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Дисертація присвячена дослідженню морфологічних особливостей раку ПЗ(РПЗ), імуногістохімічних маркерів і ролі стромального компоненту у формуванні агресивного фенотипу пухлини для удосконалення морфологічних критеріїв прогнозу і диференційної діагностики РПЗ.

Матеріал представлений 112 випадками РПЗ, 25 випадками нодулярної гіперплазії ПЗ (НГПЗ) і 25 випадками інтраепітеліальної неоплазії (ПІН). Імуногістохімічне (ІГХ) дослідження проводилося з використанням 16 маркерів. В 40 випадках РПЗ, 8 випадках НГПЗ і 8 випадках ПІН оцінювалося значення диференційно-діагностичних маркерів: р63 і високомолекулярного цитокератину (HMW), особливості експресії стромою гладко-м'язового актину-α й віментину, колагену IV типу, РА; для оцінки епітеліально-мезенхімальної трансформації (ЕМТ) використовувався Е-кадгерин – маркер міжклітинної адгезії епітелію, віментин - проміжний філамент мезенхімальних клітин, цитокератин 8/18, фактор росту TGF-β; рівень васкуляризації і неоангіогенезу досліджувався з використанням маркера CD34 і VEGF-фактора росту ендотелію судин; особливості іммуноклітинної інфільтрації досліджувалися з використанням моноклональних антитіл (МКАТ) до CD3 (T-лімфоцитів), CD4 + і CD8 + клітин, CD20 (В-лімфоцитів) і CD68 + макрофагів. Для оцінювання прогностичного значення клініко-морфологічних та ІГХ критеріїв матеріал розподілено на групи дослідження за значенням суми Глісон (СГ): ≤6, 7 (3 + 4), 7 (4 + 3), 8 і 9-10 і за групами ризику: слабкого – з ПСА до 10 нг/мл, сТ1-2а, СГ 2-6, помірного – з ПСА 10-20 нг/мл, або cT2b, СГ 7 і високого – з ПСА більше 20, або сТ2с, або СГ 8-10.

У результаті оцінки структури хірургічної патології ПЗ у Харківському регіоні за 2011-2015 рр. виявлено, що кількість випадків НГПЗ становила 76,0% (3432/4514), атипові гіперплазії ПЗ – 1,6% (72/4514), РПЗ – 19,6% (886/4514).

Середній вік пацієнтів при НГПЗ 67,7±9,1 року, дещо більший за ПІН – 69,0±6,9 і РПЗ – 69,5±7,9. Пік захворюваності на РПЗ припав на 60-79 років з майже однаковим відносним числом пацієнтів у віці 60-69 і 70-79 (48,2% і 41,0% відповідно). Рівень ПСА сироватки крові пацієнтів при НГПЗ дорівнював 5,6±3,9 нг/мл і коливався від 0 до 15 нг/мл. У пацієнтів з ПІН цей показник становив 7,4±5,4 і коливався від 1,0 до 22 нг/мл , що значно більше порівняно з НГПЗ (χ2 = 1,7, р = 0,6). При РПЗ середній рівень ПСА становив 19,1±28,2 і коливався від 0 до 210 нг/мл, що перевищує показник при НГПЗ (χ2 = 15,7, р<0,03) і ПІН (χ2 = 9, 7, р<0,05).

Рівень ПСА крові не може вважатися надійним диференційно-діагностичним критерієм РПЗ оскільки низький його показник 0-4 нг/мл був у 13,4% випадків РПЗ, високий рівень ПСА 20-40 нг/мл спостерігався в 4% випадків з ПІН, а ступінь зв'язку між рівнем ПСА більше 40 нг/мл і РПЗ є слабкою (р<0,03). ІГХ дослідження на маркери базальних клітин (р63 і високомолекулярний цитокератин HMW) дозволяє провести диференціальну діагностику між доброякісною патологією ПЗ і РПЗ. Маркер проліферативної активності Ki-67 не є диференційно-діагностичним критерієм у зв'язку з відсутністю і слабкою експресією в РПЗ з СГ ≤6.

При порівнянні віку пацієнтів, рівня ПСА, стадії пухлинного процесу Т, експресії Ki-67 з СГ виявлено пряму залежність зростання рівня ПСА, стадії Т і рівня експресії Ki-67 у міру збільшення СГ (р<0,0001, р<0,0001 і р<0,01 відповідно). Простежено тенденцію до більш високої СГ у пацієнтів старшого віку. РПЗ з СГ ≤6 асоціювалися з локалізацією пухлинного процесу в межах однієї частки (стадіями T1-2а і T2b) (р<0,0001), для них не характерні рівень ПСА більше 20 (р<0,03), проростання капсули ПЗ (стадія Т3а) (р<0,0003) і експресія Ki-67 (р<0,05). РПЗ з СГ 8 асоціювалися з рівнем ПСА> 40 (р<0,03), проростанням капсули органа (стадія Т3а) (р<0,0001) і підвищенням експресії Ki-67 до 5% клітин (р<0,04). РПЗ СГ 9-10 асоціювалися з рівнем ПСА 20-40 нг/мл (р<0,003), інвазією сім'яних пухирців (стадія Т3b) (р<0,0001) і суміжних органів (стадія Т4) (р<0,03), високою експресією Ki -67 (> 10% клітин) (р<0,001).

Розподіл РПЗ на три групи –- низького, проміжного й високого ризику – з урахуванням рівня ПСА, СГ і ступеня інвазії виявило співвідношення 18,7%, 25,0% і 56,3% відповідно. Серед РПЗ слабкого й помірного ризику рівень експресії Ki-67 не перевищував 1% пухлинних клітин, а всі випадки з експресією маркера >1% були в групі високого ризику (χ2 = 15,9, р<0,0001), що визначає цей маркер як прогностичний критерій захворювання.

У міру зниження диференціювання РПЗ від СГ ≤6 до СГ 7 (4 + 3) зростав ступінь десмоплазії: її відсутність асоціювалася з РПЗ СГ 2-6 (р<0,001), виражена десмоплазія характерна для РПЗ з СГ 7 (4 + 3 ) (р<0,001). Простежено тенденцію до зменшення рівня десмоплазії у міру зниження диференціювання до РПЗ з СГ 9-10. Відсутність десмоплазії асоціювалася з РПЗ групи низького ризику (р<0,001). Помірна й виражена десмоплазія асоціювалися з РПЗ групи проміжного ризику (p<0,0001 і p<0,001 відповідно).

Виявлено, що при доброякісній патології ПЗ (НГПЗ і ПІН) епітелій не експресує віментин і характеризується вираженою реакцією на Е-кадгерин, і в 100% клітин експресує цитокератин 8/18, що визначає відсутність ЕМТ. Молекулярно-біологічні свідчення ЕМТ у вигляді підвищення рівня експресії віментину, зниження Е-кадгерину в епітелії раку відбувається за рахунок низькодиференційованих форм – з СГ 8 і 9-10 (р<0,05 і р<0,03 відповідно). Усі РПЗ демонстрували експресію цитокератину 8/18, однак відзначалася тенденція до осередкового зниження забарвлення клітин у РПЗ з СГ 7 (4 + 3), 8 і 9-10, у структурах, які втратили ацинарну будову.

Виявлено зворотню кореляційну залежність між експресією віментину і Е-кадгерину (p<0,05), і взаємозв'язок TGF-β з віментином (p<0,05) і Е-кадгерином (p<0,05), що є ознакою спільності молекулярно-біологічних проявів ЕМТ і на залученість у її процес TGF-β.

ЕМТ раку ПЗ може слугувати критерієм прогнозу захворювання, доказом чого є підвищення експресії віментину і зниження експресії Е-кадгерину у раках високого ризику (p<0,05 і p <0,01 відповідно), і з СГ 8 при їх порівнянні з раками з сумою за Глісон 7 (4 + 3) і нижче (р<0,05 і р<0,05 відповідно). У РПЗ реактивний десмопластичний фіброз характеризується появою сполучнотканинних волокон, пухлино-асоційованих фібробластів, що експресують віментин, і міофібробластів, що експресують віментин і ГМА-α. Разом зі зростанням десмоплазії знижувалося відносне число гладком'язових клітин строми за рахунок фібробластів і міофібробластів.

Строма РПЗ разом зі зниженням диференціювання й зростанням агресивної клінінної поведінки характеризувалася підвищенням експресії віментину за рахунок зростання числа пухлинно-асоційованих фібробластів і міофібробластів, і тенденцією до зниження ГМА-α за рахунок зникнення гладком'язових клітин первинної строми. Експресія віментину зростала в міру збільшення СГ, виражений її ступінь був характерний для РПЗ з СГ 8 і 9-10 (р<0,001) і для групи високого ризику (р<0,001), що визначає значення цього маркера як можливого прогностичного критерію перебігу захворювання.

У процесах туморо- і канцерогенезу бере участь неоваскуляризація, доказом чого є зростання щільності мікросудин (ЩМС), зниження їх площі і підвищення стромальної експресії VEGF в ПІН порівняно з НГПЗ (р<0,05) і РПЗ порівняно з ПІН (p<0,05), а також залежно від СГ. Показники високого рівня васкуляризації і неоангіогенезу також є прогностичними критеріями РПЗ, асоціюючись з групою високого ризику й низьким диференціюванням раків.

Виразність імуноклітинної інфільтрації не впливає на туморогенез і не залежить від СГ і приналежності до груп ризику. Виявлено, що серед досліджених клітин імуноклітинного інфільтрату (CD68 +, CD20 +, CD3 +, CD4 +, CD8 +) лише CD68-макрофаги залучені в канцерогенез і формування агресивного фенотипу РПЗ, що здійснюється через процеси неоваскуляризації, ЕМТ і асоціюється з пухлинною прогресією. Абсолютне число макрофагів у зонах найбільшої імуноклітинної інфільтрації асоціювалося з РПЗ (p<0,05), СГ 9-10 (p<0,05), групою високого ризику (p<0,05); у ділянках РПЗ поблизу імуноклітинної інфільтрації, периферії пухлини число CD68 + клітин асоціювалося з підвищенням ЩМС (p<0,05), експресією VEGF (p<0,05), TGF-β (p<0,05), появою віментину (p<0,05), зниженням Е-кадгерину (p<0,05), збереженням і підвищенням експресії РА (p>0,05) у макрофагах.

Отримані в ході дослідження результати, з одного боку, дають уявлення про роль стромального компоненту в туморогенезі й формуванні агресивного фенотипу пухлини. З іншого боку, дозволяють дати диференційно-діагностичну та прогностичну оцінку комплексу клініко-морфологічних та ІГХ критеріїв РПЗ.

Ключові слова: рак передміхурової залози, нодулярна гіперплазія, інтраепітеліальна неоплазія передміхурової залози, прогностичні критерії, строма. 

SUMMARY
Tkachenko P.V. Morphological characteristics of prostate cancer stroma and its diagnostic and prognostic value. – Qualifying scientific work on the grounds of manuscript.
Thesis for the degree of Candidate of Medical Sciences in specialty 14.03.02 – Pathological Anatomy. – Kharkiv Medical Academy of Postgraduate Education of the Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2017. – Kharkiv National Medical University, Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2017.

The dissertation is devoted to the study of morphological features of prostate cancer (PC), immunohistochemical markers and the role of stromal component in the formation of an aggressive tumor phenotype for the improvement of morphological criteria of prognosis and differential diagnosis of PC.

The study involved the assessment of 112 cases of PC, 25 cases of nodular hyperplasia of prostate gland (NHPG) and 25 cases of prostatic intraepithelial neoplasia (PIN). Immunohistochemistry (IHC) was conducted using 16 markers in 40 cases of PC, 8 cases of NHP and 8 cases of PIN. The study implied evaluation of the value of such differential diagnostic markers as р63 and high molecular weight cytokeratin (HMW), peculiarities of stromal expression of alpha-smooth muscle actin and vimentin, type IV collagen, androgen receptors; epithelial-mesenchymal transformation (EMT) was evaluated with E-cadherin, a marker of intercellular adhesion of the epithelium, vimentin, an intermediate filament of mesenchymal cells, cytokeratin 8/18, TGF-β  growth factor; the level of vascularization and neoangiogenesis was studied using CD34, a marker of endothelium and VEGF, a vascular endothelial growth factor; the features of immunocellular infiltration were studied using monoclonal antibodies (MCAB) to CD3 (T-lymphocytes), CD4 + and CD8 + cells, CD20 (B-lymphocytes) and CD68 + macrophages. To assess the predictive value of clinico-morphological and IHC criteria the material was divided into groups of study by Gleason score(GS): ≤6.7 (3 + 4), 7 (4 + 3), 8 and 9-10 and by risk groups: weak risk with PSA up to 10 ng/ml, cT1-2a, GS 2-6, moderate riskwith PSA 10-20 ng/ml, or cT2b, or GS 7 and high risk with PSA more than 20, or сT2с, or GS 8-10.

Evaluation of the structure of surgical pathology of prostate gland in Kharkiv region for 2011-2015 showed that the number of NHPG cases was 76.0% (3432/4514), atypical hyperplasia of PG – 1.6% (72/4514), PC – 19.6% (886/4514).

The average age of patients with NHPG was 67.7±9.1 years, slightly higher than that of PIN – 69.0±6.9 and PC – 69.5±7.9. The peak incidence rate for PC was 60-79 years with an almost equal relative number of patients aged 60-69 and 70-79 (48.2% and 41.0% respectively). The level of serum PSA in patients with NHPG was 5.6±3.9 ng/ml and ranged from 0 to 15. In patients with PIN this value was 7.4±5.4 and varied from 1.0 to 22 ng/ml , which was much higher in comparison with NHPG (χ2 = 1.7, p = 0.6). In PC the average level of PSA was 19.1±28.2 and ranged from 0 to 210 ng/ml, which exceeded the rate in NHP (χ2 = 15.7, p<0.03) and PIN (χ2 = 9.7, p<0.05).

The level of PSA in blood cannot be considered a reliable differential diagnostic criterion of PC, since its low level of 0-4 ng / ml was in 13.4% of PC cases, a high PSA level of 20-40 ng/ml was observed in 4% of cases with SIH, and the degree of the relationship between PSA levels greater than 40 ng/ml and PCwas weak (p<0.03). IHC studies on basal cell markers (Р63 and high molecular weight cytokeratin (HMW)) can be used for differentiated diagnosis between benign tumors of PG and PC. Ki-67, a proliferative activity marker is not a criterion for differential diagnosis due to absence and weak expression in PC with GS ≤6.

Comparisonof the patients’ age, the level of PSA,T stage of tumor and the expression of Ki-67 with GS revealed a direct relationship between the growth of PSA level, T stage and the expression level of Ki-67 as GS increased (p<0.0001, p<0.0001 and p<0.01 respectively). The study traced the following tendency in higher GS in older patients:PC with GS ≤6 was associated with localization of the tumor process within a single area (stages T1-2a and T2b) (p<0.0001); in these cases the level of PSA was typically not more than 20 (p<0.03), germination of the PG capsule (stage T3a) (p<0.0003) and Ki-67 expression (p<0.05). PC with GS 8 was associated with PSA>40 (p<0.03), germination of the organ capsule (stage T3a) (p<0.0001) and an increase in Ki-67 expression to 5% of cells (p<0.04). PC GS 9-10 was associated with PSA levels 20-40 (p<0.003), invasionof seminal vesicles (stage T3b) (p<0.0001) and adjacent organs (stage T4) (p <0.03), high expression of Ki-67 (> 10% of cells) (p<0.001).

PC division into three groups of low, moderate and high risk taking into account the level of PSA, GS and the degree of invasion showed a ratio of 18.7%, 25.0% and 56.3% respectively. InPC of weak and moderate risk Ki-67 expression level did not exceed 1% of tumor cells, and all cases with marker expression > 1% were in the high-risk group (χ2 = 15.9, p<0.0001), which determined this marker as a prognostic criterion for the disease.

As PC differentiation decreased from GS ≤6to GS 7 (4 + 3), the degree of desmoplasia increased: its absence was associated with PC GS 2-6 (p<0.001), expressed desmoplasiawas typical for PC with GS 7 (4 + 3) (p<0.001). The study traced a tendency towards a decrease in the level of desmoplasia as differentiation was reduced to PC with GS 9-10. Absence of desmoplasia was associated with low risk PC (p<0.001). Moderate and severe desmoplasia was associated with moderate-risk PC (p<0.0001 and p<0.001, respectively).

The study showed that in benign tumors of PG (NHP and PIN) the epithelium did not express vimentin and was characterized by a pronounced reaction to E-cadherin, and in 100% of cells expressed cytokeratin 8/18, which determined the absence of EMT. Molecular-biological evidence of EMT in the form of increased expression of vimentin, reduction of E-cadherin in the epithelium of cancer occurred due to low-differentiated forms, namelywith GS 8-10 (p<0.05 and p<0.03, respectively). All PC cases were found to be associated with cytokeratin 8/18expression; however, there was a tendency towards a focal decrease in coloration of cells in PC with GS 7 (4 + 3), 8 and 9-10, in structures that lost acinar framework.

The study revealed inverse correlation between vimentin expression and E-cadherin (p<0.05) and correlation between TGF-β with vimentin (p<0.05) and E-cadherin (p<0.05), indicating the entity of molecular-biological manifestations of EMT and the involvement of TGF-β in its process.

EMT of prostate cancer can serve as a criterion for prognosis of the disease, which is evidenced by an increase invimentin expression and a decrease inE-cadherin expression in high-risk cancer groups (p<0.05 and p<0.01, respectively), and with GS 8 when compared to cancer cases with Gleason score 7 (4 + 3) and lower (p <0.05 and p<0.05 respectively). In PC reactive desmoplastic fibrosis is characterized by the appearance of connective tissue fibers, tumor-associated fibroblasts expressing vimentin, and myofibroblasts expressing vimentin and α-smooth muscle actin. An increase in desmoplasia resulted in a decrease in relative number of smooth muscle cells of the stroma due to fibroblasts and myofibroblasts.

PC stroma, with decreasing differentiation and an increase in aggressive clinical behavior, was characterized by an increase in vimentin expression due to the growth of the number of tumor-associated fibroblasts and myofibroblasts, and a tendency to GMA-α decreasedue to disappearance of smooth-muscle cells of the primary stroma. Expression of vimentin increased with increasing GS, its expression wastypically higherin PC with GS 8 and 9-10 (p<0.001) and in high-risk group (p<0.001), which determined the value of this marker as a possible prognostic criterion for the disease.

Neovascularization took placein the processes of tumorigenesis and carcinogenesis, which was evidenced by an increase in the density of microvessels (DMV), a decrease in their area and an increase in stromal expression of VEGF in PIN as compared to NHPG (p<0.05) and PC compared to PIN (p<0,05), as well as depending on GS. Indices of high levels of vascularization and neo-angiogenesis are also prognostic criteria for PC, being associated with a high-risk group and low differentiation of cancer.

Severity of immunocellular infiltration does not affect tumorigenesis and does not depend on GS and the type of risk group. The study showed that of all the studied immunocellular infiltration cells (CD68 +, CD20 +, CD3 +, CD4 +, CD8 +) only macrophages were involved in carcinogenesis and formation of an aggressive phenotype of PC carried out through neovascularization processes, EMT andwas associated with tumor progression. The absolute number of macrophages in the areas of the largest immunocellular infiltration was associated with PC (p<0.05), GS 9-10 (p<0.05), high risk group (p<0.05); in the areas of PC near immunocellular infiltration of tumor periphery, the number of CD68 + cells was associated with an increase in DMV (p<0.05), expression of VEGF (p<0.05), TGF-β (p<0.05), appearance of vimentin (p<0.05), decrease in E-cadherin (p<0.05), preservation and increase in RA expression (p>0.05) in macrophages.

The findings obtained in the study, on the one hand, give an idea of the role of the stromal component in tumorigenesis and the formation of an aggressive phenotype of the tumor. On the other hand, they give a possibility to provide differential diagnosis and prognostic assessment of the complex of clinico-morphological and IHC criteria of PC.

Keywords: prostate cancer, nodular hyperplasia, prostatic intraepithelial neoplasia, prognostic criteria, stroma.

Список публікацій здобувача
1. Яковцова ИИ, Ткаченко ПВ, Долгая ОВ, Ивахно ИВ. Морфология и прогностическое значение стромы рака предстательной железы = Prognostic significance of stromal сomponent in prostate cancer. Morphologia. 2016;10(3):342-8. (Особиста участь дисертанта – в наборі матеріалу, гістологічному, імуногістохімічному, морфометричному дослідженні препаратів, статистичній обробці та узагальненні отриманих даних)

2. Яковцова ИИ, Ткаченко ПВ, Долгая ОВ, Данилюк СВ, Ивахно ИВ. Клинико-морфологический анализ операционного материала заболеваний предстательной железы. Вісник УМСА: Актуальні проблеми сучасної медицини. 2016; 16 4(56) 3 87-93. (Особиста участь дисертанта – в аналізі літературних даних, обробці даних архівного матеріалу та узагальненні отриманих даних)

3. Tkachenko PV. Clinical-morphological prognostic characteristics of prostate cancer. Deutscher Wissenschaftsherold – German Science Herald. 2017 Jul;(2):14-8. (Німеччина) (Особиста участь дисертанта – в аналізі літературних даних, обробці даних архівного матеріалу та узагальненні отриманих даних)

4. Яковцова ИИ, Ткачено ПВ, Ивахно ИВ, Долгая ОВ. Экспрессия виментина, Е-кадгерин и TGF-β эпителием при доброкачественной патологии и раке предстательной железы, как маркеры эпителиально-мезенхимальной трансформации и критерии прогноза заболевания = Expression of vimentin, E-cadherin and TGF-β as markers of epithelial-mesenchymal transformation and criteria for the prognosis of the diseaseby epithelium in benign pathology and prostate gland cancer. Journal of Education, Health and Sport. 2017;7(7):764-75. doi: 10.5281/zenodo.843519. (Польща) (Особиста участь дисертанта – в наборі матеріалу, гістологічному, імуногістохімічному, морфометричному дослідженні препаратів, статистичній обробці та узагальненні отриманих даних)

5. Яковцова ИИ, Ткаченко ПВ, Ивахно ИВ. Значение ангиогенеза в туморогенезе и прогнозе рака предстательной железы = Yakovtcova II, Tkachenko PV, Ivakhno IV. The significance of angiogenesis in tumorigenesis and prognosis of prostate cancer. Journal of Education, Health and Sport. 2017;7(8):415-22. doi: 10.5281/zenodo.852570. (Польща) (Особиста участь дисертанта – в наборі матеріалу, гістологічному, імуногістохімічному, морфометричному дослідженні препаратів, статистичній обробці та узагальненні отриманих даних)

6. Яковцова ИИ, Ткаченко ПВ, Ивахно ИВ. Значение иммуноклеточной инфильтрации в туморогенезе и прогнозе рака предстательной железы. Вісник проблем біології і медицини 2017 Вип 4 (2) 173-178 (Особиста участь дисертанта – в наборі матеріалу, гістологічному, імуногістохімічному, морфометричному дослідженні препаратів, статистичній обробці та узагальненні отриманих даних)

7. Яковцова ИИ, Ткаченко ПВ, Ивахно ИВ, Данилюк СВ, Долгая ОВ. Экспрессия виментина и Е-кадгерина эпителием рака предстательной железы, как маркеры эпителиально-мезенхимальной трансформации. В: Актуальні проблеми сучасної патологічної анатомії. Матеріали науково-практичної конференції; 2017 Квіт. 26-27; Київ, Україна. 119-21 (Особиста участь дисертанта – в наборі матеріалу, гістологічному, імуногістохімічному, морфометричному дослідженні препаратів, статистичній обробці та узагальненні отриманих даних)

ЗМІСТ

	АНОТАЦІЯ

ЗМІСТ

ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ
	2
14
18

	ВСТУП
	19

	Розділ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
1.1. Епідеміологія раку передміхурової залози в Україні та деяких країнах світу
1.2. Діагностика раку передміхурової залози, імуногістохімічні маркери, які використовуються
1.3. Критерії прогнозу раку ПЗ
1.4. Епітеліально-мезенхімальна трансформація, її роль у рості та прогресуванні РПЗ
1.5. Морфологічна характеристика та прогностичне значення строми РПЗ
1.6. Вплив строми на ріст і прогресування РПЗ, її прогностичне значення
Розділ 2. МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1. Клінічна характеристика пацієнтів

2.2. Методи дослідження 

Розділ 3. Клініко-морфологічна характеристика НГПЗ, ПІН і РПЗ
3.1. Загальна структура хірургічної патології ПЗ за 2011-2015 рр.м. Харкова 

3.2. Основні клініко-морфологічні характеристики НГПЗ: 

вік пацієнтів, рівень ПСА, морфологічна характеристика

3.3. Основні клініко-морфологічні характеристики ПІН

3.4. Основні клініко-морфологічні характеристики РПЗ
3.4.1. Вік пацієнтів, рівень ПСА, їх порівняльна характеристика з НГПЗ і ПІН

3.4.2. Стадія захворювання за системою TNM
3.4.3. Морфологічна характеристика РПЗ відповідно до системи Глісона 

3.4.4. Розподіл РПЗ на групи ризику
3.4.5. Проліферативна активність РПЗ

3.4.6. Морфологічна характеристика стромального компоненту РПЗ
Розділ 4. МОЛЕКУЛЯРНО-БІОЛОГІЧНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ РПЗ

4.1. Епітеліально-мезенхімальна трансформація РПЗ з урахуванням експресії маркерів адгезії Е-кадгерину, проміжних філаментів цитокератину 8/18 і віментину,  чинника росту TGF-β
4.1.1. Експресія цитокератину 8/18

4.1.2. Експресія віментину
4.1.3. Експресія Е-кадгерину
4.1.4. Експресія TGF-β
4.2. Експресія РА РПЗ, її прогностичне значення
4.2.1. Експресія РА епітелієм

4.2.2. Експресія РА стромою
4.3. Молекулярно-біологічні характеристики строми РПЗ
4.3.1. Експресія ГМА-α клітинами строми НГПЗ, ПІН і РПЗ, його прогностичне значення
4.3.2. Експресія віментину стромою НГПЗ, ПІН і РПЗ, його прогностичне значення
4.3.3. Васкуляризація й неоангіогенез  при НГПЗ, ПІН і РПЗ
4.3.4. Експресія VEGF при НГПЗ, ПІН і РПЗ
4.3.5. Характеристика імунних клітинних реакцій при НГПЗ, ПІН і РПЗ
Розділ 5. АНАЛІЗ І ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ 

ВИСНОВКИ
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
СПИСОК ВИКОРИСТАНИХ ДЖЕРЕЛ 

ДОДАТОК
	25
25
27
29
34
38
38
48
48
50
55
55
58
63
68
68
70
71
77
79
82
89
89
93
96
101
105
105
107
109
109
113
117
121
124
134
157
160
161
187


ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

АГПЗ – атипова гіперплазія передміхурової залози

ГМА-α– гладком’язовий актин - альфа
НГПЗ –нодулярна гіперплазія передміхурової залози

ПАМ – пухлиноасоційовані макрофаги

ОА – одномоментна аденомектомія

ПАФ — пухлиноасоційовані фібробласти
ПЗ – передміхурова залоза

ПСА — простатспецифічний антиген
РПЗ – рак передміхурової залози

РПЕ — радикальна простатектомія
СГ – сума Глісона

ТА - транзиторно-ампліфікуючі клітини
ТРУЗД — трансректальне ультразвукове дослідження
ТУР – трансуретральна резекція
ІМ – індекс мітки

ІГХ – імуногістохімія
ЕМТ – епітеліально-мезенхімальна трансформація
ЕОІ – екстраорганна інвазія
РА – рецептори андрогенів
CD (cluster of designation) – кластер диференціювання – номенклатура диференціювальних антигенів лейкоцитів людини
Е-кадгерин – маркер міжклітинної адгезії епітелію
MMP-9 (Matrix metallopeptidase 9) – матриксна металопротеїназа 9
Ki-67 – маркер проліферативної активності

р63  – маркер базального епітелію ацинусів ПЗ

TNM – класифікаційна система злоякісних пухлин (Tumor –розмір пухлини, Nodus — метастази в лімфатичні вузли, Metastasis — віддалені метастази);
АДТ – андроген деприваційна терапія

TGF-β – трансформуючий фактор росту - β 
VEGF (Vascular endothelial growth factor) – фактор росту ендотелію судин
Г+Е – гематоксилін, еозин
ВСТУП

Рак передміхурової залози (РПЗ) в Україні серед онкологічних захворювань чоловічого населення посідає друге місце й перше в осіб, старших ніж 75 років. Відмічається зростання захворюваності в середньому на 14,5% за рік і смертності на 3,5% за рік [1]. В Україні, за даними ВООЗ [5], захворюваність на РПЗ відносно низька при високому показнику смертності й високих темпах зростання цих показників. Причини високого рівня летальності хворих на РПЗ в Україні можуть пояснюватися пізнім виявленням захворювання на стадії генералізації пухлинного процесу, низьким охопленням населення спеціалізованою медичною допомогою, відсутністю широкого застосування в клінічній практиці сучасних методів діагностики й лікування захворювання.

У терапії РПЗ одним з основних завдань є попередження рецидивування й прогресування захворювання. На сьогодні запропоновано й активно використовуються безліч клінічних, морфологічних і молекулярних маркерів щодо діагностики та визначення прогнозу перебігу РПЗ. До них належать перш за все біохімічне рецидивування, стадія захворювання за системою TNM, сума за Глісоном, молекулярно-біологічні критерії [ 9, 15, 13, 21, 70]. Однак їхнє прогностичне значення недостатньо досліджене і не є інформативним. Тому на цей час РПЗ залишається без рекомендованих міжнародними організаціями використання молекулярно-біологічних критеріїв для прогнозу й вибору лікувальної тактики [147]. 

Однією з альтернатив в оцінюванні агресивності пухлини є дослідження реактивних змін у безпосередньо пов'язаній з раковими клітинами стромі. Доведено роль строми в рості й прогресуванні пухлин різної локалізації та РПЗ зокрема. Дослідження стромально-судинного компоненту пухлини дозволяє виявити початкові ознаки інвазивного росту, судинну інвазію, оцінити неоангіогенез та епітеліально-мезенхімальні взаємовідносини. Багато робіт, присвячених дослідженню впливу строми на клінічну поведінку РПЗ і реалізацію тих чи інших генетичних програм ракового епітелію в науковій літературі відносно небагато [147, 151-155]. Має науковий інтерес дослідження впливу строми на фенотип ракових клітин, виявлення механізмів, що призводять до більш агресивної біологічної поведінки. 
Таким чином, серед різноманіття діагностичних та прогностичних чинників РПЗ становить науковий і практичний інтерес визначення найбільш значущих для прогнозу захворювання клініко-морфологічних та молекулярно-біологічних критеріїв, які дозволять отримати характеристику біологічної агресивності, інвазивного й метастатичного потенціалу РПЗ, створити основу для визначення індивідуального прогнозу перебігу захворювання й розроблення адекватних схем терапії.
Зв'язок роботи з науковими програмами. Дисертація є фрагментом науково-дослідної роботи кафедри патологічної анатомії Харківської медичної академії післядипломної освіти (ХМАПО) «Патогістологічна та імуногістохімічна діагностика та прогноз перебігу злоякісніх пухлин різної локалізаціїї з урахуванням їх біологічних властивостей та клінічного перебігу» (№ державної реєстрації 0117U000594) та фрагментом науково-дослідної роботи кафедри онкології та дитячої онкології «Нанотехнології у хіміотерапії злоякісних пухлин у дорослих та дітей» (№ державної реєстрації 0113U000972). Тема дисертації затверджена на засіданні вченої ради ХМАПО (протокол №1 від 30.01.2015 р.).
Мета роботи – удосконалити морфологічні критерії прогнозу та диференціальної діагностики РПЗ шляхом дослідження морфологічних особливостей, імуногістохімічних маркерів і значення стромального компоненту у формуванні агресивного фенотипу пухлини.
Завдання дослідження:
1. Провести аналіз структури захворюваності на рак ПЗ у Харківському регіоні за 2011–2015 рр.

2. Вивчити гістологічні та імуногістохімічні особливості нодулярної гіперплазії ПЗ (НГПЗ), простатінтраепітеліальної неоплазії (ПІН) та РПЗ і оцінити значення ІГХ маркерів у діагностиці цих захворювань.

3. Визначити значення десмопластичного фіброзу в морфогенезі і прогресуванні РПЗ.
4. Вивчити наявність та особливості ЕМТ у раку та доброякісній патології ПЗ на гістологічному та молекулярно-біологічному рівні.

5. Оцінити імуногістохімічні критерії стромального компоненту НГПЗ, ПІН та РПЗ.
6. Визначити найбільш інформативні диференціально-діагностичні та прогностичні гістологічні та імуногістохімічні критерії РПЗ.
Об'єкт дослідження – рак передміхурової залози, нодулярна гіперплазія ПЗ, простатична інтраепітеліальна неоплазія.
Предмет дослідження – клінічні, морфологічні, молекулярно-біологічні характеристики РПЗ, НГПЗ і ПІН, гістологічні та імуногістохімічні ознаки строми РПЗ, НГПЗ І ПІН.
Методи дослідження: клінічні (за даними історій хвороб пацієнтів); морфологічні (гістологічні, імуногістохімічні, морфометричні); статистичні дослідження. 
Наукова новизна: У дисертаційній роботі вперше на підставі комплексного дослідження клініко-морфологічних та імуногістохімічних особливостей НГПЗ, ПІН та РПЗ надано оцінку стромального компоненту, його диференційно-діагностичного значення, роль у туморогенезі, формуванні агресивного фенотипу та прогнозу перебігу РПЗ. Показано роль десмоплазії, неоангіогенезу, стромальної експресії рецепторів андрогену, експресії віментину, макрофагальної інфільтрації в туморогенезі та агресивній біологічній поведінці РПЗ.

Виявлено, що в РПЗ десмоплазія характеризується відсутністю гладеньком'язових клітин первинної строми, що експресують ГМА-α, утворенням сполучнотканинних волокон, появою стромальної експресії колагену IV типу, присутністю фібробластів, які експресують віментин, і міофібробластів з ко-експресією віментину і ГМА-α. Зі зниженням диференціювання і посиленням агресивної клінічної поведінки РПЗ строма характеризувалася підвищенням експресії віментину, зростанням неаонгіогенезу й інфільтрації CD68+ макрофагами, тенденцією зниженні експресії РА.
Дано оцінку ЕМТ на підставі імуногістохімічного дослідження експресії епітелієм цитокератину-8/18, віментину, Е-кадгеринів, TGF-β; з’ясовано роль стромального компоненту у процесах ЕМТ і його прогностичне значення. Виявлено взаємозв'язок числа CD68+ макрофагів із TGF-β (р<0,05), появою віментину (р<0,05), зменшенням Е-кадгерину (р<0,05), зростання ЩМС (р<0,05), експресії VEGF (р<0,05) і РА стромою,що свідчить про залученість CD68+ клітин у процеси ЕМТ, неоваскуляризації і реалізації агресивного фенотипу РПЗ.

Доповнено наукові дані про морфологічну верифікацію доброякісної патології та РПЗ, диференційно-діагностичне значення клініко-морфологічних та молекулярно-біологічних критеріїв як паренхіматозного, так і стромального компонентів. Зокрема з’ясовано, що ІГХ дослідження на маркери базальних клітин – р63 і високомолекулярний цитокератин HMW дозволяє провести диференційну діагностику між доброякісною патологією ПЗ і РПЗ.

