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С целью иммуногистохимической оценки экспрессии маркеров прогрессирова-
ния в гепатоцеллюлярном и холангиоцеллюлярном раке печени разной величины 
с учётом площади иммунопозитивных клеток проведено патогистологическое 
и иммуногистохимическое исследования трепанобиоптатов печени 94 больных, 
среди которых 55 пациентов страдали гепатоцеллюлярной карциномой (ГЦК) и 
39 – холангиоцеллюлярной карциномой (ХЦК) разной величины, измеренной при 
ультразвуковом исследовании печени. Фотоцифровой морфометрией определена 
площадь иммунопозитивных клеток, экспрессировавших Ki-67, р53, каспазу-3, 
Е-кадгерин, β-катенин, MMP-9 и ТІМР-1, в  21-й ГЦК и в 17-ти ХЦК диаметром до 
5 см, а также в 34 ГЦК и в 22 ХЦК диаметром более 5 см. Установлено, что  в ГЦК 
диаметром более 5 см площадь клеток, экспрессировавших р53, Ki-67, β-катенин и 
ММР-9, статистически достоверно выше (в 2; 1,4; 1,8 и 1,6 раза соответственно), чем 
в ГЦК диаметром менее 5 см, а площадь Е-кадгерин-позитивных клеток в крупной 
опухоли в 1,8 раза меньше, чем в меньшей опухоли. В ХЦК диаметром более 5 см 
площадь клеток, экспрессировавших р53, Ki-67, β-катенин и ММР-9, статистически 
достоверно выше (в 1,8 раза, 1,4 раза, 1,7 и 1,3 раза соответственно), чем в ХЦК диа-
метром менее 5 см, а площадь Е-кадгерин-позитивных клеток в крупной опухоли в 
2 раза меньше, чем в малой опухоли. По данным  сравнительного анализа, в ГЦК и 
ХЦК различного диаметра площади каспаза-3-позитивных и ТИМР-1-позитивных 
клеток статистически достоверно не отличаются. Таким образом, увеличение раз-
меров ГЦК и ХЦК сопровождается гиперэкспрессией ядерного онкопротеина р53, 
повышением уровня пролиферации опухолевых клеток, утратой опухолевыми 
клетками межклеточных адгезивных связей и возрастанием экспрессии металлопро-
теиназы-9, что в совокупности способствует быстрому агрессивному и инвазивному 
росту этих опухолей в печени.

Експресія маркерів прогресування пухлини в гепато- і холангіоцелюлярному раку печінки різної величини
В. О. Туманський, М. Д. Зубко
З метою імуногістохімічного оцінювання експресії  маркерів прогресування в гепатоцелюлярному та  холангіоцелюлярному 

раку печінки різної величини з урахуванням площі імунопозитивних клітин виконали патогістологічне й імуногістохімічне 
дослідження трепанобіоптатів печінки 94 хворих, серед них 55 пацієнтів страждали на гепатоцелюлярну карциному (ГЦК) і 39 
– на холангіоцелюлярну карциному  різної величини, що визначена при ультразвуковому дослідженні печінки. Фотоцифровою 
морфометрією встановлена площа імунопозитивних клітин з експресією Ki-67, р53, каспази-3, Е-кадгерину,  β-катеніну, MMP-9 
і ТІМР-1, у 21-й ГЦК і в 17-ти ХЦК діаметром до 5 см, а також в 34-х ГЦК і у 22-х ХЦК діаметром більше ніж 5 см. Встановили, 
що у ГЦК діаметром більше ніж 5 см площа клітин з експресією р53, Ki-67, β-катеніну та ММР-9 статистично вірогідно вища 
(у 2; 1,4; 1,8 і 1,6 раза відповідно), ніж у ГЦК діаметром менше ніж 5 см, а площа Е-кадгерин-позитивних клітин у великій 
пухлині в 1,8 раза менша, ніж у малій. У ХЦК діаметром більше ніж 5 см площа клітин з експресією р53, Ki-67, β-катеніну і 
ММР-9, статистично достовірно вище (в 1,8 раза, 1,4 раза, 1,7 та 1,3 раза відповідно), ніж у ХЦК діаметром менше ніж 5 см, а 
площа Е-кадгерин-позитивних клітин у великій пухлині вдвічі менша, ніж у малій. За даними  порівняльного аналізу, у ГЦК і 
ХЦК різного діаметра площі каспаза-3-позитивных і ТІМР-1-позитивних клітин статистично вірогідно не відрізняються. Отже, 
збільшення розмірів ГЦК і ХЦК супроводжується гіперекспресією ядерного онкопротеїну р53, підвищенням  рівня проліферації 
пухлинних клітин, втратою пухлинними клітинами міжклітинних адгезивних зв’язків і зростанням експресії металопротеїнази-9, 
що в сукупності сприяє швидкому агресивному й інвазивному росту цих пухлин у печінці. 
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The expression of tumor progression markers in hepatocellular and cholangiocellular liver carcinomas of different sizes
V. A. Tumanskiy, M. D. Zubko
Aim. Histopathological and immunohistochemical study of trephine biopsy of the liver in 94 patients, including 55 patients who 

