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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

ВДНЗУ «УМСА» – Вищий державний навчальний заклад України «Українська медична стоматологічна академія»

ВПРЛ – високодиференційований плоскоклітинний рак легені
ІГХ – імуногістохімія

ІП – індекс проліферації
НДКРЛ – недрібноклітинний рак легені
ПРЛ – плоскоклітинний рак легені

РЛ – рак легень

CK HMW – цитокератин високої молекулярної маси 
mt р53 – мутантний тип р53
r – коефіцієнт кореляції
ВСТУП

Актуальність проблеми. 
Рак легені довгий час залишається актуальною медико-соціальною проблемою не лише онкології, а й патоморфології. В структурі смертності населення рак легені посідає провідне місце завдяки постійному приросту захворюваності. Так, у 2009 році у світі зареєстровано більше 1,3 млн. хворих на рак легені, що склало 12% від усіх випадків злоякісних новоутворень [50]. В Україні в структурі контингенту хворих, які перебували на обліку в кінці 2014 року, найбільшу питому вагу склали хворі саме на злоякісні пухлини легені (7,5% - у чоловіків і 1,4% - у жінок) та зареєстровано більше 16 тис. випадків. В Полтавській області загальна кількість зареєстрованих хворих з пухлиною даної локалізації в 2014 році сягала 565 чоловік, що становить значний відсоток у порівнянні, наприклад, з Тернопільською (351 випадків), Закарпатською (283 випадків), Волинською (198 випадків) областями [39].

Дослідження захворюваності на рак легені за статевою приналежністю виявило, що частіше хворіють чоловіки. Співвідношення чоловіків та жінок коливається від 5:1 до 10:1 [39; 59].

Найвища захворюваність і смертність людей у зв'язку з раком легені в економічно розвинених країнах припадає на вікову групу від 40 до 69 років. Такими статистичними показниками можна пояснити той факт, що в Європі, де висока питома вага людей старше 65 років (14%), захворюваність і смертність на рак легені набагато вище, ніж в Африці, де люди віком від 65 років становлять лише 3% населення [251]. В Полтавському регіоні захворюваність та смертність, так як і в Європі, припадає на віковий період 40-69 років [14].

Летальність від раку легені займає перше місце в структурі смертності від злоякісних пухлину у чоловіків. За результатами дослідження Stellman S.D. та співавт., із числа чоловіків та жінок, які захворіли на злоякісні новоутворення, від раку легені помирає кожен третій чоловік і кожна шоста жінка [237]. Необхідно зазначити, щорічно у світі від раку легені помирає 1,2 млн. чоловік (18% всіх смертей від раку та 2,2% загальної смертності) [251]. В Україні в 2014 році зареєстровано 10518 смертей від раку легені [14]. До року з дня встановлення діагнозу помирає більше 55% хворих, що пов’язано з пізньою діагностикою (2/3 хворих на момент постановки діагнозу мають регіонарні чи віддаленні метастази) [221].

Ріст захворюваності на рак легені у курців, переважно чоловіків, відбувається, в основному, завдяки плоскоклітинному типу раку, що становить значну кількість (20-45% випадків у різних країнах) злоякісних пухлин легені [138; 254]. Морфогенез цього гістогенетичного типу пухлин має чіткий взаємозв’язок з дією канцерогенів зовнішнього середовища, які викликають пошкодження генетичного матеріалу клітини. Як відомо, внаслідок патогенного впливу на геном клітин, з виникненням мутацій, втрачаються функції онкосупресорів та протоонкогенів. Це приводить до змін проліферативної активності, втрати здатності до диференціювання та індукції апоптозу з формуванням клону атипових клітин.
Дана проблеми має важливе значення у зв'язку зі збільшенням частоти захворюваності раком легені у віці 20-45 років. Відносно низький рівень цього захворювання у осіб молодого віку нерідко приводить до його пізнього розпізнавання і помилок у діагностиці. Насамперед, першопричиною даного твердження напевно є вікові біологічні відмінності, клінічні, морфологічні та інші особливості протікання раку легені у пацієнтів молодого віку порівняно з літніми людьми [111; 137].
Таким чином, удосконалення існуючих та впровадження нових ефективних заходів профілактики, діагностики та лікування онкологічних захворювань у людей – це важливе завдання сучасних наукових досліджень в галузі біології та онкомедицини.

На сучасному етапі дані гістоморфології плоскоклітинного раку легені (ПРЛ) розрізнені, особливо плоскоклітинного раку легені з ороговінням, що розглядається як високодиференційоване злоякісне новоутворення. Патоморфологічні аспекти гістогенезу даного типу раку вивчені не досконало та потребують детального дослідження, що сприятиме удосконаленню діагностики, лікування, профілактики та прогнозування.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота «Патоморфологічні особливості високо-диференційованого плоскоклітинного раку легень» виконана на кафедрі патологічної анатомії з секційним курсом Вищого державного навчального закладу України «Українська медична стоматологічна академія» (ВДНЗУ «УМСА») в рамках планової науково-дослідної роботи «Клініко-функціональні та морфологічні особливості перебігу захворювань респіраторної системи (туберкульозу, саркоїдозу, дисемінованих процесів та ХНЗЛ) на різних етапах лікування, реабілітації та профілактики», номер держреєстрації: 0110U008151. Тема дисертації затверджена на засіданнях Ради медичного факультету №1 ВДНЗУ «УМСА» (протокол № 1 від 24.09.2014) та проблемної комісії МОЗ та НАМН України «Патологічна анатомія. Судова медицина» (протокол № 29 від 17.09.2014).
Мета і завдання дослідження. 
Мета дослідження – оптимізація патоморфологічної діагностики і обгрунтування прогностичних критеріїв шляхом визначення взаємозв’язку між гістоструктурними особливостями плоскоклітинного раку легені з ороговінням і експресією молекулярно-біологічних маркерів проліферації, апоптозу, диференціації та адгезії.

Для досягнення вказаної мети були поставлені наступні задачі дослідження:

1. Вивчити на післяопераційному матеріалі особливості клініко-морфологічних форм росту та гістологічні особливості високодиференційованого плоскоклітинного раку легень центральної та периферійної локалізації.

2. З’ясувати гістохімічні та гістотопографічні особливості високодиференційованого плоскоклітинного раку легень центральної та периферичної локалізації.

3. Дослідити каріометричні, морфометричні показники та мітотичний режим ракових комплексів при високодиференційованому плоскоклітинному раку легень, визначити їх значення в морфогенезі «ракових перлин».
4. Вивчити показники експресії імуногістохімічних маркерів проліферації, апоптозу, кератинізації та клітинної адгезії при високодиференційованому плоскоклітинному раку легень.
5. Обґрунтувати зв’язок імуногістохімічних показників експресії молекулярно-генетичних маркерів проліферації, апоптозу, кератинізації та клітинної адгезії з гістологічними, гістохімічними та морфометричними особливостями високодиференційованого плоскоклітинного раку легень та їх прогностичне значення.
Об’єкт дослідження – плоскоклітинний рак легені з ороговінням.

Предмет дослідження – гістоархітектоніка, імуногістохімічні, гістохімічні особливості, мітотичний режим плоскоклітинного раку легені з ороговінням.

Методи дослідження. Для досягнення мети та вирішення поставлених задач дослідження використані гістологічні, гістохімічні, імуногістохімічні, каріометричні, морфометричні методи, а також методи статистики та прикладної математики.
Наукова новизна одержаних результатів. 
На основі власних гістологічних, гістохімічних, каріометричних, та імуногістохімічних досліджень отримані нові дані особливостей морфогенезу плоскоклітинного раку легені з ороговінням. Досліджено гістоструктурні особливості центрального та периферійного раку легень з обгрунтуванням клініко-морфологічних форм росту пухлин зазначених локалізацій.

Визначено, що при плоскоклітинному раку легені з ороговінням формуються суданофільні, ШИК- та тіонін-позитивні «ракові перлини», які характеризуються різним ступенем диференціювання. За допомогою імуногістохімічних методів дослідження встановлено особливості експресії молекулярно-біологічних маркерів клітинної проліферації, диференціації, адгезії, апоптозу та їх значення у морфогенезі плоскоклітинного раку легені з ороговінням.

Співставлення морфологічних, морфометричних та молекулярно-генетичних особливостей ВПРЛ дозволило уточнити механізми формування різних гістохімічних типів «ракових перлин» та провести обґрунтування морфологічних критеріїв прогнозу. Доповнено наукові дані про прогностичне значення маркерів проліферації (Ki-67 та cyclin D1), цитодиференціювання (Е-кадгерин і CK HMW) та регуляторів апоптозу (р53 і Bcl-2). Встановлено, що несприятливими прогностичними морфологічними критеріями є переважання паренхіматозного компоненту з ліпід-позитивними раковими перлинами над стромальним, що асоціюється з високим індексом проліферації, експресією р53 і Bcl-2 та низькою реакцією на Е-кадгерин і CK HMW.

Практичне значення результатів дослідження. 
Поглиблені комплексні гістологічні, гістохімічні, каріометричні, морфометричні та імуногістохімічні дослідження плоскоклітинного раку легені з ороговінням доповнюють відомості про морфогенез зазначеного гістологічного типу пухлини та можуть бути впроваджені в патологоанатомічну практику для встановлення об’єктивного морфологічного діагнозу. Результати дослідження, крім діагностики, також будуть корисними у виборі хіміотерапевтичного та променевого лікування.

Отримані дані можуть бути впроваджені в навчальний та науково-дослідний процес на кафедрах патологічної анатомії, онкології, радіології.

Результати досліджень дозволили розробити деякі аспекти патоморфологічної діагностики даного гістологічного типу раку легені, що дає можливість оптимізувати прогностичні критерії. 

На основі одержаних даних розроблений та виданий інформаційний лист про наукову (науково-технічну) продукцію, отриману за результатами наукової, науково-технічної та науково-організаційної діяльності підприємств, установ, організацій Міністерства охорони здоров’я України, Міністерство освіти і науки України, Національної академії медичних наук України призначену для практичного застосування у сфері охорони здоров’я «Спосіб визначення різних типів «ракових перлин» при плоскоклітинному раку легені з ороговінням» № 64-2016 з проблеми «Патологічна анатомія» за рішенням проблемної комісії «Патологічна анатомія. Судова медицина» протокол №26 від 11.03.2016 р.
Особистий внесок здобувача. 
Дисертаційна робота є завершеною науковою працею здобувача. Автор самостійно проаналізував літературу з проблеми, що досліджувалась, здійснив патентно-інформаційний пошук, планування програми дослідження, забір і систематизацію матеріалу для гістологічних, гістохімічних та імуногістохімічних досліджень.

Морфологічні дослідження виконані здобувачем на кафедрі патологічної анатомії з секційним курсом ВДНЗУ «УМСА» (завідувач кафедри д.мед.н., професор Старченко І.І.). Окремі імуногістохімічні дослідження проведені на кафедрі патологічної анатомії Харківської медичної академії післядипломної освіти (завідувач кафедри д.мед.н., професор Яковцова І.І.).

Автор самостійно опрацював отримані результати, виклав огляд літератури та результати власних досліджень. Спільно з науковим керівником сформулював висновки і практичні рекомендації. Здобувач самостійно підготував до друку наукові праці у фахових наукових виданнях, конференціях. У роботах, виконаних у співавторстві, ідея і основні положення належать дисертантові.

Апробація результатів дисертації. 
Основні положення та результати дисертаційної роботи були представлені на Всеукраїнській науково-практичній конференції «Медична наука в практику охорони здоров’я» (Полтава, 21 листопада 2014 року); на міжнародній науково-практичній конференції студентів та молодих вчених «Актуальні питання теоретичної та клінічної медицини» (Суми, 10-12 квітня 2013 року); на міжвузівській конференції молодих вчених та студентів «Медицина третього тисячоліття» (Харків, 15-16 січня 2013 року); на засіданні РПК «Патологічна анатомія. Судова медицина» МОЗ і АМН України (Київ, 2014); на апробаційній раді №1 Вищого державного навчального закладу України «Українська медична стоматологічна академія» (Полтава, 2016).
Публікації. 
За матеріалами дисертаційної роботи опубліковано 11 друкованих праць: 6 статей у фахових наукових виданнях, рекомендованих ВАК України (2 – без співавторів), 2 статті у закордонних виданнях, 2 тез в матеріалах науково-практичних конференцій, 1 інформаційний лист про наукову (науково-технічну) продукцію.
Структура та обсяг дисертації. 
Дисертаційна робота викладена державною мовою на 162 сторінках комп’ютерного тексту, складається з вступу, огляду літератури, матеріалу та методів дослідження, 3 розділів власних досліджень, аналізу і узагальнення отриманих результатів, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних джерел. Список літератури містить 256 бібліографічних джерел (105 – кирилицею та 151 - латиницею), обсягом 28 сторінок. Розділи дисертації ілюстровані 5 таблицями та 44 рисунками (1 схема, 6 діаграм і 37 фотографій мікропрепаратів, які займають 22 повні сторінки). 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1. Епідеміологія та клініко-морфологічна характеристика плоскоклітинного раку легені з ороговінням

Рак легені тривалий час залишається актуальною проблемою сучасної онкології [50]. В більшості розвинутих країнах світу рак легені є найбільш поширеною формою пухлини у чоловіків і залишається однією з найважливіших медико-соціальних та екологічних проблем [110; 230].

За темпами росту захворюваності і смертності рак легені займає провідне місце серед злоякісних пухлин, в основному завдяки плоскоклітинному типу раку [5; 60; 150; 251].

Найвищий рівень захворюваності на рак легені відмічається у Північній Америці, Східній Європі, Росії, найнижчий – в Африці, Центральній Азії. Зниження захворюваності на рак легені спостерігається в Канаді, США, Англії, Данії, Австралії [55; 143]. Міське населення хворіє на рак легені частіше за сільське [103].
Загальновизнано, що основним етіологічним фактором виникнення раку легені залишається тютюнопаління, яке є причиною розвитку цього захворювання у 80% хворих на рак легені чоловіків та 50% жінок. Також, підтверджена роль пасивного тютюнопаління, куріння трубки та кальяну, і, за останніми свідченнями, диму від приготування їжі [32; 79; 231; 248]. Ризик розвитку раку легені поступово знижується вже через 5 років після припинення паління, і через 15 років він наближується до ризику для некурців. За умови, що людина курила менше 20 років, знижується і ризик смерті від раку легені [134; 151; 153].

Крім того, важливу етіологічну роль у виникненні раку легені мають різні екзогенні (тяжкі метали, радіація, папіломавірусна інфекція) та ендогенні (спадковість, харчування, ожиріння, хронічні захворювання дихальних шляхів) фактори [26, 30; 61; 101; 114; 140; 171]. Отже, карцинома легені пов’язана із впливом антропогенного забруднення, яке пояснює відносну стабільність захворюваності, а в деяких країнах – тенденцію до її зростання [27; 80; 90; 99; 207].
Дослідження захворюваності раком легені за статевою приналежністю виявило, що частіше хворіють чоловіки. Співвідношення чоловіків та жінок коливається від 5:1 до 10:1 [143; 251]. Найвища захворюваність і смертність людей з раком легені припадає на вікову групу від  40 до 69 років.

Гістологічна класифікація раку легень постійно змінюється, що залежить від удосконалення методів його дослідження, та виявлення нових аспектів діагностики, перебігу, лікування та прогнозу. Згідно міжнародної гістологічної класифікації новоутворень (2004), в залежності від гістологічної структури, імуногістохімічних властивостей, чутливості до хіміотерапії та прогнозу у відношенні виживання, розрізняли дрібноклітинний та недрібноклітинний рак легені. В численних дослідженнях останніх років проводилось вивчення РЛ відповідно до класифікації 2004 року, яка включала ПРЛ в групу НДКРЛ. Відповідно до останньої класифікації (2015 WHO Classification of Lung Tumors) плоскоклітинний рак легені був винесений в окрему групу злоякісних епітеліальних пухлин, що ґрунтується на сучасних імуногістохімічних дослідженнях плоскоклітинної диференціації. 
Недрібноклітинний рак легені зустрічається в 75-80% випадків, а плоскоклітинний його варіант складає 40-50% всіх випадків бронхогенного раку [4; 241]. Жінки хворіють на плоскоклітинний рак легені рідше за чоловіків (38% і 51%) [205; 255], проте ПРЛ у них зустрічається у більш молодому віці. Пацієнтки на РЛ мають кращий прогноз у відношенні виживання, ніж чоловіки [218].

Пацієнти молодого віку, хворі на недрібноклітинний рак легені, складають 9,9%. Переважним гістологічним типом у всіх вікових групах є плоскоклітинний рак легені. П’ятирічне виживання молодих хворих після радикального хірургічного лікування з приводу ПРЛ III стадії нижче по відношенню до літніх, але при I та II стадіях захворювання рівень виживання ідентичний в усіх вікових групах [9].

П’ятирічне виживання пацієнтів з раком легені залишається низьким навіть в країнах з високим рівнем медичної допомоги. Цей показник складає 14-15%, а при середньому рівні охорони здоров’я 5 років після лікування проживають лище 5-7% хворих на рак легені. Це відбувається внаслідок клінічно нерозпізнаних мікрометастазів [215; 231; 235].

Згідно сучасних уявлень, канцерогенез являє собою багатостадійний процес та проходить в кілька етапів [26; 83; 98]. Розвитку плоскоклітинного раку легені центральної локалізації передують гіперплазія, дисплазія і метаплазія епітеліальних клітин трахеобронхіального дерева, які за своєю суттю є передраковими станами [87] та характеризуються комплексом тканинних змін зі схильністю до малігнізації більше ніж нормальна тканина [22]. 

Тривалий вплив канцерогенних факторів призводить до порушення проліферації базальних клітин та клітинного диференціювання, що викликає плоскоклітинну метаплазію [24]. В подальшому розвивається дисплазія бронхіального епітелію. Дисплазія та carcinoma in situ в інтактних бронхах хворих на рак легені виявляють в 2-3 рази частіше ніж у людей з непухлинними захворюваннями легені [65].
У 60–70% випадків плоскоклітинний рак знаходиться поблизу кореня легені у вигляді ендобронхіальних уражень, тобто характеризується ендофітним ростом. При екзофітному рості пухлини спостерігається обтурація просвіту бронхів, що спричиняє сегментарний та лобарний колапс. Карцинома цієї локалізації росте повільно та дає пізні метастази [68]. 

При плоскоклітинному раку легені, що характеризується переважно інвазивним ростом, спостерігається відносно швидке прогресування та раннє метастазування [70]. Тканина первинної пухлини центральної локалізації у 82% випадків підлягає некрозу центральних ділянок з утворенням порожнин, які можуть сполучатися з бронхом і дренуватися, формуючи ракові каверни різних розмірів [155].

Морфогенез периферійного раку легені вивчений в меншій мірі, ніж при центральній його локалізації. Виявлено, що периферійний рак в більшості випадків розвивається у вогнищах пневмосклерозу після перенесеного туберкульозу, пневмоній, інфаркту легені, навколо сторонніх тіл, особливо у чоловіків старше 40 років [77]. Вважається, що при наявності туберкульозних змін в легенях частота розвитку бронхогенного раку у хворих вище в порівнянні з особами, у яких відсутні такі патологічні зміни в органах дихання [82; 88; 220]. Загальновизнаним є той факт, що крім туберкульозу, хронічні запальні процеси в легенях, які завершуються розвитком рубця, стимулюють метаплазію епітелію бронхів або є облігатними передраковими захворюваннями, готуючи основу для розвитку злоякісного новоутворення [73; 88]. Роль рубця в злоякісній трансформації клітин може бути пов’язана з впливом канцерогенних факторів, гіпоксією, імунодепресією, порушенням міжклітинних регуляторних зв’язків [52; 54]. В наш час встановлено, що в процесі канцерогенезу змінюються антигенні властивості епітелію, його мітотичний режим, стан місцевого імунного гомеостазу та мікроциркуляторне русло навколо пухлинних клітин [65].

В залежності від ступеня диференціювання, згідно класифікації ВООЗ (2015), розрізняють плоскоклітинний рак з ороговінням та плоскоклітинний рак без ороговіння, що розглядаються як високодиференційований та низькодиференційований ПРЛ. Крім того, окремо виділяють базалоїдну плоскоклітинну карциному та плоскоклітинну карциному in situ [241]. 

До високодиференційованого плоскоклітинного раку легені відносять новоутворення, що гістологічно характеризується наявністю поліморфних клітин, які мають виражені ознаки продукції кератину. Зустрічаються клітини овальної, полігональної, стрічкоподібної, булавоподібної форм, нерідко розташовані паралельними шарами (стратифікація). Це крупні пухлинні клітини з великими гіперхромними ядрами, що містять ніжний, дифузно розташований по ядру еухроматин, серед якого зустрічаються різного розміру глибки гетерохроматину. Ядра деяких клітин мають в різних ділянках виражені ознаки альтерації структур ядерного хроматину, каріопікнозу, вогнища просвітлення та каріолізису. Цитоплазма пухлинних клітин, що містить кератин, характеризується вираженою базофілією, а в окремих ділянках стає дуже щільною, склоподібною, за тоном і насиченістю забарвлення іноді зливається з ядром, має чіткі контури, в нативних препаратах не прозора. Інтенсивність забарвлення прямо пропорційна ступеню кератинізації цитоплазми [46].

Внаслідок альтеративних та дистрофічних процесів, що протікають паралельно з накопиченням в клітині кератинових мас, є поява без’ядерних клітин – «рогових лусочок». Для плоскоклітинного раку з ороговінням характерно формування із кератинізованих клітин плоского епітелію ракових (рогових) «перлин». Ракові комплекси можуть містити дві-три «ракові перлини» різного розміру, форми та різної інтенсивності забарвлення, що ймовірно, залежить від ступеня накопичення кератогіаліну.

Супутня клітинна реакція – одина з характерних ознак високодиференційованих форм плоскоклітинного раку. Найбільш часто має місце нейтрофільна і змішана нейтрофільно-макрофагальна реакція, рідше зустрічаються лімфоцитарні, плазмоцитарні, гістіоцитарні, еозинофільні клітинні інфільтрати [45].
1.2. Ультраструктурні та морфологічні зміни неопластичної клітини

Диференціювання – це набуття клітиною спеціалізованих функцій в результаті прогресуючого ускладнення її структурноі організації. Біологічна суть пухлинного росту полягає в порушенні даного процесу, що характеризується морфологічним та функціональним атипізмом. Важливим показником ступеня диференціювання неопластичних клітин є їх ультраструктурна організація.

Плоскоклітинна диференціація клітин характеризується наявністю трьох ультраструктурних ознак: зерен кератогіаліну, тонофіламентів та десмосомальних контактів. За ультраструктурними ознаками при плоскоклітинних карциномах розрізняють високодиференційовані неопластичні клітини, які мають всі три ознаки; помірнодиференційовані – мають дві ознаки та низькодиференційовані – наявна лише одна ознака або вони відсутні [36; 70; 78; 87; 104].

Плоскоклітинний рак легені з ороговінням відносяться до високодиференційованих пухлин [241], тобто характеризується наявністю трьох ультраструктурних ознак плоскоклітинної диференціації. Основною гістологічною ознакою плоскоклітинного раку легені з ороговінням є ступінь вираженості в пухлині структурних і клітинних ознак плоскоклітинного диференціювання – наявності кератогіаліну. 

Як відомо, процеси кератинізації відбуваються у декілька етапів [56; 119; 135]. На першому етапі кератинізації в цитоплазмі епітеліоцитів утворюються тонофібрили діаметром 3-5 нм, які структурно пов’язані з рибосомами.

На другому етапі кератинізації в цитоплазмі клітин утворюються пучки тонофіламентів діаметром 7-8 нм, утворюючи в цитоплазмі два шари. Перший шар розташований біля ядра, а другий – на периферії цитоплазми поряд з десмосомами, що забезпечує амортизаційну функцію клітини.

Третій етап кератинізації характеризується утворенням особливих ультраструктур – кератиносом діаметром 100-400 нм. Із кератиносом вивільняються кератогіалінові маси, які формують кератино-тонофіламентозні комплекси з пучками тонофібрил.

На четвертому етапі відбувається накопичення в цитоплазмі клітини кератинових мас з подальшим каріопікнозом та каріолізисом та, в результаті, утворення без’ядерних клітин – рогових лусочок. В деяких з них частково зберігаються пікнотичні ядра та поодинокі мітохондрії, що свідчить про незавершений процес ортокератозу.

В основі порушення процесів ороговіння лежить зміна регуляції клітинного циклу та морфологічних реакцій клітин, послаблення індукції в них апоптозу та блокування диференціювання, що виникає внаслідок генетичної мінливості та клональної селекції в ході пухлинної прогресії [69; 157, 163, 181].

До найпоширеніших патоморфологічних змін епітеліальних клітин, які виникають внаслідок порушення утворення кератогіаліну відносяться гіперкератоз, паракератоз та дискератоз.

