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АНОТАЦІЯ

Чертенко Т.М. Діагностика та прогноз перебігу астроцитарних пухлин головного мозку (клініко-морфологічні та молекулярно-біологічні аспекти). – Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису.

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.02 – патологічна анатомія (222 – медицина). – Харківська медична академія післядипломної освіти МОЗ України, Харків, 2018. – Харківський національний медичний університет МОЗ України, Харків, 2018
Дослідження присвячене вдосконаленню морфологічної діагностики та оптимізації прогностичних критеріїв дифузних астроцитарних пухлин на базі аналізу їх клінічних, морфологічних, імуногістохімічних та молекулярно-генетичних характеристик. У розділах дисертаційної роботи розкрито цілу низку клініко-морфологічних, імуногістохімічних та молекулярно-генетичних характеристик дифузних астроцитарних пухлин та їх рецидивів.

Клініко-морфологічні особливості і структура захворюваності на дифузні астроцитарні пухлини в Харківському регіоні за період 2000-2015 роки
У Харківському регіоні за період 2000-2015 роки первинна захворюваність на гліобластому становила 22,3% від загальної первинної захворюваності на пухлини ЦНС та 26% відсотків від первинної захворюваності на ППЦНС. У 70,5% випадків гліобластоми рецидували протягом року після операції. У структурі рецидивів ППЦНС їх частка дорівнювала 58%. Гістоструктура первинної захворюваності на дифузні гліоми була такою: 11% – дифузні астроцитоми, 25% – анапластичні астроцитоми, 57% – гліобластоми, 1% – олігодендрогліоми, 5% – анапластичні олігодендрогліоми, 1% – олігоастроцитоми. Гістоструктура рецидивів дифузних гліом: 6% – дифузні астроцитоми, 23% – анапластичні астроцитоми, 64% – гліобластоми, 4% – анапластичні олігодендрогліоми, 3% –олігоастроцитоми. Комбіноване ураження кількох часток мозку одночасно спостерігалося в 33,5% випадків первинних дифузних гліом, на другому місці було ураження лобової частки (25%), а на третьому скроневої (22%). Кістозний компонент превалював у гліобластомах (43,69%) порівняно з іншими ДАП (33,47%) (χ2Пірсона = 6,703; p<0,01) та був обумовлений постнекротичним походженням кіст, про що свідчить превалювання більш високого індексу васкуляризації в пухлинах з кістозним компонентом (p<0,01).
Фенотипові особливості дифузних астроцитарних пухлин III-IV ступеня злоякісності та їх рецидивів
Молекулярно-генетичне дослідження додаткових мутацій у IDH1 виявило достовірний зв’язок між наявністю мутації IDH1105GGTSNP та анапластичними астроцитомами (F = 0,00755; p<0,05) і зв’язок цієї мутації з віддаленими рецидивами (U = 36,5; p точне = 0,043; p<0,05). Серед первинних ДАП 10% були IDH-mut та 90% – IDH-wild type. У випадках рецидивів 20% пухлин були IDH-mut та 80% IDH-wild type. Усі 100% досліджених пухлин демонстрували експресію GFAP (++/+++). Коекспресія GFAP та vimentin була виявлена лише у випадках гліосарком та гігантоклітинних гліобластом (23% первинних пухлин), а також у вогнищах післяпроменевого гліозу в рецидивах.

Особливості судинного компонента дифузних астроцитарних пухлин III-IV ступеня злоякісності та їх рецидивів
При порівнянні парних випадків у групі рецидивів кількість товстостінних судин була достовірно вищою (χ2Мак-Немара = 6,000; p = 0,015; р<0,05). Виявлено помірний зворотній кореляційний зв’язок між часом, що минув після первинної операції та індексом васкуляризації (rs = – 0,405). Індекс васкуляризації був нижчим у більш віддалених рецидивах.
Проліферативний потенціал та інвазивні властивості дифузних астроцитарних пухлин III-IV ступеня злоякісності та їх рецидивів
Під час аналізу парних випадків ІП був вищим у 100% випадків справжньої прогресії. Експресія EGFR (++/+++) превалювала в групі первинних пухлин, що дали рецидив протягом року, порівняно з аналогічною групою без рецидиву (U=70,5; р<0,05). Встановлено зв’язок між експресією EGFR (++/+++) та більш високим відсотком експресії MMP-9 (U = 7,5, p<0,01), а також зворотній зв’язок помірної сили між експресією EGFR (++/+++) та відсотком р53-позитивних клітин у первинних пухлинах (rs = – 0,62, p<0,01), на відміну від рецидивів, де такий зв’язок не було виявлено. Виявлено сильний кореляційний зв’язок між індексом васкуляризації та експресією MMP-9 в рецидивах (rs = 0,893; p<0,05) та помірний кореляційний зв’язок у первинних пухлинах (rs = 0,43; p<0,05).
Особливості інфільтрації імунними клітинами тканини пухлини

Аналіз імунного профілю дозволив виявити низку сприятливих та несприятливих чинників прогнозу: сприятливий прогноз мав імунний патерн  CD3 (neg/+)/CD4(++/+++)/CD8(++/+++) (F = 0,01869, р<0,05); несприятливий – експресія CD68 (++/+++) (F = 0,037; p<0,05) та солідна будова пухлини в поєднанні з імунним патерном СD3(++/+++)/CD8(neg/+) (F = 0,04981, р<0,05). Дослідження патоморфозу імунного профілю під час аналізу парних випадків виявило зростання кількості CD8-позитивних клітин у рецидивах (χ2Мак-Немара=5,625; р<0,05). Різниці в імунному профілі ранніх та пізніх рецидивів не виявлено.

Практичне значення отриманих результатів

Створена математична модель дозволить найбільш точно прогнозувати розвиток рецидиву протягом року після операції та стандартного курсу хіміо- та променевої терапії у пацієнтів з супратенторіальною гліобластомою wild type. Отримані імуногістохімічні дані відносно особливостей ангіогенезу, імунного профілю та експресії EGFR у перспективі дозволять підібрати пацієнтам індивідуалізовану таргетну терапію. Дані стосовно підтипів гліобластом та випадку псевдопрогресії будуть корисні як лікарям-патологоанатомам при діагностиці, так і лікарям-нейрохірургам та онкологам під час вибору схеми лікування.

Наукова новизна отриманих результатів

Уперше проведене комплексне дослідження дифузних астроцитарних пухлин Grade III-IV з вивченням їхніх епідеміологічних, клініко-морфологічних, імуногістохімічних та цитогенетичних ознак та встановленням значення цих ознак у формуванні агресивного потенціалу пухлин.

Епідеміологічний аналіз дозволив уточнити дані щодо захворюваності та місця дифузних астроцитарних пухлин у структурах як первинної пухлинної патології ЦНС, так і рецидивів у Харківському регіоні.

Доповнено дані щодо додаткових мутацій в гені IDH-1: встановлено зв’язок мутації IDH1105GGTSNP з анапластичними астроцитомами та віддаленими рецидивами пухлин у пацієнтів.

Отримано нові дані щодо молекулярно-біологічних особливостей рецидивів, виявлено критерії прогресії пухлин: збільшення експресії Ki-67 у групі ранніх рецидивів порівняно з первинними пухлинами, превалювання більш виразної експресії EGFR у групі первинних пухлин, що дали рецидив протягом року після операції порівняно з аналогічною групою без рецидивів. Визначено сильну коекспресію MMP-9 та індексу васкуляризації в рецидивуючих пухлинах, тимчасом як у первинних пухлинах спостерігалася коекспресія EGFR та p53, EGFR та MMP-9.

Визначено роль імунної системи в прогресуванні пухлин (достовірне збільшення CD8-позитивних клітин у групі рецидивів, достовірний зв’язок помірної та високої експересії CD68 у пухлинах з розвитком рецидивів протягом року), а також сприятливий імунний патерн пухлин (СD3(neg/+)/CD4(++/+++)/CD8(++/+++).
Уперше запропоновано математичну модель прогнозування рецидивів гліобластом протягом року після первинної операції, яка дозволяє з точністю 86,7% оцінити ризик розвитку рецидивів з урахуванням віку пацієнта, рівня експресії EGFR, CD68 та показників T-клітинної інфільтрації в тканині пухлини (СD3,CD4,CD8).

Ключові слова: гліобластома, анапластична астроцитома, рецидиви дифузних астроцитарних пухлин Grade III-IV, T-клітинна інфільтрація гліобластом, прогноз, діагностика, імуногістохімія, молекулярно-генетичне дослідження.
ABSTRACT

TM Chertenko Diagnostics and prognosis of astrocytic brain tumors (clinicomorphological and moleculo-biological features). – A manuscript copyright.

The thesis for a degree of Candidate of Medicine (PhD) in speciality 14.03.02 “Pathological anatomy”. – Kharkiv Medical Academy of Postgraduate Education, Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2018. – Kharkiv National Medical University, Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2018.

The aim of this study is the improvement of morphological diagnostics and optimization of prognostic criteria for diffuse astrocytic tumors on the basis of analysis of their clinical, morphological, immunohistochemical and molecular genetic characteristics. There are a number of clinical-morphological, immunohistochemical and molecular-genetic characteristics of diffuse astrocytic tumors and their recurrences in their own sections of the dissertation.
Clinical and morphological features and structure of the disease by diffuse astrocytic tumors in the Kharkiv region for the period of 2000-2015
Glioblastoma accounted 22,3% from all CNS tumor incidence rates and 26% from primary CNS tumor incidence rates. Glioblastoma has reccured within a year after surgery in 70,5%. The percentage of glioblastoma among recurrent primary CNS tumors was 58%. Diffuse gliomas were distributed by histology in this way: diffuse astrocytoma (11%), anaplastic astrocytoma (25%), glioblastoma (57%), oligodendroglioma (1%), anaplastic oligodendroglioma (4%) and oligoastrocytoma (1%). The recurrent diffuse gliomas were presented by diffuse astrocytomas (6%), anaplastic actrocytomas (23%), glioblastoma (64%), anaplastic oligodendroglioma (4%) and oligoastrocytoma (3%). Combined lesions of several lobes were observed simultaneously in 33.5% of cases of primary diffuse gliomas, the second most affected site was frontal lobe (25%), and the third – temporal lobe (22%). The cystic lesions were mostly seen in glioblastomas (43,69%) than in other diffuse astrocytic tumors (33,47%) (Chi-squared test = 6,703; p<0,01). They were caused by the post-necrotic nature of cysts, as evidenced by the prevalence of a higher vascularization index in tumors with cystic component (p<0,01).
Phenotypic features of diffuse astrocytic tumors Grade III-IV and their relapses
Moleculo-genetic test of additional mutations in IDH1 has shown the significant association between the mutation IDH1105GGTSNP and anaplastic astrocytoma phenotype (F = 0.00755, p<0,05), moreover it was found the association of this mutation with remote relapse (U = 36,5; p-exact = 0,043 p<0,05). 10% of primary diffuse astrocytic tumors had IDH-mutant phenotype and 90% were IDH-wild type. The recurrent cases were distributed so: IDH-mutant tumors (20%) and IDH-wild type tumors (80%). GFAP strong (+++) or moderate (++) expression was observed in 100% of cases. GFAP and vimentin coexpression was found in cases of gliosarcoma and giant cell glioblastoma (23% of primary tumors). This coexpression was also observed in foci of gliosis after radiotherapy.
The features of vascular component in diffuse astrocytic tumors Grade III-IV and their relapses

The number of thick-walled vessels was significantly higher in the ralapses than in their primary tumor-precursors (McNemar’s test = 6,000, p = 0,015; р<0,05). There was a moderate inverse correlation between the time that came after first surgery and vascularization index (rs = – 0,405). Vascularization index was lower in remote relapses.

Proliferative and invasive ability of diffuse astrocytic tumors Grade III-IV and their relapses

Index of proliferation was higher in 100% cases of true progression compared with primary lesions. EGFR expression (++/+++) was predominantly seen in the group of primary tumors with a progression within a year after surgery compared with the group of tumors without recurrence (U = 70,5; р<0,05). There was an association between EGFR expression (++/+++) and the higher percentage of MMP-9 positive cells in the tumors (U = 7,5, p<0,01). Moreover, it was found a moderate inverse correlation in primary tumors between EGFR expression (++/+++) and the percentage of p53-positive cells in the tumor (rs = – 0,62, p<0,01). The same correlation was not found in relapsed cases. There was a strong correlation between vascularization index and the level of MMP-9 expression in relapses (rs = 0,893; p<0,05) and a moderate correlation in primary tumors (rs = 0,43; p<0,05).

Immune cell infiltration of tumors and its main features

The study of immune profiles allowed to find the favorable prognostic factor such as CD3 (neg/+)/ CD4(++/+++)/CD8(++/+++) immune pattern of the tumor (F=0,01869; р<0,05). The unfavorable prognostic factors were CD68 expression (++/+++) (F=0,037; p<0,05) and the immune pattern СD3(++/+++)/CD8(neg/+) in tumors without cystic components (F=0,04981, р< 0,05). The analysis of tumor transformation in paired cases showed the elevation of number of CD8 lymphocytes in relapses (McNemar’s test=5,625; р< 0,05). There were any significant differences between immune profiles the early and the remote relapses.

The practical impact of our study
Our mathematical model allowed to predict the tumor progression within a year after surgery and the standard radiation and chemotherapy. This model suits predominantly for adult patients with supratentorial wild-type glioblastomas. The obtained immunohystochemical data regarding to angiogenesis, immune profile and EGFR expression may be useful in the future for the choise the optimal treatment strategy for patients with high grade astrocytic tumors. The data about glioblastoma subtypes and the case of pseudoprogression will be useful as for pathologists in process of diagnostics so for clinicians such as oncologists and neurosurgeons when they are choosing the appropriate treatment strategy.

Scientific novelty of the obtained results
It was first implemented the complex study of epidemiological, clinicomorphological, immunohystochemical and cytological features of diffuse astrocytic tumors Grade III-IV and the determination of their impacts to the aggressive capability of the tumors.

Epidemiological study allowed to clarify data about the incidence rates and the place of diffuse astrocytic tumors among the incidence rates of primary CNS tumors and among their ralapses in the Kharkiv region.

It was elaborated the data about additional mutations in IDH1: it was found an association between IDH1105GGTSNP mutation and anaplastic astrocytoma phenotype. This mutation was also associated with remoted relapses.

It was obtained the new data about molecule-biological features of relapses and criteria of tumor progression such as: the elevation of Ki-67 expression in early relapses compared with their primary tumors, the higher level of EGFR expression in the group of tumors with relapses within a year after surgery. It was found the strong corelation the number of MMP-9-positive cells and the vascularization index in relapses. The correlations between EGFR and p53, EGFR and MMP-9 were found in primary tumors.

It was studied the place of immune cell infiltration in tumor progression (the significant evaluation of CD8-positive cell infiltration in relapses, the association of CD68(++/+++) infiltration with relapses within a year after first surgery). The favorable immune pattern was СD3(neg/+)/CD4(++/+++)/CD8(++/+++).

It was first recommended the mathematical model of the prediction of glioblastoma progression within a year after first surgery. This model helps to predict the relapse with the accuracy of 86,7% using such criteria as age, EGFR expression, CD68 and T cell infiltration (CD3, CD4, CD8) in tumor.

Keywords: glioblastoma, anaplastic astrocytoma, relapses of diffuse astrocytic tumors Grade III-IV, T-cell infiltration, prognosis, diagnosis, immunohistochemistry, moleculo-genetic test.
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ВСТУП

Пухлини ЦНС, незважаючи на свою відносно невелику поширеність у популяції, за своєю поведінкою відрізняються від пухлин інших локалізацій. Навіть гістологічно доброякісні пухлини можуть стати причиною інвалідизації та смерті. Хоча тактика лікування пухлин ЦНС та прогноз багато в чому залежать від гістотипу пухлини [1,2,3,4]. У цілому, на території України відмічається поступове зростання рівня захворюваності на злоякісні пухлини головного мозку (стандартизований показник захворюваності в 2000 та 2015 роках – 4,6 та 5,0 відповідно) [5]. Дифузні астроцитарні пухлини є одними з найпоширеніших пухлин головного мозку [1,3,6,7]. До групи цих пухлин належить також одна з найбільш злоякісних пухлин – гліобластома. За даними Всесвітньої організації охорони здоров’я (ВООЗ), частка гліобластом становить 12-15% від усіх внутрішньочерепних неоплазм [1,6]. Харківська область належить до тих областей України, в яких захворюваність на злоякісні пухлини головного мозку та смертність від них вища, ніж середні показники по країні за 2000-2015 роки (5,21 ±0,57 та 3,72±0,58 захворюваність і смертність у Харківській області; в Україні 4,89 ±0,32 та 3,64±0,13 відповідно) [5].
Згідно із сучасною класифікацією пухлин ЦНС 2016 року обов’язковим є виявлення специфічних мутацій у гені ізоцитратдегідрогенази (IDH) [1], що в повсякденній практиці лікарів-патологоанатомів в Україні досі не виконується.
Безумовно важливим для розуміння процесів проліферації, агресивності пухлинного росту, інвазії та ангіогенезу є ретельне вивчення експресії таких імуногістохімічних маркерів, як Ki-67, EGFR, p53, MMP-9 та VEGF [6,8,9]. Однак для визначення прогностичного значення цих маркерів важливим є вивчення гістологічно однорідних груп пухлин з різними прогнозами перебігу пухлинного процесу, що мало вивчено в таких групах пухлин, як гліобластома. Це пов’язано передусім з переважно короткою тривалістю життя пацієнтів з гліобластомами та низкою труднощів, що спричинені складнощами в доборі пацієнтів для груп та спостереженням за ними.
Вивчення парних випадків (уперше виявлена пухлина та її рецидив) дифузних астроцитарних пухлин III-IV ступеня злоякісності дуже актуальне, бо дозволяє повніше зрозуміти пухлинний патоморфоз, оцінити якість проведеної терапії та розробити нові ефективні методи лікування. На превеликий жаль, у світовій практиці існують лише поодинокі дослідження парних випадків гліобластом з використанням вкрай обмеженого набору маркерів [10,11,12,13]. Комплексний підхід до вивчення цієї проблеми все ще відсутній, як не існує й достатньої кількості досліджень скерованих на вивчення рецидивів гліобластом.
Найбільш актуальними питаннями у вивченні біології гліобластом та в розробленні сучасних методів їх лікування є дослідження, скеровані на оцінку мікрооточення, а саме: імуноклітинної інфільтрації пухлин, що пояснюється тим фактом, що імунотерапевтичний підхід показав свою ефективність у лікуванні цілої низки пухлинних захворювань інших органів та систем [14]. Деякі дослідження було присвячено прогностичному значенню інфільтрації дифузних гліом CD-68 позитивними клітинами [15,16], а також є роботи, що описують інфільтрацію пухлин Т-лімфоцитами [17,18,19], однак результати цих досліджень є суперечливими і все ще потребують додаткового комплексного вивчення імунного профілю пухлин.
Наявність великої кількості мутацій у дифузних астроцитарних пухлинах III-IV ступеня злоякісності, їх агресивність та поганий прогноз роблять вивчення молекулярно-біологічних властивостей цих пухлин з виділенням оптимальних критеріїв прогнозування актуальним, а імуногістохімічний та молекулярно-генетичний методи дозволяють не тільки найбільш повно вивчити ці пухлини, оцінити їх патоморфоз, відповідь на лікування, але й допомагають в розробленні та підборі специфічної таргетної терапії для пацієнтів.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами
Дана дисертаційна робота є частиною науково-дослідної роботи кафедри патологічної анатомії Харківської медичної академії післядипломної освіти «Патогістологічна та імуногістохімічна діагностика і прогноз злоякісних пухлин різної локалізаціїї з урахуванням їх біологічних властивостей та клінічного перебігу» (№ держреєстрації 0117U000594), у якій дисертант є безпосереднім виконавцем досліджень, присвячених вивченню дифузних астроцитарних пухлин головного мозку. Автором особисто проведено вивчення медичних карток стаціонарного хворого мешканців Харківського регіону, прооперованих з приводу пухлини ЦНС у нейрохірургічних відділеннях м. Харкова за період 2000-2015 роки. Також автором було дібрано матеріал для дослідження дифузних астроцитрних пухлин III-IV ступеня злоякісності, проведено патоморфологічне, імуногістохімічне дослідження та виконано статистичну обробку отриманих даних. Тему дисертаційної роботи затверджено Вченою радою Харківської медичної академії післядипломної освіти (протокол № 1 від 19.02.2016).
Метою дослідження були вдосконалення морфологічної діагностики та оптимізація прогностичних критеріїв дифузних астроцитарних пухлин на підставі аналізу їх клінічних, морфологічних, імуногістохімічних та молекулярно-генетичних характеристик.
Задля досягнення визначеної мети було сформульовано такі завдання дослідження:
1. Визначити місце дифузних астроцитарних пухлин (дифузної астроцитоми, анапластичної астроцитоми та гліобластоми) у структурі пухлинної патології ЦНС у Харківському регіоні за період 2000-2015 роки, виявити їхні головні клініко-морфологічні особливості та оцінити прогностичне значення.

2. Вивчити особливості фенотипу дифузних астроцитарних пухлин Grade III-IV з використанням панелі імуногістохімічних маркерів: GFAP, vimentin, Anti-IDH1R132H, NSE; а також молекулярно-генетичного дослідження на додаткові мутації в гені IDH-1(IDH1105GGTSNP, IDH1R132C). Виявити вірогідне діагностичне та прогностичне значення цих факторів.

3. Проаналізувати особливості васкуляризації (CD34) та неоангіогенезу (VEGF) у первинних дифузних астроцитарних пухлинах Grade III-IV та їх рецидивах. Оцінити діагностичне та прогностичне значення виявлених особливостей.

4. Вивчити показники проліферативної активності (Ki-67), порушень регуляції клітинного циклу (EGFR), апоптозу (p53), інвазивного потенціалу (MMP-9), експресії маркера рецепторів прогестерону, неоангіогенезу (VEGF) та виявити їх значення у формувані агресивного потенціалу пухлини.

5. Проаналізувати особливості імунного профілю дифузних астроцитарних пухлин Grade III-IV шляхом вивчення експресії маркерів CD3,CD4,CD8 та СD68. Виявити вірогідне діагностичне та прогностичне значення цих показників.

6. Визначити основні діагностичні та прогностичні клініко-морфологічні, імуногістохімічні, цитогенетичні показники дифузних астроцитарних пухлин Grade III-IV та розробити математичну модель прогнозування ризику розвитку рецидиву.
Об’єкт дослідження: дифузні астроцитарні пухлини головного мозку та їх рецидиви.

Предмет дослідження: клінічні, морфологічні, молекулярно-біологічні та молекулярно-генетичні властивості дифузних астроцитарних пухлин головного мозку.

Методи дослідження: клінічний (за даними медичних карт стаціонарного хворого), гістологічний, імуногістохімічний та цитогенетичний методи – для вивчення біологічних властивостей пухлин; статистичний метод – для аналізу отриманих результатів.

Наукова новизна отриманих результатів.

Уперше проведено комплексне дослідження дифузних астроцитарних пухлин Grade III-IV з вивченням їхніх епідеміологічних, клініко-морфологічних, імуногістохімічних та цитогенетичних характеристик та встановленням значення цих ознак у формуванні агресивного потенціалу пухлин.

Уточнено дані щодо захворюваності та місця дифузних астроцитарних пухлин у структурі як первинної пухлинної патології ЦНС, так і в структурі рецидивів у Харківському регіоні.

Доповнено дані щодо додаткових мутацій у гені IDH-1: встановлено зв’язок мутації IDH1105GGTSNP з анапластичними астроцитомами та віддаленими рецидивами пухлин у пацієнтів.

Отримано нові дані щодо молекулярно-біологічних особливостей рецидивів, виявлено критерії прогресування пухлин: збільшення експресії Ki-67 у групі ранніх рецидивів порівняно з первинними пухлинами, превалювання більш виразної експресії EGFR у групі первинних пухлин, що дали рецидив протягом року після операції порівняно з аналогічною групою без рецидивів. Виявлено сильну коекспресію MMP-9 та індексу васкуляризації в рецидивуючих пухлинах, тимчасом як у первинних пухлинах спостерігалася коекспресія EGFR та p53, EGFR та MMP-9.

Визначено роль імунної системи в прогресуванні пухлин (достовірне збільшення CD8-позитивних клітин у групі рецидивів, достовірний зв’язок помірної та високої експересії CD68 в пухлинах з розвитком рецидивів протягом року). Визначено сприятливий імунний патерн пухлин (СD3(neg/+)/CD4(++/+++)/CD8(++/+++).

Уперше запропоновано математичну модель прогнозування рецидивів гліобластом протягом року після первинної операції, яка дозволяє з точністю 86,7% оцінити ризик розвитку рецидивів з урахуванням віку пацієнта, рівня експресії EGFR, CD68 та показників T-клітинної інфільтрації в тканині пухлини (СD3,CD4,CD8).

Практичне значення отриманих результатів.

