
ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

192 О Н К О Л О Г И Я  •  Т.  8  •  №  2  •  2 0 0 6

ВСТУП
Загальновідомо, що своєчасне виявлення та ліку

вання передпухлинних процесів важливе для попе
редження розвитку новоутворень, тобто є ключовим 
етапом вторинної профілактики раку [1]. На сьогод
ні багато положень щодо передпухлинних станів за
знають перегляду, доповнюються новими даними 
з урахуванням досягнень цитології, молекулярної 
біології, цитогенетики. Підтверджено, що розви
ток пухлини відбувається як багатостадійний про
цес, де кожному етапу відповідають певні генетич
ні зміни клітин, які є відображенням особливостей 
різних гістологічних форм пухлин. Це зазвичай мно
жинні зміни, які включають експресію кількох он
когенів та інактивацію двох або більше супресорних 
генів. Такі події є критичним кроком у трансформа
ції нормальної клітини у злоякісну [2]. Все наведе
не вище стосується і новоутворень ендометрія, який 
є високооновлюваною тканиною і характеризуєть
ся високим проліферативним потенціалом у нормі, 
що зумовлює складність морфологічної діагности
ки патологічних процесів слизової оболонки мат
ки, особливо диференційної діагностики між ати
повою гіперплазією та високодиференційованим 
раком [3]. Відомо, що гіперпластичні процеси пред
ставляють собою гетерогенну групу захворювань з 
різною потенцією до малігнізації. Так, тільки 2,0% 
гіперплазій без атипії зазнають малігнізації, і в той 
же час близько 25,0% атипових гіперплазій транс
формуються у рак. Цю закономірність відзначають 
при типовій ендометріальній карциномі, але вона 
не є характерною для серозної карциноми [4]. Та
ким чином, безсумнівно важливою є оцінка моле

кулярного профілю епітеліальних клітин при зало
зевій гіперплазії ендометрія та виділення процесів 
із високим проліферативним потенціалом, що є сут
тєвим фактором ризику малігнізації. 

Важливу роль у регулюванні клітинного цик
лу і, відповідно проліферативної активності віді
грають інгібітори циклінзалежних кіназ, зокрема, 
р21WAF1/CIP1 та р16INK4a, вивченню яких при гіперплазії 
ендометрія присвячені поодинокі роботи [5, 6]. Про
те, значення цих біомолекулярних маркерів для ве
рифікації характеру патологічного процесу до цьо
го часу залишається дискусійним. Наведене вище 
стало підгрунттям для комплексного вивчення ряду 
маркерів (р53, р21WAF1/CIP1, р16 INK4a та Ki67) при гі
перпластичних процесах ендометрія.

Мета роботи — зіставлення проліферативно
го потенціалу гіперплазій з експресією білків пух
линнихсупресорів р53, р21WAF1/CIP1та р16 INK4a у епі
теліальних клітинах хворих на залозеву й атипову гі
перплазію ендометрія.

ОБ‘ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
У дослідженні використані зскребки слизової обо

лонки порожнини матки та операційний матеріал від 
41 пацієнтки, віком від 30 до 69 років, із дисфункціо
нальними матковими кровотечами та кровотечами 
у період менопаузи. Операційний матеріал фіксува
ли у 10,0% розчині нейтрального забуференого фор
маліну. Гістологічні зрізи товщиною 4–5 мкм забар
влювали гематоксиліном та еозином. При верифіка
ції клінічного діагнозу у 25 хворих виявлено залозеву 
гіперплазію (ЗГЕ): у 9 — фаза проліферації менстру
ального циклу, у 11 — фаза секреції, у 5 — менопау
зальний період; у 11 випадках — атипову гіперплазію 
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ендометрія (АГЕ). Контролем були зразки слизової 
оболонки порожнини матки, отримані у 5 жінок ві
ком 31–69 років із поліпами цервікального каналу, із 
гістологічно незміненим ендометрієм, який відпові
дав фазі секреції менструального циклу. Усі пацієн
тки знаходились на лікуванні у відділенні онкогіне
кології Інституту онкології АМН України. 

