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Проанализированы относительные уровни экспрессии мРНК теломерсвязывающего белкового фактора (TRF1) и матрикс-

металлопротеиназы-7 (MMP-7) клетками, полученными из биоптатов предстательной железы пациентов с доброкачественной 

гиперплазией и раком предстательной железы (РПЖ) и здоровых мужчин, не имевших видимых заболеваний  предстательной 

железы, и рассчитан индекс отношения уровней экспрессии TRF1/MMP-7 для указанных выше патологий.

Установлено статистически достоверное различие уровней экспрессии TRF1, MMP-7 и индекса TRF1/MMP-7 в исследуемых 

группах, что может свидетельствовать о высокой диагностической значимости данных маркеров в отношении определения 

ранних стадий РПЖ и позволит клиницистам проводить более точную диагностику пациентов с различными урологическими 

заболеваниями.
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The authors analyzed the relative levels of telomeric repeat-binding protein factor 1 (TRF1) and matrix metalloproteinase-7 (MMR-7) 

mRNA expression by the cells obtained from prostate biopsy specimens of patients with benign prostate hyperplasia and cancer (PC) and 

healthy men without visible prostate diseases and calculated a TRF1/MMR-7 expression ratio for the above conditions. 

There was a statistically significant difference in the levels of TRF1 and MMP-7 expression and TRF1/MMP-7 ratio in the study groups, 

which may be suggestive of the high diagnostic value of these markers in determining the early-stage of PC and which enables clinicians to 

make a more accurate diagnosis in patients with various urologic diseases. 
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Введение
Увеличение продолжительности жизни мужского 

населения является одной из причин значительного ро-

ста числа пациентов, страдающих доброкачественной 

гиперплазией (ДГПЖ) и раком (РПЖ) предстательной 

железы. Появление симптомов ДГПЖ и присоедине-

ние различных осложнений течения болезни крайне от-

рицательно сказываются на качестве жизни пациентов. 

В структуре онкологических заболеваний РПЖ за-

нимает 4-е место в мире после рака легких, желудка 

и кожи и 1-е место — в США. За последние 20 лет в Рос-

сии также отмечен значительный рост заболеваемости 

РПЖ: абсолютный прирост впервые выявленных боль-

ных с этим диагнозом за 1993–2003 гг. составил 104,1 %, 

а по темпам ежегодного прироcта (24,1 %) РПЖ вышел 

на 1-е место среди всех онкологических заболеваний 

[1, 2]. Едва ли можно назвать другую проблему в совре-

менной медицине, которая привлекала бы столь при-

стальное внимание не только клиницистов, но и био-

химиков, молекулярных биологов, эндокринологов, 

морфологов. Современные биохимические, эндокри-

нологические и молекулярно-биологические методы 

позволяют рассматривать зависимость возникновения 

РПЖ от присутствия в опухолевых клетках конкретных 

химических соединений, нарушение структуры и функ-

ции которых может лежать в основе развития и прогрес-

сии опухолевого процесса. В настоящее время поиск 

причин возникновения болезни от изучения вопросов, 
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связанных с влиянием вредных факторов окружающей 

среды, перешел к исследованиям цитогенетических 

и молекулярных процессов, лежащих в основе некон-

тролируемого инвазивного роста и метастазирования 

РПЖ, которые способствуют развитию гормонорези-

стентности и прогрессии опухоли [3].

РПЖ может долго оставаться бессимптомным, на 

ранних стадиях опухолевого процесса никаких при-

знаков заболевания не наблюдается. Как правило, 

симптомы РПЖ появляются уже на поздних стадиях, 

для которых характерно прорастание капсулы и рас-

пространение опухоли в окружающие ткани. В связи 

с этим сегодня одним из важных клинических вопро-

сов остается ранняя диагностика данного заболевания, 

так как до сих пор высока доля его позднего выявле-

ния (в стадии распространенных метастазов). Арсенал 

диагностических методов, которые используют для 

обследования больных с подозрением на РПЖ, вклю-

чает пальцевое ректальное (ПРИ) и трансректальное 

ультразвуковое (ТРУЗИ) исследования, компьютерную 

и магнитно-резонансную томографию, остеосцин-

тиграфию костей скелета и биопсию предстательной 

железы. Однако наиболее ценным в диагностике и 

мониторинге эффективности лечения РПЖ является 

метод определения уровня концентрации простатиче-

ского специфического антигена (ПСА), его вариантов 

и молекулярных форм [1–3]. Основная трудность ран-

ней диагностики — дифференциация РПЖ с ДГПЖ, 

простатитом и другими заболеваниями, сопровождаю-

щимися расстройствами мочеиспускания, а также соче-

тание данных заболеваний, что приводит к снижению 

чувствительности и специфичности таких методов об-

следования, как определение уровня ПСА, ПРИ пред-

стательной железы и ТРУЗИ.