Практична значущість. Результати дисертаційної роботи підтверджують цінність ІГХ дослідження для диференційної діагностики доброякісної патології і РПЗ із застосуванням маркерів базального епітелію – р63 і високомолекулярні цитокератини (HMW), наявність яких є достовірними критеріями РПЗ. 

Виокремлено ІГХ параметри оцінки агресивної поведінки РПЗ: збільшення проліферативної активності (Ki-67 понад 1%), імуногістохімічні прояви ЕМТ у вигляді появи вогнищ експресії віментину й зниження Е-кадгерину, виражена експресія віментину стромою, збільшення кількості мікросудин і зменшення їх площі, високий рівень інфільтрації макрофагами (CD 68+). При рутинному морфологічному дослідженні РПЗ (із забарвленням Г + Е), крім оцінювання пухлини за системою Глісона, слід ураховувати ступінь реактивного фіброзу й ЕМТ у вигляді відокремлення клітин та втрати їхньої полярності, для підтвердження якої рекомендують проводити ІГХ-дослідження. З’ясовано прогностичне значення комплексу морфологічних та імуногістохімічних ознак РПЗ, що характеризують як паренхіматозний, так і стромальний компонент, дозволить у процесі діагностики РПЗ встановити основні критерії сприятливого і несприятливого прогнозу захворювання, що буде сприяти диференційованому підходу до лікування пацієнтів.

Отримані результати впроваджені в практичну діяльність Харківського обласного клінічного центру урології і нефрології ім.В.І. Шаповала,патологоморфологічної лабораторії Національного інституту раку (м. Київ), Інституту медичної радіології ім. С.П. Григор'єва НАМН України, у навчальний процес кафедри патологічної анатомії ХМАПО, кафедри клінічної патології ХНУ ім. В.Н. Каразіна, кафедри патологічної анатомії ХНМУ, кафедри патологічної анатомії із секційним курсом Української медичної стоматологічної академії (м.Полтава), кафедри патологічної анатомії, судової медицини і права Вінницького національного медичного університету.
Особистий внесок дисертанта у виконання роботи. Дисертаційна робота є самостійним дослідженням автора. Разом з науковим керівником складено план дослідження й виконано основні етапи роботи. Автором самостійно проаналізовано наукову літературу за темою дисертації, а також дані статистики Харкова й України, оброблено архівний матеріал патоморфологічного відділення, вивчено дані з історій хвороби пацієнтів Харківського обласного клінічного центру урології й нефрології ім. В.І. Шаповала. Дисертантом особисто проведено патентний пошук, збір і аналіз мікропрепаратів, виконано морфологічне дослідження 112 випадків РПЗ (ацинарні аденокарциноми) 25 випадків НГПЗ і 25 випадків ПІН, і ІГХ дослідження 16 маркерів у 40 випадках РПЗ, у 8 випадках НГПЗ і 8 випадках ПІН, оцінено їх морфологічні ознаки, узагальнено результати, виконано статистичну обробку отриманих даних. Усі розділи дисертації, висновки й практичні рекомендації сформульовано й написано автором самостійно.
Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертації та її фрагменти були представлені та обговорені на науково-практичній конференції з міжнародною участю, присвяченій 100-річчю Дніпропетровської (Катеринославської) школи морфологів «Теорія та практика сучасної морфології» (Дніпро, 5–7 жовтня 2016 р.) науково-практичній конференції «Актуальні проблеми сучасної патологічної анатомії» (Київ, 26–27 квітня 2017 р.), IV науково-практичній конференції з міжнародною участю «Природничі читання» (Чернівці, 18–21 травня 2017 р.). 

Апробація дисертаційного дослідження була проведена на спільному засіданні кафедр патологічної анатомії, кафедри онкології та дитячої онкології ХМАПО, кафедра урології та нефрології ХНМУ, кафедра загальної та клінічної патології ХНУ імені В.Н. Каразіна.

Публікації. За темою дисертації опубліковано 7 наукових робіт, зокрема 6 статей, з яких 3 – у наукових фахових виданнях України, що реферуються міжнародними наукометричними базами даних (РІНЦ, Index Copernicus International, Google Scholar, Ulrichsweb), 3 – у закордонних періодичних виданнях (Німеччина, Польща), у тому числі 1 – без співавторів, 1 тези в матеріалах наукової конференції. 

Обсяг та структура дисертації. Дисертація викладена на 189 сторінках комп'ютерного набору й складається зі вступу, огляду літератури, матеріалів і методів дослідження, двох розділів власних досліджень, аналізу та обговорення отриманих результатів, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних літературних джерел та додатка. Перелік використаних літературних джерел містить 188 найменувань вітчизняних і зарубіжних авторів, з яких кирилицею – 10, латиницею – 178. Ілюстрована частина включає в себе 24 таблиці і 57 рисунків (графіки, діаграми і фотографії мікропрепаратів).

РОЗДІЛ 1
ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
1.1. Епідеміологія раку ПЗ в Україні та деяких країнах світу
Рівень захворюваності на РПЗ в Україні, за даними національного канцер-реєстру, за десять років з 2005 по 2015 рр. збільшився з 11,6 на 100 тис. населення у 2005 році до 17,7 в 2015 р. [1]. У 2015 р. було зареєстровано 6898 нових випадків. Таким чином, темпи зростання захворюваності на РПЗ становили в середньому 14,5% на рік (рис. 1.1). Відзначається також зростання смертності пацієнтів з РПЗ. Так, у 2005 р. показник смертності за Українським стандартом становив 6,0 на 100 тис. населення (17,6 серед чоловіків), а в 2015 р. ̶ 7,8 на 100 тис. населення (22,6 серед чоловіків). П'ятирічна виживаність пацієнтів з РПЗ в Україні становить 32,5%. Однак є позитивна тенденція до зниження показника летальності до року з 21,5% у 2003 р. до 16,7% у 2012 р.
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Рис. 1.1. Захворюваність і смертність від РПЗ в Україні

Для порівняння, найбільш високий рівень захворюваності на РПЗ відзначається в Австралії: у 2012 році він становив 167 на 100 тис. населення (смертність – 28,0) із щорічним зниженням цих показників. П’ятирічна виживаність хворих на РПЗ в Австралії в 2007–2011 рр. становила 93% [2].

У США також відзначається високий рівень захворюваності на РПЗ, у 2014 році він становив 119 серед чоловіків (смертність – 20,1) з тенденцією до зниження (рис. 1.1). У США в 2007–2013 рр. п'ятирічна виживаність становила 98,6% [3].

В Японії в 2003–2005 рр. захворюваність на РПЗ у 2015 р. становила 118 серед чоловіків (смертність – 20), а п'ятирічна виживаність – 93,8% [4].

В Європейських країнах у 2012 р. захворюваність на РПЗ становила в середньому 92,1 на 100 тис. населення (смертність – 19,3). П'ятирічна виживаність пацієнтів з РПЗ в Європейських країнах в 2005–2007 рр. у середньому становила 83,4%, з тенденцією  до зростання показника [6].

РПЗ у структурі онкологічних захворювань чоловічого населення України посідає третє місце після раку бронхо-легеневої системи та шкіри, становлячи понад 10% від усіх злоякісних новоутворень. Смертність від РПЗ у чоловіків посідає третє місце, а у віковій групі старше 75 – перше. Для порівняння, у США у структурі злоякісних захворювань РПЗ становить 28% і 10% у структурі смертей [7]. В Європейських країнах і США РПЗ посідає третє місце за частотою зустрічаності в структурі злоякісних новоутворень і перше місце серед чоловіків, старших за 70 років [3,6].

В Україні порівняно з країнами з розвиненою економікою відмічаються низькі показники ранньої діагностики захворювання, наприклад: у 2002–2013 рр. РПЗ виявляли на стадії локалізованого процесу в 40,7–46,8% випадків, при цьому на ІІ стадії – у 37,0% – 44,6%, а на I стадії – лише 1–5,6%. На III стадії РПЗ виявляли від чверті до третини випадків захворювання (24,4% - 32,0%), на IV стадії – більше 20%. У США в 2005 – 2012 рр. РПЗ виявляли в локалізованій стадії (Т1-2) в 80% випадків, а 12% хворих мали на момент виявлення місцеве поширення процесу і в 4% – віддалене метастазування; у 4% стадія не була виявлена [1].

Актуальність питання ранньої діагностики РПЗ визначає зростаючий інтерес до проблеми скринінгу РПЗ, а також впровадження і широкого застосування в клінічній практиці сучасних методів діагностики захворювання.

1.2. Діагностика РПЗ, використовані імуногістохімічні маркери
До програми ранньої діагностики РПЗ входить пальцеве ректальне дослідження, визначення рівня ПСА крові і трансректальне ультразвукове дослідження (ТРУЗД) [8]. РПЗ часто діагностуються після виявлення підвищеного рівня ПСА в крові. Поява і широке використання в клінічній практиці тесту на ПСА, використання його при скринінгу дозволяє виявити РПЗ на ранніх етапах його розвитку та зменшити смертність від цього захворювання [10]. Діагноз РПЗ ґрунтується на наявності елементів злоякісної пухлини в біоптатах ПЗ, узятих під контролем ТРУЗД або в операційному матеріалі. РПЗ виявляють у результаті трансуретральної резекції (ТУР) ПЗ у 55%, при біопсії –у 45% [9].

Морфологічний діагноз патології ПЗ встановлюється відповідно до класифікації ВООЗ, остання редакція якої вийшла в 2016 р. [139]. До непухлинних захворювань ПЗ, крім запальних змін, перш за все відносять гіперплазію і НГПЗ. Розрізняють просту ацинарну й стромальну гіперплазію, постатрофічну гіперплазію, стромальну гіперплазію з атипією, базальноклітинну гіперплазію, криброзну гіперплазію, атипову гіперплазію, склерозуючий аденоз.

Згідно з останньою класифікацією патології ПЗ атипова гіперплазія не означає дисплазію епітелію, на відміну, наприклад, від атипової гіперплазії в ендометрії [182], а є локалізованою проліферацією дрібних ацинусів, що асоціюється з НГПЗ, яка за своєю гістоархітектонікою нагадує аденокарциному, але позбавлена цитологічних ознак малігнізації [181].

До епітеліальних пухлинних захворювань ПЗ відносять ПІН, ацинарну аденокарциному, більш рідкісні внутрішньопротокові й протокові карциноми, уротеліальний, пласкоклітинний і базальноклітинний рак [139].

ПІН є передінвазивним завершенням стану клітинної проліферації в ацинусах або протоках. За даними ВООЗ, ПІН є єдиним станом, що передує РПЗ. Її поділяють на слабкий (ПІН1) і високий ступінь (ПІН2).

У діагностиці пухлинної і непухлинної патології ПЗ великого поширення набув метод ІГХ, що забезпечує специфічну візуалізацію локалізації в тканинах різних клітин, гормонів, їхніх рецепторів, ферментів, компонентів клітин, окремих генів, а також дозволяє вивчати секреторні й синтетичні процеси. На даний момент виявлено значну кількість маркерів, які умовно за ступенем значущості можна розподілити на групи використовуваних для діагностики РПЗ і таких, що визначають потенціал злоякісності РПЗ [11, 139].

Діагностичні біомаркери дозволяють проводити диференційну діагностику РПЗ з доброякісними процесами ПЗ, раками інших локалізацій, насамперед уротеліальним раком, дрібноклітинним раком ПЗ, раком товстої кишки, аденокарциномою сечового міхура. Своєю чергою, у діагностиці доброякісної патології ПЗ ІГХ метод дозволяє виявити осередки високої ПІН, вогнища атрофії, розташування змінених залоз серед вогнищ запалення [136, 138, 139].

Імуногістохімічний метод дозволяє визначити клітинне походження РПЗ: досліджує експресію маркерів базальних, екзокринних, нейроендокринних і транзиторно-ампліфікуючих клітин. Так, базальні клітини експресують р63 (гомолог p53), bcl-2 (антиапоптотичний чинник), CD44, цитокератини великої молекулярної маси (CK5 і CK14), водночас ці клітини нечутливі до андрогенної стимуляції. Секреторний (люмінальний) епітелій характеризується секрецією ПСА, кислої фосфотази, РА (РА), ці клітини не проліферуючі, експресують цитокератини низької молекулярної маси (СК8 і 18), СD57, р27. Нейроендокринні клітини розташовані уздовж базальної мембрани, вони андрогенонечутливі, експресують хромогранін А, нейрон-специфічну енолазу, здатні секретувати нейропептидази: кальцитоніт, бомбезин, нейротензин. Клітини ТА мають проміжні молекулярно-біологічні характеристики, оскільки здатні експресувати маркери як базальних, так і люмінальних клітин: CK5, CK8, CK14, CK18, РА і ПСА. Стовбурові клітини ПЗ розташовані біля базальної мембрани і дають початок проміжним, ТА клітинам, а потім диференціюються в епітеліальні секреторні клітини ПЗ. Стовбурові клітини несуть одночасно маркери, характерні для різних стадій клітинного диференціювання.

Діагностика РПЗ ґрунтується на виявленні експресії секреторних і базальних клітин. Міжнародне товариство уропатологів (ISUP) рекомендує використовувати таку основну діагностичну панель: високомолекулярний цитокератин (34bE12), CK5 / 6, р63 і α-метилацил-КоА-рацемази (AMACR). При РПЗ експресія СК5 / 6 і р63  відсутня, але вони визначаються в базальному епітелії доброякісних структур ПЗ. Використовуються діагностичні коктейлі з подвійним і потрійним забарвленням, які допомагають встановити діагноз РПЗ в 93–98% випадків, здешевлюють дослідження, економлять тканину в блоці [11].

З метою зменшення помилок й підвищення ефективності діагностики РПЗ розроблено велику кількість нових методів на молекулярно-генетичному рівні, які дозволяють також прогнозувати перебіг захворювання, визначати  вірогідну виживаність і ефективність таргетної терапії. Подальше вдосконалення ранньої діагностики РПЗ сприятиме розробленню адекватних методів лікування захворювання, збільшенню відносної кількості форм раку, які мають уповільнений перебіг та потребують особливого спостереження й лікування.
1.3. Критерії прогнозу раку передміхурової залози
Упродовж останніх років проведено велику кількість рандомізованих досліджень з виявлення прогностичних критеріїв РПЗ, що дало можливість сформулювати рекомендації, які базуються на даних з високим рівнем достовірності. Розроблено рекомендації щодо діагностики та підходів до терапії РПЗ, проте залишається невирішеним низка питань, серед яких зокрема питання вибору лікувальної тактики локалізованих РПЗ [9]. Пацієнтам може бути показана радикальна простатектомія, або променева терапія, або лише гормональне лікування, або активне спостереження без лікування [12, 13]. Багато пухлин ПЗ не потребують РПЕ, після якої частими є ускладнення у вигляді нетримання сечі й статевої дисфункції. Також слід ураховувати, що більшість чоловіків помирають «з» РПЗ, а не «від» нього, тобто прогресія РПЗ може не виникнути до смерті, викликаної іншим, не пов'язаним з РПЗ, захворюванням [9]. Проте близько 20–30% пацієнтів, що перебувають під активним спостереженням, надалі вимушені вдаватися до радикального лікування. Таким чином, у науковій літературі підкреслюється важливість дослідження прогностичних критеріїв РПЗ для вибору адекватної лікувальної тактики на ранніх етапах діагностики пухлини і необхідність поліпшення терапії агресивних форм РПЗ [9, 14].

До прогностичних чинників відносять: анатомічні (вони об'єднані  загальноприйнятою класифікацією TNM), гістологічні (ураховується ступінь диференціювання раку за системою Глісона), клінічні (загальний стан пацієнта, місцеві симптоми, дані лабораторних досліджень та ін.) і молекулярні чинники (р53, Ki- 67, bcl-2, Bax, p21 / p27, PTEN, C-myc тощо) [15, 11, 9, 16]. Найбільш значущими незалежними прогностичними ознаками РПЗ вважають: рівень ПСА, значення за шкалою Глісона, поширення пухлини, клінічну стадію захворювання, експресію Ki-67 [9, 17]. Відповідно до думки представників Американського коледжу патологів [18, 19], до найбільш значущої для прогнозу категорії І належать: стадія захворювання (pT2, pT3a, і pT3b), сума за Глісоном (2-6, 7 і 8-10 або 2-5, 6, 7 і 8-10); до категорії II відносять об’єм раку (його відсоток) у зразках біопсії і матеріалі після РПЕ; до категорії III – периневральну інвазію, мікрометастази в лімфатичні вузли, нейроендокринне диференціювання, щільність мікросудин (ШМС), округлість ядер, розподіл хроматину й інші характеристики ядер, проліферативну активність. Рівень ПСА відносять до категорії III з огляду на суперечливі відомості про прогностичне значення цього маркера.

ПСА є глікопротеїном, який виробляється секреторним епітелієм ПЗ і забезпечує розрідження еякуляту. Рівень ПСА сироватки крові більше  ніж 4 нг/мл вважається патологічним, і таким пацієнтам показана діагностична пункційна біопсія ПЗ [20]. За даними Європейської асоціації урологів [21], слабким ризиком рецидивування є рівень ПСА, нижчий ніж 10 нг/мл, високим ризиком – рівень ПСА, вищий за 20 нг/мл. Граничне значення ПСА 100 нг/мл є показником вірогідного метастазування РПЗ. У 15–31% пацієнтів після РПЕ виникає ПСА-рецидив, що позначається також біохімічним рецидивом [17, 22]. Згідно з рішенням міжнародного консенсусу біохімічним рецидивом після хірургічного лікування вважається підвищення ПСА ≥ 0,2 нг/мл, як мінімум, у 2 вимірюваннях, після променевої терапії – на 2 нг/мл відносно найнижчого значення, після абляційного лікування – спільна думка про величину підвищення ПСА відсутня. Дослідники пропонують застосовувати граничні значення ПСА від 0,5 нг/мл до 1 нг/мл.

До несприятливих чинників прогнозування метастазів і смертності від РПЗ є короткий проміжок часу біохімічного рецидиву й кінетика ПСА (швидкість зростання ПСА > 0,75 нг/мл / год, час подвоєння ПСА < 6-10 міс.) [17, 21]. Початковий час подвоєння ПСА відображає динаміку зростання концентрації ПСА, що побічно дозволяє судити про експоненційний характер росту РПЗ. Розрахунок вихідного часу подвоєння ПСА рекомендовано використовувати в декількох випадках: при біохімічному рецидиві після проведеного радикального лікування з метою прогнозування пухлиноспецифічного виживання, для відбору кандидатів у групу активного спостереження, а також для визначення необхідності початку лікування пацієнтів, які обрали спостереження. Після РПЕ ПСА рекомендується визначати кожні 3 місяці протягом першого року, кожні 6 місяців протягом 2-го року і далі один раз на рік [24].

Таким чином, рівень ПСА є цінним прогностичним критерієм, найбільш затребуваним чинником прогнозу у пацієнтів з РПЗ 6–7 за Глісоном [25]. Зростання ПСА після радикального лікування слугує основним критерієм рецидиву пухлини, а динаміка концентрації ПСА у відповідь на лікування відображає ефективність терапії. Однак за деякими даними лише в 10–15% пацієнтів з біохімічними рецидивами є високий ризик клінічного прогресування захворювання, а смертність становить 2–6% [17]. Крім того, рівень ПСА і біохімічне рецидивування після РПЕ не є цінною прогностичною ознакою при значенні за Глісоном менше як 6 [22].

 Критерієм злоякісності РПЗ є морфологічна оцінка пухлини за шкалою Глісона. Притому враховується ступінь диференціювання за структурними й клітинними характеристиками двох найбільш виразних ділянок пухлини, які оцінюються в балах від 1 до 5, складання яких і становить СГ. РПЗ із СГ 7 в 2001–2003 рр. вважалися помірно диференційованими, за останньою міжнародною класифікацією – низькодиференційованими [26]. У 2005 р. і в останньому перегляді системи Глісона (у 2014 р.) експерти ISUP затвердили зміни [27], згідно з якими, за даними Dong et al. [28], 34% пухлин СГ 3 + 3 = 6 стали відносити  до пухлин із сумою 7 і 8, а всі форми РПЗ із СГ ≤6 стали вважати найменш агресивними [29].

Доведено, що значення за шкалою Глісона є цінною прогностичною ознакою [9]. Ще в 1998 р. Albertsen et al. [12] у результаті 15-річного спостереження за 767 пацієнтами від 55 до 74 років встановили, що смертність від РПЗ при оцінці за Глісоном 2–4 не спостерігалося, а виникала від інших причин, при оцінці за Глісоном, що дорівнювала 5 та становила близько 5%, при градації 6 – 17–23%, при оцінці 7 – 40–65%, при 8–10 – 59–82% [30]. За даними Європейської асоціації урологів [6], слабким ризиком біохімічного рецидиву є СГ, менше ніж 7, а за даними деяких авторів, значення більше ніж 7 за шкалою Глісона є прогностично несприятливим показником, який асоціюється з низьким показником пухлинозалежної виживності [9, 14]. Так, за даними Fisher G., [14], з 293 випадків смертність пацієнтів з РПЗ становила 31%, при ≤6 балів за Глісоном – 17,8%, при 7 балах – 33% і > 7 – 42,1% (відмінності достовірні).

Є й інші дослідження, у яких встановлено подібну залежність між сумою Глісона і виживаністю пацієнтів [13, 31]
Стадії захворювання за системою TNM. Загальноприйнятою системою стадіювання РПЗ є класифікація TNM, рекомендована для використання в клінічній та науковій роботі. Прогностичне значення класифікації TNM підтверджено моно- і мультицентровими дослідженнями. За даними Європейської асоціації урологів [6], для визначення груп ризику біохімічного рецидиву й летального результату, нарівні зі значенням СГ і рівнем ПСА, ураховується також поширення пухлини за системою TNM. Так, до групи зі слабким ризиком включено пухлини сТ1-Т2а, високого ризику – сТ2с при ПСА більше 20 нг/мл, переважно за Глісоном більше ніж 7 або будь-яка ПСА і ступінь за Глісоном при СN +.
Протягом останніх років були розроблені та пройшли випробування післяопераційні прогностичні системи та номограми, що включають комбінації незалежних прогностичних чинників. Ці системи можуть бути більш точними, ніж класифікація TNM або система Глісона [32, 33]. Так, до найбільш поширених прогностичних систем належать таблиці Партина, у яких враховується рівень ПСА, клінічна стадія і сума Глісона [34]; система CAPRA, у якій ураховують рівень ПСА, значення Глісона первинне/вторинне, клінічну стадію, відсоток пухлини в біоптатах, вік [35].

Виявлено велику кількість біомаркерів, що демонструють залежність із характеристикою пухлини за системою Глісона, а також залежність їх з прогнозом захворювання [36, 37, 38, 39].

Безперечне прогностичне значення для РПЗ має дослідження проліферативної активності паренхіматозного компоненту [9], а саме – оцінка експресії Кi-67, який є найбільш надійним прогностичним біомаркером РПЗ [9]. Його використання знайшло широке застосування в морфологічному рутинному дослідженні [9]. Доведено, що рівень експресії Кi-67 є прогностичною ознакою пухлинозалежної і загальної виживаності [9, 17], а також прогностичним маркером при передопераційній пункційній біопсії [17, 40].

Експресія Ki-67 ракових клітин коливається від 0% до 30% і навіть 60%, а в середньому становить 4-6% [9, 14, 43]. Для прогнозу захворювання враховується рівень експресії Ki-67 0%, 1%, 5%, 10% і більше ракових клітин [9]. Деякі автори прогностичним критерієм рецидивування, загального та пухлинозалежного виживання вважають рівень експрессії Ki-67 більше 5% [9], за деякими даними – понад 7,1% [42] або більше 10% [14, 41]. Так, за даними Fisher G, 2013 [14], з 293 випадків РПЗ смертність пацієнтів становила 31%, при Кі-67> 10% – 62,5% (10/16), при Ki-67 ≤10% – 29,2% (81/277) (р = 0,002); при поділі першої групи (Ki-67 ≤10%) на Ki-67≤5% і >5%, статистично значущих відмінностей не виявлено. Також є низка робіт, які доводять значущість підрахунку індексу проліферативної активності для прогнозування захворювання [17, 36, 41]. Однак на сьогодні відсутнєзагальновизнане значення рівня експресії цього маркера для прогнозування захворювання.

1.4. Епітеліально-мезенхімальна трансформація (ЕМТ), її роль у рості і прогресуванні РПЗ
Одною з основних морфологічних ознак, що визначають ризик метастазування й несприятливого результату захворювання, є ЕМТ, сутність якої полягає в частковій втраті раковими клітинами епітеліального фенотипу й підвищення експресії генів, відповідальних за мезенхімальний фенотип [43]. У результаті трансформації ракові клітини набувають виражених інвазивних властивостей, здатність до відокремлення від первинного пухлинного вогнища, високу виживаність у процесі руху, до формування мікрометастазів у внутрішні органи [43]. ЕМТ може спостерігатися лише в частині клітин пухлини, відомо також, що й метастазування може бути властиве далеко не всім клітинам первинного вогнища. Обов'язковою умовою для метастазування є деструкція базальних мембран, інвазія й міграція клітин, їх відрив від первинного вогнища, що відбувається за рахунок секреції клітинами специфічних ферментів, реорганізації актинового цитоскелету, втрати міжклітинних зв'язків. Доведено роль ЕМТ у процесах інвазії, міграції та метастазування в раках різної локалізації, а саме – у раках молочної залози, яєчника, товстої кишки, щитоподібної залози, легені й ПЗ [44, 45, 46]. Виявлено деякі початкові ознаки ЕМТ також і в процесі розвитку НГПЗ [44].

Індукування ЕМТ у РПЗ прямо й опосередковано пов'язується з участю багатьох молекул. Серед них чинники росту: трансформуючий чинник росту (TGF-β), ендотеліальний чинник росту (EGF), гепатоцитарний чинник росту (HGF), інсуліноподібний чинник росту (IGF), чинник росту фібробластів (FGF). Найбільш значущим і широко досліджуваним фактором росту, який бере участь у процесах ЕМТ раків різної локалізації, є TGF-β [47].

У РПЗ TGF-β здійснює свій вплив через Smad-залежний і Smad-незалежний сигнальні шляхи [48, 49, 50, 51]. У Smad-незалежному сигнальному шляху бере участь ядерний чинник-каппа В (NF-κB) [52, 48]. Блокування TGF-β або NF-κB викликає зворотний розвиток ЕМТ [49, 54, 55]. Можливі інші: MAPK-, c-Src-, m-TOR-, RhoA-, RAS-, PI3K / Akt-залежні шляхи ЕМТ, регульовані TGF-β [7, 33].

TGF-β є багатофункціональним поліпептидом, що регулює проліферацію, диференціювання, апоптоз (андроген-деприваційний і андроген-незалежний), міграцію пухлинних клітин, а також продукцію екстрацелюлярного матриксу [56]. TGF-β викликає затримку середини й кінця G1 фази клітинного циклу, є антагоністом мітотичного ефекту різних чинників росту в культурах клітин організму людини і тварин. У нормальній ПЗ TGF-β стимулює диференціювання клітин, а також, як і в доброякісних пухлинах і РПЗ на ранніх стадіях, інгібує проліферацію епітеліальних клітин, індукує їх апоптоз, надає стимулюючу дію щодо строми [7, 57]. TGF-β може бути медіатором індукованого кастрацією апоптозу в андроген-залежних нормальних і ракових епітеліальних клітинах ПЗ. При андрогенодеприваційній терапії втрата експресії ТGF-β-рецепторів ракових клітин є причиною уникнення ними апоптозу [57].

На пізніх стадіях туморогенезу TGF-β може викликати ракову прогресію за рахунок посилення міграції ракових клітин, метастазування, стимулювання ангіогенезу й пригнічення імунної відповіді [7, 57, 58]. На пізніх стадіях раку пухлинні клітини, втрачаючи TGF-β-рецептори, стають несприйнятливими до антипроліферативного й проапоптотичного ефекту TGF-β. Втрата чутливості клітин до інгібуючого ріст ефекту TGF-β викликає ЕМТ і прогресування раку. На прикладах раку товстої кишки, молочної залози, ПЗпоказано, що втрата TGF-βRII і / або TGF-βRI рецепторів асоціюється зі зниженням виживаності пацієнтів [7]. Відповідно, високий рівень експресії TGF-β з одночасною втратою експресії  TGF-β-рецепторів клітин РПЗ асоціюється з вкрай поганим прогнозом захворювання [57]. Виявлено залежність між зниженням експресії TGF-βRII в РПЗ з високим значенням Глісона і підвищенням ризику рецидивування після антиандрогенної терапії у пацієнтів з РПЗ, що доводить значення TGF-β1 у розвитку кастраційно-резистентного раку [58, 59]. Також, за даними Sharifi N. et al. [60], значне зниження або повна втрата експресії TGF-βRIII асоціюється з прогресією РПЗ, а більш значне зниження експресії TGF-βRIII спостерігається в метастазах порівняно з первинними пухлинами [61]. Ракові клітини з втратою експресії TGF-βRIII характеризуються появою фенотипу стовбурових клітин [59]. Відновлення експресії TGF-β RIII клітин РПЗ спричиняє пригнічення їх міграції та інвазивних властивостей in vitro, що визначає їх функцію пухлинного супресора [62].
Є роботи, у яких зафіксовано прямий взаємозв'язок між експресією TGF-β-густо ЕМТ-залежних факторів, серед яких зниження експресії епітеліальних маркерів клітинної адгезії (експресії Е-кадгерину, Клаудину-3, Клаудину-4), мезенхімальних (N-кадгеринів, клаудину-1); зниження експресії проміжних філаментів епітелію цитокератинів і підвищення експресії віментину – проміжного філаменту мезенхімальних клітин [47, 63, 64].

Зі зниженням експресії Е-кадгерину пов'язують втрату міжклітинних контактів, здатність до клітинного відокремлення й метастазування [64, 65].

Одним з ключових моментів ЕМТ є перебудова цитоскелету, зокрема актинового цитоскелету, що відповідає за рухливість клітин, проміжних філаментів (віментину, десміну, цитокератинів) і мікрофіламентів. У РПЗ TGF-β індукує реорганізація актинового цитоскелету через кофілін [66], який є актин-зв'язуючим білком, що регулює складання та розбирання актинових ниток. У ракових клітинах кофелін зв'язується з полімером актину (F-актином), руйнує актинові філаменти крайових пучків і деполімеризує «-» - кінець актинової нитки. Вивільняються вільні кінці актинових ниток стимулюють полімеризацію нових філаментів і формування прямих актинових пучків. У результаті в ракових клітинах відбувається поява нових протрузій, локальних ретракцій, втрата істинно стабільних країв.

Таким чином, локомоторна активність ракових клітин пов'язується зі збільшенням активного краю уздовж їх периметра, відповідно, зменшенням стабільного краю і втратою клітинної полярності [67]. За даними Collazo J., [66], рівень експресії активного кофеліну, коригуючого з метастазуванням РПЗ на мишачій моделі і в РПЗ людини, залежить від TGF-β.

Наявні роботи, що показують зв'язок між рівнем експресії віментину та прогресуванням раку на клітинних моделях, і поодинокі дослідження на клінічному матеріалі [54, 68, 69, 70]. Так, за даними Mohammad I.K. et al. [70], пацієнти з вираженою експресією віментину мали в 2,03 раза більший ризик біохімічного рецидиву, ніж при слабкій експресії віментину. За даними Jian-Ping W. і співавт. [71], експресія віментину є важливою прогностичною ознакою рецидивування РПЗ.

Виявлено здатність TGF-β через транслокацію TGF-βRI-ICD до ядра викликати підвищення експресії матриксної металопротеїнази-9 (ММР-9) ракових клітин, сприяючи пухлинній інвазії [72]. ММР-2 і ММР-9 каталітично залучені в процеси ослаблення міжклітинної адгезії, ремодулювання ЕЦМ з подальшою спрямованою міграцією відокремлених ракових клітин уздовж фібрил ЕЦМ до базальної мембрани судин. У терапії РПЗ показано вплив антагоніста TGF-β-розчинного рекомбінантного бетаглікану у вигляді пригнічення активності та експресії MMP-9, пухлинного росту, посилення апоптозу ракових клітин [73]. І ще одним інгібітором ЕМТ, індукованої TGF-β, у РПЗ клітин лінії DU145 є анітоль, який надає антиметастатичну дію за рахунок супресії ММР-9, зниження експресії віментину, Twist, Snail, AKT, підвищення експресії Е-кадгеринів [74].
У сучасних наукових літературних джерелах акцентують увагу на недостатньому вивченні процесів ЕМТ у РПЗ, складності інтерпретації змін на межі епітелію й строми, незначна кількість робіт, спрямованих на вивчення прогностичного значення маркерів ЕМТ для прогнозу захворювання й вибору лікувальної тактики [48]. На сьогодні, згідно з ISUP європейської та американської асоціацій нефроурологів, є рекомендації щодо ІГХ діагностики та диференціальної діагностики РПЗ, але відсутні будь-які прогностичні імуногістохімічні або молекулярно-генетичні маркери, які можна було б рекомендувати для регулярного дослідження на біопсії і операційному матеріалі [6, 11, 48].

1.5. Морфологічна характеристика й прогностичне значення строми РПЗ
Структура строми в ПЗ і РПЗ. Стромальний компонент ПЗ включає в себе численні клітини гладких м'язів, які є похідними мезенхіми ембріонального урогенітального синуса: фібробласти, міофібробласти, ендотеліоцити, судинні клітини гладких м'язів, нервові клітини. Відносне число клітин строми при НГПЗ становить 88%, епітелію – 9% [75] Гладком'язові клітини ПЗ характеризуються експресією десміну, ГМА-α і відсутністю експресії віментину [71].

Реактивно змінена строма в РПЗ визначається як строма, яка оточує ракові комплекси, що не є частиною передіснуючої строми ПЗ [24]. Реактивні зміни строми РПЗ включають у себе присутність міофібробластів, фібробластів, зміни в ЕЦМ у вигляді посилення десмопластичного фіброзу, підвищення ЩМС, і її морфологія може бути порівняна зі змінами, які спостерігаються в ранах, що загоюються [71, 76, 77].

У РПЗ стромальні клітини характеризуються коекспресією ГМА-α – маркера гладком'язових тканин і віментину - маркера мезенхімальних тканин, зниженням і відсутністю експресії десміну і калпаніну - маркерів пізньої стадії диференціювання гладком'язових тканин [27, 77]. Ці активовані міофібробласти строми РПЗ часто називають пухлиноасоційованими фібробластами. Вони синтезують колаген І типу, експресують тенасцин, білок активації фібробластів і низку інших маркерів [27, 77]. Є роботи, що демонструють ключову роль строми і зокрема активованих міофібробластів РПЗ у рості, прогресуванні й метастазуванні РПЗ [71].

1.6. Вплив строми на ріст і прогресування РПЗ, її прогностичне значення
Вплив строми на епітелій ПЗ відбувається у період ембріонального розвитку, коли диференціювання епітеліальних клітин ПЗ ініціюється андрогенною стимуляцією мезенхіми урогенітального синуса. Експерименти з відокремлення епітелію урогенітального синуса і його мезенхіми показують відсутність формування зачатка ПЗ. У свою чергу, епітелій ПЗ необхідний для гладком'язового диференціювання клітин мезенхіми [137].

