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Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук (доктор філософії) за спеціальністю 14.03.02 «Патологічна анатомія». – Вінницький національний медичний університет імені М.І. Пирогова МОЗ України, Вінниця, 2020. Харківський національний медичний університет МОЗ України, Харків, 2020.

Дисертація присвячена вивченню патоморфологічних особливостей хронічних гастритів, асоційованих з Helicobacter pylori інфекцією в залежності від її генотипу.

У роботі застосовано наступні методи дослідження: загальногістологічне, гістохімічне, молекулярно-генетичне, лектино- та імуногістохімічне дослідження біопсійного матеріалу, отриманого від хворих на хронічні гастрити (ХГ), а також лабораторне й інструментальне обстеження цих пацієнтів, статистична обробка отриманих результатів. 

Дослідження були проведені на біопсійному матеріалі отриманому з дотриманням міжнародних норм біоетики від 365 пацієнтів Вінницької обласної клінічної лікарні ім. М.І. Пирогова, Військово-медичного центру Центрального регіону ВПС України та ТОВ «Альтамедика плюс».

В ході дослідження встановлено, що серед хворих на ХГ переважали інфіковані Helicobacter pylori (H. pylori) (χ2=4,59, p=0,032) з підвищеним відносним ризиком розвитку ХГ в 1,45 (ДІ: 1,02-2,45) разів більше при зіставленні з неінфікованими та високою частотою інфікованості у хворих старше 45 років. За даними вперше проведеного у Вінницькій області молекулярно-генетичного аналізу, виявлено перевагу диспластичних змін слизової оболонки шлунку (СОШ) у хворих на хронічний неатрофічний гастрит (ХНГ) та хронічний атрофічний гастрит (ХАГ), інфікованих cagA+, vacA s1m1 штамами H. pylori (p<0,001 та p<0,05) у порівнянні з групою cag-, що дозволило визначити генотип H. pylori з найбільшим потенціалом пренеопластичних і неопластичних перетворень СОШ на тлі хронічного гастриту. Доведено зв'язок інвазивності гелікобактер з наявністю гену вакуолізуючого токсину (vacA) та цитотоксинасоційованого гену (cagA). Встановлено, тісний зв'язок між наявністю гену cagA, інвазивністю, активністю та ступенем контамінації для хронічного неатрофічного гастриту: для низького ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,00235, p<0,05, для помірного ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,01204, p<0,05, для високого = 0,01204, p<0,05. Відповідно, при хронічному атрофічному гастриті: для низького ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,01133, p<0,05, для помірного = 0,00310, p<0,05, для високого = 0,00135, p<0,05, а також зареєстрований тісний зв'язок між ступенем контамінації та активністю хронічного гастриту, так у хворих з високим ступенем контамінації виявляли 2-3 стадію активності ХГ. Між- та інтраепітеліальна локалізація мікроорганізмів переважала при високому ступеню контамінації та 3 стадії активності у 76% H. pylori cagA+ пацієнтів у порівнянні з низьким ступенем контамінації та 1 стадією активності у хворих на хронічний неатрофічний гастрит. В той час як у хворих на ХНГ з cagA негативною (cagA-) між- та інтраепітеліальна локалізація мікроорганізмів спостерігалася лише у 10% хворих з високим ступенем контамінації та 3 стадією активності у порівнянні з низьким та 1 стадією (p<0,001). Проте у хворих на ХАГ з cagA+ між- та інтраепітеліальна локалізація мікроорганізмів спостерігалась тільки у 35% випадків при високому ступеню контамінації та 3 стадії активності, а cagA- у 5%. При низькому ступеню контамінації та 1 стадії активності в обох групах ХГ H. pylori визначався переважно в прилеглому до поверхневого епітелію слизу. В нашому дослідженні запальна відповідь залежала від наявності або відсутності у пацієнта штаму H. pylori, що містив генотип cagA+, vacA s1m1, який на нашу думку займає ключову роль у запуску каскаду запальних змін СОШ та прогресуванні хронічного гастриту. Гістохімічний аналіз виявив достовірне зниження продукції нейтральних муцинів та появу сіаломуцинів в ділянках тяжкої дисплазії (ТД) у хворих на ХНГ та ХАГ з cagA+, vacA s1m1 генотипом. Вперше проаналізована та встановлена модифікація рецепторів лектинів ConA, SNA, CNFA, WGA, HPA у поверхневий та ямковий епітелій (ПЯЕ) в зонах дисплазії (Д) та атрофії у пацієнтів з ХНГ та ХАГ H. pylori+, що свідчило про зміну консистенції слизового секрету, його адсорбційних властивостей та посилення проникності, чим створювало передумови для подолання H. pylori слизового бар’єра, контакту з ПЯЕ та наступним розвитком патологічного процесу. Доведена інтенсивна експресія лектинів при диспластичних змінах епітелію СОШ у хворих на ХНГ: WGA (75%), CNFA (70%), SNA (75%), HPA (75%), та PNA (60%) та відповідно WGA (80%), CNFA (95%), SNA (80%), HPA (80%), та PNA (70%) у пацієнтів з ХАГ. Легка дисплазія (ЛД) СОШ у H. pylori+ хворих на ХНГ та ХАГ характеризувалася: послабленою продукцією сіаломуцинів, що підтверджувалося позитивною слабкою експресією SNA (+), посиленим маркуванням лектинів WGA, CNFA, HPA та PNA, негативним маркуванням ConA. ТД СОШ характеризувалася: посиленою продукцією сіаломуцинів, що підтверджувалося позитивною сильною експресією SNA (+++), посиленим маркуванням лекинів CNFA, HPA та PNA, негативною експресією ConA. При Н. pylori-асоційованому ХНГ у порівнянні з Н. pylori- збільшувався темп оновлення епітелію СОШ, що характеризується достовірним посиленням експресії каспази-3 і маркерів проліферації Ki-67, цикліну D1 (p<0,001) з розширенням проліфераційного компартменту і зон апоптозу. Експресія Кі-67, Cyclin D1, та р53 при тяжкій дисплазії СОШ була достовірно вищою (р<0,05), порівняно з легкою у хворих на хронічний неатрофічний та атрофічний H pylori-асоційовані гастрити, попри зниження експресії транскрипційного фактору Sox2 у випадках з ТД. Найбільш специфічним маркером щодо визначення ТД у хворих на H. pylori-асоційовані ХГ виявився маркер p53 (чутливість 98,73%; специфічність 83,38%, ДІ: 95%, р<0,05).

Розроблена скринінгова система з урахуванням різних генотипів H. pylori для ранньої діагностики передракових змін СОШ, що сприятиме оптимізації лікувальної тактики хворих на хронічні гастрити та підвищить ефективність виявлення диспластичних та атрофічних змін СОШ на їх ранніх стадіях розвитку.
Ключові слова: хронічний гастрит, морфологія, Helicobacter pylori, генотипи, cagA, vacA s1m1, слизова оболонка шлунку.
SUMMARY

D.S. Sukhan. Pathologic morphology of chronic gastritis and risk of precancerous changes of gastric mucosa depending on a Helicobacter pylori genotype – Qualifying scientific work as a manuscript.

Doctoral (candidate of medical sciences) dissertation in the specialty 14.03.02 Pathological Anatomy (22 – Healthcare). National Pirogov Memorial Medical University, Ministry of Health of Ukraine, Vinnytsia, 2020. Kharkiv National Medical University, Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2020.

The thesis is dedicated to the study of pathology-based morphological features of the chronic gastritis (CG) types associated with H. pylori infection depending on genotype.

The following methods were used in the study: general histological, histochemical, molecular-genetic, lectin-based and immunohistochemical research of biopsic material taken from patients suffering from CG of different types, as well as laboratory and instrumental examination of these patients, and statistical processing of the study findings.

The study was conducted on biopsy material taken from 365 patients of the Pirogov Memorial Clinical Hospital, the Ukrainian Air Force Medical Center for the Central Region, and «Altamedika Plus» medical treatment facility in compliance with the international bioethical standards.

The study revealed that H. pylori-infected patients with an elevated relative risk of CG development (χ2 = 4.59, p = 0.032) dominated by 1.45 times (CI: 1.02-2.45) over uninfected ones among all CG patients; the patients over 45 also demonstrated a higher incidence of the disease. According to the first-ever molecular genetic assay conducted in Vinnytsia region, dysplastic changes of the gastric mucosa (GM) in patients with chronic nonatrophic gastritis (CNG) and chronic atrophic gastritis (CAG) infected with H. pylori strains carrying the cagA+ and vacA s1m1 alleles ( p <0.001 and p <0.05) dominated over those observed in the cag- group, which made it possible to determine the H. pylori genotype with the greatest potential for preneoplastic and neoplastic GM transformations in patients with underlying chronic gastritis. The connection between the H. pylori invasiveness, the vacuolizing toxin gene (vacA) and the cytotoxin-associated gene (cagA) was proven. A close relationship between the cagA gene, invasiveness, activity and contamination of the chronic non-atrophic gastritis was established, the fact of which was substantiated by Fisher's exact test = 0.00235, p <0.05; 0.01204, p <0.05; and 0.01204, p <0.05 in case of low, moderate, and high contamination, accordingly.

As for chronic atrophic gastritis, the Fisher's exact test was equal to 0.01133, p<0.05; 0.00310, p<0.05; and 0.00135, p<0.05 in case of low, moderate and high contamination, accordingly. A close relationship between contamination degree and chronic gastritis activity was also reported, as patients with high contamination degree were diagnosed stages 2-3 of the disease activity. Inter- and intraepithelial microorganism localization prevailed at high contamination degree and stage 3 activity in 76% of H. pylori cagA+ patients compared with the low contamination degree and stage 1 activity in patients with chronic nonatrophic gastritis. At the same time, cagA negative (cagA-) CNG patients presented inter- and intraepithelial localization of microorganisms only in 10% of high-contamination stage 3 activity patients compared to those with low-contamination stage 1 of the disease (p <0.001). However, inter- and intraepithelial localization of microorganisms in cagA+ patients was observed only in 35% of cases with high contamination degree and stage 3 disease activity, and in 5% in cagA- subjects. H. pylori was determined predominantly in the mucosa adjacent to the superficial epithelium at low-contamination and stage 1 activity of the disease in both CG groups. In our study, the inflammatory response depended on the availability of H. pylori strains carrying the cagA+ and  vacA s1m1 alleles, which we believe played a key role in triggering the cascade of GM inflammatory changes and the progression of the disease. Histochemical analysis revealed a statistically-significant decrease in the production of neutral mucins and the emergence of sialomucins in the areas of severe dysplasia (D) of CNG and cagA+, vacA s1m1 CAG patients.

For the first time we analyzed and established the alteration of ConA, SNA, CNFA, WGA, HPA lectin receptors in surface mucous cells of dysplasia and atrophic areas in patients with CNG and H. pylori+ CAG, which suggested a change in the consistency of mucous secretion, its adsorption properties and elevated permeability, thus creating the preconditions for penetrating the mucosal barrier by H. pylori, contacts with surface mucous cells, and subsequent development of the pathological process. The intensive expression of lectins in patients with dysplastic changes of GM epithelium - WGA (75%), CNFA (70%), SNA (75%), HPA (75%), PNA (60%) - and WGA, (80%), CNFA (95%), SNA (80%), HPA (80%), PNA (70%) - in CNG and CAG patients, respectively, was proven. Mild GM dysplasia in H. pylori+ CNG and CAG patients was characterized by weak sialisation presented by positive weak SNA (+) expression, enhanced labeling of WGA, CNFA, HPA and PNA lectins, and negative ConA labeling. Severe GM dysplasia was characterized by elevated sialisation presented by positive potent SNA (+++) expression, enhanced labeling of CNFA, HPA, PNA lectins, and negative ConA expression. The GM epithelial renewal rate of H. pylori-associated CNG patients was ahead of the epithelium restoration in H. pylori- subjects and characterized by a significant increase in the expression of caspase-3, Ki-67 and cyclin D1 (p <0.001) proliferation markers, and the expansion of proliferative compartment and apoptosis zones. The expression of Ki-67, Cyclin D1, and p53 in severe GM dysplasia cases was statistically significantly higher (p <0.05) compared to the mild ones in patients with chronic nonatrophic and atrophic H pylori-associated gastritis types despite decreased expression of Sox2 transcription factor in severe dysplasia cases. The p53 marker (sensitivity 98.73%; specificity 83.38%, CI: 95%, p <0.05) was found the most specific marker for determination of severe dysplasia in patients with H. pylori-associated CG.

We developed a screening system for early diagnosis of precancerous GM changes based on different H. pylori genotypes, which would facilitate optimizing disease management of patients with chronic gastritis of different types and improve the efficiency of detecting dysplastic and atrophic GM changes at early stages.
Key words: chronic gastritis, morphology, Helicobacter pylori, genotypes, cagA, vacA s1m1, gastric mucosa.
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ВСТУП
Актуальність теми. За даними IARС (International Agency for Research on Cancer), рак шлунка (РШ) серед онкологічної патології займає 5 місце в структурі захворюваності й третє місце в структурі смертності, а серед органів травлення – друге місце. Ще у 1994 р. IARС зареєструвало інфекцію H. pylori як канцероген першого порядку [1].
Загальна інфікованість населення земного шару H. pylori досягає майже 60% [2]. Численними дослідженнями встановлений зв’язок між персистенцією H. pylori в СОШ і дванадцятипалій кишці та ризиком розвитку виразкової хвороби (ВХ), аденокарциноми і В-клітинної MALT – лімфоми [3].
Сучасні уявлення про гастроканцерогенез на тлі передпухлинних патологічних змін СОШ найповніше відображені у моделі, запропонованій Correa P. (1988р.). Мова йде про наявність багатоетапного патологічного процесу, послідовність якого має наступний вигляд: інфекція H. pylori → поверхневий гастрит → мультифокальний атрофічний гастрит → тонкокишкова метаплазія → товстокишкова метаплазія → дисплазія/неоплазія → рак [4, 5, 6].

H. pylori є найбільш важливим фактором у патогенезі ХГ, а також істотним фактором для 71-95% випадків РШ. Проте в більшості випадків наслідком довготривалої гелікобактерної інфекції є ХГ, в той час як ВХ і РШ розвивається лише у частини хворих [7]. Це дає підстави припустити, що відмінності серед штамів H. pylori можуть частково обумовити спостережувані варіації клінічних проявів гелікобактерної інфекції. Не дивлячись на велику геномну гетерогенність H. pylori, більшість штамів можна розділити на 2 фенотипи на основі наявності (тип І) або відсутності (тип ІІ) експресії вакуолізуючого токсину (vacuolating-associated cytotoxin gene A — VacA) і цитотоксин – асоційованого протеїну (cytotoxin-associated gene A — CagA) [8]. Роль H. pylori при різних захворюваннях далеко не однозначна, тому розвиток генної технології відкриває шлях до більш глобального розуміння патогенезу асоційованих з ним захворювань [9].
Клінічне значення cagA-штамів H. pylori залишається предметом дискусій. Висловлюється думка, згідно якій cagA та інші цитотоксичні штами H. pylori грають важливу роль в ульцерогенезі, що підтверджується результатами масштабних досліджень. Разом з тим, цю думку поділяють не всі автори. Певна складність цієї проблеми пов’язана зі значною варіабельністю генетичної структури бактерій в різних країнах світу [10]. Хоча всі штами мають функціональний vacA ген, серед них спостерігаються значні відхилення у вакуолізуючій активності. Це відбувається завдяки гетерогенності послідовностей сигнальної (s) та середньої (m) ділянок й, нещодавно відкритої, проміжної (і) ділянки в гені. Штами, що містять комбінацію s1, i1, m1 алелей пов’язані з найбільш тяжким перебігом захворювань [11, 12]. В результаті епідеміологічних досліджень була виявлена неоднорідність географічного розподілу різних підтипів гена vacA, з якими можуть бути пов’язані особливості перебігу патології верхніх відділів шлунково-кишкового тракту (ШКТ) в різних регіонах світу [13]. Суперечливими залишаються дані щодо ролі cagA та vacA в ульцерогенезі, канцерогенезі та виникненні передракових змін СОШ. У ряді робіт була продемонстрована висока частота патологічних штамів у здорових осіб [4, 5, 7, 11, 14, 15].

У зв’язку з цим функціонально-морфологічне вивчення передракових змін СОШ при різних штамах H. pylori в конкретній географічній зоні дає можливість передбачити можливі варіанти подальшого розвитку патології, провести патогенетичне лікування та попередити прогресування хвороби [3, 16].
Узагальнюючи наведені дані можна зазначити, що розкриття сутності та визначення впливу патогенних штамів H. pylori на СОШ створює перспективи для використання морфологічних і генетичних показників, як додаткових маркерів гастроканцерогенезу, що, у свою чергу, сприятиме своєчасній діагностиці передракових змін СОШ.
Тому вивчення, а особливо верифікація можливих специфічних змін у шлунку під впливом патогенних штамів H. pylori на сьогоднішній день є особливо актуальним.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана згідно плану науково-дослідних робіт Вінницького національного медичного університету ім. М.І. Пирогова, затвердженого МОЗ України, та є фрагментом наукової праці кафедри патологічної анатомії Вінницького національного медичного університету ім. М.І. Пирогова «Рання діагностика диспластичних, метапластичних та неопластичних змін при патології шлунково-кишкового тракту, дихальної, сечостатевої та нейроендокринної системи» (номер Державної реєстрації 0117U000001, 2017–2021 рр.). Автор є співвиконавцем зазначеної теми. Тема дисертації затверджена на засіданні Вченої ради Вінницького національного медичного університету ім. М.І. Пирогова (протокол № 2 від 17.11.2016 р.).
Мета дослідження – удосконалення патоморфологічної діагностики передракових змін СОШ при хронічному гелікобактерному гастриті шляхом встановлення прогностичної значущості факторів вірулентності в залежності від генотипу H. pylori.
Для досягнення поставленої мети необхідно вирішити наступні завдання дослідження:
1. Визначити розповсюдженість різних генотипів гелікобактерної інфекції в обстежених пацієнтів.

2. Провести морфологічний аналіз диспластичних та атрофічних змін СОШ у хворих на хронічний гастрит, в залежності від наявності патогенних штамів H. pylori. 

3. Оцінити особливості порушень апоптозу та проліферативної активності епітеліоцитів шлунка в залежності від генотипів гелікобактерної інфекції.
4. Встановити найбільш специфічний лектино- та імуногістохімічний маркер для виявлення тяжкої дисплазії у хворих на хронічний гастрит, в залежності від наявності патогенних штамів H. pylori.

5. Дослідити значення cagA і vacA генотипів H. pylori та їх комбінації у формуванні дисплазії та атрофії СОШ.

6. Розробити алгоритми ранньої діагностики передракових змін СОШ при хронічному гастриті з урахуванням генотипу H. pylori. 

Об’єкт дослідження: патоморфологічні зміни слизової оболонки шлунка у хворих на хронічний гастрит з різним генотипом Helicobacter pylori. 
Предмет дослідження: патоморфогенез, діагностика, прогноз передракових змін слизової оболонки шлунка при хронічному гастриті в залежності від генотипу гелікобактерної інфекції.
Методи дослідження: загальногістологічні, гістохімічні, лектино- та імуногістохімічні, цитологічні та молекулярно-генетичні методи дослідження біопсійного матеріалу від хворих з шлунковою патологією, а також лабораторне й інструментальне обстеження цих пацієнтів, статистична обробка отриманих результатів.
Наукова новизна одержаних результатів. Уперше вивчено поширеність вакуолізуючого та цитотоксичного генотипів H. pylori у хворих на хронічні гастрити у Вінницькій області. Встановлено, що серед хворих на ХГ переважали інфіковані H. pylori (χ2=4,59, p=0,032) з підвищеним відносним ризиком розвитку ХГ в 1,45 (ДІ: 1,02-2,45) разів при зіставленні з неінфікованими. Досліджена та встановлена роль гелікобактерної інфекції у виникненні диспластичних та атрофічних змін СОШ з урахуванням генотипів та ступеня контамінації H. pylori. За даними уперше проведеного молекулярно-генетичного аналізу у Вінницькій області виявлено перевагу диспластичних змін СОШ у хворих на ХНГ та ХАГ, інфікованих cagA+, vacA s1m1 штамами H. pylori (p<0,001 та p<0,05) у порівнянні з групою cag-, що дозволило визначити генотип H. pylori з найбільшим потенціалом пренеопластичних і неопластичних перетворень СОШ. Доведено зв'язок інвазивності, контамінації та активності H. pylori з наявністю патогенних штамів, а саме: вакуолізуючого токсину (vacA) та цитотоксинасоційованого білку (cagA), що свідчить про високу вірулентність даного штаму H. pylori та дозволяє звузити групу онкологічного ризику. Гістохімічний аналіз встановив достовірне зниження продукції нейтральних муцинів та появу сіаломуцинів в ділянках тяжкої дисплазії у хворих на ХНГ та ХАГ з cagA+ vacA s1m1 генотипом.

Уперше проведений лектиногістохімічний аналіз СОШ у H. pylori інфікованих пацієнтів виявив модифікацію рецепторів лектинів з їх перерозподілом у ділянках дисплазії СОШ. Доведена інтенсивна експресія лектинів при диспластичних змінах епітелію СОШ у хворих на ХНГ: WGA (75%), CNFA (70%), SNA (75%), HPA (75%), та PNA (60%) та відповідно WGA (80%), CNFA (95%), SNA (80%), HPA (80%), та PNA (70%) у пацієнтів з ХАГ. Легка дисплазія СОШ у H. pylori+ хворих на ХНГ та ХАГ характеризувалася послабленою продукцією сіаломуцинів, що проявлялось позитивною слабкою експресією SNA (+), посиленим маркуванням лектинів WGA, CNFA, HPA та PNA, негативним маркуванням ConA. Тяжка дисплазія СОШ характеризувалася посиленою продукцією сіаломуцинів, що підтверджувалося позитивною сильною експресією SNA (+++), посиленим маркуванням лектинів CNFA, HPA та PNA, негативною експресією ConA.
Встановлена достовірно вища експресія Кі-67, Cyclin D1, та р53 при тяжкій дисплазії СОШ порівняно з легкою у хворих на хронічний неатрофічний та атрофічний H. pylori-асоційовані гастрити (ДІ: 99,9%, р<0,001), попри зниження експресії транскрипційного фактору Sox2. Виявлений найбільш специфічний маркер тяжкої дисплазії у хворих на H. pylori-асоційовані ХГ - p53 (чутливість 98,73%; специфічність 83,38%, ДІ: 95%, р<0,05).

Уперше запропонований алгоритм та патоморфологічна скринінгова система спостереження хворих на хронічний гастрит з урахуванням різних генотипів H. pylori для ранньої діагностики передракових змін СОШ.

Інформація про проведення експертизи з питань етики та біоетики. Комітет з біоетики Вінницького національного медичного університету імені М.І. Пирогова на своєму засіданні (протокол № 9 від 1.11.2018 р.) розглянув матеріали щодо виконання кандидатської дисертаційної роботи та в результаті проведеної експертизи встановив, що матеріали дослідження не заперечують основним біоетичним нормам Гельсінської декларації прийнятої Генеральною асамблеєю Всесвітньої медичної асоціації, Конвенції Ради Європи про права людини та біомедицини (1977 р.), відповідним положенням ВООЗ, Міжнародної ради медичних наукових товариств, Міжнародному кодексу медичної етики (1983 р.), Конвенції Ради Європи про охорону хребетних тварин, що використовують в експериментах та інших наукових цілях від 18.03.1986 р., Директиві ЄЕС №609 від 24.11.1986 р. і наказу МОЗ України №281 від 01.11.2000 р., на підставі чого дійшла висновку: представлене дослідження може бути рекомендоване до апробації та офіційного захисту. 
Практичне значення одержаних результатів. На основі отриманих даних встановлені чіткі критерії морфологічної діагностики різних генотипів H. pylori. Розроблений оптимальний на сьогодні метод комплексної морфологічної діагностики H. pylori із застосуванням полімеразно-ланцюгової реакції (ПЛР).
Обґрунтовані та проаналізовані щодо ефективності діагностики гелікобактерної інфекції загальногістологічні, гістохімічні, цитологічні методи та метод ПЛР.

Автором розроблена скринінгова програма спостереження за хворими з передраковими станами СОШ з урахуванням генотипів Н. pylori, що сприятиме діагностуванню дисплазії на ранніх стадіях розвитку та упередженню трансформації диспластично та атрофічно зміненого епітелію в неопластичний.
Отримані в дослідженні дані уточнюють представлення про структурні перебудови СОШ при хронічних гастритах, асоційованих з Н. pylori, що має істотне значення для розуміння особливостей морфофункціонального стану шлунка в умовах персистенції Н. pylori. Результати роботи можуть бути використані для розширення комплексу діагностичних заходів при проведенні досліджень в клінічній роботі гастроентеролога та сімейного лікаря, що спостерігають хворих з генотипом cagA+ vacA s1m1 H. pylori до та після ерадикації, для вирішення питань діагностики та прогнозу ХНГ та ХАГ, асоційованих з Н. pylori. Проведене дослідження показує необхідність комплексного обстеження хворих з хронічною патологією шлунка та розробки індивідуальних підходів терапії з урахуванням отриманих морфологічних особливостей вакуолізуючого та цитотоксичного генотипів H. pylori. 

Особистий внесок здобувача. У процесі виконання дисертаційної роботи автором визначені мета і завдання дослідження, проведений патентно-інформаційний пошук, аналіз даних літератури, виконані й написані усі розділи роботи.
Самостійно проведене морфологічне дослідження СОШ у хворих на хронічний гастрит з різними генотипами H. pylori.

Патоморфологічні дослідження виконувались на базах Вінницького обласного патологоанатомічного бюро, патогістологічної ‘лабораторії Військово-медичного клінічного центру Центрального регіону, кафедри патологічної анатомії, судової медицини та права Вінницького національного медичного університету імені М.І. Пирогова. Автором здійснена обробка результатів дослідження та їх логічний і статистичний аналіз, сформульовані та обґрунтовані висновки й практичні рекомендації. Здобувачем оформлені дисертація та автореферат. Усі розділи дисертації висвітлені у наукових фахових виданнях. У сумісних публікаціях ідея та основний зміст робіт належать здобувачу. Забезпечено впровадження отриманих результатів у лікувальні та навчальні заклади України.

Апробація результатів дослідження. Матеріали дисертації доповідались і обговорювались на: 3-му конгресі патологів Боснії та Герцеговини з міжнародною участю (Боснія та Герцеговина, 2016); XIII міжнародній науково-практичній конференції студентів та молодих вчених «Перший крок в науку» (Вінниця, 2016); XVIII міжнародній науково-практичній конференції студентської медичної науки ХХI віку (Білорусь, 2018); 66-й міжнародній науково-практичній конференції Таджицького державного медичного університету ім. Абуалі ібні Сіно «Роль и место инновационных технологий в современной медицине» (Таджикистан, 2018); 19-й науково-практичній конференції з біомедицини та науки про здоров'я (Ісландія, 2018).
Апробація результатів дисертації відбулася на засіданні апробаційної ради Вінницького національного медичного університету імені М.І. Пирогова 01.12.2020 р.

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 12 наукових праць. З них: 7 робіт – в наукових вітчизняних та закордонних спеціалізованих виданнях, серед яких дві праці включені в журнали, що належать до міжнародної наукометричної бази Scopus, 5 – у матеріалах конференцій, з’їздів та конгресів. 
Обсяг і структура дисертації. Загальний обсяг дисертації викладено на 203 сторінках комп'ютерного набору (основний текст займає 140 сторінок). Робота складається з анотацій українською та англійською мовами, переліку публікацій здобувача, вступу, огляду літератури, розділу «Матеріали та методи досліджень», чотирьох розділів власних досліджень, аналізу й узагальнення результатів досліджень, висновків, практичних рекомендацій, списку використаної літератури, який містить 262 джерела (обсягом 30 сторінок), з яких кирилицею – 65, латиницею – 197, додатків. Робота ілюстрована 38 таблицями, 60 рисунками.

РОЗДІЛ 1

СУЧАСНИЙ ПОГЛЯД НА ГЕЛІКОБАКТЕРНУ ІНФЕКЦІЮ ТА ЇЇ РОЛЬ У ВИНИКНЕННІ ПЕРЕДРАКОВИХ ЗМІН ПРИ ХРОНІЧНОМУ ГАСТРИТІ (аналітичний огляд літератури)

1.1. Генетичні фактори патогенності Helicobacter pylori у хворих на хронічний гастрит
Одним з найзначущих патогенетичних факторів ХГ вважається гелікобактерна інфекція. H. pylori, яка колонізує епітелій шлунка, ініціює каскад послідовних патологічних трансформацій, які наприкінці призводять до розвитку передракових змін і навіть РШ. Про це свідчать численні епідеміологічні дослідження, за якими РШ в осіб із H. pylori спостерігається у 1,8–6 разів частіше, ніж у неінфікованих [17].
Міжнародне агентство ВООЗ із вивчення раку визнало достатніми наявні докази канцерогенності Н. pylori і зарахувало його до канцерогенів I групи щодо РШ [18]. Тож, для переривання патологічного каскаду подій, що пов’язують ХГ і РШ, належить видалити один із чинників ризику, тобто провести ерадикацію Н. pylori, що при ХАГ має принципове значення як найобґрунтованіший захід для профілактики РШ [19].
Не дивлячись на досягнуті в останній час успіхи у розумінні механізмів канцерогенезу різних гістологічних типів РШ, генетичні зміни, що сприяють розвитку пухлини у Н. pylori-позитивних та Н. pylori-негативних осіб, залишаються недостатньо висвітленими [20].

Відкриття інфекції H. pylori зробило революцію в розумінні гастриту внаслідок визнання її як етіологічного фактора даного стану, що лежить в основі ВХ хвороби та РШ [21, 22, 23]. Більше половини населення планети інфіковано H. pylori, і абсолютно всі інфіковані відповідають на колонізацію H. pylori СОШ запаленням. Проте не у всіх людей виникає певна гастроентерологічна патологія. Подальший розвиток того чи іншого захворювання залежить від особливостей самого мікроорганізму, взаємодії його з хазяїном та оточуючим середовищем [24].
H. pylori – специфічний для людини патоген, що колонізується у СОШ [25, 26, 27, 28]. Генетичні дослідження показали, що поширення H. pylori відбулось приблизно 58 000 років тому ще під час міграції людей з Африки, а бактеріальні генетичні ознаки H. pylori використовувалися в якості маркера для відстеження складних демографічних подій в історії людства [26, 29, 30]. Використовуючи технологію типізації множинних локусів було виявлено, що штами H. pylori розділенні на декілька основних кладів, які відображають філогенетичне походження відповідно до їх господарів, посилаючись на модель довготривалої адаптації [29, 31, 32, 33]. 
Задокументовані різноманітні механізми імунного ухилення від організму-господаря. Наприклад, виявляється, що інфекція H. pylori може ефективно перепрограмовувати дендритні клітини на толерантний фенотип та індукувати регуляторні T-клітини [26, 34]. Тому в сучасному суспільстві цей організм відповідає за високий рівень захворюваності і смертності, залишається одним із відомих факторів ризику розвитку РШ [28, 31, 35, 36].

Штами H. pylori різноманітні як в їх генетичній інформації, так і в потенціалі для індукування патогенності. Клінічний результат зараження H. pylori залежить від складного механізму реакцій між господарем та патогеном. Прогресування захворювання залежить від багатьох факторів, включаючи бактеріальний генотип і параметри навколишнього середовища [37, 39, 40]. 

Відомо, що більшість бактерій вільно плавають у слизовому гелі, а деякі адгезують безпосередньо до поверхні епітелію. Проте відстань між бактерією та поверхнею шлунка не перевищує 25 мкм. Це дає можливість бути в безпосередній близькості біля епітелію, де H. pylori не підлягає розпізнаванню і елімінації з боку імунної системи слизової оболонки (СО) [31, 41, 42]. Це також дозволяє H. pylori доставляти бактеріальні продукти в епітелій, модулюючи запальні реакції для власної вигоди. Фактори вірулентності бактерії мають значний вплив на клінічні прояви. Тому H. pylori класифікують відповідно до наявних факторів вірулентності [31]. 

Існують два класичних детермінанта вірулентності H. pylori: CagA-білок, який кодується острівцем патогенності cag PAI, і VacA-білок. Обидва ці фактори мають значний вплив на епітелій і імунну систему слизової оболонки та збільшують ризик розвитку шлункової патології. Ці молекулярні фактори викликають великий науковий інтерес і піддаються інтенсивному дослідженню в усьому світі, так як механізми їх взаємодії з’ясовано не досконально [31, 37, 43, 44].

CagA (cytotoxin-associated gene A) - єдиний бактеріальний онкобілок, ідентифікований до теперішнього часу, що має молекулярну масу, яка коливається між 120 і 145 кДа. Гени, які кодують CagA, розташовані в острівці патогенності cag PAI (Pathogenicity Associated Island) [45]. Вважається, що бактерії-коменсали, еволюціонуючи в патогени, можуть одержати ділянку дезоксирибонуклеїнової кислоти (ДНК) шляхом горизонтальної передачі генів з невідомих джерел та інтегрувати їх у хромосоми. Блоки нових інтегрованих ДНК позначаються як острівці. У різних бактерій вони можуть кодувати різні функції [12].
Cag PAI - острівець, локус близько 40 кб, що несе в собі до 32 генів та має фланкуючі ділянки з 31 пари нуклеотидів. Він був отриманий шляхом горизонтального переносу від невідомого джерела та інтегрований у хромосоми H. pylori [46]. За допомогою структурних біологічних досліджень з використанням рентгенівської кристалографії виявили, що 70% N-кінця CagA-протеїну мають унікальну сталу структуру, яка не має ніякої гомології з іншими відомими білками [47]. Інтеграція цього протеїну відбувається за рахунок IV типу секреторної системи (type 4 secretory system; T4SS) [48]. 