suffered from hepatocellular carcinoma (HCC) and 39 - cholangiocellular carcinoma (CCC) with various sizes determined by ultrasound 
of the liver were carried out. 

Methods and results. The photo digital morphometry was used to estimate the area of immunopositive cells expressing Ki-67, 
p53, caspase-3, E-cadherin, β-catenin, MMP-9 and TІMR-1 in 21 HCC and 17 CCC up to 5 cm in diameter and in 34 HCC and 22 
CCC more than 5 cm in diameter. It is found that in HCC more than 5 cm diameter area of cells expressing p53, Ki-67, β-catenin and 
MMP-9 was signifi cantly higher (2, 1.4, 1.8 and 1.6 times, respectively) than in the HCC with diameter less than 5 cm, and the area of  
E-cadherin-positive cells in the large tumors was 1.8 times less than in small ones. In the CCC with diameter greater than 5 cm area of 
cells expressing p53, Ki-67, β-catenin and MMP-9 was signifi cantly higher (1.8, 1.4, 1.7 and 1.3 times, respectively) than in CCC with 
diameter less than 5 cm, and the area of the E-cadherin-positive cells in large tumor was two times less than in small tumors. According 
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Гепатоцеллюлярный и холангиоцеллюлярный рак 
печени отличаются агрессивным течением и 

высоким уровнем смертности больных [1,2]. Соглас-
но данным многофакторного анализа, выполненного 
М.Maluccio,  А. Covey [3], выделены неблагоприятные 
прогностические факторы гепатоцеллюлярной карцино-
мы (ГЦК): размер опухоли 5 см и более, наличие в печени 
5 или более опухолевых узлов, а также внепечёночное 
распространение опухоли.  По результатам ретроспек-
тивного анализа базы данных службы обеспечения 
донорскими органами (UNOS), продолжительность 
жизни больных с ГЦК размером 3–5 см и более была 
значительно меньшей, чем больных с опухолью меньших 
размеров [4]. Некоторые исследователи обнаруживают 
взаимосвязь между плохим прогнозом холангиоцел-
люлярной карциномы (ХЦК) и ГЦК, уменьшением 
выживаемости больных и высокой экспрессией в этих 
опухолях таких иммуногистохимических маркеров про-
грессирования,  как онкопротеин р53, Кi-67, маркеров 
апоптоза, β-катенина, матриксных металлопротеиназ 
[5–8]. Однако такого рода исследования пока малочи-
сленны и полученные в них результаты противоречивы.  
Цель работы 
Иммуногистохимическая оценка экспрессии  маркеров 

прогрессирования в гепатоцеллюлярном и  холангио-
целлюлярном раке печени разной величины с учётом 
площади иммунопозитивных клеток.
Материалы и методы исследования
Средний возраст больных ГЦК составил 61,94±12,16 