За даними наукової літератури, взаємозв'язок між клітинами строми й паренхіми РПЗ, який існує, регулює пухлинне прогресування [78]. Також є роботи, які ґрунтуються на результатах клінічної біопсії та операційному матеріалі, що встановлюють прогностичне значення строми раку. Наприклад, за даними Gustavo Ayala і співавт. [78], у результаті дослідження строми 545 випадків РПЗ, виявлено, що відсутність, слабкого й вираженого ступеня стромального компоненту РПЗ асоціюються зі зниженням безрецидивної виживаності пацієнтів [78]. Близькі за значенням дані отримані Yanagisawa [79]: відсутність і виражений ступінь стромального компоненту РПЗ (до 5% і більше 51% строми від об’єму пухлини) порівняно зі слабкою і помірною десмоплазією (6–50% відповідно) є ознаками високої виживаності й безрецидивного перебігу захворювання. Ступінь десмоплазії РПЗ у пухлинах, біоптатах асоціювався з клінічною, патоморфологічною стадією СГ [79]. За даними David Robinson і співавт. [24], збільшення десмоплазії асоціювалося з клінічною стадією Т2, високим рівнем ПСА на доопераційному етапі, високим значенням СГ у зразках з біоптатів і з видалених ПЗ, зростанням поширеності РПЗ і стадіями T2, а 3-й ступінь десмоплазії асоціювався з коротким безрецидивним періодом після операції. За 5-річний період спостережень рецидивування після РПЕ виникло у 31% пацієнтів з десмоплазією РПЗ 0 стадії, 41% – із 1-ю стадією, 43% – з 2-ю стадією і 61% – з 3-ю стадією. Однак при мультиваріантному аналізі автори не отримали залежності між десмоплазією 3-го ступеня і біохімічним рецидивуванням. Згідно з Jian Ping Wu і співавт. [71], для помірно і низькодиференційованих РПЗ ступінь вираженості стромального компонента обернено корелює зі зростанням балів за шкалою Глісона. Так, строма 2-го і 3-го ступеня (об’єм строми понад 16% пухлини) спостерігалася у 82,8% пухлин із сумою балів за Глісоном 6-7 і лише в 15,0% із сумою 8-9 за Глісоном (Р <0,001).

Як видно, є деякі відмінності в даних про прогностичне значення ступеня десмоплазії РПЗ. На складність формування єдиної думки впливають також наявні значні розбіжності в даних про оцінку та інтерпретацію ступеня десмоплазії. Так, за даними Yanagisawa і співавт. [79], 0 ступінь десмоплазії спостерігався лише в 0,5%, а за даними Athanase Billis [24] у 53,8% випадків.
Зростання десмоплазії в РПЗ корелює з експресією віментину, актину й десміну [71, 78]. За даними Gustavo Ayala і співавт. [78], рівень експресії десміну і ДМА міофібробластами РПЗ є значущими незалежними ознаками безрецидивного перебігу захворювання. Автори виявляють у РПЗ із гіршим прогнозом зниження ступеня десмоплазії, збільшення в клітинному складі строми відносного числа міофібробластів і зниження фібробластів [71]. Пацієнти з підвищеним рівнем експресії віментину й зниженням експресії десміну в клітинах строми РПЗ характеризуються більш коротким безрецидивним періодом [80] і відсутністю ефекту від андрогенодеприваційної терапії [71]. За даними Tomas D. і співавт. [80], експресія віментину є прогностичною ознакою рецидиву у пацієнтів, які мають встановлений діагноз РПЗ, з однаковою СГ. Аналогічні результати отримані в роботі Jian-Ping Wu і співавт. [71]: у пацієнтів, які отримували андрогенодеприваційну терапію, прогностичним чинником рецидивування став лише підвищений рівень віментину, а не вік, рівень ПСА крові, СГ, ступінь десмоплазії, які, відповідно, не асоціювалися з рецидивуванням.

Таким чином, аналіз даних літератури дозволяє судити про значення строми як прогностичного критерію РПЗ, проте наявні дослідження на клінічному матеріалі нечисленні, маломасштабні й мають суперечливі відомості.

Описані вище свідчення безперечного значення строми в рості іпрогресуванні РПЗ знайшли пояснення в складному взаємозв'язку між паренхімою та стромою на молекулярно-біологічному рівні. Чинник росту TGF-β, який відіграє роль в епітеліально-стромальних відношеннях, що викликає ріст і прогресування РПЗ, також бере участь у формуванні ракового мікрооточення. TGF-β надає регуляторний вплив на епітеліальні клітини РПЗ, міофібробласти, ендотеліальні клітини, лімфоцити, викликає трансформацію фібробластів у пухлиноасоційовані фібробласти [81, 82, 83]. ЕМТ РПЗ залежить від інактивації TGF-β рецепторів II типу фібробластів пухлинної строми [83]. Така втрата чутливості до TGF-β фібробластів спостерігається вже при ПІН [83]. На культурі клітин показано, що TGF-β стимулює ріст фібробластів в агарі, інгібує проліферацію епітелію, індукує апоптоз, бере участь у формуванні екстрацелюлярного матриксу. У кісткових метастазах РПЗ доведено роль TGF-β в індукованому стромальними клітинами кісткового мозку нейроендокринному диференціюванні, апоптозі, формуванні умов для виживання й прогресування раку [84].

ММР-2 і ММР-9, які відіграють роль в інвазії, можуть бути паренхіматозного й стромального походження (експресуються пухлинними клітинами, пухлиноасоційованими макрофагами, фібробластами, мобілізованими в судинне русло пухлини клітинами-попередниками кісткового мозку, пухлиноінфільтративними лейкоцитами, мононуклеарами (моноцитами, макрофагами) і гранулоцитами (нейтрофілами, еозинофілами, базофілами). Стромальні ММР відіграють важливу роль у пухлинному прогресуванні. Так, на культурі клітин в експерименті показано, що брак ММР-9 в стромальних клітинах спричиняв скорочення туморогену, розмірів пухлин і зниження судинної проникності. ММР-2 і ММП-9 здійснюють протеоліз денатурованого колагену, беруть участь у деградації колагену IV типу – головного компоненту базальних мембран, беруть участь у ремоделюванні екстрацелюлярного матриксу, пухлиноіндукованому ангіогенезі. Доведено також, що ММР-9 бере участь у регуляції проліферації перицитів, які сприяють стабілізації знову сформованих капілярів, модулюванні проникності судин, регуляції багатьох функцій ендотеліальних клітин, сприяє вивільненню чинника росту ендотелію судин (VEGF) шляхом протеолізу й генерації продуктів деградації екстрацелюлярного матриксу. Виявлено, що ММП-9 сприяє уникненню пухлинними клітинами імунного нагляду шляхом супресії проліферації Т-клітин і руйнування сигнальноопосередкованого IL-2Rɑ [85]. Захист ракових клітин від імунної відповіді й пухлинну прогресію також здатні викликати активовані фібробласти.

Доведено важливу роль строми в андрогенному впливі на епітелій ПЗ. Гладкі м'язи в нормі андроген-чутливі, містять РА [86]. Взаємодіючи з епітеліальними клітинами в умовах андрогенної стимуляції, стромальні клітини сприяють їх диференціюванню.

Стромально-епітеліальні відношення відіграють ключову роль у канцерогенезі РПЗ у відповідь на гормональну терапію [71]. Викликана кастрацією інволюція ПЗ обумовлена змінами в стромі органа, зниженням щільності мікросудин [87], виникненням апоптозу пухлинних клітин, пригніченням пухлинного росту [71]. Слабкий ефект кастраційної терапії або його відсутність обумовлені зниженням або відсутністю відповіді стромального компоненту пухлини [87]. За даними деяких авторів, слабка відповідь на кастраційну терапію асоціюється з низьким рівнем РА у пухлинній стромі [87, 88, 89, 90]. TGF-β фібробластів також відіграє ключову роль у відповіді ПЗ на кастраційну терапію, що показано на експериментальних моделях [91], а при видаленні TGF-β type II receptor gene стромальних фібробластів, не відбувається зниження апоптозу епітеліальних клітин після кастрації [92]. Ці роботи доводять роль пухлинної строми в передаванні на епітелій андрогенного впливу.

Невід'ємним чинником канцерогенезу, росту й прогресування РПЗ є неоангіогенез. На клітинній моделі показано, що спільне культивування ендотеліальних клітин з клітинами РПЗ значно посилює інвазивні властивості раку. Ендотеліальні клітини можуть реалізовувати свій вплив через секрецію L-6, який, своєю чергою, може надавати інгібуючу дію на РА, з подальшою активацією TGF-beta / MMP-9 [93]. Таким чином, L-6 → AR → TGF-β → MMP-9 сигнальний шлях викликає підвищення інвазивних властивостей РПЗ. Блокування цього шляху (L-6-антитілами, AR-si РНК або інгібіторами TGF-β) може порушити здатність ендотеліальних клітин до посилення пухлинної інвазії РПЗ [93].

З багатьох ростових чинників, що беруть участь в ангіогенезі, VEGF є найпотужнішим і домінуючим медіатором цього процесу. VEGF продукується пухлинними клітинами, зв'язуючись з ендотеліоцитами судин, стимулює їхню проліферацію, сприяючи у такий спосіб неоангіогенезу [94]. У РПЗ VEGF продукується за рахунок двох основних чинників – гіпоксії і TGF-β [95]. Доведено також Smad2 / 3- і Src / FAK / Akt-залежні шлях впливу TGF-β на експресію VEGF [95]. На експериментальних моделях РПЗ показано, що здатність до неоангіогенезу мають також клітини ракової строми [80].

У РПЗ, подібно до пухлин інших локалізацій, ангіогенез відіграє ключову роль у рості і прогресуванні пухлини [96]. Порівняно з нормальною тканиною ПЗ в РПЗ відзначається підвищення числа CD31 і CD34 позитивних ендотеліальних клітин. За даними Wang X і співавт. [93], після кастрації кількість цих клітин знижується, а при пухлинній прогресії в кастраційно-резистентних раках спостерігається подальше відновлення і підвищення їхнього числа [93]. Наявні дані про зв'язок між показниками васкуляризації РПЗ і агресивністю пухлини [97, 98, 99], однак є наукові роботи, в яких ці відношення не подтверждено [100, 101], що визначає суперечливість значення ангіогенезу в РПЗ [102-105]. Залишається також невирішеною низка питань, а саме: чи є ангіогенез незмінно характерною диференційно-діагностичною ознакою РПЗ, а також проблема відсутності надійного методу кількісної оцінки реверсивних змін неоангіогенезу [102] і відсутності маркера, що дозволяє оцінити ангіогенез для вибору антиангіогенної терапії РПЗ [102].

Імунні клітинні реакції можуть бути залученими до процесів розвитку й прогресування РПЗ, а також, разом із сигнальним шляхом андрогени / РА, викликати розвиток НГПЗ [75]. З іншого боку, запалення може мати захисний характер і бути прогностичною ознакою менш агресивної клінічної поведінки пухлин [106, 107].

Вплив запальних процесів на розвиток і прогресування РПЗ здійснюється через генерацію активних форм кисню, яка може ушкодити ДНК і мутагенез, через продукцію прозапальних цитокінів (IL-1, IL-6, IL-8, CCL-5, CCL-2, Stat3 тощо) і чинників росту (HIF-1α, RANK, TGF-β, VEGF, TNF та ін.), що активують паракринним шляхом різні сигнальні шляхи, викликають проліферацію й антиапоптоз, міграцію та інвазію ракових клітин, пригнічення протипухлинної імунної відповіді, резистентність до хіміотерапії та андрогендеприваційної терапії, ЕМТ і нейроендокринну трансформацію [108, 109]. TGF-β, індукований пухлиною, або раковою стромою, або Т-клітиною, здатний пригнічувати оточуючі імунокомпетентні клітини, викликаючи «вислизання» ракових клітин з-під імунного нагляду і прогресування пухлинного процесу [110]. Притому пухлинну паренхіму можуть інфільтрувати TGF-β-нечутливі протипухлинні CD8 + Т-лімфоцити [111]. Викликаний на мишах дефіцит TGF-βRI призводить до абляції TGF-βRII Т-клітин, що, своєю чергою, активує цитолітичну активність CD8 і CD4 Т-лімфоцитів [112, 113]. TGF-β регулює експресію IL-8 в РПЗ [114]. Дослідження показують кореляцію між IL-8 і ММРs у РПЗ та асоціацію їх експресії із СГ і метастазуванням [106]. Описано вплив TGF-β на NKT клітини, дендритичні клітини, макрофаги, нейтрофіли, CD8 (+) і CD4 (+) Т- лімфоцити на пухлинних моделях у тварин і пацієнтів зі злоякісними новоутвореннями [115].
У РПЗ імуноклітинна інфільтрація представлена Т лімфоцитами (CD3 +), В-лімфоцитами (CD20 +), макрофагами (CD68), M1 (NOS2 +) і M2 (CD163 +), дендритними клітинами (CD204 +, CD83 +), тучними клітинами (CD117 (c-Kit)), натуральними кілерами (CD56 +). [107, 116]. Контроль за ростом і прогресуванням пухлини здійснюють перш за все М2 макрофаги і Т-лімфоцити. Т-хелпери 1-го типу відповідальні за розвиток клітинного імунітету із залученням CD8 + Т-кілерів, які надають цитотоксичний ефект. Т-хелпери 2-го типу індукують гуморальну імунну відповідь. Утворені протипухлинні антитіла блокують пухлиноасоційовані антигени, і сприяють у такий спосіб вислизанню пухлинних клітин від імунологічного нагляду. Відокремлюють М1 і М2 сигнальні шляхи, через які пухлиноасоційовані макрофаги (ПАМ) впливають на ріст і прогресування пухлини. М1 шлях за участю interferon-γ, низки прозапальних цитокінів (IL1B, IL6, IL12 і TNF) і хемокінів (CCL5, CCL7, CXCL9, CXCL10 і CXCL16) спрямований проти пухлинної активності через антигенпрезентуючу функцію макрофагів із залученням та активацією Т-хелперів 1-го типу і цитотоксичних Т-лімфоцитів [107, 117, 118]. М2 шлях, що зустрічається при хронічному запаленні в ранах, що гояться, з явищами фагоцитозу, імуносупресії та участі в механізмах «вислизання» пухлинних клітин від імунного нагляду через імуносупресорні цитокіни (TGFB, IL10, IL-3, IL-4) і хемокіни (CCL17, CCL22, CCL24CCL2 , CSF-1, VEGF, COX-2) залучає і активує T-хелпери 2-го типу та регуляторні T-лімфоцити, які пригнічують активність цитотоксичних лімфоцитів, впливає на клітинну проліферацію, ангіогенез, ремоделювання строми, імуносупресію [107, 117]. У РПЗ переважають М2 макрофаги, що пояснює їхній вплив на прогресування раку, на відміну від раків деяких інших локалізацій, наприклад, колоректальних, де переважають М1 макрофаги з їхньою захисною протипухлинною роллю [107].

Ключову роль у прогресуванні пухлини відводять регулюючим Т-лімфоцитам і NKT-клітинам. Так, підвищення інфільтрації РПЗ регуляторними Т-лімфоцитами спричиняє стимуляцію вироблення пухлиною хемокінів, пригнічення проліферації, інгібування активності ефекторних Т-клітин і нівелювання протипухлинної імунної відповіді [117, 119]. Активовані NKT-клітини можуть, крім цитотоксичної дії, впливати на регуляторні Т-лімфоцити через IL-2-залежний шлях [120].

У пацієнтів після РПЕ виражена лімфоцитарна інфільтрація асоціюється з екстракапсулярною інвазією РПЗ і біохімічним рецидивуванням [121]. Підвищення числа СD4+ клітин і домінування Th2 / Treg лімфоцитарного профілю асоціюється з несприятливим прогнозом [107, 122]. А за даними Flammiger А. і співавт. [123], низька і висока кількість Т-лімфоцитів у пухлині асоціюється з біохімічним рецидивуванням. Однак у деяких дослідженнях не виявлено залежності між кількістю Т-лімфоцитів і клінічним перебігом захворювання.

Число В-лімфоцитів не впливає на клінічну поведінку пухлин [118, 123]. Однак інфільтрація В-лімфоцитами в пухлин більше, ніж за її межами [124].
Тучні клітини відіграють захисну роль, низька їх чисельність характерна для РПЗ з високим ризиком рецидивування [125, 126]. Тучні клітини беруть участь у процесах неоангіогенезу, ремодулюванні строми, залученні імунокомпетентних клітин, також вони здатні надавати прямий цитотоксичний вплив на пухлинні клітини [127]. Реалізацію активності тучних клітин пов'язують з виробленням гепарину, VEGF, IL-8, IL-17 та ін. Інфільтрація тучними клітинами характерна для ранніх і передінвазивних раків, передракових доброякісних процесів, однак може зустрічатися при високозлоякісних новоутвореннях різних локалізацій [127]. Інфільтрація тучними клітинами знижується в низькодиференційованих РПЗ і на пізніх стадіях [126].

Макрофаги відіграють ключову роль у формуванні пухлинного мікрооточення і в пухлинному прогресуванні не тільки через пригнічення імунної відповіді, але й за рахунок безпосереднього впливу на ріст пухлинних клітин [118]. Протуморогенний вплив пухлиноасоційованих макрофагів (ПАМ) може здійснюватися через ефероцитоз (фагоцитоз апоптотичних тіл) за участю milk fat globule-E8 (MFG-E8) та інші інтра- та екстрацелюлярні сигнальні молекули [Jinlu Dai], різні чинники росту і цитокіни (FGF1 , PDGF, VEGF, IL-1, TGF-a, ILGF I, простатглобуліни), що впливають на ріст і виживання ракових клітин, або чинити опосередкований вплив на пухлину через стимуляцію ангіогенезу [128]. Макрофаги через AR-CCL4-pSTAT3 сигнальний шлях індукують туморогенез і прогресування РПЗ, реалізують процеси ЕМТ [129], а супресія андроген / РА-сигнального шляху в макрофагах і ракових клітинах викликає інгібування росту РПЗ, але зростання частоти метастазування через активацію CCL2 / CCR2- pSTAT3 сигнального шляху з процесами ЕМТ [75]. Окремо виділяють NF-κB сигнальний шлях, який активує гени антиапоптозу (Bcl-2, Bcl-X), прозапальних процесів (COX-2, iNOS, TNF-α, IL-1, IL-6), молекули неоангіогенезу (VEGF) [117]. Фармакологічне інгібування макрофагів у різних пухлинах на мишачих моделях обумовлює зниження ангіогенезу й пухлинної прогресії [129]. Однак, за даними Prahara Yuri et al. [130], у РПЗ відсутня залежність між кількістю ПАМ і щільністю мікросудин.

За деякими даними, збільшення кількості CD68 + ПАМ корелює з гістологічним диференціюванням раку [131, 132, 133], стадією [131, 132], метастазуванням, рівнем васкуляризації, проліферативною активністю ракових клітин [131], здатністю до виживання [131, 132], рецидивуванням після хіміотерапії та андрогенодеприваційної терапії [132, 134]. Однак, за деякими даними, у РПЗ число ПАМ не мало зв'язку з біохімічним рецидивуванням [133], СГ [130, 135], метастазуванням, екстраорганною інвазією [130], не відрізнялося від ПІН [130, 135], а за даними Satoru Shimura і співавт. [128], встановлено зв'язок між високим числом ПАМ і відсутністю метастазування, екстраорганною інвазією, СГ 7, безрецидивним виживанням. Слід узяти до уваги, що в роботах не досліджували особливості терапії пацієнтів, що впливає на їхнє виживання, підрахунок ПАМ проводився або у всій пухлині [133] або в осередках їх скупчення – «hot spot» зі способом виявлення кількості клітин у полі зору, або в мм2 [128, 130, 132]. Можливо, відсутність стандартного методу підрахунку ПАМ обумовлює відмінності результатів [130].

Таким чином, згідно з даними наукової літератури та офіційної статистики, РПЗ є великою клінічної та соціальною проблемою як в країнах, що розвиваються, так і в розвинених країнах. В Україні відзначається неухильне зростання захворюваності й смертності від РПЗ, а також низький показник ранньої діагностики цього захворювання. Виявлення РПЗ на початкових стадіяхє критично важливим для вибору адекватної лікувальної тактики пацієнтів. У науковій літературі підкреслюється важливе значення дослідження прогностичних критеріїв захворювання. На сьогодні добре відомо, що ключову роль у розвитку й прогресуванні раку відіграє стромальний компонент, індуковані пухлиною та стромою процеси ЕМТ, ангіогенезу, імунних клітинних реакцій. Маркери цих процесів слугують прогностичними критеріями раку різних локалізацій і РПЗ зокрема. Однак аналіз доступних літературних джерел дав можливість виявити відсутність спільної думки, а часто й суперечливість даних про прогностичне значення стромально-судинного компоненту РПЗ і цілої низки імуногістохімічних пухлинних маркерів. Залишається незрозумілим, чи є запалення та реакція строми причиною та чинником, що впливає на біологічну поведінку РПЗ, або наслідком прогресування раку [109]. Невирішені ці та інші питання свідчать про актуальність проблеми та є підставою для проведення даного дослідження.

Розділ 2
МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1. Клінічна характеристика пацієнтів
Матеріалом для дослідження стали оперативно видалені ПЗ пацієнтів Харківського обласного клінічного центру урології і нефрології ім. В.І. Шаповала (ХОКЦУН) за п'ятирічний період (з 2011 по 2015 рр.) – 7280 випадків. З них РПЗ становили 2494 випадки; РПЗ, видалені при операції РПЕ, ОА або ТУР були у 886 випадків. Із спостереження вибули 606 пацієнтів, яким оперативне втручання було виконано в обсязі ОА і ТУР; не враховували також 168 випадків унаслідок недостатньої інформації про пацієнтів, відсутності мікропрепаратів або парафінових блоків, або їхню недостатню якість. Таким чином, аналізу піддавались 112 випадків РПЗ (ацинарні аденокарциноми). Було досліджено також НГПЗ – 25 випадків і ПІН – 25 випадків.

Вивчали дані історій хвороби й карт амбулаторного спостереження. Ураховували вік пацієнтів, передопераційний клінічний діагноз, рівень ПСА крові, результати біопсії ПЗ, обсяг операції, заключний гістологічний діагноз операційного матеріалу.

Щодо пацієнтів з діагнозом РПЗ із метою дослідження агресивної клінічної поведінки РПЗ вивчено їхні основні клінічні та морфологічні характеристики. Було сформовано 3 групи дослідження з урахуванням СГ, поширеності пухлинного процесу (Т) і рівня ПСА крові. Розподіл на три групи ризику (біохімічного рецидиву, повторної терапії та смертності) проведено відповідно до рекомендацій Європейської асоціації урологів (2016 р.) [6, 21].

Так, РПЗ були розподілені на групи: I група – низького ризику (рівень ПСА крові до 10 нг/мл при стадії с Т1-2а (ураження пухлиною до половини однієї частки) і СГ 2-6); II група - проміжного ризику (рівень ПСА крові 10-20 нг/мл, або СГ 7, або c T2b (ураження більше половини однієї частки ПЗ); III група – високого ризику (СГ 8-10, або ПСА більше 20), або с Т2 с (ураження обох часток) ( табл. 2.1). РПЗ I групи ризику – 21 (18,7%), ІІ групи ризику – 28 (25,0%), ІІІ групи ризику – 63 (56,3%).
Таблиця 2.1 

Розподіл матеріалу на три групи ризику

	Групи ризику
	I
(група низького ризику
	II
(група проміжного ризику)
	III
(група високого ризику)

	Характеристика 
	ПСА до 10 нг/мл, сТ1-2а, СГ 2-6.
	ПСА 10-20 нг/мл, або cT2b, або СГ 7.
	ПСА более 20, або сТ2с, або СГ 8-10.

	Кількість випадків (%)
	21 (18,7%)
	28 (25,0%)
	63 (56,3%)


У дослідженні враховувалася також сума Глісона (СГ) відповідно до рекомендацій градації РПЗ за системою Глісона і з останніми змінами в 2014 р., внесеними міжнародною асоціацією уропатологів (ISUP) до системи [27] (табл. 2.2). Для визначення гістоструктури РПЗ і відповідно присвоєння балів за системою Глісона використовували збільшення мікроскопа ×4 об'єктива. Саме таке збільшення дозволяло найбільш точно визначити форму залозистих структур, взаємовідношення їх між собою і стромальним компонентом.
Таблиця 2.2

Розподіл матеріалу на групи з урахуванням показника СГ

	СГ
	Групи
	Кількість випадків (%)

	≤6 (3 + 3, або 3 + 2,або 2 + 3,або 2 + 2)
	1
	41 (36,6%)

	7 (4 + 3)
	2
	20 (17,8%)

	7 (3 + 4)
	3
	15 (13,3%)

	8 (4 + 4, або 3 + 5, або 5 + 3)
	4
	19 (16,9%)

	9–10
	5
	17 (15,1%)


Примітка: розподіл за групами проведено відповідно до рекомендацій Міжнародної асоціації уропатологів, 2014 р. [27].
2.2. Методи дослідження
Для проведення морфологічного дослідження операційний матеріал пацієнтів фіксували в 10% розчині нейтрального забуферованого формаліну протягом 24 годин, після проводки за стандартною методикою матеріал заливали в парафін. Парафінові зрізи після забарвлення гематоксиліном та еозином піддавали гістологічному дослідженню за допомогою мікроскопа Primo Star, об'єктиви ×4, ×10, ×40, ×100, ×400.

При мікроскопічному дослідженні враховували такі морфологічні характеристики: гістологічний тип будови випадків НГПЗ, ПІН і РПЗ (на підставі Міжнародної гістологічної класифікації пухлин ВООЗ (2016 р.) [138, 139], гістологічну класифікацію РПЗ за Глісоном [27]; екстраорганну інвазію; ступінь десмоплазії (виражений, помірний, слабкий, відсутність); характер, ступінь інфільтрації пухлини й перитуморальної зони імунокомпетентними клітинами; щільність мікросудин.

Відповідно до системи визначення ступеня вираженості стромальних реакцій, запропонованої Ayala et al. [78] і Yanagisawa et al. [79], РПЗ поділяється на пухлини з нульовим ступенем десмоплазії – при об’ємі реактивної строми 0–5% від загальної площі РПЗ, I ступеня – 6–15%, II ступеня – 16–50% і III ступеня > 50%. Для візуалізації реактивної строми при РПЗ достатньо забарвлення гематоксиліном-еозином [24]. Оцінювання частки десмоплазії від загального обсягу новоутворення проводилася з використанням методу морфометрії. Отримані мікрофотографії на мікроскопі Primo Star з фотокамерою при збільшенні об'єктива ×10 об'єднували в панораму кожного зрізу за допомогою програми Adobe Photoshop CS6. Тестова площа становила 3,7×10-6м² (3769504мкм²). Програмою для морфометричних досліджень слугувала ImageJ. Досліджувалася об'ємна щільність строми з десмоплазією з подальшим обчисленням її відносного об’єму від загальної площі зрізу.

ІГХ дослідження проводили на кафедрі патологічної анатомії Харківської медичної академії післядипломної освіти МОЗ України. Досліджували матеріал 40 випадків РПЗ після РПЕ, 8 випадків НГПЗ після одномоментної простатектомії і 8 випадків ПІН, усього 56 випадків. Використовували первинні моноклональні антитіла (МКАТ) фірми DAKO (Данія) і TermoScientific (Німеччина) та Diagnostic BioSystems (США).
Досліджували експресію таких імуногістохімічних маркерів: Ki 67 (MIB 1) –для оцінювання проліферативної активності ракових клітин; трансформуючого фактору росту-β1 (TGF-β1 1/3 Receptor) – для оцінювання експресії чинника росту, який бере участь у регуляції проліферації, диференціювання, процесів ЕМТ ракових клітин, ангіогенезу; віментину (Vimentin V9) – маркера мезенхімальних тканин; Е-кадгерину (E-Cadherin (EP700Y)) – маркера міжклітинної адгезії епітелію; колаген IV типу (Collagen IV (CIV22)), який є патологічним для строми та входить до складу базальних мембран, рецептори андрогенів (Androgen Receptor (AR441)), які можуть бути наявними в клітинах паренхіматозного та стромального компоненту пухлин; судинного ендотеліального фактору росту (VEGF(VG1)) для оцінювання неоангіогенезу; маркера ендотеліальніх клітин CD34 Class II Clone QBEnd 10 для визначення ступеня васкуляризації. Склад імунокомпетентних клітин оцінювали з використанням кластерів диференціювання (CD): маркера Т-хелперів – CD 4 (Clone 4B12), CD8 (SP16) – маркера Т-супресорів / кілерів, CD20 (L26) – В-лімфоцитів, CD68 Clone KP1 – маркера макрофагів, р63 Сlone DBR16.1 – маркер базальних клітин та високомолекулярний цитокератин (HMW) використовувався для виявлення базальних клітин. Усього було вивчено 16 маркерів.
Матеріал для дослідження методами ІГХ фіксували 10% нейтральним формаліном протягом 24 год, заливали в парафін, готували зрізи завтовшки 4 мкм, які наносили на високоадгезивні скельця Super Frost і висушували при температурі 37°С протягом 18 годин. Демаскуюча термічна обробка була виконана за методом кип'ятіння зрізів у цитратному буфері (рН 6,0). Для візуалізації первинних антитіл застосовували систему детекції UltraVision Quanto Detection Systems HRP Polymer (Thermo scientific). Як хромоген використовувався DAB (діамінобензидин). Кожне дослідження мало негативний контроль без додавання первинних антитіл. Для кожного маркера з метою виключення хибнопозитивних або помилкових результатів застосовували контрольні дослідження, для яких використовували зрізи з тканин, рекомендованих виробником антитіл для позитивного контролю.

Таблиця 2.3

Панель первинних моноклональних антитіл

	Антитіло
	Розведення
	Локалізація ІГХ-мітки
	Виробник

	TGF-β
Ki-67

Е-кадгерин
AR

VEGF
Віментин

CD34
CD4
CD8
CD3
CD20
CD68
ГМА-альфа

Цитокератин-8/18

Цитокератин HMW
р63
	Ready to Use
1:400
1:100

Ready to Use

1:50

Ready to Use

Ready to Use

Ready to Use

1:50
Ready to Use

Ready to Use

Ready to Use

Ready to Use

Ready to Use

Ready to Use

Ready to Use


	 Цитоплазма
Ядро

Цитоплазма

Ядро

Цитоплазма

Цитоплазма

Цитоплазма

Цитоплазма

Цитоплазма

Цитоплазма

Цитоплазма

Цитоплазма

Цитоплазма

Цитоплазма

Цитоплазма

Ядро
	Termo Scientific

Termo Scientific

Termo Scientific

Diagnostic BioSystems Dako Cytomation

Termo Scientific

Dako Cytomation

Dako Cytomation

Termo Scientific

Dako Cytomation

Dako Cytomation

Dako Cytomation

Termo Scientific

Diagnostic BioSystems Termo Scientific

Termo Scientific




Для оцінювання інтенсивності імуногістохімічної мітки використовували напівкількісну шкалу 0-3 +: 0 – відсутністьекспресії, + – слабка, ++ – помірна, +++ – виражена реакція. Брали до уваги відсоток клітин, що експресують маркер, у полі зору: 0 – відсутність експресії, 1 – 1–33% клітин, 2 – 34–66% клітин, 3 – 67–100% клітин. Для маркера Ki-67 ураховували рівень експресії 0%, до 1%, до 5%, до 10% і більше 10% ракових клітин [140]. Підрахунок ЩМС здійснювали в ділянці найбільшого рівня васкуляризації (hot spot) в полі зору мікроскопа на зб.×  200, що становить 0,56 мм².

Комплекс морфологічних досліджень проводили на мікроскопі Primo Star (Carl Zeiss) з використанням програми AxioCam (ERc 5s).

Статистичний аналіз отриманих даних здійснювали за допомогою пакету «Microsoft Excel 2010». Статистичну обробку результатів дослідження проводили за загальноприйнятими методиками з використанням пакету «Statistica 6.0». Достовірними вважали результати при р<0,05.

Більшість досліджуваних показників були якісними, при цьому використовували екстенсивну оцінку (у відсотках). Кількісним показником був вік пацієнтів, одночасно визначали середнє арифметичне й середнє квадратичне відхилення.

Порівняння груп дослідження проводили з оцінюванням імовірності відмінностей із застосуванням параметричних і непараметричних методів варіаційної та рангової статистики. Нормальність розподілу визначали за допомогою критерію Шапіро-Уїлкі. Розрахунок t критерію Стьюдента застосовували для оцінювання рівномірного розподілу варіаційного ряду. Зв'язок між ознаками оцінювали з використанням непараметричного критерію χ2-Пірсона. Аналіз та обчислення таблиць 4×5 та 4×3 та ін. (а саме груп, що розподілені за ознакою СГ і рівнем експресії маркеру та груп ризику і рівень експресії маркеру) проводили із використанням пакету програм Майкрософт (таблиці exel) із застосуванням формули [image: image1.png]
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Для оцінювання залежності між трьома рядами (ступінь експресії маркера в центрі, на периферії пухлини та в здоровій тканині) використовували критерій Данна для трьох вибірок. Методи непараметричної рангової статистики використовували під час обробки даних імуногістохімічного дослідження. Для підтвердження або спростування нульової гіпотези про залежність між виразністю показників експресії імуногістохімічних маркерів, а також взаємозв'язку ІМ цих маркерів і прогностичними клініко-морфологічними характеристиками РПЗ використовували непараметричний критерій Спірмана, для виявлення статистичної значущості відмінностей між групами дослідження застосовували непараметричний критерій для двох вибірок Манна–Уїтні [137].

РОЗДІЛ 3
КЛІНІКО-МОРФОЛОГІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА НГПЗ, ПІН І РПЗ
3.1. Загальна структура хірургічної патології ПЗ у місті Харкові за 2011-2015 рр.
З 2011 по 2015 рр. (за 5 років) обсяг матеріалу біопсії та операційного матеріалу ПЗ пацієнтів Харківського обласного клінічного центру урології і нефрології ім. В.І. Шаповала (ХОКЦУН) становив 7280 випадків, з них РПЗ – 2494 випадків. За даними національного канцер-реєстру, кількість зареєстрованих випадків РПЗ у Харкові й області з 2011 по 2015 рр. дорівнювала 2318 випадків. Таким чином, аналіз РПЗ у ХОКЦУН у цілому відображає ситуацію в регіоні. Детально розглянуто структуру хірургічної патології передміхурової залози, особливості діагностики захворювань, стадію пухлинного процесу на момент діагностики та особливості лікування пацієнтів РПЗ.

Структура хірургічної патології ПЗ (після ТУР, ОА, РПЕ) була представлена НГПЗ – 76,0% (3432/4514), АГПЗ – 1,6% (72/4514), РПЗ – 19,6% (886/4514), іншими патологічними процесами – склеротичними, запальними змінами – 1,95% (88/4514) (рис. 2). РПЗ були представлені ацинарною карциномою високого (СГ 2-4), помірного (СГ 5-6) і низького (СГ 7-9) ступеня диференціювання, недиференційованими раками і перехідно-клітинними раками (рис. 3.1). Оцінювання РПЗ за ступенем диференціювання проводилася патоморфологічно в процесі дослідження біопсійного та операційного матеріалу та не було самостійною роботою дисертанта.