Прототипом T4SS є система Agrobacterium tumefaciens, яка утворена 11 білками VirB (названими VirB1-VirB11) та білком зв’язування VirD4 (рис. 1.1). Ці протеїни поділяються на 3 основні групи: цитоплазматичні, або внутрішньомембранні, білки VirB4, VirB11, VirD4; субодиниці основного каналу VirB6-VirB10, що утворюють його центральну структуру між зовнішньою та внутрішньою бактеріальними мембранами; зовнішні відростки піля VirB2 та VirB5. Електронна мікроскопія візуалізувала основний канал (41 нм) T4SS-комплекса в мембрані H. pylori, що складається з CagE (VirB4), CagT (VirB7), CagX (VirB9) і CagY (VirB10) - білків [30, 49, 50, 51]. У свою чергу, піль H. pylori складається з двох субодиниць: основного ортолога VirB2 – білка CagC та ортолога VirB5 – білка CagL.

[image: image1.png]edeKTopHuUit 6inok

VirB2
MosakAiTUHHUIA X
npocrip VirB10
CagN

30BHiLHA

BHyTpiwHa
mem6bpaHa

Lutonnasma

@ edeKTopHuUit 6inok




Рис. 1.1 Будова секреторної системи 4 типу (T4SS) Agrobacterium tumefaciens та її білкові ортологи у H. pylori [49].

Функція T4SS (type IV secretion system) полягає в транспортуванні ефекторних молекул мікроорганізма в клітини макроорганізма, тобто H. pylori вприскує продукт гену cagA – CagA-протеїн у мукоцит [30, 50-52].

Завершенню транслокації патогенного білка CagA перешкоджає мембрана мукоцита СОШ. Для подолання цього біологічного бар’єру H. pylori використовує декілька ділянок зв’язування, серед яких інтегрин α5β1 та мембрано-асоційований фосфатидилсерин; а також незалежний від T4SS механізм OMVs (везикули зовнішньої мембрани) [53-56].
Після інтерналізації, білок CagA запускає каскад реакцій для реалізації свого біологічного ефекту на клітину. CagA-протеїн локалізується в плазматичній мембрані та містить радикали тирозину, що знаходяться у послідовності амінокислот Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala (вона дістала назву мотив EPIYA), які в епітеліальній клітині піддаються фосфорилюванню під дією кіназ сімейства Abl та Src. Ця амінокислотна послідовність, тобто мотив, знаходиться в карбоксі-кінці CagA та являє собою ділянку довжиною 20-50 амінокислот [45, 57, 58]. Існує 4 типа EPIYA, які ідентифіковані як EPIYA-A, -B, -C, -D у залежності від послідовності амінокислот, що оточують мотив [45, 59]. Виділяють західний та східний штами cagA через різний вміст мотивів EPIYA. Західний cagA містить EPIYA-A, -B, -C, східний - EPIYA-A, -B, -D [57]. При фосфорилюванні тирозину в мотиві EPIYA сегменти EPIYA-А і -В виступають сайтами зв’язування для Csk (протоонкогена, p38 - молекули-адаптера для тирозин фосфорильованих білків). Активація Csk, у свою чергу, призводить до зменшення фосфорилювання EPIYA. Таким чином, взаємодія CagA-Csk може створювати регуляторну петлю з негативним зворотнім зв’язком, яка попереджує надлишкове фосфорилювання тирозину, що може бути шкідливим для тривалої колонізації H. pylori у шлунку. Цей механізм регуляції характерний як для західного, так і для східного штамів [60].

У свою чергу сегменти EPIYA-С і -D слугують в якості сайтів специфічного зв’язування SHP-2 (тирозин-специфічної білкової фосфатази) [45]. Фосфорильований EPIYA-D (східний, «азіатський» штам) має високий афінітет до SHP-2, що повністю активує сигнальний шлях ERK MAPK та призводить до генерації сильного мітогенного сигналу, в той час EPIYA-C (західний штам) навпаки – низький афінітет. Це може стати одним із пояснень більш високої захворюваності на РШ у носіїв східного штаму [57, 58, 61].
CagA здатен до індукції морфологічних змін і без залучення ферментів фосфорилювання. Ці ефекти досягаються через вплив нефосфорильованого СagA на протеїн адгезії E-кадгерин, що призводить до порушення щільних клітинних контактів та підвищення мітотичної активності – одних із найбільш важливих передумов канцерогенезу [57, 62].

Трансмембранний глікопротеїн Е-кадгерин з’єднує поряд розташовані епітеліальні клітини для формування щільних клітинних контактів. Це кальцій-залежні зв’язки між Е-кадгеринами на поверхні клітин. Е-кадгерин також виступає онкосупресором, шляхом утримання β-катеніна від зв’язування з генами проліферативного сигнального шляху Wnt. Втрата E-кадгерина асоціюється з поганим прогнозом у пацієнтів із різними видами раку [63]. H. pylori транслокує CagA білок до клітини господаря і дестабілізує комплекс E-кадгерин-β-катенін, розташований на мембрані. Результатом цієї взаємодії є вивільнення β-катеніна і переміщення його до ядра. Накопичення β-катеніна у ядрі клітини призводить до його з’єднання з кофакторами транскрипції сигнального шляху Wnt, внаслідок чого значно підвищується проліферативний індекс. У свою чергу Е-кадгерин на мембрані стає функціонально нездатним до підтримання щільних клітинних зв’язків [64, 65].
H. pylori здатна впливати на центральні фактори росту, розвитку та мобільності клітин, зокрема на рецептор с-Met. У присутності CagA рецептор знижує здатність клітин до аутофагії, сприяє запальній відповіді СОШ, значно підвищує рухливість клітин – ця особливість білок-рецепторної взаємодії сприяє інвазії бактеріальних клітин проміж порушених щільних клітинних зв’язків [66-70]. Цим патогенний вплив CagA не обмежується – внаслідок інгібування PAR1b дестабілізуються мікрофіламенти цитоскелета, що в свою чергу відображається на зміні полярності та рухливості апікально-базальних епітеліальних клітин [71, 72].
Інший фактор патогенності H. pylori – моноцистронний ген vacA (vacuolating-associated cytotoxin) довжиною 3860-3940 пар азотистих основ [58, 73]. Рід Helicobacter включає в себе щонайменше 20 різних видів бактерій, проте vacA присутній лише у двох із них: H. pylori та H. cetorum [74]. Цей ген отримав назву «вакуолярного» через можливість викликати вакуолізацію цитоплазми епітеліальної клітини in vitro. Продукт гену – вакуолізуючий цитотоксин VacA, який формує пори в клітинних мембранах і створює можливість виходу аніонам та сечовині [58]. 

Ген vacA кодує білок, що має молекулярну масу близько 140кДа, який підлягає Sec-залежному транспортуванню та протеолітичному розщепленню з карбоксильного кінця. Внаслідок цього утворюється активний токсин масою біля 88кДа та два пептиди масою близько 12кДа та 33кДа відповідно. Активний токсин (88кДа) в присутності трипсину може піддаватись обмеженому протеолізу з отриманням фрагментів розмірами в 33кДа та 55кДа, які рахуються двома доменами VacA (функціональний р33 та зв’язуючий р55) [74, 75].

Ген vacA має мозаїчну структуру, що складається з трьох основних областей: сигнальної області (s-область), проміжної області (і-область) та середньої області (m-область) [76]. Кожну з цих областей можна розділити на два основних типи: s1 чи s2, i1 чи i2 та m1 чи m2. S-область знаходиться в домені р33 разом з i-областю, а m-область – в домені р55 [75]. Обидва домена, як p33, так і p55 необхідні для ефективного зв'язування токсину з плазматичною мембраною при зовнішньому приєднанні VacA до клітин. У дослідженні на клітинній лінії HeLa виявлено, що мінімальна порція VacA, яка викликає вакуолізацію клітин, обов’язково потребує повний домен р33 та хоча б 111 амінокислот домену р55 [74]. Домен р55 відіграє важливу роль у зв’язуванні VacA з клітиною. Аналіз структури домена вказує на те, що він складається з правобічно-закрученої паралельної β-спіралі, що є характерною ознакою доменів-аутотранспортерів [77]. β-спіраль простягається до С-кінцевої ділянки домена р33 і переходить у нього [74, 75]. На основі m-області, що міститься в домені р55, токсин VacA поділяється на два типи m1 і m2, що відрізняються можливістю зв’язуватися з різними рецепторами, взаємодією з клітинами господаря, а також рівнем експресії [27, 73]. Найчастіше застосовують методи порівняння клінічних проявів з різними типами m-області, що вказують на більшу кількість випадків РШ при типі m1 VacA порівняно з m2. Хоча клінічний ефект цих типів токсину відомий, але патогенез потребує подальшого вивчення.
У свою чергу, домен р33, а саме залишки амінокислот від 1 до 311, є функціональною ділянкою токсину VacA та викликає вакуолізацію клітин шляхом утворення аніон-селективних каналів. s-область, що є критично важливою для токсичності VacA, містить 32 гідрофобних залишки із α-спіральною структурою, що розташовані в N-кінцевій ділянці р33 [73,74, 75]. Доведено, що р33 транслокується у мітохондрію та взаємодіє з її внутрішньою мембраною, формуючи у ній пору [78, 79]. Також відомо, що домен p55 імпортується у мітохондрії лише разом з доменом р33. Після цього субодиниця р33 інтегрально зв’язується з мітохондріальною внутрішньою мембраною, і обидва домена р33 та р55 виявляються у мітохондріальному міжмембранному просторі [27, 78]. Існує точка зору, що і-область має не настільки виражений патогенний потенціал, як s та m області. Тип області і залежить від типів s та m, найчастіше в штамі s1m1 визначається саме і1, що сумарно призводило до більшої тяжкості захворювання [73].
Окрім ролі доменів p55 і p33, на патогенний потенціал H.pylori впливає успішна інтерналізація білка VacA. Його проникнення у клітину господаря через біліпідний шар є залежним від pH процесом. При низькому показнику рН домен р55 структурно змінюється та набуває гідрофобних властивостей, що підсилює його поверхневу взаємодію з біліпідним шаром та полегшує проникнення через мембрану. Після проникнення білок VacA може знаходитись в двох станах: VacA, пов’язаний з OMV, та вільний VacA. Біологічна активність вільного VacA проявляється відразу після інтерналізації (явище ранньої інтерналізації), VacA, пов’язаний з OMV, залишається неактивними протягом 72 годин (пізня інтерналізація) [73, 74, 75, 76, 77]. З цим можна пов’язати різну ефективність проявів VacA, що опосередковані через білкові та ліпідні клітинні рецептори на поверхні епітеліальних клітин [75].
Найбільш значиму роль в патогенезі вакуолізації відіграють RPTP-β (протеїн, подібний до рецептора тирозин фосфатази β), LRP1 (протеїн, подібний до рецептора ліпопротеїнів низької щільності) та фібронектин. RPTP-β вважається головним рецептором при зв’язуванні VacA з клітинами. VacA приєднується до QTTQP послідовності рецептора (747-751 амінокислотних залишків) та пригнічує активність фосфатази. Пригнічення RPTP-β призводить до вакуоль-незалежної цитотоксичності. Дослідження in vivo продемонстрували, що введення VacA мишам з RPTP-β призводить до пошкодження епітелію шлунка, тоді як миші позбавлені RPTP-β - стійкі до VacA-опосередкованого пошкодження [45, 71, 73, 74, 75, 76]. Це є прямим підтвердженням онкогенного потенціалу протеїну, подібного до рецептора тирозин фосфатази β. Пусковим тригером VacA-залежного апоптозу є білок-рецептор до ліпопротеїнів низької щільності LRP1. Відмічається, що формування малих вакуоль завдяки зв’язуванню з LRP1 пов’язано з формуванням фагосом, на відміну від RPTP-β-пов’язаної вакуолізації [73]. Взаємодія VacA з LRP1 призводить до накопичення вільних радикалів. Це в свою чергу веде до активації сигнального шляху Akt та елімінації р53. При цьому m2 VacA не зв’язується з LRP1, що відрізняє його від m1 VacA – найбільш онкогенного генотипу H. pylori [78, 80].
Спільною рисою CagA та VacA протеїнів є здатність впливати на цитоскелет клітин, але реалізують цей ефект різними шляхами. Ключовим важелем впливу для H. pylori vacA+ є фібронектин – компонент позаклітинного матриксу, що бере участь у клітинних процесах проліферації та диференціювання. Відома роль фібронектину у персистуванні інфекції H. pylori. Під час імуноферментного аналізу визначено, що VacA приєднувався до фібронектину та в його присутності послаблював міжклітинні зв’язки у лінії HeLa [67, 80]. Це призводило до змін у клітинній морфології через реорганізацію цитоскелету [73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80].
Після зв’язування H. pylori vacA+ з рецепторами плазматичної мембрани клітин-хазяїна, мономерна форма білку VacA проявляє свою найбільш відому властивість - здатність викликати вакуолізацію клітин. Тоді токсин утворює олігомери, що переносяться в пізні ендосоми, де утворюють аніон-селективні канали. Через ці канали відбувається транзит іонів хлору всередину пізніх ендосом, що призводить до збільшення концентрації Cl- та зниженню рН. По цій причині слабкі основи дифундують в ендосоми, де взаємодіють з протонами в кислому середовищі – спостерігається осмотичний набряк та вакуолізація клітини [73, 74, 75, 76, 77].

На сьогоднішній день відомо, що VacA є єдиним токсином H. pylori, який уражає мітохондрії. Він локалізується в ендосомальних включеннях та досягає внутрішньої мембрани мітохондрії, де формує аніонний канал. Це зменшує мембранний потенціал мітохондрії, веде до зменшення синтезу АТФ та до вивільнення цитохрому с. Активність VacA-каналу порушує морфологічну структуру мітохондрії через активацію динамін 1 - ключового фактору поділу мітохондрії. Токсин також веде до активації про-апоптозних комплексів BAX/BAK та загибелі клітин господаря [75, 76, 80]. Все це складає широкий спектр впливів, які можуть призвести як до апоптичних, так і до пренеопластичних трансформацій. Проте ключовим регулятором патогенних змін з боку СОШ, можливо, є саме асоціація генотипів сagA+ та vacA s1. Тому вивчення молекулярно-генетичних аспектів та їх взаємодії з епітеліоцитами СОШ є патогенетично важливими в розвитку дисплазії епітелію та РШ.
1.2. Пошкодження муцинового бар’єру у H. pylori-інфікованих хворих

Резистентність СОШ до постійного впливу соляної кислоти і пепсину забезпечується цитопротекторними механізмами. У фізіологічних умовах вони представлені слизово-бікарбонатним бар'єром, структурною основою якого є прикріплений шар слизового гелю, що вистилає внутрішню поверхню шлунка безперервною плівкою, а також інтенсивним клітинним оновленням, високим рівнем васкуляризації, що забезпечує доставку простагландинів, епітеліального фактора росту, трансформуючого фактора росту α для клітин, що регенерують. Основним компонентом слизового гелю є муцини, що варіюють у залежності від відділів слизової оболонки гастродуоденальної зони [81, 82]. При H. pylori-асоційованих виразках кількість мультимерного муцина в пристінковому слизовому гелі падає, і гель стає менш стійкий до фізико-хімічного впливу [83]. Другий важливий компонент пристінкового слизового гелю - пептиди, що мають структуру трилисника і отримали звідси назву трефоїлових пептидів [84, 85]. Третім компонентом пристінкового слизового гелю є фосфоліпід, який виступає в якості бар'єру для іонів водню. Різке зниження числа фосфоліпідів в слизовому гелі відбувалось при впливі нестероїдних протизапальних препаратів, жовчних кислот, факторів патогенності H. pylori [85, 86, 87].

Сьогодні муцини розглядають як ключові хімічні компоненти, які визначають бар’єрні властивості слизу у шлунку та ДПК. Вони не лише забезпечують змочування поверхні СО, а й формують в’язко-еластичний шар, який є потужним захисним бар’єром. Гель-формуючі муцини є дуже великими молекулами (з молекулярною масою 5·106—45·106 Да), які складаються з мультимерів муцинових одиниць (2·106—3·106 Да).

Муцини можуть бути кислими (за наявності у складі сіалової кислоти або сульфатних груп) або нейтральними. У структурі молекули муцину розрізняють центрально розташований білок, а також високоглікозильовану зону. Причому глікозильовані ділянки становлять від 50 до 80% загальної маси молекули муцину, а ступінь глікозилювання визначає ключові його властивості. Під час запального процесу муцини зазнають перетворень, пов’язаних зі зміною ступеня глікозилювання і сульфатування [88]. Існує відповідність між процесами і ступенем сульфатування та сіалування молекул муцинів. Останні процеси відіграють важливу роль у забезпеченні резистентності муцину до бактеріальної агресії.

H. pylori спричиняє зниження швидкості оновлення плівки слизу. Це відбувалось за рахунок зменшення відсотка полімерних муцинів щодо мономерів, результатом цього є зниження в’язкості і стабільності слизово-бікарбонатного бар’єру [86].

Відомо, що вуглеводні детермінанти, олігосахаридні ланцюги глікополімерів клітин, відіграють ключову роль у процесах морфогенезу, забезпечуючи міжклітинні та клітинно-матриксні взаємодії. Аналіз динаміки експонування рецепторів лектинів на мембранах клітин дозволяє дати відповідь про рівень функціональної активності, здатність до міграції, фагоцитозу, початку незворотніх змін та апоптозу.

Суттєве значення у розвитку патології надавалось дезінтеграції високополімерних глікопротеїнів шлункового слизу під впливом муцинази, що продукувалась бактерією, зменшенню в’язкості та порушенню цілісності слизового шару з наступним проникненням H. pylori у міжклітинні проміжки та цитоплазму з ферментативним розщепленням сечовини в зонах щільних контактів епітеліоцитів та їх деструкцією. Одним із напрямків сучасних досліджень властивостей слизу при передраку та РШ є визначення його складу, біологічної ролі компонентів, їх впливу на прогноз. Для якісного морфологічного аналізу слизового секрету, поряд із загальновживаними гістохімічними методами використовувалась також лектинова гістохімія, яка уможливлювала ідентифікацію окремих вуглеводних детермінант [89]. Так, було встановлено, що осередки товстокишкової метаплазії неоднорідні при ХАГ, одні з них мають рецептори до лектину арахісу (PNA), інші – ні, як у ділянках тонкокишкової метаплазії, де лектини PNA-негативні [90, 91]. Зазначені рецептори виявляли і серед пухлинних клітин РШ. Загалом, лектиновий аналіз слизової секреції у шлунку (наявність/відсутність у мукоцитах СОШ рецепторів певних лектинів, наприклад, сої (SBA), зародків пшениці (WGA), виноградного слимака (HPA), бузини чорної (SNA), як і PNA та ін.) найчастіше використовувались для ідентифікації типів РШ [90, 91, 92]. Щодо диспластичних та атрофічних змін СОШ при ХГ, порушення синтезу та виділення слизового секрету залозистими клітинами як одного з найважливіших компонентів слизового бар’єру, зміна його хімічного складу під впливом екзо- та ендогенних чинників, маркування вищезгаданих лектинів недостатньо вивчені при ХНГ та ХАГ [87]. Більше того, у різного контингенту пацієнтів вони можуть мати морфогенетичні і клінічні відмінності. Роль вуглеводних детермінант глікопротеїнів СОШ у неопластичній трансформації при атрофічних та диспластичних її змінах залишається до кінця не з’ясованою як морфологами, так і клініцистами.

Таким чином, аналіз доступної наукової літератури показав незначну кількість робіт, присвячених дослідженням глікокон’югатів структурних компонентів СОШ у хворих на ХГ з наявністю передракових змін.
Отже, вивчення ролі вуглеводних детермінант глікопротеїнів СОШ при диспластичних та атрофічних змінах СОШ хворих на H. pylori, дослідження особливостей секреції слизу та розподілу лектинових рецепторів в епітеліоцитах СОШ у хворих на різні типи ХГ із наявністю передракових змін методом лектинового зондування є перспективним напрямком, що дозволить запропонувати не тільки новітні методи діагностики передракових змін СОШ, а й розробити сучасні підходи в терапії антибіотикорезистентної гелікобактреної інфекції.
1.3 Роль H. pylori у виникненні передракових змін СОШ
У 1983 році Marshall та Warren виявили грам-негативну бацилу, яку тепер називають H. pylori та асоціюють з гастритом, ВХ та раком шлунка [5, 93]. Інфікування відбувається фекально-оральним шляхом, переважно в дитячому віці. Бактерія більше розповсюджена в Азії та Східній Європі, на відміну від Західної та Північної Європи та Північної Америки, епідеміологічні дані щодо поширеності H. pylori корелюють із захворюваністю на РШ у відповідних регіонах. Відомо, що патогенез, запущений гелікобактерною інфекцією, продовжується послідовністю феноменів «атрофія СОШ – кишкова метаплазія (КМ) – дисплазія – неоплазія» і простежується серед хворих на РШ кишкового типу [94, 95]. РШ дифузного типу, в свою чергу, розвивається на тлі ХНГ [96, 97].
Виділяють два шляхи канцерогенезу у шлунку. Для першого характерне первинне пошкодження механізмів проліферації і диференціації. Цей процес тривалий, початок його – хронічний активний гастрит, який через КМ і дисплазію завершується розвитком раку кишкового типу. Другий шлях – через порушення експресії або мутацію генів, відповідальних за синтез білків базальної мембрани епітелію. Процес розгортається швидко і призводить до формування раку з неопластичного шийкового епітелію [98, 99, 100]. Ініціює обидва шляхи канцерогенезу гелікобактерний активний ХГ, при якому в процесі задіяна генеративна зона епітелію шлунка.
Для дисплазії епітелію СОШ характерний виражений поліморфізм ядер зі значним збільшенням ядерно-цитоплазматичного співвідношення та практично ідентичними поверхневими і глибокими відділами залоз [100].

Про передраковий потенціал дисплазії свідчить виражена проліферативна активність епітеліоцитів та експресія білку р53. У нормі останній («дикий» тип) зупиняє клітинний цикл у відповідь на пошкодження ДНК для її відновлення до реплікації генома або ініціює апоптоз, захищаючи організм від проліферації пошкоджених клітин. Висока концентрація р53 супроводжується низькою експресією bcl-2. Відомо, що невідповідність між темпами проліферації та апоптоза є одним з механізмів канцерогенезу [101, 102, 103]. У пухлинній трансформації бере участь мутантний тип білка р53, який не здатен ініціювати апоптоз, що є причиною виживання клітин із пошкодженим геномом [104, 105]. Експресія мутантного р53 може з’явитися вже на стадії КМ, переважно в ділянках дисплазії кишкового або шлункового епітелію, та з високою частотою – на ранній стадії кишкового раку [106, 107]. 

Поряд із визначенням експресії р53 та bcl-2, можна використовувати каспазу-3 (CPP32), як ефекторний маркер апоптозу, опосередкованого через деполяризацію мембрани мітохондрій з її подальшим руйнуванням. При втраті нормальної регуляції генів апоптозу, одномоментно уражаються основні ланки загибелі дефектної клітини [64]. 

Серед рецепторів, які активують внутрішньоклітинні сигнальні шляхи, важливе місце посідають рецептори з тирозинкіназною активністю родини ErbB, а саме – рецептор епідермального фактора росту (EGFR) [108, 109, 110]. Близький гомолог EGFR – онкоген HER2 (ERBB2) був спочатку ідентифікований у пухлинах молочної залози. Ампліфікація та посилена його експресія є відносно специфічним феноменом для карцином молочної залози і практично не зустрічається в пухлинах іншої локалізації. РШ – одне з небагатьох виключень: активація HER2 спостерігається при даній патології та корелює з агресивним перебігом захворювання [111, 112, 113, 114].

Відомим маркером проліферативного потенціалу пухлин є негістоновий протеїн Кi-67, який дозволяє визначити ступінь їх злоякісності та диференціювання [115]. У 2010 році на основі вивчення експресії p53, Ki-67 та c-erbB-2 відокремили атипову КМ, епітеліоцити якої маркувались значно інтенсивніше порівняно з простою (переважно тонкокишковою, І тип) КМ [116]. Ki67 є встановленим прогностичним біомаркером при пухлинних утвореннях, наприклад раку грудей, лімфомі і нейроендокринної неоплазії. Незважаючи на кілька попередніх досліджень, прогностичне значення індексу проліферації Ki67 при РШ залишається суперечливим [117]. Цими варіантами імуногістохімічних реакцій можна визначити патологічні зміни на кожному етапі атипічного перетворення. Але для визначення будь-яких передракових змін золотим стандартом діагностики є біопсія, а передраковим станом залишається ХАГ.

Передраковий потенціал ХАГ обговорювався в численних працях і на сьогодні захворювання посідає центральне місце в передпухлинних станах шлунка. Досить переконливою теоретичною базою для такої оцінки ХАГ є те, що найхарактерніша його ознака – порушення клітинного оновлення з перевагою фази проліферації над фазою диференціації. Цілком імовірно, що на певному етапі розвитку процеси дисрегенерації започатковують злоякісний ріст [118-121]. Посилення проліферації неповністю диференційованих клітин із часом може розвинутись у дисплазію епітелію [122, 123, 124]. Нині відомо, що рак виникає не в метаплазованому епітелії, а на ділянках із дисплазією [119, 125, 126].
Потенціал злоякісних трансформацій при ХАГ високий, а відносний ризик виникнення раку при вираженому антральному атрофічному гастриті підвищений у 18 разів, а при фундальному – у 4,5 рази [124, 127]. Максимуму він досягає при тотальному ураженні СОШ, коли за окремими оцінками зростає в 90 разів [128, 129]. При тривалому динамічному спостереженні за хворими на ХАГ виявлено, що десь через 10 років після діагностування гастриту РШ виникає приблизно в одного з 150 пацієнтів, а через 15 років на рак хворіють вже біля 10% недужих [125]. Найбільшого ризику розвитку раку зазнають особи, що страждають на ХАГ з молодого віку. Відомо, що атрофічні зміни СОШ спостерігаються у хворих навіть довгий час після ерадикикації збудника та можуть прогресувати до Д за його відсутності.
Таким чином створення скринінгових програм щодо виявлення H. pylori та його патогенних штамів у пацієнтів дозволить звузити групу онкологічного ризику, визначити групи пацієнтів, що будуть потребувати ендоскопічного дослідження та ретельного спостереження навіть після курсу ерадикації.
Результати досліджень даного розділу віддзеркалені у наступних працях: [252, 253, 259, 260, 261].

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

2.1. Методологія дослідження

Для вирішення поставлених завдань та досягнення мети ми структурували наше дослідження на декілька самостійних фрагментів з визначенням пріоритету в черзі їх виконання.

Перший етап дослідження – це виконання комплексу робіт з оцінки наявних проблем патоморфологічної макро- та мікроскопічної діагностики хронічного гелікобактерного гастриту, його поширеності. Результат – встановлення фактів обмеженості та відсутності чіткої макроскопічної діагностики патології за допомогою загальноприйнятої гастроскопії, а також відсутність чітких диференційних критеріїв щодо гелікобактерної інфекції при використанні гастроскопії та загальноприйнятих гістологічних методів дослідження; відсутність даних, щодо поширеності гелікобактерного гастриту серед населення Вінницького регіону, яким виконувалась верхня ендоскопія.
Другий фрагмент присвячений розробці комплексної діагностики H. pylori-асоційованого гастриту, що включає застосування гісто- й імуногістохімічного аналізу отриманого матеріалу, аналіз основних захворювань шлунка, що асоціювались з гелікобактерною інфекцією.

Третій етап – вивчення морфогенезу H. pylori-асоційованого гастриту при передракових станах шлунка.

Четвертий – узагальнення отриманих результатів, представлення їх у вигляді алгоритмів діагностики.

2.2. Характеристика клінічних груп обстежених хворих та клінічного забезпечення дослідження.

На базах Вінницької обласної клінічної лікарні ім. М.І. Пирогова, Військово-медичного клінічного центру Центрального регіону та ТОВ «Альтамедика плюс» проведений набір біопсійного матеріалу з 2015 по 2018 роки (разом 365 випадків) для визначення розповсюдженості Д серед хворих з патологією шлунка у Вінницькій області. Дані щодо розподілу проаналізованого матеріалу за станом СОШ зведені у таблицю 2.1.
В роботі з обстеженими дотримувались етичних принципів Гельсінської Декларації Всесвітньої медичної асоціації (World Medical Association Declaration of Helsinki; 1964). Всі пацієнти були ознайомлені та підписали інформовану згоду, що підтверджує їх добровільну участь у дослідженні. 

Таблиця 2.1

Розподіл проаналізованого біопсійного матеріалу хворих Вінницької області з патологією шлунка

	Стан СОШ
	Кількість випадків

	Морфологічно незмінена СОШ
	40

	Хронічний неатрофічний гастрит (ХНГ) без Д
	56

	Хронічний неатрофічний гастрит (ХНГ) з Д
	132

	Хронічний атрофічний гастрит (ХАГ) без Д
	40

	Хронічний атрофічний гастрит (ХАГ) з Д
	97

	Усього
	365


Клінічне обстеження проведене у 365 осіб: 236 (64,66 %) чоловіків, 129 (35,34 %) жінок (табл.2.2). Групу дослідження склали 325 осіб з діагнозом ХГ: 111 жінок (середній вік 49,8 ± 13,4) і 214 чоловіків (середній вік 48,8 ± 13,6). До контрольної групи увійшли 40 осіб (18 жіночої та 22 чоловічої статі, середній вік яких складав 45 ± 15,9 та 42,8 ± 12,3, відповідно) без наявності гастроентерологічної патології в анамнезі. Розподіл хворих за нозологією залежно від віку наведений у таблиці 2.2.

Таблиця 2.2
	Вік (роки)

Нозологія
	до 25

ч/ж
	26–44

ч/ж
	45–59
ч/ж 
	60 та >
ч/ж 

	
	
	
	
	

	Нормальна СОШ
	2/2
	11/8
	7/4
	2/4

	ХНГ без Д
	7/3
	18/9
	9/5
	3/2

	ХНГ з Д

Легка

Тяжка
	3/1
2/1
1/0
	29/13
20/9
9/4
	36/20
21/12
15/8
	20/10
11/6
9/4

	ХАГ без Д
	-
	5/3
	6/4
	14/8

	ХАГ з Д

Легка

Тяжка
	1/1
1/1
-
	14/5
12/3
2/2
	28/15
19/12
9/3
	21/12
13/6
8/6

	Всього
	13/7
	77/38
	86/48
	60/36


Критерії включення в дослідження – наявність морфологічно підтвердженого ХГ. 
Критерії виключення – стани, які могли вплинути на перебіг основного захворювання (наприклад, патологія центральної нервової системи, захворювання ендокринних залоз, нирок, холелітіаз, симптоматичні виразки шлунка та ДПК, імунодефіцітні стани, вагітність, патологія підшлункової залози, стани, що потребують застосування нестероїдних протизапальних препаратів).
В процесі фіброезофагогастродуоденоскопії (ФЕГДС) виконувались множинні біопсії (по 2 біоптата з тіла та антрального відділу шлунка та 1 з ділянки кута шлунка, з урахуванням вимог модифікованої Сіднейської системи з наступним гістологічним вивченням біоптатів (рис. 2.1) [130]. Додатково виконувалось взяття біоптатів СОШ для цитологічного дослідження та проведення швидкого уреазного тесту для встановлення інфікування H. pylori. 
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Рис. 2.1. Схема отримання біопсійного матеріалу при проведенні ФЕГДС: 1, 2 – велика та мала кривизна антрального відділу шлунка; 3 – кут шлунка; 4, 5 – велика та мала кривизна (або передня і задня стінки) тіла шлунка.

Морфологічна частина досліджень виконувалась в патогістологічних лабораторіях Військово-медичного центру Центрального регіону ВПС України, Вінницького обласного патологоанатомічного бюро та кафедри патологічної анатомії, судової медицини та права ВНМУ імені М.І. Пирогова.
Для визначення морфологічних змін СОШ при гістологічному дослідженні біоптатів використовували спеціальну візуально-аналогову шкалу для напівкількісної оцінки ступеня запалення, активності процесу, наявності атрофії, та ступеня колонізації СОШ H. pylori, вперше запропоновану Dixon M.F. [130] та доповнену у 2002 р. міжнародною групою з вивчення атрофії (Новий Орлеан) і системою OLGA (Operative Link for Gastritis Assessment) [131, 132] в модифікації російських вчених [133, 134, 135]. Напівкількісна оцінка в балах мала градації: 0 – відсутність ознаки, 1 – слабкий, 2 – помірний, 3 – виражений (рис. 2.2).
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Рис. 2.2. Візуально-аналогова шкала оцінки стадії атрофії при хронічному гастриті [131].
Для визначення ступеня дисплазії використовували критерії, що запропоновані експертами ВООЗ [136], та розроблені на основі Віденської класифікації неоплазій гастроінтестинального епітелію [137].

Ендоскопічна характеристика СОШ здійснювалась за допомогою фіброгастроскопії ендоскопами різних модифікацій фірми OLYMPUS (Японія) з використанням алгоритму запропонованого Піддубним Б.К та співавт. (2002).