года (26–81год), ХЦК – 58,46±11,52 года (33–83 года). 
C учётом размеров рака печени, определенных при уль-
тразвуковом исследовании печени, выделены 2 группы 
больных с опухолью небольших размеров (диаметром 
до 5 см) и 2 группы больных с крупной (более 5 см в 
диаметре) опухолью  либо с множественными узлами 
рака печени. Таким образом, патоморфологическими 
методами исследованы 21 ГЦК и 17 ХЦК диаметром 
до 5 см, а также 34 ГЦК и 22 ХЦК диаметром более 
чем 5 см. В контрольной группе исследовали биоптаты 
печени 5 умерших от соматических заболеваний без 
клинико-биохимических и морфологических признаков 
поражения печени. 
Столбики трепанобиоптатов печени больных ГЦК и 

ХЦК фиксировали в забуференном 10% формалине и 
заливали в парафин. На ротационном микротоме НМ-
3600 (MICROM Laborgerate GmbH, ФРГ) изготавливали 
серийные срезы толщиной  4 мкм для их окраски гема-
токсилином и эозином, по Ван Гизон и Массон-триколор, 
а также для ИГХ исследований. 

В соответствии со стандартизованными протоколами в 
парафиновых срезах ткани печени после температурного 
демаскирования антигенов и подавления активности 
эндогенной пероксидазы проведены ИГХ исследования 
с использованием соответствующих первичных анти-
тел и системы визуализации DAKO EnVision+ System 
(«DAKO», США) с диаминобензидином (DAB). Про-
лиферативную активность клеток ГЦК и ХЦК уста-
навливали непрямым иммунопероксидазным методом 
с использованием моноклональных антител Mo a-Hu 
Ki-67 Antigen, Clone MIB-1 («DAKO», США). Уровень 
апоптоза клеток ГЦК и ХЦК определяли  монокло-
нальными антителами Mo a-Hu Caspase 3 Ab-3, Сlone 
3CSP03 («Thermo Fisher Scientifi c Inc.» – США) и Mo 
a-Hu p53 Protein, Сlonе DO-7 («DAKO Cytomation», 
Дания). Экспрессию клетками Е-кадгерина определя-
ли с применением моноклональных антител Mо а-Hu 
E-Cadherin, Clone NCH-38 (DAKO, США), а экспрессию  
β-катенина – моноклональных антител Mo a-Hu Beta-
Catenin, Clone E247 ß-Catenin-1(DAKO, США). Экспрес-
сию клетками печени металлопротеиназы-9 (ММР-9) 
и ее тканевого ингибитора ТІМР-1 осуществляли с ис-
пользованием поликлональных антител Rb a-Hu MMP-9 
и моноклональных антител Mo a-Hu TIMP-1 Ab-2, Clone 
102D1 («Thermo Fisher Scientifi  c Inc.», США). Проли-
феративную активность клеток опухоли оценивали по 
ядерной экспрессии Ki-67, уровень апоптоза клеток – по 
цитоплазматической экспрессии каспазы-3 и ядерной 
экспрессии онкопротеина р53, уровень молекул межкле-
точной адгезии – по мембранной, цитоплазматической и 
ядерной экспрессии опухолевыми клетками Е-кадгерина 
и β-катенина, баланс в опухоли матриксных металло-
протеиназ и их ингибиторов – по цитоплазматической 
экспрессии MMP-9 и ТІМР-1. 
Площадь Ki-67, р53, каспазы-3, Е-кадгерина,  

β-катенина,  MMP-9 и  ТІМР-1 иммунопозитивных кле-
ток в опухоли определяли фотоцифровой морфометрией 
[9]. В каждом наблюдении микропрепараты рака печени 
с соответствующей иммунопозитивной реакцией фото-
графировали цифровой фотокамерой «Olympus 3040» 
(Япония) в микроскопе Axioplan 2 («Carl Zeiss», ФРГ) 
при увеличении х200 в 5 полях зрения. В дальнейшем 
с использованием медицинской программы обработки 
цифровых изображений ImageJ [10] определяли сум-
марную площадь экспрессии каждого перечисленного 
маркера, которая представляла собой процентное соот-
ношение числа пикселей иммунопозитивного цифрового 
изображения соответствующего маркера к общему числу 
пикселей в изображении, выраженному в %.

