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исследован материал первичных опу-
холей от 140 больных аденокарциномой 
толстой кишки с целью определения экс-
прессии тимидилат синтетазы (TS), ти-
мидин фоcфорилазы, дигидропиримидин 
дегидрогеназы (DYPD), ERCC-1, III-класс-
бета-тубулина, топоизомеразы-II-альфа, Ki-
67. сопоставлению клинической картины и 
результатов иммуногистохимии подверглись 
104 пациента с аденокарциномой толстой 
кишки, получавших химиотерапию по схе-
мам FOLFOX, de Gramont, FOLFIRI. 

Частота объективного ответа при наличии 
экспрессии TP и отсутствии TS составила 
39%, при обратном сочетании (экспрессия TS 
и отсутствие TP) была 13% (р=0,04). осталь-
ные маркеры не показали корреляции с воз-
никновением прогрессирования заболевания 
и частотой объективного ответа.

ключевые слова: аденокарцинома толстой 
кишки, иммуногистохимическое исследование.

Последнее десятилетие ознаменовалось прог-
рессом в лечении рака толстой кишки. наряду 
с совершенствованием хирургического лечения, 
большой вклад в увеличение показателей вы-
живаемости этой категории больных внесли 
цитостатики с принципиально новыми меха-
низмами действия (элоксатин, иринотекан). их 
комбинация с 5-фторпиримидинами (FOLFOX, 
FOLFIRI) увеличила показатели выживаемости в 
несколько раз. однако назначение химиотерапии 
производят эмпирически, без учета каких-либо 
маркеров чувствительности.

многие маркеры, которые возможно исследо-
вать иммуногистохимическим способом, рассма-
тривают не только с точки зрения прогностиче-
ского значения, но и предиктивного (как факторы, 
предсказывающие эффективность противоопухо-
левого лечения). К таким маркерам относят: тими-
дилат синтетазу (TS), тимидин фоcфорилазу, ди-
гидропиримидин дегидрогеназу (DYPD), ERCC-1, 
III-класс-бета-тубулина, ERCC-1, топоизомеразу-
II-альфа, Ki-67. Какие из этих маркеров или их 
сочетание могут определять эффективность пред-
стоящей стандартной химиотерапии (FOLFOX, 

FOLFIRI, де Грамонт) остается неясным и явля-
ется целью настоящего исследования.

Материал и методы

Был исследован материал первичных опухолей от 140 
больных аденокарциномой толстой кишки. материал пос-
тупал как в виде парафиновых блоков, так и в виде ку-
сочков опухолей, залитых в 10% забуференный формалин. 
В последнем случае производилась вырезка материала, 
доведение фиксации в формалине до 24 ч. Затем прово-
дили материал в десяти порциях изопропилового спирта 
и 3 порциях парафина. Приготавливались блоки, с кото-
рых нарезались срезы толщиной 4 микрона, которые по-
мещали на стёкла с поли-L-лизиновым покрытием. Срезы 
подсушивались, депарафинизировались и подвергались де-
маскировке антигенов при помощи цитратного буфера в 
условиях водяной бани, t = 95oC, 40 минут. После этого 
они остывали при комнатной температуре и промывались 
трис-буфером с твином. Каждый срез обводился парафи-
новым карандашом, после чего осуществлялось ингибиро-
вание эндогенной пероксидазы 3% перекисью водорода в 
течение 5 минут. Затем на каждый срез наносилось первое 
антитело (табл. 1), экспозиция длилась 1 час на термосто-
лике в условиях «водяной бани» при температуре 30 oC. 

Для визуализации реакции антиген-антитело приме-
нялась полимерная система детекции EnVision компании 
DAKO, в качестве хромогена использовался диаминобен-
зидин. Контрокрашивание ядер осуществлялось при помо-
щи гематоксилина майера. После каждого из этапов до 
окрашивания диаминобензидином стекла со срезами про-
мывались в трис-буфере с твином рн 7,1 фирмы BioOptica. 
Стекла заключались BioMaunt фирмы BioOptica.

Таблица 1  — Спецификация антител

Название 
антитела Клон Характер  

антител
Разве-
дение

Фирма-
произво-
дитель

b-tubulin, 
class III EP1569Y Кроличьи,  

моноклональные 1:250 Epitomics

ERCC-1 PDM 151 Мышиные, 
моноклональные 1:100 DBS

Ki-67 SP6 Кроличьи,  
моноклональные 1:200 LabVision

DPYD ab54797 Мышиные, 
моноклональные 1:100 AbCam

Thymidine 
Phosphory-
lase (TP)

P-GF.44C Мышиные, 
моноклональные 1:400 LabVision

Thymidylate 
synthase (TS)

Sc-
33679

Мышиные, 
моноклональные 1:100 Santa 

Cruz

Topoisomera-
se-II-a Ki-S1 Мышиные, 

моноклональные 1:300 LabVision 

PTEN 17.A Мышиные, 
моноклональные 1:100 LabVision
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При оценке экспрессии всех маркеров проводился под-
счет процента позитивных раковых клеток.