Біопсійний матеріал фіксували у 10 % нейтральному формаліні і після загальноприйнятої обробки виготовляли парафінові блоки, а з них – зрізи 5–7 мкм завтовшки. Для визначення диспластичних та атрофічних змін СОШ використовували наступні методики: загальногістологічні (фарбування гематоксиліном й еозином та за ван Гізоном), гістохімічні (забарвлення альціановим синім при pH 1,0 та 2,5 в поєднанні з ШИК-реакцією за Моурі [138], поєднання ШИК-реакції з обробкою зрізів реактивом Романовського-Гімзи).
Визначення персистенції Н.рylori у СОШ проводилась швидким уреазним тестом [139, 140], цитологічно за Папенгеймом [140, 141] та гістологічно – забарвленням за Романовським-Гімзою, толуїдиновим синім за Slater B. [142] та за H.M. el-Zimaity et al. [143]. Ступінь колонізації СОШ оцінювалась за Аруїном Л.Й. [144]. Характеристика обстежених пацієнтів в залежності від наявності Н. pylori наведені у таблиці 2.3.
Таблиця 2.3 

Характеристика обстежених пацієнтів в залежності 

від наявності Н. pylori

	Нозологія
	H. pylori(-)
	H. рylori(+)
	P

	Нормальна СОШ
	23 (13/10)
	17 (9/8)
	-

	ХНГ без дисплазії
	30 (22/8)
	26 (15/11)
	0.863

	ХНГ з дисплазією
	43 (30/13)
	89 (58/31)
	0.008

	Легка
	28 (19/9)
	54 (35/19)
	0.024

	Тяжка
	15 (11/4)
	35 (23/12)
	0.016

	ХАГ без дисплазії
	19 (12/7)
	21 (13/8)
	0.502

	ХАГ з дисплазією
	33 (21/12)
	64 (43/21)
	0.023
0.048

0.042

	Легка
	24 (15/9)
	43 (30/13)
	

	Тяжка
	9 (6/3)
	21 (13/8)
	

	Всього:
	148
	217
	


Примітка. Р - критерій χ² з поправкою Йейтса у порівнянні з контролем, H. pylori+ – гелікобактер-позитивні, H. pylori– – гелікобактер-негативні, ХНГ – хронічний неатрофічний гастрит, ХАГ – хронічний атрофічний гастрит.
2.3 Імуногістохімічні дослідження.
Імуногістохімічні дослідження виконували на парафінових зрізах з використанням стрептавідин-біотинового методу (“DAKO”, Данія, LSAB2 Systems, HRP). Демаскування антигену проводили в цитратному буфері з рН 6,0. У якості первинних антитіл застосовували мишачі та кролячі моноклональні антитіла. Ядра клітин дофарбовували гематоксиліном Майера впродовж 15–60 сек.

Проліфераційну активність клітин оцінювали за допомогою мишачих моноклональних антитіл до ядерного антигену Ki-67 (“DAKO”, клон MIB-1, Данія), як найчутливішого маркера проліферації за методом T. Scholzen [145].
В препаратах при 400-кратному збільшенні мікроскопа визначали індекс проліферації (ядерна мітка Ki-67) та індекс апоптозу (перинуклеарна або цитоплазматична мітка CPP32 – caspase-3) у 5 випадково вибраних полях зору (≥500 клітин) як частку у відсотках позитивно забарвлених ядер епітеліоцитів СОШ в трьох компартментах (І - поверхневий та ямковий епітелій; II- перешийкова зона, III – основа залоз, середня та нижня третина залоз до базальних відділів).

Аналогічним чином визначали індекс мітки р53 – маркера пошкодження ДНК, Cyclin D1 – регулятор клітинного циклу, SOX 2 - танскрипційного фактора недиференційованих ембріональних стовбурових клітин [146].
Для оцінки експресії трансмембранного рецептора тирозинкінази HER2 у СОШ в аналогічних ділянках використовувалась напівкількісна шкала оцінки інтенсивності забарвлення: 0 (відсутня) – відсутність позитивної реакції в клітинах, 1 (слабка) – до 30% клітин, що відреагували позитивно, 2 (помірна) – 31–60%, 3 (сильна) – 60% і більше забарвлених клітин [147].
Імуногістохімічне дослідження проводилось на базі Вінницького обласного бюро патологічної анатомії. Реагенти, що були використані в роботі, представлені в таблиці 2.4

Таблиця 2.4

Моноклональні антитіла, які були використані в роботі.

	Антитіла
	Клон
	Природа, біологічна роль, функції білка, інтерпретація
	Робоче розведення

	Ki-671
	MIB-1
	Ядерний негістоновий білок, маркер проліферації
	RTU

	Cyclin D1
	ЕР12
	Протоонкоген, що регулює перехід клітини із G1 в S фазу клітинного циклу
	RTU


Продовження таблиці 2.4
	P531
	D07
	Продукт антионкогену p53, ядерний фактор транскрипції, маркер пошкодження ДНК
	RTU

	CPP322
	JHM62
	Каспаза-3 – фермент ефекторної фази апоптозу, маркер апоптозу
	1:25

	HER2
(c-erbB-2)

	Polyclonal
	Трансмембранний рецептор тирозинкінази (сімейство факторів росту)
	RTU

	SOX 2
	EPR3131
	Транскрипційний фактор плюрипотентних стовбурових клітин
	1:200


Примітка. 1 – “DAKO” (Данія), 2 – “Novocastra” (Велика Британія), RTU – ready to use (готові до використання, без розведення).

2.4 Лектиногістохімічне дослідження.

Глікокон’югати слизового бар’єра і структурних компонентів СОШ вивчали за допомогою лектинів різної вуглеводної специфічності, отриманих із сировини Карпатського регіону у лабораторії “Лектинотест” Львівського національного медичного університету ім. Данила Галицького і мічених пероксидазою хрону за методом Антонюка В.О. [89]. Лектиногістохімічні дослідження проводили за методом Луцика О.Д. зі співавт. [148]. Виявляли місця локалізації пероксидази на зрізах хромогеном (3,3-діамінобензидин тетрагідрохлорид). Результати оцінювали за наявністю коричневого осаду у місцях локалізації пероксидази. Джерела одержання лектинів, їх вуглеводна специфічність, концентрація в інкубаційному розчині, а також їх назви згідно з міжнародною номенклатурою подані у таблиці 2.5.
Перегляд та фотографування мікропрепаратів здійснювалось за допомогою системи відеозображення та ліцензованої програми Olympus Quick Photo Micro 2.3 з використанням цифрової фотокамери Olympus E-410.

Таблиця 2.5
Лектини, мічені пероксидазою хрону, та їх вуглеводна специфічність

	Скорочена назва лектину
	Джерело отримання
	Концентрація лектину в 1мл ЗФР
	Вуглеводна

Специфічність

	Con A
	Канавалія мечеподібна

(Cаnаvalia ensiformis)
	30 мг/мл
	α Dman

	SNA
	Кора бузини чорної

(Sambucus nigra)
	30 мг/мл
	αNeuNAc

	SBA
	Насіння сої

(Glycine max)
	30 мг/мл
	αGalNAc >>Gal

	LABA
	Лектин золотого дощу (Laburnum anagyroides
agglutinin)
	30 мг/мл
	αLFuc<LacdiNAc – GalNAc

	CNFA
	Лектин грузлика димчастого (Clito cibe nebularis fungus agglutinin)
	30 мг/мл
	GalNAcβ1-4GlcNAc


	WGA
	Зародки пшениці

(Triticum vulgaris)
	30 мг/мл
	βGlcNAc>αNeuNAc

	HPA
	Виноградний слимак

(Helix pomatia)
	30 мг/мл
	αGalNAc

	PNA
	Насіння арахісу

(Arachis hypogaea)
	30 мг/мл
	ßDGal


Примітка. ЗФР – забуферений фізіологічний розчин; Man – маноза; GalNAc – N-ацетил-галактозамін; GlcNAc – N-ацетил-глюкозамін; LacdiNAc – GalNAcβ1-4GlcNAc; αLFuc – αL-фукоза; Gal – галактоза; NeuNAc – N-ацетил-нейрамінова (сіалова) кислота.
Діагностика захворювань шлунка базувалась на комплексній оцінці характерних скарг хворих, даних анамнезу, результатів клінічного та лабораторного обстеження, ФЕГДС і гістологічним вивченням біопсійного матеріалу.
2.5 Молекулярно-генетичні дослідження.
Обстежено 365 зразків, взятих при проведенні біопсії у осіб експериментальної та контрольної груп. В роботі використовували зразки пацієнтів у яких було визначено наявність Н. рylori.
ДНК виділяли із заморожених біоптатів за допомогою набору NeoPrep DNA Magnet (Україна) відповідно до інструкції виробника.

Для детекції генів патогенності cagA і vacA (s1/s2 та m1/m2 алельні варіанти) використовували полімеразну ланцюгову реакцію. Генотипування cagA проводили методом ПЛР-РТ з використанням набору реагентів GenPak DNA PCR test (ООО «Лаборатория Изоген», РФ), відповідно до інструкції виробника. Ампліфікацію здійснювали на термоциклері BioRad IQ5 (BioRad, США). Режим ампліфікації: 95°С – 1 хв; 95°С – 30 с, 50°С – 30 с (зчитування плашки), 70°С – 30 с – 45 циклів; 70°С – 1 хв.
Генотипування vaсA та його алельних варіантів s1/s2 та m1/m2 здійснювали шляхом мультиплексної ПЛР з подальшим електрофоретичним розділенням продуктів ампліфікації. Реакцію vacA Multiplex проводили в 25мкл реакційній суміші, що містить по 2,5мкл праймерів VAG-F і VAG-R, по 2,5мкл праймерів VA1-F і VA1-R (таблиця 2.6), по 0,25 мМ дезоксинуклеотидтрифосфатів, 1,5 мМ MgCl2 в стандартному буфері для ПЛР, 0,9 U Tag-полімерази і 5мкл ДНК. Ампліфікацію здійснювали на термоциклері BioRad IQ5 (BioRad, США). Режим ампліфікації: 94°С – 3 хв; 94°С – 1 хв, 55°С – 1хв, 70°С – 1хв – 35 циклів; 70°С – 10 хв. 

Таблиця 2.6
Праймери, що використовували для ампліфікації алелей vaсA
	Регіон ампліфікації ДНК
	Назва праймера
	Послідовність праймера
	Розмір амплікону (п.н.)

	vacA s1/vacA s2
	VAI-F
VAI-R
	5’-ATGGAAATACAACAAACACAC-3’

5’-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3’
	259/286

	vacA m1/vacA m2
	VAG-F

VAG-R
	5’-CAATCTGTCCAATCAAGCGAG-3’

5’-GCGTCAAAATAATTCCAAGG-3’
	567/642


Виявлення ампліфікованих фрагментів здійснювали шляхом їх електрофоретичного розділення в 2% агарозному гелі із забарвленням бромистим етидієм протягом 20 хв. при напрузі 70V і подальшою візуалізацією при дії УФ. vacA s1 варіант проявлялось наявністю смуг 259 п.н., vacA s2 - 286 п.н., vacA m1 - 567 п.н., vacA m2 - 642 п.н.

2.6 Статистичні дослідження.
Отримані цифрові результати обробили варіаційно-статистичним методом з застосуванням таблиць Ст’юдента.
Результати морфологічного дослідження документовані у розроблених нами формалізованих картах обліку даних, й опрацьовані за допомогою стандартних методів варіаційної статистики з визначенням середніх показників, їх середніх похибок, порівнянням двох середніх, оцінкою значущості різниці між відносними частотами появи ознаки.
Статистична обробка проводилась за допомогою програми Microsoft Office Excel 2007 та "Statistica 5.0". Вираховували середню арифметичну величину М, її похибку m. Достовірність різниці середніх величин оцінювали за критерієм Ст’юдента, при нормальному розподілі різницю вважали достовірною при р<0,05. Для вивчення зв’язку між двома показниками в одній вибірці використовували кореляційний аналіз із визначенням коефіцієнту кореляції r.
Для перевірки статистичних гіпотез абсолютних і відносних частот в незалежних вибірках використовували критерій хі-квадрат (χ²), при частоті досліджуваної події менше 5 спостережень використовували точний критерій Фішера, довірчі інтервали, що наводились у роботі, будувались для довірчої ймовірності р=95%. У всіх процедурах статистичного аналізу розраховували досягнутий рівень значущості (р), при цьому критичний рівень значимості приймався рівним 0,05 [149].
Для визначення прогностичних ознак, розрахунку їх чутливості, специфічності і прогностичної цінності позитивного тесту (наявність ознаки) робили чотирьохпольну таблицю (табл. 2.7).
Таблиця 2.7

Чотирьохпольна таблиця для розрахунку прогностичних ознак

	
	
	Ознака, що тестувалась

	
	
	Присутня
	Відсутня
	

	Тест
	Позитивний
	а
	B
	a+b

	
	Негативний
	с
	D
	a+d

	
	
	а+c
	b+d
	


Чутливість (Se), специфічність (Sp), прогностичну цінність (PV) ознаки та відношення шансів вираховували за формулами:

             a                            d                            a                           a/b

Se = ---------;         Sp=--------------;    PV= ------------- ;  OR= ------------ ,

           a+c                        b+d                        a+b                        c/d

де Se (sensitivity) – чутливість, визначалась часткою осіб з наявністю ознаки і розвитком феномена цікавості; Sp (specificity) – специфічність, оцінювалась часткою осіб з відсутністю ознаки і феномена цікавості; PV (positive predictive value) – прогностична цінність позитивного тесту; OR (odds ratio) – відношення шансів в даній групі пацієнтів щодо інших хворих [150, 151].
Роздiл 3 

ХАРАКТЕРИСТИКА ОБСТЕЖЕНИХ ПАЦІЄНТІВ В ЗАЛЕЖНОСТІ ВІД НАЯВНОСТІ ГЕНІВ cagA, vacA s1m1.

Висока поширеність гелікобактеріоза серед різних груп населення, дозволяє розглядати гелікобактеріоз як інфекційне захворювання і більш детально вивчати епідеміологічні аспекти. Для більш повного розуміння характеру патологічного процесу важливим є аналіз структурно-функціональних змін СОШ в залежності від наявності і ступеня колонізації H. pylori, врахування ролі макроорганізму й інших чинників інфекційної та неінфекційної природи. Ось чому метою даного розділу було дослідити частоту інфікованості на H. рylori у дорослих Вінницької області та вивчити її зв'язок з різними формами ХГ.

Результати аналізу інфікованості H. pylori у дорослих з різними формами ХГ, представлені в таблиці 3.1.

Таблиця 3.1

Розповсюдженість H. pylori у пацієнтів на ХГ Вінницької області

	Нозологія
	H. pylori
	р*

	
	H. pylori (–),

кількість осіб (%)
	H. рylori (+),

кількість осіб(%)
	

	Контроль (нормальна СОШ), всього
	23 (57,50%)
	17 (42,50%)
	-

	Чоловіки
	13 (59,09%)
	9 (40,91%)
	-

	Жінки
	10 (55,56%)
	8 (44,44%)
	-

	Хронічний гастрит, всього
	125 (38,46%)
	200 (61,54%)
	0,032

	Чоловіки
	85 (39,91%)
	128 (60,09%) 
	0,107

	Жінки
	40 (35,71%)
	72 (64,29%)
	0,240

	Хронічний неатрофічний гастрит, всього
	73 (38,83%)
	115 (61,17%)
	0,046

	Чоловіки
	52 (41,60%)
	73 (58,40%) 
	0,197

	Жінки
	21 (33,33%)
	42 (66,67%) 
	0,556

	Хронічний атрофічний гастрит, всього
	52 (37,96%)
	85 (62,04%)
	0,043

	Чоловіки
	33 (37,08%)
	56 (62,92%) 
	0,067

	Жінки
	19 (39,58%)
	29 (60,42%) 
	0,526


Примітка. * - р - рівень значимості у порівнянні з контролем.

При аналізі вікових груп нами було встановлено, що ХГ виявлявся переважно у хворих старше 45 років (рис. 3.1).
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Рис. 3.1. Розподіл хворих за нозологією залежно від віку
В наших дослідженнях рівень інфікованості H. рylori в контрольній групі становив 42,50%, порівняно з контрольною групою H. pylori-негативних; із 100% пацієнтів на ХГ кількість H. рylori-позитивних хворих на хронічний гастрит – 61,54%. Кількість інфікованих H. pylori хворих на ХГ була в 1,4 рази більшою, ніж в контрольній групі, відмінності мали достатній рівень статистичної значущості, р=0,032 (див. табл.3.1). Достовірних гендерних відмінностей інфікованості H. pylori в групі хворих на ХГ та в контрольній групі не виявлено (р=0,107 та р=0,240, відповідно). Гендерні відмінності інфікованості H. pylori між хворими на ХАГ та контрольною групою також були недостовірними. При цьому привертає увагу певна тенденція до частішого виявлення H. pylori у чоловіків з ХГ, порівняно з контрольною групою (в 1,47 разів), ніж у жінок (в 1,28 рази) (див. табл.3.1).

Серед досліджених осіб з ХГ частка хворих на неатрофічний гастрит складала 58,53%. При цьому 61,17% з них були інфіковані H. рylori, порівняно з H. pylori-. Частота геліобактеріозу у хворих на неатрофічний ХГ достовірно відрізнялась від цього показника в контрольній групі (р=0,046) (див. табл. 3.1). Гендерних відмінностей інфікованості в групі хворих на неатрофічний гастрит також не виявлено (р=0,197 та р=0,556 відповідно чоловіки та жінки).

Частка хворих на ХАГ серед ХГ склала 41,47%. Ступінь інфікованості на H. pylori в порівнянні з H. pylori- становив 62,04% і був достовірно більшим, ніж в контрольній групі (р=0,043).

Серед 26 обстежених хворих на ХНГ без дисплазії було виявлено 15 пацієнтів з генотипом сagA- та 11 випадків з генотипом сagA+ Helicobacter pylori. Дисплазія достовірно частіше переважала у сagA позитивних пацієнтів, як у хворих на ХНГ (χ²=19,49, p=0,0005), так і на ХАГ (χ²=19,49, p=0,015; точний критерій Фішера = 0,0143, p<0,05). При цьому легкого ступеня дисплазія виявлялася у 46 хворих серед 77 (60%) на ХНГ, тяжка дисплазія – у 31 (40%) відповідно (табл. 3.2).
Аналогічні показники були отримані у хворих на ХАГ, при цьому 31 (64,6%) пацієнт серед 48 був з легкою дисплазією та 17 (35,4%) з тяжкою. При тяжкому ступені дисплазії виразність клітинної атипії зростала, як у хворих на ХНГ, так і на ХАГ.

Таблиця 3.2

Характеристика обстежених пацієнтів, інфікованих на 
Н. pylori, в залежності від наявності гену cagA

	Нозологія
	cagA (-)
(ч/ж)
	cagA (+)

(ч/ж)
	p

	Нормальна СОШ
	12 (6/6)
	5 (3/2)
	-

	ХНГ без дисплазії
	15 (8/7)
	11 (7/4)
	-

	ХНГ з дисплазією

Легка

Тяжка 
	12

8 (5/3)

4 (2/2)
	77

46 (30/16)

31 (21/10)
	0,0005

	ХАГ без дисплазії
	12 (7/5)
	9 (6/3)
	-

	ХАГ з дисплазією

Легка

Тяжка 
	16

12 (8/4)

4 (2/2)
	48

31 (22/9)

17 (11/6)
	0,004

	Всього:
	67 (38/29)
	150 (100/50)
	


Примітка. p – рівень значимості у порівнянні з групою пацієнтів без Д.
Під час проведення аналізу комбінацій алелей s- та m- ділянок гена vacA встановлено, що найбільш часто мала місце перевага s1m1 алелей у сagA+ та s2m2/s1m2 у сagA- даного гена (табл.3.3). 

Таблиця 3.3

Характеристика обстежених пацієнтів в залежності від наявності генів cagA, vacA Н. pylori та їх комбінації

	Нозологія
	vacA s1m1, cagA
	vacA s1m1
	vacA s1m2, cagA
	vacA s1m2
	vacA s2m1, cagA
	vacA s2m1
	vacA s2m2, cagA
	vacA s2m2

	Нормальна СОШ
	-
	-
	-
	2
	-
	1
	5
	9

	ХНГ без дисплазії
	1
	3
	2
	5
	7
	5
	1
	2

	ХНГ з дисплазією
	68
	6
	7
	4
	2
	1
	-
	1

	Легка
	38
	3
	6
	3
	2
	1
	-
	1

	Тяжка 
	30
	3
	1
	1
	-
	-
	-
	-

	ХАГ без дисплазії
	3
	4
	3
	6
	3
	-
	-
	2


Продовження таблиці 3.3

	ХАГ з дисплазією 
	47
	1
	1
	12
	-
	3
	-
	-

	Легка
	30
	-
	1
	10
	-
	2
	-
	-

	Тяжка 
	17
	1
	-
	2
	-
	1
	-
	-


Так, генотип vacA s1m2 виявлений у 2 пацієнтів з нормальною СОШ, s2m2 у 9 та s1m1 у одного чоловіка при відсутності cagA. У випадках з cagA+ то у 5 (30%) з 17 H. pylori+ пацієнтів з морфологічно незміненою СОШ був встановлений генотип vacA s2m2.

Серед 26 H. pylori+ хворих на ХНГ без дисплазії у 15 чоловік cagA не вивляли, проте вони були позитивними на vacA, серед останніх: 3 чоловіки мали vacA s1m1, 5 – s1m2 та 2 – s2m2 генотипи vacA.
У 11 cagA позитивних хворих на ХНГ без дисплазії були встановлені наступні генотипи vacA: 1- s1m1, 2 – s2m2, 7 – s2m1 та 1 – s2m2 (табл. 3.3). Серед 88 пацієнтів з ХНГ 77 мали дисплазію та були позитивними на cagA, характерними для цієї групи недужих була перевага s1m1 алельної комбінації vacA, s1m2 виявлили у 7, s2m1 у 1 хворого на ХНГ був генотип vacA s1m1 (табл. 3.3).
У хворих на ХАГ без дисплазії серед 21 випадку у 12 cagA не виявлявся та у 9 недужих мали місце cagA+, відповідно генотипи vacA серед 12 cagA- були наступними: s1m1 – 4, s1m2 – 6 чоловік, комбінація алелей s2m1 не спостерігалася та s2m2 була позитивною у 2 випадках. Серед 9 cagA+ хворих на ХАГ без дисплазії комбінації алелей гену vacA розподілилися наступним чином: 3 випадки - s1m1, 3 - s1m2 та 3 – s2m1, s2m2 не виявлялася.

У 16 cag- хворих на ХАГ з дисплазією переважав vacA s1m2 генотип, який був встановлений у 12 пацієнтів, s1m1 у одного та s2m1 у 3 чоловік відповідно, s2m2 комбінація не визначалася.

У хворих на ХАГ з дисплазією генотип vacA s1m1, що, згідно з літературними даними, пов’язують із високою цитотоксичністю, виявлений у 47 (98%) серед 48 cagA+ пацієнтів і тільки у одного була встановлена алельна комбінація cagA- vacA s1m1. Важливою причиною встановленого поліморфізму генів, ймовірно, є присутність кількох штамів мікроорганізму в одного хворого. Особливістю досліджень була наявність високого відсотка частоти комбінованого генотипу Н. pylori vacA s1s2/m1m2 з маркером PAI — геном cagA.
При проведенні молекулярно-генетичного аналізу, встановлено, що генотип cagA+ у хворих на ХНГ та ХАГ поєднувався з vacA s1m1 (точний критерій Фішера = 0,03376 та 0,00308 відповідно, p<0,05), що дозволило нам відокремити основну дослідницьку групу пацієнтів: хворі на ХГ – асоційований з H. pylori, cagA+, vacA s1m1.

Висновки
Таким чином, за даними морфологічного та статистичного (χ2=4,59, p=0,032) аналізу встановлено, що серед хворих на ХГ переважали інфіковані H. pylori.
Дисплазія СОШ достовірно частіше зустрічається у хворих на ХНГ та ХАГ, інфікованих cagA+ штамами H. pylori (p<0,001 та p<0,05) у порівнянні з групою cag-.

Відносний ризик виникнення ХГ у пацієнтів, що мають гелікобактерну інфекцію, підвищений в 1,45 (ДІ: 1,02-2,45) при зіставленні з неінфікованими.
Генотип H. pylori cagA+ у хворих на ХНГ та ХАГ з дисплазією поєднується з vacA s1m1, що свідчить про високу вірулентність даного штаму та дозволяє відокремити основну групу пацієнтів для подальшого спостереження – хворі на ХНГ та ХАГ H. pylori асоційований гастрит з cagA+, vacA s1m1 генотипом.
Висока частота інфікованості H. pylori та атрофічних змін СОШ у хворих на ХГ, старших за 45 років, обґрунтовує необхідність створення програми профілактики та особливостей лікування даного контингенту населення.

Подальше вивчення молекулярно-генетичних властивостей гелікобактерної інфекції та її зв’язку з патологією шлунково-кишкового тракту дозволить поліпшити якість діагностики і знизити кількість хворих на різні типи ХГ, які супроводжуються передраковими змінами СОШ.
Результати досліджень даного розділу віддзеркалені у наступних працях: [255, 262].
РОЗДIЛ 4
ПАТОМОРФОЛОГІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА СОШ У HELICOBACTER PYLORI-ІНФІКОВАНИХ ХВОРИХ

4.1 Результати гістологічного та цитологічного дослідження слизової оболонки шлунка у Helicobacter pylori-інфікованих хворих
Враховуючи те, що саме гістологічне дослідження гастробіоптатів за даними Степанова Ю.М. (2000) уможливлює найчастіше виявлення H. pylori [152], визначення глибини проникнення мікроорганізмів у структури СОШ і реакцію на це клітинного оточення, саме цей метод було обрано основним у нашій роботі. Поряд з гістологічним методом, для вивчення ступеня інфікованості використовувався й цитологічний. Для більш глибокого розуміння структурних перебудов СОШ, які виникають під впливом гелікобактерної інфекції на клітинному та тканинному рівнях, в даному розділі ми вивчили цитологічні та гістологічні зміни покривно-ямкового, залозистого епітелію та компонентів власної пластинки.
При цитологічному та гістологічному дослідженні з використанням толуїдинового синього і забарвлення за Гімзою H. pylori виявлявся у вигляді S-подібно вигнутих паличок, розташованих в надепітеліальній частині слизу у просвіті ямок, на поверхні шлункових валиків або безпосередньо поблизу епітелію. При вираженому ступені колонізації та високій якості препаратів детекція H. pylori була можлива і при забарвленні гематоксиліном і еозином (рис. 4.1).
В контрольній групі як у H. pylori негативних пацієнтів (-), так й у позитивних (+), СОШ зберігала свою гістоархітектоніку. Фон цитологічного мазка, як правило, чистий. У двох H. pylori+ осіб були виявлені осередкові дистрофічні зміни пілоричних залоз. При цьому за даними анамнезу у них також виявлялися ознаки диспепсії.
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Рис. 4.1. Помірна ступінь контамінації СОШ, більше 20 бактерій H. pylori в полі зору х1000 у хворого на хронічний неатрофічний активний (2 стадія) антральний гастрит. Гематоксилін й еозин, х1000.
При гістологічному аналізі, СОШ у практично здорових осіб складалася з підепітеліального шару, ширина якого визначалася глибиною ямок, і залозистого компартмента, співвідношення яких було приблизно 1:3. Шлункові ямки були розташовані тісно одна до одної. Клітини поверхневого епітелію, як правило, мали високопризматичну форму і чітке полярне диференціювання. Апікальна частина клітин була заповнена секретом, який містив нейтральні муцини і тому інтенсивно забарвлювався при використанні ШИК-реакції у малиновий колір. Особливо багаті секретом були поверхневі епітеліоцити в області ямок. Нерідко поверхневі клітини нормальної слизової оболонки у H. pylori+ пацієнтів ставали ізопризматичними, а іноді розташовувалися більш щільніше. Головні залози прилягали тісно одна до іншої, проте в ряді випадків були розділені досить незначними прошарками пухкої сполучної тканини і пучками гладком'язових волокон. Фундальні залози складалися з головних, парієтальних екзокриноцитів (ПЕ) та мукоцитів. У дні переважали головні і парієтальні екзокриноцити, а в тілі – головні екзокриноцити (ГЕ) та мукоцити.
У ряді випадків у нормальній СОШ, переважно у H. pylori+ пацієнтів, додаткові клітини (шийкові мукоцити (ШМ)) зустрічаються у великій кількості не тільки в глибокій частині тіла залоз, а й в області дна. Ця ознака, так само як і пухке розташування залоз, вважається характерною тільки для ХГ. Іноді в нормальній СОШ помітно нерівномірне забарвлення цитоплазми головних й парієтальних екзокриноцитів, внаслідок чого одні залози в цілому виглядають темніше, а інші світліше. Це залежить від неоднакового функціонального стану секреторних елементів. Фігури мітозу в епітелії нормальної СОШ без гелікобактерної інфекції зустрічаються лише зрідка в області шийки залоз. Однак, у H. pylori+ випадках, мітотичні фігури з'являлися не тільки в області шийки залоз, а й в епітелії ямок. Під покривним епітелієм і навколо залоз розташовувалася базальна мембрана, до якої впритул прилягали кровоносні капіляри. Сполучна тканина власної оболонки шлунка містила фібробласти і вільні елементи, головним чином гістіоцити, лімфоцити, плазматичні клітини. Міжклітинна волокниста речовина представлена ніжною мережею волокон. У сполучній тканини помітно багато кровоносних і лімфатичних судин, розташованих впритул до залозистих екзокриноцитів та поверхневих епітеліоцитів. Між залозами всюди помітні пучки гладком'язових волокон.
При морфологічному аналізі СОШ хворих на ХНГ, як фундального, так і антрального з cagA негативною гелікобактерною інфекцією без Д встановлено, що у групі неактивного ХНГ клітини ПЯЕ, екзокриноцити фундальних й пілоричних залоз в гістологічних зрізах та мазках-відбитках зберігали свою структуру, розташовувалися переважно пластами і групами, мали мономорфний вигляд, ядра були відтіснені до периферії клітин, округло-овальні, контур їх рівний. Хроматин гомогенний крупнозернистий, інтенсивно забарвлений. Цитоплазма слабко базофільна прозора. Екзокриноцити залозистого епітелію антрального відділу СОШ розташовувалися групами і палісадоподібними структурами, мали більші розміри в порівнянні з поверхневими. Ядра в них розміщувалися ексцентрично, більші овальної форми, частина з них містила поодинокі невеликі правильної форми нуклеоли.

При активному ХНГ без дисплазії та з легким ступенем дисплазії стан клітин епітелію мав схожий вигляд, проте дистрофічні зміни супроводжувались появою дисрегенерації у вигляді гіперхроматозу, порушення розтушування ядер, ядерно-цитоплазматичного співвідношення та базофілії цитоплазми окремих епітеліоцитів. Також були присутні частіше нечисленні нейтрофіли і лімфоцити, які інфільтрували переважну власну пластинку СОШ з її незначним периваскулярним набряком (рис. 4.2), що вказувало на слабку активність і відповідало першій стадії за даними Аруїна Л.Й. та співавт. (1998) [153].
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Рис. 4.2. Лімфо-плазмоцитарна інфільтрація власної пластинки СОШ з домішками сегментоядерних нейтрофілів та дистрофічними змінами ПЯЕ. Хронічний неатрофічний активний (1 стадія) гастрит без дисплазії. Гематоксилін й еозин, х100.

Виразність нейтрофільної інфільтрації власної пластинки слизової оболонки, відображаючи активність гастриту, визначала підрозділ його на стадії. При першій стадії була незначна лейкоцитарна інфільтрація власної пластинки слизової оболонки, при другій відбувалася інфільтрація поверхневого та ямкового епітелію з посиленим лейкодіапедезом і надходженням запальних клітин в просвіт шлунка. При третій стадії (значна) поряд з вираженою інфільтрацією власної пластинки і епітеліального пласта зустрічалися так звані «внутрішньоямкові абсцеси», подібні до «крипт-абсцесів» при запальних захворюваннях товстої кишки. Утворення їх відбувалося шляхом масивного лейкодіапедезу крізь товщу епітелію в просвіт ямок, а також супроводжувалося потужним руйнуванням епітеліального пласта (рис. 4.3).
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Рис. 4.3. Лейкодіапедез крізь товщу епітелію у просвіт ямок з руйнуванням ямкових епітеліоцитів і утворенням крипт-абсцесу. Хронічний неатрофічний активний (3 стадія) антральний гастрит без дисплазії. H. pylori+, сagA+, vacA s1m1. Гематоксилін й еозин, х 1000.

В окремих ділянках спостерігалися мікроерозії у вигляді дрібного поверхневого дефекту епітеліального пласта. Також при високій активності запалення виявляли ділянки епітелію регенераторного типу з базофільними ядрами, спостерігалися ознаки повнокрів'я СОШ, які характеризувалися підвищеним кровонаповненням кровоносних капілярів, розташованих у власній пластинці слизової оболонки. Причому дані зміни найчастіше спостерігалися при другій та третій стадіях активності з високою контамінацією гелікобактер. У судинах у ряді випадків визначалися ознаки стазу еритроцитів, а також наявність нейтрофільних лейкоцитів поблизу ендотелію, що було непрямим критерієм їх ролінгу з подальшим виходом у власну пластинку.

