
27http://journal.pulmonology.ru

Оригинальные исследования

В результате многолетнего поиска тканевых марке�

ров, связанных с прогнозом аденокарциномы легко�

го (АЛ), разработаны разнообразные методики имму�

ногистохимического (ИГХ) окрашивания различных

ядерных и цитоплазматических молекулярных внут�

риклеточных субстратов в т. ч.: раково�эмбриональ�

ного антигена (CEA), p53, p27, циклооксигеназы�2

(COX�2), TTF�1 и Ki�67 (индекс MIB�1). Установле�

но, что только 2 маркера – TTF�1 и Ki�67 по совре�

менным представлениям значимо коррелируют с про�

гнозом при ранних стадиях АЛ, но и их влияние на

выбор тактики лечения до настоящего времени оста�

ется незначительным [1–3].

Тимидилатсинтаза (TС) является ключевым фер�

ментом синтеза ДНК, при помощи которого ката�

лизируется процесс метилирования монофосфата

дезоксиуридина в дезокситимидин монофосфат.

Поскольку ТС участвует в синтезе пиримидиновых

нуклеотидов, считается, что присутствие данного

фермента само по себе играет важную роль и в регу�

лировании злокачественного потенциала раковых

клеток. Поэтому в последнее время предполагается,

что высокий уровень экспрессии ТС ассоциируются

с неблагоприятным прогнозом рака. Это уже нашло

подтверждение при опухолях желудочно�кишечного

тракта и молочной железы. Более противоречивые

данные получены в отношении немелкоклеточного

рака легкого (НМРЛ) [4].

Обсуждаются определенные проблемы с методи�

ками измерения уровней внутриопухолевой ТС, а так�

же приводятся разногласия по поводу соотношения

между экспрессией фермента в опухолевых клетках

и их злокачественным потенциалом.

ТС является ферментом целевого воздействия

противоопухолевого препарата 5�фторурацила, ис�

пользуемого в лечении рака различных локализаций.

Взаимодействие ТС с активным метаболитом 5�фто�

рурацила: с помощью 5�фтордезоксиуридин моно�

фосфата посредством сильных ковалентных связей

внутренних комплексов образуется 5, 10�метилен�

тетрагидрофолат, при наличии которого впослед�

ствии ингибируется синтез ДНК. Таким образом,

определение ТС важно и с точки зрения ее предик�

торных характеристик.

Целью исследования явилось изучение опухоле�

вой экспрессии ТС и некоторых других иммуномор�

фологических показателей, определение их значе�

ния как факторов прогноза течения АЛ.
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Резюме

Проведено гистологическое и иммуногистохимическое исследование с применением набора маркеров аденокарциномы легкого (АЛ):

тимидилатсинтаза (ТС), Ki�67, p53, Bcl�2, Bax. Установлено, что ТС и маркер пролиферативной активности Ki�67 обнаружены в 100 %

наблюдений, p�53 – в 48 %, Bcl�2 – в 7,9 %, Bax – в 6,3 % общего числа случаев. 

Показано, что у больных с высоким уровнем экспрессии ТС отмечена тенденция к снижению 3�летней бессобытийной выживаемости

на 14 % (p = 0,1007) по сравнению с пациентами, у которых отмечена низкая экспрессия. Установлено, что ТС может являться фактором

прогноза течения АЛ.
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Summary

The aim of this study was to search tumor expression of thymidylate synthetase and some other immunomorphological markers and to determine

their prognostic role for pulmonary adenocarcinoma. Methods. Histological and immunohistochemical study of pulmonary adenocarcinoma has

been conducted using several markers such as thymidylate synthetase, Ki�67, p53, Bcl�2, Bax. Results. Thymidylate synthetase and cellular prolif�

eration activity marker Ki�67 were revealed in 100 % of cases; p�53, Bcl�2 and Bax were revealed in 48 %, 7.9 % and 6.3 %, respectively. The results

demonstrated a tendency to decrease 3�year event�free survival by 14 % (p = 0.1007) in patients with high thymidylate synthetase expression in com�

parison to patients with low expression. Conclusion. Thymidylate synthetase could be used as a prognostic factor of pulmonary adenocarcinoma

course.
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Материалы и методы

ИГХ�исследованию экспрессии ТС, Ki�67, р53, Bcl 2

и Bax были подвергнуты образцы опухолевой ткани,

полученные из удаленных препаратов 63 радикально

оперированных пациентов с АЛ. Во всех случаях это

были образцы первичной опухоли в легком, перво�

начально окрашенные гематоксилином и эозином.

После четкого морфологического заключения о на�

личии АЛ выполнялось ИГХ�исследование.

