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ВАЖЛИВІСТЬ ВИЗНАЧЕННЯ БІОМОЛЕКУЛЯРНИХ МАРКЕРІВ У ПАТОГЕНЕЗІ РОЗВИТКУ ГІПЕРПЛАСТИЧНИХ ПРОЦЕСІВ ЕНДОМЕТРІЯ У ПЕРИМЕНОПАУЗАЛЬНОМУ ПЕРІОДІ.
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Мета дослідження: вивчити біомолекулярні маркери при гіперплазії ендометрія (ГПЕ) у жінок в періоді перименопаузи і відповідність ступеня їх активності морфологічним змінам слизової оболонки матки. 
Матеріал і методи дослідження: Досліджені  70 жінок з ГПЕ, що склали основну групу, з яких у 38 (54,5%) хворих виявлені морфологічні ознаки простої форми типової гіперплазії ендометрія (ПГЕ), у 32 (45,5%) - складної гіперплазії (СГЕ). 20 жінок склали контрольну групу. У 50 пацієнток з різними типами ГПЕ були проведені імуногістохімічні дослідження з визначенням маркера апоптозу - білка p53, маркерів проліферативної активності - протеїну Ki-67, білка p27 і рецепторів стероїдних гормонів - естрогену і прогестерону. 

Результати та їх обговорення. Показники експресії проонкогеного білка Ki 67 свідчить про високу проліферативну активність клітин ендометрію у жінок 2 групи із СГЕ  (р <0,05), в той час, як при ПГЕ цей показник був значно меншим та практично не відрізнявся від контрольної групи. Експресія антіонкогенів білка р53 в залозах і клітинах строми при СГЕ була значно нижче показників в біоптатах ендометрію у пацієнток з ПГЕ. Аналіз змісту білків, що регулюють клітинний цикл, вказує на зниження  змісту інгібітору циклу р27.  При ГПЕ відбувалося достовірне підвищення маркера проліферації Ki67: при ПГЕ з 4,3% до 9,2 %  (клітини епітелія), при СГЕ в біоптатах ендометрію з 11,1% до 23,4%, а також зниження маркера апоптозу р53 з 10,7% до 4,3 % та з 13,4%  до 5,8%  відповідно (р <0,05). Також спостерігалась різна імуногістохімічна реакція естрогенових та прогестеронових рецепторів в залежності від типу ГПЕ. Був запропонований алгоритм обстеження пацієнток з гіперпластічними процесами в перименопаузі, в основі якого лежить верифікація морфологічного діагнозу з використанням імуногістохімічних критеріїв. 

