

ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність проблеми. Злоякісні пухлини орофарінгеальної області (ОФО) займають четверте місце серед пухлин голови та шиї, і залишаються суттєвою складовою показників захворюваності та смертності багатьох країн (Fischer C.A. et al., 2010; Dapeng L. et al., 2010). До 95% карцином ротоглотки є плоскоклітинними раками (ПР) з різним ступенем диференціювання. Загальновідомо, що групу ризику складають здебільшого чоловіки у віці 40-60 років, які на протязі тривалого часу зловживали палінням/жуванням тютюну та алкогольними напоями, але, в кінці двадцятого сторіччя, завдяки тотальному палінню, підвищенню вживання алкоголю та поширеності серед молоді випадків інфікування вірусом папіломи людини (ВПЛ) високого онкогенного ризику, ця проблема стала актуальною для різних вікових груп чоловіків і жінок (Feller L. et al., 2010; Barnes L. et al., 2005). У зв’язку з розповсюдженістю і неухильною тенденцією до підвищення та омолодження захворюваності на раки ротової порожнини і глотки в 2007 році вищий керуючий орган ВООЗ Всесвітня Асамблея Охорони Здоров’я (World Health Assembly) прийняла резолюцію, яка зобов’язала всі країни-члени ВООЗ внести в свої національні програми дослідження з ранньої діагностики і лікування злоякісних пухлин ротової порожнини та глотки (Petersen P.E., 2009). Впровадження подібної стратегії по скороченню факторів ризику та індивідуалізації схем терапії в свій час закінчилось покращенням показників 5-річної виживаності для раків гортані (Гриценко П.А., 2007; Айдарбекова А.А. с соавт., 2006; Шпонька І.С., Гриценко П.О., Ковтуненко О.В., 2007), але, згідно показників захворюваності та смертності за останні п’ять років, про покращення результатів лікування ПР ОФО говорити передчасно. Пацієнтам з пухлинами ОФО виконання радикальної операції частіше неможливе внаслідок розповсюдження пухлинного процесу на момент первинної діагностики (75% хворих поступають з процесом Т3-4N0-3M0) (Кропотов М.А., 2003; Подвязников С.О., Бяхов М.Ю., 2002) і завдяки анатомо-топографічним особливостям самої ділянки ротоглотки (Карапетян И.С., Губайдуллина Е.Я., Цегельник Л.Н., 2004; Карпов И.А., Долгушин И.И., Симбирцев А.С., 2005). Тому в арсеналі ЛОР-онкологів залишається лише комбінований метод лікування з перевагою променевої чи хіміотерапії. До того ж, багато досліджень демонструють, що перебіг захворювання, пухлинна прогресія, відповідь на певний вид лікування у пацієнтів однієї і тієї ж клінічної стадії й морфологічної форми ПР часто бувають різними (Константинова М.М., 2003; Новик А.В., Моисеенко В.М., 2007; Aziz L., Nyman J., Edstrom S., 2010). Крім того, на сучасному рівні для ПР ОФО не визначені морфологічні стандарти призначення певного виду терапії, що мають базуватися на результатах комплексних досліджень молекулярних властивостей пухлин. Це призводить до того, що майже 50% пацієнтів не проживають і року з моменту встановлення діагнозу, незалежно від проведеної терапії, а п’ятирічна виживаність взагалі залишається біля 9-15% (Гладилина И.А., Шабанов М.А., Нечушкин М.И., 2003; Hashibe M. et al., 2007).

Зазначені обставини обумовлюють актуальність і необхідність детального вивчення особливостей ПР ОФО та розробку панелі імуногістохімічних (ІГХ) маркерів, що була б достатньою для проведення стандартного дослідження в практичній діагностиці біопсійного та післяопераційного матеріалу злоякісних пухлин цієї ділянки.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Представлена робота є фрагментом науково-дослідної роботи кафедр патологічної анатомії і судової медицини та онкології і медичної радіології ДЗ «Дніпропетровська медична академія» МОЗ України «Індивідуалізація лікування злоякісних пухлин з урахуванням біологічних показників активності пухлинного процесу та маркерів хіміогормонорезистентності» (№ держреєстрації 0101U001002). Автором проведено патоморфологічне та імуногістохімічне дослідження матеріалу.
Мета і завдання дослідження. Вдосконалити прогностичні та передбачувальні критерії діагностики плоскоклітинних раків орофарінгеальної області на підставі дослідження показників експресії імуногістохімічних маркерів.

Для досягнення поставленої мети були сформульовані наступні завдання:

1.
Вивчити рівень показників міжклітинної адгезії і тканинної інвазії в плоско​клітинних раках орофарінгеальної області за допомогою імуногістохімічних маркерів Е-кадгерин, (-катенін та ММР-1, ММР-9.

2.
Оцінити рівень показників неоваскулогенезу і проліферативної активності в плоскоклітинних раках орофарінгеальної області за допомогою імуногістохімічних маркерів VEGF, CD34, Кі-67.

3.
Вивчити рівень показників онкогенної трансформації в плоскоклітинних раках орофарінгеальної області на підставі імуногістохімічного дослідження з маркерами р21WAF1, p16INK4a, cyclin D1.

4.
Виявити кореляційні зв'язки між експресією імуногістохімічних маркерів і клініко-морфологічними характеристиками плоскоклітинних раків орофарінгеальної області. 

5.
Визначити чутливість, специфічність, негативне передбачувальне число та позитивне передбачувальне число для всіх маркерів, що показали статистично достовірні результати щодо виявлення метастазів в лімфатичні вузли шиї і передбачення відповіді на хіміотерапію.
6.
Виявити основні та додаткові імуногістохімічні маркери для прогнозування високого ризику метастазування в лімфатичні вузли шиї в плоскоклітиних раках орофарінгеальної області.

7.
Виявити основні та додаткові імуногістохімічні маркери для передбачення низької чутливості плоскоклітинних раків орофарінгеальної області до хіміотерапії. 

Об’єкт дослідження – клініко-морфологічні та імуногістохімічні особливості плоскоклітинних раків орофарінгеальної області.

Предмет дослідження – діагностичне та прогностичне значення експресії маркерів в плоскоклітинних раках орофарінгеальної області.
Методи дослідження: морфологічні: гістологічний і імуногістохімічний; морфометричний, що включає напівкількісний аналіз цифрових зображень, для кількісної оцінки імуногістохімічного забарвлення в зразках плоскоклітинних раків орофарінгеальної області; статистичні для обробки та аналізу отриманих даних.
Наукова новизна одержаних результатів. У роботі визначено прогностичне та передбачувальне значення ІГХ маркерів для ПР ОФО, вперше чітко встановлені основні та додаткові критерії для визначення особливостей клінічного перебігу. Уточнені імунофенотипи пухлин, що мають високий ризик метастазування в регіональні лімфатичні вузли шиї та низьку чутливість до ХТ. Статистично підтверджено, що при виявленні ПР ОФО з високим ризиком метастазування в регіональні лімфатичні вузли шиї, з прогностичною метою, як основні, треба використовувати маркери Е-кадгерин (р<0,001), CD34, (-катенін, Кі-67 (р<0,01), як додаткові, ММР-9, VEGF, р21WAF1 (р<0,05). При виявленні ПР ОФО з низькою чутливістю до ХТ в першу чергу з передбачувальною метою треба використовувати як основні маркери р21WAF1 (р<0,001), VEGF, ММР-9 (р<0,01), як додаткові Кі-67, Е-кадгерин, CD34, ММР-1 (р<0,05). Встановлені кореляційні зв’язки між клініко-морфологічними особливостями ПР ОФО та показниками експресії вищезазначених маркерів. Розраховані чутливість, специфічність, НПЧ і ППЧ щодо використання показових маркерів з прогностичною та передбачувальною метою в діагностиці ПР ОФО.