Экспрессия ТС и Ki�67 в той или иной степени

выявлялась в 100 % опухолей. Экспрессия р�53 была

обнаружена в 48,3 %, Bcl�2 в – 7,9 % и Bax – в 6,3 %

общего числа исследованных образцов. Показано,

что использование ИГХ�опухолевых маркеров р�53,

Bcl�2 и Bax нецелесообразно для предсказания тече�

ния АЛ после радикального хирургического лечения

и определения тактики адъювантной терапии.

Экспрессия ТС оценивалась по интенсивности

окрашивания цитоплазмы опухолевых клеток в со�

ответствии с визуальной шкалой по следующим

критериям: 1 – низкий, 2 – средний, 3 – высокий

уровни.

Для пролиферативной активности Ki�67 раковые

клетки считались положительными, когда ядро было

отчетливо окрашено. Индекс Ki�67 оценивался на

полуколичественной основе в процентном выраже�

нии доли раковых клеток, экспрессирующих Ki�67

к числу всех ядер раковых клеток, обнаруженных

в поле зрения. Процент положительных клеток опу�

холи рассчитывался для каждого образца с выделе�

нием следующих количественных градаций: низкий

(< 20 %), высокий (20–30 %), очень высокий (> 30 %)

уровни.

Для установления влияния выраженности экс�

прессии ТС и Ki�67 на прогноз пациентов с АЛ ме�

тодом Каплана–Мейера были изучены показатели

3�летней бессобытийной выживаемости (БВ).

Статистическая обработка данных проводилась

с помощью программы Statistica 6.0 [5].

Результаты и обсуждение

По результатам исследования показано, что низкая

экспрессия ТС в цитоплазме опухолевых клеток АЛ

наблюдалась в 7 (11,1 %) случаях, средняя – в 18

(19 %), высокая – в 44 (69,9 %). ИГХ�окрашивание

клеточных ядер опухоли на Ki�67 проявилось в сле�

дующих категориях: низкий индекс Ki�67 обнару�

жен в 15 (23,8 %), высокий – в 33 (52,4 %), очень вы�

сокий – в 15 (23,8 %) наблюдениях. Значения уров�

ней экспрессии ТС и индекса Ki�67 в зависимости от

пола и возраста больных представлены в табл. 1.

ИГХ�картина АЛ показана на рис. 1.

Как следует из полученных данных, и у мужчин

(73,8 %), и у женщин (61,9 %) наиболее часто выяв�

лялись высокие уровни экспрессии ТС, но у мужчин

они наблюдались несколько чаще. Высокие и очень

высокие уровни индекса Ki�67 у мужчин отмечались

в 54,8 и 28,6 % случаев, а у женщин – в 47,6 и 14,3 %

наблюдениях соответственно (р < 0,05).

Таким образом, пролиферативный потенциал АЛ

у женщин оказался ниже, чем у мужчин, что под�

тверждается многочисленными клиническими наб�

людениями более благоприятного течения этой гис�

тологической формы НМРЛ у женщин.

При сравнении в группах пациентов 40–59 лет

и 60 лет и старше выявлены статистически достовер�

ные различия с низкой и средней экспрессией ТС –

6,5 и 9,6 % vs 15,6 и 28,1 %, но в обеих группах ча�

ще других встречался высокий уровень ТС – 83,9

и 56,2 % соответственно.

В старшей возрастной группе достоверно чаще

выявлялся низкий уровень индекса Ki�67 (34,4 vs

12,9 %). Заслуживает внимания факт, что его вы�

сокий уровень наблюдался практически с той же

частотой, что и у молодых – 46,9 vs 58,1 % соответ�

ственно.

ИГХ�экспрессия ТС и Ki�67 в зависимости от

стадии заболевания, размеров первичного опухоле�

вого очага, наличия или отсутствия метастазов в ре�

гионарные лимфатические узлы показана в табл. 2.

Высокий уровень ТС был отмечен при распрост�

раненности первичной опухоли Т2 в 38 (82,6 %) слу�

чаях, при наличии метастазов во внутригрудные

лимфатические узлы N1–2 – в 19 (76 %), при IIIА

стадии заболевания – в 15 (93,8 %) наблюдениях.

Очень высокий индекс Ki�67 зарегистрирован у 12

(75 %) больных АЛ IIIА стадии с поражением ипси�

латеральных медиастинальных лимфатических уз�

лов, N2 – в 12 (48 %) случаях, размерами первичной

опухоли Т3 – в 7 (77,7 %) случаях.