Гіперкератоз – надмірне утворення кератину, що виникає внаслідок порушення проліферації або затримки відторгнення рогових клітин. В основі проліферативного гіперкератозу лежить інтенсивний синтез кератину при підвищеній функціональній активності клітин, а в основі ретенційного – підвищенння вмісту в кератиноцитах мукополісахаридів, що перешкоджають роз’єднанню рогових клітин.

Дискератоз – це порушення фізіологічного процесу ороговіння клітин в основі якого лежить порушення комплексу тонофіламенти-десмосоми з руйнуванням десмосомальних контактів та відривом від них тонофіламентів.

Паракератоз – порушення процесу ороговіння, що пов’язане з втратою здатності клітин синтезувати кератогіалін у зв’язку з невідповідністю між проліферативною активністю і диференціюванням клітин внаслідок порушенням тканинного гомеостазу.

Загальновизнано, що новоутворення виникають в результаті необмеженої проліферації клітинного клону та порушення процесів диференціювання. Довгий час плоскоклітинний рак вважався найбільш проліферуючою пухлиною, час подвоєння об'єму якої в середньому складав від 30 до 79 діб [154]. Висока проліферативна активність клітин при неопластичних процесах супроводжується частими патологічними мітозами (30-46%) [6; 18; 34; 71], які виникають внаслідок нестабільності регуляторів клітинного циклу – супресорів та протоонкогенів [213].

Патологічний мітоз є одним з основних причин формування хромосомних мутацій і неправильного розподілу спадкового матеріалу між дочірніми ядрами. Нерівномірне розходження генетичного матеріалу – важливий механізм виникнення анеуплоідії і наростання генетичної гетерогенності клітинних популяцій [6; 35, 43; 152].

Патологія мітозу може носити як функціональний, так і органічний характер. Функціональні порушення поділу клітин виникають внаслідок зниження реакції клітин на вплив фізіологічних регуляторів, що гальмують  або стимулюють проліферацію нормальних клітин. Гіпореактивність ракових клітин є однією з причин автономного росту пухлин [66]. 

Органічну основу патології мітозів, що пов'язані з аномаліями хромосом, мітотичного апарату і порушенням цитотомії, спробували класифікувати Х. Оберлінг і В. Бернхард у 1963 році [63]. Продовжуючи дослідження, Oksala T. і Therman E. [204] встановили, що незалежно від механізмів порушення мітозу в результаті утворюються дочірні клітини із хромосомними абераціями і нерівномірним розподілом генетичного матеріалу. Внаслідок цього формуються дочірні інтерфазні неопластичні клітини з анеуплоїдією та поліплоїдією [42; 250]. 

За даними Б.Є. Полоцького, при відсутності регіонарних метастазів диплоїдні пухлини менш агресивні в порівнянні з анеуплоїдними аналогами. При недрібноклітинному раку легені виявлено, що анеуплоїдні новоутворення з високим індексом ДНК мають менший час подвоєння пухлини, ніж диплоїдні [62; 48].

Отже, дослідження мітотичного режиму пухлин різної локалізації показують, що переважна більшість ракових клітин характеризується змінами кількості та структури хромосом [16; 113]. Проте, безпосередній причині хромосомних аберацій в сучасній літературі приділяється недостатньо уваги.

Існують різні класифікації патології мітозів [92; 173] та, в наш час, вони мають лише історичне значення. Найбільш повною за набором морфологічних форм патології мітозу та за доцільністю поєднання їх у групи на основі загальних цитохімічних та цитофізіологічних механізмів виникнення є класифікація, запропонована Й.О. Аловим та доповнена І.О. Казанцевою [6; 34]. Згідно цієї класифікації патологічні мітози розподілені на три групи в залежності від морфологічної основи. 

Перша група патології мітозів характеризується аномаліями хромосом та включає наступні види: 1) затримка мітозу в профазі; 2) порушення спіралізації та деспіралізації хромосом; 3) ранній розподіл хроматид; 4) фрагментація і пульверизація хромосом; 5) хромосомні та хроматидні мости; 6) відставання хромосом в метакінезі та при розходженні до полюсів; 7) утворення мікроядер; 8) нерозходження хромосом; 9) набухання та злипання хромосом. 

Друга група включає патологічні мітози, що виникають внаслідок пошкодження мітотичного апарату: 1) затримка мітозу в метафазі; 2) к-мітоз; 3) розсіювання хромосом в метафазі; 4) багатополюсний мітоз; 5) моноцентричний мітоз; 6) асиметричний мітоз; 7) трьохгрупова метафаза і метафаза з полярними хромосомами; 8) порожниста метафаза. 

В третю групу входять патологічні мітози, пов’язані з аномаліями цитоплазматичної оболонки та характеризуються порушенням нормального перебігу цитотомії: 1) запізнення або відсутність цитотомії (дисоціація між ядерними та цитоплазматичними змінами); 2) передчасна цитотомія. 

В залежності від наслідків, всі форми патологічних мітозів умовно розподіляють на три групи: з утворенням поліплоїдних, анеуплоїдних клітин та мітози, які викликають апоптоз [6; 15; 38; 174; 213]. Також, до утворення поліплоїдних клітин в пухлинах можуть призводити такі процеси, як ендоредуплікація, ендомітоз, реституція [34; 204]. Внаслідок патологічних мітозів утворюються поліплоїдні або анеуплоїдні неопластичні клітини, тобто зі збільшенням або зменшенням набору хромосом. Плоїдність хромосомного набору в останніх являє собою важливу прогностичну ознаку, яка обумовлює особливості клінічного перебігу пухлини, а також її чутливість до опромінення та хіміотерапії [3; 2013].

Клітинний та ядерний поліморфізм, що виникає внаслідок патології мітозу, характеризується утворенням макро- і мікроядер, багатоядерних клітин, різним ступенем забарвлення ядер (гіпер- і гіпохромія) внаслідок різної кількості в них ДНК і зміни структури хроматину [7; 209].

Порушення мітотичного режиму може бути раннім діагностичним критерієм малігнізації вже на стадії дисплазії і преінвазивної карциноми, що характеризуються осередковою атипією епітелію. Поява ацентричних фрагментів в ана- і телофазі, мости, фрагментація і розсіювання хромосом, трьохгрупові метафази, багатополюсні і моноцентричні мітози є об'єктивним критерієм малігнізації епітелію. Переважання К-метафаз зі злипаннням хромосом свідчить про вплив на клітини токсичних речовин та не характерно для передракової клітинної проліферації [28; 34].

Також відомо, що деякі патологічні мітози, які виникають внаслідок ушкодження хромосом і цитоплазми, спричиняють гибель клітин і їх елімінацію із проліферативного пулу. Тому, спектр мітотичної активності може бути одним із об'єктивних діагностичних критеріїв проведення хіміотерапії чи променевого лікування [10; 167].

Сучані дослідження мітотичної активності ракових клітин не дають повної відповіді про гістогенез та органогенез пухлин [75; 170]. Можливості використання показників мітотичного режиму для уточнення гістогенезу пухлин обмежуються поступовим збільшенням мітотичної активності від дисплазії до інвазивної карциноми. 

Мітотичний режим злоякісних пухлин і передракових процесів характеризується затримкою поділу в метафазі, значним збільшенням числа патологічних мітозів і поступовим збільшенням мітотичної активності, що типово для процесу малігнізації [105; 108].

Якщо припустити, що різні неопластичні процеси відрізняються характерними змінами мітотичного режиму і виникненням характерних для них форм патології мітозу, то за особливостями мітотичного режиму метастазів можна буде розглядата їх гістогенез [6; 34; 102].

В останні роки стало очевидним, що виникнення і прогресія пухлини багато в чому пов'язані зі структурними особливостями клітинного геному і його мутаціями [12; 28]. Проте, дотепер залишається незрозумілим значення патологічних мітозів у процесі канцерогенезу. Хоча відомо, що патологічні мітози створюють основу для добору клітин, які мають здатність до автономного росту внаслідок генетичної гетерогенності клітин [19]. 

Таким чином, хоча уявлення про причинну залежність між канцерогенезом та патологічними мітозами не має прямих доказів, а непрямі дані тільки підбадьорюючі, все ж ця гіпотеза може мати місце і заслуговує подальших пошуків та розробок.

Згідно нечисельних літературних даних, високодиференційований плоскоклітинний рак легені характеризується низьким мітотичним індексом в межах 9% та переважанням патологічних мітозів у вигляді набухання та злипання хромосом в профазі, затримкою в метафазі із розсіюванням хромосом та ендомітозом з утворенням багатоядерних клітин [76]. Проте, не визначено зв’язку між патологічними мітозами, експресією молекулярно-біологічних маркерів регуляції клітинного циклу та апоптозу з морфогенезом плоскоклітинного раку легені з ороговінням.

З моменту першого мікроскопічного опису ракової пухлини, зміни розмірів ядра ракової клітини розглядались, як характерна риса пухлинного росту [2; 89; 112]. Широкого поширення каріометричний метод (вивчення розмірів ядра) набув після відкриття W. Jacobi [158] закону ритмічного росту ядер. Порівнюючи розміри ядер у клітинах різних нормальних органів, він прийшов до висновку, що співвідношення їх об'ємів укладається в схему 1:2:4:8. Найбільш чисельний клас розмірів ядер він назвав головним ядерним класом, а клас ядер клітин характерний для певного органа – типовим класом.

Нове значення каріометричні дослідження набули після висунутої M.Benningoff теорії функціонального зморщування або набухання ядер у 1,5 рази при посиленні або зниження їх функціональної діяльності [97; 116].

Таким чином, відповідно до встановлених законів каріометрії, в організмі людини є мінімальний ядерний клас, співвідношення якого з іншими каріометричними показниками укладається в пропорцію 1:1,5:2:3:4:6:8  і т.д.

Значного поширення каріометричний метод дослідження набув в онкоморфології. Чисельними дослідженнями виявлено, що кратне збільшення або зменшення об’ємів ядер зумовлені, відповідно, поліплоїдією або анеуплоїдією неопластичних клітин [3; 6; 34]. Разом з тим, інші дослідження демонструють відсутність ритмічних змін в каріометричних показниках [15; 97].

Сучасні цитогенетичні дослідження свідчать, що в результаті епігенетичних процесів пригнічується або підвищується транскрипція різних генів внаслідок чого, очевидно, відбувається функціональне набухання або зморщування ядер неопластичних клітин [33; 42].
Таким чином, для пухлинного росту характерне збільшення або зменшеншення розмірів ядер неопластичних клітин, що може бути пов’язане зі збільшенням кількості ДНК або функціональним станом клітин. Каріометричні показники є неспецифічними та повинні оцінюватися з урахуванням усіх властивостей клітини в залежності від фази її циклу.

1.3. Імуногістохімічні дослідження при плоскоклітинному раку легені з ороговінням

Неопластична трансформація – це процесс, що включає безконтрольну клітинну проліферацію, порушення регуляції апоптозу, диференціювання та неефективного функціонування протипухлинного імунітету, внаслідок нагромадження хромосомних аберацій та інших генетичних змін [26; 41; 77].
Отже, дослідження описаних молекулярних властивостей неопластичної клітини за допомогою імуногістохімічного методу дослідження має важливе інформативне значення для обґрунтування морфогенезу та прогнозування перебігу онкозахворювань [53; 72; 198; 199].

Одним з морфологічних показників, що найчастіше визначається в пухлинах, є ступінь диференціювання. Спосіб, що дозволяє уточнити цей аспект – вивчення спектру синтезованих раковою клітиною білків, зокрема цитокератинів, які є складовою цитоскелету [23; 72; 86].

Цитоскелет клітинних елементів складається із проміжних філаментів, мікротрубочок, а також із мікрофіламентів. Цитокератини – білки проміжних філаментів цитоскелету епітеліальних клітин. Клітини різних видів епітелію мають різні молекулярні форми цитокератину. Останні відносно стабільні фібрилярні структури, які реорганізуються під час мітотичного поділу клітини та самовідновлюються після нього [20]. 

В наш час виявлено 20 типів цитокератинів з молекулярною вагою 40-67 кД – СК1-СК20. Спектр цитокератинів в епітеліальних клітинах залежить від типу диференціювання та положення клітини в епітеліальному пласті. Низькомолекулярні кератини зустрічаються в одношаровому епітелії, високомолекулярні – в багатошаровому плоскому [8; 72]. Ідентифікація кожного типу цитокератину ґрунтується на використанні специфічного моноклонального антитіла та можливе використання комбінованих антитіл – панцитокератин АЕ1/АЕ3 [136].

Враховуючи високу специфічність та чутливість цитокератинів, їх використовують для діагностики, вивчення особливостей морфогенезу та лікувального патоморфозу карцином. Виражена експресія маркерів CK8 і CK19 характерна для плоскоклітиного раку більшості локалізацій, на відміну CK20-імунореактивність при даному гістологічному типі пухлин не спостерігається, що може бути диференціально-діагностичним критерієм [238]. 
Так, для епітелію легені, як і для пухлин даної локалізації, найбільш характерна експресія високомолекулярних цитокератинів, рідше – низькомолекулярних [117; 130; 136]. Спектр експресії цитокератинів при плоскоклітинних раках залежить від ступеня їх диференціювання. Для низькодиференційованого плоскоклітинного раку легені найбільш специфічним є експресія цитокератину СК5, СК14 і комбіноване забарвлення AE1/AE3. Щонайменше 20% пухлин мають CK7-позитивний імунофенотип, причому спостерігається локальне цитоплазматичне забарвлення клітин. На відміну високодиференційований ПРЛ характеризується вираженим дифузним забарвленням клітин з експресією СК1, CK10 та СК13 [121; 132; 162; 175; 223].

При формуванні тканини важливу роль відіграє міжклітинна адгезія, що забезпечується специфічними трансмембранними молекулами – кадгеринами. Розрізняють декілька типів кадгеринів, найважливішими з яких є епітеліальний (Е-кадгерин), нервовий (N-кадгерин), плацентарний (Р-кадгерин) та ін. [129]. 

Міцність адгезивних зв’язків епітеліальних клітин забезпечує Е-кадгерин – представник родини класичних кадгеринів, кальцій-залежна адгезивна молекула. Довгі екстрацелюлярні ділянки молекули Е-кадгерину формують на поверхні клітин паралельні димери, які утворюють стійкі зв’язки за типом блискавки при контакті з Е-кадгеринами сусідніх клітин. Цитоплазматичний домен Е-кадгерину взаємодіє з цитоплазматичними білками: β-катеніном і γ-катеніном. Ці молекули, взаємодіючи з α-катеніном, утворюють кадгерин-катеніновий комплекс з актиновим цитоскелетом [201; 206]. Молекули Е-кадгерину, беручи участь в адгезії, визначають архітектоніку та диференціювання кератиноцитів епітелію [8; 72; 106; 224].

Отже, міжклітинні адгезивні зв’язки відіграють важливу роль у формуванні тканин і є важливим біомаркером, що характеризує розвиток пухлини [120]. Кадгерини – одні з головних медіаторів адгезії клітин. Втрата цих молекул в пухлинній тканині збільшує їх злоякісний потенціал, сприяючи інвазивному росту та метастазуванню [25; 84; 145; 172; 239]. 

Невисока експресія Е-кадгерину і катехінів в епітеліальних новоутвореннях асоційована з низькою диференціацією пухлини, локальною інвазією, метастазуванням в регіональні лімфовузли та меншою тривалістю життя [129; 229].

Так, для плоскоклітинного раку легені, в залежності від ступеня диференціювання, характерна різного ступеня експресія Е-кадгерину [165; 180]. При низькодиференційованому ПРЛ майже у 72,5% випадків відзначається низький рівень міжклітинної адгезії, що має несприятливий прогноз щодо метастазування та виживання. Також відзначається прямий кореляційний зв’язок між зниженням експресії β-катеніну і ступеня диференціювання плоскоклітинної карциноми легені [122; 133; 183; 189; 253; 256]. Згідно сучасних даних, репресія транскрипції Е-кадгерину в ракових клітинах легені може бути двоякою: пряма дія транскрипційного фактору Twist1, що пригнічує експресію гена Е-кадгерину та непрямий вплив на Wnt7a, який є позитивним регулятором адгезії. Таким чином, втрата Wnt7a може бути однією з ланок патогенезу раку легені за рахунок впливу на E-кадгерин. Ці молекулярні механізми сприяють міграції ракових клітин, інвазії та метастазуванню [141; 202]. 

На відміну, при плоскоклітинному раку легені з ороговінням у 60 % випадків відзначається виражена експресія Е-кадгерину проти 25,9% при низькодиференційованій карциномі [179].
Е-кадгерин та зв’язані з ним катеніни, ймовірно, беруть участь у регуляції активності протеїнів клітинного циклу, внаслідок чого онкогенна дія мутацій Е-кадгерину впливає на регуляцію клітинного циклу, апоптозу і контроль генетичної стабільності тканин [58; 192; 208].

В основі розвитку ракових пухлин лежить безконтрольна проліферація клітин, яка призводить до збільшення кількості анапластичних елементів. В останні роки широко використовують імуногістохімічні маркери проліферації, найпоширенішими з яких в практичній та науковій діяльності є Кі-67 та cyclin D [31].

Універсальним маркером для оцінки клітинного циклу є білок Кі-67, що виявляється відповідними моноклональними антитілами та представляє собою короткоживучий протеїн, який руйнується впродовж 1,5-2 годин. Кі-67 не встигає накопичуватись і не залишається в клітинах в стані спокою, тому антитіла до нього виявляються в проліферуючих клітинах, які знаходяться в різних фазах мітотичного циклу [100; 226].
Кі-67 представлений двома різними формами з молекулярною масою 320 кД і 359 кД. Кодуючий їх ген локалізується в 10 хромосомі і складається з 15 екзонів. Білок Кі-67 в основному зв’язаний з хромосомами, виявляється в ділянці теломер, центромер, в ядерцях. В точці G0 клітинного циклу та на початку G1 білок не виявляється. Поява Кі-67 відбувається в кінці фази G1, його рівень поступово зростає впродовж S-фази та досягає максимуму до мітозу [8; 93].

В наш час залишаються питання щодо функції білка Ki-67 в ході клітинного циклу. Проте встановлено, що антиген Ki-67, пов'язаний з транскрипцією рРНК та пригнічення гену MKI Ki-67 призводять до зупинки синтезу рРНК [123; 219].

Незважаючи на широке використання антигену Ki-67 для діагностики різних патологічних процесів, існують певні труднощі в інтерпретації результатів ІГХ забарвлення з його використанням, в тому числі і при пухлинах легені. Це може бути пов’язано з використанням різних антитіл до Кі-67 та внутрішньопухлинною гетерогенністю забарвлення клітин, що спостерігається і при ПРЛ. Крім того, рівень гіперекспресії у злоякісних новоутвореннях легенів, за даними різних авторів, є не однозначним показником та може коливатися в межах 18–57,2 % [149; 242], що пояснюється різним підходом до визначення ступеня ІГХ забарвлення. Деякі автори гіперекспресію Ki-67 вважають при забарвленні більше 10% позитивних клітин, інші відзначають гіперекспресію за наявності 20% забарвлених клітин або 35% і вище [149; 184; 242; 249].
Встановлено, що експресія маркеру Ki-67 залежить від гістогенезу пухлини, корелює зі ступенем її диференціювання [94; 107] та є важливим маркером проліферативної активності пухлини, що має важливе прогностичне значення. Ризик рецидиву прямо пов’язаний з високою експресією фактору проліферації [156; 166].

Згідно літературних даних, у хворих на НДКРЛ спостерігається гірша виживаємість при наявності гіперекспресії Ki-67 [184; 185]. Також відзначається, що у хворих з низьким рівнем експресії Ki-67 більша тривалість життя, ніж у хворих з вираженою експресією маркеру. 

Деякими авторами відмічено, що при ПРЛ індекс маркеру Ki-67 є значно вищим у ракових комплексах з вираженою дифузною експресією маркеру CK14 порівняно з комплексами, в яких показники цитокератину фокусні або негативні. Виявлено однакову експресію CK14 в гніздах первинної карциноми та в метастазах в лімфатичні вузли. Ці результати показують, що поряд з Ki-67, CK14 є параметром проліферативної активності та метастатичного потенціалу плоскоклітинного раку легені [243].
Проліферація клітин та проходження основних ланок клітинного циклу контролюється складною системою сигнальних шляхів, що потребує активації внутрішньоклітинних ферментів – циклін-залежних кіназ (Cdk), для активності яких необхідна присутність активаторної субодиниці – цикліну. Точна регуляція клітинного циклу під час розвитку є критичною для правильної клітинної диференціації [85; 211]. 

Перехід клітини із точки G0 в G2 характеризується утворенням комплексів cyclin D (D1-D3). Cyclin D1 відповідає за перехід з G1 в S період клітинного циклу. За рахунок ампліфікації гену, розташованого в хромосомі 11q13, спостерігається гіперекспресія cyclin D1, що лежить в основі швидкої проліферації пухлинних клітин через порушення механізмів роботи Cdk в клітинному циклі. Гіперекспресія cyclin D1 виявляється імуногістохімічними методами в більшості ядер пухлинних клітин. Подібні процеси спостерігаються при карциномах легені [109; 144; 194; 217; 225].

Показники експресії cyclin D1 є важливим прогностичним маркером проліферативної активності пухлинної клітини, що значно вище при cyclin D1-позитивних пухлинах ніж у cyclin D1-негативних неоплазіях. Прогностичні показники п’ятирічного виживання хворих на рак легені з вираженою експресією цикліну D1 краще, у порівнянні з пацієнтими з cyclin D1-негативними пухлинами (89% і 64% відповідно), Отже, гіперекспресія cyclin D1, як правило, це сприятливий прогностичний фактор. Ці дані свідчать про причетність cyclin D1 до розвитку та прогресування недрібноклітинного раку легені, його проліферативну активність і клінічний прогноз у пацієнтів [194; 217]. При ультраструктурно диференційованому плоскоклітинному раку легені не виявлено співвідношення між вираженою експресією cyclin D1 і ступенем диференціювання. Отже, певні молекулярні зміни пов’язані з деякими субклітинними особливостями [118].
Крім того, згідно сучасних даних, виявлено, що поліморфізм CCND1 (гену cyclin D1) підвищує сприйнятливість до розвитку раку легені у молодих чоловіків певних груп населення та може бути пов’язаний з тютюнопалінням. Поліморфізм гену CCND1 є предиктором розвитку метастазування, знижуючи прогноз виживання. Проте, ці дані не підтверджені достатньою кількістю досліджень та потребують детального вивчення [127; 125; 216].

Таким чином, літературні джерела показують, що гіперекспресія cyclin D1 не наслідок, а ключовий елемент у процесі злоякісної трансформації в легенях. Усвідомлення цього може відкрити нові можливості діагностики, лікування та профілактики раку легенів [144].

На сучасному етапі існують певні труднощі в оцінці проліферативного потенціалу пухлини, який включає в себе не тільки кількість проліферуючих клітин, але і швидкість проходження клітиною фаз мітозу. Крім того, не має єдиної методики інтерпретації експресії молекулярно-біологічних маркерів клітинного циклу [37].
Важливий інгібітор Cdk у фазах G1 та G2 клітинного циклу представлений геном р53. Основна транскрипційна мішень р53 в системі контролю клітинного циклу – білок р21Wafl. Підвищення експресії р21Wafl/Cipl у відповідь на гіперекспресію р53 і пошкодження ДНК викликає зупинку клітинного циклу в пізній G1 фазі. Р21Wafl/Cipl пригнічує здатність фосфорилювання білків, активність яких необхідна для переходу клітин в S фазу [8; 31].

Однією з головних функцій р53 є зупинка клітинного циклу після пошкодження геному в точці G1/S, що дозволяє клітині відновити цілісність пошкодженої ДНК. Р53 індукує репарацію ДНК до її реплікації та поділу клітини, активуючи регуляторні гени р14, mdm2. Якщо відновити цілісність пошкодженої ДНК не вдається, то р53 запускає в клітині механізм апоптозу [51]. Втрата функції р53 знижує стабільність генів та характеризується порушенням процесів апоптозу, що може призвести до появи додаткових мутацій і, як наслідок, до неопластичної трансформації клітин. Це відбувається в результаті мутації гена р53, тобто утворення його мутантного аналога – mt p53 [8].
Мутація гену р53 часто спостерігається в пухлинах легені, що може бути спричинене впливом поліциклічних ароматичних вуглеводів і нітрозамінів, знайдених у тютюновому димі [142; 240]. В первинних пухлинах легені делеції та зміни в транскрипції гену p53 може співпадати або сприяти розвитку злоякісного фенотипу, що, тим не менше, супроводжується негативним p53 імуногістохімічним забарвленням [124; 126].

Мутантний ген р53, гіперекспресія якого виявляється за допомогою анти-р53 антитіл, є раннім маркером процесів малігнізації і пухлинної прогресії. Виявлена кореляція між підвищенням експресії mt p53 та наростанням морфологічної атипії і ступеня злоякісності. Мутантний тип р53 – протеїн з періодом піврозпаду до 24 годин, встигає накопичитися в кількостях, достатніх для імугогістохімічної ідентифікації. На відміну, дикий тип р53 – короткоживучий протеїн з періодом піврозпаду до 20 хвилин, тому вміст його в клітині нижче чутливості імуногістохімічних методів.

Аналіз р53, як фактора прогнозу в онкопатології, включає дослідження гена ТР53 на предмет мутацій або безпосередньо самого білка в тканині пухлини. ТР53 – ген, який найчастіше мутує при НДКРЛ. Як вважають, плоскоклітинний рак легені виникає після накопичення декількох мутацій, в тому числі і р53. Мутації p53, зазвичай, виникають у відносно ранньому віці та, як правило, зберігаються впродовж прогресії плоскоклітинного раку легені [8; 210]. 

Мутація гена ТР53 запобігає зв'язуванню білка р53 з mdm2. Також, мутація гена ТР53 призводить до стабілізації білка р53 та можливості його ІГХ візуалізації, що спостерігається у 70% мутацій гену ТР53. Можлива позитивна експресія білка р53 і при відсутності змін в гені ТР53, наприклад при підвищеній експресії білка р14, яка призводить до секвестрації білка mdm-2 і стабілізації білка р53 [193].

За даними літератури, позитивна експресія р53 спостерігається у 22-79% випадків недрібноклітинного раку легені [107; 214], до того ж відзначається взаємозв’язок з гістогенезом пухлини, що вище при плоскоклітинному варіанті раку у порівнянні з аденокарциномою [148; 161]. 

Частота мутацій гену ТР53 і позитивна експресія білка р53 при плоскоклітинному раку легені складала 52% і 54% відповідно [195]. Проте, деякі автори не виявили кореляції клініко-морфологічних форм НДКРЛ з експресією р53 [214].

В наш час прогностичне значення позитивної експресії білка р53 не однозначне. Деякими авторами відзначається взаємозв’язок мутації та делеції гену ТР53 і позитивної експресії білка р53 з низьким показником виживання хворих та несприятливим прогнозом [107; 148; 184; 197; 236]. В той час як інші цей зв’язок заперечують, відзначаючи розмір пухлини і ступінь її диференціації, як несприятливі прогностичні характеристики [39; 142; 196; 244]. Проте, дослідження Lee J. S. зі співавторами [176] показують, що висока експресія онкобілку р53 є сприятливим прогностичним фактором у пацієнтів з НДКРЛ.
Також не виявлено кореляції між рівнем експресії р53 та клініко-морфологічними характеристиками пухлини. Однак, відзначено зв’язок рівня експресії з наявністю некрозів у первинній пухлині, причому, при наявності некрозів у пухлині відзначається низький рівень експресії р53 [39; 245]. 
До сімейства р53 пухлинних супресорних генів належить білок р63 та р73. Схожість амінокислотної послідовності ДНК-зв’язуючих доменів у р63 і р53 складає 60 % [178]. Завдяки структурній гомології члени сімейства р53 здатні утворювати гомо- та гетероолігомери і з’єднуватися з ДНК, беручи участь у регуляції процесів транскрипції та запускати процеси апоптозу у відповідь на пошкодження ДНК і розвиток гіпоксії [168; 190]. Необхідно відмітити, що мутантні форми р53 також можуть зв’язуватись з білками р63 і р73 та викликати активацію генів, які відповідають за виживання ракових клітин. Таким чином, взаємодія р53 з р63 і р73 сприяє проліферації ракових клітин та їх виживанню [186; 200].

Відомо, що білок р63 відповідає за формування різних типів епітелію [227]. Експресія р63 спостерігається в ядрах базальних клітин різних видів епітелію, а також у більшості низькодиференційованих плоскоклітинних раків. Виявлено поступове збільшення імуногістохімічного забарвлення у преінвазивних ураженнях бронхіального епітелію у вигляді вираженої дисплазії [188].

Згідно чисельних досліджень при плоскоклітинній карциномі легені у 96 % випадків спостерігається дифузна експресія онкомаркера р63 [222; 115; 169]. Проте, необхідно зазначити, що рівень експресії р63 залежить від ступеня диференціації плоскоклітинного раку легені. Так, при низькодиференційованому ПРЛ спостерігається виражене імуногістохімічне ядерне забарвлення, яке майже зникає при високодиференційованих неоплазіях. Ці дослідження показують, що р63 відіграє важливу роль в канцерогенезі та є важливим біомаркером прогресування та прогнозу плоскоклітинного раку легені [164; 188; 233; 252].

До антиапоптотичних регуляторів клітинного циклу відноситься білок Bcl-2 (B cell lymphoma/leukemia-2) – член сімейства гомологів Bcl-2, гени яких локалізовані на 18 хромосомі. Члени даного сімейства діють через гомодимерні чи гетеродимерні асоціації так, що сприйнятливість клітин до потенційного апоптотичного стимулу може бути визначена ступенем проапоптотичних та антиапоптотичних впливів представників цієї групи білків, що знаходяться в клітині в даний час. Bcl-2 і близькі йому білки мають дві різні функції: вони не тільки гальмують апоптоз, але і перехід клітини в клітинний цикл. Отже, основне призначення Bcl-2 полягає у пролонгуванні життя клітини при зупинці його в G0, G1 фазах клітинного циклу.

Вперше ген Bcl-2 був виявлений в В-клітинній фолікулярній лімфомі при хромосомній перебудові t(14;18), в подальшому підвищений вміст білка Bсl-2 було знайдено у великій кількості солідних пухлин. Проте, в даний час немає єдиної думки стосовно експресії білка Bcl-2 і зв’язку з молекулярно-біологічними і клініко-морфологічними характеристиками новоутворень людини різної локалізації. Залишається неясним участь білка Bcl-2 в онкогенезі [95]. 

Проте, в даний час білок Bcl-2 є найбільш вивченим із всіх білків цього сімейства при НДКРЛ. За даними літератури, експресія білка Bcl-2 в епітелії бронха виявляється лише в шарі базальних клітин та складає 10%, що, ймовірно, перешкоджає гибелі недиференційованих стовбурових клітин бронхіального епітелію [214; 247]. 

Згідно літературних даних, позитивна експресія онкомаркера Bcl-2 при НДКРЛ спостерігається у 5-46% випадків, що більш характерно для плоскоклітинного гістогенетичного варіанту [148; 182; 214; 232;]. Також, чисельною кількістю досліджень виявлено, що для різних гістологічних типів пухлин та будь-якої локалізації існує кореляційний зв’язок між експресією Bcl-2 і прогнозом, проте, ці дані суперечливі та потребують більш детального вивчення. Так, в деяких джерелах відзначається взаємозв’язок позитивної експресії білка Bcl-2 з високим показником виживання та сприятливим прогнозом при НДКРЛ [146]. За іншими даними кореляції між цими показниками не виявлено [147; 244]. Проте, в деяких дослідженнях стверджується наявність позитивної експресії маркера Bcl-2 з низькими показниками виживання хворих та несприятливим прогнозом при НДКРЛ [212].
Кореляції між експресією Bcl-2 та ступенем диференціювання плоскоклітинного раку легені не виявлено [247]. Також, в доступній нам літературі не спостерігався взаємозв’язок між білками р53 і bcl-2 з проліферативною активністю раку легені [47].
Отже, порушення балансу між проліферацією та загибеллю клітин і пов’язаними з ними регуляторними процесами є основним процесом у розвитку пухлин. Проте, значення онкомаркерів у морфо- та гістогенезі пухлин, а також прогноз їх перебігу залишається вивченим недостатньо.
Аналіз літературних джерел показує, що питання патоморфології плоскоклітинного раку легені з ороговінням на органному, тканинному, клітинному і субклітинному структурно-функціональних рівнях, є суперечливими та потребують детального дослідження.

Матеріали з даного розділу висвітлені в наступній публікації:

1. Филенко Б.Н. Иммуногистохимическая характеристика пролиферативной активности и апоптоза плоскоклеточного рака легких (обзор литературы) / Б.Н. Филенко, Н.В. Ройко, А.П. Степанчук, С.А. Проскурня // Wiadomosci Lekarskie. – 2016. – Tom LXIX, nr 2 (cz II). – P.289-294.

РОЗДІЛ 2

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

При плануванні програми дослідження, а також при її виконанні ми орієнтувались на правові законодавчі та етичні норми і вимоги для наукових морфологічних досліджень [57]. Дослідження проведено з дотриманням основних біоетичних положень Конвенції Ради Європи про права людини та біомедицину (від 04.04.1997 р.), Гельсінської декларації Всесвітньої медичної асоціації про етичні принципи проведення наукових медичних досліджень за участю людини (1964–2008 рр.), а також наказу МОЗ України № 690 від 23.09.2009 р.
2.1. Об’єкт дослідження
Об’єктом дослідження були легені, уражені високодиференційованим плоскоклітинним раком, який визначався відповідно до класифікації ВООЗ (2015) [241]. Згідно критеріям ВПРЛ характеризується наявністю цитокератину, міжклітинних зв’язків та формуванням «перлин».
Для збору матеріалу використовували метод основного масиву, що дозволяє вивчати об’єкти, які зосереджують більшість одиниць спостереження. Вибір одиниць спостереження проводили методом направленого відбору, який полягає в тому, що відбираються хворі із плоскоклітинним раком легені з ороговінням незалежно від віку, статі, професії, супутньої патології та ін..

Матеріал зібраний за період з 2007 по 2015 роки. Вивчення патогістологічних особливостей плоскоклітинного раку легені з ороговінням проводилось на основі аналізу матеріалу, який був отриманий після діагностичних біопсій з морфологічно підтвердженим діагнозом та оперативних втручань (лобектомія або пульмонектомія) у Полтавському обласному онкологічному диспансері, торакальному відділенні Полтавської обласної клінічної лікарні ім. М. В. Скліфосовського та хірургічному відділенні Полтавського обласного клінічного протитуберкульозного диспансеру.

Дослідження проводилось як на ретроспективному, так і проспективному матеріалі, взятому на базі Полтавського обласного патологоанатомічного бюро. Морфологічні дослідження виконувались на біопсіному та післяопераційному матеріалі хворих на плоскоклітинний рак легені з ороговінням.

Патоморфологічні дослідження проводили на препаратах 58 хворих з високодиференційованим плоскоклітинним раком легені, з яких гістологічний матеріал отриманий шляхом біопсії склав 4 випадки та основну досліджувану групу сформували 54 випадки операційного матеріалу після пульмонектомії, лобектомії та резекції сегменту. 
В залежності від локалізації пухлини та його зв’язку з бронхіальним деревом післяопераційний матеріал розподілений на дві групи. 

До першої групи увійшов біопсійний та післяопераційний матеріал 39 хворих, в яких пухлина локалізувалась поблизу головного, часткового, сегментарного або субсегментарного бронху. Другу групу складало 15 випадків, де пухлина не була чітко зв’язана з сегментарними бронхами і локалізувалась на периферії, переважно верхньої частки, правої або лівої легені. У зв’язку з цим, в залежності від локалізації та сполучення пухлини з бронхіальним деревом, розрізняли плоскоклітинний рак легені з ороговінням центральної та периферійної локалізації.

Розподіл матеріалу за статтю, віком (згідно критеріям ВООЗ) хворих та локалізацією високодиференційованого плоскоклітинного раку легені представлено в таблиці 2.1.

Таблиця 2.1

Розподіл досліджуваного матеріалу в залежності від статі, віку хворих та локалізації пухлини
	Локалізація

ПРЛ з ороговінням
	Вік хворих

	
	35-44 років
	45-59 років
	60-75 років

	
	чоловіки
	жінки
	чоловіки
	жінки
	чоловіки
	жінки

	Центральний рак
	1
	-
	20
	1
	16
	1

	Периферійний рак
	-
	-
	8
	1
	6
	-


Відповідно до завдань дослідження проводився додатковий розподіл досліджуваного матеріалу в залежності від гістотопографічних, гістохімічних особливостей ПРЛ з ороговінням, що докладно описано у відповідних розділах.
Оцінка прогнозу ВПРЛ визначалась з урахуванням метастазування, гістологічних, гістохімічних, імуногістохімічних даних відповідно до стадій захворювання: IА стадія – 9 (16,7%) випадків, IВ стадія – 12 (22,2%) випадків, ІІА стадія – 17 (31,5%) випадків, ІІВ стадія – 9 (16,7%) випадків, IIIА стадія – 7 (12,9%) випадків, ІІІВ та IV стадія – жодного випадку.

2.2. Методи дослідження
Для вирішення поставлених завдань дослідження використовували макроскопічний, гістологічний, гістохімічні, імуногістохімічні, морфометричні методи та методи дослідження мітотичного режиму і математичної статистики.

Макроскопічне вивчення отриманого матеріалу включало дослідження локалізації пухлини: в правій легені (верхня, середня, нижня частка), лівій легені (верхня, нижня частка), зв’язок пухлини з бронхіальним деревом, розмір карциноми в найбільшому діаметрі, вторинні зміни (ракова каверна, параканкрозне запалення).
2.2.1. Гістологічні та гістохімічні методи дослідження
Відповідно до завдань дослідження, в процесі виконання роботи застосовували комплекс гістологічних та гістохімічних методів. 

Отриманий матеріал спочатку фіксували в забуференому 10% розчині нейтрального формаліну з подальшою парафіновою проводкою за стандартними методиками. З парафінових блоків робили зрізи товщиною 4-5 мкм, які забарвлювались гематоксиліном та еозином.
Плоскоклітинний рак з ороговінням ідентифікували за наявністю «ракових перлин» – концентричних структур з епітеліальних клітин в глибині ракових комплексів.
В процесі виконання дослідження застосовували також гістохімічні методи забарвлення: суданом III на нейтральні жири з дофарбуванням гематоксиліном; за способом Шабадаша на глікоген з дофарбовуванням гематоксиліном; забарвлення тіоніном. Також використовували комбіновані гістохімічні забарвлення: ШИК-реакція – тіоніном [21].

Оскільки, в процесі приготування препаратів за загальноприйнятою методикою ліпіди розчиняються спиртом та ксилолом, в такому випадку при класичному гістологічному забарвленні гематоксиліном та еозином цитоплазма ліпід-вмісних клітинних елементів стає прозорою. У зв’язку з цим, в процесі досліджень визначення інтрацелюлярних ліпідних включень попередньо базувалось на ідентифікації клітинних елементів з візуально прозорою цитоплазмою та, в подальшому, підтверджувалось специфічним гістохімічним забарвленням на нейтральні жири суданом III з дофарбуванням гематоксиліном на попередньо заморожених зрізах.

2.2.2. Дослідження мітотичного режиму та морфометричні методи.
Дослідження проліферативної активності ПРЛ з ороговінням проводили шляхом визначенням мітотичного індексу, кількісного визначення різних форм патологічних мітозів та виділенням їх провідних типів. В клітинах плоскоклітинного раку легені з ороговінням, що перебувають у фазі мітозу, згідно рекомендаціям І.О. Казанцевої [6; 15; 34], досліджували наступні показники: 

а) мітотичний індекс пухлини (кількість мітозів на 1000 клітин виражений в промілях (‰); 

б) відсоткове співвідношення клітин, які діляться і знаходяться на різних стадіях мітозу; 

в) відносну кількість всіх патологічних мітозів, виражену у відсотках до загальної кількості мітозів; 

г) відносну кількість окремих різновидів патологічних мітозів, 

д) метафазно-профазний режим пухлинних клітин.

Згідно рекомендаціям [6; 15; 34], в залежності від наслідків, всі форми патологічних мітозів при плоскоклітинному раку легені з ороговінням нами умовно розділені на три групи: мітози внаслідком яких є переважне утворення поліплоїдних клітин; анеуплоїдних клітини та мітози, які запускають апоптоз. 

До патологічних форм мітозів, що викликають поліплоїдію, відносяться фрагментація (пульверизація) хромосом, моноцентричний мітоз, нерівномірне розходження хромосом в анафазу і мости. Асиметричний мітоз, трьох- або багатополюсний мітоз, відставання хромосом або їх фрагментів в метафазу, анафазу та телофазу віднесені до групи з утворенням анеуплоїдних клітин. Колхіцинові мітози, такі як К-мітоз зі злипанням хромосом, К-мітоз з розсіюванням хромосом, шароподібна та порожнисита метафази призводять до апоптозу, віднесені до третьої групи. 

Морфометричні дослідження проводились згідно рекомендацій Автанділова Г.Г. [1]. Гістологічні препарати вивчались при імерсійному збільшенні з використанням об’єктиву ×100. Каріометрію проводили за допомогою ліцензійного програмного забезпечення «Оlympus DP-SOFT» Version 3.2 для Windows 95/98/NT/ME/2000/XP. На ідентифікованих інтерфазних клітинах обводили ядра та визначали великий (D) і малий (d) діаметри ядер 100 інтерфазних клітин. В процесі вимірювань похибка не перевищувала 0,03%, що відповідає вимогам медико-біологічних досліджень (р<0,05).

На основі отриманих даних розраховували логарифми об’ємів ядер (lgV) інтерфазних ракових клітин за формулою обертового овоїда, згідно рекомендаціям Е.Я. Хесина [97]:
k×π
lgV= 

d2×D,

6
де k – коефіцієнт збільшення; π – 3,14; d – малий діаметр ядра; D – великий діаметр ядра.

Статистична обробка отриманих морфометричних показників проводилась шляхом визначення середніх величин (М), їх статистичних відхилень (m), а також середніх квадратичних відхилень (у). Отримані максимальні ядерні класи (моди) клітинних елементів порівнювались між собою за допомогою критерія достовірності Стьюдента-Фішера, за формулою:
                                                                  М1 - М2

                                               t= 

 
                                                  ± √ m12 – m22

Розрахунки та статистична обробка морфометричних параметрів проводились на ІВМ РС-сумісному комп’ютері з використанням ліцензійної програми «Microsoft Office Excel 2007».
Таким чином, проведено вивчення логарифмів об’єму ядер інтерфазних ракових клітин з апроксимацію одержаних даних та побудовою каріоковаріограми високодиференційованого плоскоклітинного раку легені.

2.2.3. Імуногістохімічні методи дослідження
В основі імуногістохімічних методів дослідження лежить специфічна взаємодія між моноклональними або поліклональними антитілами та клітинними і тканинними антигенами, що проявляється експресією відповідних маркерів. Висока специфічність і чутливість імуногістохімічних методів забезпечує широке їх застосовують в морфології для ідентифікації структурних елементів, рецепторів і продуктів синтезу клітин [136].

Імуногістохімічні дослідження проведені на кафедрі патологічної анатомії Харківської медичної академії післядипломної освіти (завідувач кафедри д.мед.н., професор Яковцова І.І.).

При проведенні імуногістохімічного 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 впродовж 8 хвилин) та пригнічували активність ендогенної пероксидази 3% розчином перекису водню впродовж 20 хвилин. 

Далі проводили інкубацію зрізів з первинними антитілами у вологих камерах при температурі 23-25°С впродовж 30 хвилин. В якості первинних використовували моноклональні антитіла Кі-67 (клон SP6, LabVision), Е-кадгерин (клон EP700Y, LabVision), cyclin D1 (клон SP4, LabVision), до високомолекулярного цитокератину – CK HMW (клон 34 βЕ12, «DakoCytomation»), онкопротеїну р53 (клон DO-7, «DakoCytomation»), р63 («DakoCytomation»), Bcl-2 (клон 124, «DakoCytomation»). Титр антитіл підбирався індивідуально для кожного маркеру з використанням у якості розчинника спеціального розчину Antibody Diluent (DakoCytomation). Вторинні антитіла, що містили велику кількість молекул пероксидази хрону, наносили на зрізи та інкубували у вологих камерах впродовж 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 тривалістю 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 впродовж 1-3 хвилин. Наступну дегідратацію і заключення у бальзам здійснювали відповідно загальноприйнятим методикам.

Для оцінки імуногістохімічного забарвлення використовували напівкількісний аналіз цифрових зображень у відповідності з рекомендаціями деяких дослідників [139]. Імуногістохімічно забарвлені тканинні зрізи при збільшенні ×100; ×200; ×400 і ×1000 світлового мікроскопа були зафіксовані, як цифрові зображення формату JPEG при однакових умовах освітлення (ручний режим фотографування), за допомогою цифрової фотокамери Olympus C 4040. В кожному зрізі підлягали дослідженню 10 репрезентативних ділянок, що при збільшенні ×400 мали не менше 100 клітин плоскоклітинного раку легені з ороговінням.

При оцінці імуногістохімічної реакції з маркером на Е-кадгерин специфічним вважалося мембранне та субмембранне забарвлення бурого кольору. В залежності від інтенсивності забарвлення, ступінь експресії оцінювалась як негативний (-), низький (+), помірний (++) та високий (+++).

Експресія антитіл до високомолекулярного цитокератину (CK HMW) визначалась на підставі бурого цитоплазматичного забарвлення різної інтенсивності, як негативна (-), низька (+), помірна (++) та висока (+++).

Експресія онкопротеїну р53 та його гомолога р63 визначалась на підставі специфічного бурого інтрануклеарного забарвлення. Відповідно до інтенсивності останнього, визначали негативний (-), низький (+), помірний (++) та високий (+++) ступінь експресії.

Визначення ступеня експресії молекулярно-біологічного маркеру Bcl-2 проводилось за наявністю цитоплазматичної реакції клітинних елементів, що проявлялась забарвленням бурого кольору різної інтенсивності: негативний (-), низький (+), помірний (++) та високий (+++).

Моноклональні антитіла онкомаркера Кі-67 реагують лише з клітинами в G1-, S- i G2-періодах циклу та проявляються ядерним забарвленням бурого кольору. 

Маркер cyclin D1 характеризувався інтрануклеарною експресією також бурого кольору різної інтенсивності.

За рекомендаціями ВООЗ (2010) та ґрунтуючись на даних попередніх досліджень оцінка експресії Кі-67 та cyclin D1 проводилось шляхом визначення 100 пухлинних клітин з ядерним забарвленням при збільшенні ×400 у 50 полях зору, що виражалось у відсотках та інтерпретувалось, як індекс проліферації (ІП).
З метою виключення помилкових результатів для кожного маркера використовували зрізи з тканин, які рекомендовані виробником антитіл для позитивного контролю без додавання первинних антитіл. 
Вивчення гістологічних препаратів проводилось на цифровому світловому мікроскопі «Olympus BX-41» фірми «Olympus Medical Systems Corporation» з використанням окуляру ×10 та об’єктивів ×10, ×20, ×40, ×100, а їх фотозйомка – на цифрову фотокамеру фірми «Olympus C 4040» із програмним забезпеченням «Olympus DP-Soft».
2.2.4. Методи математичної статистики

Статистичний аналіз отриманих результатів проводили за допомогою “Microsoft Excel 2010”. Застосовували методи варіаційного, альтернативного (визначення середнього арифметичного, середнього квадратичного відхилення, стандартної похибки середнього арифметичного) і кореляційного аналізу. 
Оцінку взаємозв’язків між морфологічними показниками проводили за допомогою непараметричних методів з використанням коефіцієнта кореляції Пірсона (r). Взаємозв'язок між досліджуваними параметрами називався слабким, помірним і сильним, якщо коефіцієнт кореляції був відповідно у межах 0,01−0,29; 0,3−0,69; 0,70−1,0. 

Усі показники вважалися достовірними при значенні ρ ≤ 0,05.

Отже, для вирішення поставлених задач в процесі дослідження застосований комплексний підхід з використанням гістологічних, гістохімічних, імуногістохімічних, морфометричних та статистичних методів, а також вивчення мітотичного режиму. При цьому, забезпечення достовірності та узагальнення результатів дослідження здійснено з мінімізацією систематичних та випадкових помилок. 

ВЛАСНІ ДОСЛІДЖЕННЯ 

РОЗДІЛ 3

МОРФОЛОГІЧНІ ТА ГІСТОХІМІЧНІ ОСОБЛИВОСТІ ВИСОКОДИФЕРЕНЦІЙОВАНОГО ПЛОСКОКЛІТИННОГО РАКУ ЛЕГЕНІ 

3.1. Клініко-морфологічна характеристика високо-диференційованого плоскоклітинного раку легені.
Високодиференційований плоскоклітинний рак легень за період з 2007 по 2015 роки спостерігався у 58 хвори, з яких у 4 випадках був гістологічно підтверджений після діагностичної бронхоскопії з використанням щипцевої біопсії, у 54 хворих діагноз підтверджений на післяопераційному матеріалі. Середній вік хворих склав 57,6±6,7 років. Найбільшу частку хворих склали чоловіки (94,8 %) у порівнянні з жінками (5,2 %). 

Основою досліджуваного матеріалу став післяопераційний матеріал, отриманий від хворих з високодиференційованим плоскоклітинним раком легені. Спочатку проводилось макроскопічне дослідження з визначенням зовнішнього вигляду, розмірів та вторинних змін пухлини і оточуючої тканини. Зв’язок пухлини з головним, частковим, сегментарним бронхами визначався під час їх послідовного розрізу. Характеристика ретроспективно взятого матеріалу проводилась на основі макроскопічного описання патологоанатомів Полтавського облавного патологоанатомічного бюро (до уваги брався лише матеріал, який мав повне описання, відповідно до поставлених завдань дослідження).

В залежності від локалізації пухлини досліджуваний матеріал був розподілений на дві групи. У кожній досліджуваній групі частіше хворіли чоловіки, ніж жінки (рис 3.1.1.). 
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Рис 3.1.1. Кількість хворих на ВПРЛ чоловіків і жінок.
Основна частка хворих була старше 45 років, з яких 30 (55,56%) осіб увійшло до вікової групи 45-59 років, 23 особи (42,6%) склали вікову групу 60-75 років і лише один чоловік (1,84%) 37 років.
До першої групи увійшли 39 (72,2%) випадків в яких пухлина локалізувалась поблизу головного, часткового, сегментарного бронху та визначались, як центральний рак легені. Серед них 37 (94,9%) чоловіків та 2 (5,1%) жінки. Середній вік хворих склав 57,6 ±7,1 років. Пік захворюваності припадав на 60 років.

Макроскопічно ВПРЛ центральної локалізації частіше знаходився поблизу головних, часткових, сегментарних, субсегментарних бронхів та мав вузлувато-перибронхіальну, вузлувато-кавернозну або вузлувато-розгалуджену (медіастинальну) клініко-морфологічні форми росту. 

Пухлини з вузлувато-перибронхіальною формою росту зустрічались в 19 (48,7%) випадків пухлин центральної локалізації. Карциноми даного типу характеризувались наявністю новоутворення в ділянці кореня легень і навколо бронхіального комплексу. Пухлини мали округлу або овальну форму на розрізі з наявністю сосочкоподібних виростів, з більш-менш чіткими межами з оточуючою легеневою тканиною. Дана форма росту характеризується розповсюдженням пухлини по підслизовій і навколобронхіальній сполучній тканині, що проявлялось потовщенням стінки бронха за рахунок карциноматозної інфільтрації. Слизова оболонка бронхів потовщена, горбиста. 
Пухлина в кожному випадку була щільною, білуватого, сірувато-жовтого кольору, соковитою на розрізі. Розміри пухлини становили від 1 см до 10 см в найбільшому діаметрі з середнім значенням 3,9±2,06 см. Вузлувато-перибронхіальною формою росту асоціюється з ІА, ІВ (р<0,05) стадіями захворювання. У 5 хворих з ІІА стадією, що складає 26,3% від загальної кількості випадків вузлувато-перибронхіальної форми росту пухлини, спостерігались метастази в реґіонарні лімфатичні вузли. Необхідно зазначити, що найбільший розмір пухлини, яка супроводжувалась лімфогенним метастазування, не перевищував 3 см та в середньому склав 2,6 см.

Вузлувато-кавернозна форма росту зустрічалась у 18 (46,2%) випадків пухлин центральної локалізації та характеризувалась значними розмірами карциноми з ділянками масивних некрозів в центрі, що супроводжувалось утворенням ракових каверн. Дана клініко-морфологічна форма росту асоціюється з ІІВ стадією захворювання (р<0,05).
Пухлини з вузлувато-кавернозною формою росту мали неправильно-овоїдну форму з нечіткими контурами. Розміри пухлини коливались в межах від 3 см до 10 см. Середній розмір пухлини складав 6,5±2,4 см. В раковій тканині виявлялась порожнина неправильної форми з нерівними стінками, заповнена напіврідким жовтуватого або буро-сірого кольору вмістом. Порожнина локалізувалась ексцентрично, з більш тонкою стінкою, розташованою на протилежному боці від воріт легені. Розміри каверин коливались в значних межах – від 0,5 см до 3,0 см, і не залежали від розміру пухлини. Бронх, з яким сполучалась каверна, містив некротичні маси.

У 8 хворих з вузлувато-кавернозною формою росту ВПРЛ центральної локалізації спостерігались метастази в реґіонарні лімфатичні вузли (парабронхіальні, біфуркаційні). Необхідно зазначити, що середній розмір пухлини з наявністю метастазів складав 7,1±2,0 см в найбільшому розмірі.
Медіастинальна (вузлувато-розгалуджена) форма росту високо-диференційованого плоскоклітинного раку легені, спостерігалась у 2 (5,1%) хворих з ІІІА стадією захворювання, в кожному з яких пухлина була зв’язана з верхньочастковим бронхом лівої легені. При цьому пухлина перибронхіально досягала лімфатичних вузлів переднього і заднього середостіння, утворюючи разом з ними щільний пухлинний конгломерат з діляками розгалуження, що вростали в легеневу тканину без чітких меж. Слизова оболонка бронхів була потовщена, грубогорбиста. В одному випадку найбільший розмір пухлини склав 7 см, в другому 6 см.

Проведення аналізу ВПРЛ за розміром пухлини, клініко-морфологічними формами росту та наявністю метастазів дозволило встановити ряд особливостей перебігу даного захворювання. Можна стверджувати, що формування ракової каверни має помірно виражений кореляційний зв’язок (r=+0,48 при р<0,05) з розмірами пухлини (рис.3.1.2.).
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Рис 3.1.2. Залежність формування ракової каверни від розміру пухлини.
Крім того, наявність метастазів не має чіткої залежності від розміру пухлини та її клініко-морфологічної форми росту (r=+0,27 при р<0,05) (рис 3.1.3.).
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Рис 3.1.3. Залежність метастазування від розміру пухлини при ВПРЛ.
Другу групу досліджень складало 15 (27,8%) випадків, в яких пухлина не була чітко зв’язана з сегментарними бронхами та локалізувалась на периферії переважно верхньої частки правої та лівої легень – 14 хворих (93,3% від кількості випадків другої групи) та у 1 чоловіка (6,7%) локалізувався в нижній частці правої легені. До даної групи увійшли 14 (93,3%) чоловіків і 1 (6,7%) жінка. Середній вік хворих склав 58,1±6,2 років. Пік захворюваності припадав на 54 роки.

Макроскопічно периферійний ВПРЛ характеризувався переважно вузловою формою росту (93,3%), що мала на розрізі вигляд округлої або овальної форми вузла, який розташовувався на деякій відстані від воріт легені. Новоутворення локалізувались переважно в першому та другому сегментах правої (10 хворих, 66,6%) та лівої (4 хворих, 26,7 %) легені. У 1 хворого (6,7%) новоутворення локалізувалось в нижній частці правої легені. Розміри пухлини коливались від 2 см до 8 см, середній показник складає 4,5±1,9 см. В залежності від розміру пухлини та наявності метастазів хворі другої групи були з ІА, ІВ, ІІА, ІІВ та ІІІА стадіями захворювання.
На розрізі пухлина представлена тканиною сірого, сіро-бурого або жовтувато-сірого кольору, щільно-еластичної консистенції з ділянками некрозу та крововиливами різних розмірів. В 3 випадках (20%) прицентрально в карциномі визначалась порожнина, заповнена жовтуватою непрозорою вершкоподібною масою. Формування каверни не залежало від розміру пухлини (r=0, р>0,05). Назовні пухлини визначалася тканина сірого кольору щільної консистенції, волокнистої будови, що спостерігалось у 8 хворих (53,3%). Рубцеве потовщення утворювало кратероподібне втягнення на плеврі. В 6 випадках (40%) пухлина не мала чітких меж за рахунок наявності запального інфільтрату навколишньої легеневої тканини, що проявлялось наявністю на поверхні розрізу жовтувато-зеленого ексудату. У одного хворого (6,7% від загальної кільності випадків периферійної локалізації) пухлина локалізувалась у першому сегменті правої легені, розростаючись під плеврою та проростаючи у ребро.

Метастази спостерігались у 2 хворих, що склало 13,3 % від загальної кількості випадків другої групи, з яких 1 лімфогенний та 1 контактний (імплантаційний) метастаз у перше ребро. 

Аналіз залежності розміру пухлини і розростання рубцевої сполучної тканини навколо вказує на негативний кореляційний зв’язок (r=-0,11 при р<0,05) між вказаним параметрами. В той час, як розмір пухлини і наявність параканкрозного запалення свідчать про їх слабкий зв’язок (r=+0,15 при р<0,05) (рис. 3.1.4).
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Рис. 3.1.4. Залежність між розміром пухлини та змінами навколишньої легеневої тканини
Біопсійний матеріал, взятий при проведенні бронхоскопії склав 2 випадки (3,4%). Середній вік хворих – 53 роки. Отримана тканина, з гістологічним підтвердженням ВПРЛ, була віднесена до раку легені центральної локалізації, так як пухлина мала чіткий зв’язок з бронхіальним деревом. Проте, даний матеріал не увійшов до першої досліджуваної групи у зв’язку з невеликими розмірами, що не дозволяє визначити клініко-морфологічні параметри даної пухлини та виділити гістотопографічні зони. 

Біоптати периферійного раку легені, які склали 2 випадки (3,4% від загальної кількості досліджуваного матеріалу), також не віднесені до другої групи, у зв’язку з невеликими розмірами. Середній вік хворих склав 58 років.

Біоптати використовували в якості матеріалу для інтерпретації отриманих результатів дослідження та визначення можливості його використання у діагностиці та прогнозуванні перебігу карциноми в залежності від наявності специфічних гістохімічних типів «ракових перлин».

Резюме до підрозділу 3.1. За результатами аналізу післяопераційний матеріал високодиференційованого плоскоклітинного раку легені розподілений на дві групи: центральний (72,2%) і периферійний (27,8%) рак. Основну кількість кожної групи склали чоловіки (94,9% і 93,3% відповідно).

Центральний рак легені, розвиток якого має чіткий зв’язок з головним, частковим і сегментарним бронхами, характеризується трьома клініко-морфологічними формами росту: вузлувато-перибронхіальною (48,7%), вузлувато-кавернозною (46,2%) і вузлувато-розгалудженою (5,1%). Середній вік хворих склав 57,6±7,1 років. Метастази у реґіонарні лімфатичні вузли виявили у 38,5% хворих. Встановлено, що наявність метастазів та розвиток некрозу в пухлинах має помірно виражену залежність від їх розміру, тому можна прийти до висновку, що величина первинної карциноми може бути прогностичним критерієм.

ВПРЛ периферійної локалізації не має макроскопічного зв’язку з бронхіальним деревом і розташовується на деякій відстані від воріт легені. Середній вік хворих даної групи складає 58,1±6,2 років. Матастази виявлені в 13,3 % випадків, з яких 6,67% - лімфогенні й 6,67% - імплантаційні. Пухлина у 53,3% випадків була пов’язана з вираженим розростанням сполучної тканини, в 40% - оточена запальним інфільтратом. Наявність вказаних ознак не мають статистично достовірного прогностичного значення. 

3.2. Гістологічні та гістотопографічні особливості ВПРЛ
Гістологічне і гістотопографічне дослідження особливостей розвитку плоскоклітинного раку легені з ороговінням обох груп проводилось на тканинному матеріалі з використанням забарвлення гематоксиліном і еозином та додаткових гістохімічних методів.
Для зручності дослідження та об’єктивізації прогностичних показників пухлина була розділена на дві зони: периферичну та центральну.

З кожної зони для гістологічного дослідження брали 3-4 шматочки у різних ділянках. На периферії пухлини вирізали шматочки на межі з оточуючою тканиною для оцінки її стану. В центральній зоні брали тканину карциноми, яка прилягала до бронха, а також ділянки, що оточували порожнину при вузлувато-кавернозній формі росту (рис. 3.2.1).
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Рис 3.2.1. Схема пухлини ВПРЛ.

1 – периферійна зона;  

2 – центральна зона;

3 – раковий комплекс;

4 – оточуюча легенева тканина; 

5 – ділянка некрозу (ракова каверна).
Проведене мікроскопічне вивчення препаратів підтверджує, що при центральному ВПРЛ пухлина прилягає до бронхіального дерева або оточує бронх. 

В слизовій оболонці бронха навколо розростання пухлинних комплексів спостерігалась метаплазія багаторядного миготливого епітелія в багатошаровий плоский. Ділянки метапалазії характеризуються наявністю груп резервних клітин, які утворюють декілька шарів. До сполучнотканинної основи прилягають базальні клітини невеликих розмірів з гіперхромними ядрами. Над базальним шаром в декілька рядів розташовуються клітини полігональної форми з округлим ядром. На поверхні тканинного пласту знаходяться сплощені клітини з ядром витягнутої форми і наявністю еозинофільної зернистості в цитоплазмі. Такі клітинні формування нагадують багатошаровий плоский незроговілий епітелій. Деякі ділянки мали ознаки ороговіння, що проявляється наявністю плоских лусочок з пікнотичними ядрами на поверхні слизової оболонки (рис. 3.2.2).
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Рис. 3.2.2. Ділянка плоскоклітинної метаплазії бронхіального епітелію.

Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 40х, ок.10х.
В пластах метаплазованого епітелію визначаються ділянки дисплазії різного ступеня, що характеризуються втратою вертикального анізоморфізму, безладним розташуванням клітин з гіперхромними ядрами різних розмірів, порушенням ядерно-цитоплазматичного співвідношення та наявністю численних мітозів.
Підслизова сполучнотканинна основа характеризується склеротичними змінами, які проявляються атрофією бронхіальних залоз на фоні розростання грубоволокнистої сполучної тканини. Альвеолярні відділи поодиноких залоз перетворені на кісти невеликих розмірів, стінки яких вистелені сплощеним кубічним епітелієм. Між пучками колагенових волокон спостерігається дифузна слабко виражена переважно лімфоцитарна інфільтрація. 
ВПРЛ з вузлувато-перибронхіальною формою росту характеризується поступовим, без чітких меж, переходом ділянки метаплазії з дисплазією в тканину пухлини. Атипові клітини змінюючи свою вертикальну анізотропію, руйнують базальну мембрану і проростають в підслизову сполучнотканинну основу, розповсюджуючись за ходом хрящової пластинки. Подальше руйнування гіалінового хряща забезпечує проростання пухлини до перибронхіальної сполучної тканини. 

Перибронхіальна сполучна тканина утворена пучками колагенових волокон, розташованими паралельними рядами відносно хрящової пластинки. Між волокнами розташовуються фібробласти витягнутої форми з веретеноподібними ядрами, місцями формуючи палісадоподібні структури. Навколо стінки бронха і пухлинних комплексів відзначається запальна клітинна інфільтрація, яка складається з лімфоцитів, гістіоцитів. Переважання клітинної реакції спостерігається в основному навколо судин мікроциркуляторного русла.

Отже, пухлина розповсюджується під слизовою оболонкою та навколо хрящової пластинки бронха. Ракові клітини проліферують та набувають специфічних диференціювальних ознак, формуючи пухлинні комплекси плоскоклітинного раку з ороговінням. (рис. 3.2.3.).
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Рис. 3.2.3. Ракова інвазія стінки бронха. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 10х, ок.10х.
1. Хрящова пластинка бронха; 
2. Ракові комплекси; 
3. Перибронхіальна сполучна тканина.
Вузлувато-кавернозна форма ВПРЛ характеризується наявністю зони некрозу, яка прилягає до стінки бронха, місцями сполучаючись з його просвітом.

Дослідженнями центральної зони пухлини виявлено наявність ділянок некробіозу та некрозу різних розмірів. Некроз представлений безструктурними масами з відсутністю тканинної архітектоніки, що розташовується в центрі ракових комплексів, формуючи порожнини. Стінка порожнин представлена пухлинними клітинами в яких відмічаються дистрофічні зміни, стертістю міжклітинних контактів і їх повною відсутністю. Ядра таких клітин підлягають пікнозу та каріорексису, що є необоротніми змінами клітини. Ділянки мікроскопічного некрозу обмежені і чергуються з інтактними раковими комплексами або, зливаючись, формують порожнини значних розмірів (Рис. 3.2.4). 
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Рис. 3.2.4. Гістологічна картина центральної зони ВПРЛ з вузлувато-кавернозною формою росту. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 4х, ок.10х.
1. Хрящова пластинка бронха; 
2. Ракові комплекси з некрозом у центрі; 
3. Перибронхіальна пухлинна тканина.
Сполучення порожнин з просвітом бронха призводить до їх дренування і виходу некротичних мас. В результаті формуються каверни, розташовані в центральній зоні пухлини.

Периферична зона високодиференційованого плоскоклітинного раку легень центральної локалізації утворена раковими комплексами різних розмірів та форми, розділених прошарками сполучної тканини. Тканина пухлини інвазує тканину легені без чітких меж, які стерті інфільтратом параканкрозного запалення.
Медіастинальна форма росту ВПРЛ в центральній зоні оточує бронх, за рахунок інвазії перибронхіальної сполучної тканини та характеризується наявністю чітких меж з оточуючою легеневою тканининою на периферії. З іншого боку карцинома проростає в лімфатичні вузли, формуючи пухлинний конгломерат без чітких меж.
При проведенні мікроскопічного дослідженя периферійного плоскоклітинного раку легені з ороговінням, який не мав чіткого зв’язку з бронхіальним деревом, виявили, що пухлини даної локалізації частіше прилягають до ділянки хронічного запалення. Гістологічне вивчення проводилось у двох зонах, за принципом дослідження центрального раку, периферичній і центральній. 

Проведеними вивченнями гістологічних препаратів було встановлено, що розвиток периферійного раку верхньої частки легені найчастіше пов’язаний з туберкульозним процесом. Дане положення підтверджене у 11 хворих (73,3%) у яких виявляються вогнища казеозного некрозу, які інколи інкапсульовані, з ділянками звапніння. Аналіз цих випадків дозволяє узагальнити дані, встановивши закономірності гістотопографічної будови пухлини на фоні туберкульозу. 

В центральній зоні пухлини визначається гіалінізована рубцева тканина з невеликою кількістю клітинних елементів. Серед ребцевої тканини визначаються бронхіоли вистелені дистрофічно зміненим епітелієм. Місцями спостерігаються зони казеозного некрозу у вигляді гомогенних еозинофільних мас, оточених валом епітеліоїдних клітин з незначною кількістю макрофагів, плазматичних клітин та лімфоцитів. Між клітинами запального інфільтрату розташовуються гігантські клітини типу Пирогова-Лангханса з великою кількістю ядер, розташованих на периферії цитоплазми. Дозовні від клітинного валу розташована грубоволокниста сполучна тканина з невеликою кількістю фібробластів, фіброцитів та незначним запальним інфільтратом, що формує рубець (рис 3.2.5). 
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Рис. 3.2.5.  Гістотопографія периферичного плоскоклітинного раку легені з ороговінням на фоні туберкульозу. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 40х, ок. 10х.
1. Запальний інфільтрат; 
2. Зона некрозу; 
3. Гігантські багатоядерні клітини; 
4. Грубоволокниста сполучна тканина. 

Ззовні від рубцевої тканини, оточуючи її, виявлялись пухлинні комплекси високодиференційованого плоскоклітинного раку, які утворені атиповими клітин з яскраво еозинофільною цитоплазмою та поліморфними гіперхромними ядрами. 
Ракові клітини інвазують сполучну тканину, без чітких меж занурюючись у неї. Деякі клітини розташовувались концентричними конгломерати, формуючи «ракові перлини» (рис. 3.2.6).
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Рис. 3.2.6. ПРЛ з ороговінням на фоні рубця. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 40х, ок. 10х.
1. Комплекси плоскоклітинного раку з формуванням ракових перлин; 
2. Грубоволокниста сполучна тканина.

У 3 хворих (20,0 %) розвиток раку пов’язаний з рубцевою тканиною вогнищ пневмосклерозу невстановленого ґенезу. Очевидно, це міг бути хронічний бронхіт, що супроводжувався бронхіолітом із запаленням перибронхіолярної сполучної тканини. Хронічне інтерстиціальне запалення супроводжується розвитком пневмосклерозу. У 1 хворого (6,7 %) при мікроскопічному дослідженні не було виявлено зв’язок з рубцевою тканиною.

Периферична зона карциноми другої групи досліджень характеризується різноманітною мікроскопічною картиною з боку оточуючої легеневої тканини. В 8 хворих (53,3%) навколо тканини карциноми, яка представлена раковими комплексами різних розмірів, розділених прошарками сполучної тканини, спостерігається вузька безповітряна крайова зона легеневої тканини. Формування останньої відбувається, в очевидь, завдяки стисненню альвеолярних порожнин пухлиною, яка проліферує. Стінки міжальвеолярних перетинок, що прилягають до пухлини руйнується, їх епітеліальна вистилка дистрофічно змінена (рис 3.2.7).
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Рис. 3.2.7. Оточуюча легенева тканина ВПРЛ. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 10х, ок. 10х.
1. Пухлинні комплекси

2. Безповітряна крайова зона

3. Легенева тканина

У 6 спостереженнях (40 %) навколо пухлинної тканини спостерігається виражене параканкрозне запалення, за рахунок якого котрури пухлини розмиті. Навколо зони запалення спостерігається наявність набрякової рідини в просвіті альвеол та повнокрів’я судин.

В 1 випадку (6,7%) пухлина, поширюючись під плеврою, проростає її, досягаючи кісткової тканини, руйнуює окістя, кісткові балки, вростаючи без чітких меж.

Резюме до підрозділу 3.2. Підводячи підсумок гістологічних та гістотопографічних досліджень особливостей розвитку високо-диференційованого плоскоклітинного раку легень, можна прийти до висновку, що морфогенез даного типу пухлини залежить від його локалізації.

При ВПРЛ центральної локалізації карцинома розвивається з бронхіального епітелія внаслідок його метаплазії та дисплазії. Клон ракових клітин, інвазуючи шари бронха, проростає в навколишні тканини. Таким чином, в центральній зоні пухлина розташовується поряд з бронхом або оточує його, в периферичній зоні – прилягає до оточуючої легеневої тканини в якій розвивається параканкрозне запалення. 

Розвиток периферійного ВПРЛ пов’язаний з хронічним запаленням, яке характеризується розростанням грубоволокнистої сполучної тканини. В 73,3% спостережень було підтверджено наявність туберкульозу, 20 % випадків раку зв’язано з ділянками пневмосклерозу і лише в 6,7 % хворих чітких гістологічних змін, які передували канцерогенезу виявлено не було.

Проте, необхідно зазначити, що дослідження пухлини за зональним принципом має важливе діагностичне значення, оскільки були виявлені характерні гістологічні особливості.
3.3. Гістологічні та гістохімічні особливості ракових комплексів ВПРЛ

При мікроскопічному дослідженні плоскоклітинний рак легені з ороговінням складається з пухлинних комплексів різних розмірів, розташованих окремо, розділених прошарками сполучної тканини, або поблизу один до одного та частково зливаючись між собою. 

Пухлинні комплекси складаються з атипових клітин різних розмірів, ядра яких поліморфні та забарвлюються з неоднаковою інтенсивність. Однак, незважаючи на різну форму та розміри пухлинних комплексів, в них можна виділити три гістотопографічні зони: інвазії, проліферації та диференціювання. 

На периферії пухлинних комплексів, що відповідає зоні інвазії, ракові клітини циліндричної або овоїдної форми, невеликих розмірів розташовані вертикально відносно строми пухлини в один або декілька рядів, близько одна до одної. Ці клітини характеризуються помірним еозинофільним забарвленням цитоплазми та гіперхромними ядрами, в яких відзначається наявність дрібно- та середньоглибчастого хроматину. В деяких клітинах спостерігаються фігури нормальних та патологічних мітозів.

В зоні проліферації, яка розташована прицентально в ракових комплексах, знаходяться клітини овоїдної форми більших розмірів порівняно з клітинами зони інвазії, що розташовані на деякій відстані одна від одної за рахунок спонгіозу. Цитоплазма цих клітин містить пінисту або дрібнозернисту речовину, що надає їй більш інтенсивного еозинофільного забарвлення. Ядра значно більших розмірів з наявністю середньо- та крупноглибчастого хроматину, містять від одного до декількох ядерець. Фігури мітозу в цій ділянці ракових комплексів спостерігаються рідше.
В глибині ракових комплексів виявляються «ракові перлини». Ці структури утворюються завдяки зібранню в єдиний конгломерат округлих, витягнутих або веретеноподібних клітин, розташованих концентрично. Цитоплазма цих клітинах характеризується різною інтенсивністю забарвлення цитоплазми від блідо-рожевого до насичено-рожевого кольору, що виникає, ймовірно, внаслідок поступового збільшення кератинізації в напрямку від периферії до центру. Про це свідчить розташування в центрі «перлин» яскраво-еозинофільних без’ядерних рогових лусочок, які утворюють структури звивистої форми. (рис. 3.3.1). 
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Рис. 3.3.1. Раковий комплекс плоскоклітинного раку легені з ороговінням. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 40х, ок. 10х.