Практичне значення одержаних результатів. Результати дисертаційної роботи можуть використовуватися при плануванні лікувальних заходів для ПР ОФО з використанням в якості діагностики імуногістохімічного дослідження, а також для прогнозування вірогідності реґіонарних метастазів. На підставі оцінки імуноморфологічного профілю ПР ОФО з використанням маркерів Е-кадгерин, CD34, (-катенін, Кі-67 вже на ранніх стадіях можливо прогнозування розвитку метастазів в лімфатичні вузли шиї, з маркерами р21WAF1, VEGF, ММР-9 – отримати інформацію про попередню чутливість ПР ОФО на хіміотерапію за схемою PBMF.

Результати проведених досліджень впроваджені в роботу Дніпропетровського обласного патологоанатомічного бюро та Одеського обласного патологоанатомічного бюро. Теоретичні й практичні положення дисертації використовуються в навчальному процесі кафедри патологічної анатомії і судової медицини ДЗ «Дніпропетровська медична академія» МОЗ України, кафедри патологічної анатомії з секційним курсом ДЗ «Кримський державний медичний університет імені С.І. Георгієвського», кафедри патоморфології Харківського національного медичного університету, кафедри патологічної анатомії Харківської державної медичної академії післядипломної освіти, кафедри патоморфології Донецького національного медичного університету імені М. Горького, кафедри судової медицини Національної медичної академії післядипломної освіти імені П.Л. Шупика, м. Київ, кафедри патоморфології, судової медицини та медичного законодавства Луганського державного медичного університету, кафедри патологічної анатомії з секційним курсом ВДНЗУ «Українська медична стоматологічна академія», м. Полтава.
Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є самостійним дослідженням автора з розробкою та втіленням оригінальних ідей та задумів. За допомогою наукового керівника складено програму дослідження та проведено основні етапи роботи. Автором особисто проведені збір і систематизація біопсійного матеріалу, виконані гістологічні й імуногістохімічні дослідження, аналіз, узагальнення та статистична обробка отриманих результатів, сформульовані висновки й рекомендації, підібраний й оформлений ілюстративний матеріал, написані всі розділи дисертації. Результати роботи відображені в публікаціях, представлені на наукових з'їздах і конференціях. У роботах, виконаних у співавторстві, ідеї та основні положення належать дисертантові. Автором не були використані результати та ідеї співавторів публікацій. Співавторами здійснювалась допомога в отримані клінічних даних, надані консультації при проведенні ІГХ досліджень.

Апробація результатів дисертації. Апробація дисертаційного дослідження була проведена на спільному засіданні кафедр патологічної анатомії і судової медицини, гістології, анатомії людини, медичної біології, фармакогнозії, медичної ботаніки ДЗ «Дніпропетровська медична академія» МОЗ України 2 грудня 2011р. Матеріали дисертації та її фрагменти були представлені та обговорені на IX і Х наукових конференціях студентів і молодих вчених «Новини і перспективи медичної науки» (Дніпропетровськ, 2009, 2010), на науково-практичній конференції з міжнародною участю «Актуальні проблеми онкоморфології» (Харків, 2011), на IV міжнародному конгресі «Опухоли головы и шеи – Байкал 2011» (Іркутськ, 2011) і на Щорічній традиційній осінній конференції Українського наукового медичного товариства оториноларингологів з міжнародною участю (Київ, 2011).
Публікації. За темою дисертації опубліковано 7 наукових праць, із них 4 статті надруковано у наукових фахових журналах (у тому числі 1 без співавторів), 3 тез матеріалів наукових конференцій.

Обсяг та структура дисертації. Дисертацію викладено державною мовою на 178 сторінках, з яких 130 сторінок залікового принтерного тексту. Робота складається із вступу, огляду літератури, загальної методики і основних методів дослідження, 3 розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення результатів дослідження, висновків, практичних рекомендацій та списку літературних джерел. Список цитованої літератури налічує 185 джерел, з яких вітчизняних – 37, іноземних – 148. Роботу ілюстровано 60 мікрофотографіями, 30 таблицями, та 18 діаграмами, що займають 23 сторінки.

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріал і методи дослідження. Для відбору вихідних клінічних даних був проведений ретроспективний аналіз медичної документації 309 пацієнтів з ПР ОФО, які проходили лікування в ЛОР-онкологічному відділенні Дніпропетровської обласної клінічної лікарні ім. І.І. Мечникова в період з 2000 по 2008 рр. Об’єктом вивчення були обрані 72 пацієнти (69 чоловіків і 3 жінки) ІІІ клінічної стадії (T3N0-2M0), які отримали комбіноване лікування без оперативного втручання, тому що на цю категорію хворих припав найбільший відсоток первинних звернень (біля 48%), а результати лікування виявилися досить різними та клінічно непередбачуваними. Вік в групі коливався в діапазоні 39-67 років, середній вік склав 53,92(1,15 років. За гістологічною будовою всі спостереження були представлені плоскоклітинними раками високого, середнього та низького ступеня диференціювання (26, 38 і 8 відповідно). Із них 42 випадки ПР мигдаликів з ураженням передньої або задньої дужки, 23 випадки ПР стінок глотки і 7 випадків ПР коріння язику. Також весь матеріал був розподілений на дві групи в залежності від ураження лімфатичних вузлів шиї: пацієнти без метастазів в регіональні лімфатичні вузли (T3N0M0) – 34 спостереження і пацієнти з виявленими реґіонарними метастазами (T3N1-2M0) – 38 спостережень. За протоколом лікування всі відібрані пацієнти отримали однакове комбіноване лікування у вигляді декількох курсів внутрішньоартеральної селективної ХТ за схемою PBMF (цисплатин 50 мг, метотрексат 50 мг, блеоцин 30 мг, фторурацил 500 мг) та курсу ДГТ. З метою стандартизації результатів лікування за критерій оцінювання був обраний ступінь регресу пухлини у відсотках лише після першого курсу ХТ. Негативною відповіддю вважався ступінь візуального регресу ПР ОФО 0-50%, позитивною – 51-100%. За цим критерієм пацієнтів було розподілено на 2 групи: з позитивною відповіддю на ХТ – 40 спостережень і з негативною відповіддю – 32 спостереження. 

Для проведення морфологічного дослідження первинний біопсійний матеріал ПР ОФО фіксувався в 10% розчині нейтрального забуференого формаліну протягом 12 годин. Після фіксації і проводки в спиртах за стандартною методикою, матеріал заливався у парафін. Парафінові зрізи товщиною 4-5 мкм, отримані на мікротомі Microm HM-340, були депарафіновані і забарвленні гематоксиліном-еозином. Мікроскопія проводилася за допомогою світлового мікроскопу Leіca DMLS з використанням об’єктивів ×10, ×20, ×40, ×100 для оцінки ступеня диференціювання ПР ОФО, наявності достатньої кількості матеріалу і його якості для проведення подальшого ІГХ дослідження. 