Розроблена математична модель дозволяє найбільш точно прогнозувати розвиток рецидиву протягом року після операції та стандартного курсу хіміо- та променевої терапії у пацієнтів із супратенторіальною гліобластомою wild type. Отримані імуногістохімічні дані щодо особливостей ангіогенезу, імунного профілю та експресії EGFR у перспективі дозволять підібрати пацієнтам індивідуалізовану таргетну терапію. Дані стосовно підтипів гліобластом та випадків псевдопрогресування будуть корисними як для лікарів-патологоанатомів при діагностиці, так і для лікарів-нейрохірургів та онкологів під час вибору схеми лікування.

Результати дисертаційного дослідження впроваджено в практичну роботу патологоанатомічного відділення Національного інституту раку; Вінницького патологоанатомічного бюро; патологоанатомічного відділення КНП «Обласна клінічна лікарня» ХОР; патологоанатомічного відділення інституту медичної радіології ім. С. П. Григор’єва, а також у навчальний процес кафедри патологічної анатомії № 2 Національного медичного університету імені О. О. Богомольця; кафедри патологічної анатомії, судової медицини та права Вінницького національного медичного університету ім. М. І. Пирогова; кафедри патоморфології та судової медицини Івано-Франківського національного медичного університету; кафедри патологічної анатомії Харківського національного університету ім. В. Н.  Каразіна; кафедри патологічної анатомії Харківського національного медичного університету.
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РОЗДІЛ 1
ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1. Епідеміологія

Згідно з даними ВООЗ, за 2013 рік ППЦНС становлять менше 2% від усієї пухлинної захворюваності людини. Щорічно реєструється близько 256000 нових випадків ППЦНС у світі [20]. В Україні за 2015 рік зареєстровано 4,1 випадки злоякісних новоутворень головного мозку на 100000 населення. У Харківському регіоні – 4,2 випадки на 100000 населення [5].
За віковою структурою ППЦНС мають 2 піки: у дитячому віці та у віці 45-70 років [20]. В Україні у віковій групі 1-17 років злоякісні новоутворення головного мозку посідають друге місце серед усієї пухлинної патології. А у віковій категорії 18-29 років – третє місце серед злоякісних новоутворень у чоловічого населення [5].
Ураховуючи те, що нова класифікація пухлин ЦНС була прийнята в 2016 році, достовірних статистичних даних щодо поширеності дифузних астроцитарних пухлин серед ППЦНС поки що не існує. Однак гліобластома є однією з найбільш поширених та злоякісних пухлин ЦНС [1,6,7,20]. Згідно з даними канцер-реєстру Сполучених Штатів Америки (CBTRUS) за 2009-2014 роки, гліобластома становила 14,9% від усіх ППЦНС з урахуванням лімфом, та 46,6% серед злоякісних пухлин головного мозку [7]. Серед усіх гліом частка гліобластоми дорівнювала 56,1% [7], а серед астроцитарних пухлин на гліобластому припадало 60-75% випадків [7]. Астроцитарні пухлини (включно з гліобластомами) становлять 75,5% усіх гліом [7].
Кількість випадків уперше виявлених гліобластом у США становить 3,2 на 100000 населення. На дифузну астроцитому припадає 0,51 випадок на 100000 населення [7]. При цьому в розвинутих країнах відмічається невелике зростання первинної захворюваності ППЦНС, що частково може бути пов’язано з покращенням методів діагностики даної патології [20].
Згідно з даними ВООЗ за 2012 рік п’ятирічна виживаність спостерігалася в більш ніж 60% випадків дифузних астроцитом (Grade II), приблизно в 10% вторинних гліобластом та менш ніж у 3% первинних гліобластом. При цьому важливо зазначити, що первинні гліобластоми (IDH,wt) становлять 90% усіх гліобластом [20].
В Україні смертність від злоякісних новоутворень головного мозку за 2015 рік дорівнювала 2,8 випадка на 100000 населення. При цьому 49,9% пацієнтів з числа людей з уперше встановленими злоякісними пухлинами головного мозку прожили менше ніж 1 рік. Порівняно з 2014 роком кількість злоякісних новоутворень головного мозку в Україні зросла на 0,8% [5].
В українському канцер-реєстрі ведеться реєстрація пухлин ЦНС за гістотипами. Дана інформація не знаходиться у відкритому доступі, і її можна отримати, тільки зробивши офіційний запит у канцер-реєстр. Автором цієї роботи було зроблено відповідний запит у регіональний канцер-реєстр, але важливим буде зазначити, що реєстрація за гістотипом у канцер-реєстрі не є досконалою. Так, наприклад, досить велика кількість доброякісних пухлин, таких як менінгіоми та шваноми не потрапляють до реєстру. За період з 2000 по 2015 роки, згідно з даними Харківського регіонального канцер-реєстру, було зареєстровано всього 2 шваноми [21], що явно не відповідає дійсності. Тому при дослідженні даних лише канцер-реєстру складно отримати справжнє уявлення про місце тієї чи іншої пухлини в структурі первинної захворюваності на пухлини ЦНС. Так, хоча безперечним є той факт, що в структурі злоякісних новоутворень ЦНС гліобластоми посідають перше місце, слід зазначити, що під час аналізу всієї пухлинної захворюваності на ППЦНС, вони поступаються за поширеністю менінгіомам [6,7]. Це підтверджується проведеним автором аналізом медичних карток стаціонарного хворого, однак не знаходить відображення в регіональному канцер-реєстрі з огляду на зазначені вище причини [21].
Харківська область є однією з тих областей України, де захворюваність на злоякісні пухлини та смертність від них вища, ніж середні показники по країні. За період 2000-2015 роки стандартизований показник захворюваності був трохи нижчим, ніж аналогічний показник у країні лише в 2000, 2001, 2004, 2008 та 2013 роках. При цьому не можна пояснити високі показники лише тим, що Харківська область – одна з найбільш густонаселених областей України. Так, у Дніпропетровській області за період з 2000 по 2015 роки стандартизований показник захворюваності був вищим за аналогічний по країні лише в 2012 році [5].
Усе вищезазначене робить вкрай актуальним вивчення епідеміології дифузних астроцитарних пухлин саме в Харківському регіоні.

1.2. Клінічна картина та діагностика

Клінічна картина дифузних астроцитарних пухлин залежить від їх локалізації та швидкості зростання. Для дифузних астроцитом (Grade II), анапластичних астроцитом (Grade III) частіше характерними є ізольовані ураження лобової або скроневої частки. Гліобластома у дорослих переважно розташовується у великих півкулях головного мозку, субкортикально. Типовим для гліобластом є розташування в межах більше ніж однієї частки, а саме комбіноване ураження лобової та скроневої частки одночасно. При ізольованому ураженні на першому місці знаходиться ураження скроневої частки (31%), на другому – тім’яної (24%), на третьому – лобової (23%) [6]. Для гліобластом IDH-mutant ураження лобових часток є найбільш поширеним [1]. Ураження стовбуру мозку у дорослих з дифузною астроцитомою, анапластичною астроцитомою та гліобластомою є вкрай рідкісним [6,7]. Ця локалізація більш притаманна дітям і в новій класифікації пухлин ЦНС 2016 року виділена в окремий вид дифузних гліом – серединна дифузна гліома H3K27M-mutant [1,22]. Для гліобластом також є характерним проростання мозолистого тіла та поширення на протилежну півкулю головного мозку.
Для повільно зростаючих дифузних астроцитом (Grade II) є характерною вогнищева неврологічна симптоматика: порушення мовлення, зору, парестезії та анестезії, парези та паралічі. При ураженні лобової частки можуть спостерігатися зміни в поведінці (агресивність, емоційна лабільність). Доволі поширеним симптомом є судоми.
Характерним для дифузних астроцитом є поступове повільне зростання неврологічної симптоматики, хоча можливий і миттєвий швидкий початок захворювання [6].

Для анапластичної астроцитоми (Grade III) неврологічні симптоми не відрізняються від симптомів при дифузній астроцитомі, але вони більш інтенсивні. Також з’являється гіпертензійний синдром, пов’язаний з підвищенням внутрішньочерепного тиску [6].

При гліобластомі перебіг захворювання є досить швидким (найчастіше менш ніж 3 місяці) [6,20], за винятком вторинних гліобластом, у яких пухлина розвивається з дифузної астроцитоми чи анапластичної астроцитоми. У їхній клінічній картині превалює загальномозкова симптоматика: головний біль, нудота, блювання, набряк соска зорового нерва. У третини пацієнтів спостерігаються епілептичні напади [6]. 
Первинна діагностика пухлин виконується методами нейровізуалізації: комп’ютерна томографія (КТ) та магнітно-резонансна томографія (МРТ).

На КТ-сканах дифузна астроцитома зазвичай представлена нечіткими, гомогенними масами низької щільності без контрастного посилення. МРТ-дослідження часто демонструють гіпоехогенність на T1-зваженому зображенні та гіперехогенність на T2-зваженому зображенні, зі збільшенням зони залученої в пухлинний процес.
Дифузні астроцитарні пухлини III та IV ступеня злоякісності на МРТ- та КТ-сканах мають вигляд контрастних мас у білій речовині головного мозку, оточених набряком [6,23,24].
Найсучаснішими критеріями оцінювання ефективності проведеної хіміо- та променевої терапії у пацієнтів з дифузними астроцитарними пухлинами та гліобластомами є зокрема критерії RANO[25]. Під час МРТ-діагностики лікар оцінює 2 типи уражень: ті, що можна віміряти, і ті, що виміряти неможливо (менші за 12х8мм, візуалізуються лише в T2/FLAIR режимі, украй погано визначаються та нечіткі). До вимірюваних уражень належать ураження з мінімальним розміром 10х10мм, що добре контрастуються. Кісти, порожнини та некрози виключаються з вимірювання пухлини. Для оцінювання вибирають до 5 зон ураження, при цьому перевагу віддають найбільшому вогнищу, яке б підходило для повторного оцінювання. Хіміо- та променева терапія визнається повністю ефективною, коли всі оцінювані зони ураження зникають, частково ефективною – коли сума добутку максимальних діаметрів уражень зменшилася більше ніж на 50%. Стабілізацією захворювання вважається зменшення суми добутку максимальних діаметрів менш ніж на 50% або збільшення їх до 25%. Рецидивом вважається збільшення  суми добутку максимальних діаметрів уражень більш ніж на 25%. При цьому найбільш уважно слід ставитися до диференційної діагностики випадків справжнього прогресування пухлини та псевдопрогресування. Так, збільшення розміру існуючих уражень або навіть виникнення нових протягом 12 тижнів після завершення променевої терапії дуже часто може бути проявом післяпроменевих ефектів, а не справжнім прогресуванням. Оцінювання дифузнозважених зображень та оцінювання МРТ у динаміці може допомогти уникнути хибної діагностики рецидивів [25]. Хоча, за даними деяких авторів, збіг діагнозу псевдопрогресування на МРТ та під час гістологічного дослідження спостерігається лише в 32% випадків [26]. Точна диференційна діагностика псевдопрогресування від справжнього рецидиву є принциповою для правильної тактики подальшого лікування пацієнтів [27].
Незважаючи на важливість МРТ та КТ у діагностиці пухлин ЦНС, треба зазначити, що така діагностика є допоміжним методом дослідження й не може достовірно визначити злоякісність астроцитарних пухлин, а відповідно й допомогти розробити довгострокову стратегію лікування. Гістологічний тип пухлини і ступінь злоякісності можливо достовірно визначити лише за допомогою біопсії [1,6,25].
1.3. Сучасна класифікація дифузних гліом

Згідно з класифікацією пухлин ЦНС 2016 року, виокремлюють такі типи дифузних гліом з урахуванням їхніх молекулярно-біологічних особливостей (таблиця 1 [1]).
Таблиця 1 [1]

Сучасна класифікація пухлин ЦНС. Дифузні астроцитарні та олігодендрогліальні пухлини
	Назва
	Ступінь злоякісності
	Код

	Дифузна астроцитома,  IDH-mutant
	II
	9400/3

	Тучноклітинна астроцитома, IDH-mutant
	II
	9411/3

	Дифузна астроцитома, IDH-wild type
	II
	9400/3

	Дифузна астроцитома, NOS
	II
	9400/3

	Анапластична астроцитома, IDH-mutant
	III
	9401/3

	Анапластична астроцитома, IDH-wild type
	III
	9401/3

	Анапластична астроцитома, NOS
	III
	9401/3

	Гліобластома, IDH-wild type
	IV
	9440/3

	Гігантоклітинна гліобластома
	IV
	9441/3

	Гліосаркома
	IV
	9442/3

	Епітеліоїдна гліобластома
	IV
	9440/3

	Гліобластома, IDH-mutant
	IV
	9445/3

	Гліобластома, NOS
	IV
	9440/3

	Дифузна серединна гліома, H3K27M-mutant
	IV
	9385/3

	Олігодендрогліома, IDH-mutant та 1p/19q-codeleted
	II
	9450/3

	Олігодендрогліома, NOS
	II
	9450/3

	Анапластична олігодендрогліома, IDH-mutant та 1p/19q-codeleted
	III
	9451/3

	Анапластична олігодендрогліома, NOS
	III
	9451/3

	Олігоастроцитома, NOS
	II
	9382/3

	Анапластична олігоастроцитома, NOS
	III
	9382/3


Порівняно з класифікацією пухлин ЦНС 2007 року (ВООЗ) в новій класифікації повністю змінене древо астроцитарних пухлин. Зараз астроцитарні пухлини з дифузним інфільтруючим ростом об’єднані в одну групу дифузних гліом з олігодендрогліомами. Це об’єднання ґрунтується не тільки на особливостях зросту дифузних гліом, але й на їхніх молекулярно-генетичних характеристиках, а саме, мутаціях у генах IDH1 та IDH2.

З прогностичної точки зору всі дифузні гліоми будуть мати схожу клініку та перебіг. З точки зору пацієнта – нова класифікація дозволить застосовувати більш ефективний таргетний підхід у лікуванні генетично однорідних груп пухлин.

Окрім усього вищезазначеного, у класифікації 2016 року є ще низка важливих змін, а саме [1]:

1. Додано новий тип гліоми, що є більш характерним для дітей: дифузна серединна гліома H3K27M-mutant;

2. Виділено окремий варіант дифузних астроцитом – тучноклітинна астроцитома;
3. Виділено в окремий вид гліобластому, епітеліоїдну гліобластому;

4. Вилучено з класифікації 2 варіанти дифузних астроцитом: фібрилярну та протоплазматичну;

5. Вилучено термін «гліоматоз мозку».

1.4. Морфологічна характеристика дифузних астроцитарних пухлин

Незважаючи на значні зміни в класифікації пухлин ЦНС на молекулярно-генетичному рівні рутинне патоморфологічне дослідження залишається головним та найдоступнішим методом діагностики. Воно складається з макроскопії та мікроскопії пухлини.
Докладні характеристики різних видів дифузних астроцитарних пухлин зазначено нижче.

1.4.1. Дифузна астроцитома (ДА)

Макроскопічно пухлина має вигляд слабко окресленого вузла, що мало відрізняється за кольором від білої речовини мозку [28]. Пухлина спотворює прилеглі анатомічні структури, але не руйнує їх. Пухлина може бути представлена великими й малими кістозними компонентами, зонами зернистості, більш щільними або, навпаки, більш розм’якшеними ділянками. Кістозні зміни частіше за все виникають як вогнищеві губчасті ділянки, з великою кількістю кіст різного розміру. Мікрокісти заповнені желатиноподібним секретом. Однак є можливою наявність лише великих кіст з прозорим рідким вмістом [6].
Гістологічно ДА складаються з добре диференційованих фібрилярних або тучноклітинних астроцитів, які розташовані на тлі пухкого, мікрокістозного матриксу. Порівняно з нормальною тканиною мозку клітинність у ДА різко підвищена, подекуди з атипією ядер. Мітотична активність відсутня. Наявність некрозів або мікросудинної проліферації несумісна з діагнозом ДА [6]. Щільність розташування клітин у пухлині коливається від низької до помірної. Ядерна атипія (збільшення ядер, витягнута сигароподібна форма, гіперхромність) є головною прикметною ознакою, що дозволяє відрізнити клітини пухлини від нормальних або реактивно змінених астроцитів. Мітози поодинокі або відсутні. Пухкий фібрилярний матрикс, що сформований відростками клітин, можна спостерігати переважно на всіх ділянках пухлини. Характерною ознакою є наявність мікрокіст, що містять муцинозну рідину [29,30].
1.4.2. Тучноклітинна астроцитома (гемістоцитарна астроцитома)
Тучноклітинні астроцитоми зазвичай містять великі одиничні, гладкостінні кісти. Можливе також виявлення кальцифікатів у пухлині, а також більш виразної зони зернистості [1,6].
Діагноз тучноклітинної астроцитоми правомірно встановлювати за наявності в пухлині більше ніж 20-35% гемістоцитів від загального клітинного складу пухлини [6]. Гемістоцити являють собою великі клітини кутастої форми з еозинофільною цитоплазмою й товстими, хаотично орієнтованими відростками, котрі формують грубу фібрилярну мережу. Ця ознака дозволяє відрізнити гемістоцити від мікрогемістоцитів в олігодендрогліомах [6].
1.4.3. Анапластична астроцитома
Макроскопічно пухлина має тенденцію до інфільтрації прилеглих тканин без явного їх руйнування. Це часто спричинює помітне збільшення прилеглих до пухлини структур, таких як звивини та базальні ганглії. Великі кісти нетипові, однак часто зустрічаються ділянки зернистості, тьмяні ділянки, ділянки розм’якшення. За зовнішнім виглядом хірургам може бути доволі складно відрізнити анапластичну астроцитому від дифузної. Однак більш помітна клітинність анапластичної астроцитоми призводить до того, що пухлинні маси більше виділяються на тлі здорової тканини, аніж це буває при дифузній астроцитомі [5,31].
Мікроскопічно пухлина характеризується більш щільним розташуванням пухлинних елементів, поліморфізмом, який виражається у варіативності розміру та форми клітин, появі мітозів. За наявності виразної клітинної атипії анапластична астроцитома водночас зберігає деякою мірою риси, притаманні дифузним астроцитомам [6]. Своєрідні зміни судин пухлини, які проявляються в проліферації ендотелію пухкістю адвентиції, появою периваскулярних інфільтратів, що складаються з круглоклітинних елементів. Подекуди судини набувають вигляду клубків (гломерулоїдний вигляд) [28]. Деякі автори відносять наявність гломерулоїдного типу мікросудин до несприятливих чинників прогнозу [32].
1.4.4. Гліобластома

Незважаючи на короткий період клінічних проявів у багатьох випадках гліобластома під час макроскопічної візуалізації має доволі великий розмір та може займати більше, ніж одну частку [1,6]. Поширюючись провідними шляхами з однієї півкулі в іншу, новоутворення дуже часто може мати вигляд двобічного ураження мозолистого тіла (вигляд «метелика»). У деяких випадках ГБ, досягає поверхні мозку і, поширюючись уздовж звивин, може бути добре окресленою, тимчасом як у глибині межа між пухлиною та тканиною мозку буде нечіткою. Для пухлини типовою є наявність великої кількості тонкостінних судин з виразною проліферацією ендотелію [6,31,32]. Макроскопічно пухлина може бути розпізнана за своєрідним строкатим виглядом, що зумовлений наявністю вторинних змін у пухлині (некрози, крововиливи тощо). У зв’язку з морфологічними особливостями й токсичним впливом розпаду пухлини, клінічний перебіг гліобластоми часто відрізняється від звичайного при пухлинах і нагадує судинні або запальні захворювання головного мозку [28]. Центральні некрози зустрічаються у 80% випадків. При поверхневому розташуванні пухлини, якщо вона знаходиться в щільному контакті з оболонками під час КТ (МРТ) дослідженні гліобластома може бути ідентифікована як метастаз раку або менінгіома [6].
Головними гістологічними ознаками ГБ є ядерна атипія, клітинний поліморфізм, висока мітотична активність, тромбози судин, мікроваскулярна проліферація, «палісадні» некрози (змієподібні ділянки некрозу, що оточені ділянками масивного скупчення пухлинних клітин) [33]. Клітинний поліморфізм включає утворення таких видів клітин: маленькі, недиференційовані, ліпідизовані, зернисті або гігантські. Крім того, існують ділянки, на яких біполярні та веретеноподібні клітини формують переважно пучки, що перетинаються або пакетоподібні скупчення [1,6].
1.4.5. Гігантоклітинна гліобластома

Гігантоклітинна гліобластома – гістологічний варіант гліобластоми з превалюванням атипових, гігантських клітин серед нещільної ретикулярної мережі. Частка цього типу пухлин сягає 5% від загальної кількості гліобластом [34]. Цей тип гліобластом складається з численних багатоядерних гігантських клітин. Некрози переважно великі, за географічним типом або рідше «псевдопалісадні» [1,6].
1.4.6. Гліосаркома
Гліосаркома – варіант гліобластоми, що характеризується двійчастим походженням тканинної організації: одночасна присутність гліальних та мезенхімальних пухлинних клітин [6]. Саркоматозна складова в даному типі пухлин виникає під час злоякісної трансформації судинних елементів [35]. Через високу частку сполучної тканини в пухлині, макроскопічно гліосаркома має вигляд щільної маси, добре обмеженої від оточуючих тканин мозку, що може спричинити помилкове визначення пухлини як метастазу або у випадках прилягання до мозкових оболонок – менінгіоми [6,28].
1.4.7. Епітеліоїдна гліобластома
Мікроскопічно для епітеліоїдної гліобластоми типовою є наявність великої кількості епітеліоїдних клітин зі слабко-еозинофільною цитоплазмою, везикулярним хроматином та помітними ядерцями. Часто ці клітини можуть бути помилково розцінені як клітини меланоми. Також можливою є наявність рабдоїдних клітин [1,6].
1.5. Патогенетичні особливості дифузних астроцитарних пухлин
Процеси проліферації, ангіогенезу, імуносупресії, міграції пухлинних клітин та їх здатність до інвазії тісно пов’язані  між собою та мають частково спільні механізми регуляції [6,8,36,37].
1.5.1. Особливості проліферації

Найбільший інтерес в розумінні механізмів проліферації гліальних пухлин становить вивчення сімейства рецепторів тиразинкінази (RTKs), до яких належать рецептор епідермального фактору росту (EGFR), рецептор тромбоцитарного фактору росту (PGFR) та судинний ендотеліальний фактор росту (VEGF). Активація цих рецепторів (переважно перших двох) запускає каскад реакцій, які можуть йти двома шляхами: Ras/MAPK/ERK та Ras/PI3K/AKT [36,37]. Ras/PI3K сигнальний шлях виявляється у 86-90% гліобластом [38,39]. Одночасна активація Ras та AKT спричиняла розвиток гліобластом у мишей в експериментах [40].
Ключовим рецептором, що впливає на пухлинну прогресію, є EGFR. Ампліфікація й мутація EGFR виявляється в 45-57% гліобластом [38,39]. EGFR стимулює пухлинну проліферацію шляхом дії на PI3K [41,42]. У гліобластомах найчастіше спостерігаються мутації третього варіанту EGFR (EGFRvIII). Низка авторів відмічає кращу виживаність у пацієнтів з експресією EGFRvIII [43,44], що вірогідно може бути пояснено тим, що на цей антиген формується більш активна імунна відповідь [37].
Другою за значущістю мутацією RTK є ампліфікація PGFRa, яка зустрічається в 10-13% гліом [38,39]. PGFR бере участь у розвитку нормальних тканин, і порушення його роботи призводять до стимуляції онтогенезу. Характерним для гліобластом є наявність PGFR-аутокринної петлі, яка відсутня в нормальних тканинах мозку [45,46].
Повертаючись до головних сигнальних шляхів, активація яких спричинює проліферацію, слід зазначити, що AKT-сигнальний шлях відіграє провідну роль у трансформації анапластичної астроцитоми у гліобластому [47]. Вірогідно, це спричинено активацією синтезу Bcl-2. Bcl-2 відіграє важливу роль у пригніченні апоптозу та захисті нормальних і пухлинних клітин від токсичного впливу [48]. Надекспресія Bcl-2 призводить до безсмертя пухлинних клітин та їх стійкості до антипухлинної терапії [49]. Клітинний механізм дії Bcl-2 ще не остаточно вивчений [48,49].
Відмічено, що пухлини з високою експресією AKT ростуть швидше, а пригнічення PI3K/AKT призводить до пригнічення пухлинного зростання в гліобластомах. В експерименті здатність до пригнічення активності PI3K/AKT шляху мали високі дози прогестерону. Низькі ж дози прогестерону, навпаки, стимулювали проліферацію шляхом впливу на рецептори прогестерону [50]. У гліальних пухлинах іноді відмічається експресія прогестерону в цитоплазмі та ядрах пухлинних клітин, а також ендотелію судин. Частіше за все експресія прогестерону зростає паралельно з підвищенням ступеня злоякісності [51]. Рецептор прогестерону (RP) може підвищувати експресію EGFR та VEGF в клітинах пухлини. Це зумовлено Ser345-фосфорилюванням RP-ß який пов’язаний з Sp-1 транскрипційним чинником, який регулює EGFR-експресію [52].
1.5.2. Особливості ангіогенезу