Імуногістохімічне виявлення р53, р21WAF1/CIP1, 
р16INK4a та маркера проліферації Кі67 проводили на 
депарафінірованих зрізах товщиною 4–5 мкм, із по
передньою демаскіровкою антигену у цитратному 
буфері (pH 6,0) у мікрохвильовій печі протягом 10 
хв. Для візуалізації продуктів реакції застосовували 
систему EnVision. В якості первинних антитіл вико
ристовували МкАТ до р21WAF1/CIP1 WAF1/Cip1 (клон 
SX118), p53 (клон DO7), p16INK4a (клон DCS50) та 
Ki67 (клон MIB) фірми «DAKO Сytomation». Оцін
ку результатів імуногістохімічного забарвлення про
водили за допомогою світлового мікроскопа (збіль
шення х1250, масляна імерсія). Результати імуно
гістохімічної реакції оцінювали напівкількісним 
методом, шляхом підрахунку відсотка позитивноза
барвлених клітин (індекс мітки — ІМ) із різною ін
тенсивністю, яку оцінювали візуально. У кожному 
випадку аналізували від 800 до 1000 епітеліальних 
клітин. Отримані дані оцінювали за такими парамет
рами: для р53 ІМ < 10,0% — низький рівень експресії, 
10,0% ≤ ІМ < 30,0% — високий рівень, ІМ ≥ 30,0% — 
гіперекспресія; для р21WAF1/CIP1 ІМ < 7,0% — низький 
рівень експресії, 7,0 ≤ IМ < 15,0% — високий рівень, 
ІМ ≥ 15,0% — гіперекспресія; для р16INK4a ІМ ≤ 10,0% 
–низький рівень експресії, 10,0% ≤ ІМ < 20,0% — ви
сокий рівень, ІМ ≥ 20,0% — гіперекспресія.

Проліферативний потенціал (індекс проліфера
ції — ІП) визначали при підрахунку кількості клі
тин, експресуючих Кі67: ІП < 10,0% — низька, 
ІП ≥ 10,0% — висока проліферативна активність

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
У контрольній групі пацієнток із незміненим ен

дометрієм встановлено його низьку проліфератив
ну активність, негативну експресію р53, низький рі
вень експресії р21WAF1/CIP1 (ІМ 1,4 ± 0,3%) та високий 
рівень експресії р16INK4a (19,2 ± 0,5%). 

На відміну від цього, при ЗГЕ високу проліфера
тивну активність було виявлено у ендометрії 50,0% 
хворих у фазі проліферації менструального циклу, 
54,5% — у фазі секреції. У хворих на ЗГЕ менопау
зального періоду та при АГЕ висока проліфератив
на активність встановлена у 55,5 та 40,0% випадків 
відповідно. Слід зазначити, що експресія антигену 
Кі67 відповідала високому рівню проліферації в 
усіх групах хворих, але при ЗГЕ у менопаузальному 
періоді та АГЕ цей показник досягав максимальних 
значень, відповідно 18,2 ± 0,8 та 15,0 ± 0,5% (рис. 1). 
Звертає увагу гетерогенність експресії Кі67 при 
ЗГЕ, яка була найбільш виражена у хворих репро
дуктивного віку (індивідуальні коливання станови
ли 1,5–37,1%). Важливо відмітити, що у деяких ви

падках ЗГЕ у хворих репродуктивного та особливо 
менопаузально віку виявлено збільшення проліфе
ративної активності до рівня такої у високодифе
ренційованих аденокарциномах [7]. При АГЕ гете
рогенність експресії Кі67 була менш виражена. 

Рис. 1. Експресія біомолекулярних маркерів у клітинах гі
перплазованого ендометрія: 1 — залозева гіперплазія (фаза 
проліферації менструального циклу); 2 — залозева гіпер
плазія (фаза секреції менструального циклу); 3 — залозева 
гіперплазія (менопауза); 4 — атипова гіперплазія.  

Експресія р53 при усіх досліджених патологічних 
процесах була негативною, за виключенням двох 
випадків ЗГЕ у фазі секреції та проліферації (0,2 та 
4,5%, відповідно).