При проведенні ІГХ дослідження парафінові зрізи відібраних блоків наносили на спеціальні адгезивні предметні скельця SuperFrost Plus. Після депарафінізації та регідратації зрізів проводили температурне демаскування антигенів (зрізи були розміщені в цитратному буфері з рН 6.0 і підігрівалися в автоклаві при температурі +121°С протягом 8 хвилин) та пригнічували активність ендогенної пероксидази 3% розчином перекису водню протягом 20 хвилин. Далі проводили інкубацію зрізів з первинними антитілами у вологих камерах при температурі 23-25°С на протязі 30 хвилин. В якості первинних використовувалися моноклональні антитіла p16INK4a, (клон JC8, LabVision), Ki-67 (клон SP6, LabVision), E-кадгерин (клон ЕР700Y, LabVision), β-катенін (клон Е247, LabVision), VEGF (клон VG1, DakoCytomation), CD34 (клон QBEnd 10, DakoCytomation), сyclin D1 (клон SP4, LabVision), поліклональні антитіла р21WAF1, MMP-1 і MMP-9. Титр антитіл підбирався індивідуально для кожного маркеру з використанням у якості розчинника спеціального розчину Antibody Dіluent (DakoCytomation). Вторинні антитіла, що містили велику кількість молекул пероксидази хрону, наносили на зрізи та інкубували у вологих камерах протягом 30 хвилин з промиванням у ТРИС-буферному розчині між кожним етапом протягом 10 хвилин. Ідентифікація реакції проводилась завдяки нанесенню хромогену DAB (Quanto, LabVision) під контролем мікроскопа протягом від 20 секунд до 3 хвилин, з проявом у вигляді коричневого забарвлення специфічних структур в залежності від маркеру (інтрануклеарна, цитоплазматична, мембранна реакція). Для ідентифікації тканинних структур зрізи додатково забарвлювали гематоксиліном Майєра протягом 1-3 хвилин. Наступна дегідратація і включення у бальзам здійснювалися згідно загальноприйнятим методикам. Для оцінки ІГХ забарвлення використовувався напівкількісний аналіз цифрових зображень (Semiquantitative Digital Image Analysis) у відповідності з рекомендаціями багатьох дослідників (Maximova O.A. et al., 2006; de Matos L.L. et al., 2006; Faratzis G. et al., 2009). Імуногістохімічно забарвлені тканинні зрізи під збільшенням ×400 світлового мікроскопу були зафіксовані, як цифрові зображення TIFF формату при однакових умовах освітлювання (ручний режим фотографування A/N/M: світлочутливість ISO 100, експозиція 1/15 секунди, діафрагма 1,6 мм), за допомогою цифрової фотокамери Canon EOS 30D. В кожному зрізі 10 репрезентативних ділянок (10 мікрофотографій), що мали 100 клітин ПР ОФО, підлягали дослідженню в поширеній медичній програмі для аналізу та обробки цифрових зображень ImageJ (розробка ініційована автором Wayne Rasband в Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA) з плагінами Colour Deconvolution та Cell Counter.

При оцінці ІГХ реакцій з Е-кадгерином та β-катеніном специфічним вважалося мембранне та субмембранне забарвлення. Використовуючи алгоритм Tanaka N. et al., 2003, в ПР ОФО забарвлення вважалося «типовим», якщо реакція була однорідною та за інтенсивністю однаковою з тією, що показав нормальний багатошаровий плоский епітелій (БПЕ). Коли реакція була негативною, слабкою або неоднорідною, забарвлення вважалося «нетиповим» і трактувалося як втрачання міжклітинної адгезії. Для «типової» моделі рівномірного мембранного/субмембранного забарвлення рівні реакції були розбиті на дві категорії: ≥75% і <75% забарвлених клітин, що відповідно було оцінено як збережена або втрачена міжклітинна адгезія. Рівень інтенсивності цитоплазматичної експресії MMP-1 та MMP-9 в клітинах ПР ОФО було розраховано відніманням рівня інтенсивності внутрішнього контролю від середнього рівня інтенсивності забарвлення 10 пухлинних полів. Отримані значення були розбиті в діапазоні від 0 (біле) до 255 (чорне) на 4 категорії за балами: негативна реакція – 0-20, слабка – 21-50, помірна – 51-100, висока – більше 100 умовних балів, за рекомендаціями Katayama A. et al., 2004. Для оцінки ІГХ реакції з VEGF, інтенсивність цитоплазматичного забарвлення оцінювалася шляхом порівняння ПР з нормальним БПЕ за 5 категоріями: 0 – негативна реакція (жодної забарвленої клітини в ПР ОФО), 1 – слабка (позитивно забарвлені окремі розкидані клітини, чи розповсюджена на весь ПР, але слабка реакція), 2 – помірна (дорівнює нормальному епітелію), 3 – сильна (більша кількість інтенсивно забарвлених клітин) і 4 – надмірна (інтенсивно забарвлені практично всі клітини), як рекомендують Smith B.D. et al., 2000. Для з’ясування щільності мікросудин (ЩМС) у зразках ПР ОФО підраховували кількість судин, за мембранною/субмембранною реакцією ендотелію з маркером CD34 у 10 полях зору ПР ОФО (розмір одного поля зору обмежувався вимірювальною квадратною сіткою із стороною 0,79мм) з наступним визначенням їх числа на 1 мм2, як рекомендують Несіна І.П. із співавт., 2008. За рекомендаціями Lim S.-Ch. et al., 2004, позитивною з Кі-67 вважалася реакція у випадку коричневого забарвлення більше 30% ядер клітин пухлини. Індекс проліферації (ІП) обчислювався, як відсоток клітин з інтрануклеарною реакцією на 1000 клітин ПР ОФО. З маркером сyclin D1 позитивною реакція вважалася при специфічному інтрануклеарному забарвленні, якщо коричневих ядер налічувалося >40%. Експресія р21WAF1 проявлялась як інтрануклеарне або ядерно-цитоплазматичне забарвлення різного ступеня інтенсивності. ПР ОФО, де реакція спостерігалася на рівні або більше 10% ядер клітин, вважалися позитивними за р21WAF1 статусом, як рекомендують Fischer C.A. et al., 2011. За даними Ernoux-Neufcoeur P. et al., 2011, з маркером p16INK4a була виявлена змішана ядерно-цитоплазматична реакція, що оцінювалася як позитивна при наявності більше 5% клітин з ІГХ міткою.
Дані вищенаведених морфометричних та ІГХ досліджень, зазнавали статистичної обробки з визначенням середньої арифметичної (х), дисперсії (sx2), середнього квадратичного відхилення (sx), коефіцієнт варіації (Cv), помилки середнього квадратичного відхилення (ss). Для підтвердження або спростування нульової гіпотези про однаковість середніх рівнів інтенсивності забарвлення в ПР ОФО та нормальному БПЕ використовували непараметричний U-критерій Манна-Уітні, тому що цей критерій інваріантний щодо закону розподілу вхідних даних. Встановлення достовірності міжгрупових відмінностей по отриманим даним експресії маркерів у залежності від клініко-морфологічних особливостей ПР ОФО проводилося за допомогою точного тесту Фішера, який може використовуватися незалежно від відповідності вибірки нормальному закону розподілу для малих, або виведених із рівноваги даних, як в нашому дослідженні. В групах з достовірною відмінністю експресії маркеру розраховувався непараметричний коефіцієнт кореляції Спірмена. Результати вважали достовірними при р<0,05

При проведенні статистичного аналізу отриманих даних розрахунки виконували за допомогою IBM PC сумісного комп’ютера "Pentium 4" з використанням ліцензійної програми SPSS Statistica 17.0 (серійний номер AGAR 909 E415822FA). В дослідженні також були розраховані чутливість, специфічність, НПЧ та ППЧ для всіх маркерів, що показали статистично достовірні результати за точним тестом Фішера щодо виявлення метастазів в лімфатичні вузли шиї і передбачення відповіді на ХТ.