В. А. Туманский, М. Д. Зубко

to the comparative analysis, in HCC and CCC of different diameters areas of caspase-3-positive and ТІМР-1-positive cells were not 
signifi cantly different. 

Conclusion. Thus, increasing size of HCC and CCC is accompanied by the overexpression of nuclear oncoprotein p53, increased 
levels of tumor cell proliferation, tumor cell loss of intercellular adhesion bonds and an increase in the expression of metalloproteinase-9, 
all of which contribute to the rapid aggressive and invasive growth of tumors in the liver.

Key words: Liver Neoplasms, Hepatocellular Cancer, Cholangiocarcinoma, Tumor Markers.
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Статистическую обработку результатов прово-
дили на персональном компьютере в программе 
«STATISTICA® for Windows 6.0» (StatSoft Inc., лицен-
зия № AXXR712D833214FAN5). Вычисляли среднее 
значение (М), среднее квадратическое отклонение (σ), 
стандартную ошибку репрезентативности среднего зна-
чения (m), рассчитывали 95% доверительный интервал 
среднего значения. 
Результаты и их обсуждение.
ИГХ и фотоцифровые исследования показали, что 

гепатоцеллюлярная и холангиоцеллюлярная карцинома 
печени характеризуется высоким уровнем митотиче-
ской активности опухолевых клеток, определяемой по 
ядерной экспрессии Кі-67; гиперэкспрессией ядерного 
онкопротеина р53 и умеренным уровнем апоптоза, опре-
деляемого по цитоплазматической экспрессии каспазы-3. 
В ГЦК делящиеся Кі-67-иммунопозитивные опухолевые 
клетки занимали 57,18±15,92% площади среза опухоли, 
р53-иммунопозитивные опухолевые клетки составляли  
53,12±33,29% площади рака, а каспаза-3- иммунопози-
тивные опухолевые клетки – 49,22±19,76% площади 
среза рака печени. В ХЦК Кі67-иммунопозитивные опу-
холевые клетки занимали 54,21±22,18% площади среза 
опухоли, р53-иммунопозитивные опухолевые клетки 
составляли 50,45±28,15% площади среза опухолевой 
ткани, а каспаза-3-иммунопозитивные опухолевые клет-
ки – 45,74±20,15% площади среза холангиоцеллюлярно-
го рака печени. Ранее проведённые нами исследования 
[11] показали, что ММР-9-иммунопозитивные клетки 
составляли 59,33±22,57% площади среза ткани ГЦК и 
52,71±20,86% площади среза ткани ХЦК печени. В то 
же время TIMP-1-иммунопозитивные клетки  составляли 
21,94±6,27% площади среза ткани ГЦК и 33,05±13,85% 
площади среза ткани  ХЦК печени.

 При ИГХ исследовании ГЦК и ХЦК разной вели-
чины с фотоцифровой морфометрией площади имму-
нопозитивных клеток, экспрессировавших  маркеры 
прогрессирования опухоли,  получены результаты, из-
ложенные в таблице 1. В ГЦК диаметром менее 5 см 
р53-иммунопозитивные клетки занимали 32,95±12,79% 
площади среза опухолевой  ткани, а в ГЦК размером 
более 5 см – 65,36±21,03% площади среза опухоли. 
Площадь каспаза-3-имунопозитивных клеток в ГЦК 
диаметром менее 5 см составляли 49,12±18,42%  
площади опухолевой ткани, а в ГЦК размером более 
5 см – 50,91±17,74% площади среза опухоли. Ki-67-
позитивные клетки в гепатоцеллюлярном раке печени 

размером менее 5 см занимали 47,37±5,13% площа-
ди среза опухоли, а в ГЦК более 5 см в диаметре – 
65,18±7,21% площади опухоли. В ГЦК диаметром менее 
5 см ММР-9-позитивные клетки занимали 43,24±6,15% 
площади среза опухоли, в ГЦК более 5 см в диаметре 
– 70,17±11,82% площади опухолевой ткани. Площадь, 
занимаемая ТИМР-1-имунопозитивными клетками в 
ГЦК диаметром менее 5 см, составляла 21,47±3,54% 
среза опухоли, а в ГЦК более 5 см – 22,15±5,97% пло-
щади среза рака печени. Таким образом, проведённые 
исследования показали, что  в крупной ГЦК диаметром 
более 5 см площадь иммунопозитивных клеток, экс-
прессировавших р53, Ki-67 и ММР-9, статистически 
достоверно выше (соответственно почти в 2 раза, 1,4 и 
1,6 раза), чем в ГЦК диаметром менее 5 см (табл. 1). В то 
же время площади, занимаемые каспаза-3-позитивными 
и ТИМР-1-позитивными клетками в ГЦК разных разме-
ров, статистически достоверно не отличались.
Установлено, что в ХЦК диаметром до 5 см р53-

иммунопозитивные  клетки  занимали  площадь 
35,23±12,94% среза опухоли, в ХЦК диаметром бо-
лее  5 см – 62,57±16,02% площади среза рака печени. 
Площадь, занимаемая каспаза-3-имунопозитивными 
клетками в ХЦР диаметром менее 5 см, составляла 
46,49±21,15% среза опухолевой ткани, в ХЦР разме-
ром более 5 см – 48,11±17,54% среза опухоли. В ХЦК 
диаметром менее 5 см Ki-67-иммунопозитивные клет-
ки занимали 45,03±12,17% площади среза опухоли, в 
ХЦК размером более 5 см – 64,87±11,51% площади 
среза ткани рака печени. Площадь, занимаемая ММР-9-
позитивными клетками в ХЦК менее чем 5 см, состав-
ляла 47,85±15,12% среза опухоли, а в ХЦК диаметром 
более 5 см – 62,93±10,51% среза раковой ткани.  В ХЦК 
диаметром менее 5 см площадь ТИМР-1-позитивных 
клеток составляла 32,47±13,71% среза опухоли, а в ХЦК 
более 5 см – 33,12±12,86%  площади среза рака печени 
(табл. 1). Результаты показали, что в крупной ХЦК диа-
метром более 5 см площадь иммунопозитивных клеток, 
экспрессировавших р53, Ki-67 и ММР-9, статистически 
достоверно выше (в 1,8 раза, 1,4 и 1,3 раза соответствен-
но), чем в ХЦК диаметром менее чем 5 см (табл. 1). 
Сравнительный анализ показал, что в ХЦК разного диа-
метра   площади, занимаемые каспаза-3-позитивными 
и ТИМР-1-позитивными клетками, статистически до-
стоверно не отличаются. 
В предыдущих исследованиях [12] установили: пло-

щадь Е-кадгерин-иммунопозитивных клеток в ГЦК диа-
Таблица 1

Характеристика площади иммунопозитивных клеток, экспрессировавших р53, каспазу-3, Ki-67, 
ММР-9 и ТИМР-1 в гепатоцеллюлярном и холангиоцеллюлярном раке печени разного диаметра, (M±m) 

Основные параметры экспрессии маркеров в опухоли
Площадь иммунопозитивных клеток в опухоли, % (M±m) 

р53 каспаза-3 Ki-67 ММР-9 ТИМР-1
Гепатоцеллюлярный рак печени d до 5 см (А) 32,95±12,79 49,12±18,42 47,37±5,13 43,24±6,15 21,47±3,54,

Гепатоцеллюлярный рак печени d более 5 см (В) 65,36±21,03* 50,91±17,74 65,18±7,21* 70,17±11,82* 22,15±5,97
Холангиоцеллюлярный рак печени d до 5 см (С) 35,23±12,94 46,49±21,15 45,03±12,17 47,85±15,12 33,12±12,86

Холангиоцеллюлярный рак печени d более 5 см (D) 62,57±16,02# 48,11±17,54 64,87±11,51# 62,93±10,51# 32,47±13,71

Примечания: * – достоверная разница (р<0,05) в сравнении с A;  # – достоверная разница (р<0,05) в сравнении с С. 