В связи с этим необходимо проведение дальнейших 

исследований, направленных на изучение механиз-

мов инвазии, прогрессии и метастазирования РПЖ, 

что позволит выявить новые факторы прогноза и мар-

керы развития РПЖ, в частности неблагоприятного 

течения заболевания. Результаты этих исследований 

помогут клиницистам повысить эффективность лече-

ния. Последние годы характеризуются переходом на 

качественно новый этап в изучении патогенетических 

механизмов заболевания. В первую очередь это связано 

с молекулярно-биологическими исследованиями онко-

генов и супрессорных генов, полипептидных факторов 

роста, цитокинов, а также процессов регуляции про-

граммированной клеточной гибели (апоптоз) и меха-

низмов метастазирования опухолей [4]. 

Одна из основных функций теломер заключается 

в сохранении целостности и стабильности хромосом: 

теломеры препятствуют нуклеазной деградации хромо-

сомных концов, а также предотвращают их слияние.

В клетках человека идентифицирован тело-

мерсвязывающий белковый фактор TRF1, способ-

ный связываться с теломерными повторами in vitro 

[5, 6]. Данный белок присоединяется к двухнитевым 

участкам теломер и препятствует работе фермента 

теломеразы. Этот фермент отвечает за восстановле-

ние теломер, концевых участков хромосом, которые 

укорачиваются при каждом делении [7]. Активация 

теломеразы в обычной соматической клетке приводит 

к стабилизации длины теломер, что в свою очередь 

вызывает нарушение запрограммированной гибели 

клеток, которые приобретают возможность неогра-

ниченного роста (иммортализация). Уменьшение ко-

личества TRF1 в цитоплазме приводит к постепенно-

му удлинению теломер в связи с открытием доступа 

для работы теломеразы [5, 8]. Показана диагностиче-

ская значимость TRF1 при разных злокачественных 

новообразованиях, например, при раке желудка [9], 

однако данные литературы по использованию этого 

маркера в диагностике РПЖ отсутствуют. 

Опухолевые клетки в процессе ангиогенеза проду-

цируют фактор роста эндотелия, стимулируют деле-

ние и ускоряют формирование капилляров в опухоли 

[10, 11]. Помимо этого, клетки опухолей продуциру-

ют ферменты семейства матрикс-металлопротеиназ 

(MMP), например, MMP-7 (матрилизин), которые 

разрушают внеклеточный матрикс посредством 

упрощения инвазии клеток эндотелия и образования 

капилляров в опухолевой ткани [12, 13]. Инвазия со-

судов в опухоль и способность опухолевых клеток с 

помощью металлопротеиназ растворять базальные 

мембраны обеспечивает им проникновение в крово-

ток и метастазирование в различные органы и ткани. 

В некоторых работах [14, 15] продемонстрирована 

диагностическая значимость MMP-7 при РПЖ. 

Цель исследования — определение уровней экс-

прессии мРНК TRF1, MMP-7 клетками, получен-

ными из биоптатов предстательной железы больных 

с ДГПЖ, различной степенью дифференцировки 

РПЖ (высоко- — ВДР, умеренно- — УДР и низко-

дифференцированный — НДР), а также пациентов, 

не имеющих видимых заболеваний предстательной 

железы (норма), и индекса отношения уровней экс-

прессии TRF1/MMP-7.

Анализ проводили с учетом основных клиниче-

ских и морфологических характеристик заболевания 

(стадия опухолевого процесса, возраст пациентов, 

гистологическое строение и степень дифференци-

ровки новообразования). 

Материалы и методы
В исследование входили 30 пациентов, находивших-

ся на стационарном лечении в урологическом отделении 

московской клинической больницы № 29, от которых 

был получен 31 биоптат (3 — без патоморфологических 

изменений в тканях предстательной железы — норма, 

11 — с верифицированной ДГПЖ и 17 — с различными 
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стадиями РПЖ). Средний возраст больных составил 62,4 

года (от 51 до 69 лет). 