При оценке иммуногистохимического окрашивания 
использовался внутренний контроль в виде нормальных 
структур, присутствующих в срезах.

Сопоставлению клинической картины и результатов 
иммуногистохимии подверглись 104 пациента с адено-
карциномой толстой кишки, получавших химиотерапию 
по схемам FOLFOX, de Gramont, FOLFIRI. химиотерапия 
признавалась эффективной в случаях стабилизации про-
цесса, полного или частичного регресса опухоли. Лечение 
признавалась безуспешным в случае прогрессирования 
основного заболевания. Проводилось не менее 3-х курсов 
химиотерапии, результаты оценивались спустя 2 года после 
начала химиотерапии. 

результаты

При иммуногистохимическом исследовании 
тимидилат синтазы реакция носила ядерный 
характер различной степени интенсивности 
(рис. 1). Позитивная реакция всегда выявля-
лась в клетках нормальной слизистой оболочки 
толстой кишки, а также в клетках стромы, что 
служило внутренним контролем для оценки им-
муногистохимического окрашивания. 

При оценке экспрессии TS оказалось, что 
муцинозные аденокарциномы имеют более вы-
сокий уровень экспрессии, что является плохим 
прогностическим фактором, по данным одних 
авторов [5], хотя другие исследования не выяви-
ли корреляции экспрессии TS с выживаемостью 
больных распространенной аденокарциномой 
толстой кишки [10]. 

тимидин фосфорилаза (TP)  — показатель 
чувствительности опухолевых клеток к 5-фтор-
пиримидинам. Превращает капецитабин (ксе-
лода) из неактивной в активную форму, а так-
же стимулирует превращение 5-фторурацила в 
FdUMP, который ингибирует TS [11].

иммуногистохимическое исследование пока-
зало смешанный характер реакции (ядерно-ци-
топлазматическая). на микрофотографии видно 
(рис. 2), что даже в пределах одного ракового 
комплекса интенсивность реакции значительно 
варьировала. Кроме того, важным наблюдени-
ем следует считать, что во всех исследованных 
случаях строма как внутри опухоли, так и вне 
ее показывала интенсивную реакцию, превы-
шающую ее в раковых клетках. Часть случаев 
имели ярко позитивную реакцию в строме, но 
негативную реакцию в опухоли.

При оценке экспрессии маркеров в зависи-
мости от прогрессирования заболевания во вре-
мя химиотерапии (полное отсутствие эффекта) 
были получены следующие результаты:

и в том, и в другом случае статистически 
достоверное влияние оказывали экспрессии TS 
(p=0,003657 и р=0,000842) и TP (р=0,005803 и 
р=0,004032, табл. 2). Частота объективного отве-

Рис. 1 – Тимидилат синтаза (TS) в аденокарциноме толстой киш-
ки. Позитивная ядерная реакция в большинстве раковых клеток, 

также выявляется экспрессия в клетках стромы, Х400. 

Рис. 2 – Тимидин фосфорилаза (ТР) в аденокарциноме толстой 
кишки. Ядерно-цитоплазматическая реакция различной степени 

интенсивности наблюдается в части опухолевых клеток, Х400.
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та при наличии экспрессии TP и отсутствии TS 
составила 39%, при обратном сочетании (экс-
прессия TS и отсутствие TP) была 13% (р=0,04).

остальные маркеры не показали корреляции 
с развитием прогрессирования заболевания, ча-
стотой объективного ответа (табл. 2).

таким образом, иммуногистохимическое ис-
следование TS, TP может быть использовано в 
прогнозировании эффективности химиотерапии 
пациентов с аденокарциномой толстой кишки, 
получающих 5-фторпиримидин содержащие 
препараты.

обсуждение

Проанализирована экспрессия наиболее 
изучаемых в настоящее время ферментов, 
имеющих отношение к метаболизму химио-
препаратов, используемых при лечении адено-
карциномы толстой кишки. необходимо отме-
тить, что все исследованные маркеры (TS, TP, 
DPYD, топоизомераза-II-альфа, III-класс-бета- 
тубулина, белок гена PTEN)  — это ферменты, 
которые кроме опухолевой ткани также встреча-
ются и в нормальных клетках. они выполняют 
различные функции, необходимые для жизнеде-
ятельности широкого спектра тканей человека. 
В нашей работе мы выявляли позитивную ре-
акцию данных маркеров в слизистой оболочке 
толстой кишки, прилежащей к аденокарциноме, 
во всех исследованных случаях. Кроме того, 
большинство исследованных маркеров показа-
ли интенсивную реакцию в строме опухоли. В 
частности, экспрессия тимидин фосфорилазы 
(тр) всегда была более выраженной в строме 
опухоли, чем в раковых клетках. Это ставит под 
сомнение результаты многочисленных работ, ко-
торые использовали в своих исследованиях ПЦр 
и другие неморфологические методики [1, 4, 6, 
7, 9]. В данных работах для оценки экспрессии 
генов используется лизат тканей, иными сло-
вами, исследуется одномоментно опухоль, ее 
строма, а иногда и нормальная слизистая обо-
лочка толстой кишки. В отличие от морфолога, 

молекулярный биолог не способен дифференци-
ально подойти к оценке экспрессии в данных 
трех частях одного образца. таким образом, в 
подобных исследованиях зачастую при помощи 
экспрессии данных маркеров исследуется соот-
ношение стромы и опухолевой ткани, а не ис-
тинное значение экспрессии генов. 