Результати дослідження та їх обговорення. При визначенні рівнів експресії маркерів міжклітинної адгезії, більше половини спостережень ПР ОФО 59,7% (n=43) характеризувалися втрачанням Е-кадгерин-залежної міжклітинної адгезії і 43,1% (n=31) випадків ПР ОФО – втрачанням β-катенін-залежної міжклітинної адгезії. Туди ввійшли 36 випадків ПР ОФО з варіантами зменшення експресії Е-кадгерину та 7 випадків з підвищенням експресії Е-кадгерину, внаслідок мутації кадгеринових генів. Щодо маркеру β-катенін ми спостерігали 27 випадків зменшення експресії і 4 – з його надекспресією. В дослідженні була виявлена статистично достовірна різниця розподілу варіантів експресії Е-кадгерину в групах ПР ОФО T3N0M0 та T3N1-2M0. В групі без метастазів відносна кількість випадків з збереженням Е-кадгерин-залежної міжклітинної адгезії виявилася в 3,5 разів більше ніж в групі з метастазами, до того ж в групі T3N1-2M0 в 2 рази збільшилась відносна кількість випадків з втратою міжклітинної адгезії та в 5,5 разів відносна кількість випадків з надекспресією маркера Е-кадгерин (2,9% та 15,8% відповідно). Тож ймовірність виникнення метастазів в регіональних лімфатичних вузлах в ПР ОФО прямо пропорційно залежала від збільшення кількості випадків з падінням Е-кадгерин-залежної міжклітинної адгезії (р=0,0001, r=+0,471). Аналізуючи дані розподілу експресії β-катеніну в ПР ОФО з різним клінічним перебігом щодо розвитку метастазів в лімфатичні вузли шиї виявлено, що в групі з метастазами, порівняно з групою без метастазів, відносна кількість випадків з збереженням міжклітинної адгезії знизилася в 1,9 разів, до того ж всі ПР ОФО з мутацією β-катенінових генів (n=4), приходилися на спостереження з метастазами, що склало 10,8% в цій групі. Встановлено існування прямого кореляційного зв'язку між втратою міжклітинної адгезії та виникненням регіональних метастазів в ПР ОФО для маркеру β-катенін (p=0,02 r=+0,373). Ці дані підтверджуються і іншими дослідниками (Foschini M.P. et al., 2008; Tanaka N. et al., 2003; Kudo Y. et al., 2004).

Важливим діагностичним та прогностичним критерієм, що визначається при рутинному морфологічному дослідженні, є гістологічний ступінь диференціювання. В дослідженні ПР ОФО був проведений аналіз експресії Е-кадгерину та β-катеніну в зв’язку з цим показником. При аналізі розподілу експресії Е-кадгерину в залежності від ступеня диференціювання ПР ОФО відзначено стійке підвищення відсотку випадків з втрачанням міжклітинної адгезії зі зниженням ступеня диференціювання, серед яких випадки з мутацією Е-кадгерину зустрічалися лише в помірно та низькодиференційованих ПР ОФО (7,9% та 50,0% відповідно). Статистично достовірної різниці експресії Е-кадгерину в ПР різного ступеня диференціювання за точним тестом Фішера виявлено не було (р=0,162), але 87,5% імунофенотипів з втратою Е-кадгерин-залежної міжклітинної адгезії в низькодиференційованих ПР говорить про певну тенденцію.

При дослідженні відмінностей експресії β-катеніну в ПР ОФО в залежності від ступеня диференціювання було показано, що відносна кількість імунофенотипів з втратою міжклітинної адгезії в ПР ОФО низького ступеня диференціювання збільшилась в 1,5 разів, порівняно з помірнодиференційованими ПР ОФО, і в 3,2 рази порівняно з ПР ОФО високого ступеня диференціювання. Статистично підтверджено наявність прямого кореляційного зв’язку між зниженням ступеня диференціювання в ПР ОФО і втратою β-катенін-залежної міжклітинної адгезії (p=0,004, r=+0,34).

При аналізі варіантів експресії β-катеніну в різних первинних локалізаціях ПР ОФО, зберігається тенденція, яку показав аналіз розподілу варіантів експресії маркеру Е-кадгерин. ПР мигдаликів має найбільший відсоток випадків з збереженням β-катенін-залежної міжклітинної адгезії (69,05%), і найменший відсоток з втратою (30,95%), порівнюючи з ПР глотки та ПР коріння язику (47,8% і 14,3% та 52,2% і 85,7% відповідно). Але, на відміну від Е-кадгерину, для β-катеніну була виявлена і статистично достовірна різниця експресії в різних первинних локалізаціях (р=0,004, r=+0,34), що говорить про частіший перебіг ПР коріння язику з втратою β-катенін-залежної міжклітинної адгезії порівняно з ПР глотки і тим більше ПР мигдаликів. 

В дослідженні також було вивчено прогностичне та передбачувальне значення експресії ензимів з сімейства матриксних металопротеїназ: інтерстиціальної колагенази І (ММР-1) та колагенази ІV (ММР-9). Аналіз значень експресії ММР-1 в залежності від клініко-морфологічних характеристик ПР ОФО, щодо статі, первинної локалізації, ступеня диференціювання та наявності метастазів в лімфатичні вузли шиї, згідно точного тесту Фішера, статистично достовірної різниці між групами з низькою та високою протеолітичною активністю визначено не було (р=0,276, р=0,641, р=0,683, р=0,547 відповідно). Порівнюючи групи з різною відповіддю на ХТ, з’ясовано, що відносна кількість випадків з високою ММР-1-залежною протеолітичною активністю в групі з позитивною відповіддю в 1,2 рази нижче ніж з негативною, виявлений слабкий зворотній зв'язок між підвищенням протеолітичної активності і відповіддю на ХТ (р=0,023, r=–0,238). Якщо відзначити особливості експресії ММР-9 в ПР ОФО, то відносна кількість випадків з ММР-9(+) статусом зустрічається серед чоловіків в 2,4 рази частіше порівняно з маркером ММР-1. При дослідженні розподілу значень експресії ММР-9 в різних первинних локалізаціях, відносна кількість імунофенотипів з високою ММР-9-залежною протеолітичною активністю в ПР коріння язику була в 1,1 рази більше порівняно з ПР мигдаликів і в 1,4 рази більше порівняно з ПР глотки, таким чином найбільша відносна кількість ММР-9(+) спостережень припадає саме на ПР коріння язику (85,7%). Але перевірка даних розподілу варіантів експресії ММР-9 в залежності від клініко-морфологічних характеристик ПР ОФО за точним тестом Фішера, щодо статі, первинної локалізації і ступеня диференціювання, аналогічно маркеру ММР-1, статистично достовірної різниці між групами з низькою та високою протеолітичною активністю не показала (р=0,872, р=0,936, р=0,920 відповідно). 

Аналізуючи дані експресії ММР-9 в групах з метастазами і без, встановлено прямий кореляційний зв'язок між підвищенням експресії ММР-9 з наявністю метастазів в лімфатичні вузли шиї (р=0,035, r=+0,25): кількість спостережень з високою ММР-9-залежною протеолітичною активністю в групі з метастазами визначено в 1,4 разів більше, ніж в групі без метастазів. Серед спостережень із позитивною відповіддю на ХТ кількість випадків з низькою ММР-9-залежною протеолітичною активністю в 3,4 разів більше, ніж в групі з негативною відповіддю на ХТ. Нами знайдено помірний зворотній зв'язок між підвищенням експресії ММР-9 і позитивною відповіддю ПР ОФО на ХТ (р=0,006, r=–0,328). 