Висновки. Диференційований підхід до діагностики ГПЕ, заснований на імуногістохімічному визначенні біомолекулярних маркерів (Ki67, р27, р53), що дозволяє не тільки прогнозувати течію гіперпластичного процесу, а й оцінити ефективність проведеного лікування.
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Вступ. Гіперпластичні процеси ендометрія (ГПЕ) представляють одну з важливих проблем гінекології так як є фоном для розвитку злоякісного процесу слизової оболонки тіла матки. Патогенез деяких типів гіперплазії до теперішнього часу залишається невідомим та служить приводом для дискусій [1]. Провідна роль в даній патології належить підвищеної естрогенної стимуляції в поєднанні з недостатністю прогестеронового впливу. Через естрогенові рецептори в ендометрії відбувається стимуляція проліферативних процесів, що обумовлює розвиток ГПЕ [3]. Відомо, що зростання, розмноження і функціонування залозистого епітелію регулюються фібробластами строми через продукти їх специфічної секреції, до яких належать колаген, еластин, протеоглікани і глікопрогеіни [4]. Вони є структурними білками екстрацелюлярного матриксу, який грає ключову роль в фізіології клітини. Різноманіття патофізіологічних механізмів, що лежать в основі формування ГПЕ, пов'язані з фазами менструального циклу, які в залежності від гормонального фону змінюють його структуру [5].  Своєчасна діагностика і правильний вибір терапії ГПЕ є основними факторами зниження захворюваності на рак ендометрію [6]. Тому, загальновизнаною є гормонотерапія, ефективність якої в значній мірі залежить від виду ГПЕ [7]. У зв'язку з цим, перспективним напрямком зниження частоти гіпер- і неопластичних процесів ендометрію є подальше вивчення патогенетичних і молекулярно-генетичних механізмів розвитку цього захворювання [8].
Мета дослідження: вивчити біомолекулярні маркери при ГПЕ у жінок в періоді перименопаузи і відповідність ступеня їх активності морфологічним змінам ендометрія. 
Матеріал і методи дослідження: Дослідження проведено у 70 жінок з ГПЕ у віці від 48 до 55 років, що склали основну групу. До контрольної групи увійшли 20 жінок того ж віку, що надійшли в клініку для вишкрібання порожнини матки в зв'язку з кровотечею, але без гіперплазії ендометрія. Під час гістологічного дослідження зіскрібків з порожнини матки пацієнток основної групи у 38 (54,5%) хворих виявлені морфологічні ознаки простої форми типової гіперплазії ендометрія (ПГЕ), у 32 (45,5%) - складної гіперплазії (СГЕ). На підставі гістологічного висновку і фази менструального циклу, пацієнтки основної групи були розділені на дві групи, кожна з яких складалася з двох підгруп - А і В: підгрупа А - стан ендометрія в фазу проліферації, В - в фазу секреції. Кількість жінок в підгрупах були розподілені наступним чином: ПГЕ - I-А - 22 (57,9%) і І-В -16 (42,1%), СГЕ - II-А 19 (59,4%) і ІІ- B - 13 (40,6%). При морфологічному дослідженні слизової оболонки матки жінок контрольної групи в 18 (93,3%) випадках виявлено ендометрій фази проліферації, а в 2 (6,7%) - фази секреції. Від кожної обстеженої пацієнтки було отримано інформовану згоду на проведення дослідження і лікування. Тактика ведення пацієнток з ГПЕ детермінована наказом МОЗ України від 31.12.2004 р № 676 "Про затвердження клінічніх протоколів Із акушерської та гінекологічної допомоги", згідно з яким лікування ГЕ включає І етап - видалення зміненого ендометрія з наступним морфологічним дослідженням. Також враховується симптоматика, вік, супутня гінекологічна патологія, наявність репродуктивних планів, можливість оперативної або консервативної терапії.
Всім жінкам було проведено загальноклінічне та гінекологічне обстеження, ультрасонографія органів малого таза. В результаті проведеного дослідження виявилося, що за даними УЗД малого таза ні в жодної з обстежених жінок не було даних за патологію яєчників. Середнє  М-ехо у пацієнток з ГПЕ склала 12,7 ± 2,1 мм, а в контрольної групі - 5,7 ± 1,4 мм (p <0,05).
Всім пацієнткам проводилося оперативне лікування в обсязі: гістероскопія і фракційне вишкрібання слизової матки з наступним гістологічним  дослідженням зіскрібків.  Крім цього, у 50 пацієнток з різними типами ГПЕ нами були проведені імуногістохімічне дослідження з визначенням маркера апоптозу - білка p53, маркерів проліферативної активності - протеїну Ki-67, білка p27 і рецепторів стероїдних гормонів - естрогену і прогестерону. 
Результати й обговорення. Клініко-статистична характеристика пацієнток основної групи, що були досліджені, підтверджує високу частоту гінекологічної та соматичної захворюваності. Незважаючи на те, що захворювання органів репродуктивної системи були виявлені більш ніж у половини всіх обстежених жінок основної групи, хворі 2 групи зі СГЕ достовірно частіше (у 4,5 рази) страждали захворюваннями молочної залози, ніж пацієнтки  1 групи зі ПГЕ. 
Імуногістохімічні дослідження були проведені у 28 пацієнток 1 групи (1А – 16 та 1Б -12), 22 пацієнток 2 групи (2-А- 12 та 2-Б -10) та у 12 пацієнток контрольної групи. Після проведення комплексу імуногістохімічних досліджень ми прийшли до висновку, що у пацієнток 1 А групи експресія рецепторів до естрогенів була значно вищою, ніж у контрольної групи (рис.1), а до прогестерону  була помірно виражена  і майже не відрізнялась від контрольної групи (рис.2). 
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Рис.1. Виразна експресія естроген-            Рис.2. Помірна   експресія  рецепторів.                                                прогестерон-рецепторів

У хворих на ПГЄ 1 Б групи експресія рецепторів на естрогени та прогестерон була значно нижчою (р<0,05), ніж у контрольної групи пацієнток, що передбачає низьку ефективність гормональної терапії у цієї категорії хворих. 

