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Дисертація присвячена підвищенню ефективності лікування хворих на рак сечового міхура шляхом удосконалення точності діагностики та післяопераційного прогнозування на підставі застосування результатів дослідження молекулярних маркерів – факторів росту ендотелію судин,  некрозу пухлин ( та некрозу пухлин β в залежності від ступенів інвазії Т та неоплазії G новоутворення.
Для досягнення поставленої мети було проведено дослідження на основі опрацювання результатів обстеження, лікування та архівних історій хворіб 135 дорослих хворих на рак сечового міхура (дані з 2007 по 2019 роки). Згідно TNM класифікації розподіл хворих був наступний: 36 хворих з раком сечового міхура стадії Т1N0M0, 52 – із стадією Т2N0M0 та 47 із стадією Т3N0M0. Серед них було 60 жінок та 75 чоловіків. Середній вік чоловіків становив 58,2(5,1 роки, а жінок 57,3(5,2 роки. Середній розмір пухлини складав 2,5±2,6 см.
На основі класифікаційного аналізу було доведено, що серед вивчених молекулярних маркерів, найбільш ефективним у діагностиці раку сечового міхура був фактор росту ендотелію судин. Встановлено, що середній рівень даного маркера для стадій Т1-Т3 майже вдвічі перевищував середній показник у групі контролю (здорові волонтери) і складав 243,67±5,63 pg/ml проти 131,23(7,80 pg/ml відповідно (p<0,05), а середнє значення цієї сполуки для кожної з досліджуваних стадій (Т1, Т2, Т3) достовірно відрізнялось від групи контролю (p<0,05). Застосування граничного значення концентрації фактору росту ендотелію судин у сечі 150 pg/ml дозволяло діагностувати рак сечового міхура, стадій Т1-Т3 N0M0, із чутливістю 91% та специфічністю – 86% (p<0,05, AUC=0,890). Проведення кореляційного аналізу між рівнем даного маркеру в сечі хворих на рак сечового міхура та Т-стадією пухлини дозволило отримати посередній прямий кореляційний зв'язок (коефіцієнт кореляції Пірсона r=0,400, p<0,05). Крім цього, було отримано середньо-високий прямий взаємозв’язок між рівнем  фактору росту ендотелію судин в сечі хворих на рак сечового міхура та ступенем неоплазії пухлини G (коефіцієнт кореляції Пірсона r=0,624, p<0,05). На противагу цьому, чутливість та специфічність при застосуванні концентрації фактору некрозу пухлин ( визначеної в сечі для діагностики раку сечового міхура були значно меншими і становили 30% та 20% відповідно, а фактору некрозу пухлин β – 25% та 20% відповідно. Також, не отримано достовірних корелятивних зав’язків між рівнями двох даних речовин у сечі хворих на рак сечового міхура та Т-стадією новоутворення чи ступенем неоплазії G (p>0,05).
В результаті ретроспективного аналізу рівнів фактору росту ендотелію судин в сечі було виявлено, що у хворих із безрецидивним перебігом раку сечового міхура та у хворих із рецидивом, вихідні (доопераційні) середні рівні даного маркеру достовірно відрізнялись і становили 212,31±6,21 pg/ml та 275,27±5,75 pg/ml відповідно (p=0,02), а також достовірно відрізнялись від групи контролю (р=0,04). Встановлено, що у хворих без рецидиву середній рівень даної сполуки в сечі через 1 місяць після ТУР достовірно знижувався до 138,85(6,74 pg/ml, тобто в середньому на 42,7% (р=0,02) і коливався в межах 35-48%. Водночас, у хворих із локальним рецидивом раку сечового міхура, через 1 місяць після ТУР середнє значення фактору росту ендотелію судин в сечі достовірно знижувалось значно менше у порівнянні із вихідним показником: до 183,41±6,13 pg/ml, що складало всього 24,3% (р=0,03) з коливанням в межах 20-28%. Ґрунтуючись на отриманих даних доведено, що підвищення вихідного рівня згаданого маркеру в сечі у пацієнтів з раком сечового міхура до 275,27±5,75 pg/ml достовірно вказує на високий ризик розвитку рецидиву пухлини в післяопераційному періоді (p<0,05), що характеризує даний показник як  прогностичну скринінгову ознаку, і обумовлює доцільність корекції тактики хірургічного лікування на користь розширення радикальності (цистектомія натомість ТУР). При вивченні показників факторів некрозу пухлин ( та некрозу пухлин β у сечі хворих на рак сечового міхура до та через 1 місяць після ТУР не знайдено жодних достовірних відмінностей у групах без рецидиву та з рецидивом.
Високу інформативність у прогнозуванні ефективності адювантної внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії на її індукційному етапі, у хворих на рак сечового міхура, показав вміст в сечі факторів некрозу пухлин ( та некрозу пухлин β.  За даними ретроспективного аналізу виявлено, що у хворих без клінічних ознак рецидиву станом на 12-й місяць після початку адювантної терапії, середній рівень фактору некрозу пухлин ( після завершення індукційного курсу інстиляцій БЦЖ-вакцини (шість інстиляцій), достовірно зростав з 349,26(6,11 pg/ml до 445,32(6,12 pg/ml, що становило в середньому +27,5%, 95% ДІ=20,6-35,7 (р=0,04). На противагу цьому, у групі із рецидивом середній рівень даного маркеру у сечі був майже незмінним порівняно з початковим значенням і становив  355,13(5,98 pg/ml та 361,21(6,75 pg/ml відповідно (р=0,21). Крім цього, у хворих без рецидиву раку сечового міхура впродовж згаданого періоду спостереження, після шостої інстиляції БЦЖ-вакцини, середній рівень фактору некрозу пухлин β достовірно збільшувався з 36,23(5,63 pg/ml до 68,45(7,12 pg/ml, тобто в середньому +88,9%, 95% ДІ=76,5-98,4 (р=0,02). Однак, у групі із рецидивуючим перебігом середній рівень даної сполуки в сечі суттєво не змінювався порівняно з початковим значенням і складав 34,72(6,16 pg/ml та 38,35(6,89 pg/ml відповідно (р=0,36). Доведено, що підвищення після шостого сеансу БЦЖ терапії рівнів фактору некрозу пухлини ( менш ніж на 20,6% та фактору некрозу пухлини β менш ніж на 76,5%, свідчить про недостатній терапевтичний ефект, що дозволяє оптимізувати лікувальну тактику – модифікувати дози БЦЖ-вакцини або застосувати альтернативний спосіб хіміотерапії. Водночас, визначення рівнів ФРЕС у сечі не продемонструвало доцільності їх застосування у прогнозуванні ефективності внутрішньоміхурової адювантної БЦЖ-терапії у хворих на раку сечового міхура стадії Т1N0M0.
Запропонований на основі отриманих в ході дослідження даних діагностично-лікувальний алгоритм для хворих на рак сечового міхура із застосуванням молекулярних маркерів – факторів росту ендотелію судин,  некрозу пухлин ( та некрозу пухлин  β, визначених в сечі, дозволяє розширити інформативність спектру клінічних досліджень, і як наслідок – підвищити ефективність лікування пацієнтів із даною патологією.
Ключові слова: рак сечового міхура, молекулярний маркер, діагностика, фактор росту ендотелію судин,  фактор некрозу пухлин (, фактор некрозу пухлин  β, лікування, прогнозування, рецидив, адювантна терапія, БЦЖ-терапія
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The dissertation is devoted to improving the effectiveness of treatment of the patients with the urinary bladder cancer by improving the accuracy of diagnosis and postoperative prognosis based on the results of the investigation of molecular markers - vascular endothelial growth factor, tumor necrosis factor ( and tumor necrosis factor β, depending on the degree of invasion T and grade of neoplasia G. 

To achieve this goal, a study was conducted based on the results of examination, treatment and archival case records of 135 adult patients with bladder cancer (data from 2007 to 2019). According to the TNM classification, the distribution of patients was as follows: 36 patients with bladder cancer stage T1N0M0, 52 with stage T2N0M0 and 47 with stage T3N0M0. Among them were 60 women and 75 men. The average age of men was 58.2±5.1 years and women 57.3±5.2 years. The average tumor size was 2.5 ± 2.6 cm.

On the basis of classification analysis, it was proved that among the studied molecular markers, vascular endothelial growth factor was the most effective in the diagnosis of bladder cancer. It was found that the average level of this marker for T1-T3 stages was almost twice the average in the control group (healthy volunteers) and was 243.67±5.63 pg/ml versus 131.23±7.80 pg/ml respectively (p <0.05), and the mean of this compound for each of the studied stages (T1, T2, T3) was significantly different from the control group (p <0.05). The application of a threshold value of the concentration of vascular endothelial growth factor in urine of 150 pg/ml allowed to diagnose bladder cancer of stages T1-T3 N0M0, with a sensitivity of 91% and specificity of 86% (p <0.05, AUC = 0.890). Correlation analysis between the level of this marker in the urine of patients with bladder cancer and T-stage of the tumor allowed to obtain a median direct correlation (Pearson correlation coefficient r = 0.400, p <0.05). In addition, a medium-high direct relationship was found between the level of vascular endothelial growth factor in urine of patients with bladder cancer and the degree of tumor neoplasia G (Pearson correlation coefficient r = 0.624, p <0.05). In contrast, the sensitivity and specificity of the concentration of tumor necrosis factor α determined in urine for the diagnosis of bladder cancer were significantly lower – 30% and 20%, respectively, the same indices for the tumor necrosis factor β were 25% and 20%, respectively. In addition, no significant correlation was found between the levels of two of these substances in the urine of patients with bladder cancer and the T-stage of neoplasia or the degree of neoplasia G (p> 0.05).
Retrospective analysis of the levels of vascular endothelial growth factor in the urine revealed that in patients with non-recurrent bladder cancer and in patients with relapse, baseline (preoperative) mean levels of this marker were significantly different and amounted to 212.31 ± 6.21 pg/ml and 275.27 ± 5.75 pg/ml, respectively (p = 0.02), and were significantly different from the control group (p = 0.04). It was found that in patients without relapse, the mean level of this compound in the urine decreased significantly to 138.85± 6.74 pg/ml 1 month after TUR, i.e. by an average of 42.7% (p = 0.02) and fluctuated in within 35-48%. At the same time, in patients with local recurrence of bladder cancer, 1 month after TUR, the mean value of vascular endothelial growth factor in urine was decreased significantly less compared to baseline: up to 183.41 ± 6.13 pg/ml, which was only 24.3% (p = 0.03) with fluctuations in the range of 20-28%. Based on the data obtained, it was shown that increasing the baseline level of mentioned above marker in the urine in patients with bladder cancer to 275.27 ± 5.75 pg/ml indicates a high risk of tumor recurrence in the postoperative period (p <0.05), characterizing this indicator as a prognostic screening feature, and determines the feasibility of correcting the tactics of surgical treatment in favor of the radicalism (cystectomy instead of TUR). No significant differences were found in the non-relapsed and relapsed groups in the levels of tumor necrosis factor α and tumor necrosis factor β in the urine of bladder cancer patients before and 1 month after TUR of the tumor.

High content in predicting the efficacy of adjuvant intravesical BCG therapy at its induction phase, in patients with bladder cancer, was shown by the urinary content of tumor necrosis factor α and tumor necrosis factor β. According to the retrospective analysis it was found that in patients without clinical signs of relapse at the 12th month after the start of adjuvant therapy, the average level of tumor necrosis factor α after the induction course of BCG vaccine instillation (six instillations), increased significantly from 349.2±6.11 pg/ml to 445.32±6.12 pg/ml, which averaged + 27.5%, 95% CI = 20.6-35.7 (p = 0.04). In contrast, in the recurrence group, the mean level of this marker in the urine was almost unchanged from the original value and was 355.13±5.98 pg/ml and 361.21±6.75 pg/ml, respectively (p = 0.21). In addition, in patients without recurrent bladder cancer during the mentioned observation period, after the sixth instillation of BCG vaccine, the average level of tumor necrosis factor β increased significantly from 36.23±5.63 pg/ml to 68.45±7.12 pg/ml, i.e., on average + 88.9%, 95% CI = 76.5-98.4 (p = 0.02). However, in the recurrent group, the mean level of this compound in the urine did not change significantly from baseline and was 34.72±6.16 pg/ml and 38.35±6.89 pg/ml respectively (p = 0.36). It is proved that the increase after the sixth session of BCG therapy of TNF-α levels by less than 20.6% and TNF-β by less than 76.5% indicates insufficient therapeutic effect that allows to optimize therapeutic tactics - to modify doses of BCG vaccine or apply an alternative method of chemotherapy. At the same time, determination of VEGF levels in the urine did not demonstrate the feasibility of their use in predicting the effectiveness of intra-bladder adjuvant BCG therapy in patients with bladder cancer of stage T1N0M0.

The diagnostic algorithm for treatment of bladder cancer patients using molecular markers - vascular endothelial growth factor, tumor necrosis factor α, and tumor necrosis factor β, identified in the urine, which is proposed on the basis of the data obtained during the study allow to increase the effectiveness of treatment of patients with this pathology.

Key words: bladder cancer, molecular marker, diagnosis, vascular endothelial growth factor, tumor necrosis factor α, tumor necrosis factor β, treatment, prognosis, relapse, adjuvant therapy, BCG therapy
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11. Федевич ВС, Борис ЮБ. Молекулярні маркери VEGF, TNF-a і TNF-b у хворих на рак сечового міхура в стадії  T1N0M0 та їх зв’язок зі ступенем неоплазії пухлини. В: Матеріали Українсько–польського з’їзду. Камʼянець – Подільськ, 2019.  Експериментальна та клінічна фізіологія і біохімія. 2019; 1(1):11-15.  (Здобувачем  проаналізовано літературні джерела та підготовлено текст статті).
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Видання, які додатково відображують наукові результати дисертації
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
	Fr
	– діаметр по Френчу

	EGF 
	– епідермальний фактор росту

	MPT
	– магніто-резонансна томографія

	NMP 
	– nuclear matrix protein

	TNM
	– класифікація раку сечового міхура

	TPS
	– поліпептидний тканеспецифічний антиген

	UBC
	– рак сечовидільних шляхів

	ВСВШ 
	–  верхні сечовидільні шляхи 

	ДНК 
	– дизоксорибонуклеїнова кислота

	ІЛ, IL
	– інтерлейкін

	ІНФ
	– інтерферон

	ЛНМУ
	– Львівський національний медичний університет

	ЛОКЛ 
	– львівська обласна клінічна лікарня 

	ЛПС 
	– ліпополісахариди

	ЛТА
	– лімфотоксин-(

	ЛШМД
	– лікарня швидкої медичної допомоги

	мкг
	– мікрограм

	мкл
	– мікролітр

	мл
	– мілілітр 

	мМ
	– мікромоль

	ОГ
	– оптична густина

	ОД
	– одиниці

	пг/мл
	– пікограм на мілілітр

	ПДРФ
	– поліморфізм довжини рестрикційних фрагментів

	ПЛР
	– полімеразна ланцюгова реакція

	ПМ 
	– пухлинні маркери

	ПРСМ 
	– поверхневий рак сечового міхура

	ПСА
	– простат специфічний антиген

	РЛ 
	– рак легень

	РНК 
	– рибонуклеїнова кислота

	РСМ 
	– рак сечового міхура

	РЯ 
	– рак яйників

	ТУР 
	– трансуретральна резекція

	УЗД 
	– ультразвукове дослідження

	ФНП
	 –фактор некрозу пухлин 

	ФРЕС
	– фактор росту ендотелію судин


ВСТУП
Актуальність теми
Уротеліальний рак сечового міхура (РСМ) є частою онкологічною патологією [38, 70], у зв'язку з чим є значимою соціальною проблемою. У більшості випадків (70-80%) перехідно-клітинний РСМ діагностують на неінвазивних стадіях, 30-85% «поверхневих» пухлин рецидивують після проведеного лікування, причому 10-30% прогресують в інвазивні і метастатичні карциноми. Решта 20-30% новоутворів характеризуються інфільтративним ростом вже на стадії виявлення захворювання [26, 38].