1. Периферійна ділянка; 
2. Прицентральна ділянка; 
3. «Ракова перлина»; 
4. Строма пухлини. 

Необхідно відмітити, що в центрі деяких «ракових перлин» відмічаються зони некрозу різних розмірів, утворення яких, напевно, залежить від ступеня диференціювання (зрілості) та васкуляризації пухлинної тканини, в основному за рахунок неоангіогенезу. Внаслідок накопичення цитокератину відбувається поступове зморщення ядра з подальшим його повним зникненням. Без’ядерні рогові лусочки руйнуються, формуючи гомогенні маси в центрі «ракової перлини». Отже, зона некрозу залежить від ступеня диференціювання та васкуляризації тканини.
Строма пухлин, в товщі якої знаходились добре виражені поля пухлинних клітин, в деяких випадках була добре виражена та представлена грубоволокнистою сполучною тканиною з невеликою кількістю фібробластів і судинами різних розмірів. Відмічалися шари гіалінізованих колагенових волокон та поля міксоматозу. Місцями спостерігались зони набряку стромального компоненту (рис 3.3.2.).
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Рис. 3.3.2. Строма ВПРЛ. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 40х, ок. 10х.
1. Гіалінізовані колагенові волокна;

2. Раковий комплекс з некротизованою зоною.
Судинний компонент строми характеризується нерівномірною їх кількістю у різних ділянках пухлини. Найбільша кількість судин на одиницю площі пухлини спостерігається в центральній зоні першої досліджуваної групи. В даній ділянці тонкостінні судини розташовувались групами, переважно перибронхіально. Пухлинні комплекси, проліферуючи, стискали судини, в просвіті яких визначались реактивне тромбоутворення. Навколо судин відзначлась запальна, переважно лімфоцитарна, інфільтрація (рис. 3.3.3).
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Рис. 3.3.3. Стромально-судинний компонент ВПРЛ. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 40х, ок. 10х.

1. Кровоносна судина;
2. Запальна інфільтрація;

3. Раковий комплекс.
Звертала на себе увагу нерівномірність та невпорядкованість розташування ракових комплексів в стромі. Їх кількість варіювала в широких межах, від 1 до 18 в одному полі зору при вивченні гістологічних препаратів на збільшенні 100х. Дослідженнями встановлено та статистично підтверджено, що частка паренхіматозного компоненту переважала над стромальним. Частка площі паренхіматозного компоненту становила 75,6±17,01%, а на строму припадає 21,2 ± 13,36% об’єму новоутворення. Встановлено поступове зменшення співвідношення паренхіми і строми від центральної зони пухлини (79,1±4,68% і 16,5±4,44% відповідно при р<0,05) до периферичної (67,1±15,19% і 27,1±13,45% при р<0,05).

При центральному ВПРЛ визначено різне співвідношення паренхіми і строми у пухлинах з різними клініко-морфологічними формами росту (табл.3.3.1).

Таблиця 3.3.1.

	Клініко-морфологічна форма росту
	Зона пухлини
	Паренхіма, %
	Строма, %
	Достовір-ність, р

	Вузлувато-кавернозна
	Центральна
	68,9±13,2
	27,0±10,82
	< 0,05

	
	Периферична
	64,7±16,94
	32,3±15,1
	

	Вузлувато-перибронхіальна
	Центральна
	72,8± 8,96
	15,9 ± 7,15
	< 0,05

	
	Периферична
	58,7±15,67
	39,1±16,41
	

	Медіастинальна
	Центральна
	70,2±11,2
	26,3±7,2
	< 0,05

	
	Периферична
	65,1±10,01
	32,5±7,7
	


Визначено, що співвідношення паренхіматозного та стромального компонентів варіювала в широких межах. При зменшенні розмірів ракових комплексів спостерігалось збільшення їх кількості, що спостерігалось переважно в периферичній зоні пухлини центрального раку з різними клініко-морфологічними формами росту. І, навпаки, в центральній зоні ракові комплекси сягали значних розмірів, що займали все поле зору.

Периферійний рак характеризувався подібними даними: паренхіма складала 76,7 ± 2,65%, строма 16,0 ± 7,07% (р< 0,05).

Гістологічні особливості наявності «ракових перлин» при ВПРЛ є основою для патоморфологічного заключення, що, здавалося, містить всю необхідну інформацію для вирішення питання лікування та прогнозу. Проте, детальне вивчення пухлинних комплексів плоскоклітинного раку легені з ороговінням дозволило виявити деякі особливості будови «ракових перлин», а, отже, і пухлинних комплексів вцілому.

За результатами проведених гістологічних та гістохімічних досліджень виявили три типи «ракових перлин», що відрізнялись за морфологічними особливостями та тинкторіальними властивостями: еозинофільні або тіонін-позитивні, ШИК-позитивні (глікоген-вмісні) та світлі або суданофільні (ліпід-вмісні).

Еозинофільні «ракові перлини» побудовані із концентрично розташованих зроговілих клітин веретеноподібної форми із загостреними кінцями.

Цитоплазма цих клітин гомогенно забарвлена в яскраво-рожевий колір. В деяких клітинах прослідковується накопичення дрібних зерен, що забарвлюються в насичено-рожевий колір. Ядра мають витягнуту форму, гіперхромні з наявністю крупноглибчастого хроматину. Між клітинами відмічаються щілиноподібні просвіти. Це вказує на втрату міжклітинних зв’язків по периметру плазмолеми, проте «рогові лусочки» зберігають зв’язок на кінцях клітин. Такі «ракові перлини» оточені поліморфними атиповими клітинами, які зберігають міжклітинні контакти та зоною помірно вираженого запального інфільтрату. (рис. 3.3.4).
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Рис. 3.3.4. Еозинофільна  «ракова перлина» при ПРЛ з ороговінням. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 40х, ок. 10х.

1. Еозинофільна центральна частина; 
2. Атипові клітини навколо «ракової перлини».

При дофарбовуванні тіоніновим синім такі «ракові перлини» забарвлюються в темно-синій колір, тобто є тіонін-позитивними. Вони складаються з окремих рогових клітин з нерівномірним забарвленням. Центральна група клітин забарвлюється більш інтенсивно, ніж периферійна. Оточуючі клітини ракового комплексу, які входять до складу зони інвазії та проліферації мають менш інтенсивне фіолетово-блакитне забарвлення зі світлим обідком навколо ядра (рис 3.3.5). 
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Рис. 3.3.5. Тіонін-позитивна «ракова перлина» при ПРЛ з ороговінням. Забарвлення тіоніновим синім. Об. 10х, ок. 10х.

1. Центральна частина перлини із забарвленням клітин різної інтенсивності;
2. Ракові клітини навколо «перлин».

Отже, в комплексах ПРЛ з ороговінням формуються еозинофільні «ракові перлини», які при дофарбовуванні тіоніновим синім забарвлюються в темно-фіолетовий колір, що, ймовірно, вказує на посилені процеси кератинізації в тіонін-позитивних структурах. Встановлено, що тіонін-позитивними раковими перлинами (р<0,001) асоціювались з ІА, ІВ стадіями захворювання. 
Глікоген-вмісні «ракові перлини» утворюються роговими клітинами більших розмірів, у порівнянні з еозинофільними «перлинами». Їх цитоплазма фарбується в світло-рожевий колір при звичайному гістологічному забарвленні гематоксиліном та еозином. Ядра цих клітин мають витягнуто-овоїдну форму, гіперхромні, з наявністю крупноглибчастого хроматину. В окремих клітинах спостерігається каріопікноз (рис. 3.3.6).
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Рис. 3.3.6. Глікоген-вмісна «ракова перлина» при ПРЛ з ороговінням. Заборвлення. гематоксиліном та еозином. Об. 40х, ок. 10х.

1. Рогові лусочки з гіперхромними ядрами; 
2. Атипові клітини навколо «ракової перлини».

Наявність в таких «ракових перлинах» глікогену підтверджується результатами власних гістохімічних досліджень з використанням ШИК-реакції. Клітини ШИК-позитивних «ракових перлин», містять глікоген, що надає їх цитоплазмі пурпурового кольору. В центрі «перлин» формуються концентричні структури насичено-бузкового кольору. Оточуючі поліморфні ракові клітини мають менш інтенсивне забарвлення цитоплазми та містять ядра округлої або овоїдної форми (рис. 3.3.7).
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Рис. 3.3.7. ШИК-позитивні «ракові перлини» при ПРЛ з ороговінням. Забарвлення ШИК-реакція. Об. 40х, ок. 10х.

1. Бузкові «ракові перлини»; 
2. Ракові клітини навколо «перлин».

При комбінованому забарвленні ШИК-тіоніновим синім виявляється, що такі «ракові перлини» мають тіонін-позитивну центральну частину, яка оточена по периферії концентрично розташованими ШИК-позитивними гомогенними структурами. Також, часто зустрічаються «ракові перлини», що складаються переважно лише із ШИК-позитивних концентричних структур.
Можна припустити, що таке забарвлення ШИК-позитивних «ракових перлин» зумовлене поступовою втратою здатності клітин продукувати кератогіалін, що свідчить, ймовірно, про порушення диференціювання клітин у зв’язку зі зміною тканинного гомеостазу. Отже, даний гістохімічний тип «ракових перлин» характеризується розвитком паракератозу, тобто порушенням процесу ороговіння. ШИК-позитивні ракові перлини зустрічальсь переважно на периферії ракових комплексів у хворих з ІІА стадією захворювання (р<0,1). 
При звичайному гістологічному забарвленні гематоксиліном та еозином виявляється третій вид «ракових перлин», які утворені округлими, великими клітинами, що характеризуються слабким еозинофільним забарвленням цитоплазми по периферії та більш інтенсивним – навколо ядра. В цитоплазмі таких клітин спостерігається наявність оптично пустих вікуолей різного розміру. Деякі клітини мають пінисту цитоплазму. Такі клітини розташовуються хаотично внаслідок втрати міжклітинних містків. Ядра цих клітин знаходяться прицентрально або на периферії, великі, овоїдної або округлої форми та містять переважно середньоглибчастий хроматин. В центральній чатині «ракових перлин» спостерігається наявність клітин з каріопікнозом та каріолізисом. (рис. 3.3.8). 
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Рис. 3.3.8. Ліпід-вмісна ракова перлина при ПРЛ з ороговінням. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 40х, ок. 10х.

1. Клітини зі світлою еозинофільною цитоплазмою; 
2. Клітини з каріопікнозом; 
3. Атипові клітини навколо «ракової перлини».

На основі вище вказаного можна прийти до висновку, що клітини таких «ракових перлин» містять ліпіди, які під час виготовлення гістологічних препаратів за загальноприйнятими методиками вимиваються спиртом та ксилолом.
Дане припущення підтверджується результатами гістохімічних досліджень із використанням судану III для забарвлення на нейтральні жири. 
Ліпідовмісні «ракові перлини» мають спіралеподібну форму та складаються з суданофільних структур. Комплекси пухлинних клітин ліпід-вмісних «ракових перлин» забарвлюються в помаранчево-червоний колір, що свідчить про наявність в них жирів. Причому, ліпіди виявляються як в цитоплазмі клітин, так і в міжклітинному просторі (рис 3.3.9).
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Рис. 3.3.9. Суданофільна «ракова перлина» при ПРЛ з ороговінням. Забарвлення суданом III з дофарбуванням гематоксиліном. Об. 40х, ок. 10х.

1. Інтрацелюлярне розташування ліпідів; 
2. Екстрацелюлярне накопичення ліпідів; 
3. Атипові клітини навколо «ракової перлини».

Клітини, в яких ліпіди розташовані інтрацелюлярно, характеризуються наявністю збереженого ядра, в той час як при екстрацелюлярному накопиченні ліпідів спостерігається каріопікноз, каріорексис та каріолізис. Вихід ліпідів за межі цитоплазми в міжклітинний простір, що визначається у вигляді дрібнодисперсної або дрібнокрапельної суданофільної речовини, очевидно, відбувається внаслідок загибелі клітини. 
При забарвленні тіоніновим синім ліпід-вмісні «ракові перлини» виглядають, як концентричні утворення світло-блакитного кольору з нерівномірно забарвленою цитоплазмою на фоні більш інтенсивно забарвлених у синьо-фіолетовий колір оточуючих пухлинних клітин (рис. 3.3.10).
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Рис. 3.3.10. Ліпід-вмісна «ракова перлина» при ВПРЛ. Забарвлення тіоніновим синім. Об. 40х, ок. 10х.
Таким чином, можна припустити, що суданофільні «ракові перлини» утворюються внаслідок розвитку в них дискератозу. В основі даного процесу лежить порушення комплексу тонофіламенти-десмосоми, що проявляються декомпозицією контактного шару десмосом з наступним відривом їх від тонофіламентів, які розташовуються перинуклеарно. Розпад внутрішньоклітинних структур призводить до накопичення жирів та порушення синтезу кератогіаліну.

Виявлено взаємозв’язок ІІІА стадії з переважанням паренхіматозного компоненту з ліпід-позитивними раковими перлинами на периферії пухлини (р<0,001) та наявністю метастазів (р<0,001).
Вивчення співвідношення паренхіми і стоми пухлини та переважання певних ракових комплексів з різними типами «ракових перлин» свідчить про їх неоднорідність у різних зонах пухлини.
Високодиференційований плоскоклітинний рак легень характеризувався переважанням в центральній зоні пухлини комплексів з тіонін-позитивними перлинами (74,5±6,7%), а на периферії відзначалися комплекси з ліпід-вмісним та ШИК позитивними «перлинами» (82,0±11,3%). Проте одним із основних прогностичних показників є наявність метастазування. Визначається кореляційний зв’язок помірної сили між наявністю метастазування та переважанням в пухлині комплексів з ліпід-позитивними раковими перлинами (r = 0,41; p<0,05), при зниженні цього зв’язку з ШИК-позитивним та тіонін-позитивними перлинами відповідно r = 0,27; p<0,05 та 0,21; p<0,05.
Резюме до підрозділу 3.3. На основі проведеного мікроскопічного дослідження гістологічних і гістохімічних особливостей ракових комплексів ВПРЛ виявлено, що тканина пухлини побулована з паренхіми, яка представлена раковими комплексами різних розмірів та форми, та строми. Частка паренхіматозного компоненту переважала (75,6±17,01) над стромальним (21,2±13,36). Гістотопографічно встановлено наявність трьх зон у ракових комплексах: зони інвазії, зони проліферації та зони диференціювання.

«Ракові перлини», які формують зону диференціювання, гістохімічно характеризуються наявністю трьох основних типів: тіонін-позитивних, ШИК-позитивних та суданофільних. Утворення таких різних структур виникає внаслідок розвитку гіперкератозу, паракератозу та дискератозу, що, ймовірно, розвивається за рахунок швидкої проліферації клітин та порушення їх дозрівання.
Заключення до розділу 3

Підводячи підсумки комплексних досліджень можна стверджувати, що макроскопічні характеристики не мають значного прогностичного значення при ВПРЛ. Гістологічні та гістохімічні досліджень обох досліджуваних груп, вказують, що високодиференційований плоскоклітинний рак легень, незалежно від локалізації, початкового розвитку, характеризується наявністю ракових комплексів з різними за тинкторіальними властивостями раковими перлинами: еозинофільних або тіонін-позитивних, ШИК-позитивних або глікоген-вмісних та суданофільних або ліпід-вмісних.

Можна припустити, що тіонін-позитивні «ракові перлини» складаються з диференційованих клітин, що характеризуються  інтенсивним синтезом та накопиченням кератогіаліну, тобто розвитку гіперкератозу. Клітини ШИК-позитивних «ракових перлин» втрачають здатність продукувати кератогіалін, що свідчить, ймовірно, про порушення диференціювання клітин та розвиток паракеретозу. На відміну, суданофільні «ракові перлини» утворюються внаслідок розвитку в них дискератозу.

Враховуючи отримані дані можна прийти до висновків, що пухлинні комплекси з неоднорідними за тинкторіальними властивостями «раковими перлинами» відрізняються за ступенем диференціювання клітин, кератиноутворення та пов’язані з різними стадіями пухлинної прогресії та мають різне прогностичне значення.

Морфологічні дослідження зазвичай не враховують гістохімічні властивості «ракових перлин» при плоскоклітинному раку легені з ороговінням, що розцінюється як диференційований рак з ороговінням. Проте, результати власних морфологічних досліджень свідчать про необхідність визначення гістологічного еквіваленту різних гістохімічних типів ракових комплексів для адекватного морфологічного аналізу пухлинної прогресії.

Ґрунтуючись на отримані дані, в плані подальших досліджень проведено дослідження мітотичного режиму, каріометричне та імуногістохімічне вивчення пухлинних комплексів плоскоклітинного раку легені з ороговінням.

Результати проведених досліджень опубліковані в наступних працях:
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РОЗДІЛ 4

МІТОТИЧНИЙ РЕЖИМ ТА КАРІОМЕТРИЧНІ ПОКАЗНИКИ ПЛОСКОКЛІТИННОГО РАКУ ЛЕГЕНІ З ОРОГОВІННЯМ

З метою визначення об’єктивних морфологічних даних плоскоклітинного раку легені з ороговінням, нами були проведені деякі каріометричні дослідження з вивченням мітотичного режиму даного гістологічного варіанту. 

Методики проведення морфометричних методів дослідження та визначення мітотичного режиму детально викладені в другому розділі «Матеріали та методи дослідження».
Виходячи з вищезазначених методик морфологічних досліджень, були визначені об'єктивні характерні морфометричні особливості плоскоклітинного раку легені з ороговінням.
4.1. Мітотичні показники ПРЛ з ороговінням.

Мітотичний індекс плоскоклітинного раку легені з ороговінням, відповідно проведеним підрахункам, склав 13,5 ‰. Необхідно відзначити, що найбільша кількість клітин в період каріокінезу спостерігалась в зонах інвазії та проліферації, при їх повній відсутності в зоні диференціювання ракових комплексів.

Наступний показник – це процентне співвідношення фаз нормального мітозу. При високодиференційованому плоскоклітинному раку легені має місце значне переважання кількості клітин, які знаходяться в метафазі репродуктивного циклу клітини (80,74%), при порівняно невеликому відсотковому співвідношенні інших фаз мітозу: профази – 8,15%, анафази – 8,89%, телофази – 2,22%. Отримані дані, напевно свідчать про подовження тривалості метафази, що і пояснює значне переважання останньої у порівнянні з іншими фазами.

Високий мітотичного індексу при плоскоклітинному раку легені з ороговінням можна пояснити збільшенням кількості клітин, які вступили в фазу поділу.

Вивчення різних форм патології мітозів проводилось в окремих фазах мітотичного циклу з дослідженням їх відсоткового співвідношення. При цьому, нами враховувався механізм виникнення патології мітозів та його наслідки. За основу була прийнята класифікація Й.А. Алова (1972), що доповнена І.О. Казанцевою (1981), згідно якої виділяють три групи причин патології мітозів: перша група пов’язана з пошкодженням хромосом; друга – з пошкодженням мітотичного апарату і третя – з порушенням цитотомії.

Нормальний перебіг поділу клітини забезпечується взаємодією хромосомних та цитоплазматичних процесів. Порушення одного з них викликає, відповідно, і зміни іншого, що призводить до генетичної нестабільності внаслідок формування клітин з різними каріотипами.

Відносна кількість всіх патологічних мітозів при високо-диференційованому плоскоклітинному раку легень складає 58,5% від загальної кількості мітозів, виявлених в пухлинних клітинах. 

В подальшому визначалися провідні форми патології мітозів в окремих фазах мітотичного циклу. При даному гістогенетичному типі раку патологічні мітози частіше зустрічались в метафазу та характеризувались такими формами патології, як К-мітози, відставання хромосом та їх фрагментів, моноцентричний мітоз, порожниста метафаза, трьохгрупова метафаза та багатополюсний мітоз (табл. 4.1.1).

Таблиця 4.1.1.
Мітотичний режим плоскоклітинного раку легені з ороговінням

	Група спостереження
	Мітотичний індекс, ‰

	Спів-

відношення фаз мітозу, %
	Патологічні мітози, %
	Різні форми патологічних мітозів, %

	
	
	Профаза
	Метафаза
	Анафаза
	Телофаза
	
	Відставання хромосом 

та їх фрагментів
	Розсіювання хромосом та їх фрагментів
	Трьохгрупова метафаза
	Багатополюсний мітоз
	Моноцентричний мітоз
	Порожниста метафаза
	Асиметричний мітоз
	К-мітози
	Інші форми патології мітозів

	
	
	
	
	
	
	
	Метафаза
	Анафаза
	
	
	
	
	
	
	
	

	ПЗРЛ
	13,5
	8,15
	80,74
	8,89
	2,22
	58,5
	11,85
	0,74
	4,44
	1,77
	0,74
	6,67
	5,92
	5,18
	20,0
	1,48


К-мітоз – група патологічних форм мітозу, які пов’язані з пошкодженням мітотичного апарату та зупинкою поділу клітини в метафазу. Найбільш часто зустрічаються розсіювання хромосом в метафазу, грудкувата метафаза зі злипанням хромосом та шароподібна метафаза. Згідно літературних джерел, форма К-метафази залежить від тривалості впливу та концентрації статмокінетичних отрут, до яких відносяться і деякі цитостатики. За даними деяких авторів [204] частота К-мітозів варіює, тому його варто трактувати, як вторинне явище, зумовлене аноксією.

Для плоскоклітинного раку легені з ороговінням найбільш характерно формування грудкуватої метафази зі злипанням хромосом, що складає 20,0% випадків серед всіх патологічних мітозів. (рис. 4.1.1).
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Рис. 4.1.1. Патологічні мітози при плоскоклітинному раку легені з ороговінням. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 100х, ок. 10х.

1. К-мітоз зі злипанням хромосом; 
2. Багатополюсний мітоз з відставанням хромосом; 
3. Метафазна пластинка з відставанням хромосом; 
4. Атипові ракові клітини; 
5. Судина.

Ця патологія формується внаслідок склеюванням гіперспіралізованих хромосом в екваторіальній області клітини з утворенням грудки з нечіткими контурами. Наслідками К-мітозу можуть бути каріопікноз та загибель клітини або завершення мітозу з утворенням одного поліплоїдного ядра.
Моноцентричний мітоз зустрічається з частотою 6,67% та характеризується утворенням метафазної пластинки півмісяцевої форми, що виникає внаслідок порушення поділу центріолей та утворенням одного веретена ділення (рис. 4.1.2). 
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Рис. 4.1.2. Патологічні мітози при ПРЛ з ороговінням. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 100х, ок. 10х.

1. Моноцентричний мітоз; 
2. Нормальна метафазна пластинка; 
3. Атипові ракові клітини.

Завершенням такого мітозу є утворення одного поліплоїдного ядра, що виникає внаслідок порушення розділення сестринських хроматид. При кожному наступному поділі клітини поліплоїдія зростає.

Відставання хромосом та їх фрагментів в метафазу при ПРЛ з ороговінням складало 11,85 % від загальної кількості патологічних мітозів. Дана патологія виникає внаслідок пошкодження хромосом в ділянці кінетохора та призводить до нерівномірного розподілу хромосом з утворенням анеуплоїдних дочірніх клітин або формуванням мікроядер. Останні можуть підлягати пікнозу та елімінації із клітини. В інших випадках хромосоми мікроядра інтегруються у генетичний матеріал дочірнього макронуклеуса під час наступного мітотичного циклу. 
При мікроскопічному дослідженні порожниста метафаза представлена метафазною пластинкою, утвореною кільцем хромосом по периферії веретина поділу(рис. 4.1.3). 
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Рис. 4.1.3. Порожниста метафаза при ПРЛ з ороговінням. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 100х, ок. 10х.

1. Порожниста метафаза; 
2. Атипові ракові клітини; 
3. Розсіювання хромосом в метафазу.

Ймовірно, причиною формування порожнистої метафази є пошкодження веретена поділу, що призводить до формування дочірнього поліплоїдного ядра. Порожниста метафаза зустрічається в 5,92% випадків серед всіх форм патологічних мітозів при плоскоклітинному раку легені з ороговінням.
Багатополюсний мітоз та трьохгрупова метафаза зустрічаються, відповідно, в 0,74% та 1,48% випадків. 

Згідно з літературними даними [6; 34] виникнення багатополюсного мітозу пов’язано з аномалією розділення і розходження центріолей, що призводить до утворення трьох та більше полюсів поділу. На мікропрепараті відзначається скупчення хромосом в екваторіальній площині клітини, які, на відміну від нормальної метафазної пластинки, формують структуру хрестоподібної форми (рис 4.1). Наслідком багатополюсних мітозів є утворення анеуплоїдних клітин. 

Трьохгрупова метафаза характеризується наявністю основної екваторіальної пластинки та двох додаткових груп хромосом на полюсах. Дана форма патології мітозу виникає в результаті відставання хромосом під час метакінезу, пов’язаного з пошкодженням кінетохору або з дезорганізацією окремих ниток веретена поділу. Внаслідок трьохгрупової метафази утворюються анеуплоїдні клітини.

Патологія мітозу в анафазу характеризується переважанням асиметричних мітозів, що складають 5,18 % при висококдиференційованому плоскоклітинному раку легень. 

Асиметричний мітоз виникає внаслідок формування аномального веретена поділу, що призводить до нерівномірного розподілу хромосом з утворенням гіпо- та гіпердиплоїдних ядер. На гістологічному препараті асиметричний мітоз спостерігається у вигляді неоднакового розміру дочірніх зірок, які розходяться до полюсів клітини в анафазу мітозу (рис. 4.1.4).
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Рис. 4.1.4. Патологічні мітози при ПРЛ з ороговінням. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 100х, ок. 10х.

1. Асиметричний мітоз; 
2. Моноцентричний мітоз; 
3. Атипові ракові клітини.

Продовженням аномальної поведінки хромосом і пошкодження мітотичного апарату в анафазу мітозу є відставання хромосом та їх фрагментів при розходженні. Дана форма патологічного мітозу становила 0,74%. При цьому спостерігалось два полюса поділу, де локалізувались дочірні хромосоми з розташованими поряд хромосомами або їх фрагментами.

Для плоскоклітинного раку легені з ороговінням характерна наявність розсіювання хромосом та їх фрагментів в профазу мітозу. Дана патологія зустрічається в 4,44% випадків та має вигляд поодиноких або численних хромосом та їх фрагментів, які хаотично розсіяні по всій цитоплазмі пухлинних клітин, ядерна оболонка зруйнована (рис. 4.1.5).
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Рис. 4.1.5. Патологічні мітози при плоскоклітинному раку легені з ороговінням. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 100х, ок. 10х.

1. Розсіювання хромосом та їх фрагментів в профазу; 
2. Атипові ракові клітини.

Важливим кількісним показником мітотичного поділу є співвідношення кількості метафаз та профаз, тобто метафазо-профазний індекс, який характеризує злоякісність пухлинного росту. За результатами нашого дослідження при плоскоклітинному раку легені з ороговіння він складає 9,9.

Також, для оцінки цитогенетичної малігнізації ми досліджували наявність хромосом маркерів в пухлинних клітинах плоскоклітинного раку легені, що перебували в мітотичному поділі. Наявність хромосом маркерів може бути розпізнане на гістологічних зрізах у вигляді випинань контурів метафазної пластинки або на фігурах дочірніх зірок під час анафази поділу клітини (рис. 4.1.6).
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Рис. 4.1.6. Хромосоми маркери при ПРЛ з ороговінням. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 100х, ок. 10х.

1. Випинання на метафазній пластинці; 
2. Атипові ракові клітини.

У більшості випадків хромосоми маркери, за літературними даними [66], це довгі акроцентричні, довгі субметацентричні і метацентричні хромосоми, аномальні кільцеві хромосоми та подвійні частини хроматину.

Наявність цих аномалій має діагностичне і прогностичне значення, вказуючи на цитогенетичну злоякісність пухлинних клітин.

Виявлення хромосом маркерів має важливе значення як доповнення до гістологічного та, особливо, цитологічного дослідження злоякісних новоутворень легені, оскільки цитологічний метод малоінформативний для діагностики пухлин. Обидва ці методи потрібно вважати доповнюючими один одного.

Резюме до підрозділу 4.1. На основі проведених досліджень деяких цитогенетичних показників можна прийти до висновків, що при плоскоклітинному раку легені з ороговінням найчастіше спостерігаються патологічні мітози, які призводять до розвитку поліплоїдії або анеуплоїдії. До таких форм мітозів відносяться розсіювання хромосом, відставання хромосом в метафазу, моноцентричні, багатополюсні та асиметричні мітози, завдяки чому формується ядерний та клітинний поліморфізм. Велику групу за частотою виникнення складають патологічні мітози, наслідком яких є загибель клітини, тобто розвитку апоптозу, внаслідок пошкодження генетичного матеріалу. Додатково, для встановлення злоякісності на цитологічних та гістологічних препаратах можливе дослідження хромосом маркерів.

При проведенні досліджень мітотичного режиму не було виявлено специфічних ознак та характерних форм патологічних мітозів у ракових комплексах з різними гістохімічними типами «ракових перлин», тому проліферативна активність ПРЛ з ороговінням та його наслідки, такі як апоптоз, потребує підтвердження імуногістохімічними методами дослідження. 

Для визначення об’єктивних показників ядерного поліморфізму, що утворюється внаслідок різних видів патологічних мітозів, було проведено морфометричне дослідження ядер інтерфазних клітин.
5.2. Каріометричні показники ПРЛ з ороговінням.

Проведеними мікроскопічними дослідженнями інтерфазних ракових клітин встановлено, що визначення логарифму об’єму ядер інтерфазних клітин можливо лише в комплексах, які оточують «ракові перлини». У зв’язку зі сплощенням та пікнозом ядер рогових лусочок безпосередньо в самих «ракових перлинах» та для об’єктивізації морфометричних даних досліджували ступінь асиметрії ядер в даній гістотопографічній ділянці. 

Враховуючи зазначені особливості, нами проведені власні каріометричні дослідження інтерфазних клітин ракових комплексів плоскоклітинного раку легені з ороговінням. Визначено, що основний ядерний клас клітин складає lgV ядер 2,6; додатковий ядерний клас клітин складає lgV ядер 2,8. Встановлено наявність проміжних ядерних класів lgV ядер 2,5; 2,7; 2,9 (р<0,05).

Проведені каріометричні дослідження представлені в рисунку 4.2.1.
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Рис. 4.2.1. Логарифм об'єму ядер інтерфазних ракових клітин

На даному графіку по лінії Х представлені lgV, а на осі Y кількість клітин даного ядерного класу.

Отже, основний ядерний клас клітин становить lgV ядер 2,6. В сторону збільшення знаходиться додатковий пік – lgV 2,8. Оскільки різниця між lgV ядер основного та додаткового класів складає 0,2, то за абсолютними величинами ядра перших в півтора рази більше. Дана пропорція, згідно W. Jacobj та А.П. Гасюка, відповідає теорії функціонального набухання або зменшення ядер. Виявлені показники lgV ядер атипових клітин плоскоклітинного раку легені з ороговінням свідчать про дезінтегративне збільшення ядер клітин, обумовлене порушенням розподілу генетичного матеріалу, ймовірно внаслідок патологічних мітозів.

Відповідні показники спостерігаються у проміжних ядерних класів lgV ядер і теж складають поступове збільшення з інтервалом 0,2. Дана закономірність має аналогічне трактування.

Для підтвердження порушення розподілу генетичного матеріалу між дочірніми клітинами нами проведено визначення наявності тілець Барра в ядрах інтерфазник ракових клітин (рис. 4.2.2). 
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Рис 4.2.2. Ядерний поліморфізм і наявність клітин Барра (вказано стрілками) при ВПРЛ. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об. 100х, ок. 10х.

Останні визначаються у вигляді конденсованого крупноглибчастого гетерохроматину під каріолемою. Необхідно зазначити, що в нормі тільця Барра виявляються в жіночих соматичних клітинах. В результаті дослідження дана ознака з’являлась в клітинах пухлини у чоловіків, що свідчить про порушення розходження статевого хроматину під час поділу внаслідок патологічних мітозів. Отже, з’являються клітини за жіночим типом. Вивчення даної ознаки в пухлинних клітинах має значення в проведенні гормонального лікування.

Отже, наведені вище дані демонструють наявність ядерного поліморфізму анапластичного характеру, пов’язаного з патологією мітозів та клітинного диференціювання.

Ознаки клітинного диференціювання на основі каріометричних даних може бути підтверджене імуногістохімічними методами дослідження з використанням маркеру на високомолекулярний цитокератин та Е-кадгерин. Встановлено, що в цитоплазмі ракових клітин спостерігається нерівномірна експресія CK HMW у різних зонах ракових комплексів та виявляється різна вираженість міжклітинних зв’язків, що детально описано у розділі 5 власних досліджень «Імуногістохімічна характеристика плоскоклітинного раку легені з ороговінням». Посилення синтетичної функції клітини що характеризується різним ступенем цитоплазматичного забарвленням з накопиченням цитокератину, одним із механізмів регуляції якого забезпечується міжклітинною адгезією, корелює зі зниженням lgV ядер.

Ракові інтерфазні клітини з меншим логарифмом об’єму знаходяться безпосередньо навколо «ракової перлини», що формується. При цьому каріометрично спостерігається зменшення об’єму цих клітин з периферії до центру перлини.

За допомогою каріометричного дослідження нами виявлено, що зменшення об’єму ядер спостерігається відповідно до пропорції 0,25:0,5. Дана кратність відповідає другому каріометричному закону Бенінгофа, названий ним збільшенням або зменшенням об’єму відповідно до функції клітини.

У зв’язку з поступовим сплощенням та видовженням ядер клітин, що формують «ракові перлини», внаслідок їх диференціювання, не можливо провести каріометричні дослідження з визначенням lgV ядер безпосередньо в зоні «ракових перлин». Тому для об’єктивізації морфометричних показників даної зони з різними гістохімічними типами «ракових перлин» проводилось вивчення асиметрії їх ядер. Тобто, визначали відношення великого діаметру ядра до малого. 

Результат дослідженя ступеня асиметрії представлено на рисунку 4.2.3.
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Рис. 4.2.3. Ступінь асиметрії ядер «ракових перлин»

Визначено, що в процесі формування «ракових перлин» спостерігається різна ступінь асиметрії ядер, що, відповідно до основних піків, розділена нами на три класи в залежності від форми ядер: овоїдні, овальні, веретеноподібні. 

Овоїдні або округлі ядра відповідають співвідношенню 1,3 (р<0,05) та, відповідно до проведених гістологічних та гістохімічних досліджень, характерні для ліпід-позитивних «ракових перлин».

Клітини з овальними ядрами, в яких великі діаметри до малих мають співвідношення 3,0 (р<0,05), характерні для ШИК-позитивних «ракових перлин».

Веретеноподібні ядра витягнутої форми за рахунок значного переважання великого діаметру ядра до малого зі значенням їх співвідношення в межах 6,0 (р<0,05). Клітини з такими ядрами формують тіонін-позитивні «ракові перлини».

Поряд зі сплощенням ядер спостерігається поступове сплощення цитоплазми клітин з появою гістологічних ознак зростання функціональної активності клітин.

Резюме до підрозділу 4.2. Отже, при формування «ракової перлини» відбувається ритмічний перехід ступеня асиметрії ядра у співвідношенні 1:2:4. Таке кратне збільшення асиметрії ядер пов’язане з набуттям клітиною специфічних морфо-функціональних ознак, що проявляється накопиченням кератогіаліну та поступовою втратою міжклітинних зв’язків.

Для підтвердження даного положення проведені імуногістохімічні дослідження з використанням маркеру міжклітинної адгезії Е-кадгерином, що детально описано у 5 розділі власних досліджень «Імуногістохімічна характеристика плоскоклітинного раку легені з ороговінням». Встановлено, що в округлих клітинах спостерігається відсутність або незначна експресія Е-кадгерину по всій поверхні плазмолеми, в овоїдних – помірна його вираженість, і у веретеноподібних – зберігається лише на кінцях.

Резюме розділу 4.

Підводячи підсумки морфометричних досліджень та мітотичного режиму плоскоклітинного раку легені з ороговінням можна прийти до висновку, що даний гістогенетичний тип раку характеризується помірною проліферативною активністю, що підтверджується визначенням мітотичного індексу, який склав 13,5‰. Поряд з типовими мітозами, що складають 41,5%, визначаються патологічні, які становлять 58,5% від загальної кількості клітин у стані поділу. 

В залежності від наслідків патологічних мітозів, їх можливо розподілити на три групи. До першої групи відносяться К-мітози, які призводять до загибелі клітини внаслідок апоптозу або формування одного поліплоїдного ядра. Другу групу складають мітози наслідком яких є поліплоїдія. До них необхідно віднести розсіювання хромосом та їх фрагментів і моноцентричний мітоз. Внаслідок багатополюсних мітозів, відставання хромосом в мета- або анафазу, асиметричних мітозів, мостів, які увійшли до третьої групи, утворюються анеуплоїдні клітини.

На основі каріометричного дослідження встановлено, що в зоні інвазії та проліферації клітинні елементи мають виражений поліморфізм ядер за рахунок зміни їх об’ємів. Це, очевидно, обумовлено нерівномірним розподілом генетичного матеріалу внаслідок патологічних мітозів. 

Проте, спостерігається кратність збільшення об’ємів ядер у співвідношенні 1:2:4, що згідно W. Jacobj та А.П. Гасюка, відповідає теорії функціонального набухання або зменшення ядер та набуття клітиною специфічної функції, тобто диференціювання. 

Різні види патологічних мітозів зумовлюють порушення процесів цитодиференціювання пухлинних клітин і виникають різні комбінації цитоспецифічних ознак.

Внаслідок різного ступеня синтезу цитокератину пухлинними клітинами та завдяки нерівномірно вираженим міжклітинним зв’язкам формуються «ракові перлини». Проведеними каріометричними дослідженнями встановлено наявність трьох основних типів ядер клітин, що формують зону диференціювання: овоїдні, овальні та веретеноподібні. Отримані дані підтверджують наявність трьох типів «ракових перлин», що були визначені в попередньому розділі власних досліджень. Овоїдні клітини формують ліпід-позитивні перлини, овальні – ШИК-позитивні та веретеноподібні – тіонін-позитивні. Різні типи клітин виникають внаслідок порушення процесу диференціювання.

Для підтвердження отриманих даних, в плані подальших досліджень проведено імуногістохімічне вивчення пухлинних комплексів плоскоклітинного раку легені з ороговінням з визначенням експресії маркерів цитодиференціювання CK HMW і Е-кадгерину, онкомаркерів проліферації Ki-67 та циклін D1, процесів апоптозу р53, р63 і Bcl-2.

Результати проведених досліджень опубліковані в наступних працях:

1. Филенко Б. М. Патологія мітозів як допоміжний метод діагностики різних гістогенетичних типів пухлин / А. П. Гасюк, Б. М. Филенко, Н. В. Ройко та ін. // Український медичний альманах. –  2013. – Т.16, № 3 (додаток). – С. 22-23.

2. Филенко Б. М. Плоскоклітинний рак легені з ороговінням: мітотичний режим та проліферативна активність / Б. М. Филенко // Актуальні проблеми сучасної медицини. – 2014. – Вип. 4 (48), Т.14. – С. 236-239. 

3. Филенко Б. М. Хромосоми маркери при плоскоклітинному раку легені / Б. М. Филенко, А. П. Гасюк // Актуальні питання теоретичної та клінічної медицини : збірник тез доповідей Міжнародної науково-практичної конференції студентів та молодих вчених. – Суми, 2013. – С. 79-80. 

РОЗДІЛ 5

ІМУНОГІСТОХІМІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА ВИСОКОДИФЕРЕНЦІЙОВАНОГО ПЛОСКОКЛІТИННОГО РАКУ ЛЕГЕНІ
В попередніх розділах було встановлено, що плоскоклітинний рак легені з ороговінням має різну ступінь диференціювання, що визначається за допомогою гістохімічних методів дослідження. Виявлено утворення різних за тинкторіальними властивостями «ракових перлин», які віднесені нами до зони диференціювання пухлинних комплексів, а саме: ліпід-позитивних, ШИК-позитивних та тіонін-позитивних.

Виходячи з гістохімічних показників формування різних типів «ракових перлин», в подальшому, нами проведені каріометричні дослідження кожного з них. При цьому, в якості морфометричних показників враховували ступінь витягнутості як ядра, так і цитоплазми. Встановлено, що за ходом формування «перлин» відбувається витягнення ядра та цитоплазми з деяким зменшенням його об’єму.

Встановлені морфометричні показники, згідно Г.Г. Автанділова та А.П. Гасюка [1, 18], можна використовувати як метод прицільної морфометричної діагностики не лише пухлинних процесів, а і нормальних епітеліальних структур.

При проведенні імуногістохімічних методів дослідження пухлинних комплексів з ідентифікованими різними типами «ракових перлин» використовували ідею І.М. Михайлова [56], в якій відзначається, що кератинізація багатошарового плоского епітелію з ороговінням відбувається в два етапи. Перший етап характеризується синтезом фібрилярних елементів і перетворення їх в кератинові фібрили. Під час другого етапу відбувається поступова перебудова епідермальних клітин з дезінтеграцією ядра та внутрішньоклітинних органел, що завершується утворенням рогових лусочок. Отже, спочатку відбувається формування напівдесмосом між базальними клітинами та мембраною. В цей же час клітини синтезують тонофіламенти і між собою клітини з’єднуються десмосомами. В клітинах шипуватого шару, які мають великі розміри ядра та численні ядерця, синтезуються два чітких шари цитокератину. В зернистому шарі утворюється кератогіалін, який представляє собою складний білок, що формується в кератиносомах (тільцях Адландера).

Таким чином, виходячи з отриманих результатів та аналізу літератури нами поставлені наступні завдання імуногістохімічних досліджень:

1. Дослідити ступінь вираженості кератинізації з використанням маркеру CK HMW в пухлинних комплексах з різними типами «ракових перлин» та Е-кадгерину, що характеризує клітинну адгезію.

2. Визначити експресію онкомаркерів проліферації Ki-67 та cyclin D1, що регулюють різні періоди клітинного циклу.

3. Встановити ступінь експресії маркерів р63 та р53, які є провідними маркерами апоптозу, онко- та онтогенезу.

4. Дослідити експресію маркеру Bcl-2, як основного антиапоптотичного білка та його зв’язок з проліферативною активністю клітин.

Згідно поставленим завданням дослідження, вивчено експресію імуногістохімічних маркерів CK HMW, Е-кадгерину, р63, р 53, Кі 67, циклін D1 та Bcl-2 у пухлинних комплексах з різними типами «ракових перлин», що представлені в таблиці 5.1.

На основі попередньо проведених досліджень встановлено, що ракові комплекси при плоскоклітинному раку легені з ороговінням, незалежно від гістохімічного типу «ракової перлини», мають три ідентичні зони: зона інвазії, зона проліферації та зона диференціювання. Імуногістохімічні дослідження підтверджують дане припущення та визначення експресії маркерів проводилось саме за цими зонами.

Таблиця 5.1.
Імуногістохімічна характеристика плоскоклітинного раку легені з ороговінням

	Тип «перлини»
	Зони пухлинних комплексів
	CK HMW
	Е-кадгерин
	Cyclin D1
	Кі 67
	Р 53
	Р 63
	Bcl-2

	Ліпід-позитивна
	Інвазії
	+++
	+
	+++
	+++
	+++
	+
	+++

	
	Проліферації
	++
	+
	+++
	+++
	++
	+
	+

	
	Диференціювання
	+
	+
	-
	-
	+
	-
	-

	ШИК-позитивна
	Інвазії
	+++
	++
	++
	++
	+++
	+
	++

	
	Проліферації
	++
	++
	+
	++
	++
	+
	+

	
	Диференціювання
	++
	++
	-
	-
	+
	-
	±

	Тіонін-позитивна
	Інвазії
	++
	++
	+
	++
	+++
	++
	++

	
	Проліферації
	++
	++
	+
	+++
	++
	+
	+

	
	Диференціювання
	+++
	+++
	-
	-
	+
	-
	-


5.1. ІГХ дослідження комплексів з ліпід-позитивними «раковими перлинами».

Проведені імуногістохімічні дослідження ракових комплексів ВПРЛ з морфометрично-ідентифікованими ліпід-позитивними «раковими перлинами» свідчать, що експресія цитокератину неоднакова в різних зонах. Так, в зоні інвазії спостерігається високий ступінь експресіі високомолекулярного цитокератину, що проявляється темно-коричневим двухконтурним забарвленням цитоплазми: навколо ядра та під клітинною оболонкою. Зона проліферації характеризується менш інтенсивним забарвленням, що переважно визначається світло-коричневими ділянками переважно навколо ядра. При цьому, в зоні диференціювання визначається низький рівень експресії цитокератину з нерівномірним забарвлення цитоплазми клітин за рахунок наявності включень оптично-пустих вакуолей різних розмірів переважно навколо ядра (рис. 5.1.1).
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Рис. 5.1.1. Експресія цитокератину в пухлинних клітинах ліпід-позитивних «ракових перлин» при плоскоклітинному раку легені з ороговінням.

ІГХ метод, забарвлення на СК HMW. Об. 100х, ок.10х.

Поряд з цим, процес кератинізації супроводжується незначною міжклітинною адгезією, рівномірно вираженою в усіх зонах ракового комплексу, яка визначається за допомогою імуногістохімічного маркеру Е-кадгерину. Утворення десмосомальних контактів забезпечує зв’язок між епітеліальними атиповими клітинами, що виявляється на поверхні плазмолеми сусідніх клітин паралельними ділянками світло-коричневого кольору, які сполучаються між собою у вигляді «блискавки» (рис 5.1.2).
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Рис. 5.1.2. Експресія маркеру Е-кадгерину в зоні проліферації в комплексах ПРЛ з ліпід-позитивними «раковими перлинами».

ІГХ метод, забарвлення на E-кадгерин. Об. 100х, ок. 10х.

Відомо, що маркери р53 та р63 є білками з одного сімейста та відповідають за регуляцію клітинного циклу, підтримуючи стабільність геному. Необхідно враховувати, що перший з них відповідає за тканинний, а другий за ембріональний гомеостаз.

В пухлинних комплексах з ліпід-вмісними «раковими перлинами» експресія маркеру р53 має різний ступінь експресії в кожній зоні. 

Так, в зоні інвазії визначається високий ступінь експресії р53, що характеризується темно-коричневим забарвленням ядер пухлинних клітин. Помірний ступінь експресії спостерігається в ракових клітинах зони проліферації. Низький ступінь експресії, переважно, характерний для «ракових перлин», де визначається незначне світло-коричневе забарвлення ядер в клітинах або повна його відсутність (рис. 5.1.3). 
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Рис. 5.1.3. Експресія маркеру р53 в пухлинних комплексах плоскоклітинного раку легені з ороговінням з ліпід-позитивними «перлинами». ІГХ метод забарвлення. Об. 20х, ок. 10х.

1. Зона інвазії. 
2. Зона проліферації. 
3. Зона диференціювання.

Поряд з цим, експресія маркеру р63 слабко виражена в зонах інвазії та проліферації ракових комплексів, що проявляється блідо-коричневим забарвленням ядер. Зона диференціювання характеризується повною відсутністю візуалізації даного білка (рис. 5.1.4). 
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Рис. 5.1.4. Експресія маркеру р63 в пухлинних комплексах плоскоклітинного раку легені з ороговінням з ліпід-позитивними «перлинами». 

ІГХ метод забарвлення. Об. 20х, ок. 10х.

На нашу думку, різний ступінь експресії даних маркерів пов’язаний зі знаходженням клітини в різних періодах клітинного циклу та пошкодження генетичного матеріалу під час поділу. Це підтверджується ІГХ дослідженням проліферативної активності і апоптозу з визначенням експресії маркерів Bcl-2, Ki-67 та cyclin D1. 

Так, в зоні інвазії спостерігається слабка експресія р63 поряд з високим ступенем вираженості маркерів р53 та Bcl-2. Останній проявляється темно-коричневим цитоплазматичним забарвленням. В зоні проліферації поряд з помірною експресією Bcl-2 визначається і зниження візуалізації гену р53, та спостерігається тенденція до збереження незначного вмісту р63. В той час, в зоні диференціювання виявляється незначна експресія маркерів р53 та р63 при майже повній відсутності Bcl-2 (рис 5.1.5).

[image: image35.jpg]¥ “ ¥ B ‘ e "
'r,Q 3_\) [~ F

g}%; Q} u \ l
QV‘} Q/\ \ﬁ"“ -;ﬂj'
A\ \'K A _ .,_‘ e




Рис. 5.1.5. Експресія маркеру Bcl-2 в пухлинних комплексах плоскоклітинного раку легені з ороговінням з ліпід-позитивними «перлинами». ІГХ метод забарвлення. Об. 20х, ок. 10х.

Отже, аналіз експресії проапоптотичного гена р53 та антиапоптотичного гену Bcl-2 у комплексах плоскоклітинного раку легені з ороговінням, які містять ліпід-вмісні «перлини» свідчать, що ступінь їх вираженості однаковий в різних зонах при рівномірній незначній експресії гену р63. 

Імуногістохімічне дослідження проліферативної активності клітин в ракових комплексах плоскоклітинного раку легені з ороговінням ґрунтувалося на визначенні експресії двох маркерів – Ki-67 та cyclin D1, які мають певне значення в різних періодах клітинного циклу. Відомо, що cyclin D1 активує клітинний цикл та регулює його перебіг від G0 до S періоду. В свою чергу, онкомаркер Ki-67 виявляється лише в кінці G1-фази клітинного циклу з поступовим збільшенням його рівня впродовж S-періоду, досягаючи максимуму до мітозу.

Комплекси плоскоклітинного раку легені з ороговінням, які містять ліпід-позитивні «ракові перлини», характеризуються високою експресією cyclin D1 в зоні інвазії та проліферації, що характеризується темно-коричневим ядерним забарвленням. У зоні диференціювання експресія даного маркеру не виявляється (рис 5.1.6).
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Рис 5.1.6. Експресія cyclin D1 в пухлинних комплексах ВПРЛ з ліпід-позитивними «раковими перлинами». ІГХ метод забарвлення. Об. 20х, ок.10х.

1. Зона інвазії; 
2. Зона проліферації; 
3. Зона диференціювання.

Показники експресії Ki-67 в пухлинних комплексах плоскоклітинного раку легені з ороговінням, які містять ліпід-позитивні «перлини» співпадають з показниками експресії cyclin D1, тобто відзначається висока ядерна експресія в зонах інвазії та проліферації при відсутності візуалізації в зоні диференціювання (рис 5.1.7).
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Рис. 5.1.7. Експресія маркера Кі-67 к пухлинних комплексах ПРЛ з ліпід-позитивними «раковими перлинами».

ІГХ метод забарвлення. Об. 20х, ок 10х.

Отже, необхідно відмітити, що ступінь проліферативної активності ракових клітин найвища в зонах інвазії та проліферації і, відповідно, індекс проліфераціїі (ІП%) з муногістохімічним міченням клітин маркерами Кі-67 складає 34%, а з cyclin D1 – 26%.

Узагальнюючи дані проведених імуногістохімічних досліджень пухлинних комплексів при високодиференційованому плоскоклітинному раку легені з ліпід-вмісними «раковими перлинами», можна прийти до наступного заключення: ракові клітини в зоні інвазії характеризуються високим вмістом цитокератину, cyclin D1, Ki-67, р53 та Bcl-2 поряд з низькими показниками р63 та Е-кадгерину. Зона проліферації ліпід-позитивних ракових комплексів характеризується високою експресією Ki-67, що характерно для S періоду клітинного циклу. Разом з тим, в більшості клітин визначається висока експресія cyclin D1, в той час, як показники Bcl-2 і р53, р 63, CK HMW та Е-кадгерину знижуються.

Нарешті, зона диференціювання, тобто зона «ракових перлин», характеризується незначною експресією маркерів CK HMW, Е-кадгерину, р53 та р63 з майже повною відсутністю маркерів cyclin D1, Bcl-2 та Ki-67. 

Враховуючи дані імуногістохімічних показників у формуванні ліпід-вмісних «ракових перлин» важливе значення має процес проліферації, що зумовлений високою активністю відповідних маркерів-регуляторів клітинного циклу та експресією антиапоптотичного білка Bcl-2, який зменшується від зони інвазії до зони диференціювання.
Аналогічні зони, тобто зони інвазії, проліферації та диференціювання, необхідно розрізняти і в пухлинних комплексах з ШИК-позитивними «раковими перлинами». Та, відповідно, інтерпретація даних імуногістохімічного дослідження проводилася у кожній зоні окремо, що представлено в таблиці 5.1.

5.2. ІГХ дослідження комплексів з ШИК-позитивними «раковими перлинами».

Процес ороговіння у комплексах з ШИК-позитивними «раковими перлинами» нерівномірно виражений в зоні інвазії (+++) з більш інтенсивним забарвленням навколо ядра та під цитоплазматичною оболонкою. Відмічається поступове помірне зменшенням експресії CKHMW до зони диференціювання (++). 

Цитокератини відносяться до білків проміжних філаментів, що забезпечують підтримання компартментів клітини та цитоплазматичної мембрани при їх взаємодії з сусідніми клітинами і відіграють роль у забезпеченні міжклітинних зв’язків, формуючи комплекси з білками міжклітинної адгезії. Дане положення підтверджується незначним більш інтенсивним забарвленням поблизу плазмолеми та візуалізацією міжклітинних контактів за типом «блискавки».

В цей час міжклітинна адгезія виражена однаково в усіх зонах ракових комплексів та характеризується помірною (++) експресією Е-кадгерину у вигляді мембранного та субмембранного забарвлення коричневого кольору (рис. 5.2.1).
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Рис. 5.2.1. Експресія маркеру CK HMW (а) та Е-кадгерину (б) в пухлинних комплексах плоскоклітинного раку легені з ороговінням з ШИК-позитивними «перлинами». 
ІГХ метод забарвлення. Об. 100х, ок. 10х.

В пухлинних комплексах з ШИК-позитивним «перлинами» експресія маркеру р53 виражена в зоні інвазії (+++), що проявляється темно-коричневим забарвленням ядер, з поступовим зниженням візуалізації в зонах проліферації (++) та диференціювання (+). Останнє проявляється зміною ядерного забарвлення від коричневого до світло-коричневого. В цей час експресія маркеру р63 незначно виражена в зоні інвазії та проліферації (+) і майже повністю відсутня в зоні диференціювання (-). Разом з цим, експресія маркеру Bcl-2 помірно виражена в зоні інвазії (++) з поступовим зменшенням у зоні проліферації (+) та майже повною відсутністю (±) в цитоплазмі клітин «ракових перлин» (рис 5.2.2).
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Рис. 5.2.2. Експресія маркеру р53 (а) та Bcl-2 (б) в пухлинних комплексах плоскоклітинного раку легені з ороговінням з ШИК-позитивними «перлинами». 
ІГХ метод забарвлення. Об. 40х, ок. 10х.

Отже, спостерігається певний паралелізм в експресії проапоптотичних та антиапоптотичних білків, що проявляється поступовим зниженням забарвлення від зони інвазії до зони диференціювання при збереженні низького рівня експресії білка р63, що відповідає за ембріональний гомеостаз.

Проліферативна активність клітин в комплексах плоскоклітинного раку легені з ороговінням характеризується переважанням помірної (++) експресії онкомаркерів Ki-67 та cyclin D1 з зоні інвазії, що проявляється коричневим забарвленням ядер при наявності поодиноких клітин з ядерною гіперекспресією. Проте, у зоні проліферації відмічається зниження експресії онкомаркеру cyclin D1 (+), яке проявляється незначним світло-коричневим інтрануклеарним забарвленням при збереженні імуногістохімічного забарвлення ядер з використанням маркеру Ki-67 (++). Зона диференціювання характеризується відсутністю забарвлення ядер з використанням онкомаркерів cyclin D1 та Ki-67, тобто негативною експресією даних маркерів. Це свідчить про поступове зменшення проліферативної активності клітин від зони інвазії до диференціювання з поступовим їх дозріванням та набуттям специфічних функцій (рис 5.2.3).
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Рис 5.2.3. Експресія cyclin D1 в пухлинних комплексах ПРЛ з ШИК-позитивними «раковими перлинами». 
ІГХ метод забарвлення. Об. 100х, ок.10х.

1. Зона інвазії; 
2. Зона проліферації; 
3. Зона диференціювання. 

Необхідно зазначити, що ступінь проліферативної активності ракових клітин найвищий в зонах інвазії та проліферації, хоча у порівнянні з аналогічними зонами у комплексах з ліпід-позитивними перлинами знижується, про що свідчить ІП з маркером Ki-67, який склав 22% та з cyclin D1 – 21%.

Отже, проведені імуногістохімічні дослідження свідчать, що в зонах формування ШИК-позитивних «перлин» спостерігаються деякі особливості експресії імуногістохімічних маркерів, а саме: показник кератинізації збільшується з максимальним показником в зоні інвазії, проте Е-кадгерин, що характеризує міжклітинну адгезію, помірно виражений в усіх зонах. Останнє свідчить, що міжклітинні контакти ракових клітин виражені незначно. Отже, такі клітини, завдяки інвазивному росту та втраті зв’язків між собою, можуть вступати в метастатичний каскад.

Необхідно відзначити, що експресія р53 та р63 незначно змінюються, проте онкомаркер Bcl-2 свою активність зберігає в зоні інвазії та зменшується в зоні проліферації та диференціювання.

Особливе значення мають онкомаркери проліферації в ракових клітинах – Ki-67 і cyclin D1, експресія яких зберігається в зоні проліферації та майже відсутня в зоні диференціювання.

Отже, підводячи підсумки імуногістохімічних досліджень в пухлинних комплексах з ШИК-позитивними «раковими перлинами» можна прийти до висновку, що цитокератин має високу експресію в зоні інвазії з незначним зниженням в зонах проліферації та диференціювання. Поряд з цим, в зоні інвазії визначаються помірно виражені міжклітинні контакти, які в зоні проліферації виявляються на полюсах, а потім по всій поверхні клітини.

5.3. ІГХ дослідження комплексів з тіонін-позитивними «раковими перлинами».

Пухлинні комплекси з тіонін-позитивними «раковими перлинами» мають гетерогенну імуногістохімічну характеристику в різних зонах. 

Так, синтез цитокератину в ракових комплексах з тіонін-позитивними «перлинами» виражений помірно (++) в зоні інвазії та проліферації. В зоні диференціювання експресія маркеру CK HMW виражена сильно (+++), що свідчить про набуття клітинами специфічного диференціювання, характерного для плоского епітелію.

Експресія маркеру, що характеризує міжклітинну адгезію має аналогічну характеристику. Тобто, в зоні інвазії та проліферації спостерігається помірно виражена (++) експресія Е-кадгерину, що визначається рівномірно по всій поверхні клітини. В зоні диференціювання відмічається темно-коричневе забарвлення (+++) переважно на кінцях витягнутих клітин (рис. 5.3.1). 
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Рис. 5.3.1. Експресія маркеру CK HMW (а) та Е-кадгерину (б) в пухлинних комплексах плоскоклітинного раку легені з ороговінням з тіонін-позитивними «перлинами». 
ІГХ метод забарвлення. Об. 10х, ок. 10х.

Ракові комплекси плоскоклітинного раку легені з ороговінням, які містять тіонін-позитивні «перлини», характеризуються зниженням проліферативної активності у порівнянні з ліпід- та ШИК-позитивними комплексами. Дане положення підтверджується слабкою експресією cyclin D1 в зоні інвазії та проліферації (+), що проявляється світло-коричневим забарвленням ядер клітин. Зони проліферації та диференціювання характеризуються повною відсутністю візуалізації даного маркеру. Проте, відмічається певне збереження експресії онкобілка Ki-67 у порівнянні з ліпід- та ШИК-позитивними комплексами. Так, зона інвазії характеризується помірною (++) експресією маркера Ki-67 коричневого кольору. У зоні проліферації відмічається виражена (+++) реакція до антигену Ki-67, що проявляється темно-коричневим ядерним забарвленням. Одночасно в зоні диференціювання відсутня експресія до маркеру Ki-67, що свідчить про втрату клітинами здатності до ділення (рис. 5.3.2).
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Рис. 5.3.2. Експресія маркеру cyclin D1 (а) та Ki-67 (б) в пухлинних комплексах плоскоклітинного раку легені з ороговінням з тіонін-позитивними «перлинами». 
ІГХ метод забарвлення. Об. 20х, ок. 10х.

Ступінь проліферативної активності ракових клітин пухлинних комплексів з тіонін-позитивними «перлинами» має неоднозначний характер, що проявляється індексом проліферації з імуногістохімічним міченням клітин маркером Ki-67 в середньому 18 %, а з cyclin D1 – 12%.
Оцінка експресії імуногістохімічно мічених ядер проліферативної активності оцінювалась не лише в залежності від гістотопографічних зон плоскоклітинного раку з ороговінням, а також з урахуванням індексу проліферації, що дає змогу об’єктивізувати досліджувані показники. Результати проведеного дослідження можна представити у вигляді таблиці 5.2.
Таблиця 5.2

Імуногістохімічна характеристика проліферативної активності плоскоклітинного раку легені з ороговінням
	Тип «перлини»
	Індекс проліферації, (%)

	
	cyclin D1
	Кі 67

	Ліпід-позитивні 
	26±4,3
	34±3,5

	ШИК-позитивні
	21±2,6
	22±2,5

	Тіонін-позитивні
	12±2,1
	18±2,2


Наведені дані свідчать, що пухлинні комплекси ВПРЛ з різними гістохімічними типами «ракових перлин» характеризуються неоднаковою проліферативною активністю, яка має зворотній зав’язок відносно ступеня диференціювання. З набуттям клітинами цитодиференціювальних ознак їх проліферативна активність знижується.
Підтримання тканинного гомеостазу у комплексах плоскоклітинного раку легені з ороговінням, що містять тіонін-позитивні «перлини» визначали за допомогою проапоптотичного маркеру р53 та антиапоптотичного маркеру Bcl-2. 

Експресія маркеру р53 характеризується темно-коричневим забарвленням ядер в зоні інвазії, що відповідає вираженій активності даного білка (+++), з поступовим зникненням в зонах проліферації (++) та диференціювання (+). Одночасно онкобілок Bcl-2 характеризується експресією подібною до такої в комплексах з ліпід- та ШИК-позитивними «раковими перлинами». Тобто, в зоні інвазії відзначається помірна активність білка Bcl-2 (++), низька (+) в зоні проліферації та відсутня (-) в зоні диференціювання (рис. 5.3.3).
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Рис. 5.3.3. Експресія маркеру р53 (а) та Bcl-2 (б) в пухлинних комплексах плоскоклітинного раку легені з ороговінням з тіонін-позитивними «перлинами». ІГХ метод забарвлення. Об. 40х, ок. 10х.

Ембріональний гомеостаз забезпечується білком р63, який має певні особливості експресії в ракових комплексах з тіонін-позитивним «перлинами». Так, зона інвазії характеризується помірною експресією (++) даного маркера, що проявляється коричневим забарвленням переважно під ядерною оболонкою. В зоні проліферації відмічається слабка (+) експресія онкобілка р63 зі світло-коричневим забарвленням ядер. В клітинах «ракових перлин» відсутнє імуногістохімічне забарвлення ядер, що відповідає негативній експресії маркера р63 (рис. 5.3.4).
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Рис. 5.3.4. Експресія маркеру р63 в пухлинних комплексах плоскоклітинного раку легені з ороговінням з тіонін-позитивними «перлинами». 
ІГХ метод забарвлення. Об. 100х, ок. 10х.

1. Зона інвазії з помірною експресією; 
2. Зона проліферації зі слабкою ядерною експресією. 

Заключення до розділу 5
Підводячи підсумок імуногістохімічного дослідження плоскоклітинного раку легені з ороговінням можна прийти до висновку, що ракові комплекси з різними гістохімічними типами «ракових перлин» мають певні особливості експресії онкомаркерів цитодиференціювання, міжклітинної адгезії, проліферації, тканинного та ембріонального гомеостазу.

Встановлено, що ракові комплекси плоскоклітинного раку легені з ороговінням, незалежно від гістохімічного типу «перлин», мають три ультраструктурних ознаки цитодиференціювання, характерних для епітеліальних пухлин: наявність зерен цитокератину, тонофіламентів та десмосомальних контактів. Тому, даний гістогенетичний тип раку відносять до високодиференційованої органонеспецифічної неоплазії. Проте, порівнюючи дані, отримані при ІГХ дослідженні, необхідно зазначити, що експресія CK HMW та Е-кадгерину має певні особливості в пухлинних комплексах з різними типами «ракових перлин». Так, в усіх зонах ракових комплексів з ліпід-позитивними «перлинами» відзначається слабка експресія Е-кадгерину при помірно вираженій експресії даного маркеру у відповідних зонах ШИК-позитивних комплексів. Одночасно спостерігається збільшення забарвлення даного маркеру від помірного в зоні інвазії та проліферації до вираженого – в зоні  диференціювання тіонін-позитивних ракових комплексів. Як відомо, Е-кадгерин є важливим трансмембранним глікопротеїдом міжклітинних зв’язків, що відповідає за передачу сигналів, здійснює контроль міграції, росту та диференціювання клітин, а отже, має важливе прогностичне значення.

Неоднакова експресія CK HMW в ідентичних зонах ракових комплексів з різними типами «перлин», очевидно, пов’язана з різним ступенем диференціювання клітин та порушенням ороговіння. Підтверджується наявність гіперкератозу в рогових лусочках тіонін-позитивних «перлин», паракератозу – в клітинах ШИК-позитивних «перлин» та розвитком дискератозу в суданофільних «ракових перлинах» 
Процеси ороговіння, очевидно, пов’язані з проліферативною активністю клітин та генетичною нестабільністю. Відмічається поступове зниження проліферативної активності зі зростанням ступеня диференціювання «ракових перлин». Але, необхідно зазначити, що клітини «ракових перлин» незалежно від їх гістохімічного диференціювання повністю втрачають здатність до розмноження, тобто експресія маркерів Кі-67 та cyclin D1 не визначається.

З проліферативною активністю пухлинних клітин тісно пов’язані проапоптогенні та антиапоптогенні процеси, які виявлялись за допомогою маркерів р53 та Bcl-2. При проведенні імуногістохімічного дослідження з використанням даних маркерів відмічається певний паралелізм в їх експресії. Так, онкобілок р53 має сильну експресію в зоні інвазії, помірну – в зоні проліферації та слабку – в зоні диференціювання ракових комплексів, незалежно від гістохімічного типу «перлин». Це, очевидно, пов’язано з рівнем проліферативної активності клітин та пошкодженням генетичного матеріалу під час їх поділу. 

Гіперекспресія гену р53 є маркером пухлинної прогресії та процесів малігнізації, що підтверджується поступовим зменшення даного білка з наростанням ступеня диференціювання клітин. Як підтвердження даного положення, експресія антиапоптотичного мітохондріального білка Bcl-2 теж характеризується поступовим зменшенням від зони інвазії до зони диференціювання, з майже повною відсутністю візуалізації в останній. Даний білок перешкоджає процесам апоптозу в патологічних клітинах, підвищуючи клітинне виживання.

Характер експресії маркера р63, який відноситься до сімейства р53 та експресується переважно в ембріональних, стовбурових клітинах та недиференційованих епітеліоцитах, не має вираженої специфічності в пухлинних комплексах з різними типами «ракових перлин». Очевидно, що слабка експресія даного білка свідчить про певний рівень диференціювання даного гістогенетичного типу раку.

Таким чином, результати проведених імуногістохімічних досліджень свідчать, що в комплексах плоскоклітинного раку легені з ороговінням з різними гістохімічними типами «перлин» відзначається катаплазія неопластичних клітин в ході пухлинної прогресії.

Результати проведених досліджень опубліковані в наступних працях:

1. Филенко Б.М. Особливості експресії високомолекулярного цитокератину та Е-кадгерину при плоскоклітинному раку легені з ороговінням / Б.М. Филенко, Ю.А. Гасюк, С.А. Проскурня, Н.В. Ройко // Вісник Української медичної стоматологічної академії «Актеальні проблеми сучасної медицини». –  2015. – Т.15, випуск 4 (52). – С. 276-280. 

2. Филенко Б.М. Оцінка експресії маркерів проліферації Ki-67 та циклін D1 при плоскоклітинному раку легені з ороговінням / Б.М. Филенко, Н.В. Ройко, С.А. Проскурня // Вісник Української медичної стоматологічної академії «Актуальні проблеми сучасної медицини». – 2016. – Т.16, Вип. 2(54). – С. 250-254.
РОЗДІЛ 6

АНАЛІЗ І УЗАГАЛЬНЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ

Рак легені, розвиток якого пов’язаний з впливом екзогенних чинників [248], посідає одне з перших місць у структурі захворюваності та смертності від злоякісних новоутворень у чоловіків [74; 160]. За даними національного канцер-реєстру України [14], захворюваність на рак легені у 2014 році склала 36,7 на 100 тисяч населення. Даний показник у Полтавській області перевищує середній показник по Україні та становить 40,5 на 100 тисяч населення. Необхідно підкреслити що захворюваність у чоловіків в Полтавському регіоні становить 74,4, а у жінок 11,6 на 100 тисяч населення, що співпадає зі світовими показниками. 
Проведеними дослідженнями встановлено, що 94,4 % хворих на ВПРЛ складають чоловіки. Цей показник перевищує дані захворюваності по Україні та по Полтавській області, оскільки в узагальнених даних [14; 143] не враховується гістогенетичний тип пухлини, досліджуючи групу НДКРЛ або плоскоклітинного раку не визначаючи ступінь його диференціювання. 

Середній вік всіх хворих на ВПРЛ склав 57,6±6,7 років, у чоловіків – 57,5±6,7, у жінок – 59,3±6,8. Згідно літературним даним [218] жінки хворіють на плоскоклітинний рак у більш молодому віці ніж чоловіки, що не знайшло підтвердження у наших дослідженнях.
Виникнення та прогресування злоякісних пухлин, в наш час, розглядається як втрата раковою клітиною здатності до диференціювання. Отже, аналіз причинно-наслідкових зв’язків становлення тканинних систем, клітинних та внутрішньоклітинних структур при злоякісних пухлинах має суттєве значення в розумінні процесу в цілому та його ролі в морфологічній діагностиці, лікуванні та прогнозі.

Відповідно до сучасної патоморфологічної класифікації до основних гістогенетичних форм бронхогенних раків відносять такі епітеліальні злоякісні пухлини як плоскоклітинний рак, аденокарциному та групу нейроендокринних пухлин [241]. Дана класифікація була опублікована ВООЗ у 2015 році з важливими змінами до попередньої класифікації 2004 року з урахуванням ІГХ особливостей і нових даних генетичних досліджень.
Плоскоклітинний рак складає 40-70% всіх випадків бронхогенного раку. В залежності від вираженості ознак клітинного диференціювання розрізняють ПРЛ з ороговінням (високодиференційований) та ПРЛ без ороговіння (низько диференційований). Встановлено, що ризик розвитку даного гістогенетичного варіанту раку легені пов’язаний з впливом екзогенних канцерогенних речовин, наприклад, тютюновий дим, та ендогенних канцерогенів, які проникають з кровотоку або лімфотоку чи виникають під впливом хронічного запального процесу. Розвитку плоскоклітинного раку легені передують передпухлинні зміни, такі як плоскоклітинна метаплазія, диспластичні процеси [29; 45; 73]. 

В залежності від первинної локалізації передракових змін розвивається центральний або периферійний рак легені. 

Як підтверджують результати власних морфологічних досліджень, плоскоклітинний рак з ороговінням центральної локалізації зустрічався в 72,2% та виникав на фоні дисплазії та метаплазії призматичного війчастого епітелію бронхів на багатошаровий плоский. Це положення підтверджується роботами численних дослідників [76; 88]. Високодиференційований плоскоклітинний рак легень центральної локалізації характеризується трьома основними клініко-морфологічними формами росту: вузлувато-кавернозною (46,2%), вузлувато-перибронхіальною (48,7%) та медіастинальною (5,1%). Метастази виявили у 38,5% хворих.

Периферійний ВПРЛ не мав макроскопічного зв’язку з бронхіальним деревом і локалізувався на деякій відстані від воріт легені. За численними літературними джерелами [77; 82; 220] периферійний рак легені є вторинним процесом, про що свідчить його зв’язок з хронічним запаленням і спостерігався в 27,8% випадків. Метастази виявили у 13,3 % хворих.

Проведеними дослідженнями встановлено відсутність прогностичного значення макроскопічних характеристик ВПРЛ центральної та периферичної локалізації, що спонукало до детального мікроскопічного вивчення даного гістогенетичного типу раку з використанням гістологічних, гістохімічних, морфометричних та імуногістохімічних методів дослідження.
Необхідно зазначити, що незалежно від локалізації пухлини, можна виділити зміни у карциномі та оточуючих тканинах, які розташовані зонально [18]. 

При центральній локалізації пухлини на межі з нормальною тканиною визначається зона дисплазії бронхіального епітелію, на периферії пухлини (периферична зона) знаходяться ракові комплекси, за рахунок проліферації клітин яких відбувається інвазія навколишніх тканин. Центральна зона злоякісного новоутворення прилягає або оточує бронх та у 46,2% випадків прикореневого раку характеризується наявністю ракової каверни. 

Для периферійного раку легені характерний зв’язок пухлини з грубоволокнистою сполучною тканиною (93,3%) до якої прилягає периферійна зона пухлини, що вказує на розвиток пухлини на фоні рубця. Центральна частина пухлини периферичної локалізації представлена зоною пухлинних комплексів розділених прошарками сполучної тканини. 

Отже, незалежно від локалізації пухлини, доцільно гістотопографічно виділити дві зони в пухлині: периферичну та центральну, які відрізняються первинними та вторинними змінами.

В основі процесу диференціювання лежить ускладнення структурно-функціональної організації клітини. Характерною гістологічною ознакою високодиференційованого плоскоклітинного раку є наявність «ракових перлин», які формуються внаслідок збереження здатності неопластичних клітин до продукції кератогіаліну. Саме тому дану форму раку називають плоскоклітинний рак з ороговінням [45; 87]. 

Незважаючи на удосконалення існуючих та впровадження нових методів морфологічного дослідження, донині залишається нез’ясованим морфогенез плоскоклітинного раку легені з ороговінням, що обумовлює його клінічний перебіг, лікування та прогноз. 

Під морфогенезом неоплазії розуміють загальні закономірності розвитку пухлини, що включають гістологічні, гістохімічні, імуногістохімічні, цитогенетичні та ультраструктурні показники.

Незважаючи на локалізацію карциноми, її тканина утворена пухлинними комплексами з «раковими перлинами». На основі проведених гістотопографічних досліджень виявили ідентичні зони в ракових комплексах, незалежно від локалізації ВПРЛ: зона інвазії, зона проліферації та зона диференціювання з формуванням «ракових перлин». Останні мають різну будову та тинкторіальні властивості, виникнення яких, вочевидь, пов’язано з порушеннями процесів проліферації та диференціювання.

Зона інвазії представлена овоїдними клітинами розташованими перпендикулярно до строми пухлини. Саме завдяки цим клітинам відбувається інфільтративний ріст пухлини.

Зона проліферації представлена поліморфними клітинами з еозинофільною цитоплазмою за рахунок синтезу та накопичення цитокератину. В деяких клітинах спостерігаються мітози. Пухлинні клітини сполучаються між собою стратифікаційними містками, мають округлі або овальні ядра з ніжним нитчастим гетерохроматином.

Зона «ракових перлин», або зона диференціювання, представляє собою концентрично розташовані, зібрані в єдиний конгломерат еозинофільні рогові лусочки, з поступовим збільшенням кератинізації в напрямку від периферії до центру. 
За результатами власних гістологічних та гістохімічних досліджень встановлено, що зона диференціювання пухлинних комплексів характеризується формуванням гетерогенних за гістохімічними властивостями «ракових перлин»: еозинофільних або тіонін-позитивних, ШИК-позитивних або глікоген-вмісних та суданофільних або ліпід-вмісних. 

Враховуючи отримані дані можна припустити, що пухлинні комплекси з неоднорідними за тинкторіальними властивостями «ракових перлин» відрізняються за ступенем диференціювання клітин, кератиноутворення та пов’язані з різними стадіями пухлинної прогресії. 

Морфологічні дослідження зазвичай не враховують гістохімічні властивості «ракових перлин», що розцінюється як диференційований рак з ороговінням. Проте, результати морфологічних досліджень свідчать, що оцінка гістохімічних властивостей ракових комплексів дозволить повноцінно провести морфологічний аналіз пухлинної прогресії, яка полягає у високій проліферативній активності клітин, зниження їх ступеня диференціювання, посилення інвазивних властивостей та здатності до метастазування. Отримані результати підтверджують дослідженнями Гасюка Ю.А. [19] про наявність «ракових перлин» з різними тинкторіальними властивостями при високодиференційованому плоскоклітинному раку гортані. Це свідчить, що плоскоклітинний рак є органонеспецифічною злоякісною пухлиною [87] з однотипним морфогенезом, характерним для будь якої локалізації. 

З метою вивчення морфогенезу різних гістохімічних типів ракових перлин при плоскоклітинному раку легені з ороговінням досліджено цитогенетичні, морфометричні та імуногістохімічні показники даного гістогенетичного типу раку. 

Основними морфогенетичними процесами, які лежать в основі розвитку раку, є безмежне, безконтрольне розмноження клітин з їх порушенням цитодиференціюванням. Процес диференціювання може завершуватись в кінці одного клітинного циклу, тобто від мітозу до загибелі клітини або від мітозу до мітозу в клітинах, які зберігають здатність до поділу [17]. Можна припустити, що порушення цитодиференціювання виникає внаслідок високої проліферативної активності та наявності патологічних мітозів.

Плоскоклітинний рак легені з ороговінням характеризується помірною проліферативною активністю, що складає 13,5‰. Поряд з типовими мітозами зустрічається велика кількість патологічних мітозів, які складають 58,5% від загальної кількості клітин у стані поділу. Провідними формами патологічних мітозів були К-мітоз, відставання хромосом та їх фрагментів, моноцентричний мітоз, порожниста метафаза, трьохгрупова метафаза та багатополюсний мітоз, наслідками яких є анеуплоїдія, поліплоїдія або апоптоз. Патологічні мітози сприяють виникненню хромосомних аберацій, що призводять до втрати однієї або декількох ознак цитодиференціювання або тканинноспецифічної ознаки.

Клітинний поліморфізм з наявністю анеуплоїдних та поліплоїдних клітин підтверджується каріометричними дослідженнями. Встановлено, що lgV ядер клітин при плоскоклітинному раку легені з ороговінням складають логарифмічний ряд диференціювання: 2,5; 2,6; 2,7; 2,8 та 2,9. Відповідно до закону ритмічного росту ядер та теорії функціонального набухання або зморщування ядер [158] встановлено, що різниця між основним та додатковим ядерними класами складає 0,2. Це за абсолютними величинами вказує, що ядра основного класу в півтора рази більші за ядра додаткового класу. Виявлені показники проміжних lgV ядер атипових інтерфазних клітин плоскоклітинного раку легені з ороговінням свідчать про дезінтегративне збільшення ядер клітин, обумовлене порушенням розподілу генетичного матеріалу, ймовірно внаслідок патологічних мітозів.
Отже, проведені дослідження показують, що при плоскоклітинному раку легені з ороговінням внаслідок патології мітозів виникає поліморфізм ракових клітин, що є непрямим свідченням канцерогенезу. Поряд з цим, спостерігається поступове збільшення об’єму ядер з різницею 0,2, що відповідає закону функціонального набухання ядер, тобто збереження клітиною синтетичної активності.

У зв’язку з неоднорідністю гістологічної будови «ракових перлин» для об’єктивізації морфометричних показників проводилось вивчення асиметрії їх ядер. Встановлено наявність трьох класів ядер в залежності від їх форми: овоїдні, овальні, веретеноподібні. Співставивши гістологічні, гістохімічні та каріометричні показники, можна прийти до висновку, що овоїдні ядра характерні для ліпід-позитивних «ракових перлин», клітини з овальними ядрами утворюють ШИК-позитивні «ракові перлини» та веретеноподібні ядра спостерігаються в рогових лусочках тіонін-позитивних «перлин». Поряд зі сплощенням ядер відбувається поступове сплощення цитоплазми клітин з появою гістологічних ознак зростання функціональної активності клітин та накопичення цитокератину.

Важливу роль при формуванні тканини відіграє міжклітинна адгезія, що забезпечується специфічними трансмембранними молекулами – кадгеринами. Розрізняють декілька типів кадгеринів, найважливішим з яких у карциномах є епітеліальний Е-кадгерин [129]. Невисока експресія Е-кадгерину в епітеліальних новоутвореннях асоційована з низькою диференціацією пухлини, локальною інвазією, метастазуванням в регіональні лімфовузли та низькою тривалістю життя [229].
За даними літератури при плоскоклітинному раку легені з ороговінням відзначається виражена експресія Е-кадгерину у 60% випадків [179] та виражене дифузне забарвлення клітин з експресією високомолекулярних цитокератинів [223]. Проте, дані відносно якісної характеристики візуалізації вказаних онкомаркерів диференціювання у різних ділянках ракового комплексу та їх значення у морфогенезі пухлини розрізнені.

Проведені імуногістохімічні дослідженя свідчать, що в пухлинних комплексах з різними гістохімічними типами «ракових перлин» спостерігається неоднорідна експресія цитокератину та Е-кадгерину в зонах інвазії, проліферації та диференціювання.

На нашу думку, синтез цитокератину в неопластичних клітинах при плоскоклітинному раку легені з ороговінням пов’язаний з порушеннями процесу ороговіння. Так, в ракових комплексах з ліпід-вмісними перлинами спостерігається явище дискератозу, яке характеризується утворенням великих двохконтурних клітин з руйнуванням міжклітинних зв’язків в результаті порушення комплексу тонофіламенти-десмосоми. Це підтверджується формуванням «ракових перлин» з великих овоїдних клітин зі світло-коричневою цитоплазмою при імуногістохімічній реакції на цитокератин та відсутністю міжклітинних зв’язків. ШИК-позитивні ракові перлини формуються в результаті розвитку паракератозу, пов’язаного зі зниженням здатності клітин продукувати кератогіалін. Дана думка підтверджується поступовим зменшенням експресії цитокератину від зони інвазії до зони диференціювання при рівномірній наявності міжклітинних зв’язків. Ракові комплекси з тіонін-позитивними «раковими перлинами» характеризуються розвитком гіперкератозу, який може бути наслідком надмірного утворення кератину, ймовірно проліферативного типу, що проявляється високою експресією цитокератину у зоні диференціювання та аналогічними показниками експресії Е-кадгерину. Для уточнення останнього твердження проведено імуногістохімічне дослідження проліферативної активності плоскоклітинного раку легені з ороговінням, враховуючи гістохімічні типи «ракових перлин».

Отже, експресія цитокератину та Е-кадгерину в пухлинних комплексах плоскоклітинного раку легені з ороговінням неоднорідна. В процесі цитодиференціювання, очевидно, важливе значення має міжклітинна адгезія, що відіграє певну роль в контролі синтезу цитокератину клітинами та забезпечує тканинний гомеостаз. Крім того, відповідно до встановлених показників цитодиференціювання, за дамими літератури [120; 183], ймовірність виникнення лімфогенних метастастазів в реґіонарні лімфовузли зростає зі зменшенням експресії обох маркерів, тобто вона найбільша для комплексів з ліпід-позитивними «раковими перлинами» та найменша для тіонін-позитивних «ракових перлин». За даними деяких авторів [191], Е-кадгерин та зв’язані з ним катеніни, ймовірно, беруть участь у регуляції активності протеїнів клітинного циклу, внаслідок чого онкогенна дія мутацій Е-кадгерину впливає на регуляцію клітинного циклу, апоптозу і контроль генетичної стабільності тканин.

Таким чином, в основі порушення процесів ороговіння лежить зміна регуляції клітинного циклу та морфологічних реакцій клітин, послаблення індукції в них апоптозу та блокування диференціювання, що виникає внаслідок генетичної мінливості та клональної селекції під час пухлинної прогресії [69; 157].
В результаті проведеного імуногістохімічного дослідження з визначенням проліферативної активності плоскоклітинного раку легені з ороговінням встановлено, що показники експресії маркерів Ki-67 та cyclin D1 є неоднозначними. Простежується виражена проліферативна активність ракових клітин поблизу базальних відділів ракових комплексів, тобто в зоні інвазії, що підтверджує дослідження ряду авторів. Крім того, поступове зниження експресії маркерів Ki-67 та cyclin D1 корелює зі ступенем диференціювання клітин внаслідок набуття клітинами здатності синтезувати цитокератини та вираженості міжклітинних зв’язків [13]. Проведеними дослідженнями встановлено загальну закономірність експресії маркерів проліферації при плоскоклітинному раку легені з ороговінням. Найвища проліферативна активність спостерігається у ракових комплексах з ліпід-позитивними «раковими перлинами», що відповідає 24% та 34% імуногістохімічного мічення клітин з маркерами cyclin D1 та Ki-67 відповідно. Зниження здатності клітин до поділу змінюється у напрямку набуття клітинами цитодиференційних ознак, що становить ІМ 21% та 22% у комплексах з ШИК-позитивними перлинами та 12% і 18% – з тіонін-позитивними «перлинами».
Отже, незважаючи на те, що плоскоклітинний рак легені з ороговінням відноситься до високодиференційованого злоякісного новоутворення, проліферативна активність клітин в пухлинних комплексах відрізняється в залежності від наявності різних типів «ракових перлин». Це, напевно, має значення як у морфогенезі, так і для прогнозу перебігу даного захворювання.
Під час поділу неопластичних клітин пошкодження генетичного матеріалу зберігається у геномі дочірніх клітин. Висока проліферативна активність та поява патологічних мітозів призводять до нестабільності геному та хромосомних аберацій – зміни кількості наборів хромосом, розриви хромосом та їх перебудова. Мутації, що виникають, призводять до посилення проліферації та перешкоджають розвитку апоптозу. Отже, морфогенез пухлини та її прогресія пов’язана з безконтрольним розмноженням клітин та стійкості до апоптозу [95].

Контроль за ланками клітинного циклу здійснюється білком р53, кількість якого прогресивно збільшується та відбувається його олігомеризація при пошкодженні ДНК. Структурно змінений білок р53 втрачає здатність до відновлення ДНК шляхом трансактивації інших клітинних генів. Мутантні форми антионкогену р53 не здатні забезпечити контроль клітинного циклу та призводять до інгібіції апоптозу.

За результатами власних імуногістохімічних досліджень в комплексах плоскоклітинного раку легені з ороговінням, які характеризуються наявністю різних гістохімічних типів «перлин», спостерігається неоднорідна експресія проапоптотичного маркеру р53, що характеризується поступовим зниженням його накопичення від зони інвазії до зони диференціювання. Гіперекспресія даного білка в зоні інвазії вказує на пошкодження генетичного матеріалу внаслідок патологічних мітозів та накопичення його мутантної форми. Це призводить до зупинки процесу апоптозу. Дане положення підтверджується дослідженням експресії антиапоптотичного маркеру Bcl-2. Показники експресії вказаного онкобілка, аналогічно з візуалізацією р53, поступово знижуються від зони інвазії до зони диференціювання з майже повною відсутністю його в клітинах «ракових перлин». Проте, спостерігається нерівномірність його показників в ракових комплексах з різними тапами «перлин», що проявляється гіперекспресією в зоні інвазії ліпід-позитивних ракових комплексів, в той час як в аналогічних ділянках з ШИК- та тіонін-позитивними перлинами відмічається помірна його експресія. Очевидно, це свідчить про зв’язок мітохондріального білка Bcl-2 з процесами проліферації та диференціювання. Дане положення підтверджується численними дослідженнями [26; 40; 95].

Важливу роль у розвитку епітеліальних тканин відіграє білок р63, який є членом сімейства р53. За літературними джерелами [188; 222] пухлинний супресорний ген Р63 регулює процеси клітинної транскрипції і запускає процеси апоптозу у відповідь на пошкодження ДНК і розвиток гіпоксії, експресується в ядрах базальних клітин різних видів епітелію, а також в більшості низькодиференційованих плоскоклітинних раках та є прогностичним маркером. Відмічається певна роль онкомаркера р63 у морфогенезі плоскоклітинного раку легені [115]. За результатами власних імуногістохімічних досліджень виявлено, що при плоскоклітинному раку легені з ороговінням, незалежно від наявності гістохімічних типів «ракових перлин», відмічається слабка експресія даного маркера, що свідчить про набуття клітинами диференціювальних ознак. 

Високодиференційований плоскоклітинний рак або плоскоклітинний рак легень з ороговінням, згідно літературним даним [241], має тенденцію до локального поширення із залученням сусідніх структур. Основною його гістологічною характеристикою є наявність рогових перлин та виражених міжклітинних містків, що являється сприятливим прогностичним критерієм. Проте, власними дослідженнями встановлено, що макроскопічні характеристики пухлин, такі як розмір, клініко-морфологічна форма росту, наявність вторинних змін в карциномі та оточуючих тканинах не мають чіткого прогностичного значення, підтвердженого статистично.

Проте, узагальнюючи отримані дані при виконанні дослідження, можна прийти до висновку, що переважання в пухлині ракових комплексів з ліпід-позитивними перлинами має мажливе прогностичне значення у відношенні швидкості росту пухлини та метастазування. При переважанні ракових комплексів з тіонін-позитивними «раковими перлинами» в центрі пухлини виникає вузлувато-кавернозна клініко-морфологічна форма росту. Метастазування залежить від наявності певних гістохімічних типів ракових перлин.
При співставленні клініко-морфологічних форм росту пухлини, метастазування, гістологічних, імуногістохімічних особливостй ВПРЛ з урахуванням типу ракових перлин та стадії захворювання встановлено, що ІА, ІВ стадії захворювання асоціюються з вузлувато-перибронхіальною формою росту (р<0,05) з переважанням ракових комплексів з тіонін-позитивними раковими перлинами (р<0,001), відсутністю метастазів (р<0,0001), переважанням паренхіматозного компоненту над стромальним (р<0,05). ІІА стадія захворювання характеризується переважно вузлувато-перебронхіальною формою росту (р<0,05), з переважанням паренхіматозного компоненту з тіонін- та ШИК-позитивними раковими перлинами (р<0,1), наявністю метастазів (р<0,1). Вузлувато-кавернозна форма росту, пухлинні комплекси з ШИК- та ліпід-позитивними раковими перлинами на периферії пухлини (р<0,1), переважання паренхіматозного компоненту над стромальним (р<0,05) та наявність метастазів (р<0,005) асоціюється з ІІВ стадією(р<0,05). Виявлено взаємозв’язок ІІІА стадії з вузлувато-кавернозною формою росту (р<0,001), переважанням паренхіматозного компоненту з ліпід-позитивними раковими перлинами на периферії пухлини (р<0,001) та наявністю метастазів (р<0,001).

Отже, підводячи підсумки власних комплексних морфологічних досліджень можна стверджувати, що морфогенез плоскоклітинного раку легені з ороговінням залежить від взаємопов’язаних процесів проліферації, апоптозу та диференціювання, а отже, має суттєве прогностичне значення.

Отримані дані розширюють уявлення про морфологічну діагностику та прогноз даного захворювання, що вплине на методи лікування.

ВИСНОВКИ
У дисертаційній роботі наведене теоретичне узагальнення та нове вирішення науково-практичного завдання, стосовно удосконалення якості патоморфологічної діагностики високодиференційованого плоскоклітинного раку легень шляхом виявлення особливостей морфогенезу даного гістогенетичного типу раку та з’ясування прогностичних критеріїв клініко-морфологічних форм росту пухлини та патогістологічних особливостей ВПРЛ. Було досліджено експресію молекулярно-біологічних маркерів проліферації, апоптозу, диференціації, адгезії та їх зв’язок з морфологічними особливостями та перебігом захворювання.

1. Високодиференційований плоскоклітинний рак легені центральної локалізації, розвиток якого пов’язаний з метаплазією бронхіального епітелія, зустрічається у 72,2% випадків і характеризується вузлувато-перибронхіальною (48,7%), вузлувато-кавернозною (46,2%) та медіастинальною (5,1%) клініко-морфологічними формами росту. Встановлено, що наявність метастазів у реґіонарні лімфатичні вузли (38,5% хворих) не має чіткої залежності від розміру пухлини та її клініко-морфологічної форми росту (r=+0,27 при р<0,05), формування ракової каверни має помірно виражений кореляційний зв’язок (r=+0,48 при р<0,05) з розмірами пухлини. Периферійний ВПРЛ, розвиток якого пов’язаний з хронічним запальним процесом складає 27,8% випадків, має переважно вузлувату форму росту (93,3%). Формування каверни не залежало від розміру пухлини (r=0, р>0,05), розмір пухлини і наявність параканкрозного запалення свідчать про їх слабкий зв’язок (r=+0,15 при р<0,05). Незалежно від локалізації та клініко-морфологічних форм ВПРЛ має принципово подібну будову та складається з ракових комплексів, які займають у середньому 75,6±17,01% площі пухлини, розділених сполучнотканинною стромою доля якої становить 21,2±13,36% площі пухлини на гістологічних препаратах. 
2. На підставі гістохімічних властивостей ВПРЛ центральної та периферійної локалізації представляється можливим виявити три типи «ракових перлин» в пухлинних комплексах: тіонін-позитивні, ШИК-позитивні та судан-позитивні. Тіонін-позитивні «ракові перлини» розташовуються переважно у центральних відділах пухлини, де на їх долю припадає 74,5±6,7%, ШИК-позитивні та судан-позитивні частіше зустрічаються у периферичній зоні, де їх сумарна доля складає 82,0±11,3% загальної кількості «ракових перлин». Має місце кореляційний зв’язок між наявністю метастазів та переважанням в пухлині комплексів з ліпід-позитивними раковими перлинами (r=0,41; p<0,05), ШИК-позитивним (r=0,27; p<0,05) та тіонін-позитивними перлинами (r=0,21; p<0,05).
3. Каріометричні показники LgV ядер в ракових комплексах ВПРЛ складають логарифмічний ряд диференціювання: 2,5; 2,6; 2,7; 2,8 та 2,9 з максимальним ядерним класом LgV 2,6. Ступінь асиметрії ядер клітин «ракових перлин» свідчить про наявність округлих – 1,3 (р<0,05), овальних – 3,0 (р<0,05) та веретеноподібних ядер – 6,0 (р<0,05), які відповідно характерні для судан-позитивних, ШИК-позитивних і тіонін-позитивних «ракових перлин». Мітотичний індекс високодиференційованого плоскоклітинного раку легень склав, в цілому, 13,5 ‰. Відносна кількість типових мітозів становила 41,5%, патологічних мітозів – 58,5%. Серед останніх мали місце: грудкуватий мітоз (20,0%), порожниста метафаза (5,92%), розсіювання хромосом та їх фрагментів в метафазу (4,44%), моноцентричний мітоз (6,67%), відставання хромосом та їх фрагментів в метафазу (11,85%), трьохгрупова метафаза (1,77%), багатополюсні (0,74%), асиметричні (5,18%) та інші форми патології мітозів (1,48%). Статистично достовірного зв’язку мітотичного режиму та формування різних типів «ракових перлин» при ВПРЛ знайдено не було. 
4. Імуногістохімічні показники цитодиференціювання різних типів «ракових перлин» проявляються високою експресією СК HMW та Е-кадгерину у пухлинних комплексах з тіонін-позитивним «раковими перлинами», помірною експресією у комплексах з ШИК-позитивними «перлинами» і низькою експресією у комплексах з судан-позитивними «перлинами». Найвища проліферативна активність, яка проявлялася високою експресією Кі-67 (ІП=34±3,5%) та cyclin D1 (ІП=26±4,3) відмічалась у пухлинних комплексах з ліпід-позитивними «раковими перлинами», помірна (ІП Ki-67=22±2,5%; ІП cyclin D1=21±2,6) – у ШИК-позитивних та низька (ІП Ki-67=18±2,2%; ІП cyclin D1=12±2,1) – у тіонін-позитивних «ракових перлинах». Встановлено прямий зв’язок експресії проапоптотичного маркеру р53 та антиапоптотичного маркеру Всl2, що характеризувалась поступовим зниженням від зони інвазії до зони диференціювання пухлинних комплексів. Експресія білка р63 у формуванні «ракових перлин» при ВПРЛ значення не має, що характеризувалось рівномірно низькою експресією у всіх зонах ракових комплексів.
5. Грунтуючись на результати проведених досліджень можна оптимізувати прогноз клінічного перебігу ВПРЛ. Визначено, що сприятливими морфологічними критеріями ВПРЛ є переважання паренхіматозного компоненту з тіонін-позитимними раковими перлинами над стромальним, низька проліферативна активність та експресія р53 та Всl2, що асоціюється з високою експресією СК HMW та Е-кадгерину. Агресивність клінічної поведінки пухлини корелює з вузлувато-кавернозною формою росту, переважанням паренхіматозного компоненту з ліпід-позитивними перлинами на периферії пухлини, високою проліферативною активністю та експресією р53 та Всl2, що асоціюється з низькою імуногістохімачною експресією СК HMW та Е-кадгерину. Не виявлено взаємозв’язку клінічного перебігу ВПРЛ з розростання рубцевої сполучної тканини навколо пухлини, наявністю параканкрозного запалення та експресією маркеру р63. 
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Розмір пухлини, наявність вторинних змін в карциномі (ракова каверна) та запальної інфільтрації в оточуючих тканинах не є достовірними прогностичними критеріями при високодиференційованому плоскоклітинному раку легень.

2. Лікарям-патологоанатомам для повноцінної патоморфологічної діагностики та встановлення об’єктивного гістологічного діагнозу високодиференційованого раку легень рекомендується враховувати виявлені морфологічні особливості даного захворювання. Під час дослідження пухлинних комплексів необхідно звертати увагу на типи «ракових перлин» - наявність ліпід-позитивних ракових перлин є несприятливим прогностичним критерієм.

3. З прогностичною та передбачувальною метою доцільно використовувати, в якості основних критеріїв, низьку експресію (+) маркеру міжклітинної адгезії Е-кадгерину та високомолекулярних цитокератинів (CK HMW), гіперекспресію (+++) молекулярно-біологічних маркерів проліферації Кі 67 і цикліну D1, а також надекспресію апоптотичного фактору р53 на периферії ракових комплексів. В якості додаткового можливе використання маркеру Bcl-2.
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