ІМ при визначенні р21WAF1/CIP1 у хворих на ЗГЕ ста
новив 4,3 ± 0,2%, що свідчить про низький рівень ек
спресії цього маркеру. Слід відмітити варіабельність 
показника від негативної до гіперекспресії у групі 
хворих на ЗГЕ у фазі проліферації менструального 
циклу; тобто спостерігалась тенденція до підвищен
ня експресії р21WAF1/CIP1 у порівнянні з такою при ЗГЕ 
у фазі секреції та менопаузі, де маркер слабо експре
сувався лише в окремих випадках. У жодному із зраз
ків АГЕ експресію р21WAF1/CIP1 не виявлено.

Результат аналізу експресії р16INK4a показав, що 
найбільш високі показники відзначали при ЗГЕ ме
нопаузального періоду та АГЕ, де у 100,0% випадків 
встановлена гіперекспресія цього маркера. У хворих 
на ЗГЕ у фазі проліферації та у у фазі секреції менс
труального циклу гіперекспресія р16INK4a виявлена у 
44,4 та 90,0%, відповідно. 

Цікавим є факт, що у спостереженнях ЗГЕ, яким 
був властивий високий рівень експресії р21WAF1/CIP1 
(7,0 ≤ IМ < 15,0%), була виявлена низька проліфе
ративна активність (до 10,0% експресуючих клітин) 
та гіперекспресія р16INK4a. Отримані результати, мож
ливо, відображають тандемну дію представників двох 
родин інгібіторів циклінзалежних кіназ (CIP/KIP та 
INK4), яка і приводить до зменшення проліферації. 
Враховуючи виявлену нами негативну експресію ан
тигену р53, природним є питання, яким чином сти
мулюється експресія р21WAF1/CIP1 у цих випадках. Ві
домо, що ген р21WAF1/CIP1 може активуватись двома 
шляхами: р53залежним та р53незалежним, тобто на 
рівень його експресії можуть безпосередньо вплива
ти і інші фактори (а саме фактор росту фібробластів, 
епідермальний фактор росту) та мітогенні сигнали, 
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але тільки у клітинах із немутованим геном ТР53 [8]. 
Прогестерон також може безпосередньо активувати 
інгібітори p21WAF1/CIP1 та p27 КIP1 і таким чином гальму
вати клітинний цикл і значно зменшувати кількість 
проліферуючих клітин [9]. Враховуючи той факт, що 
60,0–70,0% ЗГЕ виникають на фоні гіперпродукції 
естрогенів і зниження рівня прогестерону імовірні
ше за усе виявлене підвищення експресії р21WAF1/CIP1 в 
епітеліальних клітинах гіперплазованого ендометрія 
відображає комплексну дію багатьох факторів, але на 
нашу думку, в даному випадку переважна роль нале
жить гормональному впливу [10]. 

На особливу увагу заслуговують результати дослід
ження рівня експресії біомаркерів у двох спостережен
нях АГЕ (хвора К.,51 рік, хвора М., 47 років). В одному 
із них (хвора К.), у гістологічному препараті на фоні 
АГЕ виявлено вогнища початкової малігнізації, у дру
гому (хвора М.) — у матеріалі зскребків були виявлені 
розростання аденоматозної карциноми, проте у опе
раційному матеріалі було визначено діагноз — АГЕ. 
У матеріалі цих хворих встановлена низька проліфе
ративна активність епітеліальних клітин (ІП < 10,0%) 
із одночасно високою експресією антигену р16INK4a 
(рис. 2). При аналізі р53 та р21WAF1/CIP1 у цих хворих ви
явлена різна спрямованість змін їх експресії, а саме, у 
хворої М. встановлена гіперекспресія р53 (ІМ = 91,0%) 
та р21WAF1/CIP1 (ІМ = 28,5%), а у хворої К. виявлено низь
кий рівень експресії р53 (ІМ < 10,0%) та негативну екс
пресію р21WAF1/CIP1 з одночасно достовірно більш висо
ким рівнем експресії р16INK4a. На наш погляд, отримані 
дані відображають різні шляхи регуляції проліфератив
ної активності епітеліальних клітин ендометрія. Якщо 
у хворої М. цей процес відбувається за механізмом 
р53→р21WAF1/CIP1 та р16INK4a, то у хворої К. інгібування 
проліферації забезпечується лише р16INK4aзалежним 
механізмом (Rb/cyclinD/cdk4/p16INK4a) і можливо ін
шими шляхами. При цьому гіперекспресія білків р53 
та р21WAF1/CIP1 може бути результатом гормонального 
впливу, оскільки їх гени є мішенями дії естрогену та 
прогестерону [9]. Підтвердженням чутливості ендо
метрія до гормональної дії у цьому випадку є виявле
на нами висока експресія у матеріалі естрогенових та 
прогестеронових рецепторів. Таким чином, наведені 
приклади ілюструють різні кооперації генів, що визна
чають проліферативний потенціал ендометрія. 

Рис. 2. Зіставлення рівнів експресії маркерних білків у двох 
хворих на АГЕ.

Окремо слід проаналізувати значення виявле
ного нами у хворої К. високого рівня експресії біл
ку р16INK4a. За даними літератури недостатність або 
втрата експресії гена INK4a асоціюється з агресив
ним фенотипом, а висока експресія р16INK4a є по
зитивною прогностичною ознакою [11]. У той же 
час, на наш погляд при визначенні прогнозу пере
бігу захворювання, некоректно орієнтуватися на 
значення лише одного показника, оскільки такий 
підхід може привести до хибнопозитивних резуль
татів. Доказом цього є, поперше, виявлена у цієї 
пацієнтки при морфологічному дослідженні почат
кова малігнізація, а подруге, наявність в анамнезі 
рецедивуючих маткових кровотеч. Тобто ця хвора 
потребує подальшого лікування у закладі онколо
гічного профілю. 

ВИСНОВКИ
1. Кі67 є об’єктивним показником темпу росту 

епітеліальних клітин ендометрія, який можна вико
ристовувати як уточнюючу характеристику при виз
наченні інтенсивності проліферативних процесів 
у хворих на ЗГЕ та АГЕ.

2. Хворі на ЗГЕ менопаузального періоду та АГЕ 
з високим рівнем експресії Кі67 складають гру
пу ризику по малігнізації і підлягають подальшому 
динамічному спостереженню. У той же час у деяких 
хворих на гіперплазію відзначають низький рівень 
проліферативної активності епітелію, що може свід
чити про позитивний прогноз захворювання. 

3. Показники експресії р53, р21WAF1/CIP1 та р16INK4a 
можуть бути використані в якості характеристик для 
оцінки шляхів регуляції проліферативного потенціа
лу при гіперпластичних процесах ендометрія.
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IMMUNOHISTOCHEMICAL DETECTION 
OF THE EXPRESSION OF p53, р21WAF1/CIP1, 
р16INK4A , AND Кі‑67 IN EPITHELIAL CELLS 
OF PATIENTS WITH GLANDULAR AND 
ATYPICAL ENDOMETRIAL HYPERPLASIA 

L.G. Buchynska, O.O. Bilyk,  
N.P. Yurchenko, L.I. Vorobjova

Summary. On the material of uterus mucosa scrapes 
and surgery material from patients with glandular and 
atypical endometrial hyperplasia, the expression levels of 

a number of protein, including Кі-67, р53, р21WAF1/CIP1, 
and р16INK4a were analyzed. The findings of this analysis 
suggest that cells of hyperplastic endometrium feature a 
high proliferative activity, negative р53 expression, and 
mainly negative expression of р21WAF1/CIP1. At the same 
time, р16INK4a features hyperexpression in patients with 
glandular and atypical endometrial hyperplasia. The 
expression levels of р53, р21WAF1/CIP1, р16INK4a, and Кі-
67, along with morphological characteristics, can be 
used as criteria to define the proliferative capacity in 
endometrial hyperplasia.

Key Words: endometrial, glandular hyperplasia, 
atypical endometrial hyperplasia, Кі67, р53, 
р21WAF1/CIP1, р16INK4.
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