У клініці впродовж 5-ти років з метою діагностики пухлинних захворювань ПЗ було виконано біопсію 2766 пацієнтам, з яких діагноз РПЗ був встановлений у 58,1% (1608/2766) випадків, діагноз НГПЗ – у 40,9% (1133/2766) випадків і АГПЗ – у 0,9% (25/2766) випадків.
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Рис. 3.1. Структура хірургічної патології передміхурової залози

Пацієнтам проводилася діагностика патології ПЗ з урахуванням клінічних, лабораторних даних, результатів УЗД-дослідження й рівня ПСА крові. Серед пацієнтів, яким проводилася біопсія ПЗ, попередній діагноз (до морфологічного дослідження) РПЗ передбачався в 71,9% (1988/2766), з них у результаті біопсії морфологічне підтвердження раку було в 55,9% (1111/1988), а в 42,7% (849/1988) виявлена НГПЗ. До біопсії НГПЗ передбачалася в 14,9% (412/2766) пацієнтів, з них у результаті біопсії морфологічне підтвердження НГПЗ було в 36,3% (149/412), а в 60,6% (250/412) було виявлено рак. Попередній діагноз АГПЗ передбачався у 8,6% (237/2766) пацієнтів, з них у 62,8% (149/237) виявляли РПЗ і в 37,1% (88/237) – НГПЗ. Відповідно, з усіх пацієнтів з РПЗ (1608 випадків) лише 73,4% (1181/1608) направлялися на біопсію з тим самим діагнозом раку,  інші 26,6% – з діагнозом НГПЗ (16,5%) і АГПЗ (9, 9%). За результатами дослідження біопсійного матеріалу, раки в 31,7% (510/1608) були високодиференційованими (СГ 2-4), у 47,1% (757/1608) – помірно диференційованими (СГ 5-6), у 18,7% (301/1608) – низькодиференційованими (СГ 7-9), у 1,5% (25/1608) – недиференційованими і в 0,7% (12/1608) – перехідно-клітинними (табл. 1).

Операцію ТУР виконували пацієнтам з діагнозами НГПЗ, АГПЗ, РПЗ, встановленими після біопсії ПЗ або на підставі результатів клінічних, інструментальних і лабораторних методів дослідження. ТУР була виконана 2776 пацієнтам, з яких діагноз РПЗ був встановлений у 17,9% (497/2776), НГПЗ – у 79,3% (2203/2776), АГПЗ – у 1,3% (36/2776), склероз ПЗ – у 2,1% (58/2776).

Пацієнтам, яким за результатами біопсії був встановлений діагноз НГПЗ, виконувалися операції ТУР або ОА. У результаті морфологічного дослідження операційного матеріалу діагноз НГПЗ був підтвердженим у всіх випадках. Діагноз РПЗ, встановлений у результаті біопсії ПЗ, також підтверджувли після ТУР, однак ступінь диференціювання раків у тих самих пацієнтів у 83% випадків був нижчим.

Із загальної кількості пацієнтів після ТУР (2776 випадків) діагноз РПЗ до операції передбачався в 10,9% (302/2776) випадків, з них підтвердження раку після дослідження операційного матеріалу було в 82,3% (248/302), в інших 17, 7% (54/2776) виявлена НГПЗ. НГПЗ передбачалася до ТУР у 56,7% (1574/2776) випадків, з них підтвердження діагнозу було в 93,1% (1465/1574), виявлена АГПЗ в 1,1% (17/1574), РПЗ – у 5, 6% (88/1574). АГПЗ передбачалася в 30,9% (858/2776) випадків, з них підтвердження діагнозу було лише в 2,0% (17/858), НГПЗ була виявлена в 83,3% (715/858), РПЗ – у 14, 5% (124/858). Відповідно серед усіх пацієнтів з РПЗ (497 випадків) лише 53,8% (267/497) направлялися на операцію ТУР з тим самим діагнозом раку, інші 46,1% – з діагнозом АГПЗ (у 26,9%) і НГПЗ (у 19,2%). РПЗ, видалені при ТУР були високодиферінційованими (G1, СГ 2–4) в 57,7% (287/497), помірно диференційованими (G2, СГ 5-6) – у 26,9% (134/497), низькодиференційованими (G3, СГ 7-9) – в 15,3% (76/497).
Операція ОА виконувалася пацієнтам з діагнозом НГПЗ. У результаті морфологічного дослідження операційного матеріалу РПЗ був виявлений в 7,5% (109/1458), НГПЗ – у 90,0% (1313/1458), АГПЗ – у 2,4% (36/1458). Раки вперше виявляли після дослідження операційного матеріалу, а передопераційний клінічний діагноз був НГПЗ. Радикальна простатектомія (РПЕ) була виконана 280 пацієнтам. РПЕ у всіх випадках проводилася пацієнтам з діагнозом РПЗ, який також виявляли в результаті морфологічного дослідження операційного матеріалу.

Оперовані РПЗ (а це випадки після ТУР, ОА і РП) були діагностовані на I стадії в 4,4%, на II стадії – у 41,1%, на III стадії – у 30,9%, на IV стадії – у 23, 6%. При такому низькому відносному числі випадків і початковій стадії захворювання, на операцію йшли без встановленого діагнозу РПЗ 35,7% (317/886) (діагноз рак уперше встановлювався морфологічно після операції). Цим пацієнтам виконували операцію ТУР або ОА. Зазначені дані доводять, що залишаються актуальними проблеми раннього виявлення РПЗ, точності клінічної діагностики захворювань, а також складності морфологічного дослідження біопсійного та операційного матеріалу ПЗ.

3.2. Основні клініко-морфологічні характеристики НГПЗ: вік пацієнтів, рівень ПСА, морфологічна характеристика

Середній вік пацієнтів з НГПЗ становив 67,7±9,1. Пік захворюваності припав на 60–69 років – відносне число пацієнтів цього віку дорівнювало 44%.


Рівень ПСА у пацієнтів з НГПЗ становив 5,6±3,9 і коливався від 0 до 15 нг/мл, тобто не було жодного випадку пацієнтів з НГПЗ у групах ПСА більше 20 і 40 нг/мл.

Мікроскопічно всі випадки НГПЗ були змішаного варіанту будови, який характеризується гіперплазією залозистого і стромального компоненту або характерезувався гіперплазією залозистого й стромального компоненту тією чи іншою мірою (рис. 3.2). Гіперплазія проявлялася проліферацією епітеліальних і стромальних клітин ПЗ з формуванням великих вузлів. У 16% (4/25) випадків гіперплазія була переважно залозиста у вигляді наявності великих, різного розміру та форми залоз, розділених фіброзно-м'язовою стромою. Інші 84% (21/25) випадків були залозисто-фіброзно-м'язовими формами НГПЗ у вигляді наявності поряд з великими, розгалуженими залозами також широких і вузлуватих прошарків фіброзно-м'язової тканини. У деяких випадках фіброзно-м'язовий компонент переважав над залозистим і розташовувався у вигляді вузлів або ділянок без ацинарних структур.
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Рис. 3.2. НГПЗ, змішаний тип (зб. ×100. Г+Е)

У випадках НГПЗ при рутинному дослідженні визначали секреторні клітини з розвиненою цитоплазмою призматичної форми й базальні клітини з незначною цитоплазмою, добре візуалізованою дворядово, та визначена відмінність цих двох видів клітин особливо була виражена при гіперпластичних процесах у залозах, однак разом з такими могли бути наявними ділянки атрофії і постатрофічної гіперплазії (проліферуюча запальна атрофія), які змінювалися від помилкового поліморфізму й псевдоатипії. Залози при цьому мали однорядове вистилання, клітини могли бути малих розмірів, залози дрібними, видовженими або неправильної форми. Подібні зміни часом створювали труднощі в диференціальній діагностиці з ПІН та РПЗ. Реактивна атипія дрібних ацинусів, яка спостерігалася при запаленні (і може спостерігатися при інфаркті і опроміненні) нагадувала інтраепітеліальну неоплазію або дрібноацинарний РПЗ. Реактивна атипія великих і середніх залоз та гіперплазія з папілярними структурами також могли симулювати ПІН та карциному з великозалозистим фенотипом. Крім того, труднощі в інтерпретації мікроскопічної картини могли виникати при базальноклітинній гіперплазії, при змінах у залозах центральної зони ПЗ, сім’яних міхурцях та еякуляторних протоках. У деяких випадках при НГПЗ наявні клітини з оптично порожньою цитоплазмою, що нагадують клітини при РПЗ зі світлоклітинним дрібноацинарним фенотипом, або з так званими гіпернефроїдними клітинами, що зустрічаються при РПЗ зі ступенем 4В за Глісоном.

Провести диференційний діагноз дозволив імуногістохімічний метод. НГПЗ характеризувалася експресією маркерів базального епітелію, серед яких досліджувалися р63 і високомолекулярні цитокератини (HMW). Так на рис. 3.3 та 3.4 видно чітку експресію клітин, розташованих на базальній мембрані. У залозах з однорядовим вистиланням усі епітеліальні клітини демонстрували виражену експресію по всій цитоплазмі. Така мікроскопічна картина з чітким контрастуванням ацинарних структур бурого кольору і у випадках РПЗ ацинусів без забарвлення, що проникають між експресуючими маркер клітинами гіперплазованих залоз, дозволяє без труднощів встановити діагноз (рис. 3.5; рис. 3.6). Експресія р63 була також досить показовою, у вигляді забарвлення ядер базальних клітин непухлинних залоз. Слід зазначити, що цитоплазматична експресія високомолекулярного цитокератину базальних клітин була більш постійна, ніж ядерна експресія р63 тими самими клітинами.
Експресія колагену IV типу була наявна в базальних мембранах вздовж ацинусів в НГПЗ та відсутня в ацинарних структурах РПЗ.

Проліферативна активність клітин епітелію ПЗ визначалася з використанням Кi-67. Експресія маркера в ядрах усіх випадків НГПЗ була негативною, що характеризує епітелій як непроліферуючий.
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Рис. 3.3. Експресія р63 ядрами базальних клітин при НГПЗ. (зб. ×100) 
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Рис. 3.4.МКАТ до високомолекулярного цитокератину HMW. НГПЗ експресія базального епітелію. (зб. ×100).
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Рис. 3.5.МКАТ до р63. РПЗ із СГ 7 (4+3). Експресія ядер базального епітелію поодиноких ацинусів НГПЗ та її відсутність серед ракових ацинусів. (зб. ×100)
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Рис. 3.6. МКАТ до високомолекулярного цитокератину HMW. РПЗ із СГ  7 (4 + 3). Експресія базальних клітин демонструє наявність окремих гіперплазованих ацинусів при НГПЗ серед раку (зб. ×100)
3.3. Основні клініко-морфологічні характеристики ПІН
Середній вік пацієнтів з ПІН становив 69,0±6,9. Пік захворюваності припав на 60–69 років – відносне число пацієнтів цього віку дорівнювало 44%.

Рівень ПСА у пацієнтів з ПІН становив 7,4±5,4 і коливався від 1,0 до 22 нг/мл. Відзначено слабку тенденцію до зростання рівня ПСА порівняно з НГПЗ. Так, серед пацієнтів з ПІН порівняно з НГПЗ були відсутні випадки з ПСА, який дорівнював 0, у групі з ПСА 0–4 було на один випадок менше, а в групі з ПСА 10–20 – на 2 випадки більше і серед пацієнтів з ПІН був присутній один випадок з рівнем ПСА, вищим за 20 нг/мл (табл. 3.1). Однак значення за χ2  показало р = 0,6, що визначає відсутність відмінності між НГПЗ і ПІН за рівнем ПСА сироватки крові.

До групи ПІН належали випадки з вогнищами мультифокальної інтраепітеліальної неоплазії низького (зі слабкою дисплазією) і високого ступеня (з помірною і вираженою дисплазією). ПІН могла спостерігатися при РПЗ і на тлі НГПЗ, при цьому були відсутні випадки ПІН без фонової патології ПЗ. Випадки ПІН у поєднанні з РПЗ були віднесені до групи РПЗ.

ПІН характеризувалася клітинною або тканинною атипією. При цьому відзначалося збільшення кількості рядів клітин залоз, втрата клітинної полярності, порушення стратифікації, міг бути наявним ядерний поліморфізм з укрупненням гіперхромних ядер, збільшення ядерно-цитоплазматичного співвідношення, появою великих, неправильної форми ядерець; самі епітеліальні клітини могли бути як кубічними, так і з розвиненою цитоплазмою, світлою або еозинофільною. У просвіті залоз був присутній секрет, іноді щільний з мінералізацією. Тканинна атипія проявлялася також зміненою формою і розмірами ацинусів, щільним розташуванням їх один до одного, проте без злиття, зі значним укрупненням залоз, появою внутрішньозалозистих розростань люмінального епітелію, кріброзними утвореннями, можливою появою сосочків або сплощених структур. ПІН низького ступеня характеризувалися тканинною атипією і проліферацією епітеліальних клітин, які не відрізняються від клітин при НГПЗ. Високий ступінь ПІН характеризувалася описаними вище ознаками клітинної та тканинної атипії (рис. 3.5–3.8).

Умовно ПІН були розподілені на криброзні, папілярні, сплощені і пучкові гістологічні типи будови. Криброзний гістотип ПІН зустрічався в 20% (5/25) випадків і характеризувався наявністю внутрішньоацинарної проліферації люмінальних клітин, утворенням епітеліальних містків і круглястих безклітинних отворів (рис. 3.9). Папілярний гістотип АГПЗ зустрічався в 16% (4/25) і характеризувався внутрішньозалозистими клітинними випинаннями з фіброваскулярним стрижнем. На відміну від НГПЗ при ПІН мікропапілярні структури характеризувалися багаторядовістю люмінального епітелію з порушенням стратифікації та ознаками клітинної атипії. Пучковий варіант спостерігався в 16% (4/25) випадків, характеризувався багаторядовим епітелієм з ділянками інтраацинарних випинань без фібро-васкулярної основи. Сплощений варіант ПІН був присутній у 12% (3/25) випадків, представлений малими, тісно розташованими один до одного залозами з одно- або дворядовим низьким епітелієм (рис. 3.10). Дрібноацинарні структури, розташовані «спинка до спинки» були розділені фіброзно-м'язовою стромою. У 36% (9/25) присутній змішаний гістотип ПІН з переважанням різною мірою в тих чи інших гістологічних структурах.

У всіх випадках ПІН, які часом були сумнівними щодо диференціальної діагностики з РПЗ, імуногістохімічне дослідження на високомолекулярний цитокератин і р63 показало присутність шару базальних клітин (рис. 3.11–3.12). Однак у деяких випадках експресія цих маркерів була осередковою не у всіх залозах, меншим, ніж постійне, було забарвлення ядер на р63 .Однак, хай часом вогнищева, але наявна експресія маркерів базальних клітин дозволяла провести диференціальну діагностику і виключити РПЗ. Колаген IV типу обмежував ацинуси як в ділянках зі збереженими базальними клітинами, так і без них.

Експресія Ki-67 в ядрах епітеліальних клітин ПІН була відсутня або вкрай мізерна в базальному шарі. Отримані дані дозволяють стверджувати, що аналіз проліферативної активності клітин епітелію ПЗ з використанням маркера Кi-67 не є критерієм діагностики доброякісної патології через відсутність його експресії як при нодулярній гіперплазії ПЗ і ПІН, так і при РПЗ високого ступеня диференціювання.
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Рис. 3.7. Змішаний варіант ПІН. Праворуч – кріброзно-папілярний ПІН, ліворуч – НГПЗ (зб. ×40. Г+Е)
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Рис. 3.8. Фрагмент рис. 3.5. Праворуч – ПІН, ліворуч – НГПЗ (зб. ×400. Г+Е)
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Рис. 3.9. Криброзний варіант ПІН з ділянкою перехідноклітинної метаплазії (зб. ×100. Г+Е)
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Рис. 3.10. Сплощений варіант ПІН (зб. ×100. Г+Е)
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Рис. 3.11. МКАТ до високомолекулярного цитокератину HMW. ПІН експресія базального епітелію (зб. ×100)
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Рис. 3.12. МКАТ до р63. ПІН експресія базального епітелію (зб. ×100)

3.4. Основні клініко-морфологічні характеристики РПЗ
3.4.1. Вік пацієнтів, рівень ПСА, їх порівняльна характеристика з НГПЗ і ПІН
Середній вік пацієнтів з РПЗ становив 69,5±7,9. Пік захворюваності припав на 60–79 років з майже однаковою кількістю пацієнтів віком 60–69 та 70–79 (48 пацієнтів віком 60–69 і 46 віком 70 –79 років, що відповідає 42,8% і 41,8% відповідно). При порівнянні РПЗ з доброякісною патологією ПЗ (НГПЗ і ПІН) відзначалася тенденція до зниження відносної кількості пацієнтів у вікових групах 50–59 та 80 –89 років і зростання у віковій групі 70–79 років. Найбільша відмінність у віці пацієнтів відмічена між НГПЗ і РПЗ у групі 70–79 років – 28% і 46% відповідно, однак статистично значуща відмінність відсутня (χ2 = 1,4, р = 0,22). Відповідно не виявлено статистично значущої різниці за віком між НГПЗ, ПІН та РПЗ (χ2 = 3,4, р = 0,75) (табл. 3.1).

Таблиця 3.1

Групи з НГПЗ, ПІН, РПЗ та вік пацієнтів

	Діагноз

Вік
	НГПЗ
	ПІН
	РПЗ
	Достовірність, критерій χ2

	50-59
	4 (16%)
	3 (12%)
	10 (8,9%)
	χ2=3,4, р=0,75

	60-69
	11 (44%)
	11 (44%)
	48 (42,8%)
	


	70-79
	7 (28%)
	9 (36%)
	46 (41,8%)
	

	80-89
	3 (12%)
	2 (8%)
	8 (7,1%)
	

	Разом
	25
	25
	112
	


Примітка: наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм χ2 (χ2_crit = 12,5)
Рівень ПСА у пацієнтів з РПЗ становив 19,1±28,2 і коливався від 0 до 210 нг/мл. Найбільша відносна кількість пацієнтів було з рівнем ПСА 4–10 (34,8%) і 10–20 (25,0%), однак у пацієнтів з РПЗ може бути і дуже низький рівень ПСА до 4 нг/мл, що спостерігалося в 13, 4%.
При порівнянні груп з РПЗ та з НГПЗ і ПІН виявлено залежність у зниженні відносного числа пацієнті в угрупі РПЗ з низьким рівнем ПСА сироватки крові 0–4,0 нг/мл (χ2 = 9,2, р<0,03), підвищення – з ПСА 20–40 нг/мл (χ2 = 6,0, р<0,03) і поява випадків з ПСА більше 40 нг/мл (χ2 = 6,3, р<0,03). Відповідно, виявлено залежність підвищення рівня ПСА сироватки крові у пацієнтів з РПЗ порівняно як з НГПЗ (χ2 = 15,7, р<0,03) і ПІН (χ2 = 9,7, р<0,05). Однак, виходячи з отриманих даних, низький рівень ПСА 0-4 нг/мл не є критерієм відсутності РПЗ, а підвищення рівня ПСА до 4–10 нг/мл практично з однаковим ступенем вірогідності може бути як при доброякісній, так і при злоякісній патології ПЗ (χ2 = 2,5, р = 0,1). Також, незважаючи на виявлену залежність між рівнем ПСА нижче 20–40 і доброякісною патологією ПЗ (р<0,03), у нашому матеріалі був один випадок ПІН з ПСА, який дорівнював 23,6, що не може визначити цей рівень ПСА як надійний діагностичний критерій раку. Рівень ПСА більше 40 нг/мл виявлено виключно в групі РПЗ, проте також не можна вважати цей рівень ПСА надійним діагностичним критерієм злоякісної патології ПЗ через слабку статистичну залежність (р<0,03).
Таблиця 3.2

Групи НГПЗ, ПІН, РПЗ і рівень ПСА сироватки крові

	Рівень ПСА
	НГПЗ (n=25)
	ПІН (n=25)
	РПЗ (n=112)
	Достовірність,
критерій χ2

	0-4,0

4,1-10,0
10,1-20,0

20,1-40,0

>40,1
	9 (36%)

13 (52%)

3 (12%)

0
0
	8 (32%)

11 (44%)

5 (20%)

1 (4 %)

0
	15 (13,4%)
39 (34,8%)
28 (25,0%)

17 (15,1)

13 (11,6%)
	χ2=1,7, р=0,6

χ2=15,7, р<0,03*
χ2=9,7, р<0,05**



Примітка: наявність достовірно значущої різниці (р<0,05) за критерієм χ2 (χ2_crit = 9,4) між групами НГПЗ та РПЗ, ПІН і РПЗ відповідно за рівнем ПСА крові.
3.4.2. Стадія захворювання за системою TNM
У групі з РПЗ 18,7%  пухлин характеризувалися інвазивним ростом у межах половини однієї частки ПЗ, тобто відповідали стадії Т1-2а відповідно до системи TNM останнього перегляду [139]. Це були пухлини розмірами, які зрідка перевищують 1 см, у вигляді вузла, гістологічно складалися з відносно однакових за формою залоз, щільно розташованих, котрі різко відрізняються від оточуючих доброякісних залоз, між якими демонстрували різноспрямований інвазивний ріст. Строма, як правило, була добре виражена, бідна на м'язові волокна. Серед РПЗ цієї стадії були відсутні випадки з криброзними структурами, залозами, що зливаються, солідної будови.

Поширення РПЗ більш, ніж на половину однієї частки (Т2b) і на обидві частки (T2c) було в 26,7% і 16,1% відповідно. Серед цих випадків були такі, коли виявляли кілька пухлинних вузлів. Проростання капсули ПЗ було виявлено в 38,4% (43 випадки), з них 16 демонстрували інвазію в сім’яні пухирці і в 3 випадках виявлено проростання в м'язову тканину і сусідні органи. Ці 3 випадки РПЗ були представлені майже солідними масами ракових клітин та анапластичними структурами.
Таблиця 3.3

Число випадків РПЗ стадії Т
	Стадія pT
	n (%)

	T1-2а

T2b

T2c

Т3а

Т3b

Т4
	21 (18,7%)

30 (26,7%)
18 (16,1%)
24 (21,4%)
16 (14,2%)
3 (2,6%)


3.4.3. Морфологічна характеристика РПЗ відповідно до системи Глісона
Середнє значення за Глісоном становило 6,8±1,35. Найбільшу групу склали РПЗ із СГ 2–6 – 36,6% (41/112). До неї належав РПЗ, мікроскопічним проявом якого є домінування тісно розташованих залоз, розташованих окремо одна від одної, за розміром – дрібних або середніх, часто розгалужених і правильної круглястої форми (рис. 3.13). Дрібноацинарний фенотип був найчастіше мікроскопічної гістоструктури серед усіх РПЗ. Діагноз дрібноацинарної карциноми іноді був складним з огляду на схожу мікроскопічну картину при деяких атрофічно-гіперпластичних процесах ПЗ. Серед РПЗ, що входять до групи СГ 2–6 та мають бали за Глісоном 3, були випадки, представлені мікроскопічно великими залозами, іноді з папілярними структурами, могла бути наявною невелика кількість залоз неправильної форми, що пояснюється тангенціальними зрізами, а не дійсним їх поліморфізмом і катаплазією (рис. 3.14). Згідно з модифікованою системою Глісона криброзні структури слід відносити до 4-го ступеня, однак наявність поодиноких криброзних залоз припустима і при 3-му ступені [138, 139].

З метою диференціальної діагностики РПЗ високого ступеня диференціювання із ПІНі НГПЗ у деяких випадках проводилося імуногістохімічне дослідження на маркери базальних клітин р63 і високомолекулярний цитокератин. Повна відсутність базальних клітин слугувала  критерієм раку.

Ступінь 4 за Глісоном (згідно з модифікованою системою з 2014 р.) характеризується такими залозами, що зливаються, або криброзними структурами, або погано сформованими залозами, або гломерулярними структурами (рис. 3.15). Клітини можуть бути амфофільними, або оптично порожніми, або так званими гіпернефроїдними. У нашому матеріалі РПЗ з балами 4 за Глісоном становив переважну більшість випадків – 65 (58,0%).
Ступінь 5 за Глісоном характеризувалася відокремленням ракових клітин, солідним їх розташуванням, з можливою нечіткою мікроацинарною будовою, формуванням корд і залоз, які лише зрідка зустрічаються. До 5-го ступеня належать комедонекрози, які зустрічаються в солідних гніздах або криброзних структурах (рис. 3.16).
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Рис. 3.13. РПЗ СГ 4 (2+2), мікроацинарна будова (зб. ×100. Г+Е)
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Рис. 3.14. РПЗ із СГ 7 (3 + 4 ) представлено мікроацинарною будовою, 3-го ступеня за Глісоном, серед  гіперплазованих ацинусів НГПЗ (зб. ×100. Г+Е) 
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Рис. 3.15. РПЗ із СГ 8 (4 + 4) праворуч представлений  криброзною будовою, 4-го ступеня за Глісоном. Ліворуч – НГПЗ (зб. ×100. Г+Е) 
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Рис. 3.16. РПЗ із СГ 9 (5 + 4) представлений солідною будовою 5-го ступеня за Глісоном (зб. ×100. Г+Е)
За останніми рекомендаціями ВООЗ [138] і міжнародної асоціації уропатологів (ISUP) [27], РПЗ слід розподіляти за СГ на 2–6, 7 (3 + 4), 7 (4 + 3), 8, 9–10. У нашому матеріалі вони становили 41 (36,6%), 20 (17,8%), 15 (13,4%), 19 (16,9%), 17 (15,1%) відповідно.

Не виявлено залежності між віком пацієнтів і СГ. Однак, як видно з таблиці 3.4, вік пацієнтів старше 70 незначно частіше зустрічався серед випадків РПЗ з більш високою СГ (8-10), ніж серед таких з СГ 7 і менше. Усі пацієнти з СГ 9–10 були старше 60 років (χ2 = 1,9, р = 0,1), а у віковій групі 50-59 років найбільше відносне число (60%) пацієнтів було із СГ ≤6 (χ2 = 2,5, р = 0,1). Таким чином, простежується слабка тенденція до більш високої СГ у пацієнтів старшого віку.

Порівняння рівня ПСА крові з СГ виявило статично значущу залежність у вигляді зростання рівня ПСА у міру збільшення СГ (χ2 = 75,0, р<0,0001). Так, при порівнянні РПЗ групи СГ ≤6 з РПЗ групи СГ 8 і 9-10 за показником рівня ПСА виявлено різницю (р<0,03 і р<0,001 відповідно), рівень ПСА РПЗ групи СГ 7 (3 + 4) відрізнявся лише з РПЗ групи СГ 9-10 (р<0,03), а при порівнянні РПЗіз СГ 7 (4 + 3) і РПЗіз СГ 9-10 залежність вже була відсутня (р = 0,2).
Таблиця 3.4

Вік пацієнтів та СГ при РПЗ

	Вік
	Сума за Глісоном

	
	≤6
n=41
	7(3 + 4)
n=20
	7(4 + 3)
n=15
	8

n=19
	9-10

n=17

	50-59 (n=10)
	6 (15%)
	2 (10%)
	0
	2 (10%)
	0

	60-69 (n=48)
	19 (46%)
	8 (40%)
	8 (53%)
	6 (32%)
	7 (41%)

	70-79 (n=46)
	14 (34%)
	9 (45%)
	6 (40%)
	9 (47%)
	8 (47%)

	80-89 (n=8)
	2 (5%)
	1 (5%)
	1 (6%)
	2 (10%)
	2 (12%)


Таблиця 3.5
Рівень ПСА сироватки крові та сума за Глісоном при РПЗ
	Рівень ПСА
	Сума за Глісоном
	Достовірність,

критерій χ2

	
	≤6
n=41
	7 (3 + 4)
n=20
	7 (4 + 3)
n=15
	8

n=19
	9-10

n=17
	

	0-4 (n=15)
	7 (17%)
	4 (20%)
	3 (20%)
	1 (5%)
	0
	χ2=30,1, р<0,03

	4,1-10 (n=39)
	19 (46%)
	8 (40%)
	4 (26%)
	5 (26%)
	3 (17%)
	

	10,1-20 (n=28)
	12 (29%)
	5 (25%)
	4 (26%)
	3 (15%)
	4 (23%)
	

	20,1-40 (n=17)
	2 (4%)
	1 (5%)
	2 (13%)
	5 (26%)
	7 (41%)
	

	>40,1 (n=13)
	1 (2%)
	2 (10%)
	2 (13%)
	5 (26%)
	3 (17%)
	


Як видно з таблиці 3.5, рівень ПСА РПЗ із СГ ≤6 і 7 був переважно 4–10 нг/мл, високе відносне число випадків серед них було з рівнем ПСА до 4 і 10-20, і мале відносне число – зрівнем ПСА більше 40. Доведено, що для РПЗ із СГ ≤6 не характерний рівень ПСА 20-40 (χ2 = 5,3, р<0,03) і більше 40 (χ2 = 5,2, р<0,03). Виявлено, що РПЗ із СГ 8 і більше демонстрували протилежну залежність: не було жодного випадку з ПСА до 4 серед РПЗ із СГ 9-10, найбільше відносне число випадків було з рівнем ПСА 20-40 і велике відносне число випадків з рівнем ПСА > 40,1. Також встановлено, що РПЗ із СГ 8 асоціювався з рівнем ПСА>40,1 (χ2 = 4,8, р<0,03), а РПЗ з СГ 9-10 – з рівнем ПСА 20,1-40,0 (χ2 = 10,5, р<0,003).
Таблиця 3.6

Стадія РПЗ та сума за Глісоном
	Вік
	Сума за Глісоном

	
	≤6
n=41
	7 (3 + 4)
n=20
	7 (4 + 3)
n=15
	8
n=19
	9-10

n=17

	T1-2а (n=21)

T2b (n=30)

T2c (n=18)

Т3а (n=24)

Т3b (n=16)
Т4 (n=3)
	16 (39%)

17 (41%)

7 (17%)

1 (2,4%)

0

0
	4 (20%)

4 (20%)

4 (20%)

5 (25%)

3 (15%)

0
	1 (6,6%)

4 (26,6%)

4 (26,6%)

3 (20%)

3 (20%)

0
	0

4 (21%)

1 (5%)

11 (58%)

2 (10%)

1 (5%)
	0

1 (6%)

2 (12%)

4 (23%)

8 (47%)

2 (12%)


Виявлено залежність між показником СГ і рівнем інвазії РПЗ у вигляді зростання СГ у міру збільшення показника патоморфологічної стадії Т (χ2 = 72,1, р<0,0001). Серед РПЗ із СГ≤6 було найбільше відносне число пухлин, що локалізувалися в одній частці (41%) або її половині (39%) і були відсутні випадки з інвазією в сім’яні пухирці і суміжні органи. Своєю чергою, серед РПЗ із СГ 8 і 9-10 не було жодного випадку пухлин, локалізованих у половині однієї частки, і до них належали всі три випадки РПЗ стадії Т4. Досить близькими за рівнем інвазії були РПЗ груп 7 (3 + 4) і 7 (4 + 3), однак серед РПЗ із СГ 7 (4 + 3) відмічено меншу відносну кількість випадків пухлин, локалізованих у половині однієї частки (6,6% для РПЗ із СГ 7 (4 + 3) і 20% для РПЗ із СГ 7 (3 + 4)). Певно, якщо домінуюча за об'ємом частина пухлини має нижче диференціювання, то такий рак має більшу інвазивну активність (табл. 3.6). Порівнюючи кожну з груп між собою за показником стадії Т, ми виявили статистично значущу відмінність між РПЗ із СГ≤6 і будь-якою іншою групою, у тому числі найбільш близькою за диференціюванням РПЗ із СГ 7 (3 + 4) (χ2 = 16,4, р<0,003). Різниця між іншими групами, у тому числі між групою 7 (3 + 4) і 9-10 (χ2 = 10,6, р = 0,06), була відсутня.

Під час більш детального розгляду асоціації РПЗ кожної з груп зі стадіями Т виявлено, що для РПЗ із СГ≤6 є характерною локалізація в межах половини однієї частки, стадія T1-2а (χ2 = 17,4, р<0,0001) і цілої частки, стадія T2b (χ2 = 7,4, р<0,01) і не характерне проростання капсули ПЗ, стадія Т3а (χ2 = 13,8, р<0,0003) та інвазія в сім‘яні пухирці (χ2 = 10,7 , р<0,003). Для РПЗ із СГ 7 (3 + 4) і 7 (4 + 3) була відсутня залежність за рівнем поширеності процесу. РПЗ із СГ 8 асоціювалися зі стадією Т3а, тобто для них характерною є інвазія капсули органа з проростанням в парапростатичну клітковину (χ2 = 18,0, р<0,0001) і не є характерною локалізація в межах половини частки ПЗ (χ2 = 5,2, р<0,03). РПЗ із СГ 9-10 асоціювалися зі стадією Т3b і Т4, тобто для них характерною є виражена екстраорганна інвазія з інфільтрацією сім’яних канальців (χ2 = 17,5, р<0,0001) і суміжних органів (χ2 = 6,4, р<0,03), тимчасом для РПЗ із СГ 9-10 не є характерною локалізація в межах половини (χ2 = 4,6, р<0,05) однієї частки ПЗ  (χ2 = 4,4, р<0,05).

3.4.4. Розподіл РПЗ на групи ризику
Згідно з рекомендаціями ВООЗ, ISUP, Американської асоціації уропатологів [6, 21, 19, 129, 27], для прогнозу ризику рецидивування, повторної терапії і летального результату РПЗ слід розподіляти на три групи з урахуванням рівня ПСА, стадії Т і СГ.

 Групу високого ризику становили 56,3% (63/112) пухлин, серед яких 96,8% (61/63) випадків характеризувалися стадією Т2С-Т4, інші 2 випадки були на стадії Т2b пухлинного процесу; 57,1% (36/63) РПЗ групи високого ризику були із СГ 8–10, інші 27 випадків характеризувалися СГ 7 – у 36,5% (23/63) і СГ ≤6 – у 6,3% (4 / 63). Рівень ПСА більше 20 нг/мл був лише в 47,6% (30/63) випадків, інші РПЗ з цієї групи були з рівнем ПСА 0–4 нг/мл – в 1,5% (1/63), 4 10 нг/мл – у 22,2% (14/63) і 10 – 20 нг/мл –у 28,5% (18/63).
Розподіл РПЗ на групи низького і проміжного ризику становили 18,7% (21/112) і 25% (28/112) відповідно. Усі 28 РПЗ групи проміжного ризику мали стадію Т2b і були із СГ 7 у 42,8% (12/28) і з СГ ≤6 в 57,1% (16/28); рівень ПСА 10-20 був у 35,7% (10/28) випадків, 4-10 – у 46,4% (13/28), 0-4 – у 17,8% (5/28). 21 випадок РПЗ групи низького ризику локалізувалися в межах половини частки ПЗ, були з СГ 2-6 і рівнем ПСА до 10 нг/мл (0-4 нг/мл – у 42,8% (9/21), 4-10 нг/мл – в 57,1% (12/21)) (рис. 3.17, 3.18).
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Рис. 3.17. Відносна кількість випадків низького, проміжного і високого ризику залежності від рівня ПСА сироватки крові
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Рис. 3.18. Відносна кількість випадків низького, проміжного і високого ризику серед РПЗ залежно від СГ і стадії Т
3.4.5. Проліферативна активність РПЗ
Проліферативна активність РПЗ оцінювалася за відсотком ракових клітин, які експресують Ki-67. Негативною реакцією вважався рівень експресії Ki-67 в 0% пухлинних клітин, яка відзначалася в 32,5% (13/40) випадків. При розподілі РПЗ за рівнем експресії маркера на 0%, до 1%, до 5%, до 10% і більше 10% ракових клітин, відсоток пухлин становив 32,5%, 25,0%, 22,5%, 12,5 % і 7,5% відповідно. Відмінності між РПЗ і доброякісною патологією ПЗ (НГПЗ і ПІН) достовірні (χ2 = 20,8, р<0,001).