Выходом из данной ситуации может быть со-
вместное использование морфологических мето-
дов и молекулярных с применением лазерного 
микродиссектора. В этом случае мы выделяем 
интересующие нас клетки морфологически и 
исследуем их в дальнейшем с использованием 
молекулярных методов. однако даже в этом слу-
чае результаты могут быть сомнительными, так 
как эффективность таких ферментов, как TS и 
TP, определяется не только степень выражен-
ности экспрессии, но и активностью фермента. 
В этом плане антительный метод исследования 
также является более предпочтительным, так 
как комплементарность антитела при иммуно-
гистохимическом исследовании зависит прежде 
всего от конформации белка. Конформация же в 
свою очередь определяет активность фермента. 
таким образом, использование различных анти-
тел к одному и тому же белку может показать 
различное предиктивное значение в зависимо-
сти от комплементарности антитела к активному 
ферменту или неактивному.

 остается парадоксальным тот факт, что аде-
нокарцинома толстой кишки, обладающая одним 
из самых высоких уровней пролиферации, имеет 
самые низкие параметры эффективности хими-
отерапии. 

адъювантная химиотерапия аденокарци-
номы толстой кишки, основанная на 5-фтор-
пиримидинах и препаратах платины, уже дли-
тельное время считается стандартной схемой 
лечения [3, 8, 12].

однако при сопоставлении 3-летней выжива-
емости пациентов, получавших химиотерапию 
и неполучавших ее, оказывается, что отличие 
в данных группах статистически недостоверно 
(71% и 62% соответственно) [3], пятилетняя вы-

Таблица 2. Регрессионная  модель  Кокса для больных c диссеминированной формой аденокарциномы  
толстой кишки, влияние на прогрессирование заболевания в течение химиотерапии

n=104 Beta Станд. ошибка B Станд. ошибка t p-level

Модель в целом -18,3044 5,880999 -3,11247 0,004245

ERCC-1 0,138669 0,139825 0,0716 0,072225 0,99173 0,329823

TP 0,458049 0,146202 0,2221 0,070876 3,13300 0,004032

TS 0,599183 0,160242 0,3684 0,098531 3,73925 0,000842

DPYD 0,125443 0,167654 0,1156 0,15457 0,67468 0,240320

III-класс-бета-тубулина 0,073701 0,135189 0,0335 0,061485 0,54518 0,589950

Ki-67 0,290806 0,173469 0,1966 0,117258 1,67642 0,104789

Топоизомераза-IIa -0,225681 0,194806 -0,1391 0,120053 -1,15849 0,256450
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живаемость еще меньше отличается в данных 
двух группах: 53% и 45% соответственно [2]. 
Вероятно, именно с этим связано, что экспрес-
сия большинства из исследованных маркеров 
не имеет предиктивного значения эффектив-
ности химиотерапии аденокарциномы толстой 
кишки. интересно, что даже пролиферативная 
активность раковых клеток (индекс Ki-67) по-
казала лишь статистически недостоверную связь 
со временем до прогрессирования заболевания 
(p>0,05) и не оказала влияния на частоту объек-
тивного ответа. Лишь экспрессия двух маркеров, 
имеющих отношение к метаболизму 5-фтор-
пиримидинов, тимидилат синтазы (TS) и тими-
дин фосфорилазы (TP), оказала статистически 
значимое влияние на время до прогрессирова-
ния и частоту объективного ответа у больных 
диссеминированной формой аденокарциномы 
ободочной кишки (p<0,05).
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There was studied material of primary tumors from 140 
patients with adenocarcinoma of the colon to determine the 
expression of thymidylate synthetase (TS), thymidine phos-
phorylase (TP), dihydropyrimidine dehydrogenase, ERCC-1, 
beta-tubulin III, topoisomerase-II-alpha, Ki-67. Comparison 
of the clinical picture and the results of immunohistochem-
istry were performed to 104 patients with adenocarcinoma of 
the colon who had undergone chemotherapy by FOLFOX, de 
Gramont, FOLFIRI schemes. The objective response in the 
presence of TP expression and absence of TS was 39%, the re-
verse combination (TS expression and no TP) was 13%. Other 
markers showed no correlation with the occurrence of disease 
progression and response rate.
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