Экспрессия  маркеров прогрессирования опухоли в  гепато- и  холангиоцеллюлярном раке печени разной величины



Актуальні питання фармацевтичної і медичної науки та практики (2015), №2 (18)  ISSN 2306-809496

метром до 5 см составляла 53,22±5,75% среза опухоли, 
а в ГЦК размером более 5 см – 28,18±1,12% площади 
среза опухолевой ткани,  что статистически достоверно 
более чем в 1,8 раза меньше, чем  в более мелкой ГЦК. 
Площадь Е-кадгерин-иммунопозитивных клеток в 
ХЦК диаметром менее  5 см составила 45,28±5,25 среза 
опухоли, а в ХЦК диаметром более 5 см – 20,12±2,12%  
среза опухолевой ткани, что статистически достоверно 
более чем в 2 раза меньше по сравнению с мелкой ХЦК. 
Площадь β-катенин-иммунопозитивных клеток в ГЦК 
диаметром более 5 см достигала 70,19±9,97% среза 
опухоли, что статистически достоверно почти в 1,8 раза 
больше, чем в более мелкой ГЦК, в которой площадь  
β-катенин-позитивных клеток составляла 40,29±11,21% 
среза опухоли. Одновременно установлено: площадь 
β-катенин-позитивных клеток в ХЦК диаметром более 
чем 5см статистически достоверно почти в 1,7 раза 
больше, чем в ХЦК диаметром менее 5 см. 
На основании проведённых исследований  некоторые 

авторы [6–8,13–15]  также относят к прогностически 
неблагоприятным факторам развития ГЦК и ХЦК, про-
являющимся ранним инвазивным ростом и метастази-
рованием этих опухолей, такие параметры, как высокий 
уровень ядерной экспрессии р53, снижение уровня 
апоптоза опухолевых клеток и одновременно – повы-
шение уровня их пролиферации, утрату Е-кадгерина 
и повышенную экспрессию опухолевыми клетками 
β-катенина, а также превышение уровня экспрессии 
матриксных металлопротеиназ над уровнем экспрессии 
их тканевых ингибиторов. 

Выводы 
1. В крупных гепатоцеллюлярных карциномах диаме-

тром более 5 см в сравнении с меньшими аналогичными 
опухолями диаметром до 5 см статистически достоверно 
большую площадь занимают иммунопозитивные клет-
ки, экспрессирующие р53, Ki-67, β-катенин, ММР-9, и 
статистически достоверно меньшую площадь занимают 
Е-кадгерин-позитивные клетки.

2. В крупных холангиоцеллюлярных карциномах 
печени диаметром более 5 см в сравнении с меньшими 
аналогичными раками диаметром до 5 см статистически 
достоверно большую площадь занимают иммунопози-
тивные клетки, экспрессирующие р53, Ki-67, β-катенин, 
ММР-9, и статистически достоверно меньшую площадь 
занимают Е-кадгерин-позитивные клетки.

3. В гепатоцеллюлярных и холангиоцеллюлярных 
карциномах печени разного диаметра площади, занима-
емые каспаза-3-позитивными и ТИМР-1-позитивными 
клетками, статистически достоверно не отличаются. 
Заключение. Сравнение экспрессии маркеров проли-

ферации и апоптоза, маркеров межклеточной адгезии 
и уровня ферментов, расщепляющих межклеточный 
мактрикс, в опухолях разных размеров  показывает, что 
увеличение размеров гепатоцеллюлярного и холангио-
целлюлярного рака сопровождается гиперэкспрессией 
ядерного онкопротеина р53, повышением  уровня проли-
ферации опухолевых клеток, утратой опухолевыми клет-
ками межклеточных адгезивных связей и возрастанием 
экспрессии металлопротеиназы-9, что в совокупности 
способствует быстрому агрессивному и инвазивному 
росту этих опухолей в печени. 

В. А. Туманский, М. Д. Зубко
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