При помірній та високій контамінації, що відповідало 2 та 3 стадії активності ХНГ, як у cagA-, так і cagA+, vac s1m1 H. pylori– інфікованих хворих, перераховані вище ознаки значно наростали. Водночас, між- та інтраепітеліальна локалізація мікроорганізмів, у порівнянні з низьким ступенем контамінації та 1 стадією активності, переважала у цитоплазмі клітин ПЯЕ при високому ступеню контамінації та 3 стадій активності у 76% H. pylori cagA+ пацієнтів. В той час як у хворих на ХНГ з cagA- між- та інтраепітеліальна локалізація мікроорганізмів спостерігалася у 10% хворих з високим ступенем контамінації та 3 стадією активності у порівнянні з низьким та 1 стадією (p<0,001). Проте у хворих на ХАГ з cagA+ між- та інтраепітеліальна локалізація мікроорганізмів спостерігалась тільки у 35% випадків при високому ступені контамінації та 3 стадії активності, а cagA- у 5%. При низькому ступені контамінації та 1 стадії активності в обох групах ХГ асоційованого з H. pylori визначався переважно в прилеглому до поверхневого епітелію слизу.
Для ХНГ cagA+ з помірною та високою контамінацією в мазках-відбитках характерним було збільшення кількості пластів і груп епітеліальних клітин, а також залозистих структур, що, ймовірно, можна пояснити послабленням міжклітинних зв'язків (пов'язаного як з активністю запалення - лейкопедезом, так і з персистенцією гелікобактерної інфекції) та більш легким потраплянням у відбиток (рис. 4.4).

Частина епітеліальних структур складалася з клітин з ознаками дистрофії, що проявлялося сплощенням форми клітин, вакуолізацією цитоплазми, ослабленням контурів мембран, розпушенням структури хроматину. Клітини залозистого епітелію також були представлені в більшій кількості, серед них спостерігали помірний поліморфізм (див. рис. 4.4). Поряд із епітеліоцитами, що продукують слиз, констатували наявність груп і залозистих структур проліферуючих клітин з базофільною цитоплазмою з відсутністю ознак секреції в частині клітин, невеликим збільшенням ядерно-цитоплазматичного співвідношення, починаючи з генеративної зони залоз.
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Рис. 4.4. Помірна ступінь контамінації СОШ, більше 20 бактерій H. pylori в полі зору х1000 у хворого на ХНГ cagA+. Бактеріоскопія за Папенгеймом, х1000.
За інтенсивністю мононуклеарної інфільтрації (ступінь запалення) у хворих на ХНГ та ХАГ було виявлено легку, помірну і виражену ступінь запалення. При цьому, поряд з наростанням щільності інфільтрату, аж до формування скупчень, що розсовують залози з поширенням його вглиб слизової оболонки до базальних відділів. Скупчення лімфоцитів у власній пластинці СОШ були різноманітні за обсягом, щільністю клітин, будовою і глибиною залягання. При мінімальному і помірному обсязі спостерігалося утворення невеликих груп лімфоцитів в базальних відділах СО. Збільшення обсягу мононуклеарного запального інфільтрату у власній пластинці слизової оболонки відбувалося за рахунок формування фолікулів (рис 4.5). Вони представляли собою вузлики овальної або округлої форми, які складалися з щільно прилеглих один до одного малих лімфоцитів. У ряді фолікулів були світлі центри - центри розмноження, що свідчило про достатню імунну відповідь організму. Рівень колонізації слизової оболонки cagA+ штамів H. pylori прямо корелював з показниками активності і ступенем запалення як у хворих на ХНГ, так і на ХАГ.
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Рис. 4.5. Лімфоїдний фолікул з світлим гермінативним центром. Лімфо-плазмоцитарна інфільтрація власної пластинки СОШ з домішками сегментоядерних нейтрофілів та дистрофічними змінами ПЯЕ. Хронічний атрофічний (2 стадія) активний (1 стадія) гастрит без дисплазії. Гематоксилін й еозин, х 40.
Стромальний компонент був представлений помірною кількістю нейтрофілів, які іноді утворювали групи від 5 до 30 клітин, що мали збережену морфологічну структуру. Крім того, зазвичай визначали помірну кількість лімфоцитів і плазмоцитів, кількість останніх помітно зростало зі ступенем вираженості мононуклеарного інфільтрату, відповідно з активністю запалення і контамінацією гелікобактер.
У пацієнтів при високоактивних ХГ перераховані вище ознаки значно наростали. Кількість бактерій перевищувала 50 (рис. 4.6), також збільшувався відсоток епітеліальних, особливо залозистих структур, наростало число розрізнених епітеліоцитів.
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Рис. 4.6. Сильна ступінь контамінації СОШ, більше 50 бактерій H. pylori в полі зору х1000 у хворого на хронічний неатрофічний активний (3 стадія) антральний гастрит. Толуїдиновий синій О, х1000.

Ступінь дистрофічних змін епітелію посилювалася, наростали ознаки проліферативної активності. Таким чином, спостерігалася «строкатість» картини, створюючи поліморфізм епітеліоцитів. Нейтрофіли розташовувалися великими скупченнями, мали ознаки деградації, «голі» сегментовані ядра. Найчастіше зустрічалися скупчення лімфоїдних елементів різного ступеня зрілості, що утворювали фолікулярні структури з концентрацією в центрі незрілих форм (центробластів і центроцитів). Фібрин, детрит, еозинофіли, макрофаги, також були більш характерні для високоактивного гастриту. Такі гістологічні картини крім наростання ступеня активності, запальних процесів і збільшення ступеня обсіменіння H. pylori, характеризувалися вираженими дистрофічними змінами ПЯЕ, а також поліморфізмом залозистих екзокриноцитів.

Виявлені закономірності свідчать на користь того, що колонізація H. pylori СОШ передує її запаленню й атрофії і опосередковує розвиток останньої у ПЯЕ хворих на гелікобактер-асоційований гастрит, як у фундальному, так і в антральному відділі СОШ.

У свою чергу атрофія СОШ досить часте явище при різних передракових станах шлунка. Для встановлення зв’язку гелікобактерної інфекції з останніми ми вивчили частоту і локалізацію H. pylori-контамінації СОШ у 85 хворих на ХАГ (табл. 4.1).

Таблиця 4.1

Характеристика обстежених пацієнтів в залежності від 

контамінації Н. pylori

	Нозологія/ступінь контамінації
	+
(ч/ж)
	++

(ч/ж)
	+++

(ч/ж)
	р

	Нормальна СОШ
	13 (6/7)
	4 (3/1)
	0
	

	ХНГ без дисплазії
	16 (8/8)
	3 (2/1)
	7 (5/2)
	0.055*

	ХНГ з дисплазією
	25 (16/9)
	32 (17/15)
	32 (25/7)
	0,001*

0,005**

	Легка
	8 (5/3)
	19 (9/10)
	27 (21/6)
	0,001*

	Тяжка
	17 (11/6)
	13 (8/5)
	5 (4/1)
	0,100*

	ХАГ без дисплазії
	8 (4/4)
	6 (5/1)
	7 (4/3)
	0,017*

	ХАГ з дисплазією
	20 (12/8)
	13 (7/6)
	31 (24/7)
	0,001*

0,261**

	Легка
	7 (4/3)
	17 (11/6)
	19 (15/4)
	0,001*

	Тяжка
	13 (8/5)
	2 (1/1)
	6 (4/2)
	0,043*

	Всього:
	82 (46\36)
	58 (34\24)
	77 (58/19)
	


Примітка. р*- рівень значимості у порівнянні з нормою; p** - рівень значимості у порівнянні з ХГ без дисплазії.
Зважаючи на гелікобактерну етіологію структурної перебудови епітелію шлунка, ми дослідили частоту виявлення H. pylori у СОШ і ступінь інфікування останньої у хворих на різні морфологічні варіанти ХАГ. Результати цього дослідження представлені у таблиці 4.2.

Таблиця 4.2

Частота виявлення H. pylori у хворих на ХАГ 

	Варіант та стадія ХАГ
	Кількість хворих, n (%)

	
	Загальна
(ч/ж)
	H. pylori–
(ч/ж)
	H. pylori+
(ч/ж)
	χ2 із поправкою Йейтса

	ХАГ без Д

1 стадія
	11(8/3)
	9(7/2)
	2(1/1)
	-

	2 стадія
	15(7/8)
	6(2/4)
	7(4/3)
	-


Продовження таблиці 4.2

	3 стадія
	11(8/3)
	3(2/1)
	10(7/3)
	-

	4 стадія
	3(2/1)
	1(1/0)
	2(1/1)
	-

	ХАГ з Д

1 стадія
	19(12/7)
	7(5/2)
	12(7/5)
	0.046

	2 стадія
	34(22/12)
	8(6/2)
	25(15/10)
	0.273

	3 стадія
	27(20/7)
	12(7/5)
	16(14/2)
	0.382

	4 стадія
	17(10/7)
	6(3/3)
	11(7/4)
	0.555

	Всього
	137(89/48)
	52(33/19)
	85(56/29)
	


У хворих на ХАГ спостерігали структурну перебудову СОШ із заміщенням спеціалізованих екзокриноцитів фундального відділу шлунка мукоцитами та зменшенням кількості залоз за рахунок розростання сполучної тканини, яка визначалася за різним ступенем мононуклерної інфільтрації власної пластинки. У більшості хворих на ХАГ залози власної пластинки СОШ були затиснуті пучками сполучнотканних волокон, які добре візуалізувалися при використанні пікрофуксину за ван Гізоном (рис. 4.7).
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Рис. 4.7. Розростання сполучнотканинних волокон (червоного кольору) у власній пластинці СОШ. ХАГ, 3 стадія. Забарвлення за ван Гізон, х 400.

При ХАГ структурні зміни епітеліального компартменту свідчили про порушення координації між процесами проліферації і диференціювання епітеліоцитів СОШ, що призводило до розладів функціональної активності поверхневого і залозистого епітелію. Вони характеризувалися наступними особливостями: розповсюдженими дистрофічними й атрофічними змінами епітеліальних клітин СОШ, які проявлялись вакуолізацією цитоплазми, зниженням секреції муцинів поверхневими епітеліоцитами.
Дисплазія низького ступеня (легка, ЛД) у хворих на ХНГ та ХАГ, як H. pylori+, так й негативних характеризувалася численними дрібними, округлої форми залозистими структурами, що вистелені подовженими клітинами, які втратили здатність до слизоутворення. Ядра мали витягнуту, сигароподібну форму, різні розміри (рис. 4.8). Ядерця рідкі. Ядра розташовувалися здебільшого в базальних відділах клітин, інколи з псевдостратифікацією. Клітини з подовженими ядрами розташовуються вже в поверхневих відділах слизової оболонки, що відрізняє цей вид неоплазії від невизначеної.
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Рис. 4.8. Дисплазія низького ступеня (легка). ХАГ, 2 стадія. Гематоксилін й еозин, х 400.
При дисплазії/неоплазії високого ступеня відмічали наростання ядерної та клітинної атипії: слизеутворення втрачено, клітинам «тісно» на базальній мембрані, тому їх великі округлі або сигароподібні ядра розташовуються на різних рівнях (псевдостратифікація). У ядер груба і місцями нерівномірної товщини мембрана, повсюдно зустрічаються виразні ядерця. Всі вищезазначені зміни виявлялися як в поверхневому епітелії, так й в головних та пілоричних залозах, розташованих тісно у власній пластинці, де можна було зустріти лише поодинокі збережені залози, вистелені призматичним епітелієм. При тяжкому ступені дисплазії виразність клітинної атипії зростала як у хворих на ХНГ, так і на ХАГ.
Результати морфологічного дослідження гастробіоптатів хворих на H. pylori-асоційований ХАГ продемонстрували поліморфізм змін СОШ. Так, при ХАГ без дисплазії відзначалась дифузна переважно лімфо-лейкоцитарна інфільтрація власної пластинки СО та наявність великої кількості лімфатичних фолікулів з гермінативними центрами. У ПЯЕ констатували вакуолізацію цитоплазми, в ядрах окремих клітин локалізацію хроматину біля нуклеолеми у вигляді півмісяця, каріопікноз і каріорексис, що є характерними ознаками апоптозу.

Активність ХАГ, незалежно від наявності дисплазії, позитивно співвідносилася з бактеріальною колонізацією СОШ: випадкам з вираженим (+++) інфікуванням відповідала переважно друга або третя стадія активності ХАГ.
При ХАГ з першою стадією активності у цитологічних препаратах та на гістологічних зрізах, забарвлених толуїдиновим синім, гелікобактерії добре візуалізувалися у вигляді вигнутих паличок. При слабкому ступені обсіменіння поодинокі (до 20 у полі зору при збільшенні у 1000 разів) бактеріальні тіла виявляли в ямковому слизу, частіше поза зв'язком з епітелієм тільки в деяких полях зору.
Рівень колонізації слизової оболонки H. pylori прямо корелював з показниками активності і ступенем запалення. При гістологічному аналізі СОШ хворих на ХАГ для 2 стадії активності характерним була дифузна лейкоцитарна інфільтрація як у поверхневому так і в ямковому епітелію, при цьому сегментоядерні лейкоцити місцями руйнували спинки залоз (рис. 4.9). При 3 стадії активності ХАГ нейтрофіли виявлялися як у ПЯЕ, так і у просвіті залоз з утворенням внутрішньо-ямкових та залозистих абсцесів (рис. 4.10). Поверхневі ерозії, як правило поєднувалися з 2 та 3 стадією активності запалення, а також з сильною контамінацією H. pylori.
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Рис. 4.9. Хронічний атрофічний активний (2 стадія) гастрит cagA+. Лейкоцитарна інфільтрація власної пластинки слизової оболонки антрального відділу шлунка з руйнуванням стінки пілоричної залози. Забарвлення гематоксиліном і еозином, х 1000.

При порівняльному патоморфологічному аналізі СОШ у H. pylori+ та H. pylori- хворих на ХАГ з диспластичними змінами, слід зазначити, що 1 стадія атрофії позитивно корелювала з ступенем інфікованості (χ²=0,046, p<0,05), в той час, як для 2,3,4 стадій атрофії (χ²=0,273, p>0,05; χ²=0,382, p>0,05; χ²=0,555, p>0,05 відповідно) такої залежності не було встановлено (табл. 4.2). На нашу думку це пов’язано з ключовою роллю гелікобактерної інфекції, яка запускає каскад патологічних змін в СОШ. При подальшому прогресуванні атрофічних змін шлункового епітелію, СОШ втрачає здатність синтезувати муцини, що призводить до редукції адгезивних властивостей та неспроможності H. pylori зв’язуватись з глікопротеїнами шлункового слизу.
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Рис. 4.10. Хронічний атрофічний активний (3 стадія) гастрит. cagA+. Лейкодіапедез з формуванням «внутрішньоямкового абсцесу». Забарвлення гематоксиліном і еозином, х 1000.

Серед 26 обстежених хворих без дисплазії було виявлено 15 cagA- та 11 cagA+. Дисплазія достовірно частіше переважала у cagA, vacA s1m1 позитивних пацієнтів, як у хворих на ХНГ (χ²=19,49, p=0,0005), так і на ХАГ (χ²=19,49, p=0,015; точний критерій Фішера = 0,0143, p<0,05). При цьому легкого ступеня дисплазія виявлялася у 46 хворих серед 77 (60%) на ХНГ, тяжка дисплазія – у 31 (40%) відповідно (табл. 4.3).

Аналогічні показники були отримані у хворих з ХАГ, при цьому 31 (64%) пацієнт серед 48 був з легкою дисплазією та 17 (36%) з тяжкою.

При тяжкому ступені дисплазії виразність клітинної атипії зростала як у хворих на ХНГ, так і на ХАГ в незалежності від наявності або відсутності гелікобактерної інфекції.

Диспластичні зміни шлункового епітелію у хворих на ХНГ виявлялися у 43 H. pylori- пацієнтів, серед яких легка дисплазія спостерігалась у 28 (65,12%), а тяжка у 15 (34,88%). В той час як у H. pylori+ дисплазія СОШ реєструвалась у 89 хворих на ХНГ, серед яких у cagA- 12 пацієнтів з диспластичними явищами переважали випадки з легкою дисплазією 8 (66,67%), в той час як з тяжкою кількість була в два рази меншою – 4 (33,33%). При морфологічному аналізі диспластичних змін СОШ хворих на ХНГ з cagA+ штамами H. pylori встановлено, що серед 77 пацієнтів з дисплазією, легка виявлялась у 46 (59,74%), а тяжка у 31 (40,26%) (табл. 4.3)

Таблиця 4.3

Характеристика обстежених пацієнтів в залежності від наявності гену cagA Н. pylori

	Нозологія
	cagA (-)

ч/ж
	cagA (+)

ч/ж
	P

	Нормальна СОШ
	12 (6/6)
	5 (3/2)
	-

	ХНГ без дисплазії
	15 (8/7)
	11 (7/4)
	-

	ХНГ з дисплазією

Легка

Тяжка
	12

8 (5/3)

4 (2/2)
	77

46 (30/16)

31 ( 21/10)
	0,0005

	ХАГ без дисплазії
	12 (7/5)
	9 (6/3)
	

	ХАГ з дисплазією

Легка

Тяжка
	16

12 (8/4)

4 (2/2)
	48

31 (22/9)

17 (11/6)
	0,004

	Всього:
	67(38/29)
	150(100/50)
	-


Примітка. р* - рівень значимості у порівнянні з нормою.
Рівень активності ХАГ, також як й ХНГ незалежно від наявності дисплазії, пов’язаний із бактеріальною колонізацією СОШ: випадкам з вираженим (+++) інфікуванням відповідала переважно друга або третя стадія активності ХАГ (табл. 4.4).
Отже, гістологічні та молекулярно-генетичні зіставлення, проведені в досліджуваних групах пацієнтів, показали, що найменший ступінь активності гістологічного гастриту спостерігався у СОШ тіла і антрального відділу у неінфікованих пацієнтів та інфікованих cagA- штамами H. pylori, а мінімальні показники бактеріального обсіменіння мали місце в тілі шлунка у пацієнтів, інфікованих штамами cagA- H. pylori. 

Таблиця 4.4

Характеристика обстежених пацієнтів в залежності від ступеня контамінації, стадії активності та наявності cagA
	Нозологія/стадія активності
	cagA(-)
	cagA(+)

	
	+
	++
	+++
	+
	++
	+++

	Нормальна СОШ
	10
	2
	0
	3
	2
	0

	ХНГ неактивний
	11
	4
	4
	7
	5
	0

	ХНГ активний
	3
	3
	2
	20
	23
	33

	1 стадія
	2
	1
	1
	9
	6
	3

	2 стадія
	1
	2
	1
	8
	10
	13

	3 стадія
	0
	0
	0
	3
	7
	17

	ХАГ неактивний
	7
	6
	5
	3
	0
	1

	ХАГ активний
	3
	3
	4
	15
	10
	28

	1 стадія
	1
	2
	1
	8
	2
	3

	2 стадія
	2
	1
	3
	6
	7
	8

	3 стадія
	0
	0
	0
	1
	1
	17

	Всього:
	34
	18
	15
	48
	40
	62


Вивчення активності запалення (нейтрофільної інфільтрації) СОШ при хронічному гастриті підтвердило зв'язок з гелікобактерною інфекцією. Статистичний аналіз виявив високу достовірність між активністю запалення та наявністю гелікобактерної інфекції (cagA+), так при ХНГ: для низького ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,00235, p<0,05, для помірного ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,01204, p<0,05, для високого ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,01204, p<0,05. Відповідно при ХАГ: для низького ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,01133, p<0,05, для помірного ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,00310, p<0,05, для високого ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,00135, p<0,05. Найбільші значення показників активності гастриту відзначені нами в антральному відділі у пацієнтів з ХНГ, інфікованих штамами cagA+ H. pylori, і у пацієнтів з третьою стадією активності ХАГ, інфікованих штамами cagA+ H. pylori. Найвищий ступінь бактеріального обсіменіння реєструвався нами також в антральному відділі шлунка у пацієнтів з ХНГ з третьої стадією активності, інфікованих штамами cagA+ H. pylori.

Таким чином, проведені дослідження вказують на те, що наявність cagA, vacA s1m1 позитивного генотипу гелікобактерної інфекції у хворих на ХГ ускладнює прогноз основного захворювання, викликаючи каскад патологічних змін СОШ.
4.2. Гістохімічна характеристика патоморфологічних змін СОШ з різними генотипами Helicobacter pylori
Натепер стосовно патогенезу ХГ велике значення приділяють резистентності СОШ щодо деструктивного впливу H. pylori та шлункового соку, яка значною мірою визначається як секрецією муцинів у слизовій оболонці, так і їх складом. Зменшення виділення цих сполук у слиз також може істотно знизити протективну спроможність СОШ і створити умови для хронізації гастриту. Тому, на нашу думку, дослідження складу вуглеводно-білкових сполук шлункового слизу у хворих з передраковими станами при наявній дисплазії та атрофії може бути інформативним щодо прогнозу останньої.
У практично здорових осіб, як H. pylori+, так й (-) морфологічно незмінений епітелій СОШ мав наступні гістохімічні характеристики: поверхневий та ямковий епітелій характеризувався високим ступенем зрілості й типовою для нього продукцією нейтральних муцинів, останні добре виявлялися при використанні ШИК-реакції завдяки світло-малиновому забарвленні секрету. Він містив гліко- або мукопротєїди, однак, в меншій кількості, ніж секрет поверхневих клітин, що фарбувалися в темно-малиновий колір. При ШИК-реакції уся над’ядерна частина клітин набувала яскраво-малинового забарвлення (рис. 4.11).
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Рис. 4.11. Накопичення нейтральних муцинів (малинового кольору) у цитоплазмі поверхневого та ямкового епітелію фундального відділу СОШ у практично здорового H. pylori- пацієнта. ШИК-реакція, х 200.

У практично здорових пацієнтів без ХГ, як у H. pylori-, так й H. pylori+ розподіл слизу в цитоплазмі ПЯЕ незалежно від відділу шлунка був гомогенним. При забарвленні альціановим синім (рН 2,5 та 1,0), цитоплазма ПЯЕ та езокриноцитів фундальних та пілоричних залоз залишалась безколірною, що свідчило про відсутність у ній кислих муцинів. Загалом, результати нашого дослідження незміненої СОШ не відрізняються від даних літератури [153, 154].
При ХНГ, як H. pylori-, так й у H. pylori+ в СОШ порушувалась секреція муцинів ПЯЕ. Останній вогнищево був високопризматичним і містив велику кількість слизового секрету. У випадках ХНГ з легким та помірним ступенем дисплазії його ядра відрізнялися значним поліморфізмом. Висота епітеліоцитів у глибині ямок була меншою від інших ділянок, вистелених ПЯЕ, а ШИК-реакція виявляла вузьку смужку нейтральних муцинів в апікальних відділах цих клітин (рис. 4.12). 
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Рис. 4.12. Низький рівень нейтральних муцинів у сплощеному ПЯЕ (стрілка). Хронічний неатрофічний фундальний гастрит. H. pylori+ cagA+ vacA s1m1 ШИК-реакція з дофарбовуванням гематоксиліном, х100.

Зміни при поверхневому гастриті характеризувалися порушенням секреції муцинів ПЯЕ, інфільтрацією власної пластинки слизової оболонки мононуклеарними клітинами (лімфо-плазмоцитарна інфільтрація) і нейтрофільними лейкоцитами. У відповідності з модифікованою у Хьюстоні Сіднейською класифікацією рівень мононуклеарної інфільтрації вдіддзеркалював ступінь запалення, а нейтрофільні клітини характеризували його активність. Залози при поверхневому гастриті у хворих на ХНГ в більшості своїй зберігали нормальну будову і гістохімічні властивості. Виявлені в ряді біоптатів порушення секреції слизу і руйнування залоз асоціювалося з високим рівнем інфільтрації нейтрофільними лейкоцитами, в тому числі і картинами лейкодіапедезу в просвіт ямок та залоз, міжепітеліальною локалізацією нейтрофільних лейкоцитів і появою «ямкових абсцесів». Майже виключно подібні феномени, пов'язані з пошкодженням залозистого епітелію, зустрічалися в слизовій оболонці антрального відділу шлунка у 80% випадків, переважно у хворих з H. pylori+ cagA+ vacA s1m1 генотипом що, ймовірно, було пов'язано з більшою активністю запалення саме в цьому відділі шлунка. Альціановим синім (при рН 2,5 та 1,0) цитоплазма ПЯЕ не забарвлювалася. Залози при ХНГ переважно залишались незміненими, їх епітеліоцити зберігали типові гістохімічні властивості. Будова інших відділів фундальних і пілоричних залоз будь-якими особливостями на світлооптичному рівні при фарбуванні рутинними методами не відрізнялася. Головні і парієтальні клітини зберігали свою будову і гістохімічні характеристики. Зазначалося поширення шийкових мукоцитов, які мали апікальну вузьку ШИК-позитивну зону до рівня середньої третини залоз. Слід також зазначити велику товщину шару ШИК-позитивних муцинів в поверхневому епітелії антрального відділу шлунка. В ряді випадків спостерігали заміщення в фундальних залозах головних і парієтальних екзокриноцитів клітинами, що продукують слиз. Даний феномен зазвичай асоціювався з формуванням атрофії залоз і розглянутий нижче.

Так у хворих на ХАГ H. pylori-, переважно на його початкових (1-2) стадіях поверхневий епітелій характеризувався як високий циліндричний, ядра округлої форми розташовувалися в базальної частини клітини. При цьому відзначалася дещо більша, ніж в нормі висота ямкового епітелію і збільшення в клітинах товщини зони нейтральних глікопротеїнів (за даними ШИК-реакції). При ШИК-реакції крім дифузного фарбування апікальної частини клітин виявлялися супра- і субнуклеарні гранули. Найчастіше високий епітелій зустрічався в дистальних ділянках ямок і на верхівках валиків, ядра при цьому були відтіснені до основи великою кількістю нейтральних муцинів. Низька продукція нейтральних муцинів у СОШ фундального відділу при ХАГ без дисплазії поєднувалась з їх інтенсивною секрецією ПЯЕ антрального відділу шлунка (рис. 4.13). Можна було виділити три варіанти слизоутворення, згідно описаним змінам: значний шар муцинів розташований на поверхні клітин, а в цитоплазмі видно лише поодинокі ШИК-позитивні гранули (переважання екскреції); вся цитоплазма клітин представлена ШИК-позитивною слизом (переважання стадії накопичення); високі клітини з оптично «порожнюю» (вакуолізованою) цитоплазмою, причому, у просвіті ямок і на поверхні епітеліального пласта слизу немає. Висота епітелію глибоких відділів ямок була менше ніж в іншому ПЯЕ, ШИК-реакція характеризувалася зоною вузької смужки в апікальних відділах клітин.
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Рис. 4.13. Ділянки посиленої продукції нейтральних муцинів переважно ямковими епітеліоцитами антрального відділу шлунка (стрілка). Антральний ХAГ, 2 стадія. ШИК-реакція з дофарбовуванням гематоксиліном, х100.

Саме в цих відділах відмінною особливістю було гістохімічне виявлення сіаломуцинів у вигляді слабкого фарбування альціановим синім при рН=2,5, особливо при поєднанні атрофії з тяжкою дисплазією СОШ. У ряді випадків відзначалося кістоподібне розширення ямок, наповнених мукоїдами. На вершинах валиків в деяких випадках виявлялася лише вузька смужка ШИК-позитивного мукоїду. В цілому, порушення секреції було мозаїчним при значній варіації товщини зони, заповненої мукоїдами навіть в межах одного біоптату і поля зору. Слизові клітини шийки залоз (додаткові мукоцити, що продукують слиз) мали менші розміри, ніж поверхневий епітелій, в базальній частині визначалися круглі ядра. Інтенсивність ШИК-реакції в цих клітинах була нижче, ніж в поверхневому епітелії, мав місце негомогенний розподіл слизового секрету в цитоплазмі.

При ХАГ без дисплазії форма ПЯЕ ставала сплощеною або кубічною, клітини мали базофільну цитоплазму. Їх округлі або овальні ядра були нормо- та гіперхромними, вогнищево розташовувались на різних рівнях, що характерне для багаторядності. Інколи вони зміщувалися до центру клітин; ядерно-цитоплазматичне співвідношення збільшувалось.

У 14 з 40 хворих на ХАГ без дисплазії з 3 та 4 стадіями ПЯЕ фундального відділу продукував мало слизу. Водночас будова власних залоз при забарвленні рутинними гістологічними методами виглядала незміненою. Головні і парієтальні екзокриноцити мали типову структуру. Однак, за допомогою ШИК-реакції визначалось розширення зони розташування шийкових мукоцитів до рівня середньої третини залоз – відбувалась мукоїдизація останніх. Крім того, в найдиференційованішій частині власних залоз (їх кінцевих відділах) виявлялися ШИК-позитивні гранули секрету у головних клітинах. При цьому в деяких з них цитоплазма втрачала здатність забарвлюватись гематоксиліном й еозином, ставала просвітленою, особливо навколо ядра та в базальній частині. Висота таких клітин була зменшеною, ядра – пікнотичними. Слід зазначити, що локуси заміни головних і парієтальних екзокриноцитів власних залоз на муцинпродукуючі епітеліоцити відзначались у більш ніж половині спостережень хворих з фудальним та мультифокальним ХАГ.
Таким чином, трансформувалося нормальне співвідношення спеціалізованих гландулоцитів та мукоцитів фундального відділу в бік останніх. Власні залози при цьому вкорочувались, але переважно зберігали компактність розташування. Просвіти їх були вузькими, на рівні шийок – виповненими мукоїдним секретом й, інколи, кістозно розширеними. Пілоричні залози значно збільшувались в об’ємі, багато з них набували трубчастої форми. Їх епітеліоцити були високими, із заповненою мукоїдним секретом над’ядерною частиною. При цьому цитоплазматичний ШИК-позитивний матеріал був гранулярним та неоднорідним (рис. 4.14).
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Рис. 4.14. Хронічний атрофічний фундальний гастрит, 4 стадія без дисплазії. H. pylori+ cagA+ vacA s1m1. Зменшення слизової секреції ПЯЕ. Заміна спеціалізованих клітин власних залоз на муцинпродукуючі (пілоризація залоз). ШИК-реакція з дофарбовуванням гематоксиліном, х100.

Однією з патоморфологічних особливостей виявлених нами при гістохімічному аналізі СОШ у хворих на ХНГ та ХАГ з тяжкою дисплазією була посилена продукція сіаломуцинів залозистих та епітеліальних структур, яка добре виявлялася при забарвленні альціановим синім, при цьому цитоплазма диспластично змінених епітеліоцитів набувала блакитного забарвлення.
Як показав гістохімічний аналіз у складі слизу, секретованого ПЯЕ та шийковими епітеліоцитами, у фундальному й антральному відділах шлунка при ХАГ з 1 та 2 стадіями атрофії без дисплазії кислих сіаломуцинів не було. У Н. pylori+ хворих на ХАГ з дисплазією високого ступеня реєструвалася альціанофілія (рН 2,5) ПЯЕ у 17 пацієнтів із 21 (рис. 4.15).
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Рис. 4.15. Посилена продукції сіаломуцинів в цитоплазмі диспластично змінених епітеліоцитів. Антральний ХAГ, 2 стадія, тяжка дисплазія. Альціановий синій, х 400.

Слід зазначити та наголосити, що зниження продукції нейтральних муцинів – характерна властивість диспластично зміненого епітелію СОШ у всіх хворих на ХНГ та ХАГ.
Висновки

1. Встановлено, що дисплазія СОШ достовірно частіше зустрічається у хворих на ХНГ та ХАГ, інфікованих cagA+ штамами H. pylori (p<0,001 та p<0,05) у порівнянні з групою cagA-.
2. Доведено зв'язок інвазивності гелікобактер з наявністю вакуолізуючого токсину (VacA) та цитотоксинасоційованого білку (CagA).

3. Встановлено тісний зв'язок між наявністю гену cagA, активністю та ступенем контамінації для хронічного неатрофічного гастриту: для низького ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,00235, p<0,05, для помірного ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,01204, p<0,05, для високого ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,01204, p<0,05. Відповідно, при хронічному атрофічному гастриті: для низького ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,01133, p<0,05, для помірного ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,00310, p<0,05, для високого ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,00135, p<0,05, також зареєстрований тісний зв'язок між ступенем контамінації та активністю хронічного гастриту (ХГ), так, у хворих з високим ступенем контамінації виявляли, як правило, 2-3 стадію активності ХГ. В нашому дослідженні запальна відповідь залежала від наявності або відсутності у пацієнта штаму H. pylori, що містив генотип cagA+ vacA s1m1, який, на нашу думку, займає ключову роль у запуску каскаду запальних змін СОШ та прогресуванні хронічного гастриту.
4. Гістохімічний аналіз встановив зниження продукції нейтральних муцинів аж до появи сіаломуцинів в ділянках тяжкої дисплазії у хворих на ХНГ та ХАГ з cagA+ vacA s1m1 генотипом.

Подальше поглиблене вивчення вірулентних та патогенних властивостей цитотоксичних штамів Н. pylori та патоморфологічних змін СОШ при різних типах ХГ буде сприяти поліпшенню морфологічної діагностики та розробці таргетної терапії гастритів в залежності від виявленого генотипу Н. pylori.

Результати досліджень даного розділу віддзеркалені у наступних працях: [251, 256, 257].
РОЗДІЛ 5

ЛЕКТИНОГІСТОХІМІЧНИЙ АНАЛІЗ ЕПІТЕЛІАЛЬНИХ КОМПОНЕНТІВ СОШ У ХВОРИХ НА ХРОНІЧНИЙ HELICOBACTER PYLORI-АСОЦІЙОВАНИЙ ГАСТРИТ 

У зв’язку з недостатнім вивченням ролі вуглеводних детермінант глікопротеїнів у структурних елементах СОШ при дисплазії та атрофії у хворих на H. pylori – асоційовані ХНГ та ХАГ в цьому розділі нами було досліджено особливості секреції слизу та розподілу лектинових рецепторів в епітеліоцитах СОШ у пацієнтів з різним типами ХГ з наявністю передракових змін методом лектинового зондування.

При лектиногістохімічному аналізі структурних компонентів СОШ, була виявлена значна варіабельність зв’язування з обраною нами панеллю лектинів. Найчастіше кон’югація спостерігалась на люмінальних мембранах поверхневих епітеліоцитів та екзокриноцитах пілоричних залоз, в над’ядерній зоні їх цитоплазми (локалізація комплексу Гольджі), слизових гранулах поверхневого епітелію, цитоплазмі шийкових мукоцитів, а в зонах дисплазії – у цитоплазмі ШМ або епітеліоцитах, що втрачали слиз та змінювали свою форму на кубічну.
Контрольна група. Так, у практично здорових пацієнтів, як H. pylori+, так й H. pylori- ПЯЕ СОШ мали типову гістологічну будову утворені одним шаром високих совпчастих муциноутворюючих клітин, які мали базально розташоване ядро та цитоплазму з переважно нейтральними муцинами.

Con A. Найвища афінність конканаваліну (Con A) спостерігалась у епітеліоцитах ПЯЕ фундального відділу СОШ у H. pylori- осіб. Помірна місцями слабка інтенсивність Con A-маркування визначалась в даній групі також у муцинових гранулах ПЯЕ та ШМ власних залоз фундального та антрального відділів шлунка (рис. 5.1). Помірна, інколи виражена, експресія рецепторів лектину Con A (специфічного до манози) виявлялась локально в слизових гранулах і зоні комплексу Гольджі ПЯЕ фундального та антрального відділів шлунка, слабка і помірна – вогнищево на його люмінальній поверхні в осіб з морфологічно незміненою СОШ з встановленою гелікобактерною інфекцією (H. pylori+). При цьому суттєвих відмінностей (p>0,05) у якісному складі та інтенсивності експресії між H. pylori+ та H. pylori- не було виявлено.
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Рис. 5.1. Помірна експресія рецепторів лектину Con A на апікальній поверхні плазматичної мембрани та над’ядерній зоні поверхневих епітеліоцитів СОШ. Біоптат фундального відділу шлунка практично здорового H. pylori- пацієнта. ConA-зв’язування, x200.

SNA. Експресія сіалоспецифічного лектину кори бузини чорної (SNA) була слабкої інтенсивності у слизових гранулах ПЯЕ та шийкових мукоцитів, не визначалася в головних та парієтальних езокриноцитах фундального та антрального відділів СОШ у H. pylori- практично здорових осіб. У H. pylori+ пацієнтів виявляли слабке маркування SNA (рис. 5.2) у зазначених структурних елементах СОШ (табл. 5.1).
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Рис. 5.2. Слабка вогнищева експресія рецепторів лектину SNA в над’ядерній зоні цитоплазми поверхневих епітеліоцитів та парієтальних екзокриноцитів СОШ. Біоптат перехідної зони антрального відділу шлунка практично здорового H. pylori+ пацієнта. SNA-зв’язування, x200.

Таблиця 5.1

Порівняльна оцінка інтенсивності лектиногістохімічних реакцій в клітинах СОШ у практично здорових осіб

	Лектин
	H. pylori –
	H. pylori +

	
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка

	
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ

	Con A
	++
	+
	–
	+
	+
	+
	–
	++
	+
	–
	–
	+
	+
	–

	SNA
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	++
	+
	+
	+
	+
	+
	–

	SBA
	+
	+
	–
	+
	+
	+
	+
	++
	++
	+
	–
	++
	++
	–

	LABA
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+
	+
	+
	–
	+
	+
	+

	CFNA
	+
	–
	–
	+
	+
	–
	–
	++
	+
	–
	+
	+
	+
	+

	WGA
	+
	+
	+
	–
	+
	++
	+
	+
	++
	–
	+
	++
	+++
	++

	HPA
	+
	–
	–
	–
	–
	+
	–
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	++

	PNA
	–
	+
	–
	–
	–
	–
	–
	+
	+
	–
	+
	+
	–
	+


Примітка. Тут і у табл. 5.2–5.10: ConA – Конканавалін А, SNA – лектин кори бузини чорної, SBA – лектин насіння сої, LABA – лектин золотого дощу, CNFA – лектин грузлика димчастого;WGA – лектин зародків пшениці, HPA – лектин виноградного слимака, PNA – лектин з насіння арахіса; ПЯЕ – покривно-ямкові епітеліоцити, ШМ – шийкові мукоцити, ГЕ – головні екзокриноцити, ПЕ – парієтальні екзокриноцити, ПлЕ – пілоричні екзокриноцити; + слабка експресія, ++ помірна, +++ сильна, – відсутня.
SBA. Більшість структурних елементів СОШ були ареактивними при лектиновому зондуванні SBA (N-ацетил-галактозамін специфічного лектину) у H. pylori- практично здорових осіб, окрім парієтальних клітин у над’ядерних ділянках цитоплазми яких реєстрували слабку експресію SBA. У H. pylori+ пацієнтів даної групи спостерігалося помірне експонування SBA у над’ядерних зонах ПЯЕ та ШМ фундального відділу, помірної інтенсивності маркування ПЯЕ (рис. 5.3) та слабка експресія в головних екзокриноцитах (рис. 5.4).

[image: image22.png]



Рис. 5.3. Помірної інтенсивності маркування SBA у над'ядерних зонах ПЯЕ та ШМ. Біоптат фундального СОШ практично здорового H. pylori (+) пацієнта. SBA-зв’язування, х 100. 
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Рис. 5.4. Слабка експресія SBA в головних екзокриноцитах Біоптат фундального СОШ практично здорового H. pylori+ пацієнта. SBA-зв’язування, х 100.
LABA. Лектинове зондування з LABA, специфічного до αL-фукози, встановило негативну експресію у практично здорових H. pylori- осіб у порівнянні з H. pylori+ пацієнтами, у яких спостерігалася слабка, інколи помірна кон’югація з люмінальною поверхнею ПЯЕ та поодиноких ШМ та головних екзокриноцитів фундального та антрального відділів шлунка (табл. 5.1).

CNFA. В групі H. pylori- пацієнтів лектиногістохімічна реакція з CNFA, специфічного до GalNAcβ1-4GlcNAc, проявляла незначну спорідненість у вигляді слабкої кон’югації з поодинокими ПЯЕ та парієтальними екзокриноцитами фундального та ПЯЕ антрального відділу СОШ. Проте у H. pylori+ пацієнтів спостерігали посилення лектинового зондування CNFA до помірної експресії ПЯЕ, слабкої в ШМ та появою експресії в парієтальних екзокриноцитах фундального відділу шлунка, слабкою кон’югацією в ПЯЕ, появою помірного експонування CNFA в ПЯЕ, ШМ та пілоричних екзокриноцитах антрального відділу СОШ (табл. 5.1). 
WGA. WGA-кон’югація характеризувалася помірною експресією у слизових гранулах ШМ та слабким зондуванням у парієтальних екзокриноцитах у групі практично здорових H. pylori (-) осіб, попри помірне та місцями посилене експонування лектину, специфічного до N-ацетил-глюкозаміну і термінальних залишків сіалових кислот (βGlcNAc>αNeuNAc) у слизових гранулах ШМ та пілоричних екзокриноцитах антрального відділу СОШ H. pylori (+) пацієнтів (рис. 5.5).
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Рис. 5.5. Помірна, місцями сильна експресія WGA у слизових гранулах ШМ та парієтальних екзокриноцитів у практично здорової H. pylori (+) особи. Біоптат фундального відділу СОШ. WGA-зв’язування, х 100.
HPA. Лектинове зондування HPA, специфічного до N-ацетил-галактозаміну (αGalNAc), виявило слабку кон’югацію даного лектину у слизових гранулах ШМ та епітелії фундальних та пілоричних залоз у H. pylori (-) осіб та поряд із зазначеними клітинами слабке маркування поверхневих епітеліоцитів над'ядерних відділів цитоплазми у H. pylori (+) практично здорових пацієнтів (табл. 5.1). 

PNA. Лектин PNA зі специфічністю до галактози (βDGal) у СОШ практично здорових H. pylori (-) осіб виявляв ареактивність у більшості епітеліальних елементах СОШ, що вивчалися. У H. pylori (+) пацієнтів зареєстрували появу слабкої позитивної експресії зазначеного лектину в ПЯЕ, ШМ, парієтальних та пілоричних екзокриноцитах слизової оболонки фундального та антрального відділів шлунка (табл. 5.1).
Хронічний гастрит. Con A. У H. pylori (-) хворих на ХНГ без дисплазії маркування ConA залишалося помірним та не відрізнялося від контрольної групи (табл. 5.1, p>0,05), проте у H. pylori (+) хворих на ХНГ як без диспластичних змін, так й з ознаками низького та високого ступеня дисплазії спостерігали достовірне зниження (p<0,05) експресії ConA в ПЯЕ та ШМ (табл. 5.2, 5.3).

Таблиця 5.2

Порівняльна оцінка інтенсивності лектиногістохімічних реакцій в клітинах СОШ у хворих на ХНГ без дисплазії

	Лектин
	H. pylori –
	H. pylori +, (cagA+, vacA s1m1)

	
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка

	
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ

	Con A
	+
	–
	–
	–
	+
	–
	–
	–
	+
	–
	–
	–
	+
	–

	SNA
	–
	+
	–
	–
	+
	+
	–
	++
	+
	–
	–
	++
	+
	–

	SBA
	+
	+
	–
	–
	++
	+
	+
	+
	+
	–
	–
	++
	+
	+

	LABA
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	+
	+
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	CNFA
	+
	+
	–
	+
	+
	+
	+
	++
	++
	–
	++
	++
	++
	++

	WGA
	+
	–
	+
	–
	–
	–
	–
	+
	+
	–
	–
	+
	+++
	++

	HPA
	–
	–
	–
	–
	–
	++
	–
	+++
	+
	–
	–
	+
	+
	++

	PNA
	+
	+
	–
	–
	+
	–
	–
	+
	+
	–
	+
	+
	–
	+


У 80 % хворих даної групи лектинове зондування манозоспецифічного лектину ConA, що зв'язує ди- і трисахариди D-манози с α1-2-зв'язками було негативним (рис. 5.6). 
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Рис. 5.6. Зникнення зондування лектину Con A у ПЯЕ СОШ. Хронічний неатрофічний гастрит, H. pylori+. Біоптат антрального відділу шлунка. ConA-зв’язування, x 400.

Таблиця 5.3

Порівняльна оцінка інтенсивності лектиногістохімічних реакцій в клітинах СОШ у хворих на ХНГ без дисплазії

	Лектин
	H. pylori+ (cagA-)
	H. pylori+ (cagA+, vacA s1m1)

	
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка

	
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ

	Con A
	+
	–
	–
	–
	+
	–
	–
	–
	+
	–
	–
	–
	+
	–

	SNA
	++
	+
	–
	+
	++
	++
	–
	++
	+
	–
	–
	++
	+
	–

	SBA
	+
	+
	–
	–
	++
	+
	+
	+
	+
	–
	–
	++
	+
	+

	LABA
	+
	–
	–
	–
	-
	–
	–
	+
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	CNFA
	+
	++
	–
	+
	+
	+
	+
	++
	++
	–
	++
	++
	++
	++

	WGA
	+
	+
	–
	–
	+
	++
	++
	+
	+
	–
	–
	+
	+++
	++

	HPA
	+++
	+
	–
	–
	+
	+
	++
	+++
	+
	–
	–
	+
	+
	++

	PNA
	+
	+
	–
	+
	+
	–
	++
	+
	+
	–
	+
	+
	–
	+


При порівняльному лектиногістохімічному аналізі достовірною різниці у хворих H. pylori+ з cagA+, vacA s1m1 та H. pylori+ з cagA- на ХНГ без дисплазії не виявлено (p>0,05) в той час як у хворих з дисплазією спостерігали прогресивне зникнення експресії Con A (табл. 5.4).

У відповідних епітеліоцитах СОШ пацієнтів, хворих на ХНГ з дисплазією, слабка експресія рецепторів лектину Con A спостерігалась лише в зонах комплексу Гольджі ПЯЕ та ШМ, а у 90% H. pylori+, cagA+, vacA s1m1 хворих на ХАГ з легким та помірним ступенем дисплазії СОШ була відсутньою (табл. 5.5, 5.6, 5.7, 5.8, 5.9).

Таблиця 5.4

Порівняльна оцінка інтенсивності лектиногістохімічних реакцій

 в клітинах СОШ у хворих на ХНГ з дисплазією

	Лектин
	H. pylori–
	H. pylori+ (cagA+, vacA s1m1)

	
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка

	
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ

	Con A
	+
	+
	–
	–
	++
	++
	+
	+
	–
	–
	–
	+
	+
	–

	SNA
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	–
	+++
	+++
	–
	–
	+++
	+++
	–

	SBA
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	+
	+
	+
	–
	–
	++
	+
	+

	LABA
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	+
	+
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	CNFA
	+
	+
	–
	+
	+
	+
	+
	++
	+++
	–
	++
	++
	+++
	++

	WGA
	+
	++
	++
	–
	+
	++
	–
	+
	+
	–
	–
	+
	+++
	++

	HPA
	+
	+
	+
	–
	+
	+
	–
	+++
	+
	–
	–
	+
	+
	++

	PNA
	+
	+
	–
	–
	+
	++
	–
	+
	++
	–
	+
	++
	++
	++


Таблиця 5.5

Порівняльна оцінка інтенсивності лектиногістохімічних реакцій

 в клітинах СОШ у хворих на ХНГ з дисплазією

	Лектин
	H. pylori+, cagA-
	H. pylori+, (cagA+, vacA s1m1)

	
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка

	
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ

	Con A
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	–
	+
	–
	–
	–
	+
	+
	–

	SNA
	+
	+
	–
	–
	++
	++
	–
	+++
	+++
	–
	–
	+++
	+++
	–

	SBA
	–
	–
	–
	+
	–
	–
	+
	+
	+
	–
	–
	++
	+
	+

	LABA
	+
	–
	–
	–
	+
	–
	–
	+
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	CNFA
	+
	++
	–
	+
	+
	++
	+
	++
	+++
	–
	++
	++
	+++
	++

	WGA
	+
	++
	++
	–
	+
	++
	–
	+
	+
	–
	–
	+
	+++
	++

	HPA
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	–
	+++
	+
	–
	–
	+
	+
	++

	PNA
	+
	++
	–
	–
	+
	++
	+
	+
	++
	–
	+
	++
	++
	++


Таблиця 5.6

Порівняльна оцінка інтенсивності лектиногістохімічних реакцій

 в клітинах СОШ у хворих на ХАГ без дисплазії

	Лектин
	H. pylori-
	H. pylori+ (cagA+, vacA s1m1)

	
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка

	
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ

	Con A
	++
	+
	–
	–
	++
	++
	–
	–
	–
	–
	–
	+
	+
	–

	SNA
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	+
	+
	+
	–
	–
	++
	+++
	++

	SBA
	–
	–
	–
	+
	–
	–
	+
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	+

	LABA
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	CNFA
	+
	–
	–
	+
	–
	–
	+
	++
	++
	–
	++
	+
	++
	++

	WGA
	+
	++
	++
	–
	+
	++
	–
	+
	+
	–
	–
	+
	+++
	++

	HPA
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	–
	++
	+
	–
	–
	+
	+
	++

	PNA
	–
	+
	–
	–
	–
	+
	+
	+
	+
	–
	+
	+
	++
	++


Таблиця 5.7

Порівняльна оцінка інтенсивності лектиногістохімічних реакцій

 в клітинах СОШ у хворих на ХАГ без дисплазії

	Лектин
	H. pylori+ (cagA-)
	H. pylori+ (cagA+, vacA s1m1)

	
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка

	
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ

	Con A
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	–
	+
	–
	–
	–
	+
	–
	–

	SNA
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	+
	+
	+
	–
	–
	++
	+++
	++

	SBA
	–
	–
	–
	+
	–
	–
	+
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	+

	LABA
	–
	–
	–
	–
	+
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	CNFA
	+
	–
	–
	+
	–
	+
	+
	++
	++
	–
	++
	+
	++
	++

	WGA
	+
	++
	++
	–
	+
	++
	–
	+
	+
	–
	–
	+
	+++
	++

	HPA
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	–
	++
	+
	–
	–
	+
	+
	++

	PNA
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	+
	+
	+
	–
	+
	+
	++
	++


Таблиця 5.8

Порівняльна оцінка інтенсивності лектиногістохімічних реакцій

 в клітинах СОШ у хворих на ХАГ з дисплазією

	Лектин
	H. pylori–
	H. pylori+, (cagA+, vacA s1m1)

	
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка

	
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ

	Con A
	++
	+
	–
	–
	++
	++
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	SNA
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	–
	+
	+
	–
	–
	+
	+++
	++

	SBA
	–
	–
	–
	+
	–
	–
	+
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	+

	LABA
	–
	–
	–
	–
	+
	–
	–
	+
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	CNFA
	+
	–
	–
	+
	–
	–
	+
	+++
	+++
	–
	++
	+++
	+++
	++

	WGA
	+
	+
	++
	–
	+
	+
	–
	+
	+
	–
	–
	+
	+++
	++

	HPA
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	–
	+++
	+
	–
	–
	+
	+
	++

	PNA
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	+
	++
	++
	–
	+
	++
	+++
	++


Таблиця 5.9

Порівняльна оцінка інтенсивності лектиногістохімічних реакцій

 в клітинах СОШ у хворих на ХАГ з дисплазією

	Лектин
	H. pylori+ (cagA-)
	H. pylori+ (cagA+, vacA s1m1)

	
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка
	Фундальний відділ шлунка
	Антральний відділ шлунка

	
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ПлЕ

	Con A
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	SNA
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	+
	+
	+
	–
	–
	+
	+++
	++

	SBA
	–
	–
	–
	+
	–
	–
	+
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	+

	LABA
	+
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	CNFA
	+
	–
	–
	+
	–
	–
	+
	+++
	+++
	–
	++
	+++
	+++
	++

	WGA
	+
	++
	++
	–
	+
	++
	+
	+
	+
	–
	–
	+
	+++
	++

	HPA
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	–
	+++
	+
	–
	–
	+
	+
	++

	PNA
	+
	++
	–
	+
	++
	++
	+
	++
	++
	–
	+
	++
	+++
	++


У хворих на ХАГ, як з дисплазією, так й з без неї, реєстрували прогресивне зниження експресії лектину ConA відповідно стадії атрофії, як у H. pylori (+), так й у H. pylori (-) пацієнтів (табл.5.10).

Таблиця 5.10

Порівняльна оцінка інтенсивності лектиногістохімічних реакцій в епітеліоцитах СОШ H. pylori+, cagA+, vacA s1m1 хворих на ХАГ 

	Лектин (вуглеводна специфічність)
	Дисплазія
	Атрофія

	
	Легка
	Тяжка
	I
	II
	III
	IV

	Con A (α DMa)
	-
	–
	-
	–
	–
	–

	SNA (αNeuNAc)
	+
	+++
	++
	++
	+
	+

	SBA (αGalNAc >>Gal)
	–
	+
	+
	–
	–
	–

	LABA (αLFuc<LacdiNAc – GalNAc)
	+
	–
	+
	–
	–
	–

	CNFA (GalNAcβ1-4GlcNAc)
	+
	+++
	+++
	+
	+
	+

	WGA (βGlcNAc>αNeuNAc)
	++
	+
	++
	+
	+
	+

	HPA (αGalNAc)
	+
	+++
	++
	+
	+
	+

	PNA (ßDGal)
	+
	+++
	++
	+
	+
	+


SNA. Сіалоспецифічний лектин SNA у СОШ хворих на ХНГ, негативний для гелікобактерної інфекції, практично не виявлявся в структурних елементах СО фундального та антрального відділів шлунка (табл. 5.2). Проте у H. pylori+, cagA+, vacA s1m1 хворих на ХНГ виявив високу спорідненість до поверхневих ПЯЕ, і дещо нижчу – до парієтальних екзокриноцитів (рис. 5.7). У хворих на ХНГ H. pylori+, cagA+, vacA s1m1 з ЛД експресія лектину SNA виявлялася у 40 % випадків, а при ТД - 70%. На тлі гелікобактерної інфекції та диспластичних змін спостерігали посилення експонування рецепторів цього лектину в цитоплазмі ШМ у поєднанні з посиленням їх кон’югації в ПЯЕ, інколи з утворенням облямівки, що співпадало з даними гістохімічного дослідження, яке виявляло вогнищеву експресію сіаломуцинів в ділянках саме ТД. У СОШ хворих на ХАГ H. pylori+ cagA+, vacA s1m1 інтенсивне зв’язування лектину SNA демонстрували головні клітини фундального відділу шлунка та ШМ, в антральному відділі навіть при відсутності дисплазії спостерігали посилення експресії в апікальних відділах плазматичної мебмрани ПЯЕ з утворенням облямівки (рис. 5.8) та пілоричних екзокриноцитах (рис. 5.9), у 60% хворих на ХАГ H. pylori+ cagA+, vacA s1m1 з ЛД в аналогічних структурах антрального відділу СОШ виявлено зниження реактивності з означеним лектином у поєднанні з підвищенням експонування його рецепторів у ШМ та пілоричних екзокриноцитах та 80% з ТД епітелію СОШ (рис. 5.10).
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Рис. 5.7. Сильна експресія SNA в ПЯЕ та ШМ в ділянках фовеолярної гіперплазії та низького ступеня дисплазії у cagA+, vacA s1m1 хворого на ХАГ, 2 стадія. Біоптат антрального відділу шлунка. SNA-зв’язування, x 100.
[image: image27.png]



Рис. 5.8. Сильна експресія SNA в апікальній мембрані з утворенням облямівки в ПЯЕ у H. pylori+ хворого на ХАГ без дисплазії, 3 стадія. Біоптат антрального відділу шлунка. SNA-зв’язування, x 400.
[image: image28.png]



Рис. 5.9. Помірна експресія SNA в над`ядерних зонах пілоричних екзокриноцитів в у H. pylori+ хворого на ХАГ без дисплазії, 3 стадія. Біоптат антрального відділу шлунка. SNA-зв’язування, x 200.
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Рис. 5.10. Помірна переважно мембранна експресія SNA в ПЯЕ та ШМ в ділянках високого ступеня (тяжкої) дисплазії у H. pylori+ хворого на ХАГ, 1 стадії. Біоптат антрального відділу шлунка. SNA-зв’язування, x 400.

SBA. Порівняно з H. pylori- практично здоровими особами для яких характерна була слабка експресія SBA в ПЯЕ, ШМ та парієтальних екзокриноцитів фундального, антрального відділів СОШ, у H. pylori+ пацієнтів з морфологічно не зміненою СОШ виявляли помірну експресію SBA у вище згаданих структурах СОШ (табл. 5.1). У 30% H. pylori+ cagA+ vacA s1m1 з Д та у 22% пацієнтів на ХНГ (H. pylori-) з Д встановили слабку кон’югацію в цитоплазмі ШМ та помірну в ПЯЕ (табл. 5.2, 5.3, 5.4). У 25% недужих на ХАГ (H. pylori-) з дисплазією та у 40 % H. pylori+ cagA+, vacA s1m1 хворих на ХАГ з дисплазією лектинове маркування виявило слабку реакцію в ПЯЕ та ШМ антрального та фундального віддіду СОШ (рис. 5.11, табл. 5.5 - 5.10). В той час як без дисплазії у вище згаданих хворих на ХНГ та ХАГ лектинове зондування SBA практично не виявлялось або було слабким.
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Рис. 5.11. Слабка експресія SBA у ПЯЕ та ШМ хворого на ХАГ, H. pylori+, cagA+, vacA s1m1. Біоптат антрального відділу шлунка. SBA-зв’язування, x 200.

LABA. Лектин LABA (αLFuc) у СОШ хворих на ХНГ H. pylori- виявив слабку реактивність з клітинами ПЯЕ (див. табл. 5.2). За умов гелікобактерної інфекції експонування рецепторів цього лектину також залишалося слабким в поверхневих епітеліоцитах на люменальній поверхні цитоплазматичних мембран (див. рис. 5.3). У H. pylori+ спостерігалося слабке зв’язування цього лектину з усіма структурними елементами СОШ. При кон’югації даного лектину з вуглеводними детермінантами цитоплазматичного слизу та мембран, ми виявили слабку люмінальну мембранну експресію в поверхневих епітеліоцитах лише у двох хворих на ХНГ H. pylori+ cagA+, vacA s1m1 (рис. 5.12), а відсутність позитивного зондування при третій та четвертій стадіях ХАГ, як у H. pylori+, так і гелікобактер-негативних пацієнтів (рис. 5.13) змусила нас виключити його з подальшого дослідження. 

[image: image31.jpg]



Рис. 5.12. Слабка експресія LABA в апікальних вдділах цитоплазматичних мембран та перинуклеарних відділах цитоплазми ПЯЕ та ШМ СОШ. ХНГ, H. pylori+. Біоптат антрального відділу шлунка. LABA -з’язування, x 200.
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Рис. 5.13. Слабка експресія LABA в апікальних вдділах цитоплазматичних мембран ПЯЕ та зникнення зондування лектину LABA у перинуклеарних відділах цитоплазми ПЯЕ та ШМ СОШ. ХАГ, 3 стадія. H. pylori-. Біоптат антрального відділу шлунка. LABA -з’язування, x 200.
CNFA. При лектиногістохімічному вивченні розподілу вуглеводних детермінант до N-ацетил-галактозамін-специфічного лектину CNFA у H. pylori+ cagA+, vacA s1m1 хворих на ХНГ та ХАГ спостерігали помірну та місцями сильну експресію CNFA у над’ядерних зонах шийкових мукоцитів (рис. 5.14, табл. 5.2-5.10) у 70 та 95% пацієнтів відповідно особливо у місцях скупчення гелікобактерної інфекції, тобто при високій її контамінації (більше 50 мікробних тіл у полі зору х 1000) порівняно з H. pylori- та H. pylori+ cagA- (30 та 40% відповідно). Слід зазначити, що при наявності дисплазії експресія даного лектину посилювалися (рис. 5.15), а при прогресуванні атрофії зменшувалася від помірної до слабкої (табл. 5.10). 
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Рис. 5.14. Сильна експресія CNFA в ПЯЕ та ШМ в ділянках фовеолярної гіперплазії та слабкого ступеня (легкої) дисплазії у H. pylori+ хворого на ХАГ, 2 стадія. Біоптат антрального відділу шлунка.CNFA-зв’язування, x 100.

[image: image34.png]



Рис. 5.15. Сильна експресія CNFA в ПЯЕ та ШМ в ділянках високого ступеня (тяжкої) дисплазії у H. pylori + хворого на ХАГ, 2 стадія. Біоптат антрального відділу шлунка. CNFA-зв’язування, x 400.

Крім того нами встановлено посилення експресії даного маркеру при пілоризації головних залоз у хворих з мультфокальним ХАГ при поширенні атрофії з антрального на фундальний відділ, як у H. pylori+ так і H. pylori– хворих.
WGA. У H. pylori+ сagA+, vacA s1m1 хворих на ХНГ без дисплазії СОШ спостерігали помірну та місцями сильну експресію WGA переважно у слизових гранулах ШМ (рис. 5.16) порівняно з H. pylori- (табл. 5.3). Також вираженою була і WGA-кон’югація в слизових гранулах поверхневих епітеліоцитів. В цитоплазмі ШМ відмічали, поряд з інтенсивною WGA-експресією, вогнищеве її ослаблення при ХАГ 3-4 стадії, як у H. pylori+, так й H. pylori– (табл. 5.6, 5.7, 5.10). У H. pylori- хворих на ХНГ з ЛД реєстрували помірне маркування лектину WGA в ШМ, парієтальних екзокриноцитах у той час як у 85% H. pylori+ сagA+, vacA s1m1 пацієнтів спостерігали посилення експресії (+++) в цих клітинах (табл. 5.4, 5.5), попри її редукцію у пацієнтів з ТД (табл. 5.10). Слід зазначити, що при ХАГ з ЛД у H. pylori– пацієнтів відмічали слабке маркування WGA у ШМ та парієтальних екзокриноцитах попри помірну експресію його у H. pylori+ хворих на ХАГ (табл. 5.8, 5.9). В той час як при ТД спостерігали зворотню картину у H. pylori+ сagA+, vacA s1m1 хворих на ХАГ відбувалаося зменшення інтенсивності експресії WGA попри помірну інколи сильну експресію в ділянках ЛД.
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Рис. 5.16. Сильна експресія WGA в ПЯЕ та ШМ в ділянках фовеолярної гіперплазії та низького ступеня дисплазії у H. pylori+ сagA+, vacA s1m1 хворого на ХАГ, 2 стадія. Біоптат антрального відділу шлунка. CNFA-зв’язування, x 400.

HPA -кон’югація у хворих на ХНГ H. pylori- без дисплазії була слабкою інколи помірною та однорідною в слизових гранулах ШМ та в епітелії пілоричних залоз (табл. 5.2, 5.3), де інколи спостерігалась навіть редукція HPA-рецепторів, проте у 75% хворих на ХНГ H. pylori+, особливо сagA+, vacA s1m1 при наявності ЛД або ТД вона посилювалася та була мозаїчною (табл. 5.4, 5.5). При ХАГ у 80% H. pylori+ сagA+, vacA s1m1 пацієнтів спостерігали аналогічну тенденцію (рис. 5.17, 5.18, табл. 5.6 – 5.10). При цьому позитивне маркування виявлялося і в фундальних залозах при їх пілоричній перебудові (рис. 5.19).
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Рис. 5.17. Помірна експресія HPA в пілоричних екзокриноцитах, апікальних відділах плазматичної мембрани покровно-ямкового епітелію та перинуклеарних зонах у H. pylori+ сagA+, vacA s1m1 хворого на ХАГ, 3 стадія. Біоптат антрального відділу шлунка. HPA-зв’язування, x 100.
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Рис. 5.18. Помірна експресія HPA покровно-ямкового епітелію в апікальних відділах без дисплазії та перинуклеарних відділах місцями з мозаїчним розподілом лектинових рецепторів в цитоплазмі дисплатично змінених епітеліоцитів. ХАГ, 3 стадія активності з тяжкою дисплазією поверхенво-ямкового епітелію, H. pylori+ сagA+, vacA s1m1. Біоптат антрального відділу шлунка. HPA-зв’язування, x 400.
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Рис. 5.19. Помірна експресія HPA в фундальних залозах з пілоричною перебудовою та негативна в ділянках без перебудови. Біоптат фундального відділу шлунка хворого на ХАГ з пілоричною перебудовою головних залоз, H. pylori+ сagA+ vacA s1m1. HPA-зв’язування, x 200. 
PNA. У порівнянні з контрольною групою (практично здорові H. pylori (-) та H. pylori (+) особи), в якій лектин PNA зі специфічністю до галактози (βDGal) виявляв ареактивність у більшості епітеліальних елементів СОШ (табл. 5.1), що вивчалися у H. pylori+ cagA+ vacA s1m1 хворих на ХНГ та ХАГ як з дисплазією, так і без неї, реєстрували посилення експресії зазначеного лектину преважно в ділянках з високим ступенем диспластичних змін епітеліоцитів у 60% пацієнтів з ХНГ та 70% з ХАГ (рис. 5.20, 5.21, табл. 5.2-5.10).
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Рис. 5.20. Помірна експресія PNA в ПЯЕ СОШ. Біоптат антрального відділу шлунка хворого на ХАГ без дисплазії. H. pylori+ cagA+ vacA s1m1. PNA-зв’язування, x 100.
[image: image40.png]



Рис. 5.21. Помірна експресія PNA в ділянках тяжкої дисплазії СОШ. Біоптат антрального відділу шлунка хворого на ХАГ з тяжкою дисплазією. H. pylori+ cagA+ vacA s1m1. PNA-зв’язування, x 400. 

Порівняльна оцінка інтенсивності лектиногістохімічних реакцій в ПЯЕ та шийкових мукоцитах власних і пілоричних залоз виявила різницю вмісту моносахарів у складі олігосахаридних ланцюгів глікопротеїнів при H.pylori-позитивному та H.pylori-негативному ХАГ. Особливості лектинового зондування, що встановлені нами у хворих на ХАГ H. pylori+ cagA+ vacA s1m1 представлені у таблиці 5.10.