Досліджуючи маркери неоваскулогенезу, встановлено, що серед чоловіків більша частка (63,8%) припала на VEGF(+) пухлини. Цікавим є що всі випадки ПР ОФО серед жінок стовідсотково показали також високу VEGF-залежну ангіогенну активність. Хоч статистично достовірної різниці розподілу в групах за статтю знайдено не було (р=0,20), як і в групах з різною первинною локалізацією і ступенем диференціювання (р=0,057 і р=0,924 відповідно). Але треба відмітити, що в ПР мигдаликів частка VEGF(+) була найбільшою і склала 76,2%, в ПР глотки – 28,0%, в ПР коріння язику – 57,1%, що виявило тенденцію (статистично недостовірну) до більшої васкуляризації ділянки мигдаликів. Отримані дані знаходять підтвердження в роботі Cho J.H. et al., 2008. 

При аналізі розподілу експресії VEGF в групах з метастазами та без них нами була виявлена статистично достовірна закономірність щодо відносної більшості ПР ОФО з високою ангіогенною активністю в групі T3N1-2M0 (78,95%), що в 1,6 разів більше, ніж в групі T3N0M0. Це є закономірним відображенням збільшення метастатичного потенціалу зі збільшенням ангіогенної активності, встановлено прямий помірний кореляційний зв'язок (р=0,011, r=+0,304). В дослідженні також виявлено прямий кореляційний зв'язок між підвищенням експресії VEGF і позитивною відповіддю на ХТ (р=0,004, r=+0,346). Кількість ПР ОФО з високою ангіогенною активністю в 1,7 разів більше серед пухлин, що позитивно відповіли на ХТ, ніж негативно. Висока васкуляризація відіграє важливу роль у зв’язку з селективним внутрішньоартеріальним доступом введення препаратів при лікуванні ПР ОФО ІІІ стадії. 

Оскільки, виживаність хворих на рак різного ґенезу у більшості випадків обумовлена ступенем диференціювання пухлин, нами був зроблений порівняльний аналіз рівня ЩМС ПР ОФО різного ступеня диференціювання, шляхом визначення експресії маркеру CD34. Проведене зіставлення показало, що в ПР ОФО різного ступеню диференціювання кількість пухлин з CD34(+) статусом була майже однаковою (57,7%, 68,4%, 62,5% відповідно до зниження ступеня диференціювання) і варіабельність цього показника була статистично недостовірною (р=0,568). Але при аналізі експресії CD34 в ПР ОФО нами знайдено прямий помірний кореляційний зв'язок між високою ЩМС і метастазуванням в реґіонарні лімфатичні вузли (р=0,001, r=+0,389). Відносна кількість пухлин з CD34(+) статусом в групі T3N1-2M0 була в 2,8 разів більша ніж в групі T3N0M0 і слала 81,6% всіх ПР ОФО з метастазами. В групі хворих з негативною відповіддю на ХТ ЩМС у ПР ОФО була достовірно нижчою (р=0,029, r=–0,259), порівняно з такою у хворих, що відповіли позитивно. Що скоріше всього пов’язано з способом введення хіміотерапевтичних препаратів. До того ж значення ЩМС відрізняються в різних первинних локалізаціях, що знайшло відображення в показниках статистичної значущості зв’язку (р=0,005, r=+0,331), з найбільшою васкуляризацією ПР мигдаликів (78,6%), що співпадає з даними експресії маркеру VEGF.
Згідно отриманих даних, відносна кількість ПР ОФО з високою проліферативною активністю в 3,2 рази перевищувала ПР ОФО з ІП ≤ 30%. За точним тестом Фішера за статтю та первинною локалізацією в групах ПР ОФО з високою та низькою проліферативною активністю статистично достовірної різниці визначено не було, р=0,688 і р=0,913 відповідно. Але виявлено статистично значущий зв'язок між підвищенням експресії Кі-67 і зниженням ступеня диференціювання ПР ОФО (р=0,004, r=+0,345); визначним є стовідсоткове виявлення ІП більше 30% в усіх випадках ПР низького ступеня диференціювання. Серед помірнодиференційованих ПР ОФО відносна кількість спостережень з високим ІП була в 5,3 рази більше ніж з низьким, натомість серед високодиференційованих ПР ОФО ця різниця склала лише 1,4 рази. 

Суттєві відмінності продемонстрував аналіз рівня експресії Кі-67 в групах з метастазами і без: відносна кількість випадків ПР ОФО з високою проліферативною активністю в групі T3N1-2M0 виявилася в 1,4 рази більше ніж в групі T3N0M0, що показало помірний кореляційний зв’язок між високою проліферативною активністю ПР ОФО і наявністю регіональних метастазів в ПР ОФО (р=0,006, r=+0,326). Результати, отримані при визначені варіантів експресії Кі-67 в групах з різною відповіддю на ХТ, підтверджують, що існує статистично достовірний зв'язок між негативною відповіддю на ХТ та підвищенням ІП в ПР ОФО (р=0,012, r=+0,3).

При визначенні показників експресії р21WAF1 в ПР ОФО різного ступеня диференціювання значних відмінностей виявлено не було: відносна кількість спостережень з р21WAF1(+) статусом складала 65,4%, 55,3% і 62,5% відповідно до зниження ступеня диференціювання (р=0,641). Результати отримані при визначенні розподілу випадків ПР ОФО з р21WAF1(–) і р21WAF1(+) статусом серед чоловіків і жінок та в різних первинних локалізаціях ОФО статистично достовірної різниці не показали (р=0,804 і р=0,068 відповідно). Дослідження відносної кількості ПР ОФО з р21WAF1(+) статусом в групах з метастазами і без показало значні відмінності. В групі T3N1-2M0 кількість випадків з експресією р21WAF1 на рівні 10% та вище визначено в 1,5 рази більше порівняно з групою без метастазів. Прямий кореляційний зв'язок між підвищенням експресії р21WAF1 і виявленням метастазів в лімфатичні вузли шиї (р=0,04, r=+0,244) доказує прогностичне значення цього маркеру в діагностиці ПР ОФО. За отриманими даними розподілу ПР ОФО з р21WAF1(+) статусом в групах з різною відповіддю на ХТ з’ясовано, що відносна кількість р21WAF1(+) спостережень з негативною відповіддю в 4,2 рази більше р21WAF1(+) ПР ОФО з позитивною відповіддю і складають 93,75% своєї підгрупи. Знайдено сильний зворотній кореляційний зв'язок між р21WAF1(+) статусом і позитивною відповіддю на ХТ (р<0,001, r=–0,621). 