Важливим для розуміння патогенезу та біології дифузних астроцитарних пухлин є вивчення ангіогенезу. Так, однією з виразних ознак перетворення дифузної астроцитоми на гліобластому є наявність патологічного ангіогенезу у вигляді «гломерулоїдної» гіперплазії чи комплексної гіперплазії ендотелію мікросудинного русла пухлини [53]. Такий патологічний ангіогенез пов’язаний насамперед з гетерогенною регуляцією підвищення експресії VEGF у пухлинних клітинах та стимуляцією VEGF-рецепторів ендотелію мікросудинного русла. Ступінь виразності «гломерулоїдної» гіперплазії пов’язаний з експресією гіпоксія-залежного транскрипційного чинника (HIF-1a) та VEGF. А це, своєю чергою, може бути пов’язано з клінічним виходом гліобластом [8]. Підвищений синтез VEGF у гліобластомах спричинений тим, що внаслідок гіпоксії HIF-1a та HIF-1b переміщуються в ядро клітини та активують там ген VEGF [37,54].
Цікавою особливістю гліом високого ступеня злоякісності є наявність судинної мімікрії. Пластичність пухлинних клітин дозволяє їм імітувати ендотеліальні клітини, що призводить до судинної мімікрії [53]. VEGFR-2 кіназа, а також HIF-1a та mTOR-сигнальні шляхи сприяють розвитку судинної мімікрії [55,56].
1.5.3. Особливості імунної відповіді в тканині пухлини

Головний мозок завдяки наявності гематоенцефаличного бар’єру (ГЕБ) та відсутності лімфатичних судин традиційно вважався імунологічно-привілейованим органом. Дослідження останніх років довели, що активовані імунні клітини можуть проходити крізь ГЕБ у зону пухлини [57,58,59,70]. Це пов’язано з тим, що ГЕБ у ділянці пухлини стає недосконалим через патологічний ангіонеогенез [58]. На сьогодні роль імунної системи в розвитку гліом високого ступеня злоякісності залишається дискутабельною. Це пов’язано як з тим, що гліобластоми синтезують цілу низку чинників, котрі пригнічують імунну відповідь, так і з тим, що деякі субпопуляції імунних клітин здатні стимулювати пухлинний ріст, а не пригнічувати його [61,62]. Низка дослідників стверджують, що пацієнти з активною проліферацією Т-клітинного паростка та високою експресією маркера CD-8 у тканині пухлини демонструють кращу виживаність, ніж пацієнти, у яких ці явища не спостерігалися [17,19]. Більш за те було доведено, що клітини пухлинної мікроглії можуть грати роль антиген-презентуючих клітин (АПК). Також було визначено, що щільність пухлинної мікроглії в гліомах вища, ніж щільність мікроглії в перитуморозній зоні та в нормальному мозку. Її щільність зростає з підвищенням ступеня злоякісності пухлини [63,64] та становить близько 30% тканини гліобластоми [64,65]. АПК синтезують цитокіни, які мають імуносупресивну та проонкогенну дію на тканину пухлини [66]. Продукція імуносупресорних цитокінів впливає на трансформуючий чинник зросту ß (TGF-ß), VEGF та інтерлейкін-10 [67,68,69]. Завдяки тому, що ГЕБ у гліобластомах пошкоджений, АПК проходять крізь нього в лімфатичну систему та репрезентують антигени пухлини Т-клітинам, що спричиняє їх активацію [70,71,72]. Активовані Т-клітини повертаються в зону пухлини задля пригнічення пухлинного зросту [73]. Однак, пухлинні клітини та клітини пухлинної мікроглії синтезують PD-L1, який у нормі захищає тканини від надлишкового запалення [74], але в тканині пухлини він відіграє ключову роль в здатності пухлини уникати імунних атак [75]. Збільшення кількості PD-L1 у тканині пухлини виникає завдяки гамма-інтерферону [76,77]. Експресія PD-L1 спостерігається у 88% вперше виявлених та в 72,2% рецидивуючих гліобластом [78].
Ще одним важливим питанням у прогнозуванні розвитку дифузних астроцитарних пухлин є імунний профіль пухлини. У низці досліджень було зазначено, що імунні клітини можуть вбивати пухлинні клітини і в такий спосіб позитивно впливати на виживаність [17,19]. Дослідження Justina Kmieciek, Aurelia Poli зі співавторами підтверджують статистично значущий прямий зв’язок між підвищенням експресії CD3 та CD8 у пухлинах та виживаністю. Наявність надекспресії CD3 у пухлинах асоціювалася з підвищенням тривалості життя вдвічі порівняно з пацієнтами, у яких експресія CD3 була відсутня або слабка [19]. У пацієнтів з більш високою експресією CD68 відмічалася більш низька виживаність [16].
1.5.4. Пухлинна інвазія

ДАП високого ступеня злоякісності, особливо гліобластоми, характеризуються широкою інвазією головного мозку [1,6,7,8,9]. Матриксна металпротеїназа-9 (MMP-9) відіграє провідну роль у цьому процесі [8].
Клітини деяких пухлин самі утворюють MMP і, незалежно від цього, будь-яка пухлина є потужним індуктором утворення цих протеїназ [8,79]. Сприяючи інвазії пухлини та метастазуванню, MMPs водночас є потужним стимулятором неоангіогенезу [80]. Ендогенні та синтетичні інгібітори MMPs використовують як потенційні протипухлинні агенти, головним значенням яких є пригнічення неоангіогенезу [81]. MMP-9 бере участь у мобілізації матрикс-з’єднаних факторів росту, крім цього, вона може розщеплювати та активувати інші фактори росту, наприклад, TGF-ß, який також задіяний у процесі проліферації гліобластом та отриманням клітинами гліобластоми рухливості [82]. В експерименті було продемонстровано, що інгібування MMP-9 та MMP-2 значно знижує здатність клітин гліобластоми до інвазії. Ці дані в подальшому можуть бути використані для ефективної терапії гліобластом [83]. Дослідження Choe та Park (2002) довели, що експресія активної MMP-9 свідчить про більш низьку виживаність, при цьому загальна виживаність від моменту виявлення пухлини була нижчою у пацієнтів з первинною гліобластомою з активною MMP-9 [84]. Зокрема, гіперекспресію MMP-9 зафіксовано в 69% первинних і тільки в 14% вторинних гліобластом [6,8,84].
1.5.5. Типові та рідкісні мутації в ізоцитратдегідрогеназі у гліобластомах та інших дифузних астроцитарних пухлинах

Фермент ізоцитратдегідрогеназа (IDH) відіграє важливу роль у сучасних дослідженнях біології гліом [1]. Мутації IDH1R132H та IDH2R172S виявляють в 50-80% астроцитом, олігодендрогліом, олігоастроцитом та вторинних гліобластом. Ці мутації практично ніколи не виявляють у первинних гліобластомах [85]. Мутації в 132 кодоні IDH1 та в 172 кодоні IDH2 можуть слугувати прогностичним чинником, бо виживаність пацієнтів з гліомами, що містять IDH-мутацію достовірно вищі, ніж у пацієнтів з пухлинами, що мають дикий тип IDH (IDH, wt) [1]. Наприклад, у пацієнтів з анапластичними астроцитомами середня виживаність за наявності мутації IDH1R132H була в 4 рази вища, ніж у пацієнтів з IDH1,wt [86,87]. Мультиваріантний аналіз підтвердив, що мутація IDH1R132H є незалежним чинником кращого прогнозу у пацієнтів з гліомами [1,88]. Численні дослідження вказують, що мутація IDH1 була у зворотньому зв’язку зі ступенем злоякісності. Було виявлено, що вона зустрічається в 71% дифузних астроцитом II ступеня злоякісності, 64% анапластичних астроцитом (Grade III) і тільки в 6% первинних гліобластом. Найчастіше мутація IDH1R132H зустрічалася у вторинних гліобластомах – 76%. Вірогідніше за все це пов’язано з тим, що даний тип пухлин розвивається із астроцитом низького ступеня злоякісності [1]. Ці мутації були гемізиготні та практично всі були місенс-мутаціями, що являли собою заміну аргінінового залишку на гістидин в активній частині гену. Дані досліджень зазначають, що мутації IDH1R132H та IDH2R172S призводять до диференційованого підвищення експресії 2-гідроксиглютарату (2-HG) [89]. Більше ніж 90% мутацій IDH припадає на мутації IDH1, і практично всі мутації IDH1 стосуються аргініну в 132 кодоні. Приблизно 90% цих місенс-мутацій є результатом заміни аргініну на гістидин (R132H) [1]. Мутація IDH1R132H становить 62-93% усіх мутацій у 132 кодоні із заміною аргініну [90,91,92]. На другому місці знаходиться мутація IDH1R132C, яка асоційована з синдромом Лі-Фраумені (множинні пухлинні ураження, найчастіше зустрічаються гліоми головного мозку) [93]. Також вельми цікавими та перспективними для досліджень є мутації в інших кодонах IDH1. З них найпоширенішою є мутація в 105 кодоні – IDH1105GGTSNP [94]. Ця мутація може поєднуватися з мутацією IDH1R132H. Але, за даними Acquaviva G. та співавторів, при аналізі італійської когорти пацієнтів ця мутація  має достовірний зв’язок з анапластичною астроцитомою [94], тимчасом як Wang та співавтори під час аналізу німецької та французької когорт не виявили зв’язку мутації з якимось конкретним гістотипом та Grade [95]. У мієлобластних лейкозах мутація IDH1105GGTSNP асоційована з несприятливим прогнозом [96,97]. При вивченні цієї мутації в гліомах отримані суперечливі дані, що потребують уточнення [94,95,98].

1.6. Сучасні методи морфологічної діагностики

Сучасна патоморфологічна діагностика пухлин потребує не тільки верифікації гістологічного варіанту та ступеня диференціювання злоякісного новоутворення, але й оцінювання прогнозу перебігу захворювання та можливості призначати специфічну таргетну терапію [1].
1.6.1. Імуногістохімічний метод дослідження

Імуногістохімічне дослідження – метод мікроскопічного дослідження тканин, який забезпечує найбільш специфічне виявлення в них речовин і ґрунтується на обробці зрізів маркованими специфічними антитілами до речовин, що необхідно виявити і які в цій ситуації слугують антигеном [99].
Нижче наведено детальну інформацію щодо деяких найбільш поширених маркерів у дифузних астроцитарних пухлинах, а також щодо тих маркерів, чия роль у патогенезі гліом виявлена лише нещодавно.
1.6.1.1. GFAP

До класу білків проміжних філаментів належать GFAP та віментин. Виявлення цих білків вельми важливе для ідентифікації астроцитарних пухлин [6,8,9]. GFAP належить до головної білкової складової гліальних філаментів. Він наявний у всіх астроцитарних пухлинах зі ступенем позитивності, що змінюється безпосередньо зі ступенем диференціювання пухлини. Під час аналізу імунного забарвлення слід пам’ятати, що GFAP-позитивні клітини можуть знаходитися всередині або особливо на периферії пухлин ЦНС будь-якого ґенезу, ураховуючи метастатичну аденокарциному. Неастроцитарні клітини пухлин ЦНС є GFAP-негативними [100].
1.6.1.2. Віментин

Віментин – це білок, наявний в усіх клітинах мезенхіми [8,9]. На відміну від інших проміжних філаментних протеїнів віментин неможливо визначити під час світлової мікроскопії. Віментин виділяється як основний проміжний філаментний протеїн при всіх саркомах. Однак дуже важливим є явище унікальної експресії віментину як «вторинного» проміжного філаментного протеїну, поряд з первинним проміжним філаментним протеїном GFAP у злоякісних гліомах (астроцитомах). Зазвичай коекспресія віментину та GFAP спостерігається в усіх астроцитарних пухлинах, тоді як у нормальній гліальній тканині експресія віментину відсутня [100]. Під час дослідження випадків рецидивувування важливо пам’ятати, що віментин може також виконувати роль білка, асоційованого з цитоскелетом в реактивно змінних астроцитах [101] і відіграє важливу роль у формуванні гліального рубця [102].
В окремих дослідженнях зазначено, що з підвищенням ступеня злоякісності в дифузних астроцитарних пухлинах головного мозку кількість клітин, яка експресує GFAP та віментин, зростає, при цьому кількість GFAP-позитивних клітин у деяких випадках може бути меншою, ніж кількість віментин-позитивних клітин [103].

1.6.1.3. S-100

Корисність білку S-100 у діагностиці астроцитарних пухлин є дещо переоцінена патологами [100], бо кислий білок S-100 не є високоспецифічним для пухлин астроцитарного ряду. Його експресія є виразною в гліальних клітинах, шванівських клітинах, підтипах нейронів, у нейробластомах, меланомах, потових та слинних залозах, а також пухлинах слинних залоз, хондроцитах, клітинах Лангерханса, клітинах гістоцитозу Х, зернистоклітинних міобластомах, хордомах, підтипах карцином молочної залози, жировій тканині та підтипах ліпосарком [8,9,100]. Імунореактивність на S-100 в анапластичних пухлинах головного мозку астроцитарного ряду виражена менше (ступінь забарвлення та кількість імунопозитивних клітин), ніж реакція з GFAP та віментином [103].
1.6.1.4. Ki-67 та MIB
До маркерів клітинної проліферації належать такі моноклональні антитіла, як Ki-67 та MIB. Індекси цих маркерів корелюють зі ступенем злоякісності пухлини [6,8,9,100]. Фракція Ki-67 та MIB-позитивних клітин зазвичай збільшується зі зростанням ступеня злоякісності [6,100]. Експресія проліферативного маркера Ki-67 може давати суперечливі результати. У цілому, середні показники експресії Ki-67 для ДАП складають до 4% клітин з позитивною міткою в дифузних астроцитомах, 5-10% клітин – в анапластичних астроцитомах, 15-20% – для гліобластом [6,103]. Більш достовірним є оцінювання експресії маркера проліферативної активності MIB. Чим вищий ступінь анаплазії пухлини, тим більший відсоток ядер пухлинних клітин має позитивну реакцію на MIB [103].
1.6.1.5. p53
Анапластичні астроцитоми та гліобластоми відрізняються від дифузних астроцитом більшим ступенем позитивної експресії онкопротеїну p53: у більшості випадків анапластичних пухлин виявляються вогнищеві скупчення забарвлених ядер [103].
1.6.1.6. Anti-IDH1R132H

Створення моноклональних антитіл проти IDH1R132H дозволило визначати найбільш поширену мутацію в гліомах імуногістохімічним методом [1]. Крім визначення IDH-мутації в тканинах, підвищення рівня 2-HG у пухлинах з мутантною IDH дозволило розробити неінвазивний метод визначення IDH-мутантних дифузних гліом [104]. Це пов’язано з тим, що 2-HG має характерний спектр, що дозволяє визначати його in vivo під час магнитнорезонансної спектроскопії [104,105]. In vitro, стимуляція мутантної IDH дозволяє підвищити чутливість клітин до променевої терапії [106]. Ретроспективні дослідження зазначають, що рівень відповіді на хіміотерапію алкілуючими агентами також був вищим у пацієнтів з IDH-мутантними пухлинами Grade II, порівняно з аналогічними пухлинами, що мають дикий тип IDH1 [1,107].
1.6.1.7. EGFR
Надекспресія EGFR спостерігається в 40% первинних гліобластом, але зрідка спостерігається у вторинних гліобластомах [6]. Частіше за все надекспресія EGFR пов’язана з поганим прогнозом [6,8]. Експресія EGFR не типова для пухлин у пацієнтів, молодших за 35 років [1,6,8]. 
1.6.1.8. Характерні імуногістохімічні особливості дифузних астроцитарних пухлин

Клітини всіх гліальних пухлин імунопозитивні на GFAP [3,5,6,97], але мають відмінності в експресії інших маркерів.

Дифузна астроцитома частіше за все експресує anti-IDH1R132H [1]. Індекс проліферації за Ki-67 в цих пухлинах зазвичай менше 5% [6]. Дифузну астроцитому слід відрізняти від нормальної та реактивно зміненої білої речовини мозку. Для реактивно змінених астроцитів на відміну від пухлинних астроцитів не типовою є ядерна атипія та мономорфність [6,8]. Тучноклітинна астроцитома також може мати позитивну реакцію на p53 та Bcl-2 [6,108].
Анапластична астроцитома має більш високий індекс проліферації порівняно з дифузними астроцитомами (5-10%) [6,8,9]. Може бути чутлива до віментину [34] та експресувати EGFR.

Гліобластоми можуть експресувати низку маркерів, зокрема віментин, S100, AE1-AE3 [9,34]. Гігантоклітинна гліобластома, крім цього, чутлива до III класу бета-тубулінів, p53 та EGFR. Слід зазначити, що чутливість до GFAP у гігантоклітинних гліобластомах може бути нижчою, ніж в інших варіантах гліобластом [6,8,9,34]. Гліосаркома чутлива до 4-го типу колагену та віментину [6]. Деякі дослідження вказують, що гліосаркоми можуть бути чутливі до фібронектину та ламінину [9]. Епітеліоїдна гліобластома чутлива також до E-кадгерину [1,6,109].
1.6.2. Молекулярно-генетичні методи дослідження

Молекулярно-генетичні методи слугують не тільки для первинної діагностики, але й можуть бути використані для контролю перебігу пухлини, бо нуклеїнові кислоти пухлинних клітин можуть бути досліджені в динаміці в біологічних рідинах, а саме: у крові, сечі, слині та спинномозковій рідині. Молекулярно-генетичні маркери (мутація генів p53 та PTEN, а також гіперметилювання гену p16) у деяких дослідженнях належать до незалежних чинників прогнозу перебігу гліальних пухлин головного мозку. Це обумовлено тим, що за наявності зазначених мутацій у клітинах пухлини під час первинного морфологічного дослідження у подальшому асоціювалося з довшою тривалістю життя та безрецидивного періоду [110].
Для ідентифікації генетичних аберацій, таких як зміна кількості копій гена або транслокації, можливо використання флуоресцентної in situ гібридизації (FISH) та хромогенної in situ гібридизації (CISH) [8,9].
Детальний молекулярно-клітинний аналіз гліом дозволив ідентифікувати численні гени, що відіграють певну роль у їх злоякісній трансформації. Зокрема, інактивація RB, TP53, p16, CDK 4/6 може викликати порушення контролю клітинного циклу, що призводить до неконтрольованої клітинної проліферації. Наслідком ампліфікації і гіперекспресії генів, які кодують рецептори деяких ростових факторів (EGFR, PDGFR-A, FGFR та IGF-IR), є активація сигнальних шляхів, у першу чергу Ras/MAPK-шляху, що впливає на клітинне ділення, апоптоз, інвазивність, ангіогенез та клітинний метаболізм [39,111,112]. Білок-онкосупресор PTEN, порушення функцій якого є причиною аберантної активації Akt, відіграє важливу біологічну роль у виникненні та розвитку гліобластом [37,38,112,113].
Молекулярно-генетичні відмінності є і між двома субтипами гліобластом, що розвиваються різними шляхами, а саме: гліобластомами de novo – первинними гліобластомами, та гліобластомами, що розвиваються з гліом меншого ступеня злоякісності – вторинними гліобластомами [1,4,6,38].
Первинним гліобластомам притаманні втрата гетерозиготності (LOH) хромосоми 10q (70%), ампліфікація EGFR, делеція p16 та мутація TP53 і PTEN, що трапляється в 24-34% випадків [6,38].
Вторинна гліобластома поступово розвивається з гліом більш низького ступеня злоякісності у більш молодих пацієнтів (до 45 років) і характеризуються високим рівнем мутації TP53 (65%) [114,115]. Гіперекспресія EGFR та MDM2 більш типова для первинних гліобластом [116,117]. З іншого боку, рівень експресії ASCL1 суттєво підвищений у 86% дифузних астроцитом та у 88% вторинних гліобластом, тоді як у більшості первинних гліобластом (67%) рівень цього протеїну збігається з рівнем у нормальних тканинах мозку чи навіть може бути нижчим, ніж він [118].
Унікальним для первинних гліобластом є асоційований з центросомою білок CEP350 та енолаза-1, а для вторинних – ERCC6, DUOX2, HNPPA3, ADAMTS-19 [119]. Білок EGF-A  частіше зустрічається в первинних гліобластомах, а ростовий фактор AB притаманний, навпаки, вторинним гліобластомам [120]. Усе це свідчить про те, що вторинна та первинна гліобластома – це два різних з генетичної точки зору онкологічних захворювання [1,6,8,38]. Остання класифікація пухлин ЦНС (ВООЗ, 2016) остаточно підтвердила цю гіпотезу, бо майже всі первинні гліобластоми належали до гліобластом IDHwt, тоді як вторинні гліобластоми переважно характеризуються IDHmt-фенотипом [1].
Глобальне гіпометилювання – це явище, притаманне переважно гліобластомам de novo: у 80% первинних гліобластом виявлено ДНК-гіпометилювання [121]. Епігенетична інактивація різних генів може слугувати показником молекулярних відмінностей між первинною та вторинною гліобластомами. У цілому, вторинним гліобластомам притаманна більш висока частка промоторного метилювання, аніж для первинних [1,6,115]. У вторинних гліобластом частіше, ніж у первинних спостерігається гіперметилювання генів p14, p16, RB1, PTEN, MGMT та TIMP-3 [115].
Білок PTEN вважається специфічним молекулярним маркером патогенезу гліом. Промоторне метилювання PTEN є важливим показником при прогнозуванні тривалості життя у пацієнтів з гліомою [112,113,122].
ДНК-метилювання промотора EMP3 виникає на ранніх етапах розвитку астроцитом і розцінюється як несприятливий прогностичний чинник [123]. Як вже було зазначено, типовим для вторинних гліобластом є ДНК-метилювання промотора MGMT (виявляється приблизно в 70% випадків) [124,125]. Крім того, у промоторній ділянці MGMT додатково виявлено ще два епігенетичних маркера пригнічення транскрипційної активності – H3K9me2 та деацилювання гістону H3, тобто, вочевидь, декілька епігенетичних механізмів діють разом для інактивації MGMT у гліобластомах [126]. Ураховуючи важливу роль гена MGMT для ДНК-репарації та, як наслідок, зростання кількості мутацій під час його інактивації, не дивно, що такі епігенетичні порушення вважаються біомаркерами несприятливого перебігу пухлинного процесу для пацієнтів [127].
Беззаперечний практичний інтерес мають нащадки інгібіторів гістонових метилтрансфераз та демілаз, бо порівняно з гістоновими деацетилазами ці ферменти мають більшу селективність й найвірогідніше будуть більш специфічними через те, що впливають тільки на певні модифікації корових гістонів. На жаль, у літературі майже відсутні дані щодо застосування для лікування хворих на гліобластому таких препаратів. Одним з кандидатів на цю роль може бути DZNep (S-аденозилгомоцистеїнгідролазний інгібітор 3-Деацанепланоцин А). За попередніми даними, DZNep інгібує ковалентне приєднання до гістону H3 модифікації H3K27me3, який є епігенетичним маркером пригнічення транскрипційної активності генів і, як наслідок, сприяє відновленню нормальної експресії антионкогенів [128]. Ця терапія повинна бути особливо ефективною для серединних гліом, у яких спостерігається мутація H2K27M [22].
Рівень концентрації TGF-ß2 в астроцитарних пухлинах корелює зі ступенем злоякісності та інвазивністю пухлинного процесу та має високу прогностичну цінність відносно результату захворювання. Більш ніж у 95% гліом високого ступеня злоякісності спостерігається високий рівень TGF-ß2. Пригнічення TGF являє собою багатообіцяючий мультимодальний метод лікування пацієнтів, що буде зумовлювати відновлення пригніченої пухлинним ростом імунної відповіді, а також сприяти пригніченню пухлинного росту та інвазії [129].
Узагальнюючи дані щодо молекулярно-генетичних особливостей дифузних астроцитарних пухлин та враховуючи інформацію, зазначену в новій класифікації пухлин ЦНС можна виокремити такі специфічні диференційно-діагностичні ознаки для дифузних гліом:
1) Секвестрування IDH1 у кодоні 132 та IDH2 у кодоні 172 необхідне для диференційної діагностики дифузної гліоми IDH,mt або анапластичної астроцитоми IDH,mt від їх диких варіантів. Дикий тип встановлюють лише тоді, коли наявність мутацій у зазначених кодонах не виявлено [1]. Мутація TP53 є генетичним маркером дифузних астроцитів, бо зустрічається більше ніж у 60% випадків. Третина дифузних гліобластом має p14ARF-промотор метилювання [1,6].
2) Для пацієнтів з гліобластомою, молодших за 55 років, рекомендоване визначення мутацій у 132 кодоні IDH1 та 172 кодоні IDH2, у випадках негативної реакції на anti-IDH1R132H під час імуногістохімії. Амплифікація EGFR (переважно у дрібноклітинному варіанті гліобластоми), мутація p16, p53 та PTEN, втрата гетерозиготності у 10q є молекулярними ознаками гліобластоми. Наявність мутації TP53 (>65%) може бути розцінена як ознака, що свідчить про віднесення гліобластоми до субтипу вторинних гліобластом [6].
3) Для гліосарком так само, як і для всіх гліобластом, типовою є мутація PTEN (38-45%). Також у цих пухлинах спостерігається делеція p16INK4a (38%), а ось мутація EGFR є нетиповою (0-8%) [1,6,8].
Резюме

Аналіз літератури свідчить про необхідність вивчення гістологічної структури пухлинної захворюваності ППЦНС у Харківському регіоні, що зумовлено досить високою захворюваністю на злоякісні новоутворення головного мозку саме в цій області порівняно з іншими великими областями України. Незважаючи на те, що патогенез уперше виявлених дифузних астроцитарних пухлин вивчено досить глибоко на молекулярно-генетичному рівні, все ще мало вивченими залишаються випадки рецидивування дифузних астроцитарних пухлин III-IV ступеня злоякісності. Існує незначна кількість досліджень, присвячених вивченню патоморфозу пухлин після хіміо- та променевої терапії, і при цьому всі роботи, присвячені вивченню парних випадків пухлин, охоплюють лише окремі їх молекулярно-біологічні аспекти. Комплексного дослідження посттерапевтичного пухлинного патоморфозу та дослідження випадків рецидивування злоякісних гліобластом та анапластичних астроцитом все ще не існує. Також дуже суперечливими є дані щодо прогностичного значення інфільтрації різними підтипами імунних клітин тканини пухлини.
У зв’язку з усім вище зазначеним, актуальним є вивчення молекулярно-біологічних властивостей цих пухлин та їх рецидивів для визначення їх агресивного потенціалу і виокремлення найбільш оптимальних діагностичних та прогностичних критеріїв, які у подальшому сприяли б підвищенню ефективності лікування пацієнтів та формуванню індивідуалізованого підходу в терапії дифузних астроцитарних пухлин високого ступеня злоякісності.
ВЛАСНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1. Загальна характеристика клінічного матеріалу
Задля кращого розуміння досліджуваної проблеми була визначена частка дифузних астроцитарних пухлин у структурі захворюваності на пухлини ЦНС у Харківському регіоні за період 2000-2015 роки. Для цього були проаналізовані медичні картки стаціонарних хворих, що мешкали в Харківському регіоні та були прооперовані або померли в нейрохірургічних відділеннях КНП «Обласна клінічна лікарня» ХОР, КНП «Міська клінічна лікарня №7» ХМР, КНП « Міська клінічна лікарня швидкої та невідкладної допомоги» ХМР. Загальна кількість проаналізованих карт склала 1920 одиниць спостереження. З них на дифузну гліому припадало 849 одиниць спостереження (первинна захворюваність та рецидиви). Дифузні гліоми, своєю чергою, розподілялися на дифузні астроцитоми (86 спостережень, 10%), анапластичні астроцитоми (209 спостережень, 25%) гліобластоми (493 спостереження, 58%) та інші дифузні гліоми (61 спостереження, 7%).
З медичних карток стаціонарних хворих аналізувалися такі показники: вік, стать, локалізація пухлинного процесу, клінічна симптоматика, гістологічні висновки, ступінь злоякісності. Наявність або відсутність кістозного компоненту, випадки рецидивування.