У хворих на ХАГ з дисплазією нами виявлена суттєва модифікація рецепторів лектинів структурних компонентів СОШ. При H.pylori-позитивному ХАГ була значно вище питома вага епітеліоцитів з помірним та високим зв’язуванням CNFA, WGA, HPA та SNA у порівнянні з H.pylori-негативним ХАГ (p<0,05). Кількість епітеліоцитів з помірною спорідненістю до SNA була достовірно вище в групі з високим ступенем дисплазії (p<0,001), а кількість епітеліоцитів з негативною реакцією була значно вищою в групі з низьким ступенем дисплазії. Різниці у показниках інтенсивності реакції з лектинами SBA та LABA не було виявлено в усіх випадках (p>0,05). Таким чином, при H.pylori-позитивному ХАГ з високим ступенем дисплазії муцини, що продукуються клітинами ПЯЕ та шийковими мукоцитами мали більшу кількість N-ацетил-глюкозаміну та N-ацетил-нейрамінової (сіалової) кислоти у порівнянні з H.pylori-негативним ХАГ із низьким та високим ступенем дисплазії (p<0,05).

Отже, за результатами лектиногістохімчного дослідження Con A продемонстрував найбільш селективну спорідненість до поверхневих епітеліоцитів, ШМ та слабке вогнищеве маркування парієтальних екзокриноцитів СОШ у практично здорових H. pylori- в порівнянні з H. pylori+ осіб з морфологічно незміненою СОШ, в яких спостерігалась редукція даного лектину (р< 0,05). 

При ХНГ та ХАГ, особливо хворих у хворих з H. pylori+ cagA+ vacA s1m1 генотипом, ConA характеризувався слабкою експресією та втратою маркування у 80% пацієнтів з неінфікованими ХНГ і 90% пов'язаних з H. pylori+ cagA+ vacA s1m1 при ХАГ. ConA, який специфічно кон'югується з манозою та βGlc-зв'язаними олігосахаридами, не забарвлював шлункових епітеліоцитів. Зауважимо, що слиз ШМ у хворих H. pylori+ на ХНГ та ХАГ з диспластичними змінами епітелію також характеризувався ареактивністю стосовно манозоспецифічного лектину Con A попри слабку реакцію цитоплазми в зоні розташування комплексу Гольджі в ПЯЕ.
Слабка кон’югація з лектином сої SBA в ділянці з диспластично зміненим епітелієм хворих на ХГ асоційованих з H. pylori виявилась недостовірною (p>0,05) у порівнянні з H. pylori негативним пацієнтами хворих на ХНГ та ХАГ.
Слабка інтенсивність зв’язування фукозоспецифічного лектину LABA з ШМ власних залоз шлунка визначена нами у хворих на ХГ асоційованих з H. pylori за відсутністю дисплазії та зникнення кон’югації даного лектину при наявності атрофічних та диспластичних не узгоджується з даними Sun J. зі співавторами [155], які виявляли посилене фукозилування глікопротеїнів з розгалуженям їх кору при прогресування кишкових аденокарцином з їх метастазуванням. Відсутність взаємодії з LABA в групі практично здорових осіб свідчить, що секреторні гранули ШМ не містили залишків L-фукози. Проте втрата фукозоспецифічного (LABA) зв’язування та набуття галактозного була характерною ознакою H. pylori інфікованих пацієнтів, що співпадає з даними [156], які визначали високе ядерно-цитоплазматичне відношення і проліферативну активність в незрілих клітинах для яких характерним була висока частота зв’язування з галактоза-специфічними лектинами (α-галактоза, яка є вуглеводним епітопом пухлино-специфічного Томсена-Фріденрайха та Tn антигена) [157].

SNA-маркування епітеліальних компонентів СОШ у практично здорових H. pylori- осіб було негативним в той час як у H. pylori+ виявляли від слабкої до помірної експресії SNA в усіх компартментах СОШ окрім пілоричних екзокриноцитів. На відміну від H. pylori- пацієнтів у H. pylori+ хворих на ХНГ та ХАГ встановлено достовірне посилення маркування SNA на люмінальній поверхні ПЯЕ та в над’ядерних зонах ПЯЕ і ШМ. При цьому найбільш сильна експресія спостерігалась у хворих на ХНГ та ХАГ з генотипом H. pylori+ cagA+ vacA s1m1. 
Експресія лектину WGA виявлялася у більшості структурних елементів СОШ з перевагою у слизових гранулах ШМ та ПЯЕ H. pylori+ cagA+ vacA s1m1 хворих на ХНГ та ХАГ, при цьому слід підкреслити виявлене посилення кон’югації при ЛД та її достовірне зменшення при ТД епітелію СОШ. У H. pylori- хворих отримані дані дозволяють припустити, що взаємодія WGA з ШМ людини та відсутність взаємодії з SNA спричинена наявністю кислих олігосахаридів, що не містять сульфатних груп. Нейрамінова кислота, наявна в муцині, зв’язана з субтермінальним вуглеводом, який, скоріш за все, не є D-галактозою або N-ацетил-D-галактозаміном (відсутність взаємодії з SNA).
Лектин CNFA (LacdiNAc – GalNAcβ1-4GlcNAc) мав подібну до WGA специфічність зв’язування зі структурними компонентами СОШ з тенденцією до посилення експресії цього лектину у над'ядерних зонах ПЯЕ та ШМ хворих на ХНГ, та ХАГ особливо у місцях скупчення H. pylori, при цьому слід зазначити посилення його експресії також і в ділянках легкої та тяжкої дисплазії СОШ.

Кон’югація лектину HPA з структурними елементами СОШ була неоднорідною. Для лектину HPA було характерне інтенсивне зв’язування з клітинами ПЯЕ на тлі ареактивності з головними екзокринацитами. За умов ХГ спостерігалася редукція вуглеводних детермінант DGalNAc у ПЯЕ базальній мембрані, що може віддзеркалювати порушення адгезії між епітелієм та базальною мембраною в окремих ділянках СОШ. Одночасно задокументовано посилення експонування рецепторів лектину HPA в ШМ та ПЯЕ СОШ при ХАГ. У фундальному відділі слабке гомогенне зв’язування цього лектину з усіма її структурними компонентами, за виключенням парієтальних екзокриноцитів.

Рецептори βDGal-специфічного лектину PNA маркувалися локально у ділянці комплексу Гольджі недиференційованих та диспластично змінених епітеліоцитах СОШ з одночасною редукцією рецепторів цього лектину на окремих ділянках СО переважно у хворих на ХНГ та ХАГ з генотипом cagA+ vacA s1m1, що забезпечувало мозаїчність забарвлення.

Відомо, що гліокполімери βDGal у нормальних і зрілих клітинах відсутні або їх вміст незначний. Глікополімери, що зв’язують лектин арахісу більш виявляються у ембріональних або злоякіснотрансформованих клітинах здатних до метастазування [89, 148]. Поява рецепторів лектину PNA у складі епітеліально-слизового бар’єру та ядрах гландулоцитів вказує на зниження рівня їх диференціації, тобто отримані дані дані свідчать, що персистенція хелікобактер призводить до зниження рівня диференціації головних та парієтальних екзокриноцитів при цьому, саме зростання PNA переважало в групі cagA+ vacA s1m1 позитивних пацієнтів. Призводить до зміни цитодиференціації з наступним репограмуванням ядра.

У хворих на ХАГ з дисплазією у порівнянні з ХНГ переважають сіаловмісні та кислі вуглеводи, і в меншій мірі, присутні нейтральні глікополімери з залишками N-ацетил-β-D-глюкозаміну та D-манози.

За даними лектиногістохімічних досліджень У H. pylori+ хворих на ХНГ та ХАГ спостерігалося посилення рецепторів лектинів WGA (DGlcNАc NeuNAc), HPA (αDGalNАc), CNFA (GalNAcβ1–4GlcNAc), PNA (ßDGal) у ШМ з одночасним посиленням експонування рецепторів означених лектинів у недиференційованих клітин перешийкового відділу СОШ та ПЯЕ та у поєднанні з редукцією рецепторів лектинів Con A (α DMan), SBA (αGalNAc) та LABA (αLFuc). Одночасно констатували посилення експонування рецепторів лектину CNFA в ділянках скупчення (адгезії) гелікобактер у прилеглому до епітелію слизу.

Аналізуючи дані щодо диспластичних змін шлункового епітелію у H. pylori+ хворих на ХНГ та ХАГ, необхідно відмітити найчастіше зв’язування диспластично змінених епітеліоцитів СОШ з лектинами WGA (75 %), CNFA (70 %), SNA (75 %), HPA ( 75 %), та PNA (60%) хворих на ХНГ та відповідно WGA (80 %), CNFA (95 %), SNA (80 %), HPA ( 80 %), та PNA (70%) пацієнтів з ХАГ. Значне посилення HPA - і PNA-кон’югації в муцинових гранулах ПЯЕ антрального відділу шлунка хворих на ХАГ з дисплазією, може свідчити про порушення процесу дозрівання слизу. Відомо, що надзвичайно високі рівні гексозамінів є характерними для слизу, виділеного зі шлункової аденокарциноми. Цілком імовірно, що в клітинах РШ порушується подовження бічних ланцюгів олігосахаридів, що вказує на незрілість слизу, який секретується. Так, S.A. Brooks [158] спостерігав підвищену щільність HPA-зв’язуючих сайтів в доброякісних і злоякісних пухлинах і визначив її як характерну рису недиференційованих слизових клітин. Поряд з посиленням HPA - і PNA-кон’югації в муцинових гранулах ПЯЕ антрального відділу шлунка хворих на ХАГ з дисплазією помічено, що у відповідних епітеліоцитах СОШ пацієнтів, хворих на ХАГ з дисплазією, слабка експресія рецепторів манозоспецифічного лектину Con A спостерігалась лише в зонах комплексу Гольджі, а в окремих випадках взагалі не визначалася. Негативний результат лектиногістохімічної реакції можна пояснити значним сіалуванням N-гліканів ПЯЕ в даній групі хворих у порівнянні з хворими на ХНГ та ХАГ без дисплазії. Як відомо [89], дозрівання та диференціація епітеліальних клітин супроводжується сіалуванням поверхневих глікокон’югатів та маскуванням кінцевих залишків D-галактози. Крім приєднання сіалової кислоти безпосередньо до глікокон’югатів, можливий також механізм маскування кінцевих залишків D-галактози, що не редукувалися, залишками N-ацетил-D-галактозаміну або L-фукози. Аналогічно незрілим формам клітинних популяцій пересування ентероцитів тонкої кишки від основ крипт до верхівок ворсинок також супроводжується сіалуванням їх поверхні. Ця закономірність зберігає своє значення і в умовах патології: надлишкове сіалування поверхні пухлинних клітин пов’язане зі зниженням їх адгезивних властивостей та корелює зі схильністю до метастазування [89].
Вогнищеве HPA та PNA-маркування на апікальної поверхні і слизових гранул ПЯЕ у хворих з високим ступенем дисплазії свідчить на користь незрілості продукованого муцинового секрету. Поява ж PNA-зв’язування у хворих з високим ступенем дисплазії (при негативному реагуванні у випадках з низьким ступенем), з урахуванням його тропності до диспластично змінених клітин, свідчить про здатність до злоякісної трансформації епітелію. Відомо, що лектин PNA зв’язується з дисахаридом Томсена-Фріденрайха антигену групи крові (TF-антиген), який є онкофетальним й експресується при раку, але маскується при подальшому глікозилуванні (сіалуванні і/або фукозилуванні) в нормальній слизовій оболонці товстої кишки [159]. Також РNА-маркування люмінальної поверхні вказаних клітин свідчить про присутність на ній О-з’єднаних гліканів поверхневого слизового шару [160].

Таким чином, проведені дослідження виявили перерозподіл та модифікацію рецепторів лектинів у H. рylori - інфікованих пацієнтів, як у складі слизового бар’єру, так і в екзокриноцитах власних та пілоричних залоз і крипт. Це впливає на захисні властивості шлункового слизу, його в’язкість, гідрофобність/гідрофільність, і уможливлює недостатнє блокування ендогенних лектинів поверхні H. pylori та підвищення адгезії мікроорганізмів до епітелію. Констатовані зміни рецепторів ПЯЕ, зокрема, редукція у їхньому складі фукозогліканів, може також сприяти адгезії бактерій. Накопичення залишків галактози та N-ацетил-галактозаміну (за результатами HPA -зондування) створює передумови для утворення сульфомуцинів [161], наявність яких розцінюється як ознака незрілості секрету покривного епітелію [160, 162] та може слугувати додатковим раннім критерієм диспластичних змін шлунковогих епітеліоцитів. Це, очевидно, мало місце у наших спостереженнях при передракових станах СОШ.

Отже, отримані нами дані поглиблюють існуючі уявлення стосовно молекулярних механізмів розвитку диспластичних змін шлункового епітелію. В даному розділі показана можливість використання лектинів для селективного гістохімічного виявлення низького та високого ступеня дисплазії СОШ. Результати досліджень можуть бути використані в практичній гастроентерології для розробки нових підходів у лікуванні гелікобактер-асоційованих гастритів. Подальше вивчення закономірностей експресії рецепторів лектинів може сприяти покращенню діагностично-прогностичних критеріїв, розширенню існуючих уявлень про патогенетичні механізми передракових станів СОШ.

Висновки

1. У пацієнтів з передраковими станами (ХНГ та ХАГ H. pylori+) виявлена модифікація рецепторів лектинів SNA, CFNA, WGA, HPA у ПЯЕ в зонах дисплазії та атрофії, шийкових мукоцитах, пілоричних та фундальних екзокриноцитах, а також у складі слизового бар’єра, що свідчить про зміну консистенції слизового секрету, його адсорбційних властивостей та посилення проникності, чим створює передумови для подолання проникнення H. pylori слизового бар’єра, контакту з ПЯЕ та наступного розвитку патологічного процесу.
2. Перерозподіл рецепторів лектинів у дялінках дисплазії ПЯЕ, пілоричних екзокриноцитах та шийкових мукоцитах у хворих на ХГ-асоційовані з H. pylori (cagA+ vacA s1m1) інфекцією вказує на затримку їх диференціації зі збільшенням кількості незрілих клітин, які здатні проліферувати в подальшому. Нами доведена інтенсивна експресія лектинів при диспластичних змінах епітелію СОШ у хворих на ХНГ: WGA (75%), CNFA (70%), SNA (75%), HPA ( 75%), та PNA (60%) та відповідно WGA (80%), CNFA (95%), SNA (80%), HPA ( 80%), та PNA (70%) пацієнтів з ХАГ.

3. Виявлення значного HPA та PNA-зв’язування у шлункових слизопродукуючих гландулоцитах хворих на ХАГ є прогностично несприятливою ознакою щодо неоплазмогенезу.

4. Експресія рецепторів WGA-лектину, спорідненого до GlcNAc (N-ацетил-глюкозаміну) і до сіалових кислот, є однією з основних прогностично значимих характеристик легкої дисплазії, в то й час як втрата його характерна для тяжкої. 

5. WGA-лектин разом із PNA, Con A- та SNA-лектинами може бути використаний в диференційній діагностиці дисплазії низького та високого ступеня. Водночас з підсиленням афінності SNA-лектину при високому ступені (тяжкої) дисплазії, рецептори Con A та WGA редукуються у слизових гранулах ПЯЕ. 

6. Легка дисплазія СОШ у H. pylori+ хворих на ХНГ та ХАГ характеризувалася послабленою продукцією сіаломуцинів, що підтверджувалося позитивною слабкою експресією SNA (+), посиленим маркуванням лектинів WGA, CNFA, HPA та PNA, негативним маркуванням ConA .

7. Тяжка дисплазія СОШ характеризувалася посиленою продукцією сіаломуцинів, що підтверджувалося позитивною сильною експресією SNA (+++), посиленим маркуванням лекинів CNFA, HPA та PNA, негативною експресією ConA.

Результати досліджень даного розділу віддзеркалені у наступних працях: [254, 262].
Роздiл 6
ІМУНОГІСТОХІМІЧНА ОЦІНКА ПАТОМОРФОЛОГІЧНИХ ЗМІН СОШ З РІЗНИМИ ГЕНОТИПАМИ HELICOBACTER PYLORI
6.1. Процеси клітинного оновлення при передракових змінах СОШ в залежності від генотипу H. pylori 
Порушення координації між процесами проліферації та диференціювання епітеліоцитів при передракових змінах СОШ, зокрема при дисплазії та атрофії, лежать в основі дисрегенераційних змін, що супроводжуються підвищенням мітотичної активності ДНК-синтезуючих клітин ямкового та шийкового епітелію, зміною їх диференціації в процесі постійного оновлення епітеліального шару. Враховуючи відомості про те, що розвиток хронічного гелікобактерного гастриту завжди супроводжується порушенням клітинного оновлення СОШ [163], нами був вивчений стан проліфераційної активності епітелію у хворих на ХГ, асоційований з Н. pylori, як з диспластичним та атрофічними змінами епітелію СОШ, так і за їх відсутності. 

Як маркер проліферації нами був обраний ядерний антиген Ki-67, оскільки його можна виявити у всі активні фази клітинного циклу (G1, S, G2, та М), окрім фази спокою (G0) [164]. Йому надається перевага відносно PCNA, який бере участь у репарації ДНК, що може відбуватися в G0-фазі клітинного циклу. Крім цього, у даному розділі нами була вивчена експресія Cyclin D1, p53, Sox2, CPP32. Як відомо, перехід клітини із точки G1 в G2 (з G1 у S фазу) характеризується утворенням комплексів циклінів групи D. Показники експресії цикліну D1 є вагомим прогностичним маркером проліферативної активності пухлинних клітин, проте їх роль при передракових змінах СОШ залишається до кінця невизначеною, ось чому в даному розділі нами була досліджена активність цикліну D1 у шлунковому епітелію H. pylori – інфікованих хворих на різні типи ХГ. 

Так, у групі як фундального, так і антрального ХНГ H. pylori (-), встановлено перевагу експресії Кі-67 у перешийковій зоні залоз та Cyclin D1 у шийковому відділі СОШ (ІІ-й компартмент СОШ), поодинокі позитивні клітини відзначалися інколи і в ямковому епітелії та інших компартментах, проте в жодному випадку ми не виявляли розширення маркування Кі-67 та цикліну D1 з втягненням усіх клітин шлункового компартметну, які ми поділяли на І - поверхневий та ямковий епітелій; II- перешийкова зона, III – основа залоз, середня та нижня третина залоз до базальних відділів. Для даних антитіл характерними були маркувальні мітки у вигляді різного розміру та щільності темно-коричневих гранул в ядрах клітин (рис. 6.1).
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Рис. 6.1. Слабка експресія Ki67 в незміненій СОШ фундального відділу, з локалізацією переважно в перешийкових зонах. ІГХ-маркування Ki-67, х 100.

У хворих на ХНГ без дисплазії, асоційований з гелікобактерною інфекцією, особливо в групі cagA+ та vacA s1m1 генотипом в окремих випадках мітка була виявлена на вершинах валиків, що характеризувало розширення меж проліферативного компартменту вгору та вниз у вигляді поширення зони Кi-67 позитивно забарвлених ядер епітеліоцитів (рис. 6.2, 6.3) з виявленням достовірних відмінностей від групи з H. pylori негативним ХНГ та H. pylori cagA- та порівняно зі здоровими особами (p<0,001 відповідно), у яких спостерігали слабку експресію Кі-67 (табл. 6.1).
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Рис. 6.2. Розширення проліферативного компартменту у хворого на ХНГ, асоційований з H. pylori cagA+ vacA s1m1. ІГХ-маркування Ki-67, х 400.
Таблиця 6.1

Проліфераційна активність СОШ за Кі-67 в обстежених осіб (M±m) 

	Нозологія
	H. pylori (-)
	H. pylori (+)

	
	
	cagA (-)
	cagA (+)

vacA s1m1

	Нормальна СОШ
	0,163±0,008
	0,244±0,013
	0,337±0,017*

	ХНГ без дисплазії
	0,205±0,027
	0,317±0,08
	0,39±0,012*

	ХНГ з дисплазією

Легка

Тяжка 
	0,517±0,029

0,727±0,032
	0,604±0,016

0,832±0,012
	0,694±0,014*

0,902±0,01*

	ХАГ без дисплазії
	0,23±0,025
	0,311±0,015
	0,379±0,006*

	ХАГ з дисплазією

Легка

Тяжка 
	0,553±0,035

0,7±0,0380
	0,663±0,014

0,822±0,026
	0,754±0,021^

0,918±0,013^


Примітка.* - р<0,001 у порівнянні з cagA-; ^ - p < 0,01 у порівнянні з cagA-.
Наведені результати у таблиці 6.1 свідчать, що у хворих на ХНГ з дисплазією, асоційований з гелікобактерною інфекцією, особливо в групі cagA+ та vacA s1m1 генотипом проліферативна активність у порівнянні з групою без дисплазії була збільшена майже у два рази у випадках з ЛД та у три рази при ТД. 

Аналогічна тенденція щодо розширення меж проліферативного компартмента спостерігалася нами при атрофічному фундальному, антральному та мультифокальному гастриті, але достовірних розбіжностей між цими формами гастриту виявлено не було. Проліферативна активність епітеліоцитів СОШ, оцінена за рівнем експресії Кі-67, була достовірно (р<0,01) збільшена (табл. 6.1) при порівнянні з групами практично здорових осіб, ХНГ та ХАГ H. pylori-. У хворих на ХАГ при наявності H. pylori як з дисплазією, так і без неї, відмічено розширення проліферативного компартмента з появою мічених клітин як в покровно-ямковому епітелії, так і в епітелії залоз.

Слід зазначити, що посилення експресії Ki-67 зустрічалося і при наявності фовеолярної гіперплазії, яку переважно виявляли у хворих на ХАГ (cagA+ vacA s1m1) (рис. 6.3).
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Рис. 6.3. Помірна, місцями сильна експресія Ki-67 в ділянці фовеолярної гіперплазії. ХАГ, H. pylori+ cagA+ vacA s1m1. ІГХ-маркування Ki-67, х 200.

При оцінці індексів проліферації Ki-67 у хворих на ХНГ та ХАГ безпосередньо в ділянках дисплазії, відзначали наступні особливості: у разі легкої дисплазії (ЛД) маркування Кi-67 спостерігалося переважно в нижній та середній третинах залоз, своєрідна верхня межа проліферації являла собою зону перемички (компартмент II), проте при тяжкій дисплазії (ТД) здебільшого були втягнуті всі три компартменти СОШ (рис. 6.4).

У хворих на хронічний атрофічний гелікобактерний гастрит з дисплазією виявляється підвищена проліферація епітеліоцитів за Кі-67 у СОШ антрального відділу порівняно зі здоровими особами H. pylori (-) та H. pylori (+) та cagA-, у яких спостерігали слабку експресію Кі-67 (рис 6.4), (0,754±0,021 проти 0,163±0,008, 0,663±0,014 відповідно, р<0,001, р<0,01), що свідчило про суттєві порушення оновлення епітелію (табл. 6.1).
У хворих на ХАГ (H. pylori cagA+) з ТД встановлено достовірно вищий індекс проліферації порівняно з легкою (табл. 6.1).
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Рис. 6.4. Сильна експресія Ki-67 в ділянці тяжкої дисплазії. ХАГ (2), активний (1). H. pylori+ cagA+ vacA s1m1. ІГХ-маркування Ki-67, х 200.

Виявилось, що у H.pylori+ пацієнтів проліфераційна активність СОШ за Кі-67 достовірно збільшується у всіх випадках ХАГ, як без дисплазії (0,379±0,006, p<0,001), так і з нею (0,918±0,013, p<0,001) щодо здорових осіб з морфологічно незміненою СОШ (0,163±0,008). Крім того, експресія Ki-67 статистично достовірно збільшується (рівень значимості склав p<0,001 при ДІ=99,9%) в залежності від присутності штаму H. pylori cagA vacA s1m1 (табл. 6.1).
В групі хворих з тяжкою дисплазією, де індекс проліферації був найвищим, експресія Ki-67 спостерігалася як на рівні зони типового проліферативного компартмента епітелію СОШ (розташування перешийків залоз), так і в ямках та базальних відділах. Проте маркування Ki-67 в ділянках із легкою дисплазією переважало саме в гермінативній зоні СОШ та, як правило, не розповсюджувалося на ямки.
При мультифокальному ХАГ встановлено підвищення проліферативної активності з появою зон пілоричної метаплазії. При цьому у фундальному відділі експресія Кi-67 виявлена переважно на рівні перешийків залоз. Слід зазначити, що істотно розширювалися межи маркування у випадках пілоричної метаплазії.
При імуногістохімічній оцінці експресії Cyclin D1 встановлено, що вона спостерігалася здебільшого в шийкових відділах СОШ, де переважно візуалізувалися клітини, які увійшли у синтетичну фазу клітинного циклу. При цьому в групі практично здорових пацієнтів як H. pylori-, так й H. pylori+, виявлено його слабке маркування (рис. 6.5, табл. 6.2). У той час як у хворих на ХНГ у H. pylori- кон’югація даного маркеру посилювалися від слабкої до помірної тільки у двох чоловіків, а при H. pylori+ ХНГ, вона була помірною та спостерігалася у 10 (38%) пацієнтів. У той час як у хворих з ХНГ H. pylori+ cagA+ vacA s1m1 у більшості реєструвалися випадки з помірною інтенсивністю експресії, поряд з цим у групах із легкою та тяжкою дисплазією відмічали розширення зони маркування до ядер поверхневих епітеліоцитів (рис. 6.6).
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Рис. 6.5. Слабка експресія Cyclin D1 переважно в шийкових відділах та ядрах поверхневих епітеліоцитів. Слизова оболонка антрального відділу шлунка практично здорової особи, H. pylori (+). ІГХ-маркування Cyclin D1, х100.

Таблиця 6.2

Проліфераційна активність СОШ за CyclinD1 в обстежених осіб (M±m) 

	Нозологія
	H. pylori (-)
	H. pylori (+)

	
	
	cagA (-)
	cagA (+)



	Нормальна СОШ
	0,151±0,009
	0,224±0,014
	0,287±0,009*

	ХНГ без дисплазії
	0,188±0,016
	0,188±0,016
	0,236±0,012**

	ХНГ з дисплазією

Легка

Тяжка
	0,45±0,031

0,643±0,026
	0,596±0,039

0,758±0,029
	0,663±0,038^^
0,846±0,015**

	ХАГ без дисплазії
	0,158±0,017
	0,294±0,022
	0,375±0,013^

	ХАГ з дисплазією

Легка

Тяжка
	0,306±0,038

0,518±0,025
	0,404±0,033

0,655±0,036
	0,503±0,016**
0,855±0,013*


Примітка.* - р<0,001 у порівнянні з cagA-; ^ - p < 0,01 у порівнянні з cagA-; ** - р<0,05 у порівнянні з cagA-; ^^ - p < 0,1 у порівнянні з cagA-.
У хворих на ХАГ H. pylori- та ХАГ H. pylori+ як із легкою, так і тяжкою дисплазією епітелію СОШ, спостерігали аналогічну тенденцію, проте при ХАГ з H. pylori cagA+ та vacA s1m1+ інтенсивність експресії Cyclin D1 більш специфічна при ТД у порівнянні з маркером проліферації Ki-67. Так, при помірній експресії даних маркерів у H. pylori+ cagA+ vacA s1m1 для ХНГ чутливість Ki-67 складала 85,23%; специфічність 56,57%, при ХАГ чутливість - 68,05%; специфічність - 20,05%, в той час як для Cyclin D1 для ХНГ cagA+ чутливість 97,27%; специфічність 56,30%. Для ХАГ cagA+ чутливість 90,43%; специфічність 80,05%, ДІ: 95%, p<0,05.
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Рис. 6.6. Посилення експресії Cyclin D1в ділянках тяжкої дисплазії та слабка експресія в ядрах пілоричних екзокриноцитів. ХНГ, H. pylori+ cagA+ vacA s1m1. ІГХ-маркування Cyclin D1, х200.

Щодо диспластичних змін СОШ у хворих на ХНГ H. pylori+ cagA+ та vacA s1m1 найбільш високу специфічність проявив p53 (чутливість 98,73%; специфічність 83,38%, ДІ: 95%, р<0,05).

У порівнянні з іншими імуногістохімічними маркерами, що мають ядерне фарбування, у групі пацієнтів із практично незміненою СОШ його експресія була негативною (рис. 6.7). Він починав виявлятися тільки при появі ЛД у 7% хворих на ХНГ H. pylori-,в той час як при ТД у 93% пацієнтів. У порівнянні з групою хворих без дисплазії, де експресія його було слабкою тільки у трьох пацієнтів з ХНГ H. pylori+ cag- та у одного з H. pylori+ cagA+ та vacA s1m1.

[image: image47.png]



Рис. 6.7. Негативне маркування p53 в ядрах ПЯЕ хворого на ХНГ без дисплазії. H. pylori-. ІГХ-маркування p53, х 200.

Коефіцієнт інтенсивності експресії p53 був достовірно вищий у хворих на ХНГ та ХАГ з ТД H. pylori+ cagA+ та vacA s1m1 у порівнянні з ЛД H. pylori+ cagA– (ХНГ з ТД 0,903±0,014, ХАГ 0,913±0,016; ХНГ з ТД 0,589±0,023, ХАГ 0,530±0,028, р<0,001). Інтенсивність експресії p53 у хворих на ХАГ була сильною в ділянках ТД, в той час як при ЛД вона, як правило, була помірна або слабка (рис. 6.8, табл. 6.3).

Таблиця 6.3

Імуногістохімічна оцінка експресії p53 в обстежених осіб (M±m) 

	Нозологія
	H. pylori-
	H. pylori+

	
	
	cagA-
	cagA+
vacA s1m1

	Нормальна СОШ
	0,028±0,006
	0,138±0,017
	0,217±0,014*

	ХНГ без дисплазії
	0,027±0,005
	0,181±0,018
	0,295±0,013*

	ХНГ з дисплазією

Легка

Тяжка 
	0,412±0,045

0,687±0,039
	0,589±0,023

0,841±0,021
	0,719±0,013*
0,903±0,014*


Продовження таблиці 6.3
	ХАГ без дисплазії
	0,085±0,022
	0,209±0,018
	0,333±0,013*

	ХАГ з дисплазією

Легка

Тяжка 
	0,352±0,035

0,696±0,038
	0,530±0,028

0,826±0,028
	0,656±0,022*
0,913±0,016*


Примітка.* - р<0,001 у порівнянні з cagA-.
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Рис. 6.8. Сильна експресія p53 у ділянках тяжкої дисплазії та помірна при легкій дисплазії ПЯЕ хворого на ХАГ H. pylori+ cagA+ та vacA s1m1. ІГХ-маркування p53, х 200.

6.2. Роль транскрипційного фактору SOX2 у виникненні диспластичних змін СОШ у H. pylori-інфікованих хворих
Sox 2 – транскрипційний фактор, що приймає участь в індукції та підтримці плюрипотентності камбіальних стовбурових клітин, а також у диференціації та становленні епітеліального диферону шлунково-кишкового тракту, ось чому досить цікавим було вивчення його розподілу в шлункових епітеліоцитах.

Імуногістохімічний аналіз експресії транскрипційного фактору Sox2, на відміну від p53, виявляв помірну кон’югацію даного маркеру з ядрами епітеліоцитів СОШ у практично здорових осіб, як з наявною гелікобактрерною інфекцією, так і без неї (рис. 6.9). У H. pylori- хворих на ХНГ маркування залишалося також помірним, у окремих випадках відмічали посилення експресії. При наявності легкої дисплазії у пацієнтів з ХНГ H. pylori- експресія посилювалась (табл. 6.4).
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Рис. 6.9. Помірна, місцями сильна експресія Sox2 в слизовій оболонці фундального відділу шлунка практично здорової особи H. pylori-. ІГХ-маркування Sox2, х 100.

У ХНГ H. pylori- з дисплазією характерним було незначне посилення експресії в ділянках з ЛД у порівнянні з нормою та зниження маркування Sox 2 при ТД. При наявності гелікобактерної інфекції у хворих ХНГ без дисплазії було зареєстровано різке падіння експресії Sox 2 до 0,310±0,014 (H. pylori cagA+ та vacA s1m1) у порівнянні з ХНГ H. pylori- 0,623±0,018, р<0,01. Щодо диспластичних змін шлункового епітелію як в групі ХНГ, так і при ХАГ морфометричний аналіз інтенсивності експресії Sox 2 встановив достовірне його зниження при наявності ТД (табл. 6.4).

У H. pylori cagA+ та vacA s1m1+ хворих на ХНГ відмічали посилення експресії при ЛД порівняно з ТД. Аналогічна ситуація спостерігалася і при ХАГ, у H. pylori- хворих експресія транскрипційного фактору Sox2, як правило, посилювалася при ЛД, в той час як у H. pylori cagA+ та vacA s1m1 з ТД реєстрували осередкове її зникнення, особливо в ділянках із початковими ознаками кишкової метаплазії (рис. 6.10, 6.11).