Одним із індикаторів злоякісного перетворення клітин епітелію шийки матки, уражених ВПЛ високого онкогенного ризику, є накопичення онкопротеїну р16INK4A, що є інгібітором циклін-залежних кіназ 4 та 6 (Запорожан В.М., Цегельский М.Р., 2002; Копнин Б.П., 2000). Схожість неопластичних процесів в епітелії шийки матки і ОФО, особливо мигдаликів, дозволило дослідникам поєднати і шляхи канцерогенезу (Wittekindt C. et al., 2005; Stenner M. et al., 2011). Під час дослідження встановлена відсутність статистично достовірної різниці в групах з позитивним і негативним p16INK4a статусом у пацієнтів різної статі (р=0,782). Також відносна кількість випадків ПР ОФО з p16INK4a>5% в підгрупах різних первинних локалізацій була досить однорідною (ПР мигдаликів 78,5%, ПР глотки 73,9%) окрім ПР коріння язику (42,9%), але, за результатами точного тесту Фішера, залежності експресії p16INK4a від первинної локалізації знайдено не було (р=0,177). Підгрупи ПР ОФО різного ступеня диференціювання суттєво відрізнялися кількістю p16ІNK4a(+) спостережень з чіткою тенденцією до збільшення експресії зі зниженням ступеня диференціювання – 57,7%, 78,9% і 100% відповідно. Тобто кількість низькодиференційованих ПР ОФО з високою експресією p16ІNK4a збільшилася в 1,3 рази відносно помірнодиференційованих ПР ОФО і в 1,7 рази порівняно з ПР ОФО високого ступеня диференціювання. Визначений помірний негативний кореляційний зв’язок між p16ІNK4a(+) статусом і зниженням ступеня диференціювання ПР ОФО (р=0,002, r=–0,365). Ці дані узгоджується з результатами Hafkamp H.C. et al., 2008. Але треба відзначити, що в підгрупах з метастазами і без та різною відповіддю на ХТ статистично достовірної різниці між експресією маркеру p16ІNK4a визначено не було (р=0,585 і р=0,440 відповідно).

При дослідженні розподілу значень експресії маркеру cyclin D1 в залежності від клініко-морфологічних характеристик ПР ОФО, щодо статі, первинної локалізації, ступеня диференціювання, наявності метастазів в лімфатичні вузли шиї та різною відповіддю на ХТ, статистично достовірної різниці між групами з cyclin D1(+) і cyclin D1(–) статусами визначено не було (р=0,558, р=0,861, р=0,273, р=0,639, р=0,158 відповідно). Що говорить про недоречність використання маркеру cyclin D1 з прогностичною та передбачу вальною ціллю для ПР ОФО. 

Таким чином, якщо відокремити за кожною клініко-морфологічною категорією групи маркерів, що показали статистично достовірну різницю в експресії, можна розділити діагностично-прогностичне ІГХ дослідження ПР ОФО на певні етапи, а для маркерів побудувати шкалу значущості в залежності від поставленої мети. 

Згідно даних, показаних на рис. 1, саме ПР коріння язику частіше перебігають із втратою β-катенін-залежної міжклітинної адгезії, порівняно з ПР стінок глотки і ПР мигдаликів, що знаходить своє відображення в ранній клітинній дисоціації і більшому ризику до місцевого пухлинного розповсюдження. Маркер CD34 в свою чергу демонструє більшу васкуляризацію ПР мигдаликів, що має позитивні наслідки для внутрішноьоартеріального доступу введення препаратів і негативні через великий ризик раннього метастазування.
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Рис. 1. Розподіл значень експресії маркерів в ПР ОФО різних первинних локалізацій, що показали статистично достовірну різницю між підгрупами.

Одним із важливих критеріїв при рутинному морфологічному дослідженні є ступінь диференціювання пухлин. Дані, представлені на рис. 2, чітко демонструють, що для встановлення ступеня диференціювання ПР ОФО підходять маркери p16ІNK4a, Кі-67 і β-катенін з високою вірогідністю (р<0,01), що узгоджується з даними багатьох авторів.
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Рис. 2. Розподіл значень експресії маркерів в ПР ОФО різного ступеня диференціювання, що показали статистично достовірну різницю між підгрупами.
Для групи спостережень ПР ОФО з наявністю метастазів в лімфатичні вузли шиї були характерними зниження або відсутність експресії маркерів міжклітинної адгезії Е-кадгерину та β-катеніну, висока ЩМС, надмірна проліферативна активність, надекспресія маркерів VEGF, ММР-9 і онкопротеїну р21WAF1 (рис. 3). 
Приймаючи до уваги значення показників чутливості, специфічності, ППЧ, НПЧ та оцінки ймовірності 
[image: image3.wmf]P

, для прогнозування процесів метастатичного ураження лімфатичних вузлів шиї при ПР ОФО в якості основних маркерів рекомендується використовувати Е-кадгерин (р<0,0001), CD34, β-катенін і Кі-67 (р<0,001), а в якості додаткових – VEGF, ММР-9, р21WAF1 (р<0,05).

Е-кадгерин(–) статус має серед усіх зазначених маркерів найкращий баланс між чутливістю, специфічністю, НПЧ і ППЧ; всі ці показники, в середньому, вище ніж у інших маркерів, тому можна говорити про універсальність Е-кадгерину і доречність самостійного його використання. Маркер CD34 має однакову з маркером Е-кадгерин чутливість на рівні 81,6%, але нижчі значення НПЧ, ППЧ і значно нижчі показники специфічності. β-катенін, навпаки, більш специфічний, але і менш чутливий маркер, ніж Е-кадгерин. Кі-67 показав дуже високі значення чутливості (89,5%) на рівні скринінгового методу, але його низька специфічність (38,2%) потребує додавання в панель ІГХ дослідження після виявлення групи ризику більш специфічного маркеру для виключення помилково позитивних результатів, наприклад β-катеніну (специфічність 76,5%). Це стосується і додаткових маркерів VEGF, ММР-9, р21WAF1, що мають згідно рис. 3 достатні показники чутливості, але дуже низьку специфічність. 
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Рис. 3. Чутливість, специфічність, ППЧ та НПЧ використання маркерів, що показали статистично достовірну різницю між підгрупами ПР ОФО з метастазами та без, для прогнозу метастазування в реґіонарні лімфатичні вузли. 

Згідно результатів дослідження для передбачення відповіді ПР ОФО на ХТ за схемою PBMF, в першу чергу необхідно використовувати онкосупресор р21WAF1 (р<0,0001), що серед усіх показових маркерів має найвищі показники чутливості та НПЧ і досить непогану чутливість (рис. 4).
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Рис. 4. Чутливість, специфічність, ППЧ та НПЧ використання маркерів, що показали статистично достовірну різницю між підгрупами ПР ОФО з різною відповіддю на ХТ, для передбачення хіміорезистентності.

Для з’ясування можливої ефективності таргетної терапії ми вважаємо за доцільне в якості основних використання маркерів ангіогенної активності VEGF і стромальної інвазії ММР-9 (р<0,001), враховуючи існування гуманізованого моноклонального антитіла до VEGF – «Бевацизумаб» і інгібіторів матриксних металопротеїназ «Маристомат», «Батистомат», які в якості монотерапії, або в комбінації з ХТ приводять до зниження ангіогенезу або втрати інвазивних здібностей, як це повідомлено в публікаціях Аничкова Н.М., 2006; Носова Д.А., 2004; Faratzis G. et al., 2009. До того ж VEGF має достатній рівень специфічності (80%), щоб перевірити за другим кроком більш чутливі, але менш специфічні маркери ММР-9 та Кі-67. 

По відношенню до інших передбачувальних маркерів, які показали рівень статистичної значущості зв’язку на рівні р<0,05, а саме Е-кадгерин, CD34, ММР-1 і мають значно нижчі показники специфічності, ППЧ, НПЧ і чутливості, використання їх доцільне в якості додаткових.

Таким чином, результати проведених досліджень дозволили вдосконалити прогностичні критерії метастазування в лімфатичні вузли шиї і передбачувальні щодо відповіді на ХТ в діагностиці ПР ОФО. Отримані відмінності в експресії імуногістохімічних маркерів ПР ОФО можуть використовуватись для уточнення ступеня диференціювання пухлини (p16INK4a, Кі-67, β-катенін), виділення груп пацієнтів з високою вірогідністю розвитку метастазів (Е-кадгерин, CD34, β-катенін, Кі-67, ММР-9, VEGF, р21WAF1), передбачення можливого ефекту від хіміотерапії (р21WAF1, VEGF, ММР-9, Кі-67, Е-кадгерин, CD34, ММР-1), та, використовуючи дані ІГХ дослідження, планувати наступні діагностичні та лікувальні заходи.
ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі подано нове вирішення наукового завдання, яке полягає у встановленні взаємозв’язків між клініко-морфологічними характеристиками плоскоклітинних раків орофарінгеальної області і рівнями експресії імуногістохімічних маркерів, вдосконаленні критеріїв прогнозування метастатичного процесу в лімфатичні вузли шиї та передбачення відповіді на хіміотерапію. 
1. Під час аналізу експресії маркерів адгезії Е-кадгерину та β-катеніну було встановлено, що зі зниженням ступеня диференціювання в плоско клітинних раках орофарінгеальної області відбувається підвищення відносної кількості випадків із втрачанням міжклітинної адгезії Е-кадгерину та β-катеніну, але статистично достовірний зв’язок знайдено було лише для β-катеніну (p=0,004, r=+0,34). Відповідно до визначених тенденцій, ймовірність виникнення метастазів в регіонарні лімфатичні вузли зростає прямо пропорційно зменшенню експресії обох маркерів, для Е-кадгерину (р<0,001, r=+0,471), для β-катеніну (p=0,02 r=+0,373). Виявлений зв'язок між експресією β-катеніну та первинною локалізацією (р=0,004, r=+0,34), що показує більшу метастатичну активність ПР коріння язику порівняно плоско клітинних раках мигдаликів і стінок глотки. Надекспресія Е-кадгерину та падіння відносної кількості випадків зі збереженням «типової» моделі його мембранної експресії є достовірним передбачувальним показником (р=0,019, r=+0,279) негативної відповіді плоскоклітиниих раках на хіміотерапію, на відміну від маркеру β-катеніну (p=0,561). 

2. При дослідженні експресії матриксних металопротеїназ, для інтерстиціальної колагенази І (ММР-1) виявлений тільки зворотній зв'язок між підвищенням протеолітичної активності і позитивною відповіддю на хіміотерапію (р=0,023, r=–0,238), а для ММР-9 встановлено прямий зв'язок підвищення експресії ММР-9 з наявністю метастазів в лімфатичні вузли шиї (р=0,035, r=+0,25) і зворотній помірний зв'язок з позитивною відповіддю на хіміотерапію (р=0,006, r=–0,328). 

3. Індекс проліферації в плоско клітинних раках орофарінгеальної області коливався від 14 до 86% і, в середньому, склав 47,9(3,24%. Визначені статистично значущі зв'язки між підвищенням експресії Кі-67 і зниженням ступеня диференціювання ПР ОФО (р=0,004, r=+0,345), виявленням регіональних метастазів (р=0,006, r=+0,326) та негативною відповіддю на ХТ (р=0,012, r=+0,3), що вказує на переконливе прогностично-передбачувальне значення Кі-67 в діагностиці плоскоклітинного рака орофарінгеальної області.
4. VEGF(+) статус був визначений в 65,3% випадків (2-4 категорія інтенсивності цитоплазматичного забарвлення). Виявлено прямі кореляційні зв'язки між підвищенням експресії VEGF і регіональним метастазуванням (р=0,011, r=+0,304) та позитивною відповіддю на хічіотерапію (р=0,004, r=+0,346) у зв’язку з селективним внутрішньоартеріальним доступом введення препаратів. При аналізі експресії маркеру CD34 в ПР ОФО з’ясувалося, що показники щільності мікросудин відрізняються в різних первинних локалізаціях (найбільша васкуляризація виявлена в плоско клітинних раках мигдаликів), що знайшло відображення в показниках статистичної значущості зв’язку (р=0,005, r=+0,331), також знайдено прямий кореляційний зв'язок між високою щільністю мікросудин і метастазуванням в реґіонарні лімфатичні вузли (р=0,001, r=+0,389). У групі хворих, з негативною відповіддю на ХТ, ЩМС у ПР ОФО була достовірно значно нижчою (р=0,029, r=–0,259), порівняно з такою у хворих, що відповіли позитивно. 
5. Позитивний статус з маркером сyclin D1 знайдений в 50% плоскоклітинних раків орофарінгеальної області, в діапазоні від 41 до 78%, що, в середньому, складало 53,2±2,13%. Але статистично достовірного зв’язку між підвищенням експресії сyclin D1 і клініко-морфологічними характеристиками ПР ОФО в досліджені виявлено не було (p>0,05). 

6. Змішана ядерно-цитоплазматична експресія онкопротеіну p16INK4a більше 5% пухлинних клітин спостерігалася в 73,6% плоскоклітинних раків орофарінгеальної області. Визначений статистично достовірний зв’язок між p16INK4a(+) статусом і зниженням ступеня диференціювання (р=0,002, r=–0,365). Відносно інших клініко-морфологічних характеристик ПР ОФО і маркеру p16INK4a статистично достовірних зв’язків знайдено не було (p>0,05).

7. Позитивний р21WAF1 статус був визначений в 59,7% плоскоклітинних раків орофарінгеальної області і, в середньому, склав 67,8(1,34%. Маркер р21WAF1 мав прогностичне значення щодо реґіонарного метастазування (р=0,04, r=+0,244) і передбачувальне щодо ймовірної чутливості до хіміотерапії (р<0,001, r=–0,621) – сильний зворотній кореляційний зв'язок. 

8. Для вірогідного прогнозу метастазування в лімфатичні вузли шиї були виділені основні маркери Е-кадгерин (р<0,001), CD34, β-катенін, Кі-67 (р<0,01), додаткові ММР-9, VEGF, р21WAF1 (p<0,05) та непоказові сyclin D1, p16INK4a, ММР-1 (p>0,05); для прогнозу ймовірної відповіді на хіміотерапію – основні р21WAF1 (р<0,001), VEGF, ММР-9 (р<0,01), додаткові Кі-67, Е-кадгерин, CD34, ММР-1 (p<0,05) та непоказові сyclin D1, p16INK4a (p>0,05).

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. При виявленні ПР ОФО необхідно проводити додаткове ІГХ дослідження з прогностичною та передбачувальною метою для вибору доцільної схеми лікування. 

2. Для прогнозування можливого розвитку метастазів в лімфатичні вузли шиї при ПР ОФО рекомендується використовувати, в якості основних критеріїв, негативний статус маркеру міжклітинної адгезії Е-кадгерину(–) (р<0,001, чутливість 81,6%, специфічність 64,7%), надекспресію маркеру CD34 (р<0,01, чутливість 81.6%, специфічність 55,9), негативний статус β-катеніну(–) (р<0,01, специфічність 76,5%, чутливість 60,5%), ІП більше 30% (р<0,01, чутливість 89,5%, специфічність 38,2%), в якості додаткових – надекспресію маркеру тканинної інвазії ММР-9, фактору росту ендотелію VEGF або онкопротеїну р21WAF1 (p<0,05) з обов’язковим додаванням більш специфічних маркерів. 