Було проведене зіставлення отриманих під час епідеміологічного дослідження даних з даними регіонального канцер-реєстру за 2000-2015 роки. Для цього був зроблений офіційний запит до регіонального канцер-реєстру.
2.2. Формування груп для дослідження
На першому етапі дослідження був відібраний весь доступний гістологічний матеріал дифузних астроцитарних пухлин у КНП «Обласна клінічна лікарня» ХОР та КНП «Міська клінічна лікарня №7» ХМР. Матеріал охоплював період з 2011 по 2016 рік включно і складався з 161 випадку ДАП, що були представлені гістологічним матеріалом у парафінових блоках та готових гістологічних мікропрепаратах на скельцях. Відібраний матеріал розподілявся так: 123 випадки вперше виявлених пухлин (3 дифузні астроцитоми, 12 анапластичних астроцитом, 108 гліобластом) та 38 випадками рецидивів (4 анапластичні астроцитоми, 34 гліобластоми).
Під час формування груп для комплексного імуногістохімічного та молекулярно-генетичного дослідження враховувалися такі критерії, як якість матеріалу (менш ніж 50% некрозів у матеріалі пухлини, матеріал не пересушений), достатність матеріалу для проведення дослідження, для вперше виявлених пухлин обов’язковою була наявність повного анамнезу щодо пацієнта мінімум протягом року після операції (інформація про пацієнтів відстежувалася за медичними картками стаціонарних хворих). Під час відбору матеріалу особливу увагу приділяли парним випадкам: уперше виявлена пухлина та її рецидив протягом року. У випадках рецидивів обов’язковою була наявність інформації щодо проведеної хіміо- та променевої терапії.
З урахуванням усіх цих критеріїв були сформовані група вперше встановлених пухлин та група рецидивів. Загалом 55 клінічних випадків.
Група вперше встановлених пухлин розподілялася на 2 підгрупи:

1) 15 випадків пухлин, які дали рецидив протягом року після операції;

2) 15 випадків пухлин без рецидиву або летального виходу протягом року після операції.

Група рецидивів також розподілялася на 2 підгрупи:
3) 15 випадків рецидивів від пацієнтів з першої підгрупи;

4) 10 випадків рецидивів, що розвинулися через 3 та більше років після першого оперативного втручання.

Підгрупи 1 та 2 були сформовані для вірогідного виявлення сприятливих прогностичних маркерів для пацієнтів. Підгрупа 3 сформована для оцінювання пухлинної трансформації після стандартної хіміо- та променевої терапії у пацієнтів. Підгрупа 4 сформована для визначення вірогідних відмінностей між швидко та повільно рецидивуючими пухлинами, а також для оцінювання прогнозу. Загальна інформація щодо груп надана у таблиці 2.1.
Таблиця 2.1

Клініко-морфологічна характеристика досліджуваних груп

	Підгрупа

Ознака
	Підгрупа 1 (первинні пухлини, що мали рецидив протягом року)
	Підгрупа 2 (первинні пухлини без рецидиву протягом року)
	Підгрупа 3 (рецидиви пухлин з підгрупи 1)
	Підгрупа 4 (віддалені рецидиви)



	Стать

	
	
	
	

	Ч
	9 (60%)
	9 (60%)
	9 (60%)
	6 (60%)

	Ж
	6 (40%)
	6 (40%)
	6 (40%)
	4 (40%)

	Вік (M±σ)


	50,13±10,86
	56,2±12,295 
	51±10,66 
	45,5±10,78

	Локалізація пухлини
	
	
	
	

	Лобова частка
	5  (33%)
	9 (60%)
	5 (33%)
	7 (70%)

	Інша супратенторіальна локалізація
	10 (67%)
	 6 (40%)
	10 (67%)
	3 (30%)

	Grade (ступінь злоякісності)
	
	
	
	

	III
	1 (7%) 
	3 (20%) 
	1 (7%) 
	0 (0%)

	IV
	14 (93%) 
	12 (80%) 
	14 (93%) 
	10 (100%)


2.3. Методи дослідження
2.3.1. Оцінка ступеня видалення пухлини

Для оцінювання ступеня радикальності видалення пухлини ми використовували рекомендації Kramm et al. Розподіл проводилося за такими критеріями:
I ступінь радикальності – практично повне (або тотальне) видалення пухлини: інтраопераційно нейрохірург відмічав відсутність пухлини; МРТ, проведене на 2-3-тю добу, не виявляло залишків пухлини.
II ступінь радикальності – субтотальне видалення пухлини: інтраопераційно нейрохірург відмічав невеликі залишки пухлини; за даними МРТ визначалося видалення більш ніж 90% пухлини.

III ступінь радикальності – часткове видалення пухлини: інтраопераційно нейрохірург відмічав залишки пухлини; за даними МРТ, видалено менш ніж 90% пухлини.

Усі взяті нам для дослідження пухлини були видалені майже повністю (I ступінь радикальності).

2.3.2. Методи дослідження біології пухлин
Як добре видно з таблиці 2.1, досліджувані пухлини були представлені переважно гліобластомами та невеликою кількістю анапластичних астроцитом.

Для більш глибокого розуміння цих пухлин та розроблення низки прогностичних та діагностичних критеріїв використовувався комплекс морфологічних, імуногістохімічних та молекулярно-генетичних методів.
2.3.2.1. Морфологічне дослідження

Для виготовлення гістологічних препаратів, що підлягали морфологічному дослідженню, з отриманих парафінових блоків робили парафінові зрізи, які потім забарвлювали гематоксиліном та еозином.
Мікропрепарати вивчали за допомогою мікроскопа Primo Star (Carl Zeiss), об’єктиви х4, х10, х40, х100 з подальшою обробкою програмою “AxioCam”  з використанням камери ERc5s.
Під час мікроскопічного дослідження враховувалися такі морфологічні характеристики:

· Гістологічна будова пухлини (згідно з класифікацією пухлин ЦНС, ВООЗ, 2016);

· Характер, ступінь інфільтрації пухлини імунокомпетентними клітинами;
· Щільність мікросудинного русла (підрахування кількості мікросудин з використанням методу  vascular hot spot на х400 збільшенні у ділянках пухлини з найбільшою концентрацією судин).

2.3.2.2 Імуногістохімічне дослідження
ІГХ дослідження проводилося з використанням непрямого пероксидазно-антипероксидазного методу. Усі етапи проведення ІГХ реакцій здійснювалося згідно з протоколом Dako для ручного методу ІГХ досліджень. Як первинні антитіла використовували панель моноклональних та поліклональних антитіл, наведених у таблиці 2.2. Додатково здійснювалося забарвлення ядер клітин за допомогою гематотоксиліну Майера. Для перевірки маркерів використовували рекомендовані виробником зовнішні та внутрішні позитивні та негативні контролі.
Оцінювання ступеня виразності імуногістохімічної мітки GFAP, IDH-1R132H, EGFR, vimentin, NSE та progesterone receptor проводилася якісним методом з використанням такої шкали:

«neg» – експресія відсутня;

«+» – експресія слабко виразна;

«++» – помірна експресія»

«+++» – сильна експресія маркера.

Для маркера інвазивної активності MMP-9 обчислювався відсоток (%) пухлинних клітин,які експресують маркер у «гарячих точках» (на ділянках, у яких експресія була найбільш виразною, зазвичай це були ділянки біоптатів, узятих з периферійної ділянки пухлини).

Таблиця 2.2

Панель первинних антитіл, що були використані в дослідженні

	Назва маркера
	Клон
	Розведення
	Виробник

	GFAP
	ASTRO6
	1:200
	ThermoScentific, США

	NSE
	polyclon
	1:500
	ThermoScentific, США

	Anti-IDH1R132H
	HMab-1
	1:50
	MERCK, Німеччина

	Vimentin
	SP20
	1:200
	ThermoScentific, США

	EGFR
	SP84
	1:100
	ThermoScentific, США

	MMP-9
	Ab-1 GE-213
	1:200
	ThermoScentific, США

	Ki-67
	SP6
	1:400
	ThermoScentific, США

	P53
	SP5
	1:200
	ThermoScentific, США

	VEGF
	JH121
	1:20
	ThermoScentific, США

	anti-CD34 antibody Class II
	QBEnd 10
	1:50
	Dako, Данія

	СD3 early T-cell marker
	SP7
	1:150
	ThermoScientific, США

	CD4
	4B12
	ready-to-use
	Dako, Данія

	CD8
	SP16
	1:50
	ThermoScientific, США

	CD68
	KP1
	ready-to-use
	Dako, Данія

	progesterone receptor antibody
	polyclon
	1:200
	ThermoScientific, США


Індекс проліферації обчислено завдяки підрахунку відсотка пухлинних клітин, що експресують Ki-67, ураховували наявність ядерної експресії маркера.
Індекс експресії p53 також розраховувався як співвідношення пухлинних клітин, які експресують p53 помножене на 100% до загальної кількості пухлинних клітин.

Оцінка експресії імунокомпетентних клітин CD3 (T-лімфоцити), CD4 (Т-хелпери), CD8 (Т-кілери) та CD68 (тканинні гістіоцити та макрофаги) була важливою як потенційний прогностично значущий критерій [19]. Оцінювання експресії проводилося за модифікованою для інфільтрації імунними клітинами шкалою 0-3+ напівякісним методом. Реакція вважалася негативною, якщо антиген-позитивні клітини були відсутні («neg»), слабко позитивною («+») – якщо забарвлені були лише поодинокі клітини в тканині пухлини, помірно позитивною («++») – забарвлено менше ніж 30% клітин у «гарячих вогнищах», сильно позитивні («+++») – забарвлено більш ніж 30% клітин у «гарячих вогнищах».
Особливості васкуляризації вивчалися за допомогою оцінювання експресії CD34 в ендотелії зрілих судин [32,130]. Неоангіогнез оцінювався за допомогою вивчення експресії VEGF[130]. Для комплексного розуміння стану судинного компонента в досліджуваних пухлинах було введене таке поняття, як індекс васкуляризації. Він являв собою відношення щільності мікросудинного русла за VEGF до щільності мікросудинного русла за СD34 (формула 2.1) [131]. Під щільністю мікросудинного русла мається на увазі кількість мікросудин, що експресують VEGF або CD34 в зоні найбільшої васкуляризації на збільшенні х400 [130,132].
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 (2.1)

Окремо за шкалою 0-3+ проводилася оцінка експресії VEGF пухлинними клітинами[130].

2.3.2.2.1. Методика імуногістохімічного дослідження
1. Депарафінація зрізів у серії ксилолів

2. Дегідратація у спиртах висхідної концентрації
3. Промивка у дистильованій воді

4. Демаскування у буфері Tris з pH 6,0 та температурою 97С протягом 2 годин
5. Промивка у дистильованій воді

6. Блокування активності ендогенної пероксидази 3% розчином перекису водню

7. Промивка у фосфатно-бікарбонатному буфері PBS з pH 7,0

8. Нанесення блокуючої сироватки

9. Інкубація з антитілами при кімнатній температурі протягом 30 хвилин

10. Нанесення візуалізуючої системи

11. Нанесення діамінбензидину для прояву експресії антитіл

12. Дозабарвлення гематоксиліном

13. Оцінка реакції за наявністю (чи відсутністю) експресії в досліджуваному зрізі (позитивне забарвлення цитоплазми, мембрани чи ядер клітин, забарвлення ендотелію судин), а також за ступенем виразності експресії
2.3.2.3. Молекулярно-генетичне дослідження

Для визначення типу додаткових мутацій у гені IDH1 досліджуваних пухлин було проведене молекулярно-генетичне дослідження. Виділення ДНК проводилося з використанням набору QIAGEN,Valencia,CA. За допомогою полімеразно-ланцюгової реакції на аналізаторі Biorad проводили вивчення праймерів IDH1 екзон 4:5’-ACGTTGGATGGGCTTGTGAGTGGATGGGTA-3’ та 5’-ACGTTGGATGGCAAAATCACATTATTGCCAAC-3’. Дослідження виконува-лося у BioBank Association of Ukraine.
2.3.3. Методи біостатистики

Для аналізу кількісних показників ми використали методи біостатистики. Визначалися середнє арифметичне та стандартне відхилення. Нормальність розподілу перевірялася за допомогою критерію Шапіро-Уїлка. Порівняння груп дослідження проводили з оцінюванням вірогідності відмінностей з використанням параметричних та непараметричних методів варіаційної та рангової статистики. Для підвищення точності оцінки отриманих результатів навіть під час аналізу епідеміологічних даних зв’язок між ознаками визначався з використанням непараметричного критерію хі-квадрат Пірсона. У малих групах для оцінки зв’язку між ознаками також використовували точний критерій Фішера. 
Для оцінювання змін у парних випадках (уперше виявлені пухлини та їх рецидиви після терапії) використовувався критерій Мак-Немара.

Для опису якісних характеристик використовувався екстенсивний показник (%).

Під час аналізу випадків уперше виявлених пухлин та випадків рецидивування оцінювалося прогностичне значення ІГХ маркерів та клінічних ознак – ступінь агресивності пухлини, вірогідність того, що вона дасть рецидив протягом року.
Методи непараметричної рангової статистики використовували під час обробки деяких даних імуногістохімічного дослідження. Задля підтвердження чи, навпаки, спростування нульової гіпотези щодо залежності між виразністю показника експресії імуногістохімічного маркера та прогностичними клініко-морфологічними ознаками ми застосовували непараметричні критерії Манна-Уїтні та Краскела-Уоллеса. Кореляційний зв’язок між кількісними показниками встановлювали за допомогою коефіцієнту кореляції Спірмена. Для оцінювання міцності зв’язку використовували шкалу Чеддока. Розрахунки виконували за допомогою пакета «Microsoft Excel 2010». Статистичну обробку отриманих результатів проводили  за загальноприйнятими методиками в програмі «Statistica 10.0». Достовірним вважалися результати з р<0,05.
Матеріали з даного розділу висвітлено в таких публікаціях:

1. Чертенко Т. М. Особливості ангіогенезу в дифузних астроцитарних пухлинах 3-4 ступеня злоякісності / Таїсія Миколаївна Чертенко. // Актуальні проблеми сучасної медицини. – 2018. – №3 (63). – С. 194–200.
РОЗДІЛ 3
МІСЦЕ ДИФУЗНИХ АСТРОЦИТАРНИХ ПУХЛИН У СТРУКТУРІ ПУХЛИННОЇ ЗАХВОРЮВАНОСТІ ЦНС ХАРКІВСЬКОГО РЕГІОНУ ЗА 2000-2015 РОКИ. ЇХ КЛІНІКО-МОРФОЛОГІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА
Дифузні астроцитарні пухлини та гліобластома зокрема є найпоширенішими пухлинами головного мозку у світі. Так, частка гліобластом серед усіх ППЦНС сягає 12-15% [1,6]. Місце дифузних астроцитарних пухлин у структурі захворюваності на ППЦНС, а також їх основні клініко-морфологічні особливості в Харківському регіоні є досі не вивченими.
3.1. Загальна інформація

Усього за період 2000-2015 роки було проаналізовано 1920 медичних карток стаціонарних хворих. Кількість випадків первинної захворюваності на пухлинну патологію ЦНС становила 1654 випадки. З них 92% належали до ППЦНС та 8% до метастатичних уражень включно з лімфомами. Більш наочно структура зібраного матеріалу подана на рисунку 3.1.
3.2. Гістологічна структура первинної захворюваності на ППЦНС

У структурі первинної захворюваності на ППЦНС превалювали дифузні гліоми. Їх частка склала 46% (698 випадків). На другому місці знаходилися менінгіоми – 36% (544 випадки). На третьому – пухлини з черепно-мозкових та спинномозкових нервів – 8% (117 випадків). На всі інші ППЦНС припадало 10% пухлин.

Найобширніша група пухлин у нашій вибірці - дифузні гліоми, своєю чергою, поділяються на гістотипи. Серед 698 випадків дифузних гліом ми виявили 77 дифузних астроцитом, 174 анапластичні астроцитоми, 396 гліобластом, 8 олігодендрогліом, 33 анапластичні олігодендрогліоми і 10 олігоастроцитом. Наочніше це показано на рисунку 3.2.
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Рис. 3.1. Структура зібраного матеріалу за період 2000-2015 роки
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Рис. 3.2. Гістологічна структура первинної захворюваності на дифузну гліому в Харківському регіоні за період 2000-2015 рр.

З наведених вище даних добре видно, що найбільшу частку в структурі дифузних гліом складають дифузні астроцитарні пухлини (ДАП), а саме: дифузні астроцитоми, анапластичні астроцитоми й гліобластоми. Саме цим пухлинам і буде присвячено наше дослідження. Також варто відзначити, що гліобластоми відіграють значущу роль не лише в структурі дифузних гліом, але й у загальній структурі первинної захворюваності ППЦНС, де їхня частка становить 26%.

3.3. Епідеміологічні і клінічні характеристики первинної захворюваності  на ДАП

3.3.1. Гендерні особливості

Вивчення гендерних особливостей ДАП не виявило значної різниці в первинній захворюваності серед чоловіків і жінок. У процентному співвідношенні їх частки становили 51% (328 випадків) і 49% (319 випадків) відповідно. Також ми проаналізували гендерні особливості первинної захворюваності на ДАП у динаміці. Отримані дані представлені на рисунку 3.3.
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Рис. 3.3. Динаміка первинної захворюваності ДАП у Харківському регіоні серед чоловіків та жінок за період 2000-2015 роки

З наведених вище даних видно, що первинна захворюваність на ДАП серед чоловіків і жінок є досить стабільною в динаміці з невеликими спадами в деякі роки і подальшими після цих років підйомами захворюваності. Середня кількість вперше прооперованих чоловіків на рік становила 20,5 осіб (σ=5,8), жінок – 19,9 (σ=6,4).

3.3.2. Вікові особливості

Окрім гендерних особливостей, ми проаналізували вікові особливості первинної захворюваності на ДАП. Середній вік пацієнтів становив 49,82±14,38. Для дифузних астроцитом він дорівнював 39,46±18,61 року, для анапластичних астроцитом – 45,57±14,18, для гліобластом – 53,24±12,55. Розподіл пухлин за віковими групами наочно продемонстровані на рисунку 3.4.
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Рис. 3.4 Вікова структура первинної захворюваності на ДАП у Харківському регіоні за 2000-2015 роки
Як ми бачимо, найбільша захворюваність припадає на вікову груп 30-54 роки – 47%, що ще раз підкреслює необхідність глибокого вивчення особливостей ДАП, оскільки дана вікова група є найбільш соціально й економічно значущою віковою групою серед населення. Найменший відсоток зафіксовано у віковій групі 75+ – 1% (10 випадків). Проте враховуючи дані Державної служби статистики України про середню очікувану тривалість життя, яка в Україні становить 71,37 року, цей відсоток очікуваний, але підлягає більш детальному аналізу, оскільки не вказує на реальне зниження захворюваності в цьому віці [133].
3.3.3. Клінічні прояви ДАП

При вивченні клінічних проявів ДАП автором було відмічено, що симптоматика переважно пов'язана з локалізацією і розміром пухлини, тому важко виявити специфічні для кожного гістологічного типу симптоми, які поділялися на загальномозкові й локальні. Проте варто відзначити, що клінічний анамнез менше 3-х місяців мало 53% пацієнтів з дифузною астроцитомою, 72% пацієнтів з анапластичною астроцитомою і 78% пацієнтів з гліобластомою. Головний біль різної міри інтенсивності відмічався у більшості пацієнтів з ДАП, при цьому найбільшу інтенсивність головного болю відзначали пацієнти з гліобластомою. Такі симптоми, як судоми і втрати свідомості, найчастіше відзначали пацієнти з анапластичною астроцитомою (66% і 56% відповідно). Парези й паралічі найчастіше спостерігалися у пацієнтів з гліобластомою (61%). До того ж, пацієнти з гліобластомою завжди демонстрували той або інший ступінь атаксії. У багатьох залежно від локалізації пухлини виявлялася специфічна локальна симптоматика, така як моторна, сенсо-моторна або амнестична афазія, геміанопсія. Частина пацієнтів з гліобластомою мали мнестичні порушення і були емоційно лабільні.

За даними КТ і МРТ, у 100% пацієнтів з дифузною астроцитомою відсутній або був слабко виражений мас-ефект. Незначний перифокальний набряк спостерігався в 50% випадків. Зсуву серединних структур виявлено не було. Анапластичні астроцитоми спричиняли мас-ефект на навколишні тканини в 78% випадків, але зсув серединних структур і перифокальний набряк спостерігалися лише в 33%. Усі гліобластоми супроводжувалися мас-ефектом на навколишні тканини. Перифокальний набряк спостерігався в 100% випадків, проте його вираженість була різною. Порівняно з дифузними астроцитомами, які в основному (80%) мали гомогенну структуру, структура гліобластом була гетерогенною в 100% випадків.

Таблиця 3.1. 