Виявлено залежність рівня експресії Ki-67 з СГ і з групами ризику (χ2 = 32,0, р<0,01 і χ2 = 17,2, р<0,03 відповідно) у вигляді збільшення відносного числа клітин, що експресують маркер, у міру зростання СГ і ризику біохімічного рецидиву (табл. 3.7). Так, у РПЗ з СГ ≤6 експресія Ki-67 не перевищувала 1% клітин, а в 62,5% (5/8) раків цього диференціювання – зовсім відсутня. Відповідно РПЗ із СГ ≤6 асоціювалися з відсутністю експресії маркера (χ2 = 4,1, р<0,04). У РПЗ з СГ 7 (3 + 4) експресія Ki-67 не перевищувала 5% клітин, а в 50% (4/8) була відсутня, однак будь-яка статистично значуща залежність між СГ 7 (4 + 3) і рівнем експресії Ki-67 не виявилася. РПЗ з СГ 7 (4 + 3) характеризувалися тенденцією до зростання рівня експресії Ki-67, який, однак, не перевищував 10%. У РПЗ із СГ 8 відзначалося зростання кількості випадків з рівнем експресії маркера в 1-5%, яке дорівнювало 50% (4/4), що зумовило наявність статистично значущої залежності (χ2 = 5,6, р<0,03). У РПЗ із СГ 9-10 експресія Ki-67 в 37,5% (3/8) випадків була в 5-10% пухлинних клітин і в 37,5% (3/8) випадків – у більш ніж 10% пухлинних клітин, зв'язок між цими ознаками і СГ 9-10 статистично значущий (χ2 = 5,7, р <0,01 і χ2 = 11,2, р <0,001 відповідно). Відсутність експресії Ki-67 спостерігалася в 12,5% (1/8) раків цього диференціювання; не було жодного випадку з рівнем експресії до 1%, проте була відсутня зворотня залежність між цими показниками і СГ 9-10.

Таблиця 3.7

Залежність рівня експресії Ki-67 і СГ

	Експресія 
Ki-67
	Сума заГлісоном

	
	≤6
n (%)
	7 (3 + 4)
n (%)
	7 (4 + 3)
n (%)
	8
n (%)
	9-10

n (%)

	0

до 1%

до 5%

до 10%

>10%
	5 (62,5)

3 (37,5)

0

0

0
	4 (50)

3 (37,5)

1 (12,5)

0

0
	2 (25)

2 (25)

3 (37,5)

1 (12,5)

0
	1 (12,5)

2 (25)

4 (50)

1 (12,5)

0
	1 (12,5)

0

1 (12,5)

3 (37,5)

3 (37,5)

	Усього
	8
	8
	8
	8
	8


Таким чином, якщо брати до уваги рівень експресії Ki-67 як показника диференціювання РПЗ, то виявлено таку залежність: відсутність експресії маркера характерна для РПЗ із СГ≤6 (χ2 = 4,1, р<0,04), проте випадки відсутності експресії Ki-67 спостерігалися в кожній з груп при розподілі РПЗ на СГ СГ≤6, 7 (3 + 4), 7 (4 + 3), 8 і 9-10. Експресія до 1% пухлинних клітин з практично однаковою ймовірністю може бути при РПЗ будь-якого диференціювання (χ2 = 3,4, р = 0,4). Рівень експресії 1-5% асоціювався з РПЗ із СГ 8 (χ2 = 5,6, р<0,03). Експресія маркера 5-10% асоціювалася з РПЗ із СГ 9-10 (χ2 = 5,7, р<0,01), але спостерігалася також у РПЗ з СГ 7 (4 + 3) і 8. Виявлено сильну залежність між експресією маркера > 10% клітин і РПЗ із СГ 9-10 (χ2 = 11,2, р<0,001 відповідно) через наявність цього рівня реакції Ki-67 лише в РПЗ з СГ 9-10.

Виявлена  між рівнем експресії Ki-67 і групами ризику (χ2 = 17,2, р<0,03) залежність свідчить про те, що показник проліферативної активності може слугувати прогностичним критерієм РПЗ. Так, отримано дані, які визначають, що серед РПЗ слабкого і помірного ризику рівень експресії Ki-67 не перевищував 1% пухлинних клітин, а всі випадки з експресією маркера >1% були в групі високого ризику (χ2 = 15,9, р<0,0001). Відповідно, для РПЗ високого ризику не є характерною відсутність експресії Ki-67 (χ2 = 10, р<0,003) і її рівень, менший ніж 1% (χ2 = 17, р<0,0001), а характерним є рівень експресії 1-5% (χ2 = 6,2, р<0,03) (рис. 3.19, 3.20).
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Рис. 3.19. Відносна кількість випадків низького, проміжного й високого ризику в РПЗ з різним ступенем експресії Ki-67.
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Рис. 3.20.Експресія Ki-67 у РПЗ криброзного типу будови, ІМ до 5%. (зб. ×400)
3.4.6. Морфологічна характеристика строми РПЗ
Строма РПЗ у низці випадків характеризувалася десмопластичною реакцією, водночас доброякісна патологія ПЗ, при помірному відносному об’ємі стромального компоненту, характеризувалася відсутністю реактивного десмопластичного фіброзу (рис. 3.22).

Відсутність десмоплазії при РПЗ спостерігалася в 38,4% (43/112) випадків. 1-й ступінь десмоплазії (6-15% відносного об’єму пухлини, яку займає реактивний фіброз) була в 29,5% (33/112) випадків, 2-й ступінь (16-50% від об’єму пухлини) – у 25,9% (29/112 ), 3-й ступінь (понад 50% від об’єму пухлини) – у 6,2% (7/112) випадків.

Виявлено сильну залежність між вираженістю десмоплазії і СГ (χ2 = 62, р<0,001). Як видно з табл. 3.7, у якій більш детально розглядається зв'язок між ознаками, для РПЗ із СГ2-6 характерна відсутність десмоплазії (χ2 = 28, р<0,001) і не є характерними виражений або помірний її ступінь (р = 0,001 і р = 0,001 відповідно). При розрахунку взаємозв'язку між РПЗ без десмоплазії із СГ2-6 з показниками вираженості десмоплазії 2-го і 3-го ступеня в РПЗ із СГ 7-10. Для РПЗ із СГ 2-6 характерна відсутність десмоплазії (р<0,001), навпаки – РПЗ із СГ 7 (4 + 3) і 8 асоціюються з наявністю десмоплазії (р<0,01 і р<0,05 відповідно). Для РПЗ із СГ7 (3 + 4) і 7 (4 + 3) характерною є наявність помірної десмоплазії (р<0,01 і 0,01 відповідно). РПЗ із СГ 7 (4 + 3) також асоціюються з вираженою десмоплазією (р<0,001). РПЗ із СГ 8 асоціюються зі слабкою десмоплазією (р<0,05). У РПЗ із СГ 9-10 простежується тенденція до зниження і відсутності десмоплазії – 41,1% (7/17) і 47,0% (8/17) раків були без реактивного фіброзу та зі слабким його ступенем відповідно, при цьому були відсутні випадки вираженої десмоплазії в РПЗ із СГ 8 і 9-10.

Таким чином, у міру зниження диференціювання РПЗ від високодиференційованих (із СГ 2-6) до помірно диференційованих форм (із СГ 7 (3 + 4) і 7 (4 + 3)) зростає вираженість десмоплазії, а в міру зниження диференціювання РПЗ до низькодиференційованих форм (із СГ8 і СГ 9-10) – виявляється зворотна залежність – чим більша СГ, тим менше виражений реактивний фіброз. Відсутність десмоплазії характерна для РПЗ із СГ 2-6 (р = 1,4-8) і не характерна для РПЗ із СГ 7 (4 + 3) і 8 (р<0,01 і р<0,05 відповідно). Виражена десмоплазія характерна для РПЗ із СГ 7 (4 + 3) (р<0,001), помірна десмоплазія для РПЗ із СГ 7 (3 + 4) і СГ 7 (4 + 3) (р<0,01 і 0,01 відповідно). 
Під час оцінювання відносного об’єму реактивної строми в перитуморальні зоні виявлено залежність – чим менше диференційована пухлина, тим більший відносний об’єм перитуморальної реактивної строми. Так, при СГ 2-6 перитуморальна зона в переважній кількості випадків (90,2%) була представлена гладком'язовими клітинами без колагенових волокон і ПАФ, інші 9,8% РПЗ того самого диференціювання були зі слабким ступенем десмоплазії. Відповідно РПЗ з СГ 2-6 асоціювалися з відсутністю перитуморальної десмоплазії (χ2 = 59,0, р<0,001) і для них не був характерним слабкий, помірний і виражений її ступінь (χ2 = 10, р<0,003, χ2 = 14, р<0,001 і χ2 = 8,4, р<0,005 відповідно). Серед РПЗ із СГ 7 (3 + 4) відсутність десмоплазії була лише в 30% (6/20), для них було характерною слабка десмоплазія, наявна в 55% (11/20) випадків (χ2 = 9, р<0,01). Для РПЗ із СГ 7 (4 + 3) простежувалася подальша тенденція до зниження відносного числа випадків з відсутністю й слабкою перитуморальною десмоплазією (26,6% і 40,0% відповідно) і збільшення числа випадків з помірним і вираженим її ступенем (20,0% і 13,3% відповідно).

Для РПЗ із СГ 8 відсутність перитуморального реактивного фіброзу була не характерною (χ2 = 13,2, р<0,001), а найбільше число випадків було з помірним і вираженим його ступенем – 36,8% (7/19) (χ2 = 6, р<0,03) і 26,3% (5/19) (χ2 = 4,8, р<0,05). Найбільший перитуморальний реактивний фіброз відзначався при РПЗ із СГ 9-10, для яких був характерним помірний і виражений його ступінь (χ2 = 7,4, р<0,01 і χ2 = 11, р<0,001), що спостерігався в 41,1% (7/17) і 36,2% (6/17) випадків відповідно.

Таблиця 3.8
Залежність між СГ і вираженістю інтратуморальної десмоплазії

	Ознака
	Усього
	Ступінь десмоплазії

	
	
	0-5
n (%)
	6-15
n (%)
	16-30
n (%)
	≥50
n (%)

	Усього
	112
	43
	33
	29
	7

	СГ
	≤6
	41
	29 (67,3%)
	10 (30,3%)
	2 (6,9%)
	0

	
	7 (3+4)
	20
	4 (9,3%)
	3 (9,1%)
	11 (37,9%)
	2 (28,6%)

	
	7 (4+3)
	15
	0
	2 (6,0%)
	8 (27,5%)
	5 (71,4%)

	
	8
	19
	3 (6,9%)
	10 (30,3%)
	6 (20,6%)
	0

	
	9-10
	17
	7 (16,2%)
	8 (24,2%)
	2 (6,9%)
	0


Таблиця 3.9
Кількість РПЗ із СГ ≤6, 7(3 + 4), 7 (4 + 3), 8, 9-10 залежно від вираженості перитуморальної десмоплазії

	Ознака
	Усього
	Ступінь десмоплазії перитуморальної зони

	
	
	0
n (%)
	1
n (%)
	2
n (%)
	3
n (%)

	Усього
	112
	48
	31
	20
	13

	СГ
	≤6
	41
	37 (77,1%)
	4 (12,9%)
	0
	0

	
	7 (3 + 4)
	20
	6 (12,5%)
	11 (35,5%)
	3 (15,0%)
	0

	
	7 (4 + 3)
	15
	4 (8,3%)
	6 (19,3%)
	3 (15,0%)
	2 (15,4%)

	
	8
	19
	1 (2,1%)
	6 (19,3%)
	7 (35,5%)
	5 (38,5%)

	
	9-10
	17
	0
	4 (12,9%)
	7 (35,5%)
	6 (46,1%)


Для визначення прогностичного значення ступеня десмоплазії проведено порівняльний аналіз цих показників з групами ризику. Виявлено, що РПЗ низького рівня ризику асоціювалися з відсутністю десмоплазії (χ2 = 6, р<0,05) і для них  не характерна виражена десмоплазія (χ2 = 5,1, р<0,03). Так, РПЗ слабкого ризику були в 61,9% (13/21) випадків без десмоплазії  і серед них не було жодного випадку з вираженою десмоплазією. РПЗ групи проміжного ризику асоціювалися з помірною і вираженою десмоплазією (χ2 = 28, р<0,001 і χ2 = 14, р<0,001 відповідно), для них характерна наявність десмоплазії (χ2 = 19, р<0,001). Переважна кількість випадків (64,3% (18/28) РПЗ проміжного ризику були з помірним ступенем десмоплазії, 17,8% (5/28) – з вираженим її ступенем і лише 3,5% (1/28) і 14,2 % (4/28) були без десмоплазії і зі слабким її ступенем відповідно. Простежувалася тенденція до зниження десмоплазії в групі РПЗ високого ризику, для якої був не характерним високий її ступінь (χ2 = 5, р<0,03), що зустрічався  лише в 3,1% (2/63). При зіставленні РПЗ високого та проміжного ризику простежувалося достовірно значуще зниження ступеня десмоплазії в РПЗ високого ризику, яке асоціювалося з відсутністю десмоплазії (χ2 = 42, р<0,001), а РПЗ проміжного ризику – з помірною і вираженою десмоплазією (χ2 = 23, р<0.001 та χ2 = 10 р<0,01 відповідно) (рис. 3.21).
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Рис. 3.21. Відносна кількість низького, проміжного й високого ризику в РПЗ з різним ступенем десмоплазії
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Рис. 3.22. Волокниста сполучна тканина навколо залоз при ПІН. (зб. ×100.  Г+Е)
Резюме
Структура хірургічної патології ПЗ у Харківському регіоні за 2011–2015 рр. була представлена НГПЗ – 76,0% (3432/4514), атиповою гіперплазію ПЗ – 1,6% (72/4514), РПЗ – 19,6% (886/4514), іншими патологічними процесами – склеротичними, запальними змінами – 1, 95% (88/4514).

Середній вік пацієнтів при НГПЗ 67,7±9,1 року, дещо більший за ПІН – 69,0±6,9 і РПЗ – 69,5±7,9. Пік захворюваності на РПЗ припав на 60-79 років з майже однаковою відносною кількістю пацієнтів віком 60-69 і 70-79 (48,2% і 41,0% відповідно). Рівень ПСА сироватки крові пацієнтів при НГПЗ становив 5,6±3,9 нг/мл і коливався від 0 до 15. У пацієнтів з ПІН цей показник дорівнював 7,4±5,4 і коливався від 1,0 до 22 нг/мл, що значно більше порівняно з НГПЗ (χ2 = 1,7, р = 0,6). При РПЗ середній рівень ПСА був 19,1±28,2 і коливався від 0 до 210 нг/мл, що перевищує показник при НГПЗ (χ2 = 15,7, р<0,03) і ПІН (χ2 = 9,7, р<0,05).

Рівень ПСА крові не може вважатися надійним диференційно-діагностичним критерієм РПЗ, оскільки низький його показник 0-4 нг/мл був у 13,4% випадків РПЗ, високий рівень ПСА 20-40 нг/мл спостерігався в 4% випадків із ПІН, а ступінь зв'язку між рівнем ПСА більше 40 нг/мл і РПЗ є слабким (р<0,03). Імуногістохімічне дослідження на маркери базальних клітин (р63 і високомолекулярний цитокератин HMW) дозволяє провести диференціальну діагностику між доброякісною патологією ПЗ і РПЗ. Маркер проліферативної активності Ki-67 не є диференційно-діагностичним критерієм через відсутність і слабку його експресію в РПЗ із СГ ≤6.
При зіставленні віку пацієнтів, рівня ПСА, стадії пухлинного процесу Т, експресії Ki-67 з СГ виявлено пряму залежність зростання рівня ПСА, стадії Т і рівня експресії Ki-67 в міру збільшення СГ (р<0,0001, р<0,0001 і р<0,01 відповідно). Простежено тенденцію до більш високої СГ у пацієнтів старшого віку. РПЗ з СГ ≤6 асоціювалися з локалізацією пухлинного процесу в межах однієї частки (зі стадіями T1-2а і T2b) (р<0,0001), для них не характерні рівень ПСА більше 20 (р<0,03), проростання капсули ПЗ (стадія Т3а) (р<0,0003) і експресія Ki-67 (р<0,05). РПЗ із СГ 8 асоціювалися з рівнем ПСА> 40 (р<0,03), проростанням капсули органа (стадія Т3а) (р<0,0001) і підвищенням експресії Ki-67 до 5% клітин (р<0,04). РПЗ СГ 9-10 асоціювалися з рівнем ПСА 20-40 (р<0,003), інвазією сім’яних пухирців (стадія Т3b) (р<0,0001) і суміжних органів (стадія Т4) (р<0,03), високою експресією Ki -67 (>10% клітин) (р<0,001).
Розподіл РПЗ на три групи низького, проміжного і високого ризику з урахуванням рівня ПСА, СГ та ступеня інвазії показав співвідношення 18,7%, 25,0% і 56,3% відповідно. Групи ризику формувалися переважно за рахунок поширеності пухлинного процесу (стадії Т) і меншою мірою за рахунок рівня ПСА. Серед РПЗ слабкогоі помірного ризику рівень експресії Ki-67 не перевищував 1% пухлинних клітин, а всі випадки з експресією маркера >1% були в групі високого ризику (χ2 = 15,9, р<0,0001), що визначає цей маркер як прогностичний критерій захворювання.

У міру зниження диференціювання РПЗ від СГ (≤6) до СГ 7 (4 + 3) зростав ступінь десмоплазії: її відсутність асоціювалася з РПЗ із СГ 2-6 (р<0,001), виражена десмоплазія характерна для РПЗіз сумою за Глісоном 7 (4 + 3) (р<0,001). Простежено тенденцію до зменшення рівня десмоплазії в міру зниження диференціювання до РПЗ із СГ 9-10. Відсутність десмоплазії асоціювалося з РПЗ групи низького ризику (р<0,001). Помірна й виражена десмоплазія асоціювалися з РПЗ групи проміжного ризику (p<0,0001 і p<0,001 відповідно).
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РОЗДІЛ 4
МОЛЕКУЛЯРНО-БІОЛОГІЧНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ РПЗ

4.1. Епітеліально-мезенхімальна трансформація РПЗ з урахуванням експресії маркерів адгезії Е-кадгерину, межинних філаментів цитокератину 8/18 і віментину, чинника росту TGF-β
4.1.1. Експресія цитокератину 8/18
Наявність і особливість експресії маркерів ЕМТ визначалася в групі НГПЗ (8 випадків), ПІН (8 випадків) і РПЗ (40 випадків). Приділялася увага наявності забарвлення пухлини, ступеню забарвлення за показником індексу мітки маркера (відносне число експресуючих маркер клітин у пухлині), зміни локалізації забарвлення маркера.Цитокератин 8/18 є маркером, який використовується для диференціальної діагностики злоякісних пухлин епітеліального походження. Саме епітелій у 100% випадків НГПЗ, ПІН та РПЗ експресував цитокератин 8/18. Відзначалася стійка виражена експресія люмінальних і базальних клітин при НГПЗ і ПІН. У деяких РПЗ експресія пухлинних клітин могла бути непостійною. Так, у 4 з 8 випадків РПЗ із СГ 8 індекс мітки ЦК 8/18 становив 30–60%, в інших 4 випадках – 100%, експресія маркера в РПЗ із СГ 9–10 була більш гетерогенною, індекс мітки у 5 з 8 випадків коливався від 10 до 80%, в інших 3 випадках – 100%.

З таблиці 4.1 видно, що є слабка тенденція до зниження експресії цитокератину 8/18 зі зростанням СГ у РПЗ. Однак у таблиці не відображено слабкого зниження ІМ на 20%, відзначеного в 3 випадках, і на 25% – в одному випадку. При врахуванні ІМ кожного випадку виявлено різницю в експресії цитокератину 8/18 між РПЗ із СГ 8 і 2–6 (р<0,05), із СГ 8 і 7 (3 + 4) (р<0,05), була відсутня відмінність між СГ 7 (4 + 3) і СГ8, СГ 7 (4 + 3) і СГ 9–10, СГ8 і 9–10. Усі клітини ацинарних структур РПЗ демонстрували виражене забарвлення цитоплазми. Ацинарні структури становили раки із СГ 2–6, 7 (3 + 4), 7 (4 + 3). У РПЗ із СГ 8 і 9–10 збережені залози і дрібноацинарні ділянки будови також демонстрували цитоплазматичне забарвлення клітин. Утрата забарвлення на цитокератин 8/18 і слабка ледь помітна експресія спостерігалася в клітинах, розміщених у ділянках солідної, гломерулярної, острівцевої будови, у тяжах зон інвазії, а також рідше в деяких криброзних гістоструктурах, позбавлених залози будови.
Таблиця 4.1

Взаємозв'язок рівня експресії цитокератину 8/18 із СГ

	Експресія
цитокератину 8/18
	Сума за Глісоном
	Достовірність, критерій χ2

	
	≤6
n=8
	7 (3+4)
n=8
	7 (4+3)
n=8
	8

n=8
	9-10

n=8
	

	відсутність (0)
Слабка (1-33%)
Помірна (34-66%)

Виражена (67-100%)
	0

0

0

8
	0

0

0

8
	0

0

0

8
	0

2

1

5
	0

1

0

7
	χ2=5,5, 

р=0,69



Під час аналізу особливості експресії маркера в пухлині простежено, що клітини, які не експресують маркер, локалізувалися переважно на периферії пухлини в зонах інфільтрації тканин, у безпосередній близькості зі стромою. Слід зазначити також, що клітинні елементи, які не експресують маркер, втрачали типову будову секреторних клітин, мали високе ядерно-цитоплазматичне співвідношення, неправильну форму й могли нагадувати клітини мезенхіми (макрофаги, фібробласти та ін.).

З метою визначення прогностичного значення експресії цитокератину 8/18 розглянуто особливість забарвлення маркера в групах ризику. РПЗ групи низького ризику демонстрували виражене забарвлення всіх ракових клітин; у групі проміжного ризику був лише один випадок з ІМ цитокератину 8/18 певною мірою меншим 100%, тобто всі 10 випадків РПЗ проміжного ризику характеризувалися ІМ цитокератину 8/18 67–100%; у групі високого ризику середній ІМ цитокератину 8/18 становив 82,8%±5,1. Різниця між групами ризику не достовірна (χ2 = 0,9, р = 0,91) (рис. 4.1). Відсутність статистичної залежності визначалася також протягом використання методу рангової статистики (Манна-Уїтні), при якому однаковий ранг (23,5) присвоювався всім випадкам раку груп зі слабким ризиком, 90% –з проміжним і 61,5% – високим. Під час застосування методу Стьюдента-Фішера, коли враховується середнє значення і стандартне відхилення, відмінності між групами високого й слабкого-проміжного ризику визначалися як статистично значущі (р<0,01 і р<0,05), що дає підстави вважати зниження ІМ цитокератину 8/18 характерним для РПЗ високого ризику. На рис. 4.2 та 4.3 демонструється експресія цитокератину 8/18 у групах слабкого, проміжного й високого ризику з урахуванням поділу рівня забарвлення пухлин на 0, 1–33%, 34–66%, 67–100%, різниця не достовірна.
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Рис. 4.1. Відносне число РПЗ груп ризику залежно від індексу мітки цитокератину 8/18 (χ2 = 0,9, р = 0,91)
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Рис. 4.2. Виражена експресія цитокератину 8/18 у клітинах РПЗ ацинарної будови, СГ 6. (зб.×400)
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Рис.4.3. Ділянка РПЗ зі слабкою експресією цитокератину 8/18 у клітинах РПЗ солідної будови, СГ 10. (зб. ×400)
4.1.2. Експресія віментину в ракових клітинах
У дослідженні експресія віментину в епітелії при доброякісній патології та РПЗ переважно була відсутньою, лише в деяких випадках спостерігалося часткове буре забарвлення цитоплазми слабкої та помірної інтенсивності. При НГПЗ і ПІН експресія віментину епітелієм відсутня або була слабкою за інтенсивністю і ледь помітною в поодиноких (до 1%) клітинах. Для РПЗ порівняно з НГПЗ і ПІН характерна поява в епітелії реакціїї маркера, різниця достовірна (χ2 = 4,8, р<0,03 і χ2 = 4,8, р<0,03 відповідно).

Простежено зміну рівня експресії віментину епітелієм залежно від диференціювання РПЗ (χ2 = 21,5, р <0,05) і приналежності до груп ризику (U = 24, р<0,05). Як видно з табл. 4.2, найбільша експресія віментину відзначена при РПЗ із СГ ≤6, РПЗ із СГ 8, яка була вищою, ніж при РПЗ із СГ 7 (4 + 3) (U = 13, р<0,05) і дещо більшою, ніж при РПЗ із СГ 9–10.

Таблиця 4.2

Взаємозв'язок рівня експресії віментинуіз СГ

	Експресія

віментину
	Сума за Глісоном
	Достовірність, критерій χ2
	

	
	≤6

n=8
	7 (3+4)

n=8
	7 (4+3)

n=8
	8

n=8
	9–10

n=8
	

	Відсутність (0)

Слабка (1–33%)

Помірна (34–66%)

Виражена (67–100%)
	8

0

0

0
	7

1

0

0
	5

3

0

0
	1

3

2

2
	3

3

1

1
	χ2=21,5, 

р=0,05




Підвищення експресії віментину відзначено найбільшою мірою в структурах, які визначаються згідно з градацією за системою Глісона як нечіткі залози з погано сформованим просвітом, що належать до 4 градації та часто зустрічаються в РПЗ із СГ 7 (4 + 3), 8 і 9 (рис. 4.6). Експресія віментину відсутня або була ледь помітною у велико- й дрібноацинарних структурах, як правило, відсутня або була слабкою у зливних залозах, криброзних структурах і в солідних ділянках. Ракові клітини, які експресують віментин, не набували витягнутої форми і не були схожими на клітини мезенхіми, як це відбувається під час ЕМТ у раках деяких локалізацій (товста кишка, молочна залоза, щитоподібна залоза). Однак у РПЗ ЕМТ супроводжувалася поліморфізмом ракових клітин, порушенням будови ацинусів, більш вираженими інвазивними властивостями, частковою втратою міжклітинних зв'язків.

Оцінюючи залежність експресії віментину з приналежністю РПЗ до груп ризику, простежили статистично значущу різницю між групою слабкого й високого ризику (U = 13, р<0,05), що визначає віментин як можливий прогностичний маркер перебігу захворювання. Однак на рис. 4.4 продемонстровано приналежність РПЗ до груп ризику залежно від індексу мітки віментину 0, 1–33%, 34–66%, 67–100%, різниця не достовірна (χ2 = 2,9, р = 0,8). Усі РПЗ із ІМ 34–100% належать до групи високого ризику; у РПЗ із ІМ 34–66% – 80% (8/10) випадків належать до групи високого ризику, 20% (2/10) – проміжного ризику;у РПЗ із ІМ 0% – 50% (12/24) випадків належать до групи високого ризику, 33,3% (8/24) –проміжного ризику, 16,7% (4/24) – до групи слабкого ризику (рис. 4.4). 
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Рис. 4.4. Відносне число РПЗ груп ризику залежно від індексу мітки віментину (χ2=2,9, р=0,8)

Не виявлено також статистично значущої різниці між групами проміжного й слабкого ризику (U = 16, p>0,05) та між групами проміжного й високого ризику (U = 89, p>0,05).

Зв'язок між варіантами експресії цитокератину 8/18 і віментину статистично достовірно не підтвердився: r=-0,19, p>0,05 (рис. 4.5). Однак відзначається слабка негативна тенденція: РПЗ з експресією в 100% клітин цитокератину 8/18 часто демонстрували повну відсутність експресії віментину, у всіх 3 випадках РПЗ, у яких ІМ віментину був найбільшим – 75–80%, експресія цитокератину була низькою– 30–50%. 
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Рис. 4.5. Графіки лінії регресії демонструють кореляцію між експресією віментину та цитокератину.
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Рис.4.6. Слабка експресія віментину в ракових клітинах ділянки солідного гістотипу і відсутність експресії в раковому епітелії мікроацинарної будови. (зб. ×400)
4.1.3. Експресія Е-кадгерину
Зі зниженням експресії Е-кадгерину пов'язують втрату міжклітинних контактів, здатність до клітинного відокремлення й метастазування.

Експресія Е-кадгерину в епітелії НГПЗ, ПІН та РПЗ була переважно вираженою, інтенсивною. Усі випадки доброякісної патології ПЗ демонстрували реакцію в 100% клітин. У РПЗ експресія була менш вираженою, дорівнюючи в середньому 67,0%±31,6 (U = 52, р<0,01), залежала від диференціювання пухлини. Був лише один випадок РПЗ зі слабкою реакцією Е-кадгерину в поодиноких клітинах, інші РПЗ демонстрували різну вираженість цитоплазматичної експресії маркера (рис. 4.7, 4.8).
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Рис.4.7. Експресія Е-кадгерину в окремих збережених псевдозалозових структурах – помірна, у ділянках солідної будови – слабка або відсутня. (зб. ×400)
[image: image32.jpg]



Рис. 4.8. РПЗ із СГ 10. Експресія Е-кадгерину спостерігається в раковій залозі й одиничних ракових клітинах, в інших ділянках – раковий епітелій демонструє порожнисту втрату експресії маркера й набуття веретеноподібної форми (зб. ×200)
У РПЗ із СГ≤6 і 7 (3 + 4) експресія була інтенсивною, вираженою в 75–100% пухлинних клітин. У РПЗ із СГ 7 (4 + 3) ІМ Е-кадгеринубув дещо нижчим і становив у середньому 75%±26, проте значне зниження рівня експресії Е-кадгерину спостерігалося в РПЗ із СГ8 (U = 10, р<0,05), дорівнюючи в середньому 43,0±26%. Спостерігалася тенденція до подальшого зниження експресії Е-кадгерину в результаті зниження диференціювання пухлини, при РПЗ із СГ 9–10 ІМ Е-кадгерину становив 34%±24%.

Високий рівень експресії Е-кадгеринубув у РПЗ слабкого й проміжного ризику, становлячи в середньому 95%±10 і 91%±11,7. Значне зниження ІМ спостерігалося в групі високого ризику (середнє значення 53,4%±30) порівняно як з групою слабкого ризику (U = 11,5, р<0,01), так і з групою проміжного ризику (U = 38, р<0,01), що може визначити Е-кадгерин як додатковий прогностичний критерій перебігу захворювання (рис. 4.9.).
Таблиця 4.3

Взаємозв'язок рівня експресії Е-кадгерину із СГ

	Експресія

Е-кадгерину
	Сума за Глісоном
	Достовірність, критерій, χ2
	

	
	≤6

n=8
	7 (3+4)

n=8
	7 (4+3)

n=8
	8

n=8
	9–10

n=8
	

	Відсутність (0)
Слабка (1–33%)
Помірна (34–66%)
Виражена (67–100%)
	0

0

0

8
	0

0

0

8
	0

1

2

4
	0

4

2

2
	1

4

2

1
	χ2=26,1, 

р=0,03
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Рис. 4.9. Відносне число РПЗ груп ризику залежно від індексу мітки Е-кадгерину (χ2 = 14,3, р<0,05)

Під час оцінки зв'язку між варіантами експресії Е-кадгеринуі іншими досліджуваними маркерами виявлено кореляцію експресії Е-кадгерину й цитокератину 8/18 (r=0,43, р<0,01) (рис. 4.8) і зворотну кореляційну залежність між Е-кадгерином і віментином (r=0,3, p<0,05) (рис. 4.9). Так, простежувався зв'язок між ЦК 8/18 і Е-кадгерином: РПЗ із СГ 2–6 і 7 (3 + 4) демонстрували виражену експресію маркерів, у випадках з вогнищевим зменшенням забарвлення ЦК 8/18 до 81,8% (9/11) спостерігалося також і осередкове зниження забарвлення Е-кадгерину, єдиний випадок РПЗ із повною втратою забарвлення клітинами Е-кадгерину демонстрував також найбільш слабку експресію ЦК 8/18 (рис. 4.10).
Також простежується зворотна кореляційна залежність між Е-кадгерином і віментином за рахунок високо- і помірнодиференційованих форм (з СГ 2-6 і 7 (3 + 4)), у яких було відсутнє забарвлення на віментин і була виражена експресія Е-кадгерину; у РПЗ із СГ 8 і 9–10 забарвлення віментином цитоплазми ракових клітин зростало, становило в середньому 27,3%±29, а Е-кадгерину значно знижувалося, становило в середньому 36,6%±24 (рис. 4.11).
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Рис. 4.10. Графіки лінії регресії демонструють кореляцію експресії Е-кадгерину й цитокератину 8/18 в РПЗ (г=0,43, р<0,01)
[image: image35.png]E-vaarepnt
Y
100
%
80
70
80

50

40

30

20 i

0 10 20 30 40 50 E0 70 80 x,
BIMEHTUH




Рис. 4.11. Графіки лінії регресії демонструють зворотну кореляційну залежність експресії Е-кадгерину і віментину в РПЗ (r=0,3, p<0,05)
Таким чином, виявлені пряма залежність експресії ЦК 8/18 й Е-кадгерину та зворотня залежність експресії віментину й Е-кадгерину свідчать про спільність експресії маркерів епітелію в ракових клітинах, спільність процесів втрати епітеліального фенотипу й появу мезенхімального фенотипу. Однак все ж у РПЗ із помірною й вираженою експресією віментину, Е-кадгерин не демонстрував значного зниження експресії. До того ж, у ділянках РПЗ, що експресують віментин, реакція Е-кадгерину не зникала. Зниження й зникнення експресії Е-кадгерину клітинами спостерігалося не тільки в залозах з погано сформованими просвітами, тобто в структурах, для яких характерна поява експресії віментину, але й у ділянках солідної будови. Відповідно, не спостерігалося єдності змін експресії Е-кадгерину й віментину згідно з диференціюванням РПЗ, оскільки солідна будова пухлини, розсипне розташування ракових клітин з відокремленням однієї від одної належить до 5-го ступеня за градацією Глісона, а погано сформовані залози – до 4-го ступеня. 

4.1.4. Експресія TGF-β в епітелії РПЗ
Виявлено підвищення концентрації TGF-β в епітелії РПЗ порівняно з доброякісною патологією ПЗ, що доводить роль цього чинника росту в канцерогенезі РПЗ (рис. 4.12). Так, середнє значення індексу мітки (ІМ) TGF-β епітелію НГПЗ становило 5,6%±10 і коливалося від 0 до 30%, при цьому відсутність експресії спостерігалося в 62,1% (5/8). При ПІН експресія TGF-β залишалася на тому ж рівні, дорівнюючи 6,8%±10. У РПЗ реакція TGF-β епітелію була вищою та становила 32,3%±31, що переважає відповідний показник при НГПЗ (U = 64, p<0,01) і ПІН (U = 70, p<0,05).