В даний час вибір методу лікування і прогнозування подальшого перебігу РСМ базуються на його приналежності до певної класифікаційної категорії по системах TNM і G. Ці ознаки є провідними, оскільки визначають поширення злоякісного процесу і дозволяють опосередковано судити про його вірогідну агресивність. В той же час віддалені результати лікування хворих, які відносяться до одних і тих же класифікаційних підгруп і отримували однакове лікування, істотно відрізняються. Таким чином, для повноцінного прогнозування перебігу РСМ необхідна додаткова інформація про властивості пухлини [12,16, 95], тобто, окрім стадії, міри диференціювання, гістологічного варіанту, слід брати до уваги індивідуальні чинники, що визначають клінічну поведінку і біологічну агресивність новоутворення.

Відомо, що пухлинні клітини з'являються завдяки накопиченню мутацій в критичних протоонкогенах і генах-супресорах пухлинного росту. Відповідно до трактування сучасної молекулярної біології [48], реалізація спадкової інформації здійснюється в ланцюзі ДНК→РНК→білок. Множинні ж зміни в геномі при онкогенезі приводять до порушення чисельних внутріклітинних процесів, які взаємонакладаються, що проявляється формуванням нового, «пухлинного», фенотипу з рядом характерних ознак, які лежать в основі типування пухлин. Слід також відзначити, що генетичні порушення, які приводять до виникнення пухлини, супроводжуються змінами молекулярних сигнальних каскадів, що певною мірою є специфічними для кожної конкретної пухлини і привносять унікальні доповнення до загальних механізмів пухлинного росту [107]. 
Для РСМ, як і для багатьох інших пухлин, характерним є інтенсивний ангіогенез, пов'язаний зі збільшенням вмісту судинного ендотеліального фактору росту (ФРЕС) [2, 12]. Оцінка ангіогенезу пухлини може допомогти також виділити групи з підвищеним ризиком виникнення метастазів, які потребують після оперативного втручання ад'ювантного лікування [6].

ФНП-( або кахектин здатний чинити цитотоксичну дію на пухлинну клітину. Назва ФНП-( означає його протипухлинну активність, пов’язану з геморагічним некрозом. Він може викликати геморагічний некроз деяких пухлинних клітин, але не пошкоджує при цьому здорові клітини. Він утворюється макрофагами, еозинофілами.

ФНП-( і ФНП-β – два подібних білки (гомологічними є приблизно 30% амінокислотних залишків) – проявляють подібну активність запальної реакції, імунних та пухлинних процесів [42]. ФНП-( вперше виявлений в сироватці мишей, яким вводили бактеріальні продукти, які індукували некроз пухлинних клітин. 

Необхідність визначення можливості діагностичного та прогностичного застосування молекулярних маркерів послужила підставою для проведення даної роботи.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 

Дисертаційна робота виконана відповідно до плану науково-дослідної роботи кафедри урології Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького (номер державної реєстрації 0113U004542) ,,Рентген-ендоурологічні та інші малоінвазивні методи лікування хворих з патологією сечостатевої системи”.

Проведена біотична експертиза дисертаційної роботи (Протокол № 5 засідання комісії з питань етики Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького від 25.05.2018 року).
Мета роботи – підвищити ефективність лікування хворих на рак сечового міхура шляхом удосконалення точності діагностики та післяопераційного прогнозування на підставі застосування результатів дослідження молекулярних маркерів – факторів росту ендотелію судин,  некрозу пухлин ( та некрозу пухлин β в залежності від ступенів інвазії Т та неоплазії G новоутворення.
Для досягнення поставленої мети були поставлені наступні завдання: 

1. Дослідити зв'язок рівнів екскреції молекулярних маркерів ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β в сечі хворих на рак сечового міхура із ступенем інвазії пухлини (стадії Т). 
2. Встановити кореляційні зв’язки показників ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β в сечі хворих на рак сечового міхура із ступенем неоплазії пухлини G.

3. Оцінити ефективність встановлення рівню ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β в сечі хворих на рак сечового міхура у визначенні стадійності пухлинної інвазії Т.

4. Визначити можливість застосування рівнів ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β у сечі у скринінгу на різних етапах лікування для виявлення та прогнозування ризику розвитку післяопераційного рецидиву у хворих на рак сечового міхура.

5. Дослідити роль визначених у сечі ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β у прогнозуванні ефективності внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії у хворих на рак сечового міхура, оптимізації її проведення в цілому і обрання обсягу.

6. Розробити діагностично-лікувальний алгоритм для хворих на рак сечового міхура із врахуванням рівня молекулярних маркерів ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β.
Об’єкт дослідження: рак сечового міхура різних ступенів інвазії і неоплазії.

Предмет дослідження: характеристики проростання пухлини сечового  міхура, особливості гістологічної будови пухлинного субстрату, частота виникнення  рецидивів після проведення лікування раку сечового міхура в різні строки, ефективність внутрішньоміхурової хіміотерапії в різних режимах, рівень екскреції молекулярних маркерів судинного ендотеліального фактору росту, ФНП-( та ФНП-β у хворих на рак сечового міхура на різних стадіях, із різним ступенем неоплазії, в динаміці клінічного перебігу. 

Методи дослідження: загальноклінічні, ультразвукові, рентгенологічні (в тому числі КТ та МРТ), морфологічні, інструментальні та молекулярні, статистичні. 
Наукова новизна одержаних результатів

Порівняно вміст молекулярних маркерів судинного ендотеліального фактору росту, ФНП-( та ФНП-β в сечі хворих на рак сечового міхура стадій Т1-Т3N0M0 та у здорових осіб. 
Проаналізовано кореляційні зв’язки між показниками ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β у хворих на РСМ та стадіями пухлинної інвазії Т. 
Досліджено зміни молекулярних маркерів судинного ендотеліального фактору росту, ФНП-( та ФНП-β при різних ступенях неоплазії раку сечового міхура G. Визначено інформативність показників судинного ендотеліального фактору росту, ФНП-( та ФНП-β у сечі в прогнозуванні розвитку локального рецидиву РСМ після ТУР пухлини.
Встановлено, що рівень ФНП-( та ФНП-β у сечі хворих на РСМ після проведення адювантної внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії зменшується у порівнянні із початковими показниками пропорційно до цитостатичного та протирецидивного ефектів.
Практичне значення одержаних результатів. 
Встановлено, що визначення у сечі ФРЕС дозволяє підтвердити наявність РСМ із високим ступенем чутливості та специфічності. Існування кореляції між рівнем ФРЕС та ступенем неоплазії новоутворення G, може бути використаним для прогнозування ступеню диференціації пухлини на основі даних неінвазивного дослідження.

У хворих на РСМ після ТУР пухлини, визначення експресії ФРЕС в сечі дозволяє передбачати несприятливий перебіг захворювання в післяопераційному періоді, а при високих значеннях (275,27±5,75 пг/мл) вихідного рівня внести корективи в тактику лікування на користь розширення радикальності лікувальної тактики, зокрема проведення цистектомії (свідоцтво про раціоналізаторську пропозицію №1916 від 04.05.2018 р.). 
Порівняно більшою інформативністю у прогнозуванні терапевтичної відповіді на внутрішньоміхурову БЦЖ-терапію у хворих на РСМ володіє визначення в сечі ФНП-( та ФНП-β. Недостатнє підвищення (до 445,32(6,12 та 68,45(7,12 пг/мл) показників ФНП-( та ФНП-β після перших 6 сеансів БЦЖ-терапії дозволяє відмовитись від подальшого її проведення з економією таким чином часу і затрат на медикаменти. 
На основі отриманих даних обґрунтовано і впроваджено діагностично-лікувальний алгоритм для хворих на РСМ.
Результати дисертаційної роботи впроваджені в клінічну практику урологічного відділу Львівської обласної клінічної лікарні (акт впровадження від 18.06.2016 р.), клініки кафедри урології Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького (акт впровадження від 23.06.2016 р.), урологічного відділу Клінічної лікарні швидкої медичної допомоги м. Львова (акт впровадження від 23.09.2019 р.), урологічного відділу Центральної районної лікарні м. Новояворівськ (акт впровадження від 03.09.2019 р.), урологічного відділу Обласної клінічної лікарні м. Хмельницький (акт впровадження від 22.10.2019 р.).
Матеріали дослідження використовується в навчальному процесі кафедри урології Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького.

Особистий внесок здобувача. 

Дисертантом самостійно вивчені джерела літератури по темі роботи. Самостійно проведений інформаційно-патентний пошук, який дозволив визначити тему роботи, обґрунтувати мету, завдання дослідження. Автор самостійно зібрав первинний матеріал і склав програму з метою розробки історій хвороб із РСМ. Самостійно здійснював і брав участь у більшості молекулярних досліджень; активно приймав участь в оперативних втручаннях у хворих на РСМ. Організація наукових досліджень, теоретичне обґрунтування отриманих даних, формулювання висновків і розробка рекомендацій була здійснена разом із науковим керівником.

Апробація результатів роботи.

Основні положення дисертації були висвітлені на конференціях з міжнародною участю: доповідались і обговорювались на міжнародному українсько-польському симпозіумі «Урологія майбутнього» в м. Камянець-Подільський 10-12 вересня 2015р., Польсько-український урологічний симпозіум у м. Карпач (Польща) у 2016 р. та Українсько-польський урологічний симпозіум у м. Львові у 2017 р., доповідались на засіданнях Львівського філіалу Асоціації урологів України 2015-2017 р.р. та на конференціях лікарів-урологів на кафедрі урології ЛНМУ імені Данила Галицького у 2015-2017 р.р., на засіданнях кафедри урології а 2014-2017 роках.

Публікації.


За темою дисертації опубліковано 9 наукових робіт, з яких 7 – у фахових виданнях, рекомендованих МОН України, 1 в закордонному фаховому виданні, яке входить до міжнародних наукометричних баз даних, 5 тез у матеріалах науково-практичних конференцій, оформлена 1 раціоналізаторська пропозиція. 
Структура та обсяг дисертації.

Дисертація викладена на 149 сторінках машинописного тексту і складається із вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів досліджень,  розділу власних досліджень, аналізу і узагальнення результатів дослідження, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних джерел, який налічує 135 посилань (31 кирилицею, 104 латиницею), додатку. Роботу проілюстровано 25 таблицями, 23 рисунками. 

Розділ 1
ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
1.1. Сучасний стан питань діагностики та прогнозування перебігу раку сечового міхура  
Уротеліальний рак сечового міхура (РСМ) є частою онкологічною патологією [38, 70], у зв'язку з чим є значимою соціальною проблемою. У більшості випадків (70-80%) перехідно-клітинний РСМ діагностують на неінвазивних стадіях, 30-85% «поверхневих» пухлин рецидивують після проведеного лікування, причому 10-30% прогресують в інвазивні і метастатичні карциноми. Решта 20-30% новоутворів характеризуються інфільтративним ростом вже на стадії виявлення захворювання [26, 38].

В даний час вибір методу лікування і прогнозування подальшого перебігу РСМ базуються на його приналежності до певної класифікаційної категорії по системах TNM і G. Ці ознаки є ведучими, оскільки визначають поширення злоякісного процесу і дозволяють опосередковано судити про його вірогідну агресивність. В той же час віддалені результати лікування хворих, які відносяться до одних і тих же класифікаційних підгруп і отримували однакове лікування, істотно відрізняються. Таким чином, для повноцінного прогнозування при РСМ необхідна додаткова інформація про властивості пухлини [12,16, 95], тобто, окрім стадії, міри диференціювання, гістологічного варіанту, слід брати до уваги індивідуальні чинники, що визначають клінічну поведінку і біологічну агресивність новоутворення.

Сьогодні загальновизнано, що рак — генетичне захворювання. Пухлинні клітини з'являються завдяки накопиченню мутацій в критичних протоонкогенах і генах-супресорах пухлинного росту. Відповідно до трактування сучасної молекулярної біології [48], реалізація спадкової інформації здійснюється в ланцюзі ДНК→РНК→білок. Множинні ж зміни в геномі при онкогенезі приводять до порушення чисельних внутріклітинних процесів, що накладаються один на одного, що проявляється формуванням нового, «пухлинного», фенотипу з рядом характерних ознак, які лежать в основі типування пухлин. Слід також відзначити, що генетичні порушення, що приводять до виникнення пухлини, супроводжуються змінами молекулярних сигнальних каскадів, що певною мірою є специфічними для кожної конкретної пухлини і що привносять унікальні доповнення до загальних механізмів пухлинного росту [107]. У зв'язку з цим для пояснення різноманіття гістологічних типів уротеліальних пухлин [106] ілюстрацією послужить теорія дивергенції в гістогенезі Ю.І. Афанасьєва [5]. При її екстраполяції на онкогенез стає зрозумілою різноманітність придбаних пухлинами нових і / або втрати ознак вихідної тканини, її відмінність від вихідної тканини і подібність до пухлин інших гістогенетичних типів.

У схильності до РСМ істотну роль грають не стільки мутації, скільки нормальні варіації геномного набору [50, 78]. З огляду на те, що підвищений ризик розвитку РСМ обумовлений наявністю певних алельних варіантів генів, ферментів, прооксидантів і антиоксидантів, є підстави вважати, що цитохроми P450 і глутатіонзалежні ферменти, а також гени репарації ДНК можуть бути важливою складовою частиною генетичної структури схильності розвитку  РСМ [122].

Діагностика РСМ починається з оцінки морфології пухлини, що дозволяє встановити її гістологічний тип (відповідно до класифікації ВООЗ [95, 106], 12 типів іинфільтративної уротеліальної карциноми і 6 типів - неінвазивної). Прогноз перебігу захворювання від гістологічного варіанту раку є необхідним, але далеко не достатня умова при діагностиці РСМ (хоча існують думки, відповідно до яких морфологічний варіант уротеліальної карциноми не має значення для інвазивного і метастатичного потенціалу пухлини [80]). Вважається, що папілярная уротеліальна пухлина з низьким потенціалом малігнізації, як правило, не переходить в рак, проте у пацієнтів підвищується ризик виникнення нових папілярних утворень з більш високим потенціалом малігнізації [106]. Плоскоклітинна метаплазія часто зустрічається в карциномах високого ступеня анаплазії. При веретеноклітиному варіанті нерідко виявляють регіонарні і віддалені метастази. У разі превалювання лімфо- і епітеліомо-подібного варіанту прогноз відносно сприятливий. Деякі автори вважають, що такі види уротеліальної карциноми, як мікропапілярна, саркомоподібна, з залозистим диференціюванням, мають гірший прогноз [80].

Агресивним клінічним перебігом відрізняються дрібноклітинна, перстневидноклітинна, плоскоклітинна карциноми. Відомі випадки класичної веррукозної карциноми СМ, що не відрізнялася високим ризиком прогресування в зв'язку з шистозоматозом. Дрібноклітинний рак характеризується агресивним клінічним перебігом з ранньою судинноюі м'язовою інвазією. Однак його поєднання з іншими типами РСМ, як правило, має більш сприятливий прогноз [106].

Збільшення числа шарів клітин в уротеліі понад 7 само по собі не є ознакою неоплазії, проте зазвичай відзначають в поєднанні з ядерною атипією і не викликає проблем при постановці діагнозу карциноми [4].

Оцінку ступеня поширеності пухлини проводять відповідно до класифікації РСМ по системі TNM. Найчастіше попередня клінічна стадія встановлюється за даними цистоскопії, УЗД і гістологічного дослідження біопсійного матеріалу.

При неінвазивних ураженнях базальний шар уротелію зберігає рівний чіткий контур, до якого прилягає безперервна базальна мембрана, проте в ділянках інвазії він втрачається. В ділянках інвазії часто відзначаються явища фіброзу і запальна інфільтрація. Оцінюючи ступінь поширеності пухлини на власну пластинку слизової, що може бути важко при тангенціальних зрізах, необхідно вказувати на обширну або вогнищеву інвазію, але не використовувати характеристику «поверхневий рак», так як змішуються 2 стадії – рТа і Рт1.

Важається, що пухлина, інфільтрована в строму «широким фронтом», менш агресивна, ніж та що має «щупальцеподібні» проростання. Можливо також виділення інших форм інвазивного росту пухлини: мікропапілярну, мікрокістозну і гніздову. До несприятливих факторів прогнозу інвазивних карцином відносять: множинність ураження, розміри пухлини більше 3 см, наявність фонових змін в вигляді карциноми in situ, що підвищує ризик розвитку рецидиву [3]. Передбачається, що уротеліальний РСМ характеризується інфільтративним ростом вже на стадії виявлення захворювання. В такому випадку прогноз носить особливо несприятливий характер. Уротеліальний РСМ принципово відрізняється від прогресуючих поверхневих карцином за своїми молекулярно-патогенетичним механізмам розвитку [46].