Головні клінічні прояви ДАП у пацієнтів Харківського регіону
	Вид пухлини
	Дифузна астроцитома
	Анапластична

астроцитома
	Гліобластома

	Симптоми
	кількість

пацієнтів
	%
	кількість

пацієнтів
	%
	кількість

пацієнтів
	%

	Клінічний

анамнез менше

 3-х місяців
	36
	47
	125
	72
	308
	78

	Головний біль
	64
	83
	130
	75
	347
	88

	Судоми
	26
	34
	114
	66
	56
	14

	Знепритомнення
	13
	17
	98
	56
	87
	22

	Порушення чутливості
	39
	51
	8
	6
	105
	27

	Парези та паралічі
	26
	34
	76
	44
	241
	61


3.4. Особливості локалізації

При аналізі уражень пухлиною різних відділів ЦНС типовою була локалізація у великих півкулях головного мозку. Найчастіше спостерігалося ураження декількох часток одночасно – 33,5% (217 випадків). На другому місці знаходилася ізольоване ураження лобової частки – 25%(162 випадки), на третьому – скроневої 22% (144 випадки). Детальний розподіл за локалізацією зазначений на рисунку 3.5.
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Рис. 3.5 Характеристика ДАП за локалізацією
3.5 Особливості будови
Ми також вивчили особливості будови ДАП, а саме – наявність або відсутність у них кістозного компоненту. 60,3 % усіх вивчених ДАП мали солідну структуру, а в 39,7% відмічалася наявність кістозного компоненту в пухлині. При вивченні кістозного компоненту в гліобластомах він зустрічався в 43,69 % випадків. В інших ДАП – 33,47%. При цьому був розрахований χ2Пірсона = 6,703, критичне значення χ2 при рівні значущості p=0.01 становить 6.635. Набуте нами значення більше критичного, р=0,010, тобто зв'язок між рівнем злоякісності й кістозним компонентом статистично значущий з рівнем значущості р<0.01, що підтверджує нашу гіпотезу про те, що кістозний компонент частіше зустрічається в гліобластомах, ніж в інших астроцитарних пухлинах (таблиця 3.2).
Частка кістозного компоненту в різних вікових групах подана на рисунку 3.6. Спираючись на дані діаграми, ми сформулювали гіпотезу про те, що ДАП з кістозним компонентом частіше зустрічаються у молодому віці (0-29 років), ніж у віковій групі 30+. При розрахунку відносних показників було виявлено, що у віковій групі 0-29 років кістозний компонент зустрічається в 57,35% випадків (m=±6). У віці 30+ в 37,65% (m=±2,01). Значення критерію χ2 становить 9.865, критичне значення χ2 при рівні значущості p=0.01 становить 6.635. У нашому випадку набуте значення вище, ніж критичне, а р=0,002. Отже, можна стверджувати, що кістозний компонент зустрічається достовірно частіше у віковій групі 0-29 років.
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Рис. 3.6. Вікові особливості поширеності кістозного компоненту в ДАП

Таблиця 3.2 

Поширеність інтратуморозних кіст у гліобластомах та інших ДАП. Дані для розрахунку χ2Пірсона

	Групи
	Загальна кількість випадків
	Кількість випадків з кістозним компонентом (%)
	χ2Пірсона

	Гліобластома
	396
	173 (43,69%)
	6,703

	Інші ДАП
	251
	84 (33,47%)
	


ДАП у даній віковій групі представлені переважно пухлинами Grade II і III. Тому переважання у віковій групі 0-29 років пухлин з наявністю кістозного компоненту не суперечить даним літератури, де сказано, що наявність кіст характерна для гліом нижчого ступеня злоякісності.

3.6. Аналіз випадків рецидивування пухлин

На жаль, у літературі існує дуже мало інформації про продовжене зростання пухлин ЦНС. Часто зазначають загальну середню тривалість життя після операції, при цьому немає даних, які б називали кількість рецидивів, що спостерігалася у пацієнтів. До того ж, відсутні масштабні дослідження гістологічної структури рецидивів. Виходячи з усього вище сказаного, випадки продовженого зростання пухлин ЦНС становили для нас науковий інтерес, оскільки знання їх гістологічної структури було б корисним у практиці нейрохірургів, невропатологів і онкологів та дозволило б їм точніше формувати стратегію лікування таких пацієнтів. Процентний розподіл рецидивів за гістотипами відповідає процентному розподілу первинної захворюваності за гістотипами. Так само, як і при первинній захворюваності, перше місце тут посідають дифузні гліоми (58%, 152 випадки), далі йдуть менінгіоми (21%, 55 випадків) і на третьому місці знаходяться пухлини з черепно-мозкових і спинномозкових нервів (8%, 22 випадки). На інші пухлини припадає 13% (37 випадків).  

Ми також вивчили гістологічну структуру рецидивів серед групи дифузних гліом. За період часу (2000-2015 роки), що вивчається, були виявлені такі рецидиви: 9 дифузних астроцитом, 35 анапластичних астроцитом, 98 гліобластом, 6 анапластичних олігодендрогліом, 4 анапластичні олігоастроцитоми. Наочно представлено інформацію на рисунку 3.7.
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Рис. 3.7. Гістологічна структура випадків рецидивування дифузних гліом у Харківському регіоні за 2000-2015 рр.

Для більш достовірної оцінки рецидивування за часом ми відібрали 92 випадки продовженого зростання, від яких у нас були всі дані з медичних карт стаціонарного хворого відносно випадку первинної захворюваності (гістотип первинної пухлини, дата першої операції), з вибірки були виключені випадки повторних рецидивів пухлин у пацієнтів.

Як видно з рисунку 3.8, зі зростанням ступеня анаплазії спостерігається збільшення випадків рецидивування протягом року. Найбільша кількість рецидивів протягом 1 року спостерігається в групі гліобластом – 70,5% (43 випадки). Анапластичні астроцитоми й гліобластоми найчастіше дають другий рецидив протягом року. Серед вибірки з пухлин, від яких у нас були дані з медичних карт стаціонарного хворого відносно випадку первинної захворюваності, було 9 повторно рецидивуючих гліобластом (67% протягом року і 33% більше року) і 3 повторно рецидивуючі анапластичні астроцитоми (67% і 33% відповідно). Також нами було виявлено 2 гліобластоми, які дали 3-й рецидив. Ці випадки закінчилися летальним результатом.
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Рис. 3.8. Особливості рецидивування дифузних гліом

3.7. Аналіз випадків летальності

Автором зареєстровано лише частину післяопераційної летальності, а саме летальність серед пацієнтів, що померли в нейрохірургічних стаціонарах міста Харкова за період 2000-2015 роки. Для більш точного оцінювання післяопераційної летальності автор звертався до даних регіонального канцер-реєстру, однак дані з реєстру були вкрай неточними, що буде показано на конкретних прикладах нижче.

У цілому, за період 2000-2015 роки в нейрохірургічних відділеннях міста Харкова було зареєстровано 176 випадків смерті від пухлин ЦНС у населення Харкова та Харківської області (за даними протоколів розтину та медичних карток стаціонарних хворих). Це становить 9,1% від загальної кількості одиниць спостереження (1920 медичних карт стаціонарного хворого). З 176 випадків 140 випадків були випадками смерті від уперше встановлених ППЦНС, 24 випадки від рецидивів ППЦНС і 12 випадків смерті від метастазів пухлин інших органів і систем.
Летальність у випадку первинної захворюваності на ППЦНС найчастіше спостерігалася у пацієнтів з дифузною гліомою – 49% (31% гліобластоми і 18% інші гліоми), на другому місці знаходилися менінгіоми – 34% (28,2% Grade 1-2; 5,8% – Grade3). Більш докладна інформація наведена на рисунку 3.9. 
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Рис. 3.9. Летальність у випадках первинної захворюваності на ППЦНС
Також автор проаналізував дані регіонального канцер-реєстру за випадками смерті від пухлин ЦНС, проте ці дані у зв'язку з тим, що в канцер-реєстр часто не приходять дані про смерть пацієнтів не є досконалими. Усього зареєстровано 204 випадки смерті від ППЦНС. З них безпосередньо післяопераційна летальність від основного захворювання – 188 випадків, від супутніх хвороб – 15 випадків (7,4%).  У структурі випадків післяопераційної летальності також переважають пацієнти з гліобластомою (46,3% випадків), але при цьому на менінгіоми припадає лише 8% випадків післяопераційної летальності, що пов'язане з тим, що кількість менінгітів, зареєстрованих у регіональному канцері-реєстрі, значно менша, ніж виявлені автором, за даними дослідження медичних карт стаціонарного хворого (у канцер-реєстрі 107 менінгіом, у нашому дослідженні – 544). І відповідно, кількість смертей пацієнтів з менінгіомою у нас 48 уперше виявлених і 4 смерті від рецидиву, у канцері-реєстрі усього 15 безпосередньо від пухлини і 2 від супутньої патології).  У випадках летальності при продовженому зростанні ППЦНС також переважали дифузні гліоми – 54% (33% гліобластом і 21% інші дифузні гліоми). Менінгіоми знаходилися на другому місці – 16,7%. Летальність від інших рецидивів ППЦНС становила 29,3%.

Резюме 

1)
Структура первинної захворюваності на ПОЦНС у населення Харківського регіону за 2000-2015 рр. була представлена дифузними гліомами – 46% (698/1517 випадків), менінгіомами – 36% (544/1517 випадку), пухлинами з черепно-мозкових і спинномозкових нервів – 8% (117/1517 випадків). На решту ПОЦНС припадало 10%. Структура рецидивів представлена дифузними гліомами (58%, 152 випадки), менінгіоми (21%, 55 випадків), пухлинами з черепно-мозкових і спинномозкових нервів (8%, 22 випадки) та іншими пухлинами 13% (37 випадків). 

2)
Гістологічна структура первинної захворюваності на дифузну гліому: 77 дифузних астроцитом (11%), 174 – анапластичні астроцитоми (25%), 396 гліобластом (57%), 8 олігодендрогліом (1%), 33 анапластичні олігодендрогліоми (5%) і 10 олігоастроцитом (1%). Структура рецидивів: 9 дифузних астроцитом (6%), 35 анапластичних астроцитом (23%), 98 гліобластом (64%), 6 анапластичних олігодендрогліом(4%), 4 анапластичних олігоастроцитоми(3%). 

3)
Зареєстрована більш висока первинна захворюваність на гліобластому (22,3% від загальної первинної захворюваності на пухлини ЦНС і 26% від захворюваності на первинні пухлини) порівняно з даними ВООЗ і CBTRUS (12-15% (ВООЗ) і 14,9% (CBTRUS)). 

4)
Первинна захворюваність на ДАП зареєстрована у 51% чоловіків (328 випадків) і 49% жінок (319 випадків). Середній вік пацієнтів становив 49,82±14,38. Для дифузних астроцитом він дорівнював 39,46±18,61 року, для анапластичних астроцитом – 45,57±14,18, для гліобластом – 53,24±12,55.

5)
Клінічний анамнез менш 3-х місяців до первинної операції мало 53% пацієнтів з дифузною астроцитомою, 72% пацієнтів з анапластичною астроцитомою і 78% пацієнтів з гліобластомою. Такі симптоми, як судоми і втрати свідомості найчастіше відзначали пацієнти з анапластичною астроцитомою (66% і 56% відповідно). Парези і паралічі найчастіше спостерігалися у пацієнтів з гліобластомою (61%). 

6)
За локалізацією первинного вогнища пухлини найчастіше спостерігалося ураження декількох часток одночасно – 33,5% (217 випадків). На другому місці знаходилася ізольоване ураження лобової частки – 25% (162 випадки), на третьому ураження скроневої частки – 22% (144 випадки). 

7)
Кістозний компонент найчастіше зустрічається в гліобластомах, ніж в інших первинних ДОАР (43,69% порівняно з 33,47%; χ2Пірсона = 6,703; p<0,01). Цей факт, на думку автора, потребує подальшого ретельного вивчення і може свідчити про переважання в структурі гліобластом Харківського регіону вторинних гліобластом, не виявлених на більш ранніх стадіях розвитку. 

8)
Дифузні гліоми й гліобластоми, зокрема, переважають у структурі продовженого зростання ППЦНС. Їхня частка становить 58%.

9)
Аналіз випадків рецидивування дифузних гліом за часом показав, що кількість рецидивів протягом року збільшується зі зростанням ступеня анаплазії пухлини. Гліобластоми рецидивували протягом року в 70,5% випадків. 

10)
Дифузні гліоми й гліобластоми, зокрема, є найчастішою причиною летальності пацієнтів від ППЦНС у нейрохірургічних стаціонарах, як у випадках первинної захворюваності (49%, з них 31% гліобластом), так і у випадках рецидивування (54%, з них 33% гліобластом).

Матеріали з даного розділу висвітлено в таких публікаціях [134,135,136]:

1. Клініко-морфологічна характеристика пухлин центральної нервової системи у населення міста Харкова та Харківської області за період 2000-2014 роки / [І. І. Яковцова, Т. М. Чертенко, Л. О. Сосонна та ін.]. // Вісник проблем біології медицини. – 2016. – №129. – С. 400–405.
2. Чертенко Т. Н. Клинико-морфологическая характеристика диффузных глиом у населения Харьковского региона за период 2000-2014 годы / Т. Н. Чертенко, И. И. Яковцова. // Морфологія. – 2016. – №3. – С. 325–329.
3. Чертенко Т.Н. Место диффузных глиом в структуре заболеваемости опухолями ЦНС в Харьковском регионе, анализ их клинико-морфологических характеристик / Т.Н. Чертенко, И.И. Яковцова // «Теорія та практика сучасної морфології» : зб. мат. наук.-практ. конф. з міжн. участю, 5-7 жовтня 2016 р. – Дніпро, 2016. – С. 172-175.
РОЗДІЛ 4
ІМУНОГІСТОХІМІЧНА ТА МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧНА ДІАГНОСТИКА ХАРАКТЕРУ ДИФУЗНИХ АСТРОЦИТАРНИХ ПУХЛИН
У цьому розділі ми досліджували основні фенотипові характеристики ДАП. Вивчали особливості васкуляризації у вперше виявлених та рецидивуючих ДАП високого ступеня злоякісності. Особлива увага нами приділялася дослідженню особливостей проліферації (оцінка ІП за Ki-67), агресивності (оцінка експресії EGFR), інвазивного потенціалу (оцінка експресії MMP-9) пухлин. Окремо була оцінена експресія р53. Також були досліджені особливості інфільтрації ДАП високого ступеня злоякісності імунними клітинами. Був вивчений патоморфоз пухлин унаслідок комплексної променевої та хіміотерапії, а також виокремлено найбільш значущі критерії, що свідчать про розвиток раннього рецидиву пухлини.
4.1. Фенотипові особливості ДАП

4.1.1. Гістологічні особливості ДАП

Під час рутинного гістологічного дослідження всього відібраного матеріалу (161 випадок) були виявлені основні класичні та добре вивчені види астроцитарних пухлин, а саме 3 дифузні астроцитоми (2%) (рис. 4.1), 16 анапластичних астроцитом (10%) (рис. 4.2), 142 гліобластоми (88%) (рис 4.3). Вперше виявлені гліобластоми переважно мали класичний вид з палісадними некрозами (рис. 4.4). Також серед гліобластом визначалися особливі види, а саме гліосаркома та гігантоклітинна гліобластома (рис. 4.5).
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Рис. 4.1. Дифузна астроцитома (Grade II), забарвлення Г-Е (х400).
Рис. 4.2. Анапластична астроцитома (Grade III), забарвлення Г-Е (х400), порівняно з дифузною астроцитомою пухлина характеризується більш виразною клітинністю.
4.1.2. Імуногістохімічні особливості ДАП високого ступеня злоякісності [137,138]
Для вивчення астроцитарних пухлин на сучасному рівні та для виділення прогностичних та діагностичних ознак, не достатнім є використання лише методів гістології із забарвленням лише гематоксиліном та еозином. Для точного встановлення діагнозу, особливо у випадках з низько диференційованими пухлинами (гліобластомами), а також у сумнівних випадках дифузних астроцитом рекомендованим є проведення дослідження з імуногістохімічним маркером гліальної тканини – GFAP. Також низка дослідників рекомендує проводити дослідження з vimentin при підозрі на гліосаркому. Крім того, сучасна класифікація пухлин ЦНС ВООЗ 2016 року наполягає на обов’язковому визначенні специфічної мутації (R132H) у ферменті ізоцитратдегідрогеназа-1. 
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	Рис. 4.3 Гліобластома з вираженою мітотичною активністю та поліморфізмом клітин. Забарвлення Г-Е (х400)
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Рис. 4.4. Гліобластома, класичний вид з палісадними некрозами. Забарвлення Г-Е (х100)
Рис. 4.5. Гліобластома з наявністю гігантських клітин. Забарвлення Г-Е (х400)

Тому для детального аналізу фенотипових особливостей злоякісних дифузних астроцитарних пухлин нами було проведене імуногістохімічне та молекулярно-генетичне дослідження у відібраних групах (30 випадків вперше виявлених (первинних) пухлин та 25 випадків рецидивів).

У групі первинних пухлин було визначено 4 анапластичні астроцитоми, IDH1wt  та 26 гліобластом. Гліобластоми поділялися на 3 IDH1mut и 23 IDH1wt (таблиця 4.1), з яких виокремлювалися особливі підвиди: 5 гліосарком (рис 4.6), 2 гігантоклітинні гліобластоми (рис. 4.7) та окремий патерн гліобластоми – гліобластома з примітивними нейрональними комплексами.
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Рис. 4.6. Гліосаркома, гліальний компонент пухлини експресує GFAP. (х400) 
Рис. 4.7. Гігантоклітинна гліобластома, експресія GFAP пухлинними клітинами (х400)
4.1.2.1 Особливості експресії GFAP, vimentin, NSE

У 100% пухлин в досліджуваних групах спостерігалася помірна (++) або сильна (+++) експресія GFAP пухлинними клітинами, що підтверджувало їхнє гліальне походження (рис.4.8). При порівнянні рівня експресії GFAP між групою пухлин, що дали рецидив протягом року та групою пухлин без рецидиву, статистично значущої різниці в експресії маркера визначено не було (р>0,05). Також було визначено, що експресія GFAP залишається відносно незмінною у пухлин до та після лікування. Достовірної різниці між експресією маркера в рецидивах та первинних пухлинах не встановлено (р>0,05).
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Рис. 4.8. Гліобластома, експресія GFAP у пухлинних клітинах, додаткове забарвлення гематоксиліном Майера. А) загальний вигляд пухлини з експресією GFAP (+++) (Х100); В) Виразний поліморфізм та атипія пухлинних клітин, ліпідизація в частини клітин (Х1000)

Низка дослідників стверджує, що у гліобластомах при високому рівні експресії GFAP також спостерігається високий рівень експресії vimentin [100,103]. У нашому дослідженні така закономірність встановлена не була. Експресія vimentin була помірною або слабкою у 7 (23%) з 30 первинних пухлин, а саме в усіх випадках гліосарком та гігантоклітинних гліобластом (рис. 4.9). В інших 23 випадках первинних пухлин експресія vimentin була відсутньою.

У випадках рецидивів експресія vimentin зустрічалася у 8 пухлинах (32%). Переважно вона спостерігалася у вогнищах післяпроменевого гліозу та в реактивно змінених астроцитах.

В одній з уперше виявлених гліобластом частина гігантських клітин не експресувала GFAP, однак при забарвленні NSE ці клітини мали позитивну реакцію, завдяки чому був уточнений діагноз – гліобластома з примітивним нейрональним компонентом (рис. 4.10)
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Рис. 4.9. Гліобластома. А) Експресія vimentin у гігантоклітинній гліобластомі; В) експресія vimentin у гліосаркомі. Додаткове забарвлення гематоксиліном Майера (х400)
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	Рис. 4.10. Гліобластома з примітивним нейрональним компонентом. Експресія NSE. Додаткове забарвлення гематоксиліном Майера (X400)


4.1.2.2. Особливості експресії anti-IDH1R132H

З трьох виділених нами гліобластом,IDH1mut (рис. 4.11) лише одна не мала рецидиву протягом року (клінічний анамнез захворювання до операції – 1 рік). З 4 анапластичних астроцитом рецидив протягом року спостерігався в одному випадку. З 23 гліобластом, IDH1wt (рис. 4.12): 12 пухлин мали рецидив протягом року (52%) та 11 – ні (48%). Усі гігантоклітинні гліобластоми та гліобластома з примітивним нейрональним компонентом дали рецидив протягом року.
У групі пізніх рецидивів (більш ніж через 3 роки після першої операції) було 3 гліобластоми, IDH1mut і 7 гліобластом, IDH1wt. (табл. 4.1)

На жаль, у нашому дослідженні нам не вдалося підтвердити прогностичне значення мутації IDH1R132H, бо кількість випадків з цією мутацією була досить невеликою. При порівнянні мутації IDH1R132H у групах з ранніми та пізніми рецидивами точний критерій Фішера=0,175 (р>0,05). 
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Рис. 4.11. Гліобластома IDH-mutant, виразна експресія Anti-IDH1R132H клітинами пухлини (х400).
Рис. 4.12. Гліобластома IDH-wild type, відсутність експресії Anti-IDH1R132H клітинами пухлини (х400) 

4.1.3. Молекулярно-генетичне дослідження додаткових  мутацій у IDH1[137]
Окремо нами була вивчена друга за частотою мутація в IDH1 [1], а саме мутація в кодоні 105 – IDH1105GGTSNP  і мутація, асоційована з синдромом Лі-Фраумелі, яка знаходиться в 132 кодоні та зустрічається дещо рідше – IDH1R132C. Серед уперше визначених пухлин мутація IDH1105GGTSNP зустрічалася в 4-х анапластичних астроцитомах та 2-х гліобластомах, IDH1wt. У випадках подовженого росту при пізніх рецидивах вона була в 6 гліобластомах, IDH1wt, при цьому безрецидивний період у цих пухлинах у випадках, коли первинною пухлиною була анапластична астроцитома (3 випадки), становив 8 років та більше, у випадках, коли первинний діагноз був сумнівним (анапластична астроцитома чи гліобластома) – 3 роки. У випадках продовженого росту протягом року після операції було лише 4 гліобластоми з мутацією IDH1105GGTSNP. При цьому 1 гліобластома змінила свій фенотип з IDH1mut, додатково отримавши мутацію IDH1105GGTSNP. Мутація IDH1R132C спостерігалася лише в одній гліобластомі, яка не дала рецидиву протягом року та в одній гліобластомі з групи пізніх рецидивів (рецидив через 3 роки). Однак у зв’язку з малою кількістю визначених випадків було прийнято рішення не оцінювати вплив цієї мутації на прогноз. Більш наочно вся інформація щодо мутацій подана в таблиці 4.1.
Для оцінювання впливу мутації – IDH1105GGTSNP  на фенотип нами додатково було вивчено анамнез пацієнтів з випадками подовженого росту, що мали віддалені рецидиви та наявність мутації IDH1105GGTSNP. Якщо пацієнт з мутацією мав як первинну пухлину анапластичну астроцитому, то ми відносили його до групи анапластичних астроцитом, якщо це була гліобластома, то до гліобластом. Далі вперше виявлені пухлини та група пізніх рецидивів (точніше їх первинний клінічний діагноз з урахуванням мутації) були об’єднані разом та було розраховано точний критерій Фішера. При оцінюванні впливу мутації – IDH1105GGTSNP  на фенотип було з’ясовано, що дана мутація асоційована з анапластичними астроцитомами (точний критерій Фішера = 0.00755, p<0,05). 

Також нами було оцінено, чи має якусь прогностичну цінність мутація IDH1105GGTSNP. Для цього було проведене порівняння залежно від наявності або відсутності мутації між групою, що дала рецидив протягом року та групою без рецидиву протягом року. Однак це порівняння не визначило статистичної значущості мутації (χ2 Пірсона = 0,186, при р=0,666 (р>0,05)). Тоді додатково, для більш точної оцінки значущості мутації IDH1105GGTSNP  для прогнозу, ми провели порівняння між групами ранніх та пізніх рецидивів. Для цього було проведене ранжування за часом, що пройшов між першою операцією та рецидивом (тривалість безрецидивного періоду) (рис. 4.13) та розраховано U-критерій Манна-Уїтні (U=36,5;p точне=0,043 p<0,05).
Таблиця 4.1. 

Характеристика досліджуваних груп за наявністю в них мутацій у IDH1.

	Група

Ознака
	Група 1 (первинні пухлини, що дали рецидив протягом року)
	Група 2 (первинні пухлини без рецидиву)
	Група 3 (рецидиви від пацієнтів з групи 1)
	Група 4 (віддалені рецидиви)



	Grade 
	
	
	
	

	III
	1 (7%) 
	3 (20%) 
	1 (7%) 
	0 (0%)

	IV
	14 (93%) 
	12 (80%) 
	14 (93%) 
	10 (100%)

	Мутація IDH1R132H
	
	
	
	

	Є
	2 (13%)
	1 (7%)
	2 (13%)
	3 (30%)

	Немає
	13 (87%)
	14 (93%)
	13 (87%)
	7 (70%)

	Мутація IDH1105GGT
	
	
	
	

	Є
	3 (20%)
	4 (27%)
	4 (27%)
	6 (60%)

	Немає 
	12 (80%)
	11 (73%)
	11 (73%)
	4 (40%)

	Мутація IDH1R132C
	
	
	
	

	Є
	0 (0%)
	1 (7%)
	0 (0%)
	1 (10%)

	Немає
	15 (100%)
	14 (93%)
	15 (100%)
	9 (90%)


Отриманий результат свідчить про наявність зв’язку між мутацією та більш сприятливим прогнозом. Однак, ураховуючи, що показник лише незначно менший, ніж критичне р, а при порівнянні в групі первинних пухлин за допомогою χ2 Пірсона статистично значущого зв’язку встановлено не було, отриманий результат потребує додаткової перевірки на більш великих вибірках.
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Рис. 4.13 Діаграма, що показує розподілення рецидивів пухлин без мутації IDH1105GGTSNP (0) та з нею (1) в залежності від кількості часу (роки), що пройшов між первинною операцією та рецидивом
4.2. Особливості судинної будови ДАП високого ступеня злоякісності [131]
Васкуляризація та неоангіогенез є ключовими чинниками, що сприяють зростанню та прогресуванню пухлин. Важливим є визначення площі мікросудинного русла, що можна зробити аналізуючи експресію маркерів CD34 та VEGF у тканині пухлини. Маркер VEGF також є важливим для розуміння процесів неоваскуляризації, а наявність експресії цього маркера в цитоплазмі пухлинних клітин, за даними багатьох авторів [1,5,6], є несприятливою прогностичною ознакою, що свідчить про агресивну поведінку пухлини. Також важливою є оцінка взаємозв’язку індексу васкуляризації з рівнем експресії EGFR у злоякісних астроцитарних пухлинах, бо з літературних даних відомо, що високий рівень EGFR теоретично повинен підвищувати синтез VEGF та стимулювати ангіогенез в цілому [8,9].
У цьому підрозділі ми вивчали експресію CD34 (рис. 4.14) та VEGF (рис. 4.15), оцінювали індекс васкуляризації (ЩМР(VEGF)/ЩМР(CD34)) та його зв’язок з рівнем експресії EGFR у пухлинах. 
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Рис. 4.14. Експресія СD34 у гліобластомі, додаткове забарвлення гематоксиліном Майера (Х400); 
Рис. 4.15. Експресія VEGF у гліобластомі, додаткове забарвлення гематоксиліном Майера (Х400)
4.2.1. Оцінка індексу васкуляризації у вперше виявлених ДАП високого ступеня злоякісності
Середнє значення індексу васкуляризації було вище в первинних пухлинах, що мали рецидив протягом року (0,689±0,18), порівняно з аналогічними пухлинами без рецидиву (0,67±0,19). Однак порівняння індексу васкуляризації між групами не встановило наявності статистично значущої різниці між групами (U-критерій Манна-Уїтні, р >0,05). 

