТИМП-1 вне зависимости 
от метастатического потенциала 
рака. Однако установлена взаи-
мосвязь между повышением уров-
ня маркеров в структурных ком-
понентах КРР. Характер экспрес-
сии ТИМП-1 в строме находился 
в прямой корреляционной вза-
имосвязи с интенсивностью по-
ложительной реакции данного 
маркера в опухолевых клетках 
(rs = 0,32). Следовательно, для ра-
ка толстой кишки нарастание ак-
тивности ТИМП-1 в эпителии 
опухоли сопровождается увели-
чением интенсивности положи-
тельной реакции к данному мар-
керу и в строме. Между выра-
женностью экспрессии маркеров 
ТИМП-1 и ММП-9 в строме опу-
холи выявлена прямая корреля-
ционная взаимосвязь (rs = 0,30), 
в большей степени –  с актива-
цией ММП-9 в клетках воспа-
ления (rs = 0,47). Интенсивность 
положительной реакции ММП-9 
в стромальном компоненте КРР 
(фибробласты и клетки воспа-
ления) обратно пропорциональ-
на экспрессии данного марке-
ра в эпителиальных комплексах 
(rs = –0,36). Нарастание интенсив-
ности иммуногистохимической 
реакции к ММП-9 в эпителиоид-
но-подобных клетках рака сопро-
вождалось пропорциональным 

нарастанием выраженности экс-
прессии данного маркера в фи-
бробластах (rs = 0,41) и обратным –  
в воспалительном инфильтрате 
(rs = –0,35).

Таким образом, полученные 
данные свидетельствуют о не-
равномерном распределении 
ММП-9 и тканевого ингибито-
ра между опухолевыми и стро-
мальными клетками рака тол-
стой кишки с преобладанием 
экспрессии матриксной метал-
лопротеиназы в клетках стромы, 
а ингибитора –  в клетках опухо-
ли, что подтверждает участие 
стромального микроокружения 

в опухолевом процессе. Взаи-
мосвязи уровня и наличия экс-
прессии ММП-9 и ТИМП-1 эпи-
телиальными и стромальными 
клетками с риском развития ме-
тастазов не выявлено. Однако 
следует отметить некоторое на-
растание активности обоих мар-
керов во всех компонентах опу-
холи с развитием регионарного 
и отдаленного мета стазирования. 
Также установлены прямая кор-
реляционная взаимосвязь ак-
тивации исследуемых маркеров 
в стромальном компоненте опу-
холи и отсутствие такой зависи-
мости –  в эпителиальном.
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�� Summary. The article presents the results of an immunohistochemical study of the expression of the 
markers matrix metalloproteinase‑9 and tissue inhibitor of matrix metalloproteinases‑1 in patients with 
colon adenocarcinoma. The structural components in which expression of MMP‑9 is possible are revealed: 
tumor cells, large epithelioid‑like cells, inflammatory cells, fibroblasts. The findings suggest that the 
protease and its tissue inhibitor are unevenly distributed between tumor and stromal colon cancer cells. 
There is an increase in the frequency of a positive reaction in the epithelial cells of the tumor in a state of 
epithelial‑mesenchymal transition in patients with metastases.

�� Keywords: colon cancer, matrix metalloproteinase‑9, tissue inhibitor of matrix metalloproteinases‑1, 
stromal microenvironment.
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