Метастатичне ураження лімфатичних вузлів і системна дисемінація завжди пов'язані з поганим прогнозом захворювання. До важливих прогностичних факторів відносять наявність судинної інвазії і пухлинних комплексів в судинах, що підвищує ризик розвитку метастазів навіть на стадії Рт1. Однак при оцінці судинної інвазії патологістологи нерідко помиляються, приймаючи за судини щілини, що утворилися навколо пухлинних комплексів. У такому випадку рекомендується проводити імуногістохімічне дослідження для чіткої візуалізації судин [80].

Одним з найбільш значущих чинників прогнозу після стадії захворювання, за даними більшості дослідників, є ступінь диференціювання пухлини (G), прямопропорційна частоті рецидивування [55, 95, 106].

1.2 Перспективи застосування молекулярних маркерів у діагностиці та прогнозуванні перебігу  раку сечового міхура

Сьогодні виявлення тих чи інших маркерів, що дозволяють судити про властивості пухлини, переходять з категорії додаткових в категорію необхідних, що надають можливість вибрати найбільш ефективні методи лікування і прогнозувати розвиток пухлин.

Для всіх пухлин характерна зміна проліферативних властивостей їх клітин. В результаті порушення функції генів-супресорів змінюється проліферативна активність пухлинних клітин, наростаюча у міру пухлинної прогресії [80]. При дослідженні проліферативної активності пухлин зазвичай використовують антитіла до білків Ki-67 (MIB1) і PCNA (PC10).

Для РСМ, як і для багатьох інших солідних пухлин, характерним є інтенсивний ангіогенез, пов'язаний зі збільшенням вмісту судинного ендотеліального фактора росту (ФРЕС) [2, 12]. Оцінка ангіогенезу пухлини може допомогти також виділити групи з підвищеним ризиком виникнення метастазів, які потребують після оперативного втручання в ад'ювантном лікуванні [6].

Для вибору оптимальної тактики лікування перехідно-клітинного РСМ, крім встановлення його належності до певного класифікаційного категорії по системам TNM і G, використовується ще і виявлення ряду властивостей, що дозволяють прогнозувати розвиток хвороби і чутливість пухлини до лікувальних заходів. Однак все-таки в 20-30% випадків результати лікування не збігаються з очікуваними [44]. Стало очевидним, що встановлення одного або декількох маркерів не забезпечує необхідної бази для прогнозування перебігу захворювання та відповідно прийняття рішення про подальше лікування пацієнта [63, 111].

Природно, першочергове завдання діагностики - виявлення хворих з високим ризиком прогресування раку, які потребують найбільш радикальний підхід, використання комплексу хірургічних методів в поєднанні з призначенням хіміотерапії та імунотерапії [70]. Поряд з цим сьогодні принципово важливо не просто визначити, але і комплексно оцінити ознаки РСМ, що виявляються морфологічними, молекулярними та генетичними методами. Також необхідна оцінка їх взаємозв'язку і взаємопотенціювання. 

За даними багатьох дослідників, які вважають, що рак сечового міхура (РМП) становить 70% всіх пухлин сечового тракту і 4% випадків всіх онкологічних захворювань [31]. На момент встановлення діагнозу у 70-85% хворих виявляється поверхневий РСМ (ПРСМ). [20]. До цієї групи відносять пухлини, які обмежуються слизових і підслизовим шаром (рТа, рТis, Рт1). Стандартна лікувальна тактика при ПРМП полягає в трансуретральній резекції (ТУР) пухлини і внутрішньоміхуровій хіміо- та імунопрофілактиці. Проте до 85% ПРМП рецидивує після лікування, причому 10-30% розвивається в інвазивні і дисеміновані форми раку [64].

З метою визначення адекватної тактики лікування РСМ Європейським товариством з вивчення і лікування раку (EORTC) була розроблена система бальної оцінки ризиків рецидивування і прогресування. [35]. Основою даної системи є клініко-морфологічні параметри пухлини. Проте, поділ пухлин за морфологічними характеристиками не повністю відображає клінічний потенціал ПРСМ, тому в останні роки велика увага приділяється пошуку додаткових факторів прогнозу перебігу захворювання. 

Визначення цих факторів повинно привести до створення цілісної прогностичної системи, використання якої в клінічній практиці дозволить виділити пухлини з різним клінічним перебігом, припустити з високою ймовірністю прогресування, рецидивування і метастазування РСМ. У подібну систему можуть бути включені біохімічні, імуногістохімічні і генетичні маркери. Одним з найбільш перспективних напрямків є визначення молекулярно-генетичних змін в спадковому апараті клітини, що лежать в основі її злоякісної трансформації, і використання їх в якості клінічних маркерів, що визначають характер і прогноз захворювання.

Поверхневі форми РСМ володіють вираженою тенденцією до рецидиву. Показано, що рецидиви ПРСМ розвиваються з високою частотою навіть після 3 років безрецидивного перебігу хвороби і можуть характеризуватися зростаючим злоякісним і метастатичним потенціалом [32]. В зв'язку з цим однією з ключових проблем, з якою стикається лікар при лікуванні хворих ПРМП, є адекватна оцінка ризику розвитку рецидиву у даного пацієнта. У багатьох дослідженнях показана недостатня прогностична цінність окремих клініко-морфологічних критеріїв з рекомендованих EORTC для сумарної системи оцінки ризиків [33, 45, 93, 124]. Вважається, що одну з провідних ролей у визначенні виживаності хворих грає глибина інвазії новоутворення [17]. Однак, незважаючи на об'єднання Та (неінвазивної) і Т1 (мінімально інвазивної) карцином в одну групу поверхневого РМП, різниця між ними надзвичайно важлива, оскільки в групі Та-пухлин прогресія вважається відносно рідкісним подією, тоді як Т1-пухлини навіть на ранніх стадіях потенційно високозлоякісні [112]. Проте гістологічна діагностика мінімальної інвазії зазвичай представляє складності [118]. Часто на світлооптичному рівні ділянки мікроінвазіі не виявляються, і цим можна пояснити більш агресивна поведінка групи уротеліальних карцином, класифікованих як неінвазивні [53].

Використання молекулярно-генетичних маркерів може надати допомогу в більш чіткому поділі пухлин на Та- і Т1-підгрупи [118]. Не менш гостро стоїть проблема вибору тактики лікування у пацієнтів з високим ризиком прогресії і рецидивування (T1G3-група). [81, 125, 87, 88, 91]. Ця проблема також може бути вирішена при створенні системи додаткових факторів прогнозу, яка дозволила б відрізняти пухлини з високим ризиком рецидивування і прогресування від менш агресивних новоутворень і застосовувати диференційований лікувальний підхід [17]. 
Крім оцінки клініко-морфологічних параметрів пухлини, важливим аспектом клінічної практики є вирішення проблеми персоніфікації прогнозу. Відомо, що в процесі перетворення нормальної клітини в злоякісну в її генетичному апараті накопичується велика кількість різних змін, як відбуваються спонтанно, так і індукованих канцерогенами, сукупність яких призводить до того, що злоякісний потенціал пухлини у кожного конкретного пацієнта може значно варіювати [123]. Ось чому ,,поведіна'' пухлини не може бути однозначно передбаченою і описаною лише фенотипічними проявами, такими як розмір, тип росту і т.д. Зміни, які відбуваються в ядрі клітини в процесі малігнізації є первинною подією по відношенню до злоякісних властивостей які набуваються нею, тому виявлення цих ушкоджень і встановлення зв’язків між ними і клінічним поведінкою пухлини - пріоритетний напрямок на сучасному етапі розвитку онкології. Також очевидна необхідність впровадження їх використання в клінічну практику з метою більш ретельного і персоніфікованого прогнозу перебігу захворювання. 

На сьогодні однією з найбільш актуальних проблем клінічної онкології залишається рання діагностика злоякісних новоутворень. Основним напрямком досліджень є пошук пухлинних маркерів (ПМ), які б з високою достовірністю дозволяли діагностувати виник​нення пухлинного процесу задовго до появи клінічних симптомів, особливо у пацієнтів із груп ризику [21, 29].
Ідеальний ПМ повинен задовольняти наступним критеріям: продукуватися тільки злоякісними клітинами; бути органоспецифічним; з’являтися у високих концентраціях у біологічних рідинах організму; його концентрація повинна корелювати із розміром пухлини, зі стадією захворювання, з прогнозом та ефективністю лікування [76]. 

Показання для визначення рівнів ПМ: скринінг онкологічних захворювань; диференційна діагностика раку і доброякісних процесів; оцінка поширеності процесу (в поєднанні з методами променевої діагностики); прогноз; оцінка ефективності терапії; моніторинг хворих з метою раннього виявлення рецидивів і генералізації захворювання [21, 76] (табл.1.1).. 
Таблиця 1.1.
Комбінація ПМ, асоційованих із певними онкологічними захворюваннями

	Злоякісні 
новоутворення
	ПМ

	
	Головний
	Другорядний
	Додатковий

	1
	2
	3
	4

	Рак шлунка
	СА72-4, РЕА
	ТК або ТПА
	

	Рак товстої кишки
	РЕА, СА19-9
	ТПА
	ТК

	Рак підшлункової залози
	СА19-9, СА50
	РЕА
	АФП

	Рак жовчного міхура
	СА19-9
	АФП
	ТК або ТПА

	Метастази в печінці
	СА19-9, РЕА, АФП
	ТК
	

	Дрібноклітинний рак легені
	НСЕ
	ТК або ТПА
	

	Рак легень
	ЦИФРА 21-1,СКА,РЕА
	ТК або ТПА
	

	Рак молочної залози
	СА15-3, ТПА, ТПСА
	РЕА
	МСА

	Хоріонепітеліома
	Бета-ХГЛ
	ТК
	

	Пухирцевий замет
	Бета-ХГЛ
	
	

	Тератома
	АФП, бета-ХГЛ
	
	

	Рак яєчника
	СА125, СА72-4
	
	

	Рак тіла матки
	СА125, ЦИФРА 21-1
	
	

	Рак шийки матки
	СКА, ЦИФРА 21-1
	
	

	Рак простати
	ПСА, вільний ПСА
	ТК
	

	Рак яєчка
	АФП, бета-ХГЛ
	
	

	Рак сечового міхура
	ТПА, РЕА, ЦИФРА 21-1
	ТК
	

	Нейробластома
	НСЕ
	
	

	Злоякісна меланома
	НСЕ, ТК
	
	

	Феохромоцитома
	НСЕ
	
	

	Карциноїд
	НСЕ
	
	

	Лейкоз
	Б2М, ТК
	
	

	Злоякісна лімфома
	Б2М, ТК
	
	


На ранніх стадіях захворювання при невеликій масі пухлини не можна очікувати значної концентрації продуктів її життєдіяльності в крові й інших біологічних рідинах організму. Можливі хибнонегативні результати досліджень. Лікування (операція, хіміотерапія, радіотерапія), що призводить до повного видалення пухлини та девіталізації пухлинних клітин, обов’язково повинне супроводжуватися зниженням рівнів ПМ до норми.

У підсумку слід констатувати, що ПМ у комплексі з клінічними, променевими, ендоскопічними та іншими сучасними методами діагностики допомагають у вирішенні нагальних задач клінічної онкології. Необхідно у подальшому проводити пошук нових високоспецифічних маркерів та ефективно комбінувати існуючі для підвищення ефективності діагностики злоякісних пухлин та моніторингу онкологічних хворих 
Факторами, що призводять до виникнення РСМ, є контакт з канцерогенними речовинами: b-нафтиламином, бензидином, толуїдини, 2-метілаланін (використовуються при виробництві барвників); куріння, використання деяких лікарських препаратів, наприклад, фенацитин, а також шистозоматоз. 

Ризик захворіти РСМ підвищується у пацієнтів, які перенесли опромінення органів тазу.
Останнім часом застосовуються інші методи лабораторної діагностики РСМ, зокрема, визначення маркерів ВТА (bladder tumor antigen), NMP 22 (nuclear matrix protein), антигену UBC (urinary bladder cancer), теломерази сечі та ін.

Поверхневий перехідно-клітинний РСМ в даний час розглядається як хвороба слизової оболонки. У зв'язку з цим тільки хірургічного видалення пухлини недостатньо для лікування пацієнта або отримання тривалої ремісії. Серед оперативних методів лікування поверхневого перехідно-клітинного РСМ методом вибору є ТУР сечового міхура. Однак рецидиви захворювання протягом 5 років після ТУР розвиваються в середньому у 60-70% хворих. Крім цього, у частини пацієнтів рецидивна пухлина стає інвазивною або має нижчу ступінь диференціювання (прогресування пухлини). Прогресування при папілярному раку відзначається 1 у 10-20% хворих, а при високозлоякісних пухлинах T1G3 і раку in situ – 30-50%.

Факторами, що впливають на рецидивування, прогресування пухлини і результати лікування є: кількість пухлин до моменту ТУР, їх розмір, частота виникнення рецидиву протягом 1-го року після ТУР, стадія (CISTATI), диференціювання пухлинних клітин (G). Залежно від цих параметрів виділяють групи: низького, високого та проміжного ризику розвитку рецидиву. 

Недавніми молекулярними дослідженнями встановлено, що у хворих РМП в «нормальному» уротеліі є хромосомні аберації, зміна сумарного вмісту ДНК, порушення експресії р53 та інтенсивності проліферації, подібні до тих, які спостерігаються в пухлинних клітинах. Тобто існує загальна генетична нестабільність уротелію, яка може розглядатися як причина мультифокальності  пухлинного росту в усьому перехідному епітелії.

Онкомаркери – в даний час застосовуються ряд лабораторних тестів, які дозволяють запідозрити рак сечового міхура на підставі виявлення в сечі ряду речовин: тест на наявність специфічного антигену ВТА (blader tumor antigen) – чутливість (достовірність) методу 67%, BTA TRAK тест – чутливість методу 72 %, тест на ядерний матриксний протеїн (NMP-22) – чутливість методу 53%, визначення хемілюмінісценції гемоглобіну –  чутливість методу 67%.

Більшість зазначених тестів розроблені недавно і ще не знайшли широкого застосування в клінічній практиці. Перевагою тесту ВТА служить його простота, можливість проведення в амбулаторних умовах, а також самим хворим. Заслуговує уваги також метод визначення гіалуронової кислоти і гіалуронідази в сечі, так як достовірність методу досягає 92,5%. У зв'язку з великою вартістю тест-систем, наявності певної частки помилкових результатів, неможливістю діагностувати стадію поширеність процесу і визначити тактику подальшого лікування дані методи поступаються інструментальних досліджень.

Щорічно в світі діагностується понад 10 мільйонів хворих на первинні злоякісні новоутворення [15].

Незважаючи на вдосконалення вже наявних і впровадження нових методів діагностики, в 60-80% випадків ці захворювання виявляються в III-IV стадії [7, 14], що в свою чергу, негативно позначається на прогнозі.

В даний час величезне число фундаментальних досліджень сфокусовано на пошуку молекулярних маркерів схильності до виникнення карцином для здійснення ранньої діагностики, з одного боку, і виявленні факторів, що дозволяють прогнозувати розвиток захворювання і оптимізувати методи лікування [8, 18, 24].

До теперішнього моменту накопичено безліч даних, що підтверджують участь факторів росту, зокрема ФРЕС (фактор росту ендотелію судин) і EGF (епідермальний фактор росту), відповідальних за мітогенну активність клітин, в розвитку і прогресуванні злоякісних новоутворень і, отже, є перспективними мішенями при використанні таргетной терапії. Зарубіжними дослідниками виявлені функціонально значущі поліморфізм G+405C в ФРЕС [130] і поліморфізм A+61G в EGF [121]. 