Середній індекс васкуляризації у первинних пухлинах з кістозним компонентом становив 0,97±0,18, для первинних солідних пухлин  – 0,52±0,16. Обчислення U-критерію Манна-Уїтні показав достовірну різницю у показниках індексів васкуляризації первинних кістозних та первинних солідних пухлин (p<0,01).

4.2.2. Пухлинна трансформація 

Під час порівняння індексу васкуляризації в парних випадках (пухлини з першої групи та їх рецидиви) з розрахунком U-критерію Манна-Уїтні не було встановлено статистично значущих змін (U емп = 110.5, Uкр = 56; р>0,05). Рутинне гістологічне дослідження виявило, що у рецидивах пухлин статистично частіше визначають товстостінні судини (рис. 4.16), ніж в їх первинних пухлинах (х2Мак-Немара = 6,000, p=0,015; р<0,05).
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	Рис. 4.16. Товстостінні судини в рецидиві гліобластоми. А,В: забарвлення Г-Е, Х400; 
С: гліобластома з виразною експресією EGFR пухлинною тканиною, на фоні чого контрастно виділяються судини, що не експресують EGFR, додаткове забарвлення гематоксиліном  Майера, Х100.


4.2.3. Порівняння ангіогенезу в ранніх та пізніх рецидивах
Обчислення U-критерію Манна-Уїтні показав, що індекс васкуляризації достовірно вищий у ранніх рецидивах (U-критерій = 32; р двобічний точний=0,016, р<0,05). Аналіз кореляційного зв’язку між індексом васкуляризації та часом, що минув між першою операцією та рецидивом визначив наявність зворотнього кореляційного зв’язку помірної сили (rs = – 0,405), тобто чим більше часу пройшло між першою операцією та рецидивом, тим нижчий був індекс васкуляризації.

На відміну від первинних пухлин порівняння індексу васкуляризації в рецидивах з кістозним компонентом та без нього не виявило статистично значущих відмінностей (U-критерій Манна-Уїтні=53,5; p=0,31).

У групах віддалених рецидивів явища посттерапевтичного патоморфозу були менш виразні порівняно з групою ранніх рецидивів. Частково це може бути пояснено тим, що первинною пухлиною в групі віддалених рецидивів у 80% випадків були анапластичні астроцитоми, тоді як у групі ранніх рецидивів 93% первинних пухлин були гліобластомами. Це могло спричинити незначущі відмінності в схемах хіміо- та променевої терапії. У пацієнтів з гліобластомою обов’язковим є використання комбінованої хіміопроменевої терапії (одночасне призначення променевої терапії та темазоламіду для підвищення чутливості до неї) з подальшим курсом хіміотерапії темазоламідом. Пацієнтам з анапластичною астроцитомою призначають курс променевої терапії в тих самих дозах та кількості, як і пацієнтам з гліобластомою з подальшою терапією темазоламідом [1].

4.2.4. Оцінка взаємозв’язку між експресією EGFR та індексом васкуляризації
У науковій літературі є низка даних, які свідчать про те, що зі зростанням рівня злоякісності дифузні астроцитарні пухлини починають експресувати EGFR більш виражено. Також відомо, що підвищена секреція EGFR пухлинними клітинами спричиняє більш активну секрецію VEGF і прискорення ангіогенезу. Спираючись на ці дані, ми вирішили встановити, чи існує зв’язок між такими показниками, як сила експресії EGFR пухлинними клітинами та індекс васкуляризації. Порівняння проводилося на всьому досліджуваному масиві пухлин (55 випадків), який був розподілений на групу з відсутністю експресії EGFR та групи зі слабкою, помірною та виразною експресією. Для порівняння груп використовувався критерій Краскела-Уолліса. Критерій Краскела-Уолліса H (3, N=55) = 24,33 (p<0,00001), що свідчить про існування достовірного статистичного зв’язку між рівнем експресії EGFR та індексом васкуляризації. Далі за допомогою U-критерію Манна-Уїтні попарно були порівняні групи з відсутністю EGFR та зі слабкою експресією; група зі слабкою експресією та об’єднані разом група помірної та виразної експресії EGFR. У кожній парі груп порівняння був встановлений статистично значущий зв’язок. З цього можна зробити висновок, що зі зростанням сили експресії EGFR зростає також показник індексу васкуляризації.

Загальна інформація щодо груп подана в таблиці 4.2.
Таблиця 4.2

Залежність індексу васкуляризації від рівня експресії EGFR

	EGFR
	Середній індекс васкуляризації
	N
	Стандартне відхилення
	P*

	neg
	0,447000
	21
	0,192354
	<0,00001

	+
	0,895813
	16
	0,631530
	

	++
	0,783467
	15
	0,251828
	

	+++
	1,143333
	3
	0,257358
	

	Усього
	0,707309
	55
	0,438677
	


*Підрахунок р виконувався за допомогою критерію Краскела-Уолліса
У пухлинах з експресією EGFR «+++» також спостерігалася виразна експресія VEGF пухлинними клітинами (рис. 4.17).
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	Рис. 4.17. Периферійна ділянка гліобластоми, експресія VEGF як стінкою судин, так і пухлинними клітинами, додаткове забарвлення гематоксиліном Майера, Х400


4.3. Проліферативний потенціал злоякісних ДАП та його вплив на прогноз [138,139]
Гліобластоми та анапластичні астроцитоми належать до найбільш злоякісних пухлин головного мозку. Незважаючи на прогрес у сучасних методах лікування, усі дифузні астроцитарні пухлини 3-4 ступеня злоякісності рецидивують [22]. Середня тривалість життя пацієнтів з анапластичною астроцитомою становить 2-3 роки [19], а з гліобластомою 15 місяців [16,17].

Незважаючи на все вищезазначене гліобластоми дуже відрізняються між собою. Визначення особливостей їх агресивної поведінки, що проявляються через активність проліферації, здатність до інвазії та порушення клітинного циклу, може бути ключовим чинником для підбору специфічної таргетної терапії пацієнтам та є важливим для формування прогнозу перебігу захворювання.
У цьому розділі ми вивчимо активність пухлин шляхом визначення індексу проліферації за Ki-67, порушень регуляції клітинного циклу (р53), інвазивних властивостей за допомогою визначення відсотка пухлинних клітин, що експресують MMP-9 (рис. 4.18) та агресивності пухлини за допомогою оцінювання сили експресії EGFR у тканині пухлин. Вивчимо взаємозв’язок перерахованих факторів з процесами ангіогенезу. Додатково проаналізуємо експресію рецептора прогестерону як додаткового чинника, що впливає на проліферацію злоякісних астроцитарних пухлин. 
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	Рис. 4.18. Експресія MMP-9 пухлинними клітинами гліобластоми, додаткове забарвлення гематоксиліном Майера, Х400.


4.3.1. Особливості вперше виявлених пухлин
Спочатку ми оцінили проліферативну активність пухлин, що дали рецидив протягом року й тих пухлин, які такого рецидиву не мали. Середнє значення ІП було вище в групі пухлин, що дали рецидив протягом року (18,29±3,4), порівняно з групою без рецидиву (16,57±3,1). Цікавим з наукової точки зору було спостереження, що середній ІП залишався вищим у першій групі порівняно з другою навіть при виключенні з цих груп анапластичних астроцитів (18,79±2,9 та 18±0,98). Однак при оцінюванні значущості цієї різниці за допомогою критерію Манна-Уїтні не було встановлено достовірної різниці в показниках ІП між групами (Uемп = 75; р>0,05).

Далі нами було оцінено експресію маркера p53 у групі пухлин, що дали рецидив протягом року після первинної операції та в аналогічній групі пухлин, що такого рецидиву не мали. Середній показник відсотка пухлинних клітин, що експресували р53 був дещо вищим у другій групі (13,85±4,08) порівняно з першою (12,73±3,84). Однак оцінка значущості спостережуваної різниці між групами за допомогою критерію Манна-Уїтні не підтвердила наявності статистично значущої різниці в показниках експресії р53 між групами (Uемп = 88,5; p=0,336). Деякі дослідження свідчили про наявність прямого зв’язку між ІП та експресією р53 пухлинними клітинами. У нашому дослідженні такого зв’язку нам встановити не вдалося (rs = 0,08, р>0,05).

Також ми оцінювали експресію EGFR у первинних пухлинах (рис. 4.19). Для цього пухлини розподілили на 2 підгрупи: 1) з відсутньою або слабкою експресією EGFR у тканині пухлини; 2) з помірною або сильною експресією. У групі з пухлинами, що дали рецидив протягом року, 46,7% належали до підгрупи з помірною або високою експресією EGFR, тоді як у групі без рецидиву протягом року, частка таких пухлин становила лише 20%. Обчислення критерію Манна-Уїтні підтвердив статистично значущу різницю в рівні експресії EGFR між групами (Uемп = 70,5; p<0,05). 
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Рис .4.19. Шкала експресії EGFR пухлинними клітинами гліобластоми від слабкої (+) до сильної (+++), додаткове забарвлення гематоксиліном Майера, Х400.

Оцінка експресії  MMP-9 як вірогідного незалежного прогностичного чинника також не встановила наявності статистично значущої різниці між групами (р>0,05). Однак було визначено, що в усіх випадках відсутності експресії EGFR не було встановлено й експресії MMP-9. А визначення рівня експресії MMP-9 у групах з низькою експресією EGFR та помірною або виразною експресією EGFR виявило, що більш висока експресія MMP-9 характерна саме для другої групи (помірна або виражена експресія EGFR) (критерій Манна-Уїтні: Uемп = 7,5; Uкр = 16; p<0,01).

Також був встановлений зв’язок між рівнем експресії EGFR та індексом васкуляризації в уперше виявлених пухлинах (критерій Краскела-Уолліса H (3, N= 30) = 10,66366 p = 0,0137) і помірної сили зв’язок між рівнем експресії MMP-9 та індексом васкуляризації (rs = 0,43; p<0,05).

Додатково була перевірена теорія щодо наявності зворотнього зв’язку між рівнем експресії EGFR та рівнем експресії p53. Вважається, що експресія EGFR частіше за все пов’язана з більш агресивною поведінкою пухлин та переважно спостерігається в первинних гліобластомах (гліобластомах de novo), тимчасом як експресія p53, навпаки, частіше спостерігається у вторинних гліобластомах та пов’язана з більш повільним розвитком пухлини. У нашому досліджені за допомогою обчислення Н-критерію Краскела-Уолліса була визначена значуща різниця в експресії р53 у групах з різними показниками експресії EGFR (neg, +, ++, +++) (значення критерію: H (3, N= 30) =12,46401 p =0,006. Також нами був розрахований коефіцієнт кореляції Спірмена. Його значення дорівнювало           rs= – 0,62, p=0,000242, що свідчить про помірної сили зворотній зв’язок між рівнем експресії EGFR та експресією р53 пухлинними клітинами: чим вищою була експресія EGFR, тим нижчою ставала експресія p53. Більш детально зв’язок різних клініко-морфологічних ознак пухлин з рівнем експресії EGFR представлено в таблиці 4.3.
Таблиця 4.3 

Характеристика основних клініко-морфологічних ознак уперше виявлених пухлин та їх зв’язок з експресією EGFR

	Клініко-морфологічна ознака
	Усі випадки
	EGFR (neg)
	EGFR (+)
	EGFR (++/+++)
	p

	
	N
	%
	N
	%
	N
	%
	N
	%
	

	Усього пацієнтів
	30
	100
	11
	36,7
	9
	30
	10
	33,3
	 

	Стать

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	0,439

	Ч
	18
	60
	8
	72,7
	4
	44,4
	6
	60
	 

	Ж
	12
	40
	3
	27,3
	5
	55,6
	4
	40
	 

	Вік
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	0,44

	середній
	53,17
	
	53,27
	
	51,33
	
	54,7
	
	 

	Стандартне відхилення
	11,81
	 
	15,05
	 
	12,71
	 
	6,93
	 
	 

	Початок (тривалість симптомів до операції)
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	0,341

	< 3 місяців
	22
	73,3
	7
	63,6
	6
	66,7
	9
	90
	 

	>3 місяців
	8
	26,7
	4
	36,4
	3
	33,3
	1
	10
	 

	Кістозний компонент
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	0,39

	Є
	13
	43,3
	3
	27,3
	5
	55,6
	5
	50
	 

	Немає
	17
	56,7
	8
	72,7
	4
	44,4
	5
	50
	 

	Рецидив протягом року
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	0,137

	Є
	15
	50
	3
	27,3
	5
	55,6
	7
	70
	 

	Немає
	15
	50
	8
	72,7
	4
	44,4
	3
	30
	 

	MMP-9
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	*0,002

	<33%
	24
	80
	11
	100
	9
	100
	4
	40
	 

	>33%
	6
	20
	0
	0
	0
	0
	6
	60
	 

	Ki 67
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	0,06

	< 17,4
	12
	40
	6
	54,5
	5
	55,6
	1
	10
	 

	>17,4
	18
	60
	5
	45,5
	4
	44,4
	9
	90
	 

	Індекс васкуляризації
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	*0,048

	<0,67
	18
	60
	9
	81,8
	6
	66,7
	3
	30
	 

	>0,67
	12
	40
	2
	18,2
	3
	33,3
	7
	70
	 

	P53
	
	
	
	
	
	
	
	
	*0,049

	<13,29
	14
	46,7
	2
	18,2
	5
	55,6
	7
	70
	

	>13,29
	16
	53,3
	9
	81,8
	4
	44,4
	3
	30
	


Примітка: критерій Пірсона (χ2)

*Значущі відмінності при р<0,05

У 3-х пухлинах, що мали рецидив протягом року, спостерігалася експресія рецептора прогестерона в тканині пухлини (рис. 4.20). Клітини, що експресували рецептор прогестерону, знаходилися навколо зон некрозу. В усіх цих пухлинах був достатньо високий індекс васкуляризації (1,17±0,61). 
Крім цього, такі пухлини характеризувалися помірною чи високою експресією EGFR та високою експресією MMP-9 (кількість пухлинних клітин, що експресували MMP-9 дорівнювала 41% та вище). Статистичний аналіз цього явища не проводився у зв’язку з малою кількістю спостережень. 
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Рис. 4.20.(А,В) Експресія рецептора прогестерона в гліобластомі, додаткове забарвлення гематоксиліном Майера, Х400

4.3.2. Пухлинна трансформація
Статистично значущих змін в експресії EGFR між первинною пухлиною та її рецидивом визначено не було (розрахунок x2Мак-Немара, р >0,05). Також не було виявлено статистично значущих змін у рівні експресії р53 пухлинними клітинами (x2Мак-Немара = 2; р=0,158).

Підвищення експресії Ki-67 у тканині пухлини спостерігалося в 14 випадках ранніх рецидивів (таблиця 4.4). Згідно з даними ВООЗ, таке підвищення характерне для випадків рецидивування та свідчить про неефективність проведеної терапії [1,6,22].У 9 з 14 випадків  підвищення рівня експресії Ki-67 спостерігалося одночасне зростання кількості клітин, що експресують MMP-9 у тканині пухлини, тобто спостерігалося паралельне зростання як проліферативного потенціалу, так і інвазивних властивостей пухлин. Однак обчислення точного критерію Фішера не виявило достовірної значущості цього явища (критерій Фішера = 0,4; р >0,05).

Таблиця 4.4

Експресія Ki-67 у пухлинах до та після проведеної стандартної променевої та хіміотерапії
	№ спостереження
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15

	Ki-67 до
	16,4%
	18,3%
	25,6%
	11,2%
	19,3%
	19,2%
	16,4%
	23,2%
	15,1%
	18,8%
	17,3%
	19%
	21,4%
	15,7%
	17,4%

	Ki-67 після
	19,3%
	32%
	8,7%
	16,5%
	22,5%
	19,4%
	17%
	25%
	21%
	24%
	17,8%
	20,8%
	27%
	16,4%
	20,1%


Під час ретельного вивчення випадків усіх рецидивів був знайдений 1 випадок псевдопрогресування. Це був єдиний випадок раннього рецидиву, у якому експресія Ki-67 різко знизилась з 25,6% до 8,7% порівняно з первинною пухлиною (таблиця 4.4, рис. 4.21), а також відмічалося зниження експресії MMP-9 з 35% (++) до 0% , та експресії EGFR з ++ до її відсутності. 

На додаток до вже згаданих змін, у досліджуваному зразку гістологічно спостерігалися явища реактивного гліозу зі слабкою експресією vimentin (рис. 4.21), фіброзу та перифокального набряку, серед масивного некрозу зустрічалися поодинокі живі пухлинні клітини в стадії дистрофічних змін.
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Рис. 4.21. Експресія Ki-67 у гліобластомі. А) первинна (уперше виявлена) пухлина; B) псевдопрогресія цієї ж пухлини після лікування, дистрофічно змінені кластери пухлинних клітин з експресією ki-67, що стиснені між масивними ділянками гліозу; додаткове забарвлення гематоксиліном Майера, Х400.
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	Рис.4.22. Слабка експресія vimentin у випадку псевдопрогресування, масивні ділянки гліозу та фіброзу, додаткове забарвлення гематоксиліном Майера, Х400




4.3.3. Аналіз випадків рецидивування
Під час порівняння груп ранніх та віддалених рецидивів у групі ранніх рецидивів експресія EGFR різного ступеня спостерігалася в 66,7% випадків (10 спостережень), при цьому 40% (6 випадків) припадало на слабку експресію маркера (+).  Тимчасом як у випадках віддалених рецидивів тільки 50% (5 випадків) пухлин експресували EGFR, і всі 50% належали до випадків помірної експресії маркера. Розрахунок точного критерію Фішера не виявив достовірної статистичної різниці між експресією EGFR у групах ранніх та віддалених рецидивів (точний критерій Фішера = 0,44, р>0,05). Ми схиляємося до думки, що превалювання в групі ранніх рецидивів пухлин зі слабкою експресією EGFR може бути наслідком отриманого курсу лікування, тоді як у групі віддалених рецидивів минуло більше часу між рецидивом та лікуванням, унаслідок чого експресія EGFR могла почати зростати. Статистично значущої різниці в експресії р53 між групами ранніх та віддалених рецидивів не знайдено (Uемп = 92; Uкр = 79; p>0,05). Так само не було визначено статистично значущих відмінностей між експресією MMP-9 в ранніх та віддалених рецидивах (U-критерій Манна-Уїтні, р>0,05). На відміну від усіх випадків первинних пухлин, чіткого взаємозв’язку між рівнем експресії EGFR та MMP-9, а також Ki-67 та MMP-9 не спостерігалося (U-критерій Манна-Уїтні, р>0,05), хоча в усіх випадках з відсутністю експресії EGFR була відсутня також експресія MMP-9. 

Було виявлено сильний прямий кореляційний зв’язок між індексом васкуляризації та відсотком пухлинних клітин, що експресують MMP-9 (rs=0,893, кількість степенів свободи (f) = 23) р<0,05). Ці дані ще раз підтвердили той факт, що процес інвазії прямо пов’язаний з ангіогенезом у пухлині. Зведені дані щодо основних імуногістохімічних параметрів пухлин наведені в таблиці 4.5.
Таблиця 4.5

Основні імуногістохімічні параметри рецидивів та час, що минув між першою операцією та рецидивом
	№ спостереження
	Рівень експресії  EGFR
	Експресія MMP-9 (%)
	Індекс васкуляризації
	Час між першою операцією та рецидивом (роки)

	1
	++
	38
	1,52
	0,58

	
2

	+
	28
	0,9
	0,33

	3
	++
	32
	2,76
	1,00

	4
	neg
	0
	0,24
	1,00

	5
	++
	41,3
	1,84
	1,00

	6
	+
	20
	0,52
	1,00

	7
	+
	24
	0,66
	0,92

	8
	neg
	0
	0,4
	0,83

	9
	neg
	0
	0,38
	0,17

	10
	neg
	0
	0,35
	0,92

	11
	+
	38
	1,19
	0,50

	12
	neg
	0
	0,32
	0.67

	13
	+
	38
	1,38
	1,00

	14
	+++
	45
	1,44
	0,25

	15
	+
	25
	0,77
	0,42

	16
	++
	22
	0,38
	5,00

	17
	++
	41,3
	0,66
	4,00

	18
	neg
	0
	0,23
	13,00

	19
	neg
	0
	0,32
	10,00

	20
	neg
	0
	0,28
	3,00

	21
	neg
	0
	0,27
	8,00

	22
	++
	37
	0,65
	3,00

	23
	neg
	0
	0,24
	5,00

	24
	++
	28
	0,53
	3,00

	25
	++
	27
	0,54
	3,00


4.4. Особливості імунного профілю ДАП [140,141]
Для розроблення ефективних методів лікування астроцитарних пухлин різного ступеня злоякісності необхідно глибоко вивчити всі молекулярно-біологічні властивості цих пухлин. Ураховуючи ефективність імунотерапевтичного підходу в лікуванні пухлин інших локалізацій, численні наукові дані останніх років щодо здатності імунних клітин проникати крізь ГЕБ [55], а також дані щодо антиген-презентуючих функцій мікроглії в пухлинах [60,61,62], ми вирішили приділити увагу комплексному вивченню Т-клітинного та макрофагального складника пухлин. На сьогодні в літературі існують лише роздрібнені та частково суперечливі дані щодо цього питання [16,17,19]. Відсутня інформація про особливості імунного профілю рецидивів пухлин у пацієнтів, що отримали комплексне лікування та були повторно прооперовані з приводу подовженого росту пухлини.
У цьому розділі ми досліджуємо особливості експресії маркерів CD3, CD4, CD8 та СD68 в астроцитарних пухлинах високого ступеня злоякісності (рис 4.23) та з’ясовуємо їх вірогідне прогностичне значення.
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Рис.4.23 Інфільтрація імунними клітинами  тканини пухлини, ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майера (х400). A. Низька експресія CD3 у гліобластомі. B. Висока експресія CD3 у гліобластомі. C. Низька експресія CD4 у гліобластомі D. П CD4 помірна експресія E. Низька експресія CD8 у гліобластомі F. Висока експресія в гліобластомі G. Низька експресія CD68 у гліобластомі H. Висока експресія CD68 у гліобластомі 

4.4.1. Прогностичне значення інфільтрації пухлини імунокомпетентними клітинами

Нами був вивчений вплив кожної з ланок клітинного імунітету (CD3, CD4, CD8, CD68) на виникнення рецидиву протягом року. Оцінювався вплив помірної та високої експресії кожного з маркерів на виникнення рецидиву протягом року. Статистично значущий результат отримано тільки для макрофагального маркера CD68 (табл. 4.6)

Таблиця 4.6 

Розподіл пацієнтів залежно від рівня експресії CD68 та наявності рецидиву (дані для обчислення критерію Фішера)

	Рецидив протягом року
Характеристика пухлини
	Є
	Немає
	Усього

	СD 68 («++», «+++»)
	11
	5
	16

	CD 68 («neg», «+»)
	4
	10
	14

	Усього
	15
	15
	30


Критерій Фішера =0,037,p <0,05. 