Таблиця 6.4

Імуногістохімічна оцінка експресії Sox2 в обстежених осіб (M±m) 

	Нозологія
	H. pylori (-)
	H. pylori (+)

	
	
	cagA -
	cagA +
vacA s1m1

	Нормальна СОШ
	0,415±0,023
	0,530±0,021
	0,517±0,018**

	ХНГ без дисплазії
	0,623±0,018
	0,385±0,019
	0,310±0,014*

	ХНГ з дисплазією

Легка

Тяжка 
	0,463±0,016

0,182±0,023
	0,302±0,018

0,109±0,005
	0,229±0,009^
0,074±0,01^

	ХАГ без дисплазії
	0,615±0,022
	0,415±0,019
	0,310±0,015*

	ХАГ з дисплазією

Легка

Тяжка 
	0,380±0,023

0,206±0,021
	0,276±0,019

0,130±0,013
	0,186±0,013*
0,089±0,009**


Примітка.* - р<0,001 у порівнянні з cagA-; ^ - p < 0,01 у порівнянні з cagA-; ** - р<0,05 у порівнянні з cagA-.
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Рис. 6.10. Сильна експресія Sox2 у ділянках легкої дисплазії епітелію СОШ та слабка в епітеліоцитах із тяжкою дисплазією у хворого на ХАГ H. pylori+ cagA+ та vacA s1m1. ІГХ-маркування Sox2, х 200.
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Рис. 6.11. Негативна експресія Sox2 у ділянці тяжкої дисплазії та початковими ознаками кишкової метаплазії, помірна в ядрах пілоричних екзокриноцитів слизовій оболонки антрального відділу шлунка. ХАГ, 2 стадія, H. pylori+ cagA+ та vacA s1m1. ІГХ-маркування Sox2, х 100.
При аналізі чутливості та специфічності транскрипційного фактора Sox2 до диспластичних змін, у хворих на ХНГ H. pylori+ cagA+ та vacA s1m1 чутливість була високою 99,17%, специфічність 87,56%, ДІ: 95%, p<0,05, у той час як при ХАГ H. pylori+ cagA+ та vacA s1m1 попри високу чутливість - 99,89%, специфічність виявилася низькою 42,15%, ДІ: 95%, p<0,05.
На теперішній час відома велика кількість маркерів для визначення апоптозу, одними з яких є каспази, а саме каспаза-3, яка відноситься до ефекторних, отже, застосування якої було доцільним у нашому дослідженні, тому що саме експресія даних ефекторних каспаз свідчить про необоротність апоптозних змін. 

При імуногістохімічному аналізі СОШ практично здорових H. pylori- осіб рівень експресії СРР32 (каспази-3) був слабкий (+) та визначався в основному в цитоплазмі ШМ, головних та парієтальних екзокриноцитів перешийкового відділу фундальних та антральних залоз (табл. 6.5). У H. pylori+ практично здорових осіб посилювався до помірного (++) в цтитоплазмі ШМ.

Таблиця 6.5

Експресія каспази-3 (CPP32) в епітеліоцитах СОШ у практично здорових осіб

	Епітеліоцити

H. pylori
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПлЕ

	H. pylori (-)
	–
	+
	+
	+
	–

	H. pylori (+)
	+
	++
	+
	+
	–


Примітка. Тут і далі в таблицях. ПЯЕ – поверхневі епітеліоцити ямок та валиків, ШМ – шийкові мукоцити, ГЕ – головні екзокриноцити, ПЕ – парієтальні екзокриноцити, ПлЕ – пілоричні екзокриноцити; експресія слабка – (+), помірна – (++), виражена – (+++), відсутня – (–).
У хворих на ХНГ, як H. pylori-, так й H. pylori+ експресія каспази-3 реєструвалася нами переважною в епітелії валиків у меншій мірі виявлялися позитивно зафарбовані клітини в донних відділах залоз. Проте, на відміну від H. pylori-, у H. pylori+ cagA+ vacA s1m1 була помірною, в той час як при ХНГ H. pylori- переважали випадки зі слабкою експресією CPP32 (табл. 6.6).

Таблиця 6.6

Експресія каспази-3 (CPP32) в епітеліоцитах СОШ у хворих з ХНГ без дисплазії

	Епітеліоцити

H. pylori
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПлЕ

	H. pylori (-)
	+
	+
	+
	+
	–

	H. pylori (+)
	++
	++
	++
	++
	–


При наявності дисплазії як в групі H. pylori+, так і в групі H. pylori- у хворих на ХНГ експресія каспази-3 (СРР32) була виявлена в ПЯЕ переважно прилеглих до дисплазії відділів СОШ й у ШМ. Здебільшого вона реєструвалась в ділянках саме диспластично зміненого епітелію. Проте, слід зазначити зменшення інтенсивності її експресії у хворих на ХНГ та ХАГ з ТД до слабкої, як у H. pylori+ так і в H. pylori-. Слід підкреслити, при ЛД відмічали частіше сильну експресію у H. pylori+ cagA+ та vacA s1m1, ніж у H. pylori-, при ТД достовірних відмінностей у вище зазначених групах встановлено не було.

Порівняльний аналіз наявності каспази-3 в ділянках ЛД та ТД свідчить про більшу афінність її маркера (CPP32) до ШМ та ПЯЕ при ТД, ніж до інших клітинних елементів СОШ (табл. 6.7). Водночас, ПЯЕ прилеглих до КМ ділянок СОШ також помірно реагує з CPP32 при відсутності різниці у маркуванні інших епітеліальних клітин.

Таблиця 6.7
Експресія каспази-3 (CPP32) в епітеліоцитах СОШ хворих на ХНГ з дисплазією
	Епітеліоцити

Тип дисплазії
	H. pylori (-)
	H. pylori (+)

	
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПлЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПлЕ

	Легка дисплазія
	+
	+
	+
	+
	–
	+++
	+++
	+
	+
	–

	Тяжка дисплазія
	+
	+
	+
	+
	–
	++
	++
	+
	+
	–


У хворих на ХАГ H. pylori- без дисплазії реєструвалась помірна експресія у ШМ та ПЯЕ, в той час як при наявності гелікобактерної інфекції інтенсивність експресії посилювалась (табл. 6.8)

Таблиця 6.8
Експресія каспази-3 (CPP32) в епітеліоцитах СОШ у хворих з ХАГ без дисплазії

	Епітеліоцити

H. pylori
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПлЕ

	H. pylori (-)
	++
	++
	+
	+
	–

	H. pylori (+)
	+++
	+++
	++
	++
	–


У хворих на ХАГ H. pylori+ cagA+ vacA s1m1 з дисплазією позитивне маркування СРР32 реєструвалось у прилеглих до диспластично змінених ШМ та ПЯЕ (рис. 6.12) та було достовірно більше у порівнянні з групою ХНГ та ХАГ H. pylori-. При ЛД у пацієнтів з ХАГ H. pylori+ cagA+ vacA s1m1 на відміну від ТД реєстрували помірну та посилену експресію, в той час як при ТД вона була від слабкої до помірної (табл. 6.9).
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Рис. 6.12. Помірна експресія СРР32 (стрілки) в ділянці дисплазії легкого ступеня та слабка при тяжкій дисплазії при ХАГ, 2 стадія. ІГХ-маркування СРР32, х200.
Таблиця 6.9
Експресія каспази-3 (CPP32) в епітеліоцитах СОШ хворих на ХАГ з дисплазією
	Епітеліоцити

Тип дисплазії
	H. pylori (-)
	H. pylori (+)

	
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПлЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПлЕ

	Легка дисплазія
	++
	+
	–
	+
	–
	+++
	+++
	++
	++
	–

	Тяжка дисплазія
	++
	+
	–
	+
	–
	+
	+
	+
	+
	–
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Рис 6.13 Помірна, місцями сильна експресія СРР32 в цитоплазмі поверхневих та ямкових епітеліоцитів СОШ у хворого на ХАГ, 1 стадії, H. pylori+ cagA+ та vacA s1m1. ІГХ-маркування СРР32; а х400, б – 200.

В останній час все більше значення надається визначенню експресії HER2 при РШ для планування лікування та визначення прогнозу неоплазії [165, 166]. Тому ми вважаємо доцільним дослідження рівня експресії вказаного маркера при передракових змінах, зокрема при дисплазії та атрофії СОШ.

При імуногістохімічному аналізі СОШ практично здорових H. pylori- осіб експресія HER2 була негативною у всіх структурних елементах, у H. pylori+ виявляли слабке в цитоплазматичне маркування в парієтальних екзокриноцитах, попри негативне в інших клітинах СОШ (табл. 6.10).

У хворих на ХНГ, як H. pylori-, так й H. pylori+ без дисплазії HER2 не виявлявся в епітеліоцитах СОШ (табл. 6.11, рис. 6.14), аналогічна тенденція спостерігалася нами і у пацієнтів на ХАГ без дисплазії (табл. 6.11).
При наявності дисплазії як у хворих на ХНГ H. pylori (-) та (+), так й на ХАГ реєстрували позитивну мембранну, інколи цитоплазматичну експресію HER2, яка посилювалися відповідно до ступеня дисплазії та контамінації гелікобактер (рис. 6.15, 6.16). Так, помірна та подекуди сильна експресія HER2 спостерігалася переважно в ділянках диспластично зміненого епітелію у 80 % хворих на ХАГ. Крім того, експресію HER2 відмічали і в епітелії кістозно розширених пілоричних залоз  у 20 % хворих на ХАГ з ЛД.

Таблиця 6.10
Експресія HER 2 в епітеліоцитах СОШ у практично здорових осіб

	Епітеліоцити

H. pylori
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПлЕ

	H. pylori (-)
	–
	–
	–
	–
	–

	H. pylori (+)
	–
	–
	–
	+
	–


Таблиця 6.11
Експресія HER 2 в епітеліоцитах СОШ хворих на ХНГ та ХАГ без дисплазії 

	Епітеліоцити

H. pylori
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПлЕ

	H. pylori (-)
	–
	–
	–
	–
	–

	H. pylori (+)
	–
	–
	–
	–
	–


Таблиця 6.12
Експресія HER 2 (CPP32) в епітеліоцитах СОШ хворих на ХНГ з дисплазєю 

	Епітеліоцити

Тип дисплазії
	H. pylori (-)
	H. pylori (+)

	
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПлЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПлЕ

	Легка дисплазія
	+
	+
	–
	+
	–
	++
	++
	–
	+
	–

	Тяжка дисплазія
	++
	++
	–
	+
	–
	+++
	+++
	–
	++
	–
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Рис. 6.14. Негативна експресія HER2 ПЯЕ та ШМ у хворого на хронічний неатрофічний активний (1 стадія) антральний гастрит.
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Рис. 6.15. Сильна експресія HER2 в диспластично змінених поверхневих та ямкових епітеліоцитах. Хронічний атрофічний (3 стадія) антральний, активний (2 стадія) гастрит із ЛД та високим ступенем контамінації H. pylori. ІГХ-маркування HER2, х200.
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Рис. 6.16. Виражена мембранна та місцями цитоплазматична експресія HER2 в ділянках тяжкої дисплазії при хронічному атрофічному (3 стадія) антральному гастриті. ІГХ-маркування HER2, х 400.
Помірне маркування HER2 визначалось також і в ділянках СОШ, прилеглих до ТД. Порівняльний аналіз маркування HER2 в ділянках ЛД та ТД свідчить про значнішу афінність до ПЯЕ, ШМ та пілоричних екзокриноцитів у хворих на ХАГ H. pylori+ cagA+ vacA s1m1 (табл. 6.13).

Таблиця 6.13
Експресія HER2 в епітеліоцитах СОШ у хворих на ХАГ з дисплазією 

	Епітеліоцити

Тип дисплазії
	H. pylori (-)
	H. pylori (+)

	
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПлЕ
	ПЯЕ
	ШМ
	ГЕ
	ПЕ
	ПлЕ

	Легка дисплазія
	+
	+
	–
	+
	–
	++
	++
	–
	+
	+

	Тяжка дисплазія
	++
	++
	–
	+
	–
	+++
	+++
	–
	++
	+


Примітка. ПЯЕ – поверхневі епітеліоцити ямок та валиків, ШМ – шийкові мукоцити, ГЕ – головні екзокриноцити, ПЕ – парієтальні екзокриноцити, ПлЕ – пілоричні екзокриноцити,; експресія слабка – (+), помірна – (++), виражена – (+++), відсутня – (–).

Таким чином, нами виявлено виражену експресію HER2 в ділянках ТД при ХНГ та ХАГ (H. pylori – та +), при відсутності його маркування у випадках без дисплазії. Крім того, він визначався в епітелії кістозно змінених залоз при ХАГ з ЛД.
Отримані дані можна використовувати при диференційній діагностиці легкої та тяжкої дисплазії що, імовірно, сприятиме покращенню результатів лікування хворих з HER2-позитивною формою дисплазії.
Одержані нами результати співпадають з такими van Grieken C.T. і співавт. та Sun Y та співат. [167, 168], які відзначали досить низький рівень або навіть відсутність апоптозу в СОШ при ТД. Висока концентрація апоптозно змінених клітин у прилеглій до диспластично зміненої СОШ свідчить про пошкодження шлункового епітелію, а виникнення дисплазії є відповіддю на альтерацію. У вогнищах дисплазії при атрофії СОШ реєструвалася поява р53, причому його рівень при ТД достовірно вищий (p<0,001), ніж при ЛД, що, безумовно, віддзеркалює неопластичний потенціал ТД.

При аналізі показників експресії імуногістохімічних маркерів, що мають ядерне фарбування, необхідно виділити маркер p53, який чітко показав негативну експресію у контрольній групі та у хворих на ХНГ та ХАГ, як H pylori (-) так й (+) без дисплазії і мав кореляційну залежність високого ступеня значущості між відсотком диспластично змінених клітин і інтенсивністю імуногістохімічної реакції. Тобто, зі збільшенням ступеня диспластичних змін зростав відсоток клітин й інтенсивність їх експресії. З огляду на це, ми вважаємо, що даний маркер може використовуватися в якості додаткового критерію на ранніх етапах діагностики ТД СОШ при ХГ.

Висновки:

1. При хронічному неатрофічному Н. pylori-асоційованому гастриті у порівнянні з Н. pylori- збільшується темп оновлення епітелію СОШ, що характеризується достовірним посиленням експресії каспази-3 і маркерів проліферації Ki-67, цикліну D1 (p<0,001) з розширенням проліферативного компартмента і зон апоптозу.

2. При низькому ступені (легкій) дисплазії, відмічається зміщення зони проліферації до дна залозистих структур, де розташовувалась більшість Кі-67 та CyclinD1-позитивних клітин. При високому ступені (тяжкій) дисплазії виділити проліфераційну зону, як чітко окреслену щодо мічених клітин, неможливо, оскільки циклін D1 та Кі-67-позитивні епітеліоцити зустрічаються в усіх відділах залоз.

3. Експресія Кі-67, Cyclin D1, та р53 при тяжкій дисплазії СОШ була достовірно (р<0,05) вищою, порівняно з легкою у хворих на хронічний неатрофічний та атрофічний H pylori-асоційовані гастрити, попри зниження експресії транскрипційного фактору Sox2 у випадках з ТД. 

4. Найбільш специфічним маркером щодо визначення ТД у хворих на H. pylori-асоційовані ХГ виявився маркер p53 (чутливість 98,73%; специфічність 83,38%, ДІ: 95%, р<0,05). 

5. Тривала персистенція запалення з підтриманням апоптозу епітеліоцитів може бути однією з причин атрофії та дисплазії СОШ при H. pylori – асоційованому ХГ. Механізми, що перешкоджають зворотному розвитку атрофії та ТД СОШ, зумовлені трансформацією фенотипу епітеліоцитів на такий, що втрачає експресію транскрипційного фактору Sox2 та менш спроможний до апоптозу. 

6. Визначення cagА+ та vacА s1m1, з урахуванням застосованих нами імуногістохімічних маркерів, дозволить виділити групу ризику щодо хворих на ХГ для подальшого спостереження і лікування з метою попередження неопластичної трансформації СОШ при передракових станах.

Таким чином, наявність дисплазії та поєднання її з атрофією і у хворих з передраковими станами вказують на глибокі порушення регенерації, постають прогностично несприятливими щодо подальшого розвитку неоплазії в СОШ. Результати досліджень даного розділу віддзеркалені у наступних працях: [258].

РОЗДІЛ 7
АНАЛІЗ І УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ

7.1. Обговорення результатів дослідження. Морфофункціональні співставлення між різними генотипами Helicobacter pylori та ступенем патоморфологічних змін СОШ у хворих з передраковими змінами.

В теперішній час реалізація стратегії профілактики передракових станів є соціально важливим завданням сучасної медицини, її здійснення багато в чому залежить від ідентифікації вагомих факторів ризику і тактики їх усунення або ослаблення їх ролі в канцерогенезі. Одним з провідних таких агентів в сучасній гастроентерології, що визнаний на сьогоднішній день канцерогеном першого порядку, є інфекція H. pylori.

Проведені нами епідеміологічні дослідження показали, що серед хворих на хронічний гастрит (ХГ) переважали інфіковані H. pylori χ2=4,59, p=0,032 частота низького та високого ступеня дисплазії у інфікованих Н. руlогі в 4-6 разів вища, ніж у неінфікованих, що співпадає з даними [169, 170] Дисплазія СОШ достовірно частіше зустрічалася у хворих на ХНГ та ХАГ, інфікованих cagA+ vacA s1m1 штамами H. pylori (p<0,001 та p<0,05 відповідно для ХНГ та ХАГ) у порівнянні з групою cag -. Відносний ризик виникнення ХГ у пацієнтів, що мають гелікобактерну інфекцію, підвищений в 1,45 (ДІ: 1,02-2,45) при співставленні з неінфікованими. Нами встановлена висока частота інфікованості H. pylori та атрофічних змін СОШ у хворих на ХГ, старших за 45 років, обґрунтовує необхідність створення програми профілактики та особливостей лікування даного контингенту населення.

За результатами великомасштабних рандомізованих досліджень, проведених у Китаї, встановлено, що ерадикація H. pylori не призводила до значного зниження рівня захворюваності на РШ. Однак в цьому ж дослідженні, де розглядалися лише групи хворих без передракових станів, ризик розвитку РШ за період 7,5 років був скорочений після ерадикації H. pylori (0 проти 6 випадків, р = 0,02) [233]. Результати подальшого мета-аналізу, що включало чотири рандомізовані плацебо-контрольовані дослідження з терміном спостереження протягом 5-12 років, не показали достовірної ефективності ерадикаційної терапії у профілактиці РШ. Отримані цими ж авторами дані в подальшому, що включали нерандомізовані дослідження зі спостереженням упродовж 3-8,5 років вказують на значне зниження захворюваності на РШ після ерадикації гелікобактер. Ті ж автори недавно оновили мета-аналіз, і в узагальненому аналізі шести досліджень з кількістю учасників 6695 чоловік і терміном спостереження від 4 до 10 років, відносний ризик розвитку РШ після ерадикації H. pylori склав 0,65 (95% ДІ, від 0,43 до 0,98). Автори зробили висновок про те, що ерадикація H. pylori, можливо і зменшує ризик розвитку РШ, проте це справедливо тільки для частини випадків, ймовірно, на ранніх стадіях гастриту (без атрофії) [232, 233]. Результати подальшого систематичного огляду показали, що існує достатня кількість доказів важливої ролі ерадикації H. pylori в профілактиці РШ у хворих з ХНГ та ХАГ [225]. Дані великого проспективного дослідження (середній період спостереження склав 9,4 років) також показали, що ерадикація H. pylori до розвитку дисплазії та метаплазії СОШ, ймовірно, більш ефективна в зниженні захворюваності на РШ. Грунтуючись на цих даних, можливість проведення ерадикації H. pylori слід розглядати в індивідуальному порядку у хворих з атрофією, беручи до уваги поширеність вогнищ атрофії і ступінь колонізації H. pylori.

Нині не викликає сумнівів ключова роль H. pylori у запуску каскаду запальних змін СОШ [171]. Основними мішенями для H. pylori у СОШ є епітеліоцити, нейроендокринні клітини, лейкоцити та лімфоцити. Взаємодія з кожним видом клітин спричиняє ряд морфологічних та функціональних змін (інфільтрацію СОШ лімфоїдними клітинами, порушення шлункової секреції, клітинного циклу епітеліоцитів). Внаслідок такої дії Н. pylori змінює саме ті показники, які в першу чергу тісно пов'язані з сутністю ХГ: запаленням та клітинним оновленням [172, 173, 174].

Зв'язок хронічного запалення з РШ був встановлений ще у 1863 році відомим німецьким патологом Р. Вірховим [175]. Відкриття H. pylori революціонізувало колишні уявлення про природу гастродуоденальної патології і зазначило цей унікальний інфекційний агент, як специфічну причину ХГ, пептичних виразок і РШ. Міжнародний Кіотський консенсус вперше запропонував етіологічну класифікацію гастритів і рекомендував розглядати H. pylori-індукований ХГ як інфекційне захворювання, що вимагає лікування не стільки для полегшення симптоматики, скільки для попередження таких ускладнень, як пептичні виразки і РШ [176, 177]. Властивість H. pylori викликати розвиток запальних, диспластичних, метапластичних та неопластичних змін залежить від чинників, що залежать від самого мікроорганізму, організму хазяїна і навколишнього середовища. До основних генів патогенності відносяться: CagA (cytotоxin-associated gene A); VacA (vacuolating cytotoxin); IceA (induced by contact with epithelium); BabA (blood group antigen-binding adhesin) [178, 179, 180, 181]. Гени H. pylori у складі так званого "острівця патогенності" cag (cagA pathogenicity island, cag PAI), які через активацію NF-кВ (нуклеарний фактор каппа-В) причетні до розвитку запальної відповіді шляхом ініціації каскаду сигнальних трансдукцій, що призводить до продукції інтерлейкіну ІL-8 [182-184]. Як результат прозапальні цитокіни і клітинна (Th-1-опосередкована) імунна відповідь призводять до подальшого прогресування запальної реакції. [185, 186]. Висока частота виразкової хвороби (ВХ) і виникнення MALT-лімфом у жителів Європи пов'язані з наявністю cagA. cagA-штами H. pylori також асоціюються з вираженою проліферацією клітин епітелію і метаплазією СОШ [187, 188]. Також у західних країнах повідомлялося, що особи, інфіковані cagA-позитивними штамами, більш схильні до ризику розвитку виразки і РШ, ніж інфіковані cagA-негативними штамами H. pylori. Однак у жителів країн Східної Азії такої залежності не виявлено [188, 189, 190].
Більшість авторів стверджують про тісний зв'язок між cagA-позитивним штамами H. pylori та запальною відповіддю макрооганізму [178, 179] інші вважають, що cagA-позитивні/негативні штами H. pylori не мають відношення до розвитку серйозної гастродуоденальної патології та не знаходять достовірних відмінностей в активності запалення і обсіменіння при різних типах H. pylori-інфекції [191].

Активність – типова ознака гастриту, викликаного Н. pylori [153]. Нейтрофіли і макрофаги топографічно пов'язані з колонізацією Н. рylori і мігрують в місце запалення за допомогою хемотаксису за рахунок стимуляції продукції епітеліального інтерлейкіну-8 та хемокінів, що виробляє гелікобактер [8]. Ступінь активності запального процесу при ХГ визначається виразністю інфільтрації нейтрофільними гранулоцитами епітелію і власної пластинки СОШ [153, 192, 193].
В нашій роботі для помірної колонізації СОШ гелікобактеріями було характерно розташування мікробів як в слизу, так і в просвітах ямок поблизу епітелію, як правило спостерігалося від 20 до 50 бактерій у полі зору, що співпадає з даними Аруїна, 1995 [144]. У випадках сильної контамінації у мазках-відбитках поруч з групами клітин епітелію і залозистими структурами виявляли більше 50 мікробних тіл у вигляді скупчень бактерій у багатьох полях зору, як у прилеглому до поверхневого епітелію слизу, шлункових ямках, так й інколи у просвітах залоз. В окремих ділянках спостерігалися мікроерозіі у вигляді дрібного поверхневого дефекту епітеліального пласта. Також відзначалися ділянки епітелію регенераторного типу з базофільними ядрами при високій активності запалення. Найчастіше ерозії поєднувалися з другою та середньою стадією активності запалення, а також з вираженою контамінацією H. pylori.
Слід зазначити, що ступінь колонізації, як правило відповідала стадії активності, як у випадках з ХНГ, так і у хворих на ХАГ, що узгоджується з даними Іванової Н. І. та ін.. (2003) та Ghasemi Basir H. R. et al. (2017) [194, 195] та не співпадають з результатами Худайберганової Л. Х. та ін.(2004) [196], проте в останній праці не вивчалися генотипи гелікобактерної інфекції.
У нашому дослідженні при порівняльному патоморфологічному аналізі СОШ у H. pylori+ та H. pylori- хворих на ХАГ з диспластичними змінами, слід зазначити, що 1 стадія атрофії позитивно корелювали з ступенем інфікованості (χ² = 0,046, p<0,05), в той час, як для 2,3,4 стадій атрофії (χ² = 0,273, p>0,05; χ² = 0,382, p>0,05; χ² = 0,555, p>0,05 відповідно) такої залежності не було встановлено. На нашу думку це пов’язано з ключовою роллю гелікобактерної інфекції, яка запускає каскад патологічних змін в СОШ. При подальшому прогресуванню атрофічних змін шлункового епітелію, СОШ втрачає здатність синтезувати муцини, що призводить до редукції адгезивних властивостей та неспроможності H. pylori зв’язуватись з глікопротеїнами шлункового слизу.
Гістологічні та молекулярно-генетичні зіставлення, проведені в досліджуваних групах пацієнтів, показали, що найменший ступінь активності ХГ спостерігався в СОШ тіла і антрального відділу у неінфікованих пацієнтів та інфікованих cagA- штамами H. pylori, а мінімальні показники бактеріального обсіменіння мали місце в тілі шлунка у пацієнтів, інфікованих штамами cagA- H. pylori. Вивчення активності запалення (нейтрофільної інфільтрації) СОШ при ХГ підтвердило зв'язок з гелікобактерною інфекцією. Статистичний аналіз виявив високу достовірність між активністю запалення та наявністю гелікобактерної інфекції cagA+, так при ХНГ: для низького ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,00235, p<0,05, для помірного ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,01204, p<0,05, для високого ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,01204, p<0,05. Відповідно при ХАГ: для низького ступеня контамінації точний критерій Фішера =0,01133, p<0,05, для помірного ступеня контамінації точний критерій Фішера =0,00310, p<0,05, для високого ступеня контамінації точний критерій Фішера =0,00135, p<0,05. Найбільші значення показників активності гастриту відзначені нами в антральному відділі у пацієнтів з ХНГ, інфікованих штамами cagA+ H. pylori, і у пацієнтів з третьою стадією активності ХАГ, інфікованих штамами cagA+ vacA s1m1 H. pylori. Найвищий ступінь бактеріального обсіменіння реєструвався нами також в антральному відділі шлунка у пацієнтів з ХНГ з третьої стадією активності, інфікованих штамами cagA+ vacA s1m1 H. pylori. Головну роль в механізмі нейтрофільного хемотаксису відіграє епітелій, в якому при адгезії відбувається виражена експресія цитокінів, лейкотрієну В4 і продуктів активації комплементу [197, 198, 199]. Білок, який активує нейтрофіли, стимулює адгезію лейкоцитів до ендотеліальних клітин, що в свою чергу змінює мікроциркуляцію, призводить до дегрануляції мастоцитів (тканинних базофілів), агрегації лейкоцитів з тромбоцитами і трансудації. Провідна роль у хемотаксисі належить інтерлейкіну-8, основне джерело якого - шлунковий епітелій. Адгезія викликає в епітеліоцитах реорганізацію актину цитоскелета і підвищює експресію гена, що кодує інтерлейкін-8, а потім запускає запальний каскад з секрецією різних цитокінів [200, 201]. Крім прямої бактеріальної стимуляції синтезу епітелієм інтерлейкіна-8, його експресію підсилюють фактор некрозу пухлин і інтерлейкін-1, які продукуються макрофагами і лейкоцитами, мігрованими до ділянок обсіменіння [202, 203]. Створюється порочне коло з тривалим персистування активного процесу.
Отримані нами результати узгоджуються з даними Tegtmeyer 2011 [37], які також виявляли зв'язок інфікованості cagA+ штамами H. pylori, що обумовлено здатністю до прямої стимуляції секреції інтерлейкіну-8 епітелієм, яку мають майже виключно штамами 1-го типу (cagA+ vacA s1m1) [204], та не співпадають з [205, 206. 207], які не виявляли достовірних відмінностей в активності запалення і обсіменіння при різних типах H. pylori-інфекції. 
Слід зазначити, що більшість проведених досліджень показали, що при наявності у H. рylori цього білка відносний ризик таких захворювань збільшується у 2-3 рази, а деякі автори вказують на зростання ризику РШ при cagA+ H. pylori-інфекції в 28,4 рази [208, 209, 210]. Клітинний склад запального інфільтрату СОШ зазнає значних змін при інфікуванні H. рylori, які в більшій мірі неспецифічні, і в плані прогнозування відносно ризику розвитку передракових змін повинні інтерпретуватися у взаємозв'язку з іншими факторами та показниками, що приймають участь у патогенезі диспластичних змін СОШ. У нашому дослідженні ступінь колонізації, як правило відповідала стадії активності, як у випадках з ХНГ, так і у хворих на ХАГ, що співпадає з даними [194, 195]. Ініціюючи ушкодження, H. pylori спричиняє хронічне запалення в СОШ. Це запалення опосередковується безліччю про- і протизапальних цитокінів. Генетичний поліморфізм безпосередньо впливає на зміни інтенсивності цитокінової відповіді, і від цього залежать остаточні клінічні наслідки у людини [211, 212]. Клініко-морфологічні прояви гелікобактерної інфекції також залежать від генетичних факторів патогенності мікроорганізму та генетичної схильності інфікованого організму. Подальше вивчення генетичних факторів вірулентності із застосуванням полімеразної ланцюгової реакції є перспективним, так як дозволить прогнозувати не тільки перебіг ХГ в залежності від виявленого штаму, а й оптимізовувати та розробляти нові диференційовані підходи ерадикаційної терапії.
Таким чином, проведені дослідження вказують на те, що наявність cagA позитивного генотипу гелікобактерної інфекції у хворих на ХГ ускладнює прогноз основного захворювання, викликаючи каскад патологічних змін СОШ. 
Тривала персистенція мононуклеарного запального інфільтрату, яка постійно підтримується наявністю Н. pylori, з часом призводить до істинної втрати залозистого епітелію і розвитком власне атрофії. При цьому на певному етапі запалення рекрутування мононуклеарів і їх локальна проліферація у власній пластинці стають відносно незалежними від безпосередньої присутності інфекта на поверхні СОШ і зберігаються навіть у разі його успішної ерадикації. Це забезпечується низьким рівнем експресії каспази-3 в клітинах мононуклеарного запального інфільтрату, який не змінюється і після ерадикації. Ймовірно також, що популяція лімфоцитів тривалий час може підтримуватися антигенним стимулом за рахунок можливої аберантної експресії антигенів H. pylori непрофесійними антигенпрезентуючими клітинами [82].

Під впливом H. pylori в СОШ виникають дисрегенераційні, дистрофічні та атрофічні трансформації епітелію, знижуються протективні властивості слизового бар’єру щодо впливу агресивних факторів шлункового вмісту, що призводить до розвитку дисплазії. Прогресування ж дисплазії є наслідком поступового збільшення в СОШ представництва клітин, позбавлених рецепторів до H. pylori, а отже – зменшення адгезії бактерій до епітелію. Розвитку умов, несприятливих для вегетації H. pylori, сприяє також поширення структурних перебудов СОШ при ХАГ з антрального відділу на фундальний із подальшим виникненням хронічного атрофічного пангастриту, зниженням кислотності шлункового соку аж до ахлоргідрії й імовірним подальшим розвитком недуги за вищенаведеним «сценарієм». 

У нашому дослідженні при гістохімічному аналізі в ділянках дисплазії виявлено зменшення секреції нейтральних муцинів, а при високому ступені характерною була посилена продукція сіаломуцинів, що підтверджувалося даними лектиногістохімічного дослідження та співпадає з працею [213]. в якій автори також виявляли перевагу сіаломуцинів в ділянках дисплазії. Оскільки тяжкість патологічного процесу в СОШ в значній мірі визначається станом муцина, то патогенетично обгрунтованою видається терапія, спрямована на позитивні зміни структури слизового шару.

Зауважимо, що внаслідок персистування гелікобактерної інфекції водночас з низьким ступенем дисплазії фенотипу виникають й осередки високого ступеня дисплазії. Разом з тим, малоймовірно, що H. pylori здатний викликати критичні мутації в клітинному геномі. Однак атрофія слизової оболонки і як наслідок ахлоргідрія, характерна для H. pylori -гастриту, може бути сприятливим фоном для розвитку невластивої шлунку анаеробної мікрофлори, частина з якої продукує редуктази, перетворюючи нітрати в N-нітрозокомпоненти, що володіють генотоксичним ефектом. Ці дані знайшли підтвердження і в експериментах на тваринах. Уреаза й інші муколітичні ферменти, які продукують H. pylori, знижують в'язкість муцина, що веде до ослаблення міжклітинних зв'язків і посилення зворотної дифузії іонів водню, як наслідок - до пошкодження СОШ [214].