Жалобы на возникновение дизурических явлений 

предъявляли как пациенты с верифицированной ДГПЖ, 

так и больные с различными стадиями РПЖ. Наличие 

болевого синдрома в пояснице и костях таза наблю-

далось  у 2 пациентов  с метастатическим РПЖ. Среди 

пациентов с морфологически верифицированным РПЖ 

при ПРИ подозрение на злокачественное новообразова-

ние возникло в 9 (56 %) случаях. Результаты ТРУЗИ пока-

зали, что большинство (89 %) больных имели увеличен-

ный объем предстательной железы. В группе пациентов 

с верифицированным РПЖ асимметрия (n = 9; 47 %), на-

личие гипоэхогенных зон (n = 9; 53 %) и нечеткие конту-

ры (n = 5; 29 %) предстательной железы прослеживались 

чаще, чем в других исследуемых группах. Таким образом, 

по данным ТРУЗИ, подозрение на злокачественное но-

вообразование  возникло у 12 (70 %) больных.

Из биоптатов были выделены образцы (n = 31) то-

тальной РНК, для которых в дальнейшем определя-

ли уровни экспрессии мРНК TRF1 и MMP-7, а также 

β-актина (который как конститутивный ген использо-

вался в качестве внутреннего стандарта) с помощью 

полуколичественного метода после проведения совме-

щенных реакций обратной транскрипции (ОТ) и поли-

меразной цепной реакции (ПЦР).

По характеру заболевания биоптаты были разде-

лены на 3 группы: норма (n = 3), ДГПЖ (n = 12) и РПЖ 

(n = 17). Группу РПЖ, в свою очередь, подразделяли на 3 

подгруппы в зависимости от стадии развития и степени 

дифференцировки опухоли. В соответствии со стадией 

развития РПЖ по классификации TNM распределение 

пациентов было следующим: I стадия — 3; II — 7; III–IV 

стадии  — 7 больных. Число пациентов в зависимости от 

степени дифференцировки составило: ВДР РПЖ (сумма 

баллов по шкале Глисона 1 + 2) — 3, УДР (3 + 3 и 3 +  4) – 

7 и НДР (4 + 4) – 7 пациентов. РНК выделяли методом, 

предложенным P. Chomczynski и N. Sacchi  [16] с некото-

рыми модификациями. Растворы РНК хранили в моро-

зильной камере при температуре 70 °С.

Концентрацию полученных растворов РНК из-

меряли c помощью спектрофотометра GeneQuant Pro 

(Amersham Pharmacia Biotech, Великобритания) по по-

глощению при длине волны 260 нм. Чистоту РНК опре-

деляли по отношениям поглощений при длинах волн 

260, 280 и 230 нм (отношение А
260

/A
280

  1,8; А
260

/A
230

 > 2). 

Для оценки качества выделенной РНК проводи-

ли электрофорез образцов (по 1 мкг) в 1,5 % агароз-

ном геле. После осуществления электрофореза гель 

окрашивали с помощью красителя SYBRGreen II 

(Sigma, США) — 8 мкл на 40 мл геля с экспозицией 

40 мин. Целостность РНК определяли визуально при 

облучении геля на ультрафиолетовом (УФ) трансил-

люминаторе по наличию 2 субъединиц (28S и 18S) 

рибосомальной РНК.

Уровни экспрессии мРНК TRF1 и MMP-7 оцени-

вали полуколичественным методом после проведения 

совмещенных реакций ОТ и ПЦР. ОТ осуществляли в 

25 мкл реакционной смеси, приготовленной на обрабо-

танной DEPC деионизированной стерильной воде и со-

держащей 67 мM Tris-HCl (pH 8,8), 16,6 мM (NH
4
)

2
SO

4
, 

0,01 % Tween-20, 4 мM MgCl, 1 мM каждого дезоксири-

бонуклеозидфосфата (dNTP), 3,2 мкг гексамерных прай-

меров со случайной последовательностью, 10 мM ди-

тиотреитола, 10 ед. ингибитора рибонуклеаз (Fermentas, 

Литва), 30 ед. рекомбинантной обратной транскриптазы 

M-MLV (Sigma, США), 1 мкг РНК. Смесь инкубировали 

при температуре 42 °С в течение 1 ч. Реакцию останав-

ливали путем денатурации обратной транскриптазы по-

средством выдерживания смеси при температуре 94 °С 

в течение 10 мин. Полученную кДНК амплифициро-

вали методом ПЦР с использованием специфических 

праймеров на исследуемые РНК-матрицы, последо-

вательности которых были взяты из научных статей: 

TRF1 — сенс 5’-TGTGCGGATGGTAGGGATGC-3’, 

антисенс 5’-GGGCTGATTCCAAGGGTGTA-3’ (размер 

амплифицируемого фрагмента 421 п.н. [17]); MMP-7 — 

сенс 5’-TCTTTGGCCTACCTATAACTGG-3’, антисенс 

5’-CTAGACTGCTACCATCCGTC-3’ (420 п.н. [18]);  

β-актин — сенс 5’-CTCACCATGGATGATGATAT-3’, 

антисенс 5’-TGGGTCATCTTCTCGCGGTT-3’ (368 п.н. 

[19]). Все праймеры были синтезированы фирмой «Син-

тол» (Россия).

Реакцию амплификации проводили в реакционной 

смеси объемом 50 мкл, содержащей 67 мM Tris-HCl 

(pH 8,8), 16,6 мM (NH
4
)

2
SO

4
, 0,01 % Tween-20, 1,5 мM 

MgCl, 0,2 мM каждого dNTP, 15 пкмоль каждого из 

пары праймеров, 2,5 ед. рекомбинантной Taq ДНК-

полимеразы («Диалат», Россия), 5 мкг кДНК.

Число циклов ПЦР подбирали для исследуе-

мых кДНК на основании экспоненциальных кри-

вых выхода ПЦР-продукта. Так, для TRF1 коли-

чество циклов составило 34, для MMP-7 — 33, для 

β-актина — 29.

Цикл Амплификация кДНК

TRF1 MMP-7 β-актин

Первый

94 °С — 3 мин

54 °С — 2 мин

72 °С — 3 мин

94 °С — 3 мин

55 °С — 2 мин

72 °С — 3 мин

94 °С — 3 мин

57 °С — 2 мин

72 °С — 3 мин

Последующие

94 °С — 1 мин

54 °С — 1 мин

72 °С — 1 мин

94 °С — 1 мин

55 °С — 1 мин

72 °С — 1 мин

94 °С — 1 мин

57 °С — 1 мин

72 °С — 1 мин

Последний

94 °С — 1 мин

54 °С — 1 мин

72 °С — 7 мин

94 °С — 1 мин

55 °С — 1 мин

72 °С — 7 мин

94 °С — 1 мин

57 °С — 1 мин

72 °С — 7 мин

 Характеристика температурных режимов, применяемых для про-

ведения ПЦР
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Продукты ПЦР разделяли методом электрофоре-

за в 2 % агарозном геле и 0,1M буфере TBE. Образцы 

вносили в лунки геля в объеме 10 мкл. Визуализа-

цию разделенных продуктов осуществляли на УФ-

трансиллюминаторе после выдерживания геля в вы-

сокочувствительном красителе SYBRGreen I (Sigma, 

США) — 8 мкл на 40 мл геля с экспозицией 40 мин.

Гель снимали на цифровую фотокамеру Kodak с 

выдержкой 1 с и проводили анализ изображения на 

компьютере с помощью программы ImageJ.

Для полуколичественной оценки уровня экспрес-

сии мРНК TRF1 и MMP-7 измеряли интенсивность 

свечения в геле ПЦР-продуктов (фрагменты TRF1, 

MMP-7 и β-актина). После этого определяли отно-

шение интенсивности свечения исследуемого фраг-

мента к интенсивности свечения фрагмента β-актина 

(TRF1/β-актин и MMP-7/β-актин).

Статистическую обработку результатов выполня-

ли с помощью непараметрического t-критерия Ман-

на–Уитни [20]. Данный критерий был выбран в связи 

с отсутствием нормального распределения и неболь-

шим размером изучаемой выборки.

Результаты и обсуждение
При исследовании содержания общего ПСА 

(ПСА
общ.

) в сыворотке крови было обнаружено, что 

у 3 пациентов с различными стадиями РПЖ уровень 

ПСА
общ.

 находился в пределах  10, а у 7 — > 10 нг/мл. 

Среди 3 больных с уровнем ПСА
общ.

  10 нг/мл 2 об-

разца относились к группе УДР, 1  — к группе НДР 

РПЖ. У остальных 7 пациентов данные по этому по-

казателю отсутствовали. На рис. 1 представлены сред-

ние значения и медианы ПСА
общ.

 для групп ВДР, УДР 

и НДР РПЖ. Как видно из рис. 1, уровень ПСА
общ.

 

в группе УДР был достоверно ниже, чем в группах 

ВДР и НДР РПЖ (p   0,05). Таким образом, чувстви-

тельность ПСА в отношении  РПЖ составила 70 %.