У хворих 2 А та 2 Б груп,  зі СГЄ, навпаки, експресія рецепторів до естрогенів та прогестерону була слабкою як у  стромі, так  і в  эпітелії залоз. Особливо слабка експресія в ендометрії і повна відсутність альфа-естроген-рецепторів в стромі була у жінок 2Б групі  на 21-23 дні менструального циклу (рис.3).
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Рис. 3. Слабка експресія прогестеронових рецепторів.
Аналіз результатів дослідження експресії проонкогеного білка Ki 67 свідчить про високу проліферативну активність клітин ендометрію у жінок 2 групи зі СГЕ  (р <0,05), в той час, як при ПГЕ цей показник був значно меншим та практично не відрізнявся від контрольної групи. Експресія антіонкогенів білка р53 в залозах і клітинах строми при СГЕ була значно нижче показників в біоптатах ендометрію у пацієнток з ПГЕ. Аналіз змісту білків, що регулюють клітинний цикл, вказує на зниження  змісту інгібітору циклу р27.  При ПГЕ відбувалося достовірне підвищення маркера проліферації Ki67 з 4,3% до 9,2 %  (клітини епітелія), при СГЕ в біоптатах ендометрію з 11,1% до 23,4%, а також зниженням маркера апоптозу р53 з 10,7% до 4,3 % та з 13,4%  до 5,8%  відповідно (р <0,05) . 

Проведені імуногістохімічні дослідження поглибили наші уявлення про патогенез ГПЕ, зокрема, була встановлена ​​низька експресія рецептораторів до стероїдних гормонів, висока експресія до проонкогених і низька експресія до антионкогених білків у пацієнток з СГЕ. Ці дані підтверджують високий ризик розвитку онкологічної трансформації ендометрія при СГЕ і недоцільність проведення гормональної терапії у цій категорії хворих.
Виявлені імуногістохімічні маркери розвитку ГПЕ дозволяють про-прогнозувати розвиток неопластичних змін і обумовлюють необхідність проведення даного дослідження.
Нами був запропонований алгоритм обстеження пацієнток з гіперпластічними процесами в перименопаузі, в основі якого лежить верифікація морфологічного діагнозу з використанням імуногістохімічних критеріїв: наявність / відсутність експресії до рецепторів стероїдних гормонів, білків Кi 67, р 53 та р 27. З нашої точки зору, крім загальновизнаних класичних патогенетичних детермінант розвитку ГПЕ, однією з основних причин можна впевнено вважати переважання процесів проліферації над апоптозом на тлі зміненого рецепторного статусу ендометрія, особливо у жінок з СГЕ.

Спроба комплексно впливати на зазначені патофізіологічні механізми, на наш погляд, дозволила суттєво підвищити ефективність лікування ГПЕ, знизити ризик рецидиву і прогресування процесу. 

Висновки. Таким чином, можливими молекулярними і клітинними патогенетичними детермінантами ПГЕ можуть бути фактори проліферації і апоптозу, що підтверджується достовірним підвищенням маркера проліферації Ki67 з 4,3% до 9,2% / (клітини епітелія), при СГЕ в біоптатах ендометрію з 11,1% до 23,4%, а також зниженням маркера апоптозу р53 з 10,7% до 4,3 % та з 13,4%  до 5,8%  відповідно. 

Диференційований підхід до діагностики ГПЕ, заснований на імуногістохімічному визначенні біомолекулярних маркерів (Ki67, р27, р53), що дозволяє не тільки прогнозувати течію гіперпластичного процесу, а й оцінити ефективність проведеного лікування. Можлива роль регуляторів клітинного циклу в патогенезі ГПЕ підтверджується достовірним зниженням (в 1,3 - 4,3 рази) білка інгібітору клітинного циклу р27 в біоптатах пацієнток зі СГЕ. Розроблений комплекс клініко-лабораторних досліджень (включаючи імуногістохімічене дослідження) і лікувально-оздоровчих заходів дозволяє виділити групи ризику рецидування гіперпластичних процесів і можливої малігнізації ендометрію і своєчасно призначити пацієнткам періменопаузального віку хірургічне лікування.
Перспективи подальших досліджень полягають у розробці диференційованого підходу до терапії різних форм ГПЕ в залежності від визначення біомолекулярних маркерів патологічного процесу.
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