При сопоставлении значений Ki�67 и уровней ТС

выявлено совпадение их показателей только при

IIIА стадии заболевания – 75 и 93,8 % соответствен�

но. При более ранних стадиях у показателей этих

Таблица 1
Показатели ИГХUэкспрессии ТС и KiU67 в зависимости от пола и возраста больных АЛ

Показатель ТС, n (%) Значения KI�67, n (%)

низкий средний высокий < 20 % 20–30 % > 30 %

Пол Мужской 42 4 (9,5) 7 (16,7) 31 (73,8)* 7 (16,7) 23 (54,8)* 12 (28,6)*

Женский 21 3 (14,3) 5 (23,8) 13 (61,9) 8 (38,1) 10 (47,6) 3 (14,3)

Возраст, годы 40–59 31 2 (6,5) 3 (9,6) 26 (83,9) 4 (12,9) 18 (58,1) 9 (29)

60 и старше 32 5 (15,6)** 9 (28,1)** 18 (56,2) 11 (34,4)** 15 (46,9) 6 (18,7)

Всего 63 7 (11,1) 12 (19) 44 (69,8) 15 (23,8) 33 (52,4) 15 (23,8)

Примечание: * – статистически достоверные различия между сравниваемыми показателями в зависимости от пола; ** – статистически достоверные различия сравниваемых 
показателей в зависимости от возраста (р < 0,05).
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2 маркеров имелись однонаправленные изменения,

т. е. нарастали по мере возрастания стадии, но вну�

триядерная высокая экспрессия Ki�67 была стати�

стически достоверно менее выраженной (I стадия –

р = 0,001; II – р = 0,002), чем цитоплазматическая

высокая экспрессия ТС.

Рис. 1. ИГХ�характеристика уровня экспрессии ТС и Ki�67 в АЛ. Уровни экспрессии ТС: а – низкий; б – средний; в – высокий. Уров�

ни экспрессии Ki�67: г – < 20 %; д – < 20–30 %; е – > 30 %; × 200

а

в

д

б

г

е

Таблица 2
ИГХUэкспрессия ТС и KiU67 в зависимости от клиникоUморфологических характеристик АЛ

Клинико�морфологические Уровень экспрессии ТС, n (%) Значения Ki�67, n (%)

критерии заболевания низкий средний высокий < 20 % 20–30 % > 30 %

Категория Т Т1а–в 8 4 (50) 3 (37,5) 1 (12,5) 6 (75) 2 (25) –

Т2а–в 46 2 (4,3) 6 (13) 38 (82,6) 8 (17,4) 30 (65,2) 8 (17,4)*

Т3 9 1 (11,1) 3 (33,3) 5 (55,5) 1 (11.1) 1 (11,1) 7 (77,7)

Категория N N0 38 5 (13) 8 (21) 25 (65,8) 7 (18,4) 27 (71)** 4 (10,5)**

N1–2 25 2 (8) 4 (16) 19 (76) 10 (40) 3 (12) 12 (48)

Стадия I 31 5 (16,1) 8 (25,8) 18 (58) 8 (25,8) 21 (67,7)*** 2 (6,4)***

II 16 2 (12,5) 3 (18,8) 11 (68,7) 5 (31,2) 8 (50)*** 3 (18,8)***

IIIА 16 – 1 (6,2) 15 (93,8) 2 (12,5) 2 (12,5) 12 (75)

Примечание: * – статистически достоверные различия между сравниваемыми показателями в зависимости от размеров первичной опухоли; ** – статистически достоверные раз�
личия сравниваемых показателей в зависимости от регионарного метастазирования; *** – статистически достоверные различия сравниваемых показателей в зависимости от ста�
дии заболевания (р < 0,05).
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При рассмотрении в сравнительном аспекте

показателей экспрессии маркеров ТС и Ki�67 в зави�

симости от других прогностических клинико�мор�

фологических характеристик АЛ следует констати�

ровать факт отсутствия существенных различий

между ними при местнораспространенном раке. Од�

нако по результатам анализа полученных данных

при меньшей распространенности опухолевого про�

цесса (как по категории Т, так и по категории N), при

которых степень экспрессии Ki�67 в некоторых под�

группах значимо меньше выраженности экспрессии

ТС, такого вывода сделать нельзя.

В связи с этим была исследована иммунореактив�

ность обоих опухолевых маркеров в зависимости от

степени дифференцировки АЛ. Результаты исследо�

вания экспрессии ТС и Ki�67 в опухолевой ткани

всех больных представлены в табл. 3.

В табл. 3 продемонстрировано отсутствие суще�

ственных различий между уровнями экспрессии ТС

и показателями Ki�67 в подгруппе низкодифферен�

цированных АЛ, где эти критерии высоки в подавля�

ющем большинстве наблюдений. Статистически

достоверные различия отмечены при анализе уров�

ней экспрессии ТС и высоких показателей Ki�67

в подгруппе умеренно дифференцированных опухо�

лей. Так, высокий уровень цитоплазматической

экспрессии ТС значительно чаще (в 54 % случаев)

выявляется по сравнению с очень высоким ядерным

показателем Ki�67, отмеченным только в 6,3 % на�

блюдений (р = 0,001).