В останній час з'явилася велика кількість робіт, присвячених лектиногістохімічним дослідженням [89, 157, 215]. Відомо, що лектини представляють собою сполуки білкової природи, здатні до обраного і виборчого зв'язку з тим чи іншим вуглеводним детермінантом. У нашому дослідженні вивчення лектиногістохімічного зондування вуглеводних детермінант у H. pylori+ позитивних пацієнтів встановило їх гетерогенне експонування. 
Так, позитивне ConA-маркування гранул слизу шлунокових гландулоцитів та ШМ виявлено нами у практично здорових осіб обумовлене саме присутністю в них α-GlcNac (N-ацетил-глюкозаміну) [216], тобто з трьох ConA-специфічних сахаридних залишків, маноза й глюкоза відсутні в муцинах шлункових та дуоденальних залоз. Відомо, що глікопротеїни, які мають периферичні α1,4-з’єднані залишки GlcNac є специфічним для залозистого епітелію шлунка та дванадцятипалою кишки. Отже, достовірне відносно групи практично здорових осіб (p<0,001) зниження інтенсивності реагування глікокон’югатів слизу ШМ власних залоз СОШ хворих на ХГ асоційовані з H. pylori з ConA може свідчити про порушення інкорпорації GlcNac в молекулах гліканів, або переважання не α-, а β-маномерів цього вуглеводу [160]. Виявлена нами редукція рецепторів до лектину ConA в ділянках дисплазії у хворих на H. pylori-асоційовані гастрити збігаються з даними японських вчених [217, 218], які виявляли саме превалювання β-GlcNac-залишків на нередукуючих терміналях О-гліканів  зазначених ШМ у хворих з карциномами шлунка.
Слабкоінтенсивне маркування ConA поверхневих глікокон’югатів ПЯЕ пацієнтів усіх груп, що вивчалися, може бути зумовленим його реагуванням з коровою структурою N-гліканів, небісектованими гліканами гібридного типу та їх сіалуванням. Уявлення про склад і структуру N-зв’язаних олігосахаридів люмінальної поверхні ПЯЕ доповнюють результати SNA-маркування. Позитивна реакція відповідних вуглеводних детермінант з лектином SNA (афінним до NeuNAcα2,6Gal/GalNAc-послідовності, часто представленої на сіалованих гліканах комплексного типу зареєстрована у хворих на ХНГ та ХАГ дисплазією у 75 та 80% спостережень відповідно. 

Слабка кон’югація з лектином сої SBA в ділянках з диспластично зміненим епітелієм хворих на ХГ асоційованих з H. pylori виявилась недостовірною (p>0,05) у порівнянні з H. pylori негативним пацієнтами хворих на ХНГ та ХАГ.

Слабка інтенсивність зв’язування фукозоспецифічного лектину LABA з ШМ власних залоз шлунка визначена нами у хворих на ХГ асоційований з H. pylori за відсутністю дисплазії та зникнення кон’югації даного лектину при наявності атрофічних та диспластичних змін не узгоджується за даними [219], які виявляли посилене фукозилування глікопротеїнів при прогресуванні кишкових аденокарцином з їх метастазуванням. Відсутність взаємодії з LABA в групі практично здорових осіб свідчить, що секреторні гранули ШМ не містили залишків L-фукози. Проте виявлена нами втрата фукозоспецифічного (LABA) зв’язування та набуття галактозного була характерною ознакою H. pylori інфікованих пацієнтів, узгоджується з даними [156], які встановили в своєму дослідженні високе ядерно-цитоплазматичне співідношення та проліферативну активність у незрілих клітинах, що відповідало високому зв’язуванню з галактозоспецифічними лектинами, які містять α-галактозу – вуглеводний епітом пухлин-асоційованих антигенів (Tomsen-Friedenreich і Tn) [157].

За даними лектиногістохімчного аналізу нами встановлено збільшення рецепторів лектину WGA у цитоплазмі поверхневих епітеліоцитів всіх досліджуваних груп, особливо з ХАГ та ЛД та виявлено зменшення їх кількості в гранулах слизу залозистого епітелію антрального відділу шлунка при ТД, що може бути обумовлено або незавершеністю процесу глікозилування О-гліканів (порушенням інкорпорації N-ацетил-глюкозаміна у внутрішньоклітинні глікопротеїни), або його трансформацією.

На реакцію WGA з глікопротеїнами істотно впливають залишки сіалової кислоти. Вони відіграють роль детермінанти активного центру аглютиніну. За даними N. Wright та ін. [220], в молекулі WGA є окремі центри зв’язування хітобіозаміну і нейрамінової кислоти. Лектин WGA реагує з багатьма глікопротеїнами: сироватки крові, мембран еритроцитів (насамперед з глікофорином) та інших клітин, з канцероембріональним антигеном у тому числі. Зважаючи на вказані властивості лектину WGA, можна констатувати, що у більшості хворих з дисплазією на люмінальній поверхні шийкових мукоцитів експонуються N-глікани, у складі котрих значно менше представлені послідовності типу GlcNAcβ1,4GlcNAc або GlcNAcβ1→X→ GlcNAcβ1 порівняно з такими в глікопротеїнах. Означена перебудова рецепторного апарату клітинної поверхні, імовірно, спричинена порушенням комплексації GlcNAc в олігосахаридному ланцюгу, що може бути зумовлене інфектом. За даними літератури, окремі штами Н. рylori (зокрема, cаgА+) здатні пошкоджувати інкорпорацію N-ацетил-глюкозаміну у глікопротеїни [221].

Особливістю маркування лектину CNFA (LacdiNAc – GalNAcβ1-4GlcNAc) зі структурними компонентами СОШ було посилене зв’язування цього лектину у надядерних зонах ПЯЕ та ШМ хворих на ХНГ s ХАГ перважно у місцях скупчення H. pylori, а також в ділянках легкої та тяжкої дисплазії СОШ. Посилене лектиногістохімічне зондування з CNFA (LacdiNAc – GalNAcβ1-4GlcNAc) ще раз підтвердило та засвідчило набуття саме галактозного зв’язування поряд з втратою фукозоспецифічного (LABA) і було характерною ознакою H. pylori інфікованих пацієнтів, що узгоджувалося з даними [222, 223], які виявляли кон’югацію даного лектину не тільки з GalNAc, а й з термінальним ділянками Ser/Thr O-зв’язаного αGalNAc (Tn антигену).
Кон’югація лектину HPA з структурними елементами СОШ була неоднорідною. Для лектину HPA було характерне інтенсивне зв’язування з клітинами ПЯЕ на тлі ареактивності з головними екзокриноцитами.

У групі H. pylori+, переважно cagA+ ми зареєстрували появу βDGal лектину арахісу PNA, що свідчить про порушення процесів кінцевого гліколізування біополімерів, що містять вуглеводи. Отримані результати свідчать про наявність у складі секреторного муцину СОШ H. pylori- недужих на ХНГ з дисплазією термінальних залишків сіалових кислот (зв’язування WGA і SNA) та відсутність термінальних залишків Gal(1-3GalNAc(1, оскільки він не взаємодіє з PNA, який специфічний до Т-антигену. Натомість у H. pylori+ пацієнтів відбувається перерозподіл лектинових рецепторів з посиленою продукцією сіаломуцинів та появою специфічого до Т-антигену PNA-кон’югації недиференційованих клітин перешийкових відділів СОШ, що супроводжується підвещенням проліферації та виникненням диспластичних змін. Глікополімери, що зв'язують лектин арахісу (PNA) більш виявляються у ембріональних або злоякіснотрансформованих клітинах, здатних до метастазування [89]. Поява рецепторів лектину PNA у складі епітеліально-слизового бар'єру та ядрах екзокриноцитів вказує на зниження рівня їх диференціації.
Виявлена нами модифікація лектинових рецепторів ПЯЕ може бути пусковим механізмом апоптозу: зменшення кількості епітеліоцитів є одним із патогенетичних механізмів розвитку ХАГ за умов інфекції. За умов прогресування атрофії спостерігалося незначне зниження реактивності ПЯЕ лектинами SNA та PNA. Зниження експресії рецепторів лектину SNA та PNA у СОШ з 3 та 4 стадією атрофії можна трактувати як передумову до їхнього апоптозу, що узгоджується з даними [224]. Виявлений феномен посиленого експонування вуглеводних детермінант DGlcNАc NeuNАс та DGal NeuNAc(α2-6) (рецептори лектинів WGA та SNA) поверхневими епітеліоцитами ми розцінюємо як один із механізмів їхнього захисту від передчасного апоптозу. У клітинах СОШ основної групи рецептори лектинів WGA, CNFA, SNA, зв’язувалися з ПЯЕ, ШМ та парієтальними екзокриноцитами. Натомість αLFuc-специфічний лектин LABA проявив низький ступінь спорідненості з означеними структурами. Лектини SNA, PNA, HPA, CNFA, LABA виявили найвищу спорідненість до ПЯЕ антрального відділу СОШ у хворих на ХНГ. Така специфічність зв’язування ідентифікується з процесами диференціації епітеліоцитів. Високий рівень експонування рецепторів лектинів SNA, WGA, LABA, CNFA було ідентифіковано нами також у СОШ хворих на ХАГ. Глікополімери з детермінантами NeuNAc, αLFuc, DGlcNАc ймовірно забезпечують адгезивні зв’язки ПЯЕ базальною мембраною.
При вивченні експресії афінного до GalNAc лектину HPA на апікальній поверхні ПЯЕ, в слизових гранулах ШМ виявлене істотне посилення позитивного реагування у хворих з низьким ступенем дисплазії в порівнянні з високим, що може вказувати на присутність антигену Форссмана у складі їх глікокон’югатів і слугує прогностично несприятливою ознакою щодо аденокарциноми шлунка [225].

Отже, базуючись на результатах нашого дослідження та даних літератури, можна зробити висновок, що глікани, асоційовані з люмінальними поверхнями епітеліоцитів, слизовими гранулами і структурними компонентами комплексу Гольджі ПЯЕ шлунка у хворих з дисплазією відрізняються від таких в осіб з ХНГ або ХАГ без дисплазії і мають окремі ознаки, властиві глікокон’югатам неопластично трансформованих клітин.

Отже, наявність гелікобактерної інфекції призводить до можливого "перепрограмування" синтезу вуглеводних компонентів поверхні клітин та внутрішньоклітинних компартментів, до зміни характеру секрету цих клітин, консистенції слизово-бікарбонатного бар'єру та адгезивних міжклітинних взаємозв'язків. Відомо, що глікополімери βDGal у нормальних і зрілих клітинах відсутні або їх вміст незначний. Позитивне реагування з WGA є маркером мембранного біогенезу у швидко проліферуючих клітинах, до яких відносять ШМ [226, 227]. Отож, почастішання WGA-кон’югації серед пацієнтів з низьким ступенем дисплазії може слугувати доказом активації внутрішньоклітинного мембраноутворення в генеративній зоні власних залоз. Оскільки представництво GlcNAc найсуттєвіше у слизові шийкових мукоцитів, можна припустити збільшення серед хворих з дисплазією кількості осіб з наявністю в ПЯЕ фізіологічно та нозологічно нетипових муцинів.

Таким чином, отримані нами дані поглиблюють існуючі уявлення стосовно молекулярних механізмів розвитку диспластичних змін шлункового епітелію. В нашій роботі показана можливість використання лектинів для селективного гістохімічного виявлення низького та високого ступеня дисплазії СОШ. Результати досліджень можуть бути використані в практичній гастроентерології для розробки нових підходів у лікуванні гелікобактер-асоційованих гастритів. Подальше вивчення закономірностей експресії рецепторів лектинів може сприяти покращенню діагностично-прогностичних критеріїв, розширенню існуючих уявлень про патогенетичні механізми передракових станів СОШ.

Наявність колонізації СОШ H. pylori у пацієнтів з початковою стадією дисплазії, коли відбувається репрограмування ядер шлункових епітеліоцитів, на що вказує втрата маркування Sox2, підтверджує думку деяких авторів про те, що H. pylori є одним з основних етіологічних чинників дисплазії СОШ. Тож, ерадикація інфекції ще до появи зміненого диференціювання (за гісто- та цитохімічними ознаками) з утворенням диспластичних осередків, запобігатиме розвитку дисплазії.
Найбільше зацікавлення на сьогоднішній день викликає вплив H. pylori-інфекції на клітинне оновлення, порушення якого визначає морфогенез ХГ.
Надзвичайно значущою визнається роль апоптозу у гастроканцерогенезі в умовах глибокої атрофії СОШ, коли процеси її дисрегенерації максимально виражені [228, 229]. Відомо, що інтенсивність розвитку пухлини залежить від співвідношення швидкості проліферації клітин та їх загибелі. Тому у випадку, коли програма клітинної загибелі не порушена, клітини з ознаками атипії або злоякісності підлягають апоптозу, який таким чином перешкоджує неопластичній трансформації тканини. І, навпаки, при порушенні цієї програми спостерігається гіперпроліферація із збільшенням пулу мутантних клітин, що індукує гастроканцерогенез [230].

Враховуючи вищевказане, нами було проведено порівняльне вивчення інтенсивності апоптозу при передракових змінах слизової оболонки у хворих на ХНГ та ХАГ – асоційованих з H. pylori. У хворих на ХАГ H. pylori+ cagA+ vacA s1m1 з дисплазією позитивне маркування СРР32 реєструвалось у прилеглих до диспластично змінених ШМ та ПЯЕ та було достовірно більше (p<0,001) у порівнянні з групою ХНГ та ХАГ H. pylori-. При ЛД у пацієнтів з ХАГ H. pylori+ cagA+ vacA s1m1 на відміну від ТД реєстрували помірну та посилену експресію, в той час як при ТД вона була від слабкої до помірної. За допомогою імуногістохімічних маркерів проліферації та апоптозу (Ki-67, Cyclin D1, p53 та CPP32 нами встановлено, що H. pylori, особливо її цитотоксичні штами (cagA+ vacA s1m1), посилюють проліферацію епітеліоцитів, порушуючи при цьому баланс між останньою та апоптозом, що узгоджується з роботами [231, 232, 233]. Аналогічна закономірність простежується і при оцінці мітотичної активності епітеліоцитів СОШ. На основі аналізу отриманих результатів нам вдалося з'ясувати, що у хворих на ХАГ з передраковими змінами СОШ спостерігається зростання показників апоптозу епітеліоцитів, ступінь якого головним чином залежить від вираженості диспластичних та атрофічних змін.
Внаслідок персистенції H. pylori порушується співвідношення між альтерацією, запаленням, регенерацією, наростає роз'єднання між темпами проліферації й апоптозу і виникає дис- та дедиференціювання епітелію з втратою шлунковими епітеліоцитами їх спеціалізованих властивостей і отриманням нового фенотипу (трансдиференціацією), що підтверджувалося нашими даними отриманими при імуногістохімічному аналізі еспресії транскрипційного фактору Sox2, який відповідає за диференціацію шлункового епітелію та співпадають з результатами [234, 235]. Втрата диференціації відбувається сумісно з посиленням експресії мутантного білка р53, розбалансуванням клітинного циклу, що призводить до блокування апоптозу і нестримної проліферації клітинних елементів з пошкодженим геномом, тобто появою аденом та пулу малігнізованих клітин. В онкогенезі дисплазія має критичне значення у послідовній прогресії від активного ХГ до ХАГ, дисплазії і РШ [163, 236].
Вивчення ранніх етапів становлення дисплазії показало, що вона виникає в гермінативних зонах СОШ: в області шийок залоз (при збереженості останніх) і дна шлункових ямок. Її появі передує проліферація недиференційованих клітин та позитивна експресія Sox2 в ядрах, каспази 3 у цитоплазмі та HER2 у цитоплазматичних мембранах ПЯЕ. Розвиток дисплазії в області шлункових залоз починається із заміни спеціалізованих екзокриноцитів недиференційованими епітеліоцитами, на зразок шийкових мукоцитів, в ядрах яких зникає маркування транскрипційного фактора Sox2. Це свідчить про репрограмування ядер шлункових епітеліоцитів. Отже, можна стверджувати, що одним з механізмів розвитку дисплазії є втрата диференціації стовбурових клітин СОШ. Гістохімічно диспластичні зміни супроводжувались втратою експресії нейтральних муцинів та вогнищевою посиленою продукцією сіаломуцинів диспластично зміненого епітелію, що підтверджувалося при лектиногістохімічному аналізі вуглеводних компонентів втратою манозоспецифічного лектину, появою та посиленням експресії 

7.2 Скринінгова система ранньої діагностики диспластичних змін СОШ з урахуванням генотипу гелікобактерної інфекції
Отже, базуючись на отриманих нами даних та проаналізованої літератури [237] вважаємо доцільним рекомендувати наступний патогенетичний механізм розвитку дисплазії СОШ (рис. 7.1) та запропонувати алгоритми виявлення ранніх диспластичних змін шлункового епітелію та подальшу тактику ведення пацієнтів з передраковими змінами СОШ із застосуванням лектиногістохімічних, імуногістохімічних та молекулярно-генетичних методів (табл. 7.1, рис. 7.2, 7.3, 7.4).
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Рис. 7.1. Морфогенез дисплазії СОШ та її зв’язок з гелікобактерною інфекцією.

H. pylori, яку можна вважати етіологічним чинником передракових змін СОШ, пригнічує експресію Sox2 в шлункових епітеліоцитах, активуючи CDX2 з паралельною інгібіцією гена MUC5AC та індукцією гена MUC2 [234]. Таким чином, у метаплазованих клітинах формується програма диференціації за кишковим фенотипом. За нашими результатами та даними інших авторів саме інактивація та зниження кількості генів (Shh, Sox2, Runx3), відповідальних за шлункову диференціацію [238, 239], зумовлює виникнення ТД. З часом, у цитоплазмі епітеліоцитів з репрограмованими ядрами відбувається накопичення сіаломуцинів. Білок CagA визнаний одним з основних факторів патогенності Н. pylori та вважається відповідальним за порушення цілісності епітелію СО шлунка, індукцію неконтрольованої проліферації епітеліальних та лімфоїдних клітин, секрецію прозапальних цитокінів та виникнення запальної реакції СО. У жодної іншої бактерії не виявлений гомолог гена cagA, тому вважають, що даний ген є специфічним для Н. pylori, що виник у зв’язку з проживанням бактерії у шлунку людини [240, 241].

Серед рецепторів, які активують внутрішньоклітинні сигнальні шляхи, важливе місце посідають рецептори з тирозинкіназною активністю родини ErbB, а саме – рецептор епідермального фактора росту (EGFR) та HER2/neu [242, 243]. Сигнал з активованих рецепторів опосередковує активацію фосфатидил-інозитол-3-кінази (РІ3К) та фосфоліпази С, які регулюють процеси апоптозу, поділу, рухливості клітин, секреції білків, а також диференціації клітин [244]. Ген EGFR (HER1) кодує рецептор епідермального фактора росту, що є мембранною тирозинкіназою, яка бере участь в регуляції великої кількості клітинних процесів. Виражена експресія цього гена спостерігається практично у всіх пухлинах епітеліального походження. Карциноми шлунка експресують EGFR майже в половині випадків. Причетність EGFR до патогенезу РШ свідчить про можливість використання інгібіторів даного рецептора для терапії злоякісних пухлин.
Близький гомолог EGFR – онкоген HER2 (ERBB2) був спочатку ідентифікований у пухлинах молочної залози. Ампліфікація та посилена його експресія є відносно специфічним феноменом для карцином молочної залози і практично не зустрічається в пухлинах іншої локалізації. Рак шлунка – одне з небагатьох виключень: активація HER2 спостерігається приблизно в 10-15 % його злоякісних новоутворень та корелює з агресивним перебігом захворювання [245, 246].

Головний ключовий механізм бактеріального канцерогенезу - тирозинкіназне фосфорилювання, пусковим механізмом якого є активація тирозинкіназ сімейства Src. Активовані тирозинкінази запускають фосфорилювання й активацію каскаду ERK MAPK кіназ шляхів сигнальної трансдукції клітини, що ініціює транскрипцію ДНК, мітоз клітин, порушення регуляції і туморогенезу. Слід зазначити, що абератне ацетилювання гістонів при хелікобактерній гістоновій модифікації також запускає транскрипцію [247, 248, 249, 250].
Виявлене нами підвищене маркування HER2 в цитоплазматичних мембранах та цитоплазмі шлункових епітеліоцитів при дисплазії СОШ у хворих на ХГ-асоційовані з H. pylori підтверджує збільшення  трансмембранних рецепторів тирозинкінази (сімейства факторів росту), які активують внутрішньоклітинні сигнальні шляхи.

Аналіз літератури та наших досліджень дозволив виділити групи хворих на H. pylori-асоційований ХГ, найнебезпечніші щодо розвитку дисплазії, визначити програму їх спостереження та всебічного поглибленого клініко-інструментального дослідження для ранньої діагностики імовірних неопластичних трансформацій (табл. 7.1, рис. 7.2, 7.3, 7.4).

Таблиця 7.1

Алгоритм визначення прогностично значимих лектиногісточімічних маркерів у хворих на H. pylori-асоціований ХГ з дисплазією

	Helicobacter pylori

	Визначення лектинів

	SNA (+), CNFA, HPA та PNA не > (++)

↑WGA 

ConA (-)
	SNA, CNFA, HPA та PNA: (+++).

↓WGA

ConA (-)

	Загальна схема спостереження 
	Спостереження в установах онкологічного профілю. Ендоскопічне та   патоморфологічне дослідження 1 раз на 3 місяці 


Примітка. Загальна схема спостереження – чергування рентгенологічного дослідження і ФЕГДС з множинними біопсіями СОШ та патогістологічною діагностикою будь-якої вогнищевої патології. Кратність спостережень – 1 раз на 2 роки для осіб у віці 35–49 років; щорічно – для осіб, старших за 50 років.
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Рис. 7.2. Алгоритм визначення прогностично значимих гісто-імуногістохімічних маркерів у випадку легкої дисплазії СОШ хворих на H. pylori-асоціований ХГ.

Примітка. Тут і в рис. 7.3 та 7.4. Загальна схема спостереження – чергування рентгенологічного дослідження і ФЕГДС з множинними біопсіями СОШ та патогістологічною діагностикою будь-якої вогнищевої патології. Кратність спостережень – 1 раз на 2 роки для осіб у віці 35–49 років; щорічно – для осіб, старших за 50 років.


[image: image59]
Рис. 7.3. Алгоритм визначення прогностично значимих гісто- та імуногістохімічних маркерів у випадку тяжкої дисплазії СОШ хворих на H. pylori-асоціований ХГ.
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Рис. 7.4. Алгоритм визначення прогностично значимих молекулярно-генетичних маркерів у хворих на H. pylori-асоціований ХГ.
ВИСНОВКИ

У дисертації представлено нове вирішення наукового завдання – підвищення ефективності діагностики хронічних гастритів у залежності від генотипу H. pylori, що виявляється в обґрунтуванні механізмів відповідальних за порушення диференціації та трансформації шлункового епітелію при його диспластичних та атрофічних змінах, визначення способів ідентифікації та своєчасного виявлення факторів вірулентності при передракових змінах у хворих на хронічний гастрит.

1.
За даними морфологічного та статистичного аналізу встановлено, що серед хворих на хронічний гастрит переважають інфіковані H. pylori (χ2 = 4,59, p = 0,032). Відносний ризик виникнення хронічного гастриту у пацієнтів, що мають гелікобактерну інфекцію, підвищений в 1,45 (ДІ: 1,02–2,45) разів при зіставленні з неінфікованими. 

2.
Встановлено тісний зв'язок між наявністю гена cagA, активністю та ступенем контамінації для хронічного неатрофічного гастриту: для низького, помірного та високого ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,00235, 0,01204, 0,01204, p<0,05 відповідно. Для хронічного атрофічного гастриту: для низького, помірного та високого ступеня контамінації точний критерій Фішера = 0,01133, = 0,00310, 0,00135, p<0,05 відповідно. 

3.
При хронічному неатрофічному Н. pylori-асоційованому гастриті у порівнянні з Н. pylori- збільшується темп оновлення епітелію СОШ, що характеризується достовірним посиленням експресії каспази-3 і маркерів проліферації Ki-67, Cyclin D1 (p<0,001) з розширенням проліфераційного компартменту і зон апоптозу. Експресія Кі-67, Cyclin D1, та р53 при тяжкій дисплазії СОШ була достовірно вищою (р<0,05), порівняно з легкою, у хворих на хронічний неатрофічний та атрофічний H. pylori-асоційовані гастрити, попри зниження експресії транскрипційного фактору Sox2 у випадках з тяжкою дисплазією. Найбільш специфічним маркером щодо визначення тяжкої дисплазії у хворих на H. pylori-асоційовані ХГ виявився маркер p53 (чутливість 98,73%; специфічність 83,38%, ДІ: 95%, р<0,05).

4.
У пацієнтів з передраковими станами виявлена модифікація рецепторів лектинів з їх перерозподілом у ділянках дисплазії СОШ. Доведена інтенсивна експресія лектинів при диспластичних змінах епітелію СОШ у хворих на ХНГ: WGA (75%), CNFA (70%), SNA (75%), HPA (75%), та PNA (60%) та відповідно WGA (80%), CNFA (95%), SNA (80%), HPA (80%), та PNA (70%) пацієнтів з ХАГ. Гістохімічний аналіз встановив достовірне зниження продукції нейтральних муцинів та появу сіаломуцинів у ділянках тяжкої дисплазії у хворих на ХНГ та ХАГ з cagA+ vacA s1m1 генотипом.

5.
Генотип H. pylori cagA+ у хворих на хронічний неатрофічний та атрофічний гастрити з дисплазією поєднується з vacA s1m1 (p<0,001 та p<0,05) у порівнянні з групою cagA- та характеризується високою інвазивністю, контамінацією та активністю, що свідчить про високу вірулентність даного штаму та дозволяє звузити групу онкологічного ризику: хворі на хронічний неатрофічний та атрофічний H. pylori-асоційований гастрит з cagA+ vacA s1m1 генотипом.

6.
Розроблений алгоритм скринінгової діагностики передракових змін СОШ сприятиме оптимізації лікувальної тактики хворих на хронічні гастрити та дозволить підвищити ефективність виявлення диспластичних та атрофічних змін СОШ на їх ранніх стадіях розвитку.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

При обстеженні хворих на ХГ необхідно дотримуватися комплексної діагностичної тактики:
– обов’язкова множинна біопсія СОШ з урахуванням вимог модифікованої Сіднейської класифікації.
– проводити патоморфологічні дослідження гастробіоптатів, включаючи визначення колонізації H. pylori, що суттєво збільшує точність діагностики, прогнозу захворювання і визначає характер лікувальних заходів.
Для пацієнтів з виявленим генотипом H. pylori cagA+ vacA s1m1 необхідний особливий режим спостереження, що включає:
– ендоскопічне дослідження із взяттям гастробіоптатів 1 раз на 3 місяці;
– морфологічне дослідження диспластичних та атрофічних змін СОШ у хворих, що мають генотип H. pylori із найбільш несприятливим набором факторів патогенності.
– лектиногістохімічне та імуногістохімічне дослідження епітелію СОШ, зокрема визначення рівнів експерсії маркерів SNA, CNFA, HPA PNA, WGA, Ki-67 та Cyclin D1.
При патоморфологічному дослідженні гастробіоптатів обов’язковим є визначення характеристик слизової секреції у СОШ (застосування комбінованого метода Моурі – ШИК-реакції із забарвленням альціановим синім при рН 2,5 та 1,0), а також експресії чинників, що засвідчують генетичні механізми диспластичної трансформації епітеліоцитів (p53 та Sox2), для верифікації типу дисплазії та прогнозу передракових змін СОШ. Визначення індексу проліфераційної активності епітелію за Ki-67 та Cyclin D1 доцільне, оскільки збільшення їх експресії можна розглядати як додаткові морфологічні критерії передракових змін шлунка.
Враховуючи встановлені етіологічну, пато- і морфогенетичну ролі H.pylori у формуванні і розвитку диспластичних та атрофічних змін СОШ, хворим на гелікобактер-асоційований ХГ рекомендоване обов’язкове проведення ПЛР що сприятиме звуженню груп онкологічного ризику та контрольованому застосуванню таргетної терапії. Використання запропонованого алгоритму патоморфологічної діагностики передракових змін сприятиме виявленню ранніх етапів диспластичної трансформації СОШ, що забезпечить оптимізацію лікувальної і профілактичної тактик щодо хворих з передраковими змінами і станами шлунка.
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Додаток А

СПИСОК ПРАЦЬ, ОПУБЛІКОВАНИХ ЗА ТЕМОЮ ДИСЕРТАЦІЇ

Видання, в яких опубліковані основні наукові результати дисертації

1. Петрушенко, В. В., Вернигородський, С. В., Сухань, Д. С. (2014). Ендоскопічні та патоморфологічні зміни слизової оболонки шлунка при хронічному гастриті. Вісник морфології, 20(1), 214–218. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
2. Vernygorodskyi, S. V., Shkolnikov, V. S., & Suhan, D. S. (2017). Lectin binding patterns in normal, dysplastic and Helicobacter pylori infected gastric mucosa. Experimental Oncology, 39(2), 138–140. (Здобувачем проведено лектиногістохімічне дослідження, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
3. Сухань, Д. С., Вернигородський, С. В., Шкарупа, В. М. (2018). Інфікованість H. pylori серед дорослих Вінницької області, хворих на не атрофічний та атрофічний хронічний гастрит. Сучасна гастроентерологія, 5(103), 44–50. doi:10.30978/MG-2018-5-44. (Здобувачем проведено збір статистичних даних, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
4. Вернигородський, С. В., Сухань, Д. С. (2018). Роль cagA гена у виникненні запальної відповіді слизової оболонки шлунка у хворих на хронічний Helicobacter pylori-асоційований гастрит. Вісник морфології, 24(3). 312–316. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки). 
5. Сухань, Д. С., Вернигородський, С. В. (2018). Прогностичні аспекти імуногістохімічної оцінки клітинного оновлення та транскрипційного фактору SOX2 при передракових змінах СОШ в залежності від генотипу Helicobacter pylori у хворих на різні типи хронічного гастриту. Вісник морфології, 22(4). 674–681. doi:10.31393/reports-vnmedical-2018-22(4)-18. (Здобувачем проведено гістологічне та імуногістохімічне дослідження препаратів, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
6. Сухань, Д. С., Вернигородський, С. В., Гайдуков, Н. В., Людкевич, Г. П. (2019). Молекулярно-генетичні аспекти взаємодії Helicobacter pylori з клітинами слизової оболонки шлунку. Цитологія і генетика, 53(6). 71–78. (Здобувачем проведено збір літературних даних, узагальнення науково-дослідницької літератури, сформульовано висновки).
7. Vernygorodskyi, S. V., Sukhan, D. S., Berezovskyi, A. M., & Panasiuk, V. I. (2020). The use of CNFA lectin in the diagnosis of precancerous changes in the gastric mucosa in patients with Helicobacter pylori-associated chronic gastritis. International Medicine, 2(1). 37–42. doi:10.5455/im.52981. (Здобувачем проведено лектиногістохімічне дослідження, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
8. Сухань, Д. С. (2016). Географічні варіації в геномах Helicobacter pylori. Матеріали XIII Міжнародної наукової конференції студентів та молодих вчених «Перший крок в науку», Квіт 7-8, 2016, Вінниця, Медуніверситет. 65 –66. (Здобувачем проведено збір літературних даних, узагальнення науково-дослідницької літератури, сформульовано висновки).
9. Suhan, D. S., & Vernygorodskyi, S. V. (2016). Helicobacter pylori and proliferative activity of gastric epithelium in patients with chronic gastritis. Folia Medica. Facultatis Medicinae Universitatis Saraeviensis, 51(1). 51–52. (Здобувачем проведено гістологічне та імуногістохімічне дослідження препаратів, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
10. Сухань, Д. С., Вернигородський, С. В. (2018). Влияние cagA штаммов Helicobacter pylori на морфологические изменения слизистой оболочки желудка у больных хроническим гастритом. Материалы XVIII Международной конференции студенческой медицинской науки ХХI века, Ноя 1-2, 2018, Белорусь, Витебск, Медуниверситет. 294–297. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
11. Сухань, Д. С., Вернигородский, С. В., Гайдуков, Н. В., Струц, С. В. (2018). Генетически детерминированные факторы заболеваний ЖКТ вызванных Helicobacter pylori. Материалы 66 годичной научно-практической конференции ТГМУ им. Абуали ибни Сино с международным участием «Роль и место инновационных технологий в современной медицине», Ноя 23, 2018, Таджикистан, Душанбе, Медуниверситет.255–256. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
12. Sukhan, D. S. (2018). Effect of CagA on dysplastic processes in the gastric mucosa in chronic gastritis. Materials of the scientific conference «The 19th biomedical and health sciences conference», Jan 3-4, 2018, Iceland, Reykjavik, Medical University. 61. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
Додаток Б

АПРОБАЦІЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДИСЕРТАЦІЇ

1. Third congress of pathologists of Bosnia and Herzegovina with international participation (Sarajevo, 2016) – публікація тез;
2. XIII міжнародна науково-практична конференція студентів та молодих вчених «Перший крок в науку» (Вінниця, 2016) – усна доповідь та публікація тез;
3. XVIII міжнародна науково-практична конференція студентської медичної науки ХХI віку (Білорусь, 2018) – публікація статті;
4. 66-й міжнародна науково-практична конференція ТГМУ ім. Абуалі ібні Сіно «Роль та місце інноваційних технологій в сучасній медицині» (Таджикістан, 2018) – публікація тез;
5. ХІХ науково-практична конференція з біомедицини та науки про здоров'я Ісландського університету (Рейкьявик 2018) – публікація тез та стендова доповідь.

Додаток В
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Визначення 


муцинів, Ki-67, Cyclin D1, p53, Sox2, CPP32








Слабка експресія p53 та сіаломуцинів


Помірна експресія Ki-67 < , Cyclin D1 <, CPP32 (+)


Зменшення нейтральних муцинів та підвищена експресія Sox2








Загальна схема спостереження





Визначення 


муцинів, Ki-67, Cyclin D1, p53, Sox2, CPP32





Посилення експресії p53, сіаломуцинів


Посилення маркування Ki-67 >, Cyclin D1>, CPP32 (+++)


Зникнення нейтральних та поява кислих муцинів, знижена експресія Sox2











 





Спостереження в установах онкологічного профілю


Ендоскопічне та патоморфологічне дослідження 1 раз на 3 місяці
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