Данные литературы, касающиеся TRF1 и MMP-

7, свидетельствуют о том, что TRF1 и MMP-7 явля-

ются перспективными маркерами различных онкоза-

болеваний. В связи с этим были определены уровни 

экспрессии мРНК TRF1 и MMP-7 клетками, полу-

ченными из биоптатов предстательной железы паци-

ентов с ДГПЖ, различными стадиями и степенями 

дифференцировки РПЖ, а также больных, не имев-

ших видимых заболеваний предстательной железы 

(норма), и индекса отношения уровней экспрессии 

TRF1/MMP-7. Для анализа уровня экспрессии опи-

санных выше онкомаркеров в качестве конститутив-

ного гена использовали β-актин. На рис. 2 показан 

пример электрофоретического разделения ПЦР-

продуктов фрагментов генов, кодирующих TRF1, 

MMP-7 и β-актин.

Показано достоверное отличие уровней экс-

прессии TRF1 и MMP-7 в группах норма-ДГПЖ 

и норма-РПЖ (p  0,05). Между группами ДГПЖ и 

РПЖ не выявлено достоверного различия в уровнях 

экспрессии исследуемых маркеров (рис. 3). Несоот-

ветствие значений индекса и уровней экспрессии 

исследуемых маркеров объясняется различным ко-

личеством биоптатов, составивших ту или иную вы-

борку, а также отсутствием экспрессии исследуемых 

маркеров в некоторых образцах.

Статистический анализ уровней экспрессии 

TRF1 показал достоверное отличие между группами 

норма-ВДР и ДГПЖ-ВДР (p  0,05, рис. 4а). 

Следует отметить, что между теми же исследуе-

мыми группами наблюдалось статистически досто-

верное различие в уровне экспрессии мРНК MMP-7 

(p  0,05, рис. 4б).

Для групп норма, ДГПЖ, ВДР, УДР и НДР был 

рассчитан индекс отношения уровней экспрессии 

TRF1/MMP-7. Продемонстрировано статистиче-

ски достоверное различие (p  0,05) между группами 
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Рис. 1.  Характеристика уровня ПСА
общ.
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Рис. 2.  Результаты электрофоретического разделения ПЦР-продуктов 

фрагментов генов, кодирующих TRF1 (1, 2, 3, 7 и 8, верхний ряд), MMP-7 

(треки 4, 5 и 6, верхний ряд) и β-актин (треки 1–8, нижний ряд). Ис-

следуемые патологии: норма (треки 1–3) и ДГПЖ (треки 4–8)
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норма-ДГПЖ, норма-ВДР и ДГПЖ-ВДР в значени-

ях индекса TRF1/MMP-7 (рис. 5). Также наблюда-

лось статистически достоверное снижение значе-

ния индекса TRF1/MMP-7 с уменьшением степени 

дифференцировки опухоли (от ВДР к НДР) до зна-

чений, сопоставимых с уровнями экспрессии ука-

занных выше маркеров в группе норма (p  0,05). Это 

позволяет надеяться на высокую диагностическую 

ценность индекса TRF1/MMP-7 в отношении опре-

деления ранних стадий РПЖ.

Таким образом, с учетом полученных резуль-

татов можно предположить, что существует взаи-

мосвязь между снижением уровней экспрессии 

TRF1 и MMP-7 и неблагоприятным течением РПЖ. 

Выводы
1. Проанализированы относительные уровни экс-

прессии мРНК TRF-1 и MMP-7 клетками, получен-

ными из биоптатов предстательной железы пациентов 

с ДГПЖ, РПЖ и здоровых мужчин, не имевших види-

мых заболеваний  предстательной железы, и рассчитан 

индекс отношения уровней экспрессии TRF1/MMP-7 

для указанных выше патологий.

2. Установлено статистически достоверное различие 

уровней экспрессии TRF1, MMP-7 и индекса TRF1/

MMP-7 в группах норма-ВДР и ДГПЖ-ВДР, что может 

свидетельствовать о высокой диагностической значимо-

сти данных маркеров в отношении определения ранних 

стадий РПЖ и позволит клиницистам проводить более 

точную диагностику пациентов с различными урологи-

ческими заболеваниями.

3. Благодаря проведенному исследованию уровней 

экспрессии мРНК TRF1 и MMP-7, определению ин-

декса TRF1/MMP-7 и сравнению их с основными кли-

ническими и морфологическими характеристиками за-

болевания появилась возможность не только отличить 

норму от таких заболеваний предстательной железы, как 

ДГПЖ и РПЖ, но и выделить различные стадии разви-

тия опухолевого роста (в том числе ранние), что может 

стать критерием дифференциального подхода, исполь-

зуемого при диагностике новообразований предстатель-

ной железы, и будет способствовать повышению эффек-

тивности лечения больных РПЖ.
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