EGF є один з лігандів рецептора епідермального фактора росту (EGFR), експресованого на поверхні як нормальних, так і трансформованих епітеліальних клітин і є вирішальним трансмембраним тирозин-кіназним рецептором в регуляції клітинного росту і диференціювання. EGF / EGFR взаємодія – функціонально важливий аутокриннийі шлях, який є промотором розвитку пухлини. Підвищена експресія EGF підсилює інвазію та метастазування пухлини, запускаючи цілий каскад внутрішньоклітинних процесів, що ініціюють клітинну проліферацію і ряд інших біологічних процесів, відповідальних за пухлинну прогресію: адгезію і інвазію трансформованих клітин, включення антиапоптотичних механізмів [40, 115].

ФРЕС являє собою глікопротеїн і є одним з найважливіших стимуляторів ангіогенезу в різноманітних за характеристиками здорових і уражених раком тканинах [59, 89, 133]. Свої функції ФРЕС виконує через тирозин-кіназні рецептори, розташовані в мембрані ендотеліальних клітин. 

Одним з основних факторів виживання і поширення пухлинних клітин є ангіогенез. Ключову роль у формуванні нової судинної мережі при розвитку пухлини грає сімейство ендотеліальних факторів росту судин – ФРЕС [89]. Поява нових судин сприяє прогресуванню захворювання, збільшуючи темпи росту пухлини і її здатність до метастазування. Оцінка ангіогенезу пухлини є важливою для прогнозування перебігу хвороби і призначення хіміотерапії при багатьох злоякісних пухлинах.

Аналіз даних по маркеруванню ФРЕС (позиція G + 405C) у хворих РСМ (рак легень), не виявив відмінностей в розподілі частоти молекулярних маркерів GG / GC / CC гена ФРЕС між групою пацієнтів (0,31:0,56:0,13) і контролем (0,31:0,53:0,16). Однак існували значні розбіжності в розподілі молекулярних маркерів між групами хворих із плоскоклітинним раком легені (РЛ) і аденокарциномою: серед хворих з аденокарциномою маркер GG зустрічався в 2 рази частіше, ніж у пацієнтів з плоскоклітинним РЛ, а носіїв маркеру CC у хворих аденокарциномою в нашій групі обстежених пацієнтів не було виявлено. Було також показано, що маркер CC зустрічається в 2 рази частіше у хворих РЛ з наявністю метастазів (N1-3) в порівнянні з пацієнтами, що мають пухлини без метастазів (N0).

Було виявлено, що частота виявлення носіїв маркеру CC у хворих із злоякісною карциномою яєчників була нижчою, ніж у контрольній групі (11,0%), а частота виявлення носіїв маркеру GG в групі хворих була в 1,5 рази вищою в порівнянні з контрольною. При цьому у хворих з III-IV стадією захворювання маркер GG зустрічався в 4 рази частіше, ніж у хворих з I-II стадіями розвитку пухлини.

Результати декількох робіт виявили відсутність асоціації поліморфізму в позиції +405 ФРЕС з виникненням деяких варіантів раку, включаючи РЛ [74] і РЯ [69], однак показали його вплив на ступінь диференціювання пухлини у хворих на меланому [120], на рак простати [34], рак молочної залози [66], а також на виживання у хворих РЛ і РЯ. C.J. Watson з спіавторами [130] в своїх дослідженнях показав, що найбільший рівень експресії білка ФРЕС був в мононуклеарних клітинах периферичної крові з маркером GG, проміжний рівень – в клітинах з маркером GC і найменший – в клітинах з маркером CC. Є також відомості, що підвищений рівень експресії ФРЕС частіше спостерігається у хворих з пухлинами високого ступеня злоякісності.

Прогресія солідних пухлин багато в чому залежить від ступеня васкуляризації і ангіогенезу малігнізованих тканини. З цілого спектру проангіогенних факторів найбільш серйозне значення має фактор росту ендотелію судин (ФРЕС). Пригнічення функцій ФРЕС призводить до регресії неопластических судин і обмеження росту пухлини. Багатообіцяючі результати продемонстрували клінічні випробування комплексної антиангіогенної хіміотерапії різних неопластичних утворень. В даний час препарат бевацизумаб увійшов в широку клінічну практику при терапії раку молочної залози, колоректального раку і гліом III-IV ступеня злоякісності.  На жаль, в більшості випадків антиангіогенна терапія не призводить до повного одужання, а лише уповільнює розвиток пухлини. Механізми резистентності включають потенцціювання альтернативних проангіогенних сигнальних шляхів і активацію інвазивної популяції пухлинних клітин.

Незважаючи на те, що хіміотерапія як і раніше залишається найбільш дієвим інструментом в лікуванні пухлин, головними її недоліками залишаються висока неспецифічна цитотоксичність, що обмежує вводиться дозу, і розвиток множинної лікарської стійкості MDR (Multidrug resistance) пухлинних клітин.
J. Folkman і співавт. [60] Припускали, що зростання і метастатичне поширення пухлини можуть залежати від ступеня розвитку мікросудин в малігнізованій тканині, а блокування ангіогенезу буде ефективним засобом обмеження розростання солідних пухлин. В даний час цей стратегічний підхід став основним в терапії деяких видів раку. З безлічі проангіогенних факторів, що беруть участь в фізіологічному і патологічному ангіогенезі, найбільш важливим ефектором є фактор росту ендотелію судин (ФРЕС – Vascular endothelial growth factor) A [57, 59]. У ряді випадків показано, що підвищена експресія ФРЕС корелює з несприятливим прогнозом і високою ймовірністю рецидивів. Перевага такого підходу полягає в тому, що анти-ФРЕС-терапія пригнічує активацію задіяних в ангіогенезі рецепторів, отже, і трансдукцію сигналу в генетично стабільних ендотеліальних клітинах. Клінічні дослідження продемонстрували обнадійливі результати комбінованої антиангіогенної і хіміотерапії, або радіотерапії; розвиток цього напряму може відкрити нові перспективи підвищення ефективності терапії пухлин [64, 98, 100, 102, 103, 109, 110, 135].
В даний час розробляються і проходять клінічні випробування високоспецифічні препарати, спрямовані на селективне пригнічення ангіогенезу; з них найбільш широке застосування отримав бевацизумаб [103].
Як відомо, судини складаються з трьох основних типів клітин: ендотеліоцити – клітини, що вистилають трубчасту структуру кровоносної судини; гладеньких м'язів, що регулюють внутрішньосудинний тиск; серицитів – сателітні клітини, підтримують життєздатність ендотеліоцитів. 

ФРЕС-C і D регулюють процеси формування лімфатичних судин [92]. Ген ФРЕС-A, якого також називають ФРЕС, спочатку був охарактеризований як фактор судинної проникності, але згодом було відкрито його мітогенну активність по відношенню до ендотеліоцитів. Ген молекули ФРЕС-A розташований на 6-й хромосомі, його нуклеотидна послідовність має високу гомологію з геном PDGF. ФРЕС-A – потужний мітоген для ендотеліальних клітин, але він не викликає проліферацію інших типів клітин [58].
ФРЕС зв'язується з тирозинкіназними рецепторами ФРЕСR1 (Flt1) і ФРЕСR2 (KDR; мишача форма, відома як Flk1 [59]. Активація цих рецепторів запускає фосфорилювання білків, які беруть участь в трансдукції сигналу [59]. 

Експресія ФРЕС підвищує проникність судин, що призводить до збільшення інтерстиціального і внутрішньопухлинного тиску, сприяючи проникненню пухлинних клітин в судинне русло [83]; крім того, ФРЕС порушує надходження в пухлинні тканини терапевтичних 
агентів [71, 72].
Хаотичне розташування пухлинних судин призводить до нерівномірного надходження кисню в навколишні тканини, в результаті утворюються локальні вогнища гіпоксії, стійкі до променевої терапії. 

Підвищена експресія ФРЕС пухлинними клітинами може відігравати важливу роль в патогенезі злоякісних новоутворень, оскільки кровопостачання є одним з визначальних чинників росту пухлини. ФРЕС запускає неопластичний ангіогенез, в результаті зростає щільність мікросудин, і малігнізована тканина отримує більше поживних речовин. Секреція ФРЕС пухлинними клітинами призводить до ескалації синтезу проангіогенних чинників; оскільки ФРЕС запускає ангіогенез, нові судини починають постачати малігнізовану тканину киснем і поживними речовинами, пухлина росте і виробляє більшу кількість ФРЕС. Крім того, ФРЕС за принципом позитивного зворотного зв'язку збільшує рівень експресії рецептора ФРЕСR2 ендотеліоцитами пухлинних мікросудин [94], що стимулює клітинний ріст і проліферацію ендотеліальних клітин.

Інгібітор ФРЕСR сунітініб на час покращує проникнення темозоломіду в пухлину [134].
Антиангіогенна терапія бевацизумабом стала стандартним підходом в лікуванні раку товстої кишки, легенів та молочної залози. Показано, що бевацизумаб пригнічує активацію рецепторів ФРЕС-R і стимулює апоптоз пухлинних клітин: медіана зниження рівня фосфорилированного рецептора ФРЕСR2 в пухлини склала 66,7%, медіана збільшення рівня апоптозу пухлинних клітин – 128,8% [131].

Рівень експресії ФРЕС корелює з параметрами пухлинної прогресії і щільністю судин в злоякісних новоутвореннях [41, 116, 119], а крім того, дозволяє передбачити відповідь пухлини на антиангіогенну і цитостатичну терапію, але не на виживання пацієнтів [108, 126].
Доклінічні і клінічні дослідження довели, що анти-ФРЕС-препарати, зокрема бевацизумаб, досить ефективні в лікуванні злоякісних пухлин головного мозку, кишківника, молочної залози і легені [64, 98, 100, 102, 103, 109, 110, 135].

Антиангіогенна терапія дозволила істотно підвищити ефективність лікування злоякісних новоутворень, зокрема низькодиференційованих гліом. Комбінована терапія з бевацизумабом значно підвищувала ймовірність відповіді на лікування (за даними МРТ) і показник 6-місячної виживаності без прогресії пухлини [64, 98, 100, 102, 103, 109, 110, 135].
У більшості випадків такий підхід дозволив зменшити дози кортикостероїдів і, отже, знизити побічні ефекти на організм пацієнта. Схожі результати отримані в дослідженнях препаратів, що пригнічують функціональну активність рецептора ФРЕСR [37].

На жаль, для значної частини пацієнтів з низькодиференційованими гліомами така терапія не призводить до ремісії і одужання. Проте, застосування анти-ФРЕС-препаратів для пригнічення ангіогенезу в пухлинної тканини продемонструвало багатообіцяючі клінічні результати і значний потенціал в лікуванні метастазуючих і первинних пухлин. 

Експериментальні дані показали, що неминуче розвивається резистентність пухлини до антиангіогенної терапії. Ймовірно, механізми опору включають активацію альтернативних проангіогенних сигнальних каскадів разом зі збільшенням експресії факторів росту [37], а також збільшення вкладу периваскулярного інвазивного росту в прогресію пухлини [49, 68, 82, 86, 105].

Мабуть, антиангіогенна терапія може стимулювати клітини гліоми до міграції за межі пухлинного вогнища, активуючи інвазивний ріст пухлини; ця клітинна популяція здатна рости за відсутності ангіогенезу за рахунок поглинання існуючих мікросудин [52, 105, 113].
Є підстави вважати, що фундаментальні дослідження неопластичного ангіогенезу, пухлинної трансформації і формування стійкості приведуть до розробки більш ефективних методів лікування. Найбільш перспективною представляється стратегія комплексної антиангіогенної терапії, включаючи пригнічення альтернативних проангіогенних шляхів, спільно з антиінвазивними препаратами, що перешкоджають локальної інвазії і метастатичному поширенню.
Судинний ендотеліальний фактор росту (ФРЕС) є основним регулятором утворення мікросудин. Він сприяє вазодилатації, підвищує проникність судин, впливає на вираженість запальної відповіді і має низку позасудинним ефектів. Онкологічні процеси, цукровий діабет, ревматоїдний артрит, ендометріоз, гіпертонічна хвороба, атеросклероз судин і ряд інших патологічних станів супроводжуються збільшенням вмісту ФРЕС в крові і тканинах. 

Блокада осі ФРЕС/ФРЕСR викликає підвищення артеріального тиску, а інфузія ФРЕС – його зниження. Отже, система ФРЕС бере активну участь в регуляції артеріального тиску. Теоретично у хворих з артеріальною гіпертензією, яка характеризується зменшенням кількості мікросудин, концентрація ФРЕС повинна бути знижена. Однак клінічні та експериментальні дослідження виявили збільшення вмісту ФРЕС у обстежених з підвищеним артеріальним тиском. Дане протиріччя може бути пов'язано зі складністю будови і функціонування системи ФРЕС / ФРЕСR, що включає різні ізоформи і варіанти лігандів і рецепторів, що володіють як про-, так і антиангіогенними властивостями. Можливо, збільшення експресії ФРЕС відображає активізацію компенсаторно пристосувальних механізмів у відповідь на підвищення артеріального тиску. 

Тривале зниження концентрації або блокада ФРЕС у дорослих веде до погіршення виживаності ендотеліальних клітин, розрідженню мікросудин (зменшення в тканинах термінальних артеріол і капілярів) і підвищення артеріального тиску [75].

ФНП-( або кахектин здатний викликати цитотоксичну дію на пухлинну клітину. Назва ФНП-( означає його протипухлинну активність, пов’язану з геморагічним некрозом. Може викликати геморагічний некроз деяких пухлинних клітин, але не пошкоджує при цьому здорові клітини. Він утворюється макрофагами, еозинофілами.

Фактор некрозу пухлин альфа не визначається в сироватці крові здорових людей, його показники зростають при наявності інфекції і бактеріальних ендотоксинів. При запаленні кісткової тканини та інших запальних процесах ФНП-альфа визначається в сечі, впливає на пухлинні клітини за рахунок апоптозу, генерації активних форм кисню і азоту. Він пригнічує клітини пухлини і клітини уражені вірусом, бере участь у розвитку реакції імунної системи на антиген, гальмує утворення лімфоцитів, викликає радіозахисну дію.

У низьких концентраціях ФНП проявляє біологічну активність. Регулює імуннозапальну реакцію при травмах або інфекціях є головним стимулятором для нейтрофілів і ендотеліальних клітин для їх взаємодії і подальшого переміщення лейкоцитів, збільшення кількості фібробластів і ендотелію при загоєнні рани.

ФНП-( може діяти як гормон, потрапляючи в кров, стимулює утворення фагоцитів, підвищує згортання крові, знижує апетит. 

При туберкульозі і раку ФНП є важливим фактором розвитку кахексії. ФНП відіграє важливу роль в патогенезі виникнення септичного шоку, ревматоїдному артриті, розростанні ендометрію, некротичних ураженнях мозку,розсіяному склерозі, панкреатиті, ураженнях нерва, ураженні печінки алкоголем, діагностиці та прогнозуванні під час лікування гепатиту С.

Підвищений рівень ФНП-( провокує хронічну серцеву недостатність,загострення бронхіальної астми. Концентрація ФНП збільшується при ожирінні, при цьому яскраво виражена в адипоцитах вісцеральної жирової тканини. ФНП зменшує активність тирозинкінази інсулінового рецептора, затримує дію внутрішньоклітинних переносчиків глюкози у м’язовій та жировій тканинах.

Підвищення експресії ФНП в амніотичній рідині сигналізує про порушення внутрішньоутробного розвитку плода.

Перші етапи вивчення ФНП дали привід думати, що він виконує в організмі функцію забезпечення протипухлинного захисту, але в подальшому дослідження показали, що він має широкий спектр біологічної активності, бере участь у фізіологічних та патологічних процесах.

ФНП-( ФНП-β – два подібних білки (гомологічними є приблизно 30% амінокислотних залишків) – проявляють подібну активність запальної реакції, імунних та пухлинних процесів [42] ФНП-( вперше виявлений в сироватці мишей, яким вводили бактеріальні продукти, які індукували некроз пухлинних клітин [128] ФНП-β або лімфотоксин був виявлений у лімфатичних вузлах імунізованих щурів [28]. Джерелом ФНП-( є активований макрофаг [128], ФНП-β – активована Т-клітина [28]. Через однакові специфічні рецептори на клітинній поверхні обидва фактори викликають лізис клітин лімфоми, некроз саркоми індукованої метилхолантреном, активують поліморфно-ядерні лімфоцити, проявляють противірусну активність [1, 30].
Синтез ФНП-( не спостерігається в нестимульованих клітинах, не визначається в сироватці крові здорових тварин і людини. Активація макрофагів ліпополісахаридами (ЛПС) або іншими стимуляторами призводить до індукції синтезу ФНП-( за 15-20 хв. Попередня обробка макрофагів дексаметазоном запобігає синтезу ФНП, який викликається ЛПС, на рівні інгібування трансляції м-РНК [85].
Синтез ФНП-( є необхідним аутокринним фактором росту і диференціювання самих макрофагів. Показана регулююча роль ФНП-( на проліферацію макрофагів в процесі їх диференціювання. Макрофаги кістконого мозку миші на ранніх стадіях диференціювання синтезують ендогенний ФНП. 
На сьогодні, повної та однозначної картини механізму проти-пухлинної дії ФНП-( in vivo не існує. Очевидним є розгляд кількох шляхів, якими ФНП знищує пухлину або зупиняє її ріст:

• перший з них – безпосередній вплив білка ФНП-( на пухлинну клітину-мішень через відповідні рецептори на її поверхні з усіма складними процесами, що запускаються усередині клітини, кінцевим результатом яких є апоптоз клітини (цитотоксична дія) або зупинкаарешт клітинного циклу (цитостатична дія). У разі останньої події клітина також стає більш диференційованою і експресує ряд антигенів;

• другий – каскад хімічних реакцій включає активацію коагуляційної системи крові та місцевих запальних реакцій, обумовлених ФНП-активованими клітинами ендотелію і лімфоцитами, і веде до так званого "геморагічного" некрозу пухлин;

• третій шлях – блокування ангіогенезу, що приводить до зменшення проростання новими судинами швидкозростаючої пухлини і, як наслідок, до зниження кровопостачання аж до некрозу центру пухлини;

• і, нарешті, четвертий шлях, який зумовлює знищення пухлини, – вплив клітин імунної системи, цитотоксичність яких виявилася тісно пов'язана з наявністю молекул ФНП-( на їх поверхні або процес дозрівання / активації цих клітин пов'язаний з відповіддю на ФНП.

ФНП-( не тільки потужний індуктор апоптозу, він також впливає на перехід клітин через фази клітинного циклу. Взагалі, доля клітини залежить від безлічі в більшості своїй поки невідомих факторів. Ще до 90-х років 20-го століття про програмовану клітинну смерть (апоптоз) мало хто знав, загальновідомим був некроз, а тепер в науці мова вже йде про вибір з п'яти типів клітинної смерті (табл. 1.2) [104]. 

Досліджено активність ФНП-альфа, ІФН-гамма і ФНП-бета в концентраціях 100-10000 ОД/мл на 10 людських лініях пухлинних клітин сечового міхура. ІФН-альфа був активний проти п'яти з десяти ліній, в той час як ІФН-гамма був активний проти однієї лінії, а ФНП проти п'яти з десяти ліній. Максимальні синергічна ефекти були отримані від комбінації ІФН-альфа і ФНП на дев'яти з десяти клітинних ліній. Зроблено висновок, що ІФН-альфа і ФНП активні як окремі засоби і ще активніші, коли використовується разом in vitro на людських лініях пухлинних клітин сечового міхура [65].

Показано, що ФНП є одним з основних учасників в реакціях відторгнення трансплантатів.

Сьогодні вважається, що ФНП-альфа відіграє ключову роль в патогенезі багатьох хронічних запальнихй і ревматичних захворюваннях, зокрема: хвороби Крона, ревматоїдного артриту, анкілозуючого спондиліту і псоріазного артриту.

Контрольовані випробування показали, що інгібітори ФНП (Etanercept, Infliximab і Adalimumab) (табл. 1.3) значно знижують симптоми і ознаки захворювань, покращують функцію і якість життя, і знижують пошкодження тканин у хворих з ревматоїдними хворобами.

Таблиця 1.2.
Характеристика відомих типів клітинної смерті
	Тип
клітинної
смерті
	Морфологічні зміни
	Біохімічні
особливостіи
	Методи виявлення

	
	ядро
	клітинні
мембрани
	цитоплазма
	
	

	Апоптоз
	Конденсація хроматину; 
ядерна фрагментація;
ДНК-фрагментація
	Розшару-вання
	Фрагментація, Формування апоптотичних тілец
	Каспазо-
залежний
	Електронна мікроскопія; TUNEL-фарбування;
аннексинове фарбування; дослідження активності каспаз;
дослідження фрагментації ДНК;
виявлення збільшеного числа клітин в 
subG1 / G0 фазах;
виявлення змін в потенціалі мітохондріальних мембран.

	Аутофагія
	Часткова конден-сація хроматину; відсутність 
ДНК-фрагментації
	Розшару-
вання
	Збільшене число аутофагічних везикулів
	Каспазо-незалежна;

Збільшена активність лізосомів
	Електронна мікроскопія;

дослідження білкової деградації; дослідження транс-
локації маркерного білку до аутофагічих мембран;

MDC-фарбування.

	Мітотична 

катастрофа
	Множинні мікроядра;

фрагментація ядра
	-
	-
	Каспазо-незалежна

 (в ранній стадії)

активація CDK1/
цикліну B
	Електронна мікроскопія; дослідження мітотичних маркерів (MPM2);TUNEL-фарбування

	Некроз
	Групова і випадкова деградація
 ядерної ДНК
	Набрякання;

розриви.
	Збільшене утворення вакуолей;

дегенерація органел;

мітохондріальне набряканння
	-
	Електронна мікроскопія; фарбування ядра (зазвичай негативне);
 визначення запалення і пошкоджень в оточуючих тканинах

	Старіння
	Різні гетерохрома-тичні структури (асоційовані зі старінням гетерохроматичні фокуси)
	-
	Збільшення
зернистості
	Активність SA-β-gal (бета-галактозидаза,

повязана із старінням)
	Електронна мікроскопія; SA-β-gal-фарбування;
дослідження ростового арешту; дослідження збільшених рівнів p53, INK4A і ARF (зазвиичай підвищені); дослідження
 RB-фосфорилювання; (Білок ретинобластоми зазвичай гіпофосфорильований);

дослідження активності металопротеїназ (зазвиичай підвищені)


Таблиця 1.3
Характеристики лицензованих інгібіторів ФНП
	
	Etanercept (Enbrel)
	Infliximab (Remicade)
	Adalimumab (Humira)

	Клас
	розчинний

ФНП-рецептор 
	Анти-ФНП-α

моноклональне

антитіло 
	Анти-ФНП-α

моноклональне

антитіло

	Конструкція
	Рекомбінантний 
злитий білок 
	Химерне моноклональне

антитіло 
	Людське моноклональне

антитіло

	Походження
	Повністю людський 
	Людське і мишаче 
	Повністю 
людське

	Період напіврозпаду (дні)
	4,8
	9,5
	12-14

	Використання
	ефективний в

монотерапії або 
в комбінації з

метотрексатом
	Ефективний в комбінації 
з метотрексатом (ревматоїдний артрит)
	Ефективний
в монотерапії або в комінаціі з метотрексатом

(ревматоїдний артрит)

	Дозування

	Ревматоїдний

артрит,

анкілозуючий

спондиліїт,

псоріатричний

артрит
	25 мг підшкірно
два рази в тиждень 
	3-5 мг / кг

внутрішньовенно  
на 0, 2 і 6 тижні; потім 
з 4 по 8 – щотижня
	По 40 мг підшкірно

раз на два тижні

	Хвороба
 Крона
	Не показав
ефекту
	5 мг/кг внутрішньовенно 
в 0, 2 і 6 тиждень;

потім 8 щотижневих введень
	По 40 мг підшкірно

раз на два тижні Під контролем


Однак необхідно пам'ятати, що ФНП відіграє важливу роль в імунному захисті організму від інфекцій і контролі пухлинного росту. Тому, терапія антитілами проти ФНП може збільшити ризик розвитку серйозних інфекцій і злоякісних новоутворень. Був проведений мета-аналіз даних клінічних досліджень двох препаратів ліцензованих анти-ФНП антитіл, які застосовувались для лікування хворих на ревматоїдний артрит, щоб оцінити їх вплив на збільшення ризику развитку серйозних інфекцій і злоякісних новоутворів.
Використання ФНП як лікарського препарату обмеженеа через побічні токсичні ефекти. Так, ФНП викликає вихід вільних жирних кислот і супресію ліпопротеїнліпази в культурі адипоцитів з питомою активністю 107 од/мг [129], пригнічує на рівні транскрипції гліцерин-фосфат дегідрогеназу, білок, що зв'язує жирні кислоти, супресує синтетазу жирних кислот і ацетил-КоА карбоксилазу. Все це призводить до підвищення рівня тригліцеридів крові і виснаження тварин (кахексії) [99]. 

ФНП є медіатором ендотоксичного шоку при грамнегативних інфекціях і в токсичних дозах викликає лихоманку, зниження маси тіла, гіпотензію, метаболічний ацидоз [9, 27, 99].

Однак відзначається різна чутливість людини і тварин до токсичних ефектів ФНП. Мабуть, найбільш чутливим є людина. У сироватці крові здорових людей ФНП не визначається. Наявність ФНП в сироватці хворих на менінгококову інфекцію 10 ОД/мл супроводжується шоком; концентрація ФНП більше 440 ОД/мл призводить до смерті [84].

Проведено клінічне вивчення на 21 пацієнтів з локальними поширеними або метастатичними солідними пухлинами, для яких ніяка інша стандартна терапія не була доступна. ФНП їм вводили вранці
20-хвилинним внутрішньовенним вливанням в дозі 75 мкг/день протягом 5 днів поспіль (один цикл). При відсутності прогресії два наступних циклу робили з 14-денними інтервалами, при цьому доза була збільшена в 2-му циклі – до 100 мкг/день, в 3-му циклі – до 150 мкг/день. Серед цих пацієнтів, оцінених за клінічними і імунологічними відповідями на лікування, 4 пацієнти дали повну і 4 часткову відповідь.

Показано, що лікування ФНП не пов'язане зі збільшенням кількості циркулюючих лімфоцитів. Співвідношення CD4/CD8 у пацієнтів, які лікувалися ФНП, показало значно нижчі величини, ніж перед лікуванням [101].

Досліджували переносимість і активність місцевого, внутрішньопухлинного введення ФНП і ІФН-альфа2b при локальному поширеному, гормоностійкому раку простати (LA-HRPC). 10 пацієнтів з LA-HRPC (T4N0M0, n=3; T4N0M1, n=5; T4N1M1, n=2) лікували рекомбінантним ФНП, вводили локально в пухлину простати з 4-тижневими інтервалами (максимум чотири цикли) комбіновано з перемежованими підшкірними введеннями 5.106 МО ІФН-альфа2b. Незважаючи на значне поступання ФНП у велике коло кровообігу через 2 години після внутрішньопростатичного застосування (до 416 пг/мл; p=0,0034), ФНП (і ІФН-альфа2b) добре переносилися хворими (1-2 ступінь токсичності по ВООЗ класифікації). ФНП викликав некроз пухлинних клітин простати у всіх пацієнтів,призводячи до значного зменшення обсягів простати в 9 з 10 випадків. Значне короткочасне більше 4 годин збільшення серологічних рівнів простатспецифічного антигену (ПСA) (в середньому на 65%; p <0,001) і поліпептидного тканеспецифічного антигену (TPS) (в середньому на 85%; p=0,001) і ІЛ-8 (в середньому на 2687%; p <0,009) після того, як ФНП проявляв цитотоксичний ефект in vivo. У віддалені терміни сироваткові рівні ПСA знижувалися на 18-87%, досягаючи найнижчого базового рівня через 7 тижнів.

Введення хворим ФНП всередину передміхурової залози можливе при його помірній токсичності з LA-HRPC і, таким чином, може бути новим вибором лікування для цих пацієнтів [79].
Дослідження показали, що атиповий варіант алелі ФНП-( (308А) спричиняє підвищену транскрипцію гену у порівнянні з типовим варіантом алелі ФНП-( (308G), що призводить до підвищення секреції ФНП-( макрофагами in vitro та збільшення концентрації ФНП-( в сироватці крові in vivo [47, 77].

Доведено, що атиповий варіант алелі ФНП-( (308А) асоційований із несприятливими наслідками різноманітних інфекційних та запальних захворювань, зокрема генералізованою формою менінгококової інфекції, церебральною формою малярії [90, 97]. Тому атиповий варіант промоторної частини ФНП-( (308А) може розглядатися як окремий фактор ризику розвитку генералізованих форм гнійно-септичних захворювань різної етіології.

Атиповий варіант ФНП-( (308А/G) є попередником генералізованих форм гнійно-септичних станів у дітей. Носіям даного варіанту гену ФНП-( при появі локалізованої бактеріальної інфекції слід зразу ж призначити потужну антибактеріальну терапію.

Дослідження багатьох авторів показали, що IL-6, IL-10, ФНП та його рецептори ФНПR1 та ФНПR2, залежно від рівня, регулюють сперматогенез [10, 23]. Зокрема, було виявлено, що ФНП та його рецептори регулюють сперматогенез (нормальну проліферацію), попереджають затримку розвитку сперматозоїдів й розвиток пухлин яєчок.  Дослідження багатьох авторів показали, що IL-6, IL-10, ФНП, в залежності від рівня, та їх рецептори ФНПR1 та ФНПR2 регулюють сперматогенез та його порушення [10, 23].

Окрім вказаних груп цитокінів в фолікулярній рідині ідентифіковані цитокіни, які приймають участь в індукції ангіогенезу (судинний ендотеліальний ростовий фактор – ФРЕС).

Для жінок із злоякісними новоутвореннями прозапальні фактори імунітету значно виражені. Так, у жінок, що хворіють на рак шийки та тіла матки в крові збільшені рівні IL-1α, IL-6, IFN-γ, ФНП-α та IL-1RA [112]. При дисплазії епітелію шийки матки відмічається підвищення в сироватці крові змісту IL-1α та зниження рівнів антитіл до IFN-γ та до ФНП-α [96].

Ряд авторів вважають, що рак сечового міхура (РСМ) – одна з найпоширеніших пухлин, що вражають сечовивідні шляхи. Захворювання РСМ становить 6-8% і 2-3% усіх злоякісних пухлин у чоловіків і жінок, відповідно. У 75% випадків рак сечового міхура діагностують на ранній стадії, для якої стандартними методами лікування є трансуретральна резекція сечового міхура з подальшою ад'ювантною внутрішньоміхуровою хіміо- або імунною терапією. Часті рецидиви і, пов'язана з ними прогресія, які спостерігаються при поверхневому раку сечового міхура в 60-70% і 15% відповідно, потребують пожиттєвого спостереження і проведення заходів, спрямованих на профілактику рецидивів [39, 73].

Дослідження вмісту в сироватці крові і сечі пацієнтів ФНП-альфа, ІФН-гама і ІЛ-1 проводили до інстиляції А-бактерину, через 24 і 48 годин після неї. Встановлено, що відмінності щодо  вмісту ІФН-гамма (5,0±1,5 і 5,3±1,2пг/мл) та ІЛ-1 (21,0 ± 2,7пг/мл і 24,9±6,0пг/мл) відповідно в крові і сечі обстежених пацієнтів були недостовірними (p > 0,05). Рівень ФНП-альфа в сечі (19,1±3,1пг/мл) достовірно перевищував його вміст в крові (17,6±6,0пг/мл), хоча останній показник відрізнявся значною варіабельністю (Табл.1.4). 

Сучасні дані свідчать про наявність кореляції cироваткових рівнів ІЛ-2 і ІФН-гама з градацією і тяжкістю раку сечового міхура [Disproportion of T(H)1/T(H)2 cytokines with predominance of T(H)2, in urothelial carcinoma of bladder [117].
У той же час не виявлено зв'язку рівня сироваткового ФНП-альфа зі стадією, градацією і наявністю метастазів в лімфатичні вузли [114].

Одноразова інстиляція А-бактерину в сечовий міхур не викликає достовірних змін вмісту ІЛ-2, ІЛ-6 в сечі, ФНП-альфа і ІФН-гама в сечі і сироватці крові пацієнтів з раком сечового міхура.

Таблиця 1.4.
Динаміка вмісту ФНП-альфа, ІФН-гамма і ІЛ-1 в сечі і крові пацієнтів

після одноразової інстиляції А-бактерину (M ± SD) 
	Час
	ФНП-альфа
	ІФН-гама
	ІЛ-1

	
	кров
	сеча
	р*
	кров
	сеча
	р*
	кров
	сеча
	р*

	До введення
	17,6±6,0
	19,1±3,1
	0,033
	5,0±1,5
	5,3±1,2
	0,071
	21,0±2,7
	24,9±6,0
	0,057

	24 години
	15,9±4,6
	20,2±3,6
	0,024
	5,6±1,1
	5,7±1,9
	0,629
	22,3±4,0
	39,0±25,5
	0,134

	48  годин
	14,5±0,5
	22,7±5,1
	0,002
	5,4±0,8
	5,0±0,6
	0,369
	21,8±1,4
	42,1±23,4
	0,009

	p**
	<0,247
	<0,247
	–
	<0,104
	<0,607
	–
	<0,247
	<0,039
	–


М - середнє; SD - стандартне відхилення;

* - 
рівень достовірності міжгрупових відмінностей змісту ФНП-альфа, ІФН-гамма і 
ІЛ-1 в крові і сечі;

** - рівень достовірності внутрішньогрупових відмінностей змісту ФНП-альфа, ІФН-гамма і ІЛ-1 в крові і сечі

Миші, дефіцитні по ФНП [51, 54], показали несподіваний фенотип. По-перше, всупереч очікуванням, миші без ФНП не виявили жодних аномалій в спонтанному виникненні пухлин (що, наприклад, швидко виявляється у мишей, позбавлених гена р53) і в зростанні трансплантованих пухлин. Більш того, миші без ФНП виявилися менш чутливі до деяких канцерогенів, ніж миші дикого типу [56, 62], що вказувало на участь ФНП у виникненні пухлин. Нами було показано, що інактивація гена ФНП в мишах, дефіцитних по пухлинних супресорів р53, не приводить до прискорення виникнення спонтанних пухлин [61]. Тим самим, була поставлена під сумнів та концепція, завдяки якій ФНП був відкритий і отримав настільки гучну назву – роль природного протипухлинного чинника, імовірно грав роль в неспецифічному імунному нагляді. У розвинених країнах близько 2 мільйонів пацієнтів, які страждають на тяжкі аутоімунні захворювання, використовують лікування, пов'язане з системним блокуванням ФНП. Істотно, що альтернативні шляхи терапії для багатьох пацієнтів не ефективні. З моменту початку масового застосування блокаторів ФНП пройшло не так багато часу. Поки до рідкісних побічних ефектів відносять ослаблення функцій захисту організму (включаючи реактивацію туберкульозу). Ця проблема може стати серйозною перешкодою до широкого застосування ФНП блокаторів в таких країнах, як Індія, Південна Африка, Китай. 
У носіїв молекулярних маркерів GА і АА в порівнянні з носіями маркеру GG частіше спостерігався несприятливий результат. Час виживання у носіїв молекулярних маркерів GА і АА склало 43,30 місяців (95% СІ = 40,04-46,56) проти 49,6 місяців (95% СІ = 47,38-51,82) у носіїв маркеру GG.

Були обрані ФНП і LTA, які кодують фактор некрозу пухлин (ФНП) і лімфотоксин альфа (ЛТА), відповідно. Обидва ці цитокини також відносяться до групи запальних цитокінів. Раніше дані медіатори називали факторами некрозу пухлин альфа і бета, вони мають близькі спектри біологічних активностей, обидва зв'язуються з одними і тими рецепторами. У носіїв молекулярних маркерів GА і АА в порівнянні з носіями маркеру GG частіше спостерігався несприятливий результат. 

Обидва ці цитокини також відносяться до групи запальних цитокінів. Раніше дані медіатори називали факторами некрозу пухлин альфа і бета, вони мають близькі спектри біологічних активностей, обидва зв'язуються з одними і тими ж рецепторами (ФНПR1 і ФНПR2), але експресуються різними типами клітин. ФНП (ФНП-() синтезується в основному в макрофагах, в той час як ЛТА (ФНП-β) – в лімфоцитах, активованих Т- лімфоцитах. Гени, які їх кодують, розташовані на 6 хромосомі в області 6р21.3 всередині головного комплексу гістосумісності (МНС) [43]. ФНП є поліфункціональним запальним цитокіном який впливає на метаболізм ліпідів, процеси коагуляції крові та утилізації глюкози, а також на функцію ендотелію. ФHП виявлений в атероматозних бляшках [36], , тому багато авторів вважають, що він може зробити суттєвий внесок в прогресію бляшок, посилюючи місцевий запальний ефект [127]. У промоторной області гена ФНП виявлено кілька поліморфних ділянок, з них найбільший інтерес представляє поліморфізм G/A в положенні – 308 (rs1800629).

Час виживання хворих з інфарктом міокарду у носіїв молекулярних маркерів GA і АА склало 43,30 місяців (95% СІ = 40,04-46,56) проти 49,6 місяців (95% СІ = 47,38-51,82) у носіїв маркеру GG. Носії алеля А мали в 1,5 рази більший ризик розвитку ССЗ, в порівнянні з носіями маркеру GG. Не встановлено зв'язок ФНП-β із несприятливим перебігом гострої ішемії міокарду.

Необхідність визначення прогностичного значення молекулярних маркерів послужила підставою для проведення даної роботи.

Розділ 2
МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Для обстеження пацієнтів використовували стандартні лабораторні обстеження: загальний аналіз сечі, загальний аналіз крові, біохімічні показники крові (печінкові проби, креатинін, сечовина, електроліти), визначали також групу крові та резус фактор. Окрім цього, хворим проводили флюорографію органів грудної клітки, оглядову та внутрішньовенну урографію, при потребі КТ з контрастуванням із 3D моделюванням; при необхідності цистоскопію. Особливе місце в обстеженнях належить лабораторним та молекулярним дослідженням у групах хворих, статистичній обробці отриманих результатів. 
2.1 Характеристика клінічного матеріалу
Був проведений аналіз історій хворіб 135 дорослих хворих на рак сечового міхура (РСМ) стадій Т1, Т2, Т3, які із 2007 по 2019 роки лікувались в урологічному відділенні Львівської обласної лікарні.  У цих хворих не було виявлено mts, не спостерігалося також змін з сторони лімфатичних вузлів. Отже, згідно міжнародної класифікації TNМ, у дослідження ми включали пацієнтів із Т1N0M0, Т2N0M0, Т3N0M0 стадіями раку сечового міхура; ступінь неоплазії був різний – від G1 до G3. 

Згідно TNM класифікації розподіл був наступний: 36 хворих з раком сечового міхура в стадії Т1N0M0, 52 – із стадією Т2N0M0 та 47 із стадією Т3N0M0. Серед цих 135 хворих було 60 жінок та 75 чоловіків. Середній вік чоловіків становив 58,2(5,1 роки, а жінок 57,3(5,2 роки. Середній розмір пухлини складав 2,5±2,6 см. Детальна характеристика хворих наведена у таблиці 2.1

Таблиця 2.1. 

Детальна характеристика хворих на РСМ

	Стадія РСМ
	Середній вік±СВ, роки
	Середній розмір пухлини ±СВ, см

	Всі стадії
	57,5(6,8
	2,5±2,6

	Т1N0M0
	56,5(5,2
	1,8±0,8

	Т2N0M0
	57,2(5,6
	2,5±2,1

	Т3N0M0
	58,1(6,7
	3,1±2,3


Контрольну група склали 30 здорових осіб, гендерні особливості та вік яких відповідали показникам хворих осіб у групах спостереження - 15 жінок та 15 чоловіків. Середній вік чоловіків становив 56,4(2,4 роки, а жінок 56,6(6,6 роки.

2.2. Методи дослідження

2.2.1. Патоморфологічні аспекти дослідження сечового міхура
Для отримання зразків пухлини використовували трансуретральну резекцію (ТУР). Матеріал видалений під час ТУР пухлин скеровували на патогістологічне дослідження. Для виконання ТУР використовували резектоскоп ,,Storz” з діаметром тубуса 26Fr, діатермією, в якості промивної рідини застосовували розчин Турусолу (1 мл розчину містить сорбіту 27 мг і маніту 5,4 мг). Патоморфологічне дослідження проводилось на світлооптичному мікроскопі ,,PrimaStar“, препарати фарбувались гематоксилін-еозином, переглядались при збільшеннях 100 та 400 разів.
2.2.2. Дослідження молекулярних маркерів:  фактор росту ендотелію судин  (ФРЕС),  фактор некрозу пухлин ( (ФНП-(),  фактор некрозу пухлин  β  (ФНП-β
2.2.2.1. Реагенти та робочі розчини. 

В роботі використовувались наступні реагенти: олігонуклеотидні праймери, протеїназа К, додецилсульфат натрію, EДТА (етилендиамінтераацетат натрію), хлорид натрію, TRIS  (гідроксиметилметиленамін), акриламід, бісакриламід, ТЕМЕD (N,N,N.N'-тераметилендиамін), бромистий етидій, ксиленціанол виробництва фірми "SIGMA", агароза виробництва „Amresco” (США), 2х РСR Маster Міх виробництва „Fermentas” (Литва), суміш dDNTP (дезоксинуклеотид-трифосфати) виробництва „Fermentas” (Литва), 10-кратний ксиленціаноловий реакційний буфер виробництва “Ампли-сенс” (Росія), термостабільна виробництва ,,Fermentas” (Литва).

Олігонуклеотидні праймери для полімеразної ланцюгової реакції, що були використані в роботі, синтезовані фірмою „Fermentas” (Литва) згідно опублікованих послідовностей [11, 13, 19, 22, 25].

У процесі роботи використовувались розчини для приготування яких використовували реагенти вітчизняного виробництва марок ОСЧ та ЧДА:

· ретикулюючий розчин – 140 мМ NaCl, 5мМ КСl, 7 мМ МgС12×6Н20; 
буфер ТБЕ – 0,09 М трис-НСІ; 0,09М борна кислота; 2 мМ ЕДТА; 
розчин 20×SSС (рН 7,0) – 3М NaС1; 0,3М цитрат Na;
буфер 10×ТВЕ – 0,89М трис-НСl; 0,89М борна кислота; 20мМ ЕБТА; 
SТЕ-розчин: 100 мМ NaСl, 50 мМ трис-HСl (рН 7,4), 1 мМ ЕДТА;
ТЕ розчин: 10 мМ трис-НСl (рН 7,5), 1 мМ ЕДТА); 

· лізуючий розчин: 131 мМ NН4Сl, 0,9 мМ NН4НСO3;
· суміш для нанесення проб на гель: 0,1% бромфеноловий синій; 0,1%  ксиленціанол; 30% гліцерол. 

2.2.2.2. Виділення та очищення молекулярних маркерів з клітин крові методом висолювання.
Забирали 3-5 мл периферійної крові у пластикові пробірки. У якості антикоагулянта використовували 300 мкл 1М ЕДТА. Промивали клітини крові 2-3 рази рівним об'ємом однократного ретикулюючого розчину. Розчин перемішували 10 хв. та центрифугували при 2,5 тис. об./хв. протягом 10 хв., надосадову рідину відкидали. Перемішували осад 5-10 хв. із ex tempore приготованим лізуючим розчином, центрифугували та відбирали надосадову рідину. Даний етап повторювали двічі. Ресуспендували осад в 3-5 мл. розчину STE, додавали 100-200  мкл 10% розчину SDS та 30-50 мкл протеїнази К (10 мкг/мл) та інкубували при 37°С протягом ночі. До суміші додавали 1,5мл 6М NaСl. Перемішували суміш 10 хв. та центрифугували 15 хв. при 4000 об./хв. Надосадову рідину переносили у скляну пробірку, додавали 2,5 об’єму охолодженого 97% етанолу. У пробірці утворювався осад ДНК.

Молекулярні маркери відбирали за допомогою мікропіпетки. Промивали їх охолодженим розчином 70% етанолу, центрифугували при 10000-11000 об./хв., надосадову рідину відкидали. Осад підсушували до повного зникнення запаху спирту. Препарат розчиняли у 200-500 мл розчину ТЕ та зберігали при 4°С [19].


Якість препаратів визначали за спектральними характеристиками та шляхом електрофорезу в 0,6%-ному агарозному гелі. Концентрацію маркерів визначали шляхом вимірювання оптичної густини (ОГ) розчину при довжині хвилі 260 нм та перераховували концентрацію молекулярних маркерів за формулою ОГ260×50×40=мкгДНК/мл. Відношення оптичної щільності, визначеної відповідно при λ260 та при λ280  показує чистоту препарату по відношенню до білків і має вкладатися в рамки між 1,9 та 2,0. Значення менше 1,8 вказує на наявність у розчині значної кількості білків, а вище 2,0 – на інші домішки.

2.2.2.3. Ампліфікація послідовностей молекулярних маркерів за допомогою полімеразної ланцюгової реакції.
Ампліфікацію послідовностей молекулярних маркерів in vitro проводили, використовуючи метод полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) [19, 22, 25]. ПЛР – це метод ампліфікації in vitro з допомогою якого можна виділити та розмножити певну послідовність ДНК, що перевищує вихідну у 108 раз. ПЛР базується на серії інкубаційних кроків при різних температурах: денатурації молекулярних маркерів  (94-95°С), відпалу праймерів (50-65°С), синтезу молекулярних маркерів (72°С). ПЛР проводили в автоматичному режимі на термоциклерах „Терцик” („ДНК-технология”, Росія). 

Специфічність ПЛР – продуктів визначали послідовністю специфічних праймерів, температурою відпалу та складом реакційного буферу. Реакцію проводили при загальних об’ємах суміші від 8 до 25 мкл.

Оптимальну концентрацію катіонів Мg2+ у реакції та температуру відпалу підбирали емпірично для кожної пари праймерів. Для позбавлення від синтезу неспецифічних продуктів, застосовували методику ,,hot start”: молекулярні маркери денатурували при температурі 95°С протягом 5-8 хвилин та додавали 1-2 одиниці активності термостабільної ДНК полімерази.

Для приготування суміші для ПЛР, відповідно до кількості реакцій, вносили в пробірку типу епендорф наступні компоненти у вказаному порядку: деіонізована вода, 10-кратний реакційний буфер з 50 мМ МgСl2, суміш DNTP – по 2,5 мМ кожного, олігонуклеотидні праймери – пo 10 пМ/ мкл кожного, 0,3-1 одиницю активності термостабільної ДНК-полімерази. Добре перемішували, відповідно до кількості реакцій, додавали одну краплю мінерального масла та 1 мкл розчину ДНК матриці (0,1-0,5 мкг). Пробірки поміщали в ампліфікатор і у відповідності до послідовностей, що ампліфікуються та за типом ПЛР використовували різні температурно-часові параметри. Якщо зразки не підлягали аналізу відразу після закінчення ПЛР, то їх зберігали при +4° С.

Інкубацію рестрикційної суміші з рестриктазами проводили відповідно до рекомендацій фірм – виробників в термостаті фірми «ВІОКОМ» (Росія) при оптимальній для ферменту температурі.

У роботі використовували ендонуклеази рестрикції фірми „Fermentas” (Вільнюс). Для реакції брали 15 мкл ПЛР продукту певної ділянки ДНК, в межах якої могла б виникнути та чи інша мутація. Реакційна суміш містила 0,2-1 мкг ДНК. Додавали до розчину молекулярних маркерів воду до об'єму 18 мкл та перемішували. Додавали 2 мкл буферу для рестрикції (10 мМ трис-НСl, рН 7,4, 10 мМ МgСl, 100 мкг/мл бичачого альбуміну1 мМ дитіотрийтолу) та 1-2 одиниці активності відповідної ендонуклеази рестрикції та перемішували (1 одиниця ферменту – це його кількість, яка необхідна для повного розщеплення 1 мкг молекулярних маркерів за одну годину в певному буфері при оптимальній температурі в об'ємі 20 мкл). Аналіз продуктів ПЛР проводили шляхом електрофорезу.
2.2.2.4. Електрофоретичне фракціонування фрагментів молекулярних маркерів.
Фрагменти молекулярних маркерів, які були синтезовані в ході ПЛР (копії досліджуваних ділянок молекулярних маркерів), знаходяться у ампліфікаційній суміші у кількості, яка є доступною для якісної оцінки та аналізу нуклеотидного складу. Оскільки фрагменти молекулярних маркерів є негативно зарядженими молекулами, для їх подальшого аналізу ампліфікаційні продукти фракціонують за їх довжиною (звичайний фрагментний аналіз), або конформацією просторових структур із використанням різних видів електрофорезів. На електрофореграмі візуалізують смуги (зони локалізації фрагментів одного розміру або конформації) із допомогою флуоресцентного барвника броміду етидія та реєструють фотографічно в УФ-світлі. Крім того реєстрація фрагментів ПЛР може відбуватися автоматично за допомогою різних типів автоматичних аналізаторів. У роботі використовувався фрагментний аналіз в горизонтальному агарозному гелі та в неденатуруючому поліакриламідному гелі.
2.2.2.5. Аналіз тотальних молекулярних маркерів та продуктів ПЛР шляхом горизонтального електрофорезу.
Електрофорез проводили у 0,8% (для перевірки якості молекулярних маркерів), 1,5% (для перевірки наявності та специфічності продуктів після ПЛР) та 2,0% (для детекції мутацій) агарозних гелях приготованих на буфері ТБЕ (0,09М трис-НСl, 0,09М борна кислота, 2мМ ЕДТА). В термостійку конічну колбу вносили агарозу і розчиняли в 100 мл 1×ТБЕ буферу для електрофорезу. Ретельно перемішавши, колбу поміщали в мікрохвильову піч і доводили до кипіння. Даний крок повторювали ще раз. Після повного розчинення агарози, отриманий розчин охолоджували протягом 10-15 хв. До розчину агарози додавали 3-5 мкл бромистого етидію ретельно перемішували обертальними рухами. Розплавлену агарозу заливали у формочку для теля з певними гребінками [19].

Через 30 хв у ванночку апарата для горизонтального електрофореза фірми «HELIKON» (Росія) заливали 500мл 1×ТБЕ буферу для електрофорезу. У лунку вносили по 15 мкл ПЛР продукту. Електрофорез проводили протягом 30-40 хв при напрузі 100V та сканували електрофореграму на ультрафіолетовому трансілюмінаторі «ЕСХ-15.М» (VILBER LOURMAT, Франція). Отримані сигнали порівнювали з маркерами довжин і на основі цього детектували розміри отриманих фрагментів.

2.3. Статистичні методи аналізу отриманих даних.
Отримані результати обробляли за допомогою методів варіаційної статистики прийнятими для біологічних досліджень [19, 25] та рекомендованими для їх обробки [21, 22].

Для статистичної оцінки отриманих результатів застосовували такі методи дескриптивної статистики як: 

1. Оцінка середнього арифметичного.

2. Стандартна помилка середнього арифметичного за формулою:
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	(2.1)


де SE – стандартна помилка;

𝜎 – величина середньоквадратичного відхилення генеральної сукупності;

n – об’єм вибірки.

3. Стандартне відхилення за формулою:
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	(2.2)


де 𝜎 - стандартне відхилення;

𝜎2 – дисперсія випадкової величини, відповідно до формули обчислення дисперсії:
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	(2.3)


де n — обсяг (розмір) вибірки;

хі — i-й елемент вибірки;
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 – середнє арифметичне вибірки.

4. Різницю між середніми величинами визначали за допомогою критерію Ст’юдента:
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	(2.4)


де t – критерій Ст’юдента;

М1 і М2 – середні величини, що порівнюються;

m1 і m2 – стандартні помилки середніх величин, що порівнюються.

5. Перевірка статистичної значущості відмінності між середніми декількох груп здійснювалась за допомогою однофакторного дисперсійного аналізу. Сутність цього аналізу полягає в тому, що загальну дисперсію досліджуваної ознаки розділяють на окремі компоненти, які обумовлені впливом певних конкретних чинників, модель, що описує його структуру, можна подати так:
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	(2.5)


Де [image: image9.png]i



 – значення ознаки X, одержане при i-му експерименті на j-му рівні фактору (під рівнем фактору розуміють певну його міру);
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 – загальна середня величина ознаки X;
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 – ефект впливу фактору на значення ознаки X на j-му рівні;
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 – випадкова компонента, що впливає на значення ознаки X в i-му експерименті на j-му рівні.

Обчислення для однофакторного дисперсійного аналізу здійснюється за процедурою ANOVA – ANalysis Of VAriance. Згідно неї перевірка нульової гіпотези є проводиться за наступною схемою:

І) Обчислення генерального середнього [image: image17.png]


 та вибіркові середні [image: image19.png]


i:
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	           (2.6)


ІІ) Знаходження суми квадратів відхилень від відповідних середніх значень:

а) факторна сума (сума, яка характеризує мінливість, зумовлену фактором, який досліджується):
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	(2.7)


б) залишкова сума (сума, яка характеризує мінливість у межах кожної градації фактором):
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	(2.8)


  
в) загальна сума (сума, що характеризує загальну мінливість):
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	(2.9)


Справджування  рівності SST = SSR + SSD
ІІІ) визначення оцінок дисперсій:
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	(2.10)


6. Коефіцієнт кореляції визначали за методом Пірсона і розраховували його за наступною формулою:
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	           (2.11)


де [image: image27.png]


 – вибіркові середні xm i ym;
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 – вибіркові дисперсії;

rxy [image: image31.png]


[-1, 1].
7. Часто для інтерпретації даних у медичній статистиці використовують такі поняття як чутливість (Sе) та специфічність (Sр) методу дослідження. 
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Для визначення Sе та Sр користуються комплексом достовірних методів, прийнятих за «золотий стандарт».
Згідно із «золотим «стандартом наша таблиця спряженості 2(2 матиме такий вигляд:
	
Параметри
	Результати початкового обстеження

	
	Хворі
(група дослідження
	Здорові
(контрольна група)
	Всього

	
Критерій обстеження
	Хворі (група дослідження
	Істино-позитивні
 (по певному критерію)

а
	Хибно-позитивні

(по певному критерію)

b
	a+b

	
	Здорові
(контрольна група)
	Хибно-негативні 
(по певному критерію)

c
	Істино-негативні
 (по певному критерію)

d
	c+d

	Всього
	a+c
	b+d
	a+b+c+d


Співвідношення числа істино-позитивних по певному критерію результатів серед хворих досліджуваної групи (а) до числа загального числа хворих у цій групі (а+с), вираженого у відсотках, називають величиною чутливості (або чутливістю) методу; і обчислюють за формулою:

           (2.12)
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Співвідношення числа істино негативних по певному критерію результатів серед осіб контрольної групи до загального числа осіб у контрольній групі, вираженого у відсотках, специфічністю методу; і обчислюють за формулою:

           (2.13)
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Під час обговорення чутливості і специфічності тесту неминуче виникає питання про те, а якою має бути їх величина. Природно, що ідеальний метод повинен володіти 100% -й чутливістю і специфічністю. На жаль, такі тести дуже рідкісні, особливо при діагностиці чи прогнозуванні перебігу захворювань. У зв'язку з цим абсолютно точна постановка діагнозу чи прогнозування перебігу захворювання потребує  застосування високовартісної техніки та інвазивних методів.

Як показує досвід, спроби підвищити чутливість тесту, супроводжуються збільшенням числа хибно-позитивних результатів, тобто зниженням специфічності. І навпаки, підвищення специфічності часто призводить до зростання помилково негативні результати, тобто зниження чутливості.

Результат застосування тесту ще не означає можливості автоматично ставити конкретний діагноз. Цілком ймовірно, що як при позитивному результаті (що вказує на наявність хвороби), так і негативний результат тесту існує можливість помилкового висновку про наявність чи відсутність даного захворювання. Тому для характеристики тестів, крім чутливості і специфічності використовують додаткові визначення:

· Точність діагностичного тесту;

· Прогностична цінність позитивного результату тесту;

· Прогностична цінність негативного результату тесту.

Точність діагностичного тесту – (test accuracy) – частка правильних результатів тесту (істинно позитивних і істинно негативних) в загальній кількості отриманих результатів. Формула розрахунку:
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                                  (2.14)
Прогностична цінність позитивного результату (ППР) тесту (positive predictive value) – це ймовірність наявності захворювання при позитивному результаті тесту. ППР можна розрахувати, користуючись даними «таблиці два на два».
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                                      (2.15)
Прогностична цінність негативного результату (ПНР) тесту (negative predictive value)– це ймовірність відсутності захворювання при негативному результаті тесту. За даними «таблиці два на два» ПНР обчислюється за формулою:
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          (2.16)
Відмінності вважали значущими при ймовірності нульової гіпотези менше 5% (р<0,05).
Отримані в ході дослідження дані  опрацьовувались за допомогою пакетів статистичних програм SPSS 22.0 (SPSS Inc. Chicago, Illinois) та Microsoft Excel 2016 (Microsoft, США).

Розділ 3 
РЕЗУЛЬТАТИ ВЛАСНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ
Був проведений аналіз історій хворіб 135 дорослих хворих із раком сечового міхура (РСМ) стадій Т1, Т2, Т3, які із 2007 по 2019 роки лікувались в урологічному відділенні Львівської обласної лікарні.  У цих хворих не було виявлено mts, не спостерігалося також змін з сторони лімфатичних вузлів. Отже, згідно міжнародної класифікації TNМ, у дослідження ми включали пацієнтів із Т1N0M0, Т2N0M0, Т3N0M0 стадіями раку сечового міхура; ступінь неоплазії був різний – від G1 до G3.

Всіх хворих поділили на групи (див рис.3.1), зокрема: 36 хворих з раком сечового міхура в стадії Т1N0M0, 52 – із стадією Т2N0M0 та 47 із стадією Т3N0M0. У жодному випадку до початку дослідження хірургічне чи інше лікування хворим із РСМ не проводилось.
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Рис.3.1. Розподіл хворих на групи за стадіями раку сечового міхура, %

Серед цих 135 хворих було 60 жінок та 75 чоловіків. Слід зауважити, що переважна більшість хворих − це люди активного працездатного віку. Середній вік чоловіків становив 58,2(5,1 роки, а жінок 57,3(5,2 роки. Середній розмір пухлини складав 2,5±2,6 см.

В дослідження було включено 36 хворих на РСМ в стадії T1N0M0 (основна група). Серед цих хворих було 20 чоловіків та 16 жінок. Вік чоловіків складав 57,1(5,0 та жінок 54,2 (5,1 років.
У таблиці 3.1 представлено дані про ступінь неоплазії в хворих на рак сечового міхура стадії Т1N0M0 – як бачимо, найчастіше виявляли низький ступінь неоплазії G1 (у 13 із 36 хворих, що складало 36,11%), G2 було виявлено у 30,56% пацієнтів, та G3 – у 33,33% хворих на РСМ. Водночас слід зауважити, що наведені дані були отримані в результаті ретроспективного дослідження і не цілком відображують наявну епідеміологічну ситуацію.

Таблиця 3.1

Розподіл хворих на рак сечового міхура в стадії Т1N0M0 за ступенем неоплазії G

	Стадія
	Ступінь неоплазії

	
	G1
	G2
	G3

	
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%

	Т1N0M0, n=36
	13
	36,11
	11
	30,56
	12
	33,33


В дослідження увійшло 52 хворих на РСМ стадії T2N0M0 (основна група). Серед них було 27 чоловіків та 25 жінок. Вік чоловіків складав 59,3(6,3 та жінок 57,6 (4,8 років. 

У таблиці 3.2 наведено дані про ступінь неоплазії в хворих на рак сечового міхура стадії Т2N0M0. Найчастіше ми спостерігали середній ступінь неоплазії G2, він був виявлений у 25 з 52 хворих, що склало 48,08%, G1 було діагностовано у 26,92% пацієнтів, а ступінь G3 – у 25,0% хворих на РСМ.
Таблиця 3.2
Відсоткове співвідношення хворих із раком сечового міхура в стадії Т2N0M0 за ступенем неоплазії G

	Стадія
	Ступінь неоплазії

	
	G1
	G2
	G3

	
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%

	Т2N0M0, n=52
	14
	26,92
	25
	48,08
	13
	25,0


Також до нашого дослідження входило 47 хворих на РСМ стадії T3N0M0 (основна група). Серед них було 27 чоловіків та 20 жінок. Вік чоловіків складав 58,1(7,8 та жінок 59,4 (1,3 років. 

У таблиці 3.3 представлено дані про частоту ступеню неоплазії в хворих на рак сечового міхура стадії Т3N0M0. 

Таблиця 3.3
Розподіл пацієнтів із раком сечового міхура в стадії Т3N0M0 за ступенем неоплазії G

	Стадія
	Ступінь неоплазії

	
	G1
	G2
	G3

	
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%

	Т3N0M0, n=47
	19
	40,43
	16
	34,04
	12
	25,53


Як випливає з отриманих даних, дещо більш часто ми спостерігали низький ступінь неоплазії G1, він був виявлений у 19 з 47 хворих, що становило 40,43%, G1 було діагностовано у 34,04% пацієнтів, а ступінь G3 – у 25,53% хворих на РСМ. Слід наголосити, що у зв’язку із ретроспективним характером дослідження, наведені вище дані не цілком відображують дійсну епідеміологічну ситуацію щодо частоти ступенів неоплазії РСМ стадії Т3N0M0.  

Контрольна група – 30 здорових осіб, гендерні особливості та вік яких відповідали показникам хворих осіб в основній групі спостереження.

У всіх хворих із РСМ (за 1 день до оперативного лікування) та у осіб контрольної групи  проводили визначення рівнів фактору росту ендотелію судин (ФРЕС), фактору некрозу пухлини-( (ФНП-() та фактору некрозу пухлини-β (ФНП-β) в ранішній сечі. Після цього усім хворим було проведено оперативне лікування (ТУР пухлини сечового міхура, резекція стінки сечового міхура з пухлиною або радикальна цистектомія), з подальшою патоморфологічною верифікацією діагнозу. В дослідження входили лише хворі із патоморфологічно верифікованим РСМ. Хворі із супутніми запальними та іншими захворюваннями сечовидільних шляхів (в тому числі хронічною хворобою нирок) в дослідження не включались.

3.1  Діагностична роль рівнів  молекулярних маркерів у хворих на рак сечового міхурах  за  різних умов пухлинної інвазії та ступеню неоплазії
Нами було проведено оцінку діагностичної ролі рівнів молекулярних маркерів фактору росту ендотелію судин, фактору некрозу пухлини-( та фактору некрозу пухлини-β визначених в сечі хворих на РСМ за  різних умов пухлинної інвазії T та ступеню диференціації пухлини G, детальний аналіз отриманих даних представлений у наступних підрозділах.
3.1.1 Дослідження вмісту фактору росту ендотелію судин у сечі хворих на рак сечового міхура в залежності від ступеня інвазії пухлини та ступеню диференціації

Дослідження рівню ФРЕС у хворих стадії Т1N0М0. В результаті проведеного дослідження, у хворих на РСМ стадії Т1N0M0 середній рівень ФРЕС в сечі складав 240,69±6,33 pg/ml і був значно вищим, за даний показник у контрольній групі, який становив 131,23(7,80 pg/ml, при цьому, така різниця була статистично достовірною (p=0,04), як представлено в таблиці 3.4.
При аналізі рівнів ФРЕС у хворих із різним ступенем неоплазії було виявлено, що у підгрупах пацієнтів із G1, G2, G3, середнє значення ФРЕС в сечі складало 230,72(8,20 pg/ml, 244,38(6,62 pg/ml та 242,48(11,50 pg/ml відповідно.

При порівнянні отриманих середніх значень ФРЕС у хворих із РСМ підгруп G1, G2 та G3 із групою контролю, у всіх випадках було отримано достовірну різницю (p<0,05). Водночас, при порівнянні даних підгруп між собою, статистично суттєва різниця спостерігалась лише в підгрупах хворих із пухлинами  G1 та G2 (p=0,03).

Як продемонстровано на рис. 3.2, у хворих на РСМ стадії Т1N0M0 ми спостерігали значно вищі показники ФРЕС у сечі, в порівнянні із здоровою групою контролю, при цьому, відзначали тенденцію появи вищих рівнів даного маркера при вищій ступені неоплазії новоутворення. 

Таблиця 3.4
Статистична характеристика рівнів ФРЕС у хворих на РСМ стадії Т1N0M0

	
	Групи/
підгрупи
	Кількість хворих
	Середній рівень
ФРЕС (ФРЕСсер)((, pg/ml
	95%ДІ для
ФРЕСсер, pg/ml
	Медіана,
pg/ml
	min, 
pg/ml
	max, 
pg/ml

	
	
	абс
	%
	
	
	
	
	

	1
	Т1N0M0
	36
	100
	240,69±6,33
	234,96-246,42
	240,73
	142,02
	283,98

	2
	Т1N0M0,G1
	13
	36,11
	230,72(8,20
	226,46-235,18
	220,27
	215,29
	242,24

	3
	Т1N0M0,G2
	11
	30,56
	244,38(6,62
	240,47-248,29
	245,13
	235,15
	255,25

	4
	Т1N0M0,G3
	12
	33,33
	242,48(11,50
	235,97-248,99
	248,15
	142,02
	283,98

	
	Контроль
	30
	-
	131,23(7,80
	121,71-140,75
	135,14
	0
	150,00

	
	Р1,контроль
	
	
	0,04
	
	
	
	

	
	Р2,контроль
	-
	-
	0,01
	-
	-
	-
	-

	
	Р3контроль
	-
	-
	0,01
	-
	-
	-
	-

	
	Р3,контроль
	-
	-
	0,02
	-
	-
	-
	-

	
	Р2,3
	-
	-
	0,03
	-
	-
	-
	-

	
	Р2,4
	-
	-
	0,17
	-
	-
	-
	-

	
	Р3,4
	-
	-
	0,23
	-
	-
	-
	-
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Рис.3.2. Коробкова діаграма рівню ФРЕС у хворих із РСМ стадії Т1N0M0.
Вивчення рівню ФРЕС у хворих стадії Т2N0М0. За даними проведеного дослідження, у хворих на РСМ стадії Т2N0M0 середній рівень ФРЕС в сечі складав 243,73(9,45 pg/ml і суттєво перевищував цей показник у контрольній групі, який становив 131,23(7,80 pg/ml, при цьому, така різниця була статистично достовірною (p=0,03), як наведено в таблиці 3.5.

Аналіз рівнів ФРЕС у хворих із різним ступенем неоплазії довів, що у підгрупах пацієнтів із G1, G2, G3, середнє значення ФРЕС в сечі складало 233,67(9,45 pg/ml, 236,96(9,88 pg/ml та 259,87(5,76 pg/ml відповідно.

Таблиця 3.5
Показники рівенів ФРЕС у хворих на РСМ стадії Т2N0M0

	Групи/
підгрупи
	Кількість хворих
	Середній рівень
ФРЕС (ФРЕСсер)((, pg/ml
	95%ДІ для
ФРЕСсер, pg/ml
	Медіана,
pg/ml
	min, 
pg/ml
	max, 
pg/ml

	
	абс.

	%
	
	
	
	
	

	Т2N0M0
	52
	100
	243,73(9,45
	235,23-252,23
	250,46
	154,25
	283,73

	Т2N0M0,G1
	14
	26,92
	233,67(9,45
	223,80-253,54
	243,73
	154,25
	283,73

	Т2N0M0,G2
	25
	48,08
	236,96(9,88
	232,40-241,52
	240,80
	220,46
	247,60

	Т2N0M0,G3
	13
	25,00
	259,87(5,76
	256,74-263,00
	259,00
	249,98
	271,00

	Контроль
	30
	-
	131,23(7,80
	121,71-140,75
	135,14
	0
	150,00

	Р1,контроль
	
	
	0,03
	
	
	
	

	Р2,контроль
	-
	-
	0,025
	-
	-
	-
	-

	Р3,контроль
	-
	-
	0,02
	-
	-
	-
	-

	Р4,контроль
	-
	-
	0,001
	-
	-
	-
	-

	Р2,3
	-
	-
	0,41
	-
	-
	-
	-

	Р2,4
	-
	-
	0,28
	-
	-
	-
	-

	Р3,4
	-
	-
	0,001
	-
	-
	-
	-


Аналіз отриманих даних виявив статистично достовірну різницю між середніми значеннями ФРЕС у сечі хворих із РСМ в підгрупах із ступенями неоплазії G2 та G3 (р=0,001), проте, відсутність суттєвих відмінностей у цих показниках в підгрупах G1 та G2, а також G1 та G3 (р>0,05). 

У хворих на РСМ стадії Т2N0M0 ми констатували достовірно вищі показники ФРЕС у сечі, в порівнянні із здоровими волонтерами (групою контролю), при цьому, вищі рівні маркера, як і при пухлинах стадії Т1N0M0, спостерігались при вищій ступені неоплазії новоутворення G, як наведено на рис. 3.3.
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Рис.3.3. Діаграма концентрації ФРЕС у хворих із РСМ стадії Т2N0M0.
Визначення рівню ФРЕС у хворих на рак сечового міхура стадії Т3N0М0. За результатами проведеного статистичного аналізу, у хворих на РСМ стадії Т3N0M0 середній рівень ФРЕС в сечі складав 245,65(7,90 pg/ml і суттєво перевищував даний показник у контрольній групі, який становив 131,23(7,80 pg/ml. При цьому, така різниця була статистично достовірною (p=0,04). Детальну статистичну характеристику показників ФРЕС у сечі досліджуваних груп наведено в таблиці 3.6.

При вивченні рівнів ФРЕС у сечі хворих із ступенями неоплазії G1, G2, G3, було виявлено, що у згаданих підгрупах пацієнтів, середнє значення ФРЕС в сечі складало 239,59(9,84 pg/ml, 246,84(8,79 pg/ml та 251,57(7,22 pg/ml відповідно.

При попарному порівнянні отриманих середніх значень ФРЕС у хворих із РСМ підгруп G1, G2 та G3 із групою контролю, у всіх варіаціях було отримано достовірну різницю (p<0,05). В той же час, при порівнянні даних підгруп між собою, статистично достовірна різниця не у жодній з порівнюваних пар (p>0,05). В цілому, у хворих на РСМ стадії Т3N0M0 ми спостерігали значно вищі показники ФРЕС у сечі, в порівнянні із здоровою групою контролю, при цьому, відзначали тенденцію до вищих рівнів даного маркера при вищій ступені неоплазії новоутворення, як продемонстровано на рис. 3.4.
3.1.2  Результати вивчення рівню фактору некрозу пухлин ( у хворих на рак сечового міхура різних стадій Т та ступенів неоплазії 
Вивчення рівню ФНП-( у хворих стадії Т1N0М0. При вивченні рівню ФНП-( у хворих на РСМ стадії Т1N0М0  середній рівень даного маркеру в сечі складав 359,27(6,11 pg/ml, а у контрольній групі – 352,68(6,75 pg/ml, проте, така різниця не була статистично достовірною (p>0,05). 
Таблиця 3.6
Детальна статистична характеристика рівнів ФРЕС у хворих на РСМ стадії Т3N0M0

	Групи/
підгрупи
	Кількість хворих
	Середній рівень
ФРЕС (ФРЕСсер)((, pg/ml
	95%ДІ для
ФРЕСсер, pg/ml
	Медіана,
pg/ml
	min, 
pg/ml
	max, 
pg/ml

	
	абс.

	%
	
	
	
	
	

	Т3N0M0
	47
	100
	245,65(7,90
	241,18-250,12
	248,65
	149,73
	283,98

	Т3N0M0,G1
	19
	40,43
	239,59(9,84
	230,97-248,21
	243,86
	149,73
	280,73

	Т3N0M0,G2
	16
	34,04
	246,84(8,79
	240,87-252,81
	249,80
	185,36
	283,73

	Т3N0M0,G3
	12
	25,53
	251,57(7,22
	243,53-259,61
	259,35
	153,73
	283,98

	Контроль
	30
	-
	131,23(7,80
	121,71-140,75
	135,14
	0
	150,00

	Р1,контроль
	-
	-
	0,04
	-
	-
	-
	-

	Р2,контроль
	
	
	0,05
	
	
	
	

	Р3контроль
	-
	-
	0,04
	-
	-
	-
	-

	Р3,контроль
	-
	-
	0,02
	-
	-
	-
	-

	Р2,3
	-
	-
	0,54
	-
	-
	-
	-

	Р2,4
	-
	-
	0,32
	-
	-
	-
	-

	Р3,4
	-
	-
	0,16
	-
	-
	-
	-
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Рис.3.4. Діаграма рівнів ФРЕС у хворих із РСМ стадії Т3N0M0

При визначенні рівнів ФНП-( у хворих із різним ступенем неоплазії було констатовано, що у підгрупах пацієнтів із G1, G2, G3, середні значення цього маркеру в сечі складали 357,38(4,60 pg/ml, 359,39(6,43 pg/ml та 360,71(6,02 pg/ml відповідно, що відображено у таблиці 3.7.
При порівнянні отриманих середніх рівнів ФНП-( у хворих із РСМ ступенів неоплазії G1, G2 та G3 поокремо із групою контролю, у жодній із пар не було отримано статистично достовірну різницю (p>0,05), що є логічним, враховуючи вище наведені дані. Подібно до цього,  при порівнянні даних підгруп між собою, статистично суттєва різниця не спостерігалась у жодній з порівнюваних комбінацій (p>0,05).
Таблиця 3.7
Концентрація ФНП-α у хворих на РСМ стадії Т1N0M0

	Групи/
підгрупи
	Кількість хворих
	Середній рівень
ФНП–α 
(ФНП–αсер)((, pg/ml
	95%ДІ для
ФНП– α сер, pg/ml
	Медіана,
pg/ml
	min, 
pg/ml
	max, 
pg/ml

	
	абс.

	%
	
	
	
	
	

	Т1N0M0
	36
	100
	359,27(6,11
	357,27-361,27
	358,06
	350,24
	371,00

	Т1N0M0,G1
	13
	36,11
	357,38(4,60
	354,88-359,88
	356,50
	350,24
	362,65

	Т1N0M0,G2
	11
	30,56
	359,39(6,43
	356,67-362,11
	357,12
	350,39
	369,32

	Т1N0M0,G3
	12
	33,33
	360,71(6,02
	357,3-364,12
	360,29
	350,95
	371,00

	Контроль
	30
	-
	352,68(6,75
	350,26-350,26
	350,99
	342,82
	365,23

	Р1,контроль
	
	
	0,56
	
	
	
	

	Р2,контроль
	-
	-
	0,71
	-
	-
	-
	-

	Р3,контроль
	-
	-
	0,63
	-
	-
	-
	-

	Р4,контроль
	-
	-
	0,56
	-
	-
	-
	-

	Р2,3
	-
	-
	0,63
	-
	-
	-
	-

	Р2,4
	-
	-
	0,52
	-
	-
	-
	-

	Р3,4
	-
	-
	0,74
	-
	-
	-
	-


На рис. 3.5 продемонстровано, що у хворих на РСМ стадії Т1N0M0 спостерігались дещо вищі показники ФНП-α у сечі, ніж у групі контролю, а також, відзначались вищі рівні цього маркера при вищій ступені неоплазії новоутворення. Водночас, середні значення ФНП-α у сечі в основній та контрольній групах не мали між собою статистичних відмінностей, що свідчило про низький діагностичний потенціал даного маркера. 
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Рис.3.5. Рівень ФНП-α у хворих із РСМ стадії Т1N0M0

Дослідження рівню ФНП-( у хворих стадії Т2N0М0. В результаті вивчення рівню ФНП-( у сечі хворих на РСМ стадії Т2N0М0  було виявлено, що середній рівень даного маркеру складав 359,94(6,834 pg/ml, а у контрольній групі – 352,68(6,75 pg/ml, така різниця не була достовірною (p>0,05). 

При оцінці рівнів ФНП-( у хворих із різним ступенем неоплазії було виявлено, що у підгрупах пацієнтів із G1, G2, G3, середні значення цього маркеру в сечі складали 358,65(5,50 pg/ml, 360,58(5,81 pg/ml та 361,36(9,53 pg/ml відповідно. Отримані статистичні дані представлено у таблиці 3.8.

Порівняння середніх рівнів ФНП-( у хворих із РСМ різних ступенів неоплазії G із групою контролю, як і у випадку із стадією Т1, у жодній із комбінацій не було отримано статистично достовірної різниці (p>0,05). Окрім цього,  при порівнянні даних підгруп між собою, статистично суттєва різниця не спостерігалась у жодній з порівнюваних пар (p>0,05).
Як продемонстровано рис. 3.6, у хворих на РСМ стадії Т2N0M0 ми спостерігали вищі показники ФНП-α у сечі, у порівнянні з групі контролю, а також, вищі рівні цього маркера при вищій ступені неоплазії G. Проте, середні значення ФНП-α у сечі в основній та контрольній групах не мали між собою достовірних відмінностей, що відображало невисокий діагностичний потенціал біомаркера. 
Вивчення рівню ФНП-( у хворих на рак сечового міхура стадії Т3N0М0. Отримані в ході дослідження дані щодо рівнів ФНП-( в сечі хворих на РСМ стадії Т3N0М0 не мали принципових відмінностей від результатів отриманих при вивченні стадій Т1 та Т2: у хворих на РСМ середній рівень ФНП-( в сечі складав 361,51(6,76 pg/ml, а у контрольній групі – 352,68(6,75 pg/ml, така різниця не була статистично достовірною (p>0,05). 
При визначенні рівнів ФНП-( у хворих із різним ступенем неоплазії було виявлено, що у підгрупах пацієнтів із G1, G2, G3, середні значення цього маркеру в сечі складали 360,04(5,97 pg/ml, 361,92(6,89 pg/ml та 363,07(7,50 pg/ml відповідно, що поруч із детальними статистичними даними наведено у таблиці 3.9.
Таблиця 3.8
Статистична характеристика концентрації ФНП-α у хворих на РСМ стадії Т2N0M0

	Групи/
підгрупи
	Кількість хворих
	Середній рівень
TNF-α 

(TNF-α сер)((,
pg/ml
	95%ДІ для
TNF– α сер, pg/ml
	Медіана,
pg/ml
	min, 
pg/ml
	max, 
pg/ml

	
	абс
	%
	
	
	
	
	

	Т2N0M0
	52
	100
	359,94(6,834
	358,08-361,8
	359,55
	348,53
	375,65

	Т2N0M0,G1
	14
	26,92
	358,65(5,50
	355,77-361,53
	359,00
	349,22
	369,54

	Т2N0M0,G2
	25
	48,08
	360,58(5,81
	358,3-362,86
	359,60
	349,98
	371,00

	Т2N0M0,G3
	13
	25,00
	361,36(9,53
	357,77-364,95
	361,34
	348,53
	375,65

	Контроль
	30
	-
	352,68(6,75
	350,26-350,26
	350,99
	342,82
	365,23

	Р1,контроль
	
	
	0,39
	
	
	
	

	Р2,контроль
	-
	-
	0,63
	-
	-
	-
	-

	Р3,контроль
	-
	-
	0,57
	-
	-
	-
	-

	Р4,контроль
	-
	-
	0,54
	-
	-
	-
	-

	Р2,3
	-
	-
	0,56
	-
	-
	-
	-

	Р2,4
	-
	-
	0,72
	-
	-
	-
	-

	Р3,4
	-
	-
	0,84
	-
	-
	-
	-
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Рис.3.6. Коробкова діаграма рівню ФНП-α у хворих із РСМ стадії Т2N0M0

Як і раніше, під час порівняння середніх рівнів ФНП-( у хворих із РСМ ступенів неоплазії G1, G2 та G3 із групою контролю, у жодній із пар не було отримано статистично достовірну різницю (p>0,05). При порівнянні даних підгруп між собою, статистично суттєва різниця також не спостерігалась у жодній з порівнюваних комбінацій(p>0,05).
Можна підсумувати, що у хворих на РСМ стадії Т3N0M0 спостерігались дещо вищі показники ФНП-α у сечі, ніж у групі контролю, а також, відзначались вищі рівні цього маркера при вищій ступені неоплазії новоутворення. Водночас, середні значення ФНП-α у сечі в основній та контрольній групах не мали між собою статистичних відмінностей, що свідчило про низький діагностичний потенціал даного маркