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Резюме

Морфологические проявления рака предстательной железы (РПЖ) в 15–20% случаев сходны с таковыми при 
доброкачественных гиперпластических процессах в ткани простаты и/или с гистологической картиной атипиче-
ской мелкоацинарной пролиферации (ASAP).
Цель исследования. Сравнительное изучение выявляемости РПЖ в биопсийном материале методом обзорного 
морфологического анализа и при иммуногистохимическом исследовании с применением моноклональных ан-
тител к ядерному белку р63, высокомолекулярным цитокератинам клона 34βE12 и α-метилацил-КоА-рацемазе.
Материалы и методы. Методом исследования явился ретроспективный анализ заключений по обзорному мор-
фологическому и иммуногистохимическому (ИГХ) анализам биопсийного материала 428 пациентов, находив-
шихся на обследовании и лечении в урологическом стационаре за период с 2013 по 2017 гг.
Результаты. Практически в половине случаев ASAP, определенной при рутинном гистологическом исследовании 
биоптатов с гематоксилин-эозиновым окрашиванием, в процессе ИГХ-анализа с применением моноклональных 
антител к ядерному белку р63, цитокератинам клона 34βE12 и α-метилацил-КоА-рацемазе был верифицирован 
РПЖ. Число гистологических заключений о выявленной в рутинно окрашенных препаратах доброкачественной 
гиперплазии предстательной железы сократилось на 12,38% в пользу гистологического диагноза РПЖ после ИГХ-
исследовании.
Заключение. ИГХ-анализ биопсийного материала с применением моноклональных антител к ядерному р63, вы-
сокомолекулярным цитокератинам клона 34βЕ12 и α-метилацил-КоА-рацемазе при подозрении на РПЖ: во-пер-
вых, конкретизирует микроморфологическую картину и демаскирует рак РПЖ; во-вторых — увеличивает выяв-
ляемость РПЖ; в-третьих — снижает встречаемость ложноотрицательных результатов.

Ключевые слова:
рак предстательной железы, атипичная мелкоацинарная пролиферация, иммуногистохимический анализ, 
высокомолекулярный цитокератин 34βE12, ядерный белок р63, α-метилацил-КоА-рацемаза

Исследования и практика в медицине 2019, т.6, №1, с. 4149

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ. ОНКОЛОГИЯ
DOI: 10.17709/240922312019614



42

For citation 
Popov S.V., Guseynov R.G., Skryabin O.N., Orlov I.N., Vorobyov A.A., Martov A.G., Shchukin V.L. Immunohistochemical analysis as a method for increasing the de-
tection of prostate cancer in primary biopsy. Research’n Practical Medicine Journal (Issled. prakt. med.). 2019; 6(1): 41-49. DOI: 10.17709/2409-2231-2019-6-1-4

For correspondence
Ruslan G. Guseynov, urologist St. Petersburg State Clinical Hospital of St. Luke
Address: 46 Chugunnaya str., St. Petersburg, 194044, Russian Federation
E-mail: rgguseinov@mail.ru
ORCID https://orcid.org/0000-0001-9935-0243

Information about funding. Not reported.
Confl ict of interest. Аuthors report no confl ict of interest.

The article was received 21.12.2018, accepted for publication 11.03.2019

IMMUNOHISTOCHEMICAL ANALYSIS AS A METHOD FOR INCREASING 
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Abstract