Під час вивчення експресії TGF-β у РПЗ не з’ясовано його роль у прогнозуванні перебігу захворювання, однак простежується тенденція до зростання ІМ TGF-β зі збільшенням СГ від значення ≤6 до 7 (4 + 3) і до подальшого зниження експресії зізниженням диференціювання раку (табл. 4.4). Так,у РПЗ при СГ ≤6 ІМ TGF-β у паренхіматозному компоненті становив 34,3%±37, при СГ 7 (3 + 4) – 36,2%±32, при СГ 7 (4 + 3) – 46,2%±34, при СГ 8 – 26,2%±25, при СГ 9–10 – 18,7%±21 (табл. 4.12).
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Рис. 4.12. МКАТ до TGF-β. Наявність експресії TGF-β у ракових клітинах та її відсутність у нормальному епітелії. РПЗ із СГ 9. (зб. ×400)
Таблиця 4.4

Взаємозв'язок рівня експресії TGF-β із СГ

	Експресія

TGF-β
	Сума за Глісоном
	Достовірність, критерій χ2
	

	
	≤6

n=8
	7 (3+4)

n=8
	7 (4+3)

n=8
	8

n=8
	9–10

n=8
	

	Відсутність (0)
Слабка (1–33%)
Помірна (34–66%)
Виражена (67–100%)
	3

2

2

1
	2

3

2

1
	1

3

2

2
	3

3

2

0
	3

3

1

1
	χ2=4,1, 

р=0,98




Не виявлено залежності також у результаті порівняння рівня експресії TGF-β з приналежністю РПЗ до груп ризику, що підтвердилося під час розподілу РПЗ на групи за рівнем експресії маркера (χ2 = 6,2, р = 0,39) і під час урахування кожного випадку під час порівняння групи слабкого й проміжного ризику (U = 15, р>0,05), слабкого й високого ризику (U = 33, р>0,05), проміжного й високого ризику (U = 123, р>0,05) (рис. 4.13). Середній рівень експресії TGF-β у РПЗ низького ризику становив 43,7%±22 і був дещо вищим, ніж у групах проміжного ризику (28,8%±42,2) і високого ризику (31,8±27). Таким чином, експресія TGF-β у РПЗ була гетерогенною, не залежала від гістоструктури й біологічної поведінки раку, була переважно осередковою, у30% раків повністю відсутня.

Простежено залежність між експресією раковим епітелієм TGF-β і віментину (r=0,32, p<0,05) та між експресією TGF-β і Е-кадгерином (r=0,31, p<0,05) (рис. 4.15), що свідчить про роль TGF-β у процесах ЕМТ через регуляцію маркерів епітеліального й мезенхімального фенотипу. Слід, однак, звернути увагу на слабкий взаємозв'язок між зазначеними маркерами. При порівнянні експресії TGF-β і ЦК 8/18 (рис. 4.14) графік лініїної регресії демонструє схожу картину, але відсутня статистична значущість (r=0,14, p>0,05).
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Рис. 4.13. Відносне число РПЗ груп ризику залежно від індексу мітки TGF-β (χ2 = 6,2, р = 0,39)
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Рис. 4.14. Графік лінії регресії демонструє відсутність кореляційної залежності експресії TGF-β і цитокератину 8/18 (r=0,14, p>0,05)
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Рис. 4.15. Графіки лінії регресії демонструють кореляцію між експресією TGF-β та Е-кадгерину (r=0,31, p<0,05) (зліва) та експресією TGF-β і віментину(г=0,35, р<0,05) (справа).
4.2. Експресія РА РПЗ, її прогностичне значення
4.2.1. Експресія РА епітелієм
Інтерес дослідження прогностичного значення експресії РА обумовлений літературними даними про регуляторний вплив андрогенної стимуляції на проліферативну активність епітелію ПЗ як нормального, так і ракового, яка реалізується через РА епітелію та строми. Є також роботи, що демонструють роль андрогенної стимуляції в розвитку ЕМТ на клітинних моделях РПЗ.

У нашому матеріалі експресія РА епітелієм НГПЗ була виражена на 87,5% (7/8) і лише в одному випадку була осередковою – до 60% пухлинних клітин. У середньому ІМ РА у випадку НГПЗ становив 85,7%±11,3. При ПІН експресія РА була гетерогенною, ІМ становив 25% – 100%, у середньому – 77,1±16, що незначною мірою нижче, ніж при НГПЗ. Більш виражена гетерогенність експресії маркера спостерігалася в РПЗ: ІМ дорівнював 56,7±30, що менше, ніж при НГПЗ (U = 72, p<0,01). Експресія РА в РПЗ була нижчою, ніж при ПІН, але різниця не достовірна (U = 117, р>0,05). У РПЗ 10% (4/40) випадків фенотип пухлини відповідав повній відсутності РА – це були випадки РПЗ із СГ 7 (4 + 3), 8 і 9–10. Експресія в 100% пухлинних клітин також спостерігалася в 10% випадків і це був рак із СГ 6, 7 (3 + 4) і 9 (рис. 4.16).
Як видно з таблиці 4.5, розподіляючи рівень експресії РА в РПЗ на слабкий, помірний і виражений, відмінностей залежновід СГ ми не виявили (р = 0,9). Також не помітили статистично значущої різниці під час урахування більш точного ІМ у кожної пухлини: середній рівень експресії РА в РПЗ із СГ 2–6 дорівнював 68,2%±28, із СГ 7 (3 + 4) – 68,7%±21, із СГ 7 (4 + 3) – 52,2%±31, із СГ 8 – 51,2%±30, із СГ 9–10 – 42,5%±35. Як бачимо, можна простежити тенденцію до зниження експресії РА зі зростанням СГ.

Оцінюючи особливості експресії РА в групах ризику, також не виявили статистично значущої різниці, як це видно з рис. 4.17. Однак відзначили тенденцію до нижчого рівня експресії маркера серед РПЗ високого ризику (50,1±30) і приблизно однаковий рівень експресії РА серед РПЗ слабкого й проміжного ризику (70,2±31 і 68,5±25 відповідно).
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Рис. 4.16. Слабка експресія РА в РПЗ із СГ 9. Відсутність експресії в клітинах строми (зб. ×400)
Таблиця 4.5

Взаємозв'язок рівня експресії РА із СГ

	Експресія

РА
	Сума за Глісоном
	Достовірність, критерій χ2
	

	
	≤6

n=8
	7 (3+4)

n=8
	7 (4+3)

n=8
	8

n=8
	9–10

n=8
	

	Відсутність (0)
Слабка (1–33%)
Помірна (34–66%)
Виражена (67–100%)
	0

2

1

5
	0

1

2

5
	1

2

1

4
	1

2

1

4
	2

2

2

2
	χ2=6,3, 

р=0,9
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Рис. 4.17. Відносне число РПЗ груп ризику залежно від індексу мітки РА (χ2 = 3,6, р=0,7)
У результаті зіставлення експресії РА і цитокератину, РА і віментину, РА і Е-кадгерину, РА і TGF-β залежності не виявлено за жодним з маркерів (r=-0,3, р>0,05, r=-0,3, р>0,05, r=-0,3, р>0,05, r=-0,3, р>0,05 відповідно).

4.2.2. Експресія РА стромою
Стромальна експресія РА дещо слабша за епітеліальну й спостерігалася у всіх випадках НГПЗ, ПІН та РПЗ. Стромальними клітинами, що демонстрували забарвлення, були, крім первинних і пухлиноактивованих міофібробластів, макрофаги РПЗ.

Була відсутня статистично значуща залежність між рівнем експресії стромального РА НГПЗ, ПІН та РПЗ, а також залежно від СГ і приналежності РПЗ до груп ризику (табл. 4.6). Простежувалася слабка тенденція до підвищення експресії в ПІН порівняно з НГПЗ, проте значне зниження в РПЗ порівняно з ПІН, що спостерігалося переважно за рахунок РПЗ із СГ 8 і 9–10. 
Тенденція в зниженні експресії РА стромою в низькодиференційованих формах була вираженою. Якщо враховувати ступінь експресії не як слабкий, помірний і виражений, а визначати більш детально ІМ маркера в кожному випадку, то простежується статистично значуща залежність зниження експресії РА в РПЗ із СГ 9–10 порівняноіз СГ 7 (3 + 4) (р<0,05) й із СГ 8–10 порівняно із СГ 2–7 (3 + 4) (р<0,01) (табл. 4.6).

Таблиця 4.6

Взаємозв'язок рівня експресії РА стромою із СГ

	Рецептори
андрогенів
	Сума за Глісоном
	Достовірність, критерій χ2

	
	≤6

n=8
	7(3+4)

n=8
	7(4+3)

n=8
	8

n=8
	9–10

n=8
	

	Відсутність (0)
Слабка (1–33%)
Помірна (34–66%)
Виражена (67–100%)
	0

0

2

6
	0

0

3

5
	0

1

2

5
	0

2

1

5
	0

1

2

4
	χ2=4,7, 

р=0,7




Була відсутня залежність між експресією РПЗ у групах ризику. Слабка експресія відзначена тільки в групі високого ризику – лише в 15,4% (4/26). Помірна експресія спостерігалася в однаковій кількості випадків серед раків слабкого ризику –у 25% (1/3), проміжного –у 30% (3/10), високого – 26,9% (7/26). Виражена експресія була в більшій кількості випадків серед РПЗ слабкого – 75% (3/4) та проміжного ризику – 70% (7/10), ніж високого –57,7% (15/26).

Відзначалася слабка кореляційна залежність між експресією РА епітелієм і стромою (r=0,39, р<0,05), тобто РПЗ демонстрували часто схожий рівень забарвлення в стромі та раковому епітелії. Так, виражений рівень експресії РА в стромі був у 25 випадках (62,5%), у яких також виражена експресія РА була в 17 випадках, що становить 68% (17/25).

У результаті зіставлення експресії стромального РА і цитокератину, РА і віментину, РА і Е-кадгерину, РА і TGF-β залежності не виявлено за жодним з маркерів (r=0,12, р>0,05, r=0,18, р>0,05, r=0,2, р>0,05, r=0,25, р>0,05 відповідно). 

4.3. Молекулярно-біологічні характеристики строми РПЗ

4.3.1. Експресія гладеньком'язового актину клітинами строми НГПЗ, ПІН та РПЗ, його прогностичне значення
ПЗ у випадку доброякісної патології характеризувалася помірним відносним об'ємом стромального компонента і відсутністю реактивного десмопластичного фіброзу. Нормальна строма ПЗ складалася з гладеньком’язових клітин, у її складі низький вміст фібробластів і сполучнотканинних волокон, що було видно при забарвленні Г+Е. Строма РПЗ була первинною, яка складалася з гладких клітин, або представленою реактивним фіброзом (десмоплазією) різного ступеня вираженості. Десмоплазія зустрічалася в 61,6% (69/112) випадків від загального числа РПЗ, у 29,5% (33/112) її ступінь був низьким, у 25,9% (29/112) – помірним, у 6,2% (7/112) – вираженим.

Клітинний склад строми при НГПЗ представлений гладеньком'язовими елементами, що експресують ГМА - α. Фібробласти, які не експресували маркер, і нечисленні сполучнотканинні волокна, могли розташовуватися переважно періацинарно. У РПЗ порівняно з НГПЗ відзначається достовірно значуще зниження рівня експресії ГМА-α (U = 36, р<0,001), що пов'язано зі зниженням об’єму диференційованих гладеньком'язових клітин, десмопластичною реакцією строми, присутністю фібробластів (не експресують ГМА-α) і колагенових волокон, які заміщають гладеньком'язову строму. Наявність забарвлення ГМА-α відзначено також у міофібробластах, що відрізняло їх від фібробластів, а, з огляду на появу цих клітин виключно в раковій стромі, визначено їх як ПАФ. Виявлено також зниження експресії ГМА-α в РПЗ порівняно з ПІН (U=65, р<0,001) і слабку тенденцію до зниження забарвлення в ПІН порівняно з НГПЗ. У ПІН спостерігалася вогнищева втрата експресії ГМА-α, яку пов'язують з початковою десмопластичною реакцією поблизу залоз. При НГПЗ 87,5% (7/8) демонстрували виражену експресію ГМА-α, при ПІН – 75% (6/8), при РПЗ – лише 40% (16/40) (рис. 4.20, 4.21).

Експресія ГМА-α розрізнялася в РПЗ залежно від їх диференціювання. У  РПЗ із СГ 2–6 експресія ГМА-α була найбільшою (виражена експресія була в 62,5%) за рахунок переважання гладеньком'язової первинної строми. Простежувалася тенденція до зниження рівня експресії гладеньком'язового α-актину зі зниженням диференціювання РПЗ, проте достовірно значущої залежності не виявлено (табл. 4.7). До складу строми РПЗ із СГ 7 (3 + 4) і меншою мірою із СГ 7 (4 + 3) входили фібробласти, ПАФ, а первинні гладеньком’язові клітини могли бути присутніми ізольовано лише в деяких випадках. У РПЗ із СГ8–10 і в РПЗ високого ризику гладкі м'язи не зустрічалися, а до складу строми входили фібробласти й міофібробласти.

Порівнюючи експресію ГМА-α з приналежністю пацієнтів до груп ризику, ми простежили тенденцію її зниження в групі високого ризику. Так, виражена експресія ГМА-α відзначалася в 75% (¾) пацієнтів групи слабкого ризику, 50% (5/10) пацієнтів групи проміжного ризику і лише 26,9% (7/26) пацієнтів групи високого ризику. Було 2 випадки РПЗ, що не експресували ГМА-α, обидва з групи високого ризику. Достовірно значущої залежності зниження забарвлення ГМА-α в групі високого ризику не спостерігалося (рис 4.18) під час порівняння як з групою слабкого ризику (U=26, p>0,05), так і з групою проміжного ризику (U=83, p>0,05).

Таблиця 4.7

Взаємозв'язок рівня експресії ГМА-α із СГ

	Експресія
ГМА-α
	Сума за Глісоном
	Достовірність, критерій χ2

	
	≤6

n=8
	7 (3+4)

n=8
	7 (4+3)

n=8
	8

n=8
	9–10

n=8
	

	Відсутність (0)

Слабка (1–33%)

Помірна (34–66%)

Виражена (67–100%)
	0

1

2

5
	0

1

3

4
	1

2

3

2
	0

3

2

3
	0

2

4

2
	χ2=8,6, 

р=0,7
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Рис. 4.18. Відносне число РПЗ груп ризику залежно від індексу мітки ГМА-α (χ2 = 6,2, р=0,4)

З огляду на характеристику десмопластичного фіброзу, що виражається втратою первинної гладком'язової строми та появою ПАФ і фіброзування, викликало інтерес співвідношення ступеня десмоплазії та рівня експресії ГМА-α. Простежено тенденцію зворотної залежності: що більша десмоплазія, то менший рівень експресії ГМА-α, проте була відсутня статистично значуща залежність (r=  -0,14, р>0,05) (рис. 4.19). Така тенденція обумовлена вираженою експресією ГМА-αу високодиференційованихРПЗ з первинною гладком'язовою стромою, у якій десмоплазія переважно була відсутньою, подальшим зниженням забарвлення маркера, пов'язаного з появою десмоплазії та зменшенням відносного обсягу первинної строми в помірно- та низькодиференційованих формах, однак повного зникнення ГМА-α в низькодиференційованих формах зі слабкою десмоплазією не відбувалося через присутність в останніх ПАФ.

[image: image44.png]Aecmonnasia

T

3.2

M

0 0.4 0.8 1.2 1.6 2 2.4 2.8 3.2 x
K mba




Рис. 4.19. Графік лінії регресії демонструє слабку тенденцію зворотнього зв'язку між експресією ГМА-α й десмоплазією
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Рис. 4.20. Строма РПЗ із СГ 2 демонструє переважання гладком’язових волокон, що експресують ГМА-α. (зб. ×100)
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Рис. 4.21. Строма РПЗ із СГ 7 (3 + 4) демонструє часткову втрату експресії ГМА-α (зб. ×100)
4.3.2. Експресія віментину клітинами строми НГПЗ, ПІН та РПЗ, його прогностичне значення
Гладком'язові елементи строми НГПЗ експресували ГМА-α, але не мали реакції забарвлення на віментин, а фібробласти характеризували експресією віментину без експресії ГМА-α. Фібробласти та нечисленні сполучнотканинні волокна, як і нормальна ПЗ, могли розміщуватися переважно періацинарно в безпосередній близькості до деяких залоз. У стромі могли також зустрічатися поліморфноклітинні запальні інфільтрати як прояв хронічного запалення. Експресія віментину відзначалася в клітинах гладких м'язів судин, але була відсутньою в клітинах гладких м'язів строми ПЗ.

У випадку ПІН відзначалася тенденція до більш вираженої експресії віментину. Так, у стромі при НГПЗ експресія віментину в переважній більшості випадків була слабкою як за рахунок малої кількості клітин, що експресували віментин, так і за рахунок слабкої або помірної інтенсивності експресії. При ПІН виявлено тенденцію до збільшення відносного числа випадків з помірною та вираженою експресією віментину за рахунок появи інтенсивної експресії віментину у фібробластах і міофібробластах безпосередньо поблизу хаотично та тісно розташованих ацинусів та поблизу епітелію в стані дисплазії. Відзначалися початкові прояви реактивного десмопластичного фіброзу у вигляді появи колагенових волокон біля ацинусів.

Клітинний склад строми при РПЗ був представлений меншою мірою диференційованими гладком'язовими клітинами, а переважно міофібробластами (рис. 4.22). У РПЗ із десмоплазією міг бути присутній колаген IV типу. У реактивній раковій стромі міофібробласти характеризували підвищенням рівня експресії віментину й зниженням рівня експресії ГМА-α. Наявні в реактивній пухлинній стромі фібробласти різного ступеня зрілості характеризували експресією віментину без ГМА-α. У РПЗ порівняно з НГПЗ і ПІН відзначається достовірно значуще підвищення рівня експресії віментину (U = 30, р<0,05 і U = 25, p<0,05 відповідно).
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Рис. 4.22. МКАТ до віментину. Строма РПЗ із СГ 7 (3 + 4) демонструє слабку експресію віментину за рахунок переважання гладеньком'язових волокон. (зб. ×100)
Простежено залежність рівня експресії стромального віментину та СГ (χ2 = 22, р<0,05). Так, у РПЗ із СГ ≤6 слабка експресія маркера відзначалася в 4 випадках (50%), був 1 випадок без забарвлення строми на віментин, не було жодного випадку з вираженою його експресією. Зі зростанням СГ збільшувалася кількість та інтенсивність експресії маркера. Строма всіх РПЗ із СГ 7–10 давала забарвлення, при СГ 7 (3 + 4) – переважно слабке, при СГ 7 (4 + 3) – однакове число випадків з помірними і вираженим ступенем, при СГ 8 і 9–10 – переважно інтенсивне (по 75% (6/8) РПЗ із СГ 8 і 9–10 демонстрували виражену експресію віментину). Такм чином, для РПЗ із СГ ≤6 і 7 (3 + 4) характерною є слабка експресія віментину стромою (χ2 = 8, р<0,01), для РПЗ із СГ 8 і 9–10 – виражена (χ2 = 13,6, р<0,001) (табл. 4.8).
Таблиця 4.8

Взаємозв'язок рівня експресії ГМА-α із СГ

	Експресія
ГМА-α
	Сума за Глісоном
	Достовірність, критерій χ2

	
	≤6

n=8
	7 (3+4)

n=8
	7 (4+3)

n=8
	8

n=8
	9–10

n=8
	

	Відсутність (0)

Слабка (1–33%)

Помірна (34–66%)

Виражена (67–100%)
	1

4

3

0
	0

5

2

1
	1

2

3

3
	0

1

1

6
	0

0

2

6
	χ2=22, 

р<0,05




Виявлено також залежність між експресією віментину стромою та приналежністю пацієнтів до груп ризику. Виражена експресія віментину була серед пацієнтів групи високого ризику в 57% (15/26) випадків, групи проміжного ризику – лише в 10% (1/10), вона була відсутня в групі слабкого ризику. Відповідно виражена експресія маркера асоціювалася з високим ризиком (р<0,01). Відмінності між високою та проміжною групами ризику достовірно значущі (U = 49,5, p<0,001), Експресія віментину в групі високого ризику також вища, ніж у групі слабкого ризику (U = 24, p<0,05) (рис. 4.23). 
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Рис. 4.23. Відносне число РПЗ груп ризику залежно від індексу мітки віментину стромою (χ2 = 16,5, р<0,05)

Клітини реактивної строми РПЗ характеризувалися ко-експресією ГМА-α і віментину або лише віментину. Якщо в РПЗ із СГ2-6, 7 (3 + 4) і РПЗ низького ризику могли переважати гладкі м'язи первинної строми, які експресують ГМА-α, а не віментин, то в РПЗ із СГ 7 (4 + 3) і в РПЗ проміжного ризику до складу строми входили фібробласти, міофібробласти, які експресують як ГМА-α, так і віментин, а клітини гладких м'язів могли бути наявними ізольовано. У РПЗ із СГ 8 і 9–10 первинна строма повністю відсутня, представлені ПАФ, що експресують ГМА-α і віментин; це пояснює збільшення вираженості експресії віментину в низькодиференційованих формах і слабке зниження ГМА-α навіть у разі зниження ступеня десмоплазії та повної відсутності первинної строми. 

Вищесказане пояснює тенденцію до підвищення рівня експресії віментину зі зниженням експресії ГМА-α (рис. 4.24), але й відсутність достовірно значущого взаємозв'язку між ними (r=-0,06, p>0,05) і пряму сильну залежність між ступенем десмоплазії та рівнем експресії віментину (рис. 4.25) (r=0,49, p<0,001).
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Рис. 4.24, 4.25. Графіки лінії регресії демонструють слабку тенденцію  зворотного зв'язку між експресією ГМА-α та віментину (r=-0,06, p>0,05) – зліва та кореляційну залежність між експресією віментину та десмоплазією (r=0,49, p<0,001 ) – справа
4.3.3. Васкуляризація при НГПЗ, ПІН і РПЗ
Невід'ємною частиною строми є судинний компонент, що забезпечує мікроциркуляцію й трофіку пухлини, відіграючи ключову роль у канцерогенезі та прогресуванні раку. Рівень васкуляризації визначався шляхом підрахунку кількості судин (щільності мікросудин (ЩМС)) у полі зору в результаті збільшення мікроскопа ×200, визначення їх площі й дослідження особливостей експресії VEGF. Для виявлення мікросудин використовувався маркер ендотеліальних клітин – CD 34 (рис. 4.28).

Середня ЩМС при НГПЗ дорівнювала 15,0±11, при ПІН – 27,7±10,3. Таким чином, при ПІН виявлено підвищення показника ЩМС (р<0,05) порівняно з НГПЗ. ЩМС у РПЗ становила 80,1±41 і коливалася в широких межах від 10 до 210. ЩМС у РПЗ була в 5 і 3 рази більшою, ніж у НГПЗ (р<0,001) і ПІН (р<0,001).

Ще одним показником ангіогенезу є розмір кровоносних судин [144]. Середня площа судин уРПЗ становила 493±139 і була значно меншою, ніж при НГПЗ – 1090±532 (р<0,005) та ПІН – 751±169 (р<0,03). Простежено зворотний взаємозв'язок між ЩМС та їх площею (р<0,05) у РПЗ: що більша кількість судин, то менший їх розмір. Таким чином, низький показник площі судин, як і велика їх кількість є критеріями неоангіогенезу (рис. 4.26).

Розглядаючи особливості ангіогенезу в РПЗ залежно від диференціювання та приналежності до груп ризику, ми виявили, що в разі зростання СГ від ≤ 6 до 8 ЩМС збільшувалася. Так, ЩМС при РПЗ із СГ ≤6 дорівнювала 62,3±22, із СГ 7 (3 + 4) – 79,7±20, із СГ 7 (4 + 3) – 97,8±37, із СГ 8 – 104,2±43, із СГ 9–10– 94,8±29,3. ЩМС у РПЗ із СГ 7 (4 + 3), 8 і 9–10 була статистично значущо більшою, ніж при СГ ≤6 (р<0,05) (табл. 4.9).

Площа судин була найбільшою в РПЗ із СГ 6 – 572±114,6, незначною мірою знижувалася при РПЗ із СГ 7 (3 + 4) – 537±123, і СГ 7 (4 + 3) – 505±150. Найменша площа судин була при РПЗ із СГ 8 – 356±109, що статистично значущо менше, ніж при РПЗ із СГ ≤6 (р<0,005), 7 (3 + 4) (р<0,03) і 7 (4 + 3) (р<0,05).
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Рис. 4.26. Графік лінії регресії демонструє кореляційну залежність показника ЩМС та площі судин (r=-0,5, р<0,05)

Ризик біохімічного рецидиву залежав від показника ЩМС і площі судин. Так, найбільшою ЩМС була в РПЗ високого ризику – 99,8±34, різниця між групами слабкого й проміжного ризику достовірна (р<0,01) і (р<0,05) відповідно. Найменша площа судин була в групі високого ризику – 454±131, що достовірно менше порівняно з групою слабкого ризику – 637±50 (р<0,001) (табл. 4.9).

Неоангіогенез уРПЗ залежить від проліферації ендотеліоцитів. ІМ маркера проліферативної активності Ki-67 ендотеліоцитами в РПЗ становив 0,14±0,03. Виявлено тенденцію до збільшення показника ЩМС зі зростанням рівня експресії Ki-67, проте була відсутня статистично значуща залежність між ними (r=0,17,  p>0,05), що підтверджує роль у неоваскуляризації інших процесів, крім проліферації ендотеліальних клітин (рис. 4.27). Не виявлено також статистично значущої різниці між рівнем експресії Ki-67 і СГ та групами ризику РПЗ (табл. 4.9).
[image: image52.png]nmc

220

200

180

160

140

120

100

80

60

40

20

0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16 0.18 0.2 0.22 x.

Ki-67




Рис. 4.27. Графік лінії регресії демонструє кореляцію між показниками ЩМС і експресії Ki-67 (r=0,17, р>0,05)
Таблиця 4.9

Щільність мікросудин РПЗ залежно від СГ
	Показник
	Сума за Глісоном
	

	
	≤6

n=8
	7 (3+4)

n=8
	7 (4+3)

n=8
	8

n=8
	9–10

n=8

	ЩМС
	62,3±223,4,5
	79,7±20
	97,8±371
	104,2±431
	94,8±29,31

	Площа судин, мкм2
	572±1144
	537±1234
	505±1502,4
	356±1091,2,3
	495±42

	Ki-67 ендотелію, %
	0,11±0,01
	0,14±0,02
	0,16±0,03
	0,14±0,03
	0,15±0,02


Примітка: вірогідність різниці (р<0,05) показника між групою РПЗ із відповідною СГ і: 1РПЗ із СГ<6; 2 РПЗ із СГ<7 (3 + 4); 3 РПЗ із СГ (4 + 3); 4 РПЗ із СГ 8; 5 РПЗ із СГ 9–10.
Таблиця 4.10

Залежність показників ангіогенезу від приналежності пацієнтів до груп ризику
	Група ризику
Ознака
	слабкого
	проміжного
	високого

	Щільність мікросудин
	62,2±25
	70,5±22
	99,8±34*

	Площа судин, мкм2
	637±50
	537±141
	454±131*

	Ki-67 ендотелію, %
	0,12±0,02
	0,14±0,03
	0,14±0,04


Примітка: * – наявність статистично значущої різниці між групами ризику за відповідною ознакою (р<0,05).
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Рис. 4.28. Забарвлення ендотелію на маркер CD34 демонструє наявність великої кількості дрібних судин у РПЗ солідної будови. (зб. ×400)
4.3.4. Експресія маркеруVEGF, його прогностичне значення
Неоангіогенез у РПЗ залежить від проліферації ендотеліоцитів, їхньої міграції та ремодулювання капілярів з утворенням судинних просвітів, ці процеси регулюються VEGF [133].

Експресія VEGF спостерігалася в ракових клітинах і пухлинній стромі. В епітелії експресія була гетерогенною, ділянки пухлини з різною інтенсивністю забарвлення чергувалися з ділянками без експресії, позитивна реакція спостерігалася в 73% (29/40) випадків і не залежала від диференціювання раку (χ2 = 4, р = 0,3). У клітинах строми (міофібробластах та ендотеліоцитах) експресія VEGF була менш інтенсивною, ніж в епітелії, спостерігалася в 40% (16/40) випадків (рис. 4.32). У РПЗ порівняно з доброякісною патологією виявлено тенденцію до зростання експресії VEGF як в епітелії (62,5% при НГПЗ і ПІН та 73% при РПЗ), так і в стромі (25% при НГПЗ і ПІН та 40% при РПЗ). Також при ПІН експресія маркера була трохи вищою, ніж при НГПЗ, і нижчою, ніж при РПЗ (р>0,05). Буре забарвлення спостерігалося в базальному шарі ацинусів, міофібробластах та ендотеліоцитах.

Стромальна експресія VEGF у РПЗ підвищувалася зі збільшенням СГ (χ2 = 15, р<0,005) і ризику рецидивування (χ2 = 17, р<0,01). При цьому слід зазначити, що простежувалася лише тенденція до збільшення експресії VEGF епітелієм зі збільшенням СГ і ризику рецидивування. У РПЗ із СГ ≤6 експресія VEGF стромою була негативною та слабкою, підвищувалася зі зростанням СГ, найбільш вираженою була в РПЗ із СГ 8 –помірна й виражена в 75% (6/8) випадків. Негативна експресія спостерігалася лише в групі слабкого ризику, слабка експресія – у 75% (3/4), 90% (9/10) і 42,2% (11/40) груп слабкого, проміжного й високого ризику відповідно. Усі 3 випадки вираженої стромальної експресії VEGF були в РПЗ високого ризику (табл. 4.11, рис. 4.29).

Простежено залежність між ІМ VEGF строми та показниками неоангіогенезу – ЩМС (r=0,9, р<0,001) і площі судин (r=-0,4, р<0,03), тенденцію зростання експресії Ki-67 у міру вираженості експресії VEGF (r=0,14, p>0,05) (рис. 4.30, 4.31). Отримані результати підтверджують ключову роль VEGF у неоангіогенезі.
Таблиця 4.11

Взаємозв'язок рівня експресії VEGF із СГ

	Експресія 

VEGF
	Сума за Глісоном
	Достовірність, критерій  χ2
	

	
	≤6

n=8
	7 (3+4)

n=8
	7 (4+3)

n=8
	8

n=8
	9–10

n=8
	

	Відсутність (0)
Слабка (1–33%)
Помірна (34–66%)
Виражена (67–100%)
	1

7

0

0
	0

7

1

0
	0

4

3

1
	0

2

4

2
	0

3

3

2
	χ2=13, 

р<0,01


Рис. 4.29. Відносне число РПЗ груп ризику залежно від індексу мітки VEGF стромою (χ2=13, р<0,01)
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Рис. 4.29. Відносне число РПЗ груп ризику залежно від індексу мітки VEGF стромою (χ2 = 13, р<0,01)
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Рис. 4.30, 4.31. Графіки лінії регресії демонструють кореляцію між показниками експресії VEGF і Ki-67 (r=0,14, р>0,05) – зліва та VEGF і ЩМС (r=0,8, р<0,001) – справа
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Рис. 4.32. Помірна експресія VEGF у раковому епітелії при слабкій експресії в стромі (зб. ×400)
4.3.5. Характеристика імунних клітинних реакцій при НГПЗ, ПІН та РПЗ
Інфільтрація імунокомпетентними клітинами при НГПЗ, ПІН та РПЗ спостерігалася в 87,5%, 100% і 100% відповідно, її наявність і ступінь вираженості не відрізнялися між групами дослідження, тобто не залежали від СГ і ризику рецидивування (χ2 = 2,6, р>0,05 і χ2 = 0,6, р>0,05). Так, слабка імуноклітинна інфільтрація у вигляді поодиноких імунокомпетентних клітин у пухлинних тканинах була при СГ ≤6 у 62,5% (5/8) випадків. Помірна або виражена інфільтрація у вигляді появи лімфоїдних фолікулів або скупчень імуноклітинних клітин– при СГ ≤6 була в 37,5% (3/8) випадків. Серед РПЗ із СГ 7 і 8 відзначалося трохи більше відносне число випадків з помірним ступенем інфільтрації, проте при РПЗ із СГ 9–10 слабкий її ступінь був у 75% (6/2) випадків (рис. 4.33, 4.34.). У групах слабкого й проміжного ризику 75% (¾) і 60% (6/10) раків демонстрували слабку інфільтрацію пухлини, у групі високого ризику було приблизно однакова відносна кількість випадків зі слабким і помірним ступенем імуноклітинної інфільтрації.

Ступінь вираженості інфільтрації на поверхні РПЗ був дещо більшим, ніж на його периферії, розташовувався біля зон інвазії раку, так само не залежав від СГ і приналежності до груп ризику. Так, щільні вогнищеві скупчення імунокомпетентних клітин і поодинокі лімфоїдні фолікули на межі зони інвазії з непухлинними тканинами спостерігалися в переважній більшості випадків при РПЗ із СГ 7 (4 + 3), 8 і 9–10у 65,2%, 75% і 62, 5% відповідно; при РПЗ із СГ ≤6 і 7 (3 + 4) було однакове число випадків слабкої та помірної інфільтрації.

У складі імуноклітинного інфільтрату як доброякісної, так і злоякісної патології ПЗ переважали Т-лімфоцити, які становили від 53% до 85% від загальної кількості клітин. Більшість лімфоцитів експресували Ki-67, що визначає їхній активний стан й участь у формуванні мікрооточення пухлини. Після підрахунку Т-, В-лімфоцитів і макрофагів у полі зору мікроскопа (×400) у ділянках найбільшої інфільтрації різниці між НГПЗ, ПІН та РПЗ виявлено лише в числі макрофагів, які в середньому дорівнювали 9±1,1, 12,6±1, і 18,6±0,8 відповідно (р<0,05, p<0,001, p<0,001). Зростала також кількість макрофагів у РПЗ зі зростанням СГ: при СГ ≤6 – 13,3±4,4, СГ 7 (4 + 3) – 19,1±2,5 (р<0,05), СГ 8–20, 5±1,8 (різниця достовірна при порівнянні із СГ ≤6 (р<0,05), із СГ 7 (3+4) (р<0,01) і з СГ 7 (4 + 3) (р<0,05), при СГ 9–10 – 24,2±4,8, що перевищувало інфільтрацію макрофагами РПЗ із СГ ≤6 (р<0,001), 7 (3 + 4) (р<0,01) і 7 (4 + 3) (р<0,05). Також збільшуалось число макрофагів у РПЗ зі зростанням ризику рецидивування (табл.  4.12). У групі високого ризику число макрофагів було найбільшим – 21,5±4,7, що перевищувало число макрофагів у групах слабкого й проміжного ризику (р<0,03 і p<0,001 відповідно).

[image: image58.jpg]



Рис. 4.33. МКАТ до CD 3+. Інтраепітеліальна локалізація CD 3+ лімфоцитів у РПЗ із СГ 9 (зб. ×400)
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Рис. 4.34. МКАТ до CD 68+. Інтраепітеліальна локалізація CD 68+ макрофагів у РПЗ із СГ 9 (зб. ×400)
Таблиця 4.12

Взаємозв'язок абсолютного числа макрофагів, Т- і В-лімфоцитів у випадку доброякісної патології та раку ПЗ
	Імунокомпетентні 

клітини 

Патологія ПЗ
	Макрофаги (CD68+)
	Т-лімфоцити (CD3+)
	В-лімфоцити (CD20+)

	НГПЗ
	9±1,1*
	107,8±3,5
	53,1±3,2

	ПІН
	12,6±1,2*
	108±2,6
	49,3±2,7

	РПЗ
	18,6±0,8
	105,8±0,6
	45,5±1,0

	РПЗ слабкого ризику

        проміжного

        високого
	13,2±1,9

14,8±1,3

21,5±1,9*
	111±2,2
109±1,7

103±3,1
	45,5±3,5
46,3±2,1
45,0±2,7


Примітка: * – наявність статистично значущої різниці між групами дослідження за кількістю імунокомпетентних клітин (р<0,05).
При НГПЗ і ПІН макрофаги інфільтрували строму, при ПІН відзначено розташування макрофагів і лімфоцитів біля базальної мембрани в ділянках часткової втрати експресії епітеліальними клітинами ацинусів маркера р63. У РПЗ 85%±3,8 макрофагів локалізувалися в стромі та 15%±5,1 в епітелії. Відзначено виражену асоціацію між кількістю інтраепітеліальних макрофагів та приналежністю раку до групи високого ризику (р<0,0001) і СГ 9–10 (р<0,0001), а під час урахування лише макрофагів строми різниця між їхнім числом і групами ризику й СГ РПЗ відсутня. Також інтраепітеліальна локалізація відзначена CD8+ лімфоцитів.

В-лімфоцити (CD20+) інфільтрували лише строму й були присутні у складі лімфоїдних фолікулів. Виявлено тенденцію до зниження абсолютного й відносного числа CD20+ лімфоцитів у ПІН (48,7±7,4 або 28,6% від числа клітин інфільтрату) порівняно з НГПЗ (53,1±9,1 або 31,2%) і РПЗ (45,5±6,3 або 26,8%), а також у групі високого ризику (45,0±2,6 або 25,4%) порівняно з групами слабкого (45,5±5,5) і проміжного ризику (46,3±1,9).

Т-лімфоцити (CD3+) значно переважали над В-лімфоцитами і в цілому були основними клітинними елементами інфільтрату, ці клітини були відсутні в центрах розмноження лімфоїдних фолікулів. Абсолютне число клітин в інфільтраті (hot spot) становило при НГПЗ 107,8±7,7 (або 63,5% від усіх клітин інфільтрату), при ПІН – 108,6±7,5 (або 63,9%), при РПЗ – 105,9±7 (або 62,3%). Як видно, відсутня будь-яка залежність у збільшенні або зменшенні числа Т-лімфоцитів у групах дослідження. У РПЗ високого ризику відзначалося деяке зниження кількості Т-лімфоцитів порівняно з групами слабкого ризику й проміжного ризику – 105,8±6,9 або 62,2% при РПЗ, 108,0±2,6 або 63,5% при ПІН та 107,3±3,5 або 63,5% при НГПЗ. Відношення Т-лімфоцитів до В-лімфоцитів при НГПЗ становило 2,1±0,5, при ПІН – 2,2±0,47, при РПЗ – 2,3±0,45.

Популяція Т-лімфоцитів представлена CD4+ і CD8+ клітинами. CD4+ клітини (Т-хелпери) локалізувалися виключно в стромі й парафолікулярних зонах. Виявлено тенденцію до зростаннявідношення абсолютного й відносного чисел CD4+ лімфоцитів при ПІН (37,7%±10 від кількості клітин інфільтрату) порівняно з НГПЗ (36,9%±11) і РПЗ (39,3%±11) порівняно з НГПЗ і ПІН, а також у РПЗ високого ризику порівняно з РПЗ слабкого й проміжного ризику. Відповідно відзначено зростання відношення CD4+ до CD3+ лімфоцитів – 0,58±0,1 при НГПЗ і ПІН, 0,63±0,09 при РПЗ, 0,7±0,1 у групі високого ризику.

CD8+ клітини, або Т-кілери, були присутні переважно в стромі й могли спостерігатися інтраепітеліально у вигляді поодиноких клітин, розташованих у ракових комплексах між клітинами або в безпосередній до них близькості. При НГПЗ абсолютне число CD8+ у пухлині (у стромі і епітелії) становило 45,1±11 (або 26% від загального числа клітин інфільтрату), при ПІН – 38,6±44 (або 26,1%), при РПЗ– 39±10 (або 22,9%). Таким чином, CD4+ клітини переважали над CD8+ клітинами, що більшою мірою було в РПЗ. Відношення CD4+ до CD8+ лімфоцитів становило 1,39±0,8 при НГПЗ, 1,48±0,5 при ПІН, 1,82±0,5 при РПЗ і 1,98±0,5 у РПЗ високого ризику, відмінність статистично не достовірна (>0,05).

Таким чином, з усіх досліджених клітин імуноклітинного інфільтрату (CD68+, CD20+, CD3+, CD4+, CD8+) залежність їхньої кількості від диференціювання та ступеня ризику раку, а також від приналежності до злоякісного, доброякісного або гіперпластичного процесів, виявлена тільки серед CD68+ макрофагів, причому переважно інтраепітеліальних. У зв'язку із цим становило інтерес дослідження механізмів залучення CD68+ клітин до канцерогенезу та агресивності раків. Під час порівняння вираженості імуноклітинної інфільтрації з рівнем експресії епітелієм і стромою НГПЗ, ПІН та РПЗ таких досліджуваних маркерів, як РА, р63 , TGF-β, VEGF, Е-кадгерину, віментину, Ki-67, CD34  залежності з приводу кожного з них не виявлено. У РПЗ коефіцієнт кореляції за маркерами VEGF, TGF-β, РА епітелію та строми, Е-кадгерину, віментину, ЩМС дорівнював -0,02, -0,03, 0,01, 0,03, 0,018, -0,18 відповідно (p>0,05) (рис. 4.35). Однак у результаті порівняння ділянок РПЗ із найбільшою імуноклітинною інфільтрацією периферії пухлини (hot spot) з ділянками відсутності або слабкої інфільтрації виявлено зростання рівня експресії CD34 (р<0,01), стромального VEGF (р<0,01), TGF-β (р< 0,05) епітелієм і зниження експресії РА стромою (р<0,01), збереження та тенденцію до зниження експресії РА епітелієм тих самих зон пухлини.

Більш виражена залежність посилення експресій CD34 (р<0,01), VEGF (р<0,01ми), а також асоціація посилення експресії TGF-β (р<0,01) та віментину епітелієм (р<0,01), зниження або втрата експресії Е-кадгерину (p<0,05) і РА стромою (р<0,01), але не епітелієм спостерігалася під час підрахунку абсолютної кількості макрофагів у зонах найбільшої імуноклітинної інфільтрації (рис. 4.36). Під час обліку рівня експресії маркерів у всій пухлині та числа макрофагів у ділянках «hot spot» залежності не спостерігалося.
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Рис. 4.35. Графіки лінійної регресії демонструють кореляцію між показниками числа CD68+ клітин та стромального VEGF (r=0,79, р<0,01) – зліва й числа CD68+ клітин та ЩМС (r=0,8, р<0,01 ) – справа
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Рис. 4.36. Графіки лінійної регресії демонструють кореляцію між показниками числа CD68+ клітин та TGF-β (r=0,6, р<0,01) – зліва і числа CD68+ клітин та Е-кадгерину (r=-0, 3, р<0,01) – справа
Резюме 

Виявлено, що у випадку доброякісної патології ПЗ (НГПЗ і ПІН) епітелій не експресує віментин і характеризується вираженою реакцією на Е-кадгерин, у 100% клітин експресує цитокератин 8/18, що визначає відсутність епітеліально-мезенхімальної трансформації (ЕМТ). Молекулярно-біологічне свідчення ЕМТ у вигляді збільшення рівня експресії віментину, зменшення експресії Е-кадгерину в епітелії раку відбувається за рахунок низькодиференційованих форм –із СГ8–10 (р<0,05 і р<0,03 відповідно). Усі РПЗ демонстрували експресію цитокератину 8/18, однак відзначалася тенденція до вогнищевого зниження забарвлення клітин у РПЗ із СГ 7 (4 + 3), 8 і 9–10, у структурах, які втратили ацинарну будову.

Виявлено зворотну кореляційну залежність між експресією віментину і Е-кадгерину (p<0,05), взаємозв'язок TGF-β з віментином (p<0,05) і Е-кадгерином (p<0,05), що свідчить про спільність молекулярно-біологічних проявів ЕМТ і на залученість в її процес TGF-β.

ЕМТ РПЗ може слугувати критерієм прогнозування захворювання, що підтверджується підвищенням експресії віментину та зниженням експресії Е-кадгерину в раках високого ризику (p<0,05 і p<0,01 відповідно), із СГ 8 у результаті їхнього порівняння з раками із СГ 7 (4 + 3) і нижче (р<0,05 і р<0,05 відповідно).

У РПЗ реактивний десмопластичний фіброз характеризується появою сполучнотканинних волокон, пухлиноасоційованих фібробластів, що експресують віментин, і міофібробластів, які експресують віментин і ГМА-α. Зі зростанням десмоплазії знижувалася відносна кількість гладеньком’язових клітин строми за рахунок фібробластів і міофібробластів.

Зі збільшенням СГ від 2–6 до 7 (4 + 3) зростав ступінь десмоплазії (р<0,05). Простежено тенденцію до зменшення рівня десмоплазії зі збільшенням СГ до 9–10. Відсутність десмоплазії асоціювалася з РПЗ групи низького ризику (р<0,0005), помірна й виражена десмоплазія асоціювалася з РПЗ групи проміжного ризику (p<0,0001 і p<0,001 відповідно).

Строма РПЗ у міру зниження диференціювання і зростання агресивної клінічної поведінки характеризувалася підвищенням експресії віментину за рахунок збільшення кількості пухлиноасоційованих фібробластів та міофібробластів і тенденцією до зниження ГМА-α за рахунок зникнення тучних клітин первинної строми. Експресія віментину зростала зі збільшенням СГ, виражений її ступінь був характерним для РПЗ із СГ 8 і 9–10 (р<0,001) і для групи високого ризику (р<0,001), що визначає значення цього маркера як можливого прогностичного критерію перебігу захворювання.

У процесах туморо- і канцерогенезу бере участь неоваскуляризація, що підтверджується збільшенням щільності мікросудин, зменшенням їхньої площі і підвищенням стромальної експресії VEGF у ПІН порівняно з НГПЗ (р<0,05) і РПЗ порівняно з ПІН (p<0,05), а також залежно від СГ. Показники високого рівня васкуляризації та неоангіогенезу також є прогностичними критеріями РПЗ, які асоціюються із групою високого ризику й низьким рівнем диференціюванням раків.

Виразність імуноклітинної інфільтрації не впливає на туморогенез і не залежить від СГ і приналежності до груп ризику. Виявлено, що з досліджених клітин імуноклітинного інфільтрату (CD68+, CD20+, CD3+, CD4+, CD8+) лише макрофаги залучені до канцерогенезу та формування агресивного фенотипу РПЗ, що здійснюється через процеси неоваскуляризації, ЕМТ та асоціюється з пухлинною прогресією. Абсолютна кількість макрофагів у зонах найбільшої імуноклітинної інфільтрації асоціювалося з РПЗ (p<0,05), СГ 9–10 (p<0,05), групою високого ризику (p<0,05); у ділянках РПЗ поблизу імуноклітинної інфільтрації периферії пухлини кількість CD68+ клітин асоціювалася зі збільшенням ЩМС (p<0,05), експресією VEGF (p<0,05), TGF-β (p<0,05), появою віментину (p<0,05), зниженням Е-кадгерину (p<0,05), збереженням і підвищенням експресії РА (p>0,05) у макрофагах.
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РОЗДІЛ 5

АНАЛІЗ Й ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

За даними офіційної статистики України [1], за 5 років (з 2011 по 2015 рр.) захворюваність на РПЗ у м. Харкові становила 48,1–56,3(%) на 100 тис. населення, що відповідає 2237 уперше виявленим випадкам, з них охоплення спеціалізованим медичним лікуванням становило 69,8 –76,0%, що відповідає 1910 випадкам. Переважна більшість пацієнтів з діагнозом РПЗ отримувала медичну допомогу в ХОКЦУН ім. В.І. Шаповала. У нашому матеріалі була вивчена структура хірургічної патології ПЗ оперованих хворих у ХОКЦУН за вказані 5 років, протягом яких раки становили 886 випадків. З огляду на те, що в Україні 29% хворих на РПЗ отримують радикальне хірургічне видалення пухлини, за період з 2011 р. по 2015 р. кількість оперованих хворих на рак ПЗ в ХОКЦУН навіть трохи перевищує кількість оперованих хворих з уперше виявленим РПЗ Харківського регіону за ті самі роки.

У Харківській області показники захворюваності, смертності та діагностики раку відображають ситуацію в цілому в Україні. У Харківській області показник  зростання захворюваності на РПЗ за 10 років становив від 36,7–37,0 (2003–2004 рр.) до 49,6 (2014 р.) (зростання в середньому на 13,4% за рік). Однак 2015 р. відзначено незначне зниження захворюваності, яке дорівнювало 49,2 на 100 тис. населення серед чоловіків. Смертність хворих від РПЗ у Харківській області становила 13,8 2004 р. і 22,5 2014 р. (зростання в середньому на 16,3% за рік). 2015 р. показник смертності не змінився і 22,6 на 100 тис.населення серед чоловіків. В Україні за 10 років з 2004 р. по 2014 р. рівень захворюваності на РПЗ збільшився на 43,8% з 34,2% 2005 р. до 49,2% 2015 р., становлячи 2015 р. 6898 нових випадків. В Україні відзначається також зростання смертності хворих від РПЗ на 24,1% за 10 років: 2005 р. показник смертності становив 18,2 на 100 тис. населення, 2015 р.  ̶ 22,6. П'ятирічна виживаність пацієнтів з РПЗ в Україні становить 32.5%. Проте при такому низькому показнику 5-річної виживаності є позитивна тенденція до зниження показника летальності за період до року з 21,5% 2003 р. до 16,7% 2013 р. [1].

Порівняння між різними країнами світу показників рівня захворюваності та смертності від РПЗ, а також їх динаміки за останні 10 років демонструє значну їхню відмінність. В Україні, за даними ВООЗ [10], захворюваність на РПЗ відносно низька: 2012 року вона становила 31,1 на 100 тис. населення (смертність – 15,7). Найбільш високий рівень захворюваності на РПЗ відзначається в Австралії: 2012 року він дорівнював 167 на 100 тис. населення (смертність – 28,0) із щорічним зниженням цих показників. П’ятирічна виживаність хворих на РПЗ в Австралії протягом 2007–2011 рр. становила 93% [2]. У США також високий рівень захворюваності на РПЗ: 2012 року він становив 137,9 (смертність – 21,4) з тенденцією до зниження (рис. 1). У США за 2005–2011 рр. п'ятирічна виживаність дорівнювала 98,9% [3]. В Японії захворюваність на РПЗ дорівнює 45,4 (смертність – 4,8) за 2003–2005 рр. П’ятилітня виживаність становить 93,8% [4].

За даними ВООЗ, у європейських країнах 2012 р. захворюваність на РПЗ була в середньому 92,1 на 100 тис. населення серед чоловіків, смертність – 19,3. Найбільший рівень захворюваності в Норвегії – 193,2 (смертність – 32,0), Швеції – 175,2 (смертність – 31,6), Ірландії – 168,7 (смертність – 22,1), найменший в Албанії – 24,8 (смертність – 13,4), Молдавії – 30,4 (смертність 15,6) [5]. При цьому в Норвегії останньою тенденцією є незначне зниження захворюваності, а у Великобританії за останні 10 років захворюваність збільшилася на 5%. П'ятирічна виживаність пацієнтів з РПЗ у європейських країнах у середньому за 2005–2007 рр. дорівнювала 83,4% [10].
Таким чином, в Україні (як і в Харківській області) порівняно з країнами з розвиненою економікою (США, Японією, Австралією, країнами Європейського Союзу) відзначається низький показник захворюваності на РПЗ, високий рівень смертності, високі темпи зростання цих показників, водночас у розвинених країнах є тенденція до зниження захворюваності й смертності від РПЗ. В Україні також дуже низький показник п'ятирічної виживаності пацієнтів – 32,5% порівняно з 93–98% у розвинених країнах. Однак в Україні відзначається зниження показника летальності за період до року, що, на перший погляд, пов'язано з більш низькими темпами зростання летальності порівняно з більш високими темпами зростання захворюваності на РПЗ.

Причини високого рівня летальності хворих на РПЗ в Україні можна пояснити пізнім виявленням захворювання на стадії генералізації пухлинного процесу, низьким охопленням населення спеціалізованою медичною допомогою, відсутністю широкого застосування в клінічній практиці сучасних методів діагностики й лікування захворювання. У США протягом 2005–2012 рр. РПЗ виявляли в локалізованій стадії (Т1-2) у 80% випадків, 12% хворих мали на момент виявлення місцеве поширення процесу, 4% – віддалене метастазування й у 4% стадія не була виявлена [3]. При цьому 5-тирічна виживаність пацієнтів з локалізованими й місцево поширюваними раками (I-III стадії) становить у США 100%, а виживання метастазуючих РПЗ– 29,3%. В Україні протягом 2002–2013 рр. РПЗ виявлявся в локалізованій стадії в 40,7–46,8% випадків, при цьому в 2-й стадії – 37,0–44,6% хворих, а в I стадії – лише 1–5,6%. У III стадії РПЗ виявлявся від чверті до третини випадків захворювання (24,4–32,0%), у IV стадії – більше 20%. У Харківській області 2013 р. на I–II стадії виявлено 35,5%, на III стадії – 25,9%, на IV стадії – 21,4%, стадія не встановлена в 16,9% [1]. Схожі цифри отримані й у нашому дослідженні. Порівняння розподілу хворих на РПЗ за стадіями на момент виявлення свідчить, що в Харкові та в Україні питома вага хворих, виявлених на ранніх стадіях хвороби, удвічі менша, ніж у США.
Визначається також відмінність морфологічної будови РПЗ. У нашому дослідженні, за даними медичної документації, у 40,8% пацієнтів рак був високодиференційованим (сума за Глісоном 2–4), у 42,4% – помірно диференційованим (сума за Глісоном 5–6), у 15,6% – низькодиференційованим (сума за Глісоном 8–10). У США, за даними офіційної статистики (NPCR, SEER), за 2004–2007 рр. з діагностованих на РПЗ (751,565 випадків) високодиференційовані форми раку були в 1,1% (8,618 пацієнтів), помірнодиференційовані –у 49,0% (368,482 пацієнтів), низькодиференційовані – у 46,4% (348,426 пацієнтів), недиференційовані – у 0,4% (3,212 пацієнтів), невстановлене диференціювання – у 3,0% (22,827 пацієнтів) [5]. Таким чином, при порівнянні із США в нашому матеріалі високодиференційованих форм РПЗ виявилося значно більше, а низькодиференційованих форм – значно менше.
В Україні 75,9% хворих на РПЗ отримували спеціалізоване протипухлинне лікування, але радикальним лікуванням було охоплено лише 39,4% населення (з радикальним видаленням пухлини – 29,0%), паліативну допомогу отримувало відповідно 36% хворих. Під час I стадії спеціалізоване лікування проводилося 85,6% хворих, радикальне лікування отримали 68,4% пацієнтів, радикальне видалення виявленої пухлини було лише в 60,3% хворих; на II стадії захворювання радикальне лікування отримували 50,5% хворих, радикальне видалення пухлини – 38,2%. Таким чином, за даними офіційної статистики України [1], лише в 40,1% хворих I–II стадії було виконано радикальне видалення виявленого РПЗ, хоча загальний рівень охоплення спеціалізованим лікуванням становив 81,7%, а значить – 41,6% пацієнтів лікувалися методами , які не включали хірургічну складову. 17,0% пацієнтів з I стадією та 30,2% пацієнтів з II стадією, незважаючи на те, що пухлинний процес знаходився лише на локалізованій стадії захворювання, отримували первинне паліативне лікування. Хворим на РПЗ з III і IV стадіями радикальне лікування проводилося лише в 40,4% і 15,9% відповідно, а з хірургічним видаленням пухлини – у 27,7% і 11,3% відповідно. Розглядаючи показники когорти пацієнтів з РПЗ, яким проводилося спеціалізоване лікування, 52% пацієнтів отримували лікування за радикальною програмою, 38,2% – радикальне лікування з хірургічним компонентом. Пацієнтам з локалізованою стадією радикальне лікування проводилося в 63,8%, а радикальне хірургічне –у 49,1%. Пацієнтам з I і II стадіями в 19,9% і 37,8% відповідно надавалася паліативна медична допомога. Наведені вище дані офіційної статистики України [1], безумовно, викликають або недовіру до визначення стадії РПЗ, або питання й занепокоєння щодо адекватності надання спеціалізованої медичної допомоги пацієнтам з РПЗ.

У нашій роботі оцінку отримали випадки оперативного лікування захворювань ПЗ. Радикальне хірургічне лікування РПЗ включало в себе радикальну простатектомію або одномоментну аденомектомію. Пацієнтам з доброякісною патологією ПЗ і з РПЗ також виконувалася ТУР. Слід зазначити, що в 46,2% пацієнтів з РПЗ, оперованих методами ТУР, рак уперше виявлявся не до операції ТУР, а після морфологічного дослідження операційного матеріалу. Таким чином, пацієнтам з РПЗ ТУР у 46,2% здійснювалася у зв'язку з доброякісною патологією ПЗ. Аденомектомію виконували в переважній більшості випадків пацієнтам з діагнозом НГПЗ або ПІН, однак у 7,5% пацієнтів у результаті морфологічного дослідження операційного матеріалу виявлявся рак. У поодиноких випадках операція аденомектомія проводилася пацієнтам з РПЗ, діагностованим до операції. Цю операцію крізьміхурового вилущування ПЗ виконували пацієнтам з РПЗ на стадії локалізованого пухлинного процесу. Відповідно раки на матеріалі ПЗ, видаленому методом одномоментної простатектомії, були переважною більшістю I–II стадії, ступінь диференціювання аденокарцином у 57,6% був високодиференційованим. РПЗ у пацієнтів після РПЕ найчастіше (52,6%) були помірно диференційованими, серед них було більше (15,7%) низькодиференційованих форм.

Становлять також інтерес особливості біопсійного дослідження РПЗ. За даними статистики, в Україні щорічно збільшується відносний показник гістологічної верифікації РПЗ. Так, гістологічне підтвердження РПЗ з 2005 по 2008 рр. проводилося лише в 69–70% випадків, а з 2009 – у 75–80%. Застосування голкової біопсії ПЗ при підозрі на пухлинний процес дозволяє поставити діагноз для подальшого вибору лікувальної тактики. На нашому матеріалі показано, що біопсія майже в 100% випадків дозволяє відповісти на питання про наявність або відсутність раку. Однак біопсія не має абсолютної точності, що насамперед пов'язано з обмеженістю досліджуваного матеріалу. У нашому дослідженні були поодинокі випадки, коли в пацієнтів зі встановленим у результаті біопсії діагнозом доброякісної патології було виявлено рак на підставі дослідження операційного матеріалу. Є також певна різниця між ступенем диференціювання РПЗ після дослідження біопсійного й операційного матеріалу: під час дослідження матеріалу біопсії більша відносна кількість високодиференційованих форм і менша низькодиференційованих форм РПЗ, що може бути пояснене відсутністю в біопсійному матеріалі менш диференційованих ділянок пухлини у зв'язку з обмеженістю матеріалу.

Слід звернути увагу, що згідно з останніми змінами особливостей градації РПЗза системою Глісона від 2014 р. велика кількість РПЗ із СГ ≤6 рекласифікована в РПЗ із СГ 7, а всі форми РПЗ із СГ ≤6 стали вважатися найменш агресивними [29]. Крім того, якщо раніше високодиференційованими РПЗ вважалися при СГ 2–4, то в останніх класифікаціях РПЗ і посібниках більше не зустрічається поняття висодиференційованих форм. Поняття диференціювання РПЗ в керівництві з РПЗ від 2013 р. [146] і поділ раків на G1, G2 і G3 застосовується в поєднанні з рівнем ПСА сироватки крові та стадією Т. Урахування гістологічних критеріїв разом із клінічними параметрами використовується протягом багатьох десятиліть як для діагностики, так і для вибору тактики ведення пацієнтів. В умовах сучасної персоналізованої медицини, поряд з гістологічними характеристиками, усе більше зростає потреба в молекулярно-біологічному дослідженні раків для пошуку прогностичних критеріїв з метою індивідуалізованого лікування пацієнтів. Такого роду дослідження включають у себе оцінку активності певних протеїнів і мутаційний статус. Так, для раків грудної залози наявність і вираженість експресії рецепторів естрогену й прогестерону (як маркера функціонування рецептора естрогену), Her-2 статус широко використовується для прогнозування та вибору чутливості пухлини до терапії. Подібні дослідження раку товстої кишки містять EGRF, KNAS, UHA1;  меланоми– BRAF; раку легені – EGRF, ALK, KRAS, ROS-1; лейкозу – панель маркерів для їх типування. РПЗ залишається без рекомендованого використання молекулярно-біологічних критеріїв для прогнозу та вибору лікувальної тактики [147]. Прогноз і лікування РПЗ ґрунтується на клінічних і морфологічних параметрах, застосовуваних десятиліття тому. Гістологічна характеристика залозистої дезорганізації та катаплазії, що знаходять відображення в системі Глісона, поширення пухлини – в межах органа або екстракапсулярна інвазія – ці два критерії, які використовуються в поєднанні один з одним для передбачення прогнозу захворювання. Рівень ПСА сироватки крові застосовується більше 20 років і також є цінним критерієм ризику рецидивування й моніторингу захворювання. Однак використовувані критерії, що дозволяють судити про ризик прогресування захворювання в ході терапії, не можуть дати надійної відповіді про прогноз захворювання на момент постановки діагнозу або про доцільність андроген-деприваційної терапії, а, на думку експертів Американського коледжу патологів, рівень ПСА слід відносити лише до третьої прогностичної категорії через суперечливість даних [18].

Отримані у нашому дослідженні дані свідчать про статистично значущий взаємозв'язок між розглянутими найбільш значущими клініко-морфологічними критеріями РПЗ, а саме: СГ, стадією Т і рівнем ПСА сироватки крові, указують на спільність ступеня поширення пухлини, гістологічних критеріїв зниження диференціювання й біохімічних характеристик, кожні з яких і в сукупності дозволяють судити про агресивну біологічну поведінку раку. Поєднання цих трьох критеріїв знайшло своє відображення у визнаному й рекомендованому ВООЗ і EAU [6, 139] поділі РПЗ на три групи, що дозволяє спрогнозувати ризик рецидиву, повторної терапії та летального наслідку захворювання.

Розподіл РПЗ на групи низького, проміжного й високого ризику становив 18,7% (21/112), 25% (28/112) і 56,3% (63/112) відповідно. Розподіл РПЗ на групи ризику формувався на підставі обліку значення трьох критеріїв окремо (значення СГ, стадії Т, рівня ПСА), тобто, наприклад, якщо значення лише одного із цих трьох критеріїв перевищувало пороговий рівень – ПСА>20, або сТ2с, або СГ 8–10, то такі РПЗ були віднесені до групи високого ризику. Аналізуючи відносне число в разі РПЗ із рівнем ПСА, стадією Т і СГ, які дозволили визначити належність  раку до тієї чи іншої групи, бачимо, що групи ризику формувалися переважно за рахунок поширеності пухлинного процесу (стадії Т) і меншою мірою за рахунок рівня ПСА. Так, серед РПЗ групи високого ризику 96,8% характеризувалися стадією Т2с-Т4, лише 57,1% –із СГ 8–10 і 47,6% – з рівнем ПСА більше 20 нг/мл.

Широке застосування в морфологічному дослідженні знайшло дослідження РПЗ на проліферативну активність ракових клітин з використанням маркера Ki-67 Оцінка експресії Ki-67 є критерієм прогнозування раків різної локалізації, а щодо раків молочної залози – включена в загальновизнану молекулярно-біологічну класифікацію раків нарівні з такими маркерами, як рецептори естрогенів, прогестерону й Her-2 [149]. За деякими даними, Кi-67 є найбільш надійним імуногістохімічним прогностичним маркером РПЗ [9]. Однак у науковій літературі є відмінності щодо інтерпретації того, який рівень експресії Ki-67 слід вважати негативним і який відсоток експресуючих маркер ракових клітин є значущим для прогнозу захворювання. Деякі автори негативною реакцією вважають рівень експресії ракових клітин менше 2,5% [148]. Можна зустріти поділ РПЗ на групи з індексом експресії Ki-67 <7% і ≥7% [43], деякі автори прогностичним критерієм рецидивування, загальної та пухлинозалежної виживаності вважають рівень експресії Ki-67 більше 5% [9] або більше 10% [14]. У нашому дослідженні негативною реакцією вважався рівень експресії Ki-67 у 0% пухлинних клітин, і поділ РПЗ відбувався за рівнем експресії на 0%, до 1%, до 5%, до 10% і більше 10% ракових клітин. Експресія Ki-67 в ядрах епітеліальних клітин при НГПЗ і ПІН була вкрай мізерною або, як правило, відсутньою, тобто всі випадки були віднесені до рівня експресії маркера 0%. Виявлено сильну залежність між рівнем експресії Ki-67 і злоякісною патологією ПЗ (р<0,001) і залежно від СГ (р<0,001). Так, у РПЗ із СГ ≤6 експресія маркера не перевищувала 1% клітин і часто була зовсім відсутньою, у РПЗ із СГ 7 (3 + 4 і 4 + 3) експресія була переважно менш ніж в 1% клітин і не було жодного випадку з експресією>10% клітин. Більше половини випадків РПЗ із СГ 9–10 демонстрували експресію маркера в >5% клітин, найбільше відносне число випадків (35%) демонструвало експресію>10% клітин. У РПЗ кожної з груп, при їх розподілі за показником СГ, були випадки відсутності експресії Ki-67.
Отримані результати в цілому відповідають наведеним у науковій літературі [14, 40], проте суперечать даним деяких авторів про наявність випадків РПЗ з експресією Кi-67 практично всіх клітин пухлини і випадків з вираженою експресією маркера у високодиференційованих формах [9, 17]. Таким чином, експресія Ki-67 не є диференційно-діагностичним маркером патології ПЗ, а може слугувати критерієм для визначення злоякісності РПЗ, що є цінним для прогнозування захворювання й вибору лікувальної тактики.

У РПЗ поряд зі зниженням диференціювання й підвищення проліферативної активності може відбуватися низка змін, що виявляється на молекулярному рівні. Однією з програм реалізації агресивної біологічної поведінки є ЕМТ, що виражається підвищенням рухливості ракових клітин, їхнім відривом від первинних комплексів і раннім метастазуванням. Дослідження ЕМТ у РПЗ переважно проведено на клітинних моделях, тимчасом як залишається недостатньо вивченим значення маркерів ЕМТ у клініці для прогнозування захворювання [8]. Висока експресія TGF-β і зниження експресії його рецепторів асоціюються з несприятливим прогнозуванням РПЗ, а зміни в системі TGF-β пропонують розглядати як критерій прогнозування ефективності лікування РПЗ після АДТ [14, 16]. На прикладах раку товстої кишки, молочної залози, ПЗ показано, що втрата рецепторів TGF-β асоціюється зі зниженням виживання пацієнтів [15]. Є роботи, які встановлюють на клітинних моделях РПЗ прямий взаємозв'язок між експресією TGF-β і низкою ЕМТ-залежних чинників [8]. У нашій роботі простежено залежність між експресією раковим епітелієм TGF-β і віментину (r=0,32, p<0,05) та між експресією TGF-β і Е-кадгерину (r=0,31, p<0,05), що підтверджують також дані наукової літератури про роль TGF-β у процесах ЕМТ через регуляцію маркерів епітеліального і мезенхімального фенотипу [6, 12] та є ознакою спільності молекулярно-біологічних проявів ЕМТ і залученості в її процес TGF-β. Виявлено зворотну залежність між експресією віментину і Е-кадгерину (r=0,3, p<0,05) (рис. 4.9), що також узгоджується з даними наукової літератури і підтверджує спільність процесів утрати епітеліального фенотипу й появи мезенхімального фенотипу в ракових клітинах. Однак у РПЗ з помірною та вираженою експресією віментину Е-кадгерин не демонстрував значного зниження експресії. До того ж, у ділянках РПЗ, що експресують віментин, реакція Е-кадгерину не зникала. Зниження й зникнення експресії Е-кадгерину клітинами спостерігалися не тільки в залозах з погано сформованими просвітами, тобто в структурах, для яких характерна поява експресії віментину, але й у ділянках солідної будови. Відповідно не спостерігалося єдності змін експресії Е-кадгерину і віментину згідно з диференціюванням РПЗ, оскільки солідна будова пухлини, розсипне розташування ракових клітин з відокремленням однієї відносно іншої належить до 5-го ступеня за градацією Глісона, а погано сформовані залози – до 4-го ступеня. Отримані дані потребують подальшого дослідження і можуть бути пояснені відмінностями в механізмах процесу ЕМТ уРПЗ, участі різних сигнальних шляхів, що призводять до появи тих чи інших молекулярно-біологічних проявів і відповідно різного фенотипу на цитологічному й гістологічному рівнях. 
При доброякісній патології ПЗ (НГПЗ і ПІН) епітелій не експресує віментин і характеризується вираженою реакцією на Е-кадгерин, що визначає відсутність ЕМТ у разі цієї патології. У високодиференційованих формах РПЗ експресія Е-кадгерину була інтенсивною, вираженою, зокрема в 75–100% пухлинних клітин, усі випадки РПЗ із СГ 2–6 характеризувалися відсутністю експресії віментину епітелієм. А підвищення рівня експресії віментину й зниження Е-кадгерину відбувалося за рахунок низькодиференційованих форм – із СГ8–10 (р<0,05 і р<0,03 відповідно).

ЕМТ раку ПЗ може бути критерієм прогнозування захворювання, що підтверджується статистично значущим підвищенням експресії віментину та зниженням експресії Е-кадгерину в раках високого ризику (p<0,05 і p<0,01 відповідно), із СГ 8 порівняно з раками із СГ 7 (4 + 3) і нижче (р<0,05 і р<0,05 відповідно).

Пацієнтам з РПЗ широко застосовується АДТ, яка показана у випадках біохімічного рецидиву після РП або променевої терапії, у поєднанні з променевою терапією у випадках високого ризику швидкого прогресування захворювання, при місцевопоширених раках з відсутністю хірургічного лікування або променевої терапії [6]. Однак при такому широкому застосуванні гормональної терапії на сьогодні відсутні прогностичні критерії її ефективності і ризику формування найбільш агресивного андроген-резистентного РПЗ [147]. У раках молочної залози експресія рецепторів естрогенів більш ніж в 1% клітин є критерієм, що дозволяє віднести рак до естроген-позитивного чутливого до гормонотерапії, а також робити припущення про менш агресивну клінічну поведінку; оцінка експресії рецепторів прогестерону, що дозволяє говорити про ефективність сигнального шляху рецепторів естрогенів, за даними ВООЗ, разом з оцінкою експресії рецепторів естрогенів показаний всім пацієнтам з раком молочної залози і вже багато років є рутинним дослідженням[150].

У РПЗ прогресія та метастазування в умовах повної андрогенної блокади, на клінічному й експериментальному матеріалі, є результатом механізмів тривалої дії РА або їхніх активованих сигнальних шляхів [147]. За даними огляду літератури Tamburrino et al. 2014 р. [172], є суперечливі відомості про взаємозв'язок між рівнем епітеліальних РА в первинному РПЗ і перебігом захворювання. Так, серед 34 наукових робіт у 20% виявлено, що високий рівень РА є прогностичним маркером успішного результату, у 26% – несприятливого результату, а в більшості робіт зв'язок не встановлений. Наша дисертаційна робота підтверджує останній висновок, показуючи відсутність зв'язку між експресією РА епітелієм і СГ, прогнозуванням захворювання, однак виявлено, що в РПЗ ІМ РА нижче, ніж при НГПЗ (р<0,05), а зі збільшенням показника злоякісності простежувалася тенденція до зниження експресії маркера. Ключовою причиною відсутності гістологічних прогностичних критеріїв і ознак, що дозволяють судити про доцільність АДТ, є мультифокальне походження більшості РПЗ і гетерогенність ракового епітелію в кожній пухлині [147].

Однією з альтернатив в оцінці агресивності пухлини назвімо дослідження реактивних змін у безпосередньо пов'язаній з раковими клітинами строми. Існує безліч свідчень, які доводять, що серед механізмів впливу на епітелій є важливими зміни в сигнальних шляхах РА строми, що оточує ракові клітини. У науковій літературі (це відносно невелика кількість доступних робіт, присвячених дослідженню РА в стромі РПЗ) продемонстровано взаємозв'язок між втратою експресії РА клітинами строми і стадією захворювання, високим ризиком клінічних критеріїв, прогресією пухлини, поганим прогнозуванням [147, 151–155]. У цій дисертації показана тенденція до зниження РА епітелію з мірою зростання СГ і статистично значуще зниження експресії РА стромою в РПЗ із СГ 9–10 порівняно із СГ 7 (3 + 4).

Незважаючи на наявність робіт, що демонструють залежність між прогнозуванням РПЗі імуногістохімічною реакцією на РА стромою, залишаються не з'ясованими механізми альтерації експресії маркера. За однією з теорій, міофібробласти в процесі трансформації в пухлиноасоційовані міофібробласти і проліферації проходять клональну селекцію з утратою РА [154]. Отримали дані, що експресія РА в стромі слабша, ніж в епітелії, а значить, можливо, строма більш вразлива до системних змін рівня андрогенів або викликаною перебудовою мікроархітектоніки й особливостями васкуляризації пухлини, змінами в постачанні андрогенами. У механізмах зниження експресії РА беруть участь паракринні чинники, такі як інтерлейкіни, інтерферони й мікроРНК [156, 157]. Оксид азоту, який є продуктом певних процесів у ракових клітинах, інгібує експресію і активність РА, а також бере участь у прогресії та метастазуванні РПЗ [158, 159].

Можливо, для підтвердження низки теоретичних положень і оцінки прогнозуванняРПЗ буде більш цінним дослідження особливостей експресії РА в ділянках пухлини, а не в цілому в ній. У дисертаційній роботі отримала оцінку особливість експресії РА в ділянках РПЗ з найбільшою васкуляризацією, імуноклітинною інфільтрацією, а також було розглянуто можливий взаємозв'язок між середнім ІМ РА пухлини й низкою імуногістохімічних маркерів. Одержано результати зниження експресії РА стромою (р<0,01) і тенденція зниження експресії епітелієм при порівнянні ділянок найбільшої імуноклітинної інфільтрації периферії пухлини з ділянками відсутньої та слабкої інфільтрації. Однак була відсутня залежність при порівнянні між середньою експресією в пухлині РА як стромою, так і епітелієм і макрофагальною інфільтрацією, так само, як і в цілому імуноклітинною інфільтрацією РПЗ. Взаємозв'язку між показниками неоагноігенезу та експресією РА не виявлено.

Механізми впливу стромальних РА на епітелій недостатньо вивчений. Відомо, що фібробласти РПЗ під впливом андрогенів через секрецію чинників активують інтрацелюлярні сигнальні шляхи в епітелії, а також посттрансляційна модифікація РА посилює активність РА та стимулює проліферацію епітелію [160]. У фібробластах РА регулює формування екстрацелюлярного матриксу, вироблення чинників росту, хемоатрактантів і цитокінів, що впливають на епітеліальні клітини. Так, втрата фібробластами РА може викликати дерегуляцію процесів формування ЕЦМ і сприяти зростанню інвазивних властивостей ракових клітин; регульоване чинниками росту мікрооточення в умовах функціонування РА створює сприятливе середовище для ракових клітин, у разі втрати РА  може локально сприяти метастазуванню. Зниження РА фібробластами здатне викликати підвищення рухливості ПАФ, що сприяє міграції ракових клітин [169]. Зниження РА фібробластами також пов'язане з утворенням ними хемоатрактанотів і CXC12, що викликають рухливість і прогресію ракових клітин [170, 171]. Серед регульованих РА паракринних чинників, що виробляються фібробластами, які сприяють збільшенню й прогресії пухлини, відомі такі: CTGF, TGFb, VEGF, FGF, HGF, IGF, IL-6, PDGF, EGF , TGFa, WNT [147, 161]. Мишачі моделі андроген-деприваційної терапії демонструють значне зниження експресії низки ростових чинників стромою РПЗ [162, 163].

Стає все більш очевидним, що зміни навколишньої строми в її сигнальних шляхах може мати драматичний вплив на характер біологічної поведінки пухлинних клітин. Розвиток і прогресія РПЗ є результатом комплексної взаємодії між епітеліальними клітинами й фібробластами/міофібробластами, послідовного динамічного процесу, регульованого гормонами. Звідси випливає, що  дослідженню сполучнотканинного компонента пухлини та його клітинного складу слід приділяти значну увагу як науковцям, так і патоморфологам у процесі рутинної мікроскопії ПЗ.

Відмінності між нормальною та реактивною стромою видно в результаті рутинного забарвлення Г+Е [24], однак багато авторів для візуалізації реактивної строми використовує забарвлення трихромом за Массоном [78, 79]. Нормальна строма ПЗ складається з гладеньком’язових клітин, які не реагують з барвником, у її складі низький вміст або практично відсутні колагенові волокна й фібробласти, а реактивна строма складається з фібробластів, міофібробластів і колагенових волокон, які забарвлюються в синій колір. 

Під час «доброякісної» гіперплазії ПЗ відбуваються гіперпластичні процеси залозистого й стромального компонентів ПЗ, що супроводжуються, як правило, хронічним запальним процесом ПЗ, який, як і будь-який хронічний запальний процес, розвивається за участі стромальних реакцій. НГПЗ залежно від форми (залозистої, папілярної, криброзної, залозисто-фіброзної, м'язово-залозистої, залозисто-фіброзно-м'язової, фіброаденомоподібної, м'язово-фіброзної) характеризувалася певним відносним об'ємом стромального компоненту й особливістю клітинного складу строми, а саме присутністю гладеньком'язових клітин, міофібробластів, зрілих фібробластів або навіть примітивних фібробластів та елементів недосконалої мезенхіми. Змішаний гістотип НГПЗ спостерігали в переважній більшості випадків. При кожному морфологічному варіанті будови – з переваженням залозистого компоненту, у випадку залозисто-фіброзної та залозисто-фіброзно-м'язової форм – НГПЗ характеризувалася помірною присутністю стромального компоненту. Часто при НГПЗ могли бути присутніми дрібні стромальні вузлики, що складаються з пухкої мезенхімальної тканини й судин – явища стромальної (фіброзної, м'язово-фіброзної) гіперплазії. У нашому дослідженні така гіперплазія зустрічалася як окремі ділянки при змішаній НГПЗ. Якщо для НГПЗ характерна добре сформована строма, що розділяє залози, то у випадках тісного розташування одна біля одної дрібних залоз (так званого розташування «спинка до спинки»), як правило, слід думати про ПІН. Відносний об’єм строми при ПІН, як і при НГПЗ, був помірним, проте відзначались якісні її зміни у вигляді появи початкових ознак реактивного десмопластичного фіброзу в періацинарній зоні. У РПЗ могла бути наявною як реактивна строма, так і строма нормальної ПЗ. РПЗ характеризувався варіабельністю ступеня вираженості реактивного фіброзу від мінімального 0–5% до значного переважання над паренхімою. Оцінка ступеня вираженості реактивного фіброзу проводили відповідно до загальноприйнятої системи [78, 79].

Порівняння ступеня десмоплазії та диференціювання РПЗ демонструє, що з мірою зниження диференціювання РПЗ від СГ ≤6 до СГ 7 (4 + 3) зростав ступінь десмоплазії: її відсутність асоціювалася з РПЗ СГ 2–6 (р<0,001), виражена десмоплазія характерна для РПЗ із СГ 7 (4 + 3) (р<0,001). Надалі в низькодиференційованих раках і ділянках недиференційованого раку простежено тенденцію до зменшення рівня десмоплазії. Таку тенденцію, коли для найбільш агресивних РПЗ характерна відсутність строми або слабкий її ступінь вираженості, можна пояснити активним випереджаючим ростом паренхіматозного компоненту і втратою залежності ракових клітин від строми. Для високодиференційованих РПЗ, подібно до низькодиференційованих форм, але більшою мірою характерна відсутність десмоплазії, однак при цьому у високодиференційованих формах РПЗ зберігається первинна гладеньком'язова строма ПЗ. Таким чином, відсутність реактивного фіброзу в разі високодиференційованих РПЗ має зовсім інше походження і може пояснюватися слабкою проліферативною активністю паренхіматозного компоненту. Найбільший відносний об’єм реактивної строми характерний для РПЗ із СГ 7 (4 + 3), для них притаманна виражена десмоплазія (р<0,001). Виявлену закономірність можна пояснити інвазивним пухлинним ростом з відносно високою проліферативною активністю паренхіматозного компоненту, що супроводжувалося стромальною реакцією, яка має опорно-трофічні, модифікаційні функції, а також стимулює пухлинний ріст. 
Схожі результати описані в літературі. За даними Athanase Billis, 2013 [24], із збільшенням ступеня десмоплазії (0, 1, 2, 3) збільшувалась відносна кількість РПЗ із СГ 7 (51,0%, 63,6%, 76,9%, 78,6% відповідно), зменшувалось відносне число РПЗ із СГ 2–6 (45,5%, 27,3%, 19,2%, 7,1% відповідно), зростало також відносне число РПЗіз СГ 8–10 (2,8%, 7,3%, 5,6%, 21,4). Jain-Ping Wu, 2014 [71], розглядаючи агресивні РПЗ, резистентні до АДТ, виявив значну залежність між реактивним фіброзом і СГ6–7. РПЗ із СГ 8–9 характеризувалися малим вмістом або відсутністю строми й визначалися як функціонально незалежні від строми форми РПЗ.

Виявлено залежність зміни вираженості реактивного фіброзу в перитуморальній зоні від диференціювання РПЗ: що менше диференційована пухлина, то більше виражений перитуморальний реактивний фіброз. Також виявлено статистично значущі відмінності між десмоплазією інтратуморальної та перитуморальною зонами залежно від диференціювання РПЗ і приналежності до груп ризику. У РПЗ із СГ 7 помірна і виражена десмоплазія була значно вища в пухлині, ніж у перитуморальній зоні (χ2 = 9,1, р<0,01), протилежна картина спостерігалася в РПЗ із СГ 8–10: помірна й виражена десмоплазія була значно вища в перитуморальній зоні, ніж у пухлині (χ2 = 23,1, р<0,001). У РПЗ із СГ 2–6 не характерна як перитуморальна, так і інтратуморальна десмоплазія, однак якщо реактивний фіброз самої пухлини був відсутній у 67,3%, то відсутність реактивного фіброзу в перитуморальній зоні спостерігалась у 77,1%.

У цілому можна вважати, що перитуморальна десмоплазія є реакцією організму на пухлинний ріст – і цим пояснюється слабкість та відсутність реактивного фіброзу у високодиференційованих РПЗ, яка більшою мірою проявлялася в перитуморальній, ніж в інтратуморальній зоні. Очевидно, помірнодиференційовані РПЗ є залежними від строми з добре вираженою інтратуморальною десмоплазією, які проявляють високу проліферативну та інвазивну активність. Можливо, добре виражену перитуморальну десмоплазію РПЗ цього диференціювання слід пояснювати наслідком агресивності раку при не настільки швидкому інвазивному рості, як у випадку низькодиференційованих РПЗ. Незалежні від строми і швидко зростаючі низькодиференційовані РПЗ (відповідно не мають інтратуморальної десмоплазії) демонстрували слабку десмоплазію в перитуморальній зоні, що, можливо, також пов'язано з реакцією організму на високоінвазивні пухлини.

Простежено закономірності зміни клітинного складу строми ПЗ, НГПЗ, ПІН та РПЗ. При НГПЗ (залозисто-фіброзній гіперплазії) і ПІН була присутня строма органа, представлена гладеньком'язовими клітинами, що експресують актин, і спостерігалась непостійна експресія віментину. У літературі описано поодинокі випадки стромальної гіперплазії ПЗ з атипією [Deloar Hossain], що зустрічались під час простої НГПЗ, є її частиною і займає малий її об’єм (до 5%). У цих випадках гіперплазована строма характеризувалася сильною експресією віментину, помірною експресією актину й десміну. У нашому дослідженні не було подібних випадків НГПЗ. Не розглядалися також стромальні пухлини ПЗ: стромальні пухлини з невизначеним злоякісним потенціалом (STUMP), запальні міофібробластичні пухлини, солідні фіброзні пухлини, гладеньком’язові пухлини, стромальні саркоми, саркоматоїдні карциноми (карциносаркоми) ПЗ та ін.
У РПЗ спостерігалося формування пухлинної строми, яка значно відрізняється від строми нормальної ПЗ за клітинним складом, великої кількості колагенових волокон, за якісним складом ЕЦМ. Виявлено також відмінності складу реактивної строми в РПЗ залежно від ступеня десмоплазії, ступеня диференціювання, рівня інвазії та їхньої клінічної поведінки.

У низці робіт описано механізми впливу ПАФ на туморогенез і прогресію РПЗ. На відміну від нормальних фібробластів, ПАФ здатні викликати рухливість ракових клітин, і вони самі значно рухливіші, ніж нормальні фібробласти [164, 165]. Зростання інвазивних властивостей пухлини може бути викликано як змінами в ЕЦМ, який формується насамперед ПАФ, так і за рахунок безпосередньої їхньої рухливості [166, 167]. ПАФ можуть опосередковано впливати на клітини епітелію, активуючи імунну відповідь через секрецію NFKB, а РА у фібробластах ПЗ викликали утворення прозапальних цитокінів, що беруть участь у розвитку НГПЗ у ПІН [168]. За даними Henshall SM [143], високий рівень експресії РА епітелієм (понад 70%) при низькому рівні експресії стромою (менше 30%) асоціювалася з більш пізньою клінічною стадією.

Клітини реактивної строми РПЗ характеризувалися ко-експресією ГМА-α та віментину або експресією лише віментину. У розділі 4 детально описано залежність у міру зниження диференціювання і зростання агресивної клінічної поведінки підвищення експресії віментину за рахунок збільшення числа пухлиноасоційованих фібробластів і міофібробластів, і тенденцією до зниження ГМА-α за рахунок зникнення гладеньком’язових клітин первинної строми. Поява й зміна ступеня десмоплазії та особливості клітинного складу строми з особливостями експресії віментину та ГМА-α взаємопов'язані, що також має своє пояснення. Так, РПЗ без десмоплазії асоціювався з відсутністю і слабкою експресією віментину (χ2 = 21,8, р<0,001), що пояснюється наявністю в них первинної строми ПЗ без фіброзу, що складається з міоцитів. У РПЗ з появою та зростанням ступеня десмоплазії, за рахунок збільшення відносного числа ПАФ, які формують фіброзну строму пухлини, збільшувався рівень експресії віментину. Це пояснює виявлену залежність між помірною й вираженою десмоплазією та вираженою експресією віментину (χ2 = 17,5, р<0,001). Зі зростанням десмоплазії відсутність достовірно значущого зниження експресії ГМА-α свідчить про те, що в складі реактивної строми РПЗ, незалежно від її ступеня вираженості, знаходяться міофібробласти, що характеризуються ко-експресією ГМА-α та віментину.

Ці дані узгоджуються з отриманими результатами підвищення рівня експресії віментину в міру зниження диференціювання РПЗ і не виявленого достовірно значущого зниження рівня експресії ГМА-α, що, мабуть, знову ж пояснюється слабкою десмоплазією в РПЗ із СГ 2–6 і відповідно переважанням гладеньком’язових клітин; вираженою десмоплазією в РПЗ із СГ 7 (4 + 3) з переважанням ПАФ при можливій частковій присутності первинних гладеньком'язових клітин; повним зникненням у низькодиференційованих РПЗ первинної строми ПЗ і відповідно присутністю в складі реактивної строми ПАФ з ко-експресією ГМА-α та віментину.

Крім відносного об’єму реактивної строми та її клітинного складу, становить науковий інтерес дослідження особливості ЕЦМ у РПЗ різної клінічної та біологічної поведінки. У нашій роботі була досліджена експресія колагену IV типу, який з'являвся в складі реактивної строми РПЗ, зазначалося його вогнищеве зникнення зі складу базальних мембран при ПІН, відсутність у ракових комплексах, що повністю відповідає даним наукової літератури.

Одним з прогностичних чинників, що визначає ризик метастазування та несприятливого результату раків різної локалізації є неоангіогенез [173]. За деякими даними, у РПЗ ангіогенез асоціюється зі стадією захворювання, диференціюванням пухлини, несприятливим результатом [97, 98, 99], однак є наукові роботи, які ці взаємозв'язки не підтверджують [100, 101], що визначає суперечливість значення ангіогенезу в РПЗ [102]. Також відсутні маркери, що дозволяють оцінити ангіогенез для вибору антиангіогенної терапії РПЗ [102]. Недостатньо вивчено вплив стромального фактору росту ендотелію судин (VEGF) на неоангіогенез і прогноз РПЗ [174].
У дисертаційній роботі визначені показники неоангіогенезу – щільність мікросудин (ЩМС) та їх площа, які є взаємозалежними, простежено зворотну залежність між цими показниками (р<0,05), тобто критерієм зростання васкуляризації стало поєднання змін одночасно двох показників: числа мікросудин та їх розмірів, підвищення ЩМС і зниження їх площі. Такі зміни поєднувалися також зі зростанням рівня експресії VEGF клітинами строми (р<0,05), але не епітелію.

Неоангіогенез у РПЗ залежить від проліферації ендотеліоцитів, їхньої міграції та ремодулювання капілярів з утворенням судинних просвітів, ці процеси регулюються VEGF [145]. Виявлено тенденцію до зростання показника ЩМС зі зростанням рівня експресії Ki-67, проте була відсутня статистично значуща залежність між ними (r=0,29, p>0,05), що підтверджує роль у неоваскуляризації інших процесів, крім проліферації ендотеліальних клітин. Не виявлено також статистично значущої різниці між рівнем експресії Ki-67 ендотелієм та СГ і групами ризику РПЗ, що, на перший погляд, пояснюється різними механізмами регулювання проліферації ендотеліальних клітин і пухлинної прогресії.

Основний чинник неоангіогенезу VEGF також здатний надавати безпосередній стимулюючий вплив на ріст пухлинних клітин [98, 102]. Простежено залежність між ІМ VEGF строми й показниками неоангіогенезу: ЩМС (r=0,9, р<0,001), площею судин (r=-0,4, р<0,03), Ki-67, ендотеліоцитами (r=0,37, p>0,05), а також взаємозв'язок з показниками злоякісності РПЗ (СГ –р<0,005 і ризику рецидивування – р<0,01) VEGF строми, але не епітелію, однак відсутність взаємозв'язку між доброякісною патологією ПЗ і РПЗ. Отримані результати підтверджуютьключову роль VEGF у неоангіогенезі й прогресії раку. Виявлено залежність між експресією VEGF і ЩМС та відсутність залежності між VEGF і Ki-67, а також між Ki-67 і ЩМС, що є свідченням властивості VEGF регулювати неоангіогенез іншими механізмами, крім проліферації ендотеліоцитів (серед яких міграція ендотеліальних клітин й утворення судинних просвітів), і важливість цих процесів в ангіогенезі РПЗ.

Отримані дані показали значення стромального пухлинного компоненту та неоангіогенезу для розвитку та прогресування РПЗ. Так, у процесах туморогенезу бере участь неоваскуляризація, що доводиться статистично значущою відмінністю за показниками ЩМС, площі судин, тенденцією до підвищення експресії VEGF між доброякісною патологією, ПІН та раками і залежно від СГ. Показники ангіогенезу є прогностичними критеріями РПЗ, що визначається зменшенням показника площі мікросудин і збільшенням показника ЩМС зі зростанням ризику рецидивування і СГ. Площа мікросудин у раках високого ризику менша, ніж у раках низького ризику (р<0,0001), ЩМС у раках високого ризику більша, ніж низького (р<0,001) та проміжного ризику (р<0,05).

Хронічне запалення є основним чинником патогенезу близько 20% раків, серед яких рак товстої кишки у хворих на неспецифічний виразковий коліт, рак печінки при гепатиті С і В, лімфома шлунка, викликана Helicobacter pylori. Хронічне запалення може бути залучене до розвитку й прогресування РПЗ, з іншого боку – імуноклітинна інфільтрація може мати захисний характер і бути прогностичною ознакою менш агресивної клінічної поведінки пухлин [106, 107]. У цілому аналіз наукових робіт дозволяє стверджувати, що запальна інфільтрація при РПЗ корелює з їхньою більш агресивною клінічною поведінкою [117]. Однак відомості окремих авторів суперечливі [128, 175], залишається нез’ясованим, чи є запалення причиною й чинником, що впливає на біологічну поведінку РПЗ, або наслідком прогресування раку [109].

У науковій літературі можна зустріти різні методи оцінювання запальної інфільтрації РПЗ. Деякі автори оцінюють середнє число імунокомпетентних клітин у полі зору після збільшення мікроскопа ×200 [128, 130], інші – ×400 [176], а деякі обчислюють абсолютне число клітин у мм2 [175, 177, 178]. Своєю чергою, кожен з наведених способів оцінки може стосуватися вогнищ найбільшої інфільтрації (метод hot spot) або враховувати середню інфільтрацію клітинами запалення всієї пухлини. Оцінюватися також можуть різні зони пухлини (центральна, периферична, тканини поблизу пухлини). І нарешті, деякі автори для оцінювання імуноклітинної інфільтрації не використовують підрахунок числа клітин, застосовують трибальну шкалу: 1 ступінь – наявність окремо розташованих одна від одної клітин запалення, 2 ступінь – ділянки зливного характеру інфільтрату без формування лімфоїдних фолікулів і без деструкції тканин, 3 ступінь – зливні вогнища запальної інфільтрації з деструкцією тканин або наявність лімфоїдних фолікулів [179]. Як видно, відсутність єдиного методу оцінки запальних процесів при РПЗспричиняє певну плутанину. У нашій роботі для напівкількісної оцінки імуноклітинної інфільтрації використовувалася наведена трибальна шкала оцінки, для дослідження абсолютного числа імунокомпетентних клітин проводився їх підрахунок за методом hot spot на периферії пухлини в 6 полях зору в результаті збільшення мікроскопа ×200.

Є суперечливі відомості про вплив Т-, В-лімфоцитів, макрофагів, дендритичних мастоцитів на туморогенез і прогресування РПЗ. Можливо, відмінність даних обумовлена насамперед відсутністю стандартного методу підрахунку клітин запалення [128] У дисертаційній роботі встановлено, що вираженість імуноклітинної інфільтрації не впливає на туморогенез та не залежить від СГ і приналежності до груп ризику. Детально досліджено абсолютне число імунокомпетентних клітин, відносне їх число в інфільтраті. Досліджувалися В-лімфоцити (CD20+), Т-лімфоцити (CD3+, CD4+, CD8+), макрофаги (CD68+ клітини).

У науковій літературі відомо про вплив Т-хелперів 2-го типу (CD4 + Th2) на ріст пухлини через пригнічення активності ефекторних Т-клітин, що призводе до нівелювання протипухлинної імунної відповіді [108], а підвищення інфільтрації РПЗ регуляторними Т-лімфоцитами (Treg), що становлять 10–15% СD4+ клітин [180], спричиняє стимуляцію вироблення пухлиною хемокінів і прогресування раку [117]. У РПЗ домінує Th2/Treg лімфоцитарний профіль, який є прогностичним критерієм несприятливого прогнозування [107], а підвищення числа СD4+ клітин асоціюється з несприятливим прогнозуванням для пацієнтів після РПЕ [122]. В-лімфоцити разом з дендритичними клітинами можуть брати участь в антигенпрезентуючій функції [118], їхня інфільтрація більша в пухлині, ніж у тканинах навколо [178]. Однак кількість В-лімфоцитів РПЗ не впливає на його клінічну поведінку [123, 118]. У нашій роботі виявлено лише тенденцію до збільшення відношення абсолютного й відносного числа CD4+ лімфоцитів при ПІН порівняно з НГПЗ і РПЗ порівняно з доброякісною патологією ПЗ, а також у РПЗ високого ризику. Відповідно відзначалася тенденція до збільшення відношення CD4+ до CD3+ лімфоцитів. Відношення CD4+ до CD8+ лімфоцитів також дещо підвищилося зі збільшенням СГ і в групі високого ризику, але ці відмінності не достовірні. Число В-лімфоцитів (CD20+) дещо знижувалося при РПЗ порівняно з доброякісною патологією та з мірою зростання СГ і в групі високого ризику. Однак слабка тенденція не дозволяє робити висновок про будь-яку роль лімфоцитів у туморогенезі і злоякісності раку.

У дисертаційному дослідженні отримала оцінку роль CD68+ макрофагів, число яких збільшувалося при ПІН порівняно з НГПЗ і РПЗ порівняно з доброякісною патологією ПЗ, а також під час РПЗ з'являлася інтраепітеліальна їхня локалізація, збільшувалося їхнє число зі зростанням СГ і ризику рецидивування. Отримані дані дають підстави стверджувати значення CD68+ макрофагів у туморогенезі і формуванні агресивного фенотипу РПЗ. Подальші дослідження кореляції між числом CD68+ клітин і цілою низкою імуногістохімічних маркерів показало залученість макрофагів у процеси ЕМТ і ангіогенез. Однак слід зазначити, що в результаті зіставлення абсолютного числа макрофагів у ділянках найбільшої імуноклітинної інфільтрації з ІМ маркерів у цілому і у всій пухлині залежності не виявлено. Простежено кореляцію між маркерами ЕМТ (зниження експресії Е-кадгерину, поява віментину, зростання TGF-β), неоангіогенезу (зростання ЩМС, експресії VEGF), зниженням РА стромою і абсолютним числом макрофагів під час оцінювання ділянок найбільшої імуноклітинної інфільтрації, а не всієї пухлини, тобто враховувалася експресія маркерів епітелію поблизу імуноклітинної інфільтрації.
Макрофаги відіграють ключову роль у формуванні пухлинного мікрооточення та в пухлинному прогресуванні через безпосередній вплив на ріст пухлинних клітин [118]. Протуморогенний вплив ПАМ може здійснюватися через ефероцитоз (фагоцитоз апоптичних тіл) за участі milk fat globule-E8 (MFG-E8) та інших інтра- й екстрацелюлярних сигнальних молекул [119], різні чинники росту та цитокіни (fibroblast growth factor 1, platelet-derived growth factor, vascular endothelial growth factor, IL-1, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, TGF-β, prostaglandins, and insulin-like growth factor I) викликають пухлинну прогресію [175], впливають на ріст і виживання ракових клітин або мають опосередкований вплив на пухлину через стимуляцію ангіогенезу. Фармакологічне інгібування макрофагів у різних пухлинах на мишачих моделях сприяє зниженню ангіогенезу й пухлинної прогресії [127]. У нашому дослідженні виявлено зниження експресії РА стромою, пов'язане з агресивним фенотипом РПЗ і підвищенням інфільтрації макрофагами. У науковій літературі знаходить також теоретичне обґрунтування впливів макрофагів на процеси ЕМТ. Так, макрофаги через AR-CCL4-pSTAT3 сигнальний шлях індукують туморогенез і прогресію РПЗ завдяки процесам ЕМТ [127], а супресія андроген/АР-сигнального шляху в макрофагах і ракових клітинах викликає метастазування через активацію CCL2/CCR2-pSTAT3 сигнального шляху з процесами ЕМТ [75]. Окремо виділяють NF-κB сигнальний шлях, який активує гени антиапоптозу (Bcl-2, Bcl-X), прозапалення (COX-2, iNOS, TNF-α, IL-1, IL-6), неоангіогенезу (VEGF) [117].

Таким чином, у дисертаційній роботі показано ключову роль строми в туморогенезі, прогресуванні РПЗ, формуванні агресивної біологічної поведінки пухлини з її участю в процесах зниження диференціювання й клональної селекції ракових клітин, які обумовлюють гетерогенність раку й виникнення вогнищевої ЕМТ. Показано прогностичне значення десмоплазії та протеїнового профілю клітин строми РПЗ, що дозволяють висловлювати судження про їхню клінічну поведінку.
ВИСНОВКИ

Рак ПЗ серед онкологічних захворювань чоловічого населення посідає друге місце і перше – в осіб, старших за 75 років, характеризується гетерогенною клінічною поведінкою та високим показником смертності. РПЗ і досі залишається без рекомендованого міжнародними організаціями використання молекулярно-біологічних критеріїв для прогнозуванняй вибору лікувальної тактики. У дисертаційній роботі вирішується актуальне клініко-морфологічне завдання щодо удосконалення морфологічних критеріїв прогнозування РПЗ і визначення ролі стромального компоненту у формуванні агресивного фенотипу пухлини.

1. Структура хірургічної патології ПЗ у Харківському регіоні за 2011–2015 рр. була представлена НГПЗ – 76,0% (3432/4514), атиповою гіперплазією і ПІН – 1,6% (72/4514), РПЗ – 19,6% (886/4514), іншими патологічними процесами (склеротичними, запальними змінами) – 1,95% (88/4514). Рівень ПСА крові не може вважатися надійним диференційно-діагностичним критерієм РПЗ, оскільки низький його показник (0–4 нг/мл) був у 13,4% випадків РПЗ, високий (20–40 нг/мл) спостерігався в 4% випадків з ПІН, а ступінь зв'язку між рівнем ПСА понад 40 нг/мл і РПЗ є слабким (р<0,03). РПЗ було виявлено на локалізованій стадії (Т1-Т2b) у 45,4%. Розподіл РПЗ відповідно до системи Глісон на 6, 7 (3+4), 7 (4+3), 8, 9–10 становив 36,6%, 17,8%, 13,3%, 16,9% і 15,1% відповідно.

2. Імуногістохімічне дослідження на маркери базальних клітин – р63 і високомолекулярний цитокератин HMW дозволяє провести диференційну діагностику між доброякісною патологією ПЗ і РПЗ. Рівень ПСА сироватки крові і експресія маркера проліферативної активності Ki-67 підвищувалися в РПЗ порівняно з НГПЗ і ПІН (р<0,05 і р<0,001), однак ці показники не можуть бути надійними критеріями в діагностиці захворювань.

3. Десмопластичний фіброз при НГПЗ був відсутній, при ПІН з'являвся в деяких ділянках періацинарної зони, при РПЗ був у 61,6% випадків. У РПЗ десмоплазія характеризується відсутністю гладеньком'язових клітин первинної строми, що експресують ГМА-α, утворенням сполучнотканинних волокон, появою стромальної експресії колагену IV типу, присутністю фібробластів, що експресують віментин, і міофібробластів з ко-експресією віментину і ГМА-α. Десмоплазія зростала зі зниженням диференціювання РПЗ від СГ ≤6до СГ 7 (4 + 3) і певною мірою зменшувалася при СГ 8 і 9–10. Виражена десмоплазія була характерною для РПЗ із СГ 7 (4 + 3) (р<0,001).

4. ЕМТ у вигляді появи епітеліальної експресії віментину і зниження Е-кадгерину характерна для РПЗ із СГ 8–10 (р<0,05 і р<0,03 відповідно). Виявлено зворотну кореляційну залежність між експресією віментину і Е-кадгерину (p<0,05); взаємозв'язок TGF-β з віментином (p<0,05) і Е-кадгерином (p<0,05) свідчить про спільність молекулярно-біологічних проявів ЕМТ і на залученість в її процес чинника росту TGF-β.

5. Зі зниженням диференціювання і посиленням агресивної клінічної поведінки РПЗ строма характеризувалася підвищенням експресії віментину, зростанням неаонгіогенезу і інфільтрації CD68+ макрофагами. Виражена експресія віментину була характерна для РПЗ із СГ 8 і 9–10 (р<0,001) за рахунок збільшення числа пухлиноасоційованих макрофагів і міофібробластів. Збільшення щільності мікросудин, зменшення їх площі і підвищення стромальної експресії VEGF є взаємозалежними, характерними для РПЗ при їх порівнянні з доброякісною патологією і зростали в міру зниження диференціювання раку. Встановлено збільшення абсолютного числа CD68+ макрофагів у зонах найбільшої імуноклітинної інфільтрації в РПЗ порівняно з НГПЗ і ПІН (р<0,05), найбільшою мірою в раках із СГ 9–10 (р<0,05). Виявлений взаємозв'язок числа CD68+ макрофагів із ЩМС (р<0,05), експресією VEGF (р<0,05), TGF-β (р<0,05), появою віментину (р<0,05), зменшенням Е-кадгерину (р<0,05) і РА стромою (р<0,05) свідчить про залученість CD68+ клітину процеси неоваскуляризації та ЕМТ і реалізації агресивного фенотипу РПЗ.

6. Критеріями сприятливого прогнозування РПЗ є низький рівень ПСА крові (до 10 нг/мл), низька проліферативна активність (Ki-67 до 1%), відсутність десмоплазії. До критеріїв несприятливого прогнозування – рівень ПСА більше 20 г/мл, збільшення проліферативної активності (Ki-67 понад 1%), імуногістохімічні прояви ЕМТ у вигляді появи вогнищ експресії віментину і зниження Е-кадгерину, виражена експресія віментину стромою, збільшення кількості мікросудин і зменшення їх площі, високий рівень інфільтрації макрофагами (CD 68+). Не мають вагомого діагностичного прогностичного значення такі клініко-морфологічні критерії та імуногістохімічні маркери, як вік пацієнтів, виражена десмоплазія, експресія цитокератину 8/18, TGF-β, ГМА-α, VEGF, ступінь вираженості імуноклітинної інфільтрації і абсолютне число CD3+, CD8+, CD4+ CD20+ клітин. Для диференціальної діагностики між доброякісною патологією ПЗ і РПЗ достовірним критерієм є дослідження на р63 і високомолекулярний цитокератин HMW.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Для коректної верифікації патології ПЗ і диференціальної діагностики РПЗ із «доброякісними» процесами, серед яких під час рутинного дослідження найбільш складними для діагностики можуть бути атипова гіперплазія, ПІН, мікроацинарна гіперплазія, базальноклітинна гіперплазія, світлоклітинна криброзна гіперплазія тощо слід використовувати імуногістохімічні дослідження на маркери базального і люмінального епітелію – р63 і високомолекулярні цитокератини (HMW).

2. Оцінка стромального компоненту може бути використана для визначення ступеня злоякісності РПЗ і ризику рецидивування та несприятливого перебігу захворювання. Серед таких критеріїв слід ураховувати наявність і ступінь десмоплазії, рівень експресії віментину стромою, рівень неоангіогенезу, вираженість інфільтрації CD68+ макрофагів.

3. Про характер клінічної поведінки РПЗ можна робити висновки за наявністю процесів ЕМТ, найбільш прогностично значущими морфологічними свідченнями якої є поява експресії в ракових клітинах віментину.
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		група високого ризику		100		100		100		41.7

		група проміжного ризику		0		0		0		41.6

		група низького ризику		0		0		0		16.7
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Sheet1

				ІМ 0		ІМ1-33%		ІМ34-66%		ІМ 67-100%

		група високого ризику		100		77.7		71.4		46.6

		група проміжного ризику		0		11.2		28.5		33.3

		група низького ризику		0		11.1		0		20
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Sheet1

				ІМ 0		ІМ1-33%		ІМ34-66%		ІМ 67-100%

		група високого ризику		100		66.6		60		59.1

		група проміжного ризику		0		22.2		40		27.3

		группа низького ризику		0		11.2		0		13.6
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Sheet1

				ІМ 0		ІМ 1-33%		ІМ 34-66%		ІМ 67-100%

		група високого ризику		0		47.8		91.7		100

		група проміжного ризику		0		39.1		8.3		0

		группа низького ризику		100		12.1		0		0
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Sheet1

				ІМ 0		ІМ1-33%		ІМ34-66%		ІМ 67-100%

		група високого ризику		100		41.7		54.5		93.7

		група проміжного ризику		0		50		18.2		6.3

		група низького ризику		0		8.3		27.3		0






_1592032703.unknown