3. Для передбачення можливої ефективності селективної внутрішньоартеріальної поліхіміотерапії за схемою PBMF (цисплатин 50 мг, метотрексат 50 мг, блеоцин 30 мг і фторурацил 500 мг) при лікуванні ПР ОФО доцільно використовувати, в якості основних критеріїв, надекспресію онкопротеіну р21WAF1 (р<0,001, чутливість 93,8%, специфічність 67,5%), фактору росту ендотелію VEGF (р<0,01, специфічність 80%, чутливість 53,1%) та маркеру тканинної інвазії ММР-9 (р<0,01, чутливість 87,5, специфічність 42,5%), в якості додаткових – рівень експресії Кі-67 вище 30% або зниження/відсутність експресії Е-кадгерину (p<0,05) в комплексі з більш специфічним маркером; підвищення експресії ММР-1 або надекспресію маркеру CD34 (p<0,05) в якості другої ланки доповнення більш чутливих маркерів.
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Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.02 – патологічна анатомія. – Запорізький державний медичний університет, Запоріжжя, 2012.

Дисертація присвячена вивченню прогностичного та передбачувального значення імуногістохімічних маркерів в ПР ОФО та встановленню основних та додаткових критеріїв для визначення особливостей клінічного перебігу. Вперше були уточнені імунофенотипи ПР ОФО, що мають високий ризик метастазування в регіональні лімфатичні вузли шиї та низьку чутливість до хіміотерапії. Статистично підтверджено, що при виявленні ПР ОФО з високим ризиком метастазування в регіональні лімфатичні вузли шиї, з прогностичною метою, як основні, треба використовувати маркери Е-кадгерин (р<0,001), CD34, (-катенін, Кі-67 (р<0,01), як додаткові, ММР-9, VEGF, р21WAF1 (р<0,05). При виявленні ПР ОФО з низькою чутливістю до хіміотерапії в першу чергу з передбачувальною метою треба використовувати як основні маркери р21WAF1 (р<0,001), VEGF, ММР-9 (р<0,01), як додаткові Кі-67, Е-кадгерин, CD34, ММР-1 (р<0,05). Встановлені кореляційні зв’язки між клініко-морфологічними особливостями ПР ОФО та показниками експресії вищезазначених маркерів. Розраховані чутливість, специфічність, НПЧ і ППЧ щодо використання показових маркерів з прогностичною та передбачувальною метою в діагностиці ПР ОФО.
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АННОТАЦИЯ

Пославская А. В. Плоскоклеточные раки орофарингеальной области: особенности иммунофенотипа и инвазии. – На правах рукописи.
Диссертация на соискание научной степени кандидата медицинских наук по специальности 14.03.02 – патологическая анатомия. – Запорожский государственный медицинский университет, Запорожье, 2012.

Диссертация посвящена изучению прогностического и предсказательного значения иммуногистохимических маркеров в плоскоклеточных раках орофарингеальной области ПР ОФО и установлению основных и дополнительных критериев для определения особенностей клинического течения. Впервые были уточнены иммунофенотипы ПР ОФО, имеющие высокий риск метастазирования в регионарные лимфатические узлы шеи и низкую чувствительность к химиотерапии. Установлены корреляционные связи между клинико-морфологическими особенностями ПР ОФО и показателями экспрессии вышеуказанных маркеров. Рассчитаны чувствительность, специфичность, НПЧ и ППЧ для показательных маркеров с прогностической и предсказательной целью в диагностике ПР ОФО. 

Принимая во внимание значения показателей чувствительности, специфичности, ППЧ, НПЧ та оценки вероятности р мы рекомендуем для прогноза процессов метастатического поражения лимфатических узлов шеи при ПР ОФО в качестве основных маркеров использовать Е-кадгерин (р<0,0001), CD34, β-катенин и Кі-67 (р<0,001), а в качестве дополнительных – VEGF, ММР-9, р21WAF1 (р<0,05). Е-кадгерин(–) статус среди всех показательных маркеров имеет наилучший баланс между чувствительностью, специфичностью, НПЧ и ППЧ, поэтому можно говорить про универсальность и самодостаточность Е-кадгерина для прогноза регионарного метастазирования. 

Согласно результатам нашего исследования, в качестве основных маркеров для предсказания ответа ПР ОФО на ХТ по схеме PBMF, включающий в себя цисплатин 50 мг, метотрексат 50 мг, блеоцин 30 мг и фторурацил 500 мг, в первую очередь необходимо использовать онкосупресор р21WAF1 (р<0,0001), что среди всех показательных маркеров имеет самые высокие показатели чувствительности и НПЧ и довольно неплохую чувствительность.

Для выяснения возможной эффективности таргетной терапии мы считаем целесообразным в качестве основных использование маркеров ангиогенной активности VEGF и стромальной инвазии ММР-9 (р<0,001), учитывая существование гуманизированых моноклональных антител к VEGF – «Бевацизумаб» и ингибиторов матриксных металлопротеиназ «Маристомат», «Батистомат», которые в качестве монотерапии или в комбинации с химиотерапией приводят к снижению активности ангиогенеза или потери инвазивных свойств. К тому же VEGF имеет достаточный уровень специфичности (80%), чтобы проверить на втором этапе более чувствительные, но менее специфичные маркеры ММР-9 и Кі-67.

Ключевые слова: плоскоклеточный рак орофарингеальной области, иммуноморфология, прогностические и предсказательные критерии.

SUMMARY

Poslavska O. V. Squamous cell carcinomas of the oropharynx: features of immunophenotype and invasion. – As manuscript.
The thesis for a scientific degree of Candidate of Medical Sciences in speciality 14.03.02 – pathologic anatomy. – Zaporizhzhian State Medical University, Zaporizhzhya, 2012.

The thesis is devoted to the study of the prognostic and predictive value of immunohistochemical markers in squamous cancers of the oropharynx and to the definition of main and additional criteria for determining the clinical course. Immunophenotype of squamous cell carcinoma of the oropharynx with a high risk of metastasis in regional lymph nodes in the neck and low sensitivity to chemotherapy, are first refined. Statistically confirmed that for detection of squamous cell carcinoma of the oropharynx with a high risk of metastasis in regional lymph nodes in the neck, with a forecasting aim it is necessary to use as main markers E-cadherin (р<0,001), CD34, (-catenin, Ki-67 (р<0,01) as additional ММP-9, VEGF, р21WAF1 (р<0,05). For identifying squamous cell carcinoma of the oropharynx with low sensitivity to chemotherapy with predictive purpose should be used as the main markers р21WAF1 (р<0,001), VEGF, ММР-9 (р<0,01) as additional Кі-67, E-cadherin, CD34, ММP-1 (р<0,05). Correlation between clinical and morphological features of squamous cell carcinoma of the oropharynx and rates of markers expression, are determined. Sensitivity, specificity, positive predictive number and negative predictive number on the use of prognostic and predictive markers for the diagnosis of squamous cell carcinoma of the oropharynx are calculated.
Key words: squamous cell carcinoma of the oropharynx, immunomorphology, prognostic and predictive criteria.

ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

ВПЛ

– вірус папіломи людини

ДГТ

– дистанційна гама-променева терапія

ІГХ

– імуногістохімія/імуногістохімічний

ІП

– індекс проліферації

ММР

– матриксні металопротеїнази

НПЧ

– негативне передбачувальне число

ОФО

– орофарінгеальна область

ППЧ

– позитивне передбачувальне число

ПР

– плоскоклітинний рак

ХТ

– хіміотерапія

ЩМС
– щільність мікросудин

PBMF
– схема лікування включає цисплатин 50 мг, метотрексат 50 мг, блеоцин 30 мг, фторурацил 500 мг

VEGF
– фактор росту ендотелію судин
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