Morphological manifesta� ons of prostate cancer (PCa) in 15–20% of cases are similar to those with benign hyperplas� c 
processes in prostate � ssue and/or with a histological pa� ern of atypical small acinar prolifera� on (ASAP).
The purpose of this study is a compara� ve study of the detec� on of prostate cancer in biopsy material using a review 
morphological analysis and immunohistochemistry with the use of monoclonal an� bodies to the nuclear p63 protein, 
high molecular weight cytokera� ns of clone 34βE12 and α-methylacyl-CoA-racemase.
Materials and methods. The method of the study was a retrospec� ve analysis of the fi ndings on the review morpholog-
ical and immunohistochemical (IHC) analyzes of biopsy material of 428 pa� ents who were examined and treated in the 
urological hospital for the period from 2013 to 2017.
Results. Almost half of the cases of ASAP, determined by rou� ne histological examina� on of biopsy specimens with 
hematoxylin-eosin staining, in the process of IHC analysis using monoclonal an� bodies to the nuclear protein p63, cyto-
kera� ns of clone 34βE12 and α-methylacyl-CoA racemase were verifi ed for prostate cancer. The number of histological 
fi ndings on benign prosta� c hyperplasia detected in rou� nely stained prepara� ons decreased by 12.38% in favor of the 
histological diagnosis of prostate cancer a� er the IHC study.
Conclusion. Immunohistochemical analysis of biopsy material using monoclonal an� bodies to nuclear p63, high-molec-
ular cytokera� ns of clone 34βE12 and α-methylacyl-CoA racemase for suspected prostate cancer: fi rstly, specifi es the 
micromorphological picture and demasks prostate cancer; secondly, it increases the detectability of prostate cancer; 
thirdly, it reduces the occurrence of false-nega� ve results.

Keywords:
prostate cancer, atypical small acinar proliferation, immunohistochemical diagnostics, high molecular weight cytokeratin 
34βE12, p63 nuclear protein, α-methylacyl-CoA-racemase
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В настоящее время сохраняется устойчивая тен-
денция к ежегодному росту заболеваемости раком 
предстательной железы (РПЖ) (в среднем на 2–3% 
в год), отмеченная еще в XX столетии. При этом 
среди причин летальных исходов от онкологиче-
ских заболеваний РПЖ занимает пятое место после 
злокачественных поражений легких, желудка, пря-
мой и ободочной кишки [1–5]. Важным условием 
успешности лечения РПЖ является своевременное 
начало лечебных мероприятий. Невыполнение это-
го условия возможно, например, при ложноотрица-
тельных результатах гистологических исследований 
биопсийного материала, встречаемость которых 
достигает 30–45% [6–8]. Поэтому эффективность 
гистологических исследований биопсийного ма-
териала при подозрении на РПЖ на сегодняшний 
день остается актуальной проблемой современной 
медицины [9–11].

Непосредственно при гистологическом изуче-
нии биоптатов ложноотрицательные диагности-
ческие ошибки возможны за счет сходства микро-
скопической картины аденокарциномы и таковой 
при некоторых формах хронических простатитов 
(реактивные атипические изменения клеток эпите-
лия, размытость границ между железистой тканью 
и стромой и др.), доброкачественной гиперплазии 
предстательной железы (ДГПВ) [12–14], проста-
тической интраэпителиальной неоплазии (ПИН) 
высокой степени с неотчетливой визуализацией 
базального слоя, имитацией клеточного и тканево-
го атипизма и встречаемостью в 8–50% биоптатов 
[15–18], атипической мелкоацинарной пролифера-
ции (ASAP) [19].

Об ASAP говорят в тех случаях, когда различные 
признаки клеточного и тканевого атипизма имеют 
место, но в совокупности не соответствуют гистоло-
гической картине аденокарциномы простаты и дру-
гих форм патологии предстательной железы (ПЖ) 
с клеточной и тканевой атипией. Однако в таких 
случаях подозрение на злокачественное переро-
ждение эпителия железистых структур сохраняется, 
причем при повторных биопсиях аденокарцинома 
простаты верифицируется, по данным Alsikafi N. F. 
и соавт. (2001), у 18–75% пациентов [20], по дан-
ным Leite K. R. и соавт. (2005), Schlesinger C. и соавт. 
(2005), Epstein J. I. и соавт. (2006) — у 40,2% [21–23].

Gown A. M. и Vogel A. M. в 1984 г. сообщили 
об успешном применении моноклональных ан-
тител (мАТ) 34βE12 к высокомолекулярному ци-
токератину (ВЦК) в целях повышения качества 
визуализации базального эпителия железистых 
структур ПЖ при гистологических исследовани-
ях [24]. В норме экспрессия цитокератинов осу-
ществляется в базальных клетках эпителия ПЖ 

начиная с 20–22-й недели внутриутробного раз-
вития. Кроме того, ВЦК клона 34βЕ12 экспрес-
сируются в клетках при базальной гиперплазии 
и базальноклеточной карциноме ПЖ. При разру-
шении базального слоя клетки-продуценты ВЦК 
утрачиваются, и иммуногистохимическое иссле-
дование обнаруживает негативное окрашивание 
ткани с мАТ к цитокератину 34βЕ12, что исполь-
зуется при дифференциальной диагностике аде-
нокарцином ПЖ и таких заболеваний, как атипич-
ная аденоматозная гиперплазия предстательной 
железы, ПИН, склерозирующий аденоз ПЖ, уро-
телиальный рак мочевого пузыря и др. [25–27]. 
Данная методика была апробирована Wojno K. J. 
и Epstein J. I. на биопсийном и операционном 
материале 288 пациентов с первоначальным 
диагнозом аденокарциномы ПЖ, выставленным 
на основании результатов гистологического ис-
следования микропрепаратов, приготовленных 
из полученного материала и окрашенных гема-
токсилин-эозином (ГЭ). Исследователи отмети-
ли, что использование моноклональных антител 
(мАТ) к ВЦК клона 34βЕ12 позволило подтвердить 
первоначальный диагноз аденокарциномы ПЖ 
в 58% случаев, впервые установить — в 14% слу-
чаев, изменить — в 2% случаев [28].

Для гистологической дифференциальной диа-
гностики аденокарциномы простаты и предрако-
вых изменений применяется р63 — ядерный про-
теин из семейства транскрипционных факторов 
Р53, включающего, кроме р63, такие структурные 
гомологи, как р53 и р73. Сильная экспрессия гена 
Р63 характерна для клеток базального слоя многих 
эпителиальных тканей: простаты, переходного эпи-
телия мочевыводящих путей, миоэпителиальных 
клеток молочной железы, слюнной железы, плоско-
го эпителия языка, пищевода, шейки матки, кожи, 
миндалин и мезотелиальных клеток пуповины. По-
сле окрашивания микропрепаратов этих структур 
антитела выявляют р63 в норме и не выявляют при 
аденокарциноме простаты и гиперплазии предста-
тельной железы [29, 30]. По данным Shah R. B. и со-
авт. (2002 г.), при одновременном применении мАТ 
к цитокератину 34βE12 и мАТ к р63 во всех случаях 
аденокарциномы предстательной железы (n = 67) 
иммунореактивности ВЦК и р63 зарегистрировано 
не было (специфичность 100%) [31].

При РПЖ в малигнизированных клетках повы-
шается экспрессия фермента α-метилацил-КоА-ра-
цемазы (AMACR). AMACR не является высокоспе-
цифичным биомаркером РПЖ, т. к. синтезируется 
при различных формах злокачественных новооб-
разований, а также в 15–20% случаев высокой ПИН 
и почти в 15% случаев атипической аденоматозной 
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гиперплазии. Однако интенсификацию биосинте-
за AMACR следует считать весьма информативным 
критерием, во-первых, стадийности процесса при 
верифицированном РПЖ; во-вторых, дифферен-
циальной диагностики РПЖ и других заболеваний 
простаты неопухолевого генеза [31].

Целью настоящего исследования явилось срав-

нительное изучение выявляемости РПЖ в биопсий-
ном материале методом обзорного морфологи-
ческого анализа и при иммуногистохимическом 
исследовании с применением моноклональных ан-
тител к ядерному белку р63, высокомолекулярным 
цитокератинам клона 34βE12 и α-метилацил-КоА-
рацемазе.

Таблица 1. Возраст пациентов
Table 1. Age of patients

Показатели/Indicators
Группы/Groups (п/п)

Статистическая значимость различий (р)/
Statistical significance of differences (р)

1 (n = 264) 2 (n = 118) 2 (n = 118)

Медиана/Median 67,5 56,5 55,4 0,042

Диапазон/Range 56–79 48–72 52–69 0,058

Таблица 2. Первоначальный диагноз, установленный после обзорного морфологического анализа микропрепаратов, 
окрашенных гематоксилином и эозином
Table 2. The initial diagnosis established after a review of the morphological analysis of microdrugs stained with hematoxylin 
and eosin

Группы (п/п) и число вариант (n)/Groups and the number of the option (n)

1, n = 264 2, n = 118 3, n = 46

Абсолютная численность пациентов/Absolute number of patients

РПЖ/PC/PCa 264 0 0

ДГПЖ/BPH 0 118 0

ASAP 0 0 46

Таблица 3. Результаты иммуногистохимического исследования
Table 3. Results of immunohistochemical examination

ИГХ-маркеры/
IHC markers

Значение гистохимического индекса H-score/The value of a histochemical index H-score

Группы (п/п), число вариант (n)/Groups (in order) and the number of the option (n)

1 2 3

n = 264 n = 53 n = 65 n = 24 n = 22

p63 0 1,20 ± 0,38# 191,40 ± 9,93* 0# 193,40 ± 10,09*

ВЦК 34βE12/ 
CVAC clone 
34βE12

0 0# 197,40 ± 9,57* 1,60 ± 0,39# 214,80 ± 16,45*

AMACR 176,90 ± 7,69 193,40 ± 16,31* 0,80 ± 0,20* 189,80 ± 6,77# 174,20 ± 4,01#

Примечание: 
# – отсутствие статистически значимых различий между соответствующими значениями H-score в группе 1 и в группах 2 и 3; 
* – статистически достоверные отличия между величинами H-score в группе 1 и в группах 2 и 3.
Note: 
# – no statistically significant differences between the corresponding H-score values in group 1 and in groups 2 and 3; 
* – statistically significant differences between the values of H-score in group 1 and in groups 2 and 3.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для достижения поставленной цели нами ре-
троспективно были изучены заключения о резуль-
татах патоморфологического исследования био-
псийного материала ПЖ 428 пациентов в возрасте 
от 48 до 79 лет, находившихся на стационарном 
лечении в урологическом отделении СПб ГБУЗ Кли-
нической больницы Святителя Луки в 2013–2017 гг.

В каждом случае образцы тканей ПЖ были по-
лучены при первичной биопсии ПЖ, выполнен-
ной под трансректальным ультразвуковым кон-
тролем (ТРУЗИ). Показаниями для проведения 
этого диагностического мероприятия послужили: 
1) повышение уровня простатспецифического ан-
тигена (ПСА) в крови (плазменные концентрации 
общего ПСА составили 18,22 ± 3,68 нг/мл с ме-

дианой 15,98 нг/мл и вариабельностью признака 
от 2,35 нг/мл до 48,30 нг/мл. Отношение между 
содержанием в плазме крови свободного и общего 
ПСА равнялось в среднем 0,10 ± 0,01 (медиана — 
0,08, минимальное и максимальное значения по-
казателя — 0,02 и 0,16, соответственно)); 2) обна-
ружение при пальцевом ректальном исследовании 
ПЖ изменений консистенции паренхимы железы 
и/или узловых образований, асимметрии ПЖ и др.; 
3) обнаружение при ТРУЗИ участков с признаками 
гипоэхогенности и гиперваскуляризации (у 79 паци-
ентов из 428). Взятие биопсийного материала про-
изводилось из 10–16 точек.

Полученный биопсийный материал, согласно 
рассматриваемой документации, был фиксирован 
в 10% растворе нейтрального формалина и заливал-
ся в парафин. Обзорный морфологический анализ 

Таблица 4. Изменения гистологического диагноза после ИГХ-исследования
Table 4. Changes of histological diagnosis after IHC studies

Численность пациентов/
Number of patients

Гистологическое заключение на основании/Histological conclusion on the basis of

обзорного морфологического анализа/
overview of morphological analysis

иммуногистохимического исследования/
immunohistochemical examination

РПЖ/PC ДГПЖ/BPH ASAP РПЖ/PC ДГПЖ/BPH ASAP

Абсолютная/Absolute 264 118 46 3391 652 243

Относительная/Relative, % 61,68 27,57 10,75 79,211 15,192 5,613

Примечание: 1, 2 и 3 – статистически значимые различия между числом заключений о РПЖ, ДГПЖ и ASAP после морфологического и 
иммуногистохимического исследования биопсийного материала предстательной железы.
Note: 1, 2 and 3 – statistically significant differences between the number of conclusions about prostate cancer, BPH and ASAP after morphological and 
immunohistochemical examination of prostate biopsy material.

Рисунок. Выявляемость РПЖ при обзорном морфологическом анализе биопсийного материала, окрашенного гематоксилин-
эозином (1a) и иммуногистохимическом исследовании с применением мАТ к р63, ВЦК клона 34βE12 и AMACR (1b). 
Условные обозначения: 1 – РПЖ; 2 – ДГПЖ; 3 – ASAP.

Figure. The detection rate of prostate cancer when the overview morphological analysis of biopsy material stained with hematoxylin-eosin (1a) 
and immunohistochemical study using the Mat to R63, CVAC clone 34βE12 and AMACR (1b). Legend: 1 – cancer; 2 – benign; 3 – ASAP.

a b
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проводили на срезах, имеющих толщину 5–7 мкм 
и окрашенных ГЭ. Для иммуногистохимического 
исследования использовали подготовленные пара-
финовые срезы толщиной 5 мкм, мАТ к ВЦК клона 
34βE12, р63 и AMACR (анти-ВЦК+анти-р63 + анти- 
P504S в разведении 1:200 каждого), хромоген ди-
аминобензидин. Для световой микроскопии окра-
шенных препаратов применялось увеличение ×100, 
×200, ×400.

О выявлении антигенов AMACR свидетельство-
вало гомогенное или мелкозернистое коричневое 
(всех оттенков) окрашивание цитоплазмы секре-
торного эпителия в преимущественно апикальном 
отделе. Присутствие антигенов ВЦК подтверждалось 
мелкогранулярным или гомогенным окрашиванием 
цитоплазмы базальных клеток во все оттенки корич-
невого цвета; антигенов р63 — окрашиванием ядер 
базальных клеток во все оттенки коричневого цвета.

Интенсивность реакций с антигенами оценива-
лась полуколичественно по выраженности окраши-
вания цитоплазмы для AMACR и ВМЦ и ядра для 
р63. Применялась шкала с числом баллов от 0 до 3: 
0 — отсутствие реакции, 1 — реакции слабая, 
2 и 3 — умеренная и сильная соответственно. Кроме 
этого, определяли процентное содержание базаль-
ных клеток с отсутствующим, слабым, умеренным 
и сильным окрашиванием: 1) цитоплазмы для анти-
генов AMACR и ВМЦ; 2) ядер для ядерных антигенов 
р63. Далее для каждого из применяемых биомарке-
ров рассчитывали гистохимический индекс H-score 
(Histochemical score) по формуле: H-score = ∑ (Pi x i), 
где, i — интенсивность окрашивания, выраженная 
в баллах от 0 до 3; Pi — процент клеток, окрашенных 
с разной интенсивностью.

Разделение на рабочие группы производили 
по результатам обзорного морфологического ана-
лиза, выполненного на препаратах с ГЭ-окрашива-
нием. Таким образом, было сформировано 3 груп-
пы. В группу 1 (n = 264) включались наблюдения, 
где при обзорной микроскопии определялся РПЖ, 
в группы 2 (n = 118) и группу 3 (n = 23) — добро-
качественная гиперплазия предстательной железы 
и атипическая мелкоацинарная пролиферация. Воз-
раст пациентов, чьи случаи рассматривались в каж-
дой из групп, представлен в таблице 1.

Статистическая обработка результатов имму-
ногистохимических исследований производилась 
с использованием методов описательной и вариа-
ционной статистики на персональном компьюте-
ре Intel® insideTM CORETM i5 с пакетом прикладных 
программ и применением программы Microsoft 
Excel. Методами описательной статистики было 
установлено отсутствие противоречий между зако-
номерностями распределения каждой переменной 

закону нормального распределения. Для всех пока-
зателей рассчитывали величины: среднее арифме-
тическое (М), среднее отклонение (σ), стандартную 
ошибку (m), относительную частоту встречаемости 
(%). Для оценки значимости различий показателей 
в группах применяли параметрический t-критерий 
Стьюдента. Изменения считали статистически зна-
чимыми при уровне достоверности p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работу начинали с изучения данных гистологи-
ческого исследования микропрепаратов, приго-
товленных из материалов, полученных у мужчин 
в возрасте 48–79 лет при первичной биопсии ПЖ, 
назначенной после обнаружения повышенных 
плазменных концентраций ПСА и/или изменений 
структуры ПЖ при ПРИ и ТРУЗИ и окрашенных ГЭ. 
На основании этих данных были сформулирова-
ны первоначальные гистологические заключения, 
представленные в таблице 2.

Как видно из таблицы 2, у 48–79-летних пациен-
тов-мужчин, впервые перенесших биопсию ПЖ, вы-
полненную по отмеченным выше показаниям, при 
обзорном гистологическом исследовании окрашен-
ных ГЭ микропрепаратов биопсийного материала 
чаще всего выявлялись злокачественные пораже-
ния ПЖ (61,68% случаев по отношению к общей чис-
ленности наблюдений). Вдвое реже определялись 
микроморфологические признаки ДГПЖ (27,57%) 
и еще более редко встречались гистологическая 
картина ASAP (10,75%).

Гистохимические индексы экспрессии р63, ВЦК 
и AMACR отображены в таблице 3.

Согласно данным, показанным в таблице 3, в груп-
пе 1 в 100% случаев значения H-score для р63 и ВЦК 
клона 34βE12 равнялись нулю, что свидетельствова-
ло о полной утрате базальных клеток по периферии 
ацинарных структур в очагах поражения. Напротив, 
уровни H-score для AMACR подтверждали экспрессию 
α-метилацил-КоА-рацемазы в клетках секреторного 
эпителия ПЖ. Сочетание отрицательного окрашива-
ния на р63 и цитокератины и наличие AMACR-пози-
тивных клеток в пределах патологического процес-
са подтверждало наличие очагов злокачественного 
перерождения клеток эпителия ПЖ. Аналогичные 
результаты были получены в группе 2 у 52 пациентов 
из 118 и в группе 3 у 24 пациентов из 46.

В группе 2 в оставшихся случаях (n = 65) регистри-
ровались иммуногистохимические признаки добро-
качественных гиперпластических процессов в ткани 
простаты, что выражалось, во-первых, в появлении 
положительного окрашивания базальных клеток 
при иммунном реагировании мАТ к р63 и ВЦК кло-
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на 34βE12 с соответствующими антигенами; во-вто-
рых — в отсутствие реакции между мАТ к AMACR 
и α-метилацил-КоА-рацемазой в секреторных эпи-
телиоцитах ПЖ.

В группе 3 у 22 больных из 46 выявлялась экс-
прессия как р63 и высокомолекулярных цитокера-
тинов в базальных клетках, так и α-метилацил-КоА-
рацемазы в клетках простатического секреторного 
эпителия, что чаще характерно для предраковых 
процессов ПЖ.

Как показано в таблице 4 и иллюстрировано 
на рисунке, после иммуногистохимического иссле-
дования в ряде случаев первоначальный гистологи-
ческий диагноз был изменен.

Количество заключений о наличии РПЖ после 
ИГХ-исследования возросло на 17,53% (р < 0,05) 

за счет уменьшения численности случаев с выяв-
ленными признаками ДГПЖ на 12,38% (р < 0,05), 
ASAP — на 5,14 (в 2 раза, р < 0,05).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Иммуногистохимический анализ биопсийно-
го материала с применением мАТ к ядерному 
р63, высокомолекулярным цитокератинам клона 
34βЕ12 и α-метилацил-КоА-рацемазе при подозре-
нии на РПЖ:

1) конкретизирует микроморфологическую кар-
тину и демаскирует рак предстательной железы;

2) увеличивает выявляемость РПЖ;
3) снижает встречаемость ложноотрицательных 

результатов.
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