Получены достоверные различия при сравнении

среднего уровня экспрессии ТС с высокими пока�

зателями Ki�67 – 9,5 vs 42,8 % соответственно

(р = 0,002). Следовательно, на основании выявлен�

ных результатов можно утверждать, что экспрессия

ТС в опухолевой ткани является независимым пред�

сказательным фактором высокого пролиферативно�

го потенциала АЛ. ТС во времени имеет опережаю�

щее предикторное значение по сравнению с очень

высокими показателями Ki�67. В основном просле�

живается выраженная корреляция среднего уровня

экспрессии ТС с высокими показателями Ki�67.

Для установления влияния выраженности экс�

прессии ТС на показатели БВ, изученные методом

Каплана–Мейера, были сформированы 2 группы

сравнения. В 1�ю вошли 19 (30,1 %) больных, у кото�

рых в первичных опухолях обнаружены низкие

и средние уровни экспрессии ТС, во 2�ю – 44 (69,8 %)

пациентов, у которых выявлена высокая экспрессия

данного маркера (рис. 2).

Из полученных данных следует, что БВ пациен�

тов в группе с высоким уровнем экспрессии ТС ниже

на 14 %, чем в группе с низким и средним уровнем

экспрессии, и составляет 74 и 88 % соответственно.

Для сравнения проведен аналогичный анализ БВ

у пациентов с различным уровнем экспрессии Ki�67,

которые были разделены на 2 группы: с уровнем

экспрессии > 30 % и < 30 % (рис. 3).

Установлено, что БВ в группе с уровнем экспрес�

сии < 30 % составила 78 vs 76 % в группе > 30 %

(р = 0,39382), что свидетельствует об отсутствии за�

висимости БВ от уровня экспрессии Ki�67 [6, 7].

Высокие уровни экспрессии ТС характеризуются

большой частотой обнаружения при АЛ как у мужчин,

так и у женщин. Установлено, что лица старшего воз�

раста нуждаются в надежном контроле резидуальной

болезни после радикального оперативного лечения не

меньше, чем пациенты более молодого возраста.

Показано, что цитоплазматическая экспрессия ТС

возрастает с увеличением стадии процесса, уменьше�

Таблица 3
ИГХUэкспрессия ТС и KiU67 в зависимости от степени дифференцировки АЛ

Степень дифференцировки, n (%) Уровень экспрессии ТС, n (%) Значения Ki�67, n (%)

низкий средний высокий < 20 % 20–30 % > 30 %

G 1 11 (17,4) 7 (11,1) 3 (4,7) 1 (1,6) 6 (9,5) 5 (7,9) –

G 2 40 (63,5) – 6 (9,5)** 34 (54)* 9 (14,2) 27 (42,8) 4 (6,3)

G 3 12 (19) – 3 (4,7) 9 (14,2) – 1 (1,6) 11 (17,5)

Всего 63 (100) 7 (11,1) 12 (19) 44 (69,8) 15 (23,8) 33 (52,4) 15 (23,8)

Примечание: * – различия, статистически достоверные между высокой экспрессией ТС и очень высоким значением Ki; ** – различия, статистически достоверные между средней
экспрессией ТС и высоким значением Ki�67.

Рис. 2. БВ больных с различной экспрессией ТС Рис. 3. БВ пациентов с различным уровнем экспрессии Ki�67
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нием степени дифференцировки АЛ и коррелирует

с показателями Ki�67.

В проведенном исследовании установлено, что

показатели 3�летней БВ при АЛ зависят от уровня

экспрессии ТС. Отсутствие таковой зависимости от

экспрессии Ki�67 может объясняться субъектив�

ностью как объединения в одну группу пациентов

с низкими и высокими показателями, а не с высоки�

ми и очень высокими, а также самого отнесения это�

го показателя к высокому (20–30 %) или очень вы�

сокому уровням (> 30 %). Если учесть, что среди

наибольшей по числу пациентов группы с высоким

уровнем экспрессии Ki�67 – 33 (52,3 %), некоторая

часть (с показателями 27–29 %) потенциально могла

быть отнесена к группе с очень высоким уровнем, то

корреляция с показателями ТС была бы еще более

выраженной.

Заключение

В исследовании показано, что ТС является незави�

симым прогностическим фактором неблагоприят�

ного течения АЛ. Последнее обстоятельство диктует

необходимость проведения соответствующего ИГХ�

исследования для определения индивидуальной так�

тики адъювантной терапии у пациентов с АЛ после

радикального оперативного лечения.
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