Тобто при виявленні експресії маркера СD68 «++» та вище в тканині пухлини рецидив протягом року спостерігався достовірно частіше, ніж у пухлинах, у яких експресія цього маркера була слабкою чи відсутньою. При вивченні експресії маркерів було зроблено цікаве спостереження 2 пухлини з тих, що дали рецидив протягом року мали позитивну реакцію пухлинних астроцитів на СD3 (рис. 4.24). Також у вивченому матеріалі у частини пухлин спостерігалася експресія маркера CD68 пухлинними астроцитами (рис. 4.25А,Б). Однак, ураховуючи малий розмір вибірки, зробити статистично достовірний висновок щодо ролі цих явищ у туморогенезі не було можливим.
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Рис. 4.24 Експресія маркера CD3 пухлинними астроцитами в анапластичній астроцитомі, додаткове забарвлення гематоксиліном Майера (X400)

Рис. 4.25А, 4.25В Експресія маркера СD68 пухлинними астроцитами в гліобластомі, додаткове забарвлення гематоксиліном Майера (Х400) 

Ураховуючи складність імуних механізмів захисту, ми вирішили також оцінити вплив поєднання декількох чинників одночасно на розвиток рецидиву протягом року. Нами були оцінені поєднання експресії CD4 та СD8 (у різних співвідношеннях) з іншими факторами та поєднання експресії CD3 та СD8 (у різних співвідношеннях) з іншими чинниками. У результаті проведеного аналізу було визначено лише 2 статистично значущих поєднання чинників.

1. Наявність одночасно трьох чинників: низька або відсутня експресія СD3 в поєднанні з помірною або сильною експресією CD4 та СD8 є сприятливою ознакою та свідчить про меншу вірогідність рецидиву протягом року після первинної операції (таблиця 4.7). 
2. Вірогідність рецидиву протягом 1-го року вища в солідних пухлинах з помірною або високою експресією CD3 на тлі низької або відсутньої експресії  СD8 (таблиця 4.8).

Таблиця 4.7

Вплив імунного профілю пухлини CD3 (neg/+)/ CD4(++/+++)/CD8 на розвиток рецидиву (абсолютна кількість пацієнтів, таблиця для обчислення критерію Фішера)

	рецидив протягом року

Характеристика пухлини
	Немає
	Є
	Усього

	CD3 (neg/+)/CD4 (++/+++)/CD8 (++/+++)
	7
	1
	8

	Інші пухлини
	8
	14
	22

	усього
	15
	15
	30


Критерій Фішера= 0,01869, р< 0,05.

Таблиця 4.8

Вплив імунного профілю пухлини CD3 (++/+++)/ CD8 (neg/+) та її будови на розвиток рецидиву протягом року
	рецидив протягом року
Характеристика пухлини
	Рецидив є
	Немає
	Усього

	CD3 (++/+++)/ CD8 (neg/+), солідна будова
	4
	0
	4

	Інші пухлини
	11
	15
	26

	усього
	15
	15
	30


Критерій Фішера= 0,04981, р< 0,05.

Незалежна роль у розвитку рецидиву таких показників, як стать, вік та наявність інтратуморозних кіст не встановлена. Також не було виявлено статистично значущих відмінностей у вірогідності розвитку рецидивів протягом року між пацієнтами з дифузними астроцитомами Grade III та пацієнтами з дифузними астроцитомами Grade IV (точний критерій Фішера=0,34866, p >0,05). Однак, ураховуючи, що кількість пацієнтів з дифузними астроцитомами Grade III була незначною, цей показник потребує додаткової перевірки на великих групах.

4.4.2. Трансформація імунного профілю до та після стандартної хіміо- та променевої терапії
Відібрані групи дозволили нам ретельно вивчити патоморфоз імунного профілю пацієнтів. Дана інформація у перспективі може бути цікавою для лікарів-онкологів, щоб зрозуміти особливості пухлин при оцінюванні ефективності лікування, а також може бути використана для прицільного розроблення препаратів, що пригнічують або стимулюють окремі ланки імунітету.

Для вивчення патоморфозу пухлин ми порівняли зміни експресії маркерів CD3, CD4, CD8, CD68 до та після рецидиву в одних і тих самих пацієнтів. Результати подані на рисунку 4.26.
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Рис. 4.26. Зміни експресії маркерів у рецидивах пухлин порівняно з їх первинною біопсією
З рисунку бачимо, що найбільші зміни виникли з боку експресії СD8 (73% пацієнтів продемонстрували збільшення експресії маркера). Експресія інших маркерів у 60% та більше випадків залишилася незмінною.

Для того щоб переконатися в статистичній достовірності збільшення інфільтрації пухлин CD8-лімфоцитами, ми використали тест Мак-Немара.

Таблиця 4.9 

Зміни експресії  CD8 до та після стандартної хіміо- та променевої терапії (аналіз парних випадків, дані для обчислення x2Мак-Немара)

	     Після терапії
до терапії
	CD8(++/+++) 
	CD8(neg/+)   
	Усього

	CD8(++/+++)

	4
	1
	5

	CD8(neg/+)            
	9
	1
	10

	Усього
	13
	2
	15


За даними тесту x2Мак-Немара з поправкою Йейтса=5,625; рівень значущості р< 0,05. Отже, у рецидивуючих протягом року пухлинах ми достовірно спостерігаємо збільшення інфільтрації Т-кілерами (СD-8). 
4.4.3. Зміни імунного профілю в групах ранніх та пізніх рецидивів
Під час порівняння експресії маркерів CD3, CD4, CD8, CD68 в ранніх та віддалених рецидивах спостерігався більш низький відсоток пухлин з помірною чи високою експресією маркерів у групі віддалених рецидивів (таблиця 4.10). Однак розрахунок точного критерію Фішера не виявив статистично значущих відмінностей в експресії маркерів між групами. 
Таблиця 4.10

Експресія маркерів CD3,CD4,CD8 та CD68 у ранніх та віддалених рецидивах
	Експресія маркера
	Ранні рецидив
	Віддалені рецидиви
	Критерій Фішера, р

	
	Кількість
	%
	Кількість
	%
	

	CD3
	neg/+
	3
	20
	3
	30
	0,65316;

р >0,05

	
	++/+++
	12
	80
	7
	70
	

	CD4
	neg/+
	1
	7
	2
	20
	0,54348;

р >0,05

	
	++/+++
	14
	93
	8
	80
	

	CD8
	neg/+
	2
	13
	3
	30
	0,03771;

р >0,05

	
	++/+++
	13
	87
	7
	70
	

	CD68
	neg/+
	0
	0
	3
	30
	0,05217;

р >0,05

	
	++/+++
	15
	100
	7
	70
	


4.5. Математична модель розвитку рецидиву пухлини протягом року після первинної операції [142]
Своєрідним підсумком нашого дослідження було створення математичної моделі прогнозуванням рецидиву злоякісних дифузних астроцитарних пухлин протягом року після видалення первинної пухлини. Для створення моделі був оцінений прогностичний потенціал усіх вивчених нами клінічних та молекулярно-біологічних характеристик пухлин. Модель формувалася за допомогою покрокового дискримінантного аналізу в програмі Statistica 10.0. 
Перевагою такого аналізу є те, що він дозволяє враховувати найменші чинники, які можуть бути значущими для прогнозу, але при цьому не визначатися при окремому розрахунку як незалежна прогностична ознака. Для проведення дискримінантного аналізу були відібрані такі клінічні та імуногістохімічні параметри: стать, вік (роки), локалізація пухлинного процесу (лобова частка, скронева частка, ураження декількох часток), тривалість симптомів до операції (місяці), зміщення серединних структур (мм), ступінь злоякісності (III або IV), наявність інтратуморозних кіст, індекс васкуляризації, IDH-статус, наявність мутації IDH1105GGTSNP, індекс проліферації за Ki-67 (%), експресія p53(%), рівень експресії MMP-9 пухлинними клітинами (%), експресія EGFR (neg; +; ++; +++); експресія CD68 (neg/+ або ++/+++), різні види коекспресії маркерів CD3, CD4 та СD8, що були встановлені у нашій вибірці:
· CD3(neg/+)/CD4(++/+++) /СD8(++/+++)

· CD3(neg/+)/CD4(++/+++) /СD8(neg/+);

· CD3(++/+++)/CD4(++/+++) /СD8(++/+++);

· CD3(++/+++)/CD4(++/+++)/СD8(neg/+);

· CD3(++/+++)/CD4(neg/+) /СD8(++/+++). 

Такі показники, як обсяг оперативного втручання та подальша терапія в нашому аналізі не враховувалися, бо у всіх пацієнтів з вибірки була виконана максимально доступна резекція пухлини з подальшою стандартною променевою терапією та хіміотерапією темазоламідом. Також важливим буде зазначити, що в нашій виборці присутні лише пухлини з супратенторіальною локалізацією.
Групуючою змінною була наявність або відсутність рецидиву протягом року. Інші незалежні якісні змінні, які мали більш ніж 2 варіанти вибору, були модифіковані за допомогою техніки Dummy. Після цього був проведений покроковий дискримінантний аналіз методом виключення. У ході аналізу були визначені такі значущі характеристики, подані в таблиці (4.11): значення Лямбди Уїлкса, оцінено отриману систему класифікаційних рівнянь, аналіз канонічних кореляцій та адекватність отриманої моделі.

Лямбда Уїлкса оцінює потужність дискримінації моделі після введення в неї змінної. Значення Лямбди Уїлкса знаходиться в діапазоні від 0 до 1. Чим менше значення даного показника, тим більший внесок змінної в дискримінантну функцію.

Отримані такі значення дискрімінантної функції: Лямбда Уїлкса=0,38142; точний критерій Фішера F(4,25)=10,136; p <0,0001. Дані показники свідчать, що запропонована дискримінантна модель є коректною. 

Значення R2  показує внесок кожної змінної в дискримінантну функцію, чим більше значення, тим більший внесок показника. 
Таблиця 4.11 

Предиктори розвитку рецидиву пухлини протягом року після первинної операції
	N=30
	Лямбда Уїлкса
	Частна Лямбда
	F-виключення (1,25)
	р
	толеран-тність
	R2

	Вік
	0,555942
	0,686087
	11,43852
	0,002370
	0,617647
	0,382353

	EGFR ++
	0,539372
	0,707164
	10,35246
	0,003560
	0,734694
	0,265306

	CD68++/+++
	0,603126
	0,632413
	14,53111
	0,000802
	0,652972
	0,347028

	CD3(++/+++)/CD4(++/+++) /СD8(neg/+)
	0,685971
	0,556036
	19,96111
	0,000148
	0,518835
	0,481165


На заключення методом лінійного дискримінантного аналізу Фішера обчислено значення класифікуючих коефіцієнтів дискримінантної функції для групи, що дала рецидив протягом року та для групи без рецидиву. Змінні, що являли собою незалежні предиктори рецидиву пухлин протягом року після операції та їх класифікуючі коефіцієнти подані в таблиці 4.12.
Результати проведеного лінійного дискримінантного аналізу Фішера дозволили отримати таку систему класифікаційних рівнянь:
F1 = –12,1299+0,3971X(вік) + 2,5752X(EGFR ++)+3,6659X(CD68++/+++) – 1,4082X(CD3(++/+++)/CD4(++/+++) /СD8(neg/+));
F2 = –16,1268 + 0,5894X(вік) – 1,9504X(EGFR ++)-1,1936X(CD68++/+++) – 7,5917X(CD3(++/+++)/CD4(++/+++) /СD8(neg/+)).

Таблиця 4.12 

Коефіцієнти класифікаційної функції рецидування пухлини протягом року після операції
	Предиктор
	Рецидив протягом року
	Рецидив відсутній протягом року

	Вік
	0,3971
	0,5894

	EGFR ++
	2,5752
	-1,9504

	CD68++/+++
	3,6659
	-1,1936

	CD3(++/+++)/CD4(++/+++) /СD8(neg/+)
	-1,4082
	-7,5917

	Константа
	-12,1299
	-16,1268


Для прогнозування віднесення пацієнтів до однієї з двох груп потрібно обчислити значення першої та другої дискримінантної функції з використанням конкретних значень кожної зі змінних. Для показників експресії у випадку збігу патерна експресії із зазначеним у рівнянні беремо значення, що дорівнює 1, при розбіжності значення вважається таким, що дорівнює 0. Варто зазначити, що хоча в нашій формулі значущою є лише експресія EGFR++, ми рекомендуємо під час розрахунку враховувати як 1 також і значення експресії EGFR+++. Під час арифметичного підрахунку наданих показників отримане класифікаційне значення буде максимальним для того рівняння, яке описує групу, до якої входить досліджуваний пацієнт, тобто прогноз рецидиву пухлини протягом року належить до того класу, для якого класифікаційне значення буде максимальним.

Якщо отримане значення F1>F2, то з вірогідністю 86,7% можна стверджувати, що у даного пацієнта буде рецидив пухлини протягом року. Якщо ж, навпаки, значення F2>F1, то вірогідність відсутності рецидиву протягом року також дорівнює 86,7%.

Резюме 

Проведене імуногістохімічне та молекулярно-генетичне дослідження дифузних астроцитарних пухлин Grade III-IV дозволило визначити низку закономірностей, а саме: 

1. Серед уперше виявлених ДАП Grade III-IV 10% пухлин були IDH-mut та 90% – IDH-wild type. У випадках рецидивування було виявлено 20% IDH-mut пухлин та 80% IDH-wild type. Усі 100% незалежно від того, чи були це вперше виявлені пухлини або рецидиви, а також незалежно від ступеня злоякісності пухлини демонстрували експресію GFAP (++/+++). Коекспресія vimentin з GFAP визначалася лише у випадках гліосарком та гігантоклітинних гліобластом (23% від усіх уперше виявлених пухлин), а також у вогнищах післяпроменевого гліозу в рецидивах.

2. Мутація IDH1105GGTSNP асоційована з анапластичними астроцитомами (точний критерій Фішера = 0.00755, p<0,05) або з гліобластомами, що розвинулися з анапластичних астроцитом. Розроблення імуногістохімічного маркера для визначення даного виду мутації у майбутньому може бути корисним для більш точного визначення ступеня злоякісності пухлини та її фенотипу в сумнівних випадках.

3.  Мутація IDH1105GGTSNP, за нашими даними, пов’язана з більш віддаленими рецидивами пухлин у пацієнтів (U=36,5; p точне=0,043 p<0,05).

4. При оцінюванні пухлинного патоморфозу було встановлено статистично значуще збільшення кількості товстостінних судин у групі рецидивів порівняно з уперше виявленими пухлинами (х2Мак-Немара=6,000, p=0,015; р<0,05).

5. Індекс васкуляризації достовірно вищий у вперше виявлених злоякісних ДАП з кістозним компонентом порівняно з аналогічними солідними пухлинами (р<0,01). При цьому в групі рецидивів така закономірність не виявлена (p=0,31).
6.  Не виявлено статистично значущої різниці в індексі васкуляризації між групою пухлин, що дали рецидив протягом року та групою пухлин без рецидиву (р>0,05). Хоча середнє значення індексу васкуляризації було вищим у першій групі (0,825±0,13) порівняно з другою (0,67±0,39). Автор вважає, що для визначення прогностичної цінності цього показника потрібні великі групи спостережень та вивчення зв’язку індексу васкуляризації з іншими молекулярно-біологічними ознаками злоякісних ДАП. 

7.  Відмічено статистично значуще зростання індексу васкуляризації при збільшенні експресії EGFR пухлинними клітинами (критерій Краскела-Уолліса H (3, N=55)=24,33 (p<0,00001), U-критерій Манна-Уїтні при попарному порівнянні мав p<0,01 в кожній з порівнюваних пар). Інформація стосовно індексу васкуляризації та експресії EGFR може бути корисною для лікарів-онкологів під час вибору та призначення ефективних схем хіміотерапії для окремих груп пацієнтів. Наприклад, призначення бевацизумабу не тільки після рецидиву, але й при первинній хіміотерапії. 
8. Аналіз кореляційного зв’язку між індексом васкуляризації та часом, що минув між першою операцією та рецидивом, виявив наявність зворотнього кореляційного зв’язку середньої сили (rs= – 0,405), тобто чим більше часу минуло між першою операцією та рецидивом, тим нижчим буде індекс васкуляризації.
9. В усіх випадках раннього справжнього прогресування пухлин спостерігалося зростання ІП, що може свідчити про неефективність стандартних схем терапії в даній групі пухлин. Не було визначено достовірної різниці в ІП між пухлинами, що дали рецидив протягом року та пухлинами без рецидиву (Uемп=75; Uкр=51; р >0,05), хоча середній ІП був вищим у групі пухлин, які мали рецидив (18,29±3,4 проти 16,57±3,1).

10. Визначено статистично значущу різницю в експресії EGFR між уперше виявленими пухлинами з рецидивом протягом року та без такого рецидиву (Uемп=70,5; p<0,05), висока та помірна експресія EGFR зустрічалася в 46,7% уперше виявлених пухлин, що дали рецидив протягом року після операції. Статистично значуща різниця в експресії EGFR між ранніми та віддаленими рецидивами не виявлена (р >0,05).

11. Більш висока експресія EGFR була пов’язана з більш високою експресією MMP-9 тільки у випадках уперше виявлених пухлин (критерій Манна-Уїтні:Uемп=7,5; Uкр=16; p<0,01).

12. Виявлено значущі відмінності в експресії р53 у групах уперше виявлених пухлин з різними показниками експресії EGFR (neg, +, ++, +++) (критерій Краскела-Уолліса H ( 3, N= 30) =12,46401 p =0,006). Встановлено зворотній зв’язок помірної сили між рівнем експресії EGFR та експресією p53 у вперше виявлених пухлинах (rs= –0,62, p=0,000242).
13. Більш висока експресія MMP-9 була прямо пов’язана з більш високим індексом васкуляризації, як у випадках уперше виявлених пухлин ((rs=0,43; p<0,05), так і у випадках рецидивів (rs=0,893; p<0,05).

14. У групі рецидивів при ретельному гістологічному та імуногістохімічному вивченні, а також при зіставленні з клініко-морфологічними даними був визначений 1 випадок псевдопрогресування пухлини. Важливо вміти відрізняти випадки псевдопрогресування від справжнього прогресування, бо у випадках псевдопрогресування схема лікування є більш щадною для пацієнта. 

15. У трьох пухлинах, що дали рецидив протягом року, спостерігалася експресія рецептора прогестерону в тканині пухлини. 

16. Наявність одночасно трьох чинників: CD3 (neg/+)/ CD4(++/+++)/CD8(++/+++) є сприятливою ознакою та дає меншу вірогідність рецидиву протягом року (критерій Фішера= 0,01869, р< 0,05).
17. Помірно позитивна («++») та сильно позитивна («+++») експресія СD68 асоційована з достовірно вищою частотою рецидивів після першої операції (критерій Фішера = 0,037,p <0,05).
18. Вірогідність рецидивів протягом року достовірно вища в солідних пухлинах з експресією маркера CD3(«++», «+++») в поєднанні з експресією CD8 («neg», «+»). (критерій Фішера = 0,04981, р< 0,05)
19. У рецидивуючих пухлинах спостерігається статистично значуще збільшення інфільтрації тканини пухлини CD-8 лімфоцитами порівняно з інфільтрацією у первинній пухлині. (критерій Мак-Немара=5,625; р< 0,05)
20. Достовірних відмінностей в експресії CD3, CD4, CD8, CD68 між ранніми та пізніми рецидивами не визначено (р >0,05), хоча відсоток пухлин з помірною або високою експресією кожного з маркерів вищий у ранніх рецидивах.
21. Розроблено математичну модель для прогнозування виникнення рецидиву злоякісних ДАП протягом року після первинної операції. Модель дозволяє формувати прогноз з точністю 86,7% у пацієнтів з супратенторіальною злоякісною ДАП, спираючись на інформацію щодо віку пацієнта, експресію EGFR та СD68 в тканині пухлини, а також показники Т-клітинної інфільтрації тканини пухлини (СD3,CD4,CD8).
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АНАЛІЗ І УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ

На першому етапі роботи нами було проведено епідеміологічний аналіз поширеності дифузних астроцитарних пухлин ЦНС серед усієї  первинної пухлинної захворюваності на ЦНС у Харківському регіоні за період 2000-2015 роки. Отримані дані свідчили, що найпоширенішою дифузною астроцитарною пухлиною була гліобластома (її частка серед дифузних гліом, до яких належать усі дифузні астроцитарні пухлини, становила 57%). Крім того, у структурі первинної захворюваності на ППЦНС частка гліобластом дорівнювала 26% та 22,3% від загальної первинної захворюваності на пухлини ЦНС (ППЦНС та метастатичні ураження ЦНС). Цей показник був вищий, ніж показники захворюваності на гліобластому, за даними ВООЗ (12-15%) та американського канцер-реєстру CBTRUS (14,9%) [3,4]. При зіставленні отриманих нами показників з даними регіонального канцер-реєстру була виявлена тотожність наших даних з даними реєстру. У структурі первинної захворюваності на дифузні астроцитарні пухлини в регіональному канцер-реєстрі також превалювали гліобластоми [21]. 

Також ми проаналізували частоту рецидивування ДАП залежно від ступеня анаплазії. Отримані дані свідчили про збільшення випадків рецидивування пухлин протягом року після первинної операції при збільшенні ступеня анаплазії пухлини, що відповідає даним ВООЗ, у яких зазначено, що зі зростанням ступеня злоякісності дифузних гліом скорочується безрецидивний період та загальна тривалість життя після операції [1,6]. Найбільша кількість рецидивів протягом року після первинної операції спостерігалася в групі гліобластом – 70,5%. Ці дані збігаються з отриманими Mojtaba Vand Rajabpour та співавторами, у яких зазначено, що лише у 26% пацієнтів спостерігалася відсутність рецидиву гліобластоми протягом року після операції [145].

Аналіз летальності від ППЦНС в нейрохірургічних відділеннях свідчив, що найбільший її відсоток становили померлі від дифузної гліоми – 49% (31% гліобластоми, 18% інші дифузні гліоми), на другому місці були менінгіоми – 34% (28,2% Grade I-II; 5,8% – Grade III). Висока частка летальності від гліобластоми пояснюється високою злоякісністю цієї пухлини та підтверджується світовими даними, які відмічають, що зі всіх ППЦНС гліобластома є найпоширенішою причиною смерті [1,6,7,20]. Великий відсоток менінгіом в структурі летальності в стаціонарах може бути пояснений тим фактом, що менінгіоми є найпоширенішою ППЦНС [6,7], а також тим, що серед доброякісних ППЦНС саме у пацієнтів з менінгіомою 5-річна виживаність є найнижчою – 84,1-86,7% [7].

Оцінка вікової структури захворюваності відповідала даним ВООЗ. У нашому дослідженні середній вік пацієнтів з дифузною астроцитомою дорівнював 39,46±18,61 року, з анапластичною астроцитомою – 45,57±14,18, з гліобластомою – 53,24±12,55.

За даними ВООЗ, середній вік пацієнтів з цими гістологічними типами пухлин становить 30-40 років, 45 років і 45-75 років відповідно[6]. 

Інтратуморозні кісти зустрічалися в гліобластомах достовірно частіше, ніж в інших ДАП (χ2 Пірсона = 6,703,р<0.01). Отримані показники відрізняються від даних літератури, згідно з якими кістозна складова в гліобластомах зустрічається від 7% до 13% випадків [146] та є притаманною переважно гліомам більш низького ступеня злоякісності [146,147]. У нашому дослідженні вищий відсоток інтратуморозних кіст може бути пояснений двома причинами: частина з них має постнекротичний характер або ж ця складова асоційована із вторинними гліобластомами, бо, за даними літератури, що були зазначені вище, кісти можуть бути пов’язані з дифузними гліомами більш низького ступеня злоякісності та навіть можуть бути ознакою кращого прогнозу для пацієнтів [146]. Під час аналізу поширеності інтратуморозних кіст у різних вікових групах, вони достовірно частіше превалюють у віковій групі 0-29 років (χ2 Пірсона = 9.865; р=0,002). ДАП у цій віковій групі представлені переважно пухлинами Grade 2 та 3. Тому превалювання у віковій групі 0-29 років пухлин з кістозною складовою не суперечить даним літератури.

За локалізацією найчастіше спостерігалося ураження декількох часток мозку одночасно (33,5%); на другому місці знаходилося ізольоване ураження лобової частки мозку (25%); на третьому – скроневої (22%). Ці локалізації, за даними ВООЗ, є типовими для дифузних гліом. Особливо типовим є комбіноване ураження лобово-скроневої ділянки для гліобластом [6].

Проведений епідеміологічний аналіз слугував одним з головних чинників, який спрямував подальші дослідження в бік ретельного вивчення молекулярно-біологічних ознак саме дифузних астроцитом III-IV ступеня злоякісності (зокрема гліобластом) і випадків їх рецидивування.

Під час фенотипування пухлин у досліджуваних групах були визначені особливі підтипи гліобластом, а саме: гліосаркоми, гігантоклітинні гліобластоми та 1 гліобластома з примітивними нейрональними комплексами. У нашому дослідженні всі ці пухлини мали рецидив протягом року після первинної операції, однак у зв’язку з невеликою кількістю випадків статистична оцінка цього спостереження не проводилася. Але при цьому важливо зазначити, що чітке визначення фенотипу дифузних астроцитарних пухлин необхідне, оскільки від нього залежить прогноз, а іноді й майбутнє лікування пацієнта [1,6,33,37].
Під час вивчення поширеності класичної мутації IDH1R132H в нашому аналізі вона спостерігалася тільки в 10% уперше визначених пухлин, що не суперечить даним ВООЗ [1], але при цьому в групі рецидивів їхня частка була вже 20%. Цікавим з наукової точки зору також є той факт, що в групі віддалених рецидивів, які у 80% випадків представлені прогресуванням анапластичної астроцитоми в гліобластому, тільки в 30% визначалася мутація IDH1R132H. Хоча, за даними ВООЗ, вважається, що ця мутація переважно повинна бути пов’язана із вторинними гліобластомами [1]. Вірогідними варіантами пояснення цього спостереження можуть бути такі причини:

1) Сприятлива мутація була не в 132 кодоні IDH1, а в 172 кодоні IDH2, мутації в якому ми не досліджували. Однак слід зазначити, що, за даними літератури, мутація в 172 кодоні IDH2 становить менше 1% всіх мутацій у IDH.
2) Гліобластоми є гетерогенною групою пухлин, тому є вірогідність, що ці пухлини мають химерну будову і складаються як з клітин IDH-wild type, так і з клітин IDH-mutant. Також не можна виключати вірогідність того, що під час прогресування пухлини або під впливом хіміо- та променевої терапії сталася повна зміна молекулярного фенотипу пухлини. На жаль, у зв’язку з недостатньою вивченістю парних випадків рецидивування дифузних астроцитарних пухлин, та гліобластом зокрема, у світовій практиці та відносно нещодавнього визнання важливості мутації в гені IDH для прогнозу якихось досліджень, які підтверджують чи, навпаки, заперечують цю гіпотезу, автору знайти не вдалося.
3) Відсутність статистичної значущості мутації IDH1R132H для прогнозу пов’язана, вірогідно, з малою кількістю спостережень у вибірці, що опосередковано підтверджується наявністю відносно високого проценту пухлин з цією мутацією в групі віддалених рецидивів і вказує на клінічну значущість ознаки. З класифікації  ВООЗ 2016 нам відомо, що пухлини з мутацією IDH1R132H мають більш сприятливий прогноз[1].

Додатково було вивчено й інші мутації в гені IDH1. Встановлений зв’язок мутації IDH1105GGTSNP  з анапластичними астроцитомами збігається з даними, отриманими Acquaviva G. et al під час аналізу італійської когорти пацієнтів [94]. 

У нашому дослідженні визначено, що мутація  IDH1105GGTSNP під час порівняння груп з подовженим ростом була пов’язана з більш віддаленими рецидивами (U=36,5;p точне=0,043 p<0,05). Дані літератури щодо цього питання дуже нечисленні та суперечливі: частина дослідників стверджує, що ця мутація свідчить про несприятливий прогноз для пацієнтів [95,96], тоді як інші дослідники такого зв’язку не знаходять[94]. Незважаючи на все вище зазначене, ми вважаємо за важливе акцентувати увагу на тому, що показник р у нашому дослідженні лише незначуще менший, ніж критичне значення, тобто для більш точних висновків потрібно буде проводити додаткові дослідження на більш великих групах.
Особливості проліферації були вивчені як у групі первинних пухлин, так і в групі рецидивів. Додатково вивчалася пухлинна трансформація методом зіставлення змін в експресії маркерів у парних випадках до та після стандартної терапії. Значення індексу проліферації за Ki-67 у гліобластомах та анапластичних астроцитомах відповідало даним ВООЗ для цих груп пухлин. Не було встановлено впливу ІП на прогноз перебігу пухлин (р>0,05). Однак під час аналізу парних випадків у рецидивах було визначено підвищення ІП порівняно з первинною пухлиною. Згідно з даними ВООЗ, таке підвищення характерне для випадків рецидивування і свідчить про неефективність терапії [6].

Під час вивчення агресивного потенціалу пухлин виявлено, що в групі пухлин, які дали рецидив протягом року помірна або висока експресія EGFR зустрічалася в 46,7%, тимчасом як в групі без рецидиву протягом року частка цих пухлин становила лише 20%. Розрахунок критерію Манна-Уїтні підтвердив статистичну значущість різниці в експресії EGFR між групами (Ueмп=70,5; p<0,05). Отримані нами дані щодо превалювання пухлин з високою експресією EGFR у групі з несприятливим прогнозом збігаються з даними мета-аналізу, який був побудований на базі 17 наукових досліджень і складався з 1458 одиниць спостереження. В аналізі було доведено, що висока експресія EGFR у тканині пухлин може слугувати достовірним чинником гіршого прогнозу для пацієнтів [148]. 

Процеси агресивності, інвазії та ангіогенезу тісно пов’язані між собою. Під час проведення імуногістохімічного дослідження їхню активність відображають такі показники: сила експресії EGFR, кількість пухлинних клітин, що експресують MMP-9, та активність ангіогенезу (ЩМР(VEGF)/ЩМР(СD34); експресія VEGF пухлинними клітинами). Спричинено це тим, що EGFR стимулює синтез MMP9 та VEGF у пухлинних клітинах [3,5,33,34]. Наші дослідження підтверджують наявність такого зв’язку. Нами був виявлений статистично значущий зв’язок між експресією EGFR(++/+++) та більш високим відсотком клітин, що експресують MMP-9 в тканині пухлини (Uемп=7,5; Uкр=16; p<0,01), а також зв’язок EGFR(++/+++) з більш високим індексом васкуляризації (критерій Краскела-Уолліса H (2, N=45)=34,19 (p<0,0001)). Між індексом васкуляризації та відсотком пухлинних клітин, що експресують MMP-9, встановлений прямий сильний кореляційний зв’язок у випадках рецидивування (rs = 0,893; p<0,05) та помірної сили прямий зв’язок у первинних пухлинах (rs=0,43; p<0,05).
Окремо слід зазначити експресію маркерів VEGF та MMP-9 у периферійних ділянках пухлин, які мали високу активність EGFR. За даними ВООЗ та цілої низки досліджень, експресія VEGF у пухлинних клітинах є несприятливим прогностичним чинником [3,5,149]. Особлива помітність експресії цього маркера на периферії пухлини свідчить про активний пухлинний ріст, тому лікарям-патологоанатомам під час вивчення пухлин слід приділяти окрему увагу вивченню краю пухлини, для того щоб зрозуміти ступінь агресивності та активності пухлинного росту [8,149,150], а під час аналізу випадків рецидивування експресія VEGF пухлинними клітинами може слугувати прямим показанням для призначення бевацизумабу [150,151].
Встановлені значущі відмінності в експресії р53 у групах первинних пухлин з різними показниками експресії EGFR (neg, +, ++, +++) (критерій Краскела-Уолліса H ( 3, N = 30) = 12,46401 p = 0,006), а також наявність між показниками експресії EGFR та p53 зворотнього кореляційного зв’язку помірної сили            (rs= –0,62, p=0,000242). Отримані результати співпадають зі світовими даними, де зазначено, що сила експресії EGFR зворотньопропорційна силі експресії p53, бо пухлини, що експресують EGFR, зазвичай належать до первинних гліобластом та мають тенденцію до більш швидкого росту, тоді як пухлини з експресією p53, навпаки, частіше асоційовані із вторинними гліобластомами та мають більш повільний темп росту[6,8,152,153].
Цінним спостереженням була реєстрація випадків експресії маркера прогестерона у трьох випадках уперше виявлених пухлин, які дали рецидив протягом року. У зв’язку з малою кількістю спостережень, вони не підлягали статистичному аналізу, однак з літературних даних відомо, що рецептори прогестерону можуть впливати на проліферацію шляхом підвищення експресії EGFR та VEGF у клітинах пухлини, що зумовлено Ser345-фосфорилюванням  RP-ß, який пов’язаний з Sp-1 транскрипційним чинником, що регулює EGFR експресію [52].
Під час аналізу ангіогенезу в парних випадках виявлено збільшення кількості товстостінних судин у рецидивах порівняно з первинною пухлиною (х2Мак-Немара = 6,000, p=0,015). Це явище може бути пояснено патоморфозом пухлини під впливом променевої та хіміотерапії. Також було встановлено, що при збільшенні часу від першого видалення пухлини до розвитку її рецидиву зменшується індекс васкуляризації цих пухлин (rs= – 0,405). Вірогідно, це явище свідчить про відносно високу ефективність отриманої терапії, що спричиняє уповільнення ангіогенезу та прогресування пухлини. На жаль, літературних даних щодо особливостей судинної будови у різних групах рецидивів та патоморфозу пухлин унаслідок отриманої терапії майже не існує.
Отримані дані відносно того, що середній індекс васкуляризації був достовірно вищим у вперше виявлених пухлинах з кістозним компонентом (p<0,01) свідчать на користь нашого припущення щодо зумовленості високого відсотка кіст в гліобластомах їх постнекротичним характером. З літературних даних відомо, що гіпоксія,яка спричиняє некроз тканин пухлини одночасно є потужним чинником, що стимулює ангіогенез [54,55,56]. Це, своєю чергою, добре пояснює той факт, чому в пухлинах з кістозним компонентом індекс васкуляризації був вищим.
В одному випадку ранніх рецидивів під час ретельного аналізу всіх імуногістохімічних, гістологічних та клінічних показників було прийнято рішення щодо наявності псевдопрогресування, а не справжнього прогресування пухлини. Це був єдиний випадок раннього рецидиву, у якому експресія Ki-67 різко знизилась з 25,6% до 8,7% порівняно з первинною пухлиною, а також було виявлено зниження експресії MMP-9 з 35% (++) до 0% та експресії EGFR з ++ до її відсутності. Pouleau та співавтори у своєму досліджені стверджують, що високий рівень проліферативної активності в первинній пухлині може бути прогностичним маркером псевдопрогресії [154]. У нашому дослідженні ця гіпотеза має підтвердження, бо первинна пухлина у пацієнтки з псевдопрогресією мала найвищий рівень проліферативної активності порівняно з іншими досліджуваними нами первинними пухлинами. Однак за думкою автора, однієї лише оцінки рівня експресії  Ki-67 недостатньо для формування прогнозу щодо розвитку псевдопрогресії, бо все ще не існує чітких критеріїв, які б безсуперечно вказували на прогностично значущій рівень експресії Ki-67 для діагностики вірогідного розвитку псевдопрогресії. Крім вище вказаним змінам в експресії маркерів, в досліджуваному випадку гістологічно спостерігалися явища реактивного гліозу зі слабкою експресією віментину, фіброзу та перифокального набряку, серед масивних вогнищ некрозу зустрічалися окремі острівці живих пухлинних клітин, які були в стадії дистрофічних змін. Важливо зазначити, що проміжний філамент віментин може виконувати роль білку асоційованого з цитоскелетом у реактивно змінених астроцитах [101] і грає важливу роль у формуванні гліального рубця [102].  З даних літератури відомо, що на етапі комп’ютерної діагностики методом магнитно-резонансної томографії не існує чітких критеріїв які б дозволили відрізнити псевдопрогресію від справжнього рецидиву [26,27]. Melguizo-Gavilanes та співавтори в своєму дослідженні вказують, що тільки в 32% випадках було встановлено співпадіння діагнозу псевдопрогресії за даними МРТ та під час гістологічного дослідження [26]. Хоча для подальшого лікування пацієнта такі відмінності в діагнозі принципові, бо впливають на тактику лікування. У випадку справжньої прогресії призначаються нові курси променевої та хіміотерапії, у той час як в випадках псевдопрогресії ці курси не призначають, а лікування спрямовується на купірування клінічної симптоматики[26], як, наприклад, призначення кортикостероїдів для боротьби з набряком речовини мозку.

Оцінка імунного профілю пухлин стає все більш і більш актуальною в онкології, бо імунотерапевтичний підхід показує свою ефективність та перспективність у лікуванні цілої низки злоякісних захворювань [14,19]. Саме тому автором було прийнято рішення оцінити імунний профіль в досліджуваних групах пухлин для визначення певних закономірностей та прогностичних критеріїв. Роль імунної системи у розвитку гліобластом та інших дифузних астроцитарних пухлин залишається дискутабельною, через те що імунні клітини здатні не тільки пригнічувати пухлинний ріст, але й навпаки стимулювати його [17,19,61,62]. Нами оцінювалася Т-клітинна ланка імунітету та експресія маркера СD68, який асоційований як з клітинами мікроглії (гістіоцитами), так і з пухлинними макрофагами. Під час оцінювання незалежного впливу експресії кожного з маркерів (CD3, CD4, CD8, CD68) статистичне значущий вплив на розвиток рецидивів мала тільки помірна або висока експресія маркера CD68 (F=0,037,p <0,05). Отримані результати збігаються з даними Tadej Strojnik, Rajko Kavalar [16], згідно з якими висока експресія CD68 пов’язана з гіршим прогнозом для пацієнтів.
Оцінка коекспресії CD3, CD4, CD8 в різних поєднаннях також дозволили виділити декілька значущих чинників прогнозу. Так поєднання CD3 (neg/+)/ CD4(++/+++)/CD8(++/+++) було достовірно точно асоційоване з відсутністю рецидивів протягом року після первинної операції (F = 0,01869, р< 0,05). Спочатку нам здався дещо незвичайним той факт, що експресія головного маркера Т-лімфоцитів (СD3) може бути нижчою, ніж експресія маркерів субпопуляцій Т-лімфоцитів: Т-хелперів (CD4) та Т-кілерів (СD8). Однак, вивчаючи дані літератури, ми встановили, що існують різні рівні диференціювання Т-лімфоцитів і в частині з них такі поєднання не є рідкістю [155]. Але найбільш цікавим нам здалися дані дослідження Jenny N. Penttila та співавторів, які виявили лінію клітин з патерном CD3-/CD4+/CD8+ у мишей, що були заражені респіраторною інфекцією. Клітини з таким патерном зберігали здатність до проліферації, але не були здатні виробляти гамма-інтерферон [156]. Це спостереження є важливим, бо гамма-інтерферон вірогідно відіграє важливу роль у здатності пухлини уникати атак імунних клітин хазяїна завдяки каскаду реакцій, описаному нижче. Гамма-інтерферон стимулює збільшення кількості ліганду PD-L1 у пухлинних клітинах гліобластом [157,158]. PD-L1 є складовою частиною білка PD1, який допомагає пухлинним клітинам уникати розпізнавання імунною системою і таким чином захищає їх від атаки імунними клітинами. Тому досить вірогідно, що визначений нами патер клітин, саме й є сприятливим, бо ці клітини не секретують гамма-інтерферон, що сприяє процесам захисту пухлинної тканини від імунних атак організму. Крім того, визначена нами експресія CD3 у частині пухлинних астроцитів може бути результатом прояву механізмів захисту пухлини від імунної системи пацієнта, однак, враховуючи малу кількість об’єктів дослідження, ми не можемо виключати вірогідність хибно позитивної реакції.
Як несприятливі чинники, які достовірно підвищують вірогідність рецидиву пухлин протягом року після первинної операції, крім зазначеної вище експресії CD68(++/+++), ми виділили солідну будову пухлини у поєднанні з імунним патером CD3(++/+++)/CD8(neg/+). Спираючись на отримані нами дані під час дослідження ангіогенезу (більш низький індекс васкуляризації у солідних пухлинах) можемо припустити, що солідна будова пухлини вірогідно зробила свій внесок у прогноз у зв’язку з такими причинами:
1) Більш низький індекс васкуляризації свідчив про недостатньо розвинену судинну мережу пухлини, що призводило до недостатнього надходження імунних клітин у тканину пухлини;
2) При низькому індексі васкуляризації в пухлині превалюють зрілі судини з нормальною стінкою (судини стінка яких експресує CD34), які не призводять до порушення цілісності ГЕБ, а отже, і не пропускають імунні клітини у тканину пухлини.
Другим важливим чинником, що зумовлює несприятливе прогностичне значення визначеного нами патерну, ми вважаємо низьку кількість Т-кілерів (CD8), що призводило до слабкого рівня знищення пухлинних клітин імунною системою.
Під час порівняння парних випадків первинних пухлин та їх рецидивів нами було встановлено достеменне збільшення кількості CD8 позитивних клітин у тканині пухлини (критерій Мак-Немара = 5,625; р< 0,05). Численні дослідження свідчать, що підвищення кількості CD8-позитивних клітин спостерігається у пацієнтів, що пройшли терапію темазолоамідом [159]. Усі досліджувані нами пацієнти отримували темазоламід, тому підвищення кількості CD8-позитивних клітин вірогідно може бути пояснено саме цим фактом.

Порівняння груп ранніх та пізніх рецидивів не виявило достовірної різниці в експресії CD3, CD4, CD8 та CD68 між групами (р>0,05), що свідчить про відсутність принципових відмінностей у їх імунному профілі.

Запропонована нами математична модель дозволяє з точністю 86,7% визначати вірогідність розвитку рецидиву високозлоякісної дифузної астроцитарної пухлини протягом року після первинної операції. Слід зазначити, що у зв’язку з великою кількістю генетичних мутацій у гліобластомах та великою кількістю чинників здатних вплинути на прогноз, нашу модель не можна вважати досконалою. Важливими особливостями нашої вибірки були превалювання в ній гліобластом та при цьому незначна кількість гліобластом IDH1-mutant; тільки у дорослих пацієнтів. Тому найбільш оптимально описана нами модель підходить для пацієнтів дорослого віку (бажано 21 рік та старше) із супратенторіальною гліобластомою-wild type, що пройшли оперативне лікування (субтотальна резекція пухлини) та будуть у подальшому підлягати комбінованій хіміо- та променевій терапії. Ураховуючи, що, за даними  ВООЗ, супратенторіальні гліобластоми-wild type становлять більш ніж 90% усіх випадків первинної захворюваності на гліобластому [1], можна стверджувати, що наша модель буде робочою у більшості клінічних випадків.
ВИСНОВКИ

Серед первинних пухлин головного мозку дифузні гліоми становлять 42% від загальної кількості всіх гліальних пухлин, з них на анапластичні астроцитоми та гліобластоми припадає 75-85%. Незважаючи на значний прогрес в онкоморфології, точна діагностика дифузних астроцитарних пухлин Grade III-IV лише засобами рутинної гістології все ще є проблематичною та пов’язана з ризиком встановлення помилкового діагнозу. До того ж, у зв’язку з великою кількістю мутацій у цих пухлинах вони можуть істотно відрізнятися за своєю реакцією на проведене лікування та мати дуже різні прогнози. У дисертаційній роботі вирішується актуальне завдання щодо вдосконалення морфологічної діагностики з виділенням найбільш інформативних прогностичних критеріїв перебігу дифузних астроцитарних пухлин Grade III-IV.
1. У Харківському регіоні за період 2000-2015 роки первинна захворюваність на гліобластому становила 22,3% від загальної первинної захворюваності на пухлини ЦНС та 26% відсотків від первинної захворюваності ППЦНС. У 70,5% випадків гліобластоми рецидивували протягом року після операції. У структурі рецидивів ППЦНС їхня частка становила 58%. Гістоструктура первинної захворюваності на дифузні гліоми була такою: 11% дифузні астроцитоми, 25% анапластичні астроцитоми, 57% гліобластоми, 1% олігодендрогліоми, 5% анапластичні олігодендрогліоми, 1% олігоастроцитоми. Гістоструктура рецидивів дифузних гліом: 6% дифузні астроцитоми, 23% анапластичні астроцитоми, 64% гліобластоми, 4% анапластичні олігодендрогліоми, 3% олігоастроцитоми. Комбіноване ураження кількох часток мозку одночасно спостерігалося в 33,5% випадків первинних дифузних гліом, на другому місці було ураження лобової частки (25%), а на третьому – скроневої (22%). Кістозний компонент превалював у гліобластомах (43,69%) порівняно з іншими ДАП (33,47%) (χ2Пірсона =6,703; p<0,01) та був обумовлений постнекротичним походженням, що підтверджено більш високим індексом васкуляризації (ЩМР (VEGF)/ЩМР(CD34)) в пухлинах з кістозним компонентом (p<0,01).
2. Молекулярно-генетичне дослідження додаткових мутацій у IDH1 виявило достовірний  зв’язок між наявністю мутації IDH1105GGTSNP та анапластичними астроцитомами (F = 0.00755, p<0,05) та зв’язок цієї мутації з віддаленими рецидивами (U = 36,5; p точне=0,043 p<0,05). Серед первинних ДАП 10% були IDH-mut та 90% – IDH-wild type. У випадках рецидивів 20% пухлин були IDH-mut та 80% – IDH-wild type. Усі 100% досліджених пухлин демонстрували експресію GFAP (++/+++). Коекспресія GFAP та vimentin були виявлені лише у випадках гліосарком та гігантоклітинних гліобластом (23% первинних пухлин), а також у вогнищах післяпроменевого гліозу в рецидивах.

3. Виявлено помірний зворотний кореляційний зв’язок між часом, що минув після первинної операції та індексом васкуляризації (rs = – 0,405). Індекс васкуляризації був нижчим у більш віддалених рецидивах. При порівнянні парних випадків у групі рецидивів кількість товстостінних судин була достовірно вищою (χ2Мак-Немара=6,000, p=0,015; р<0,05), що, на думку автора, є наслідком променевої терапії і зумовленими їй змінами в судинах, а саме: плазматичним просяканням,гіалінозом та склерозом стінки.
4. Під час аналізу парних випадків (первинна пухлина та її рецидив) ІП був вищим у 100% випадків справжнього прогресування. Експресія EGFR(++/+++) превалювала в групі первинних пухлин, що дали рецидив протягом року, порівняно з аналогічною групою без рецидиву (U = 70,5;р<0,05). Виявлено зв’язок між експресією EGFR(++/+++) та більш високим відсотком експресії MMP-9 (U=7,5, p<0,01), а також зворотній зв’язок помірної сили між експресією EGFR(++/+++) та відсотком р53-позитивних клітин у первинних пухлинах (rs = –0,62, p<0,01), на відміну від рецидивів, де такий зв’язок не знайдено. Виявлено сильний кореляційний зв’язок між індексом васкуляризації та експресією MMP-9 в рецидивах (rs = 0,893; p<0,05) та помірний кореляційний зв’язок у первинних пухлинах (rs = 0,43; p<0,05).

5. Аналіз імунного профілю дозволив виявити низку сприятливих та несприятливих чинників прогнозу: сприятливий прогноз мав імунний патерн CD3 (neg/+)/CD4(++/+++)/CD8(++/+++) (F=0,01869, р<0,05); несприятливий – експресія CD68 (++/+++) (F=0,037,p <0,05) та солідна будова пухлини у поєднанні з імунним патерном СD3(++/+++)/CD8(neg/+) (F=0,04981, р< 0,05). При аналізі патоморфозу імунного профілю під час аналізу парних випадків було виявлено зростання кількості CD8-позитивних клітин у рецидивах (χ2Мак-Немара=5,625;  р<0,05). Різниці в імунному профілі ранніх та пізніх рецидивів не виявлено.

6. Розроблена математична модель дозволяє з вірогідністю 86,7% прогнозувати розвиток рецидиву протягом року після первинної операції з урахуванням віку пацієнта, експресії EGFR, експресії CD68 та Т-клітинної інфільтрації пухлини (CD3,CD4,CD8). Найкраще ця модель може бути використана для прогнозування розвитку рецидивів у пацієнтів з супратенторіальними гліобластомами-wild type, які будуть отримувати комплексну стандартну хіміо- та променеву терапію. Прогноз розраховується за допомогою системи рівнянь: F1 = –12,1299+0,3971X(вік) + 2,5752X(EGFR++) +3,6659X(CD68++/+++) – 1,4082X(CD3(++/+++)/CD4(++/+++) /СD8(neg/+));        F2 = –16,1268 + 0,5894X(вік) – 1,9504X(EGFR(++) –1,1936X(CD68++/+++) – 7,5917X(CD3(++/+++)/CD4(++/+++). У випадках, коли F1>F2, кажуть про високу вірогідність розвитку рецидиву протягом року після операції, при F1<F2, навпаки, вірогідність рецидиву вважається низькою.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Рекомендовано визначати мутацію IDH1105GGTSNP для диференційної діагностики анапластичних астроцитом та гліобластом у випадках складнощів при встановленні точного діагнозу методами рутинної гістології та імуногістохімії.

2. Для прогнозування розвитку ранніх рецидивів супратенторіальних гліобластом-wild type рекомендовано застосовувати запропоновану нами математичну модель, яка дозволяє з точністю 86,7% оцінити ризик розвитку рецидиву протягом року після операції з урахуванням віку хворого, рівня експресії EGFR та CD68 у тканині пухлини, а також показників Т-клітинної інфільтрації пухлини (СD3,CD4,CD8).

3. Для диференційної діагностики випадків псевдопрогресування та променевих некрозів від справжнього прогресування рекомендовано враховувати низку чинників, а саме: явища реактивного гліозу зі слабкою експресією віментину, наявність фіброзу та перифокального набряку, наявність серед масивних вогнищ некрозу поодиноких острівців з дистрофічно-зміненими пухлинними клітинами, які можуть слабко експресувати Ki-67. Також важливо пам’ятати, що наявність масивних некрозів без наявності пухлинних клітин, ще не є свідченням прогресування пухлини і може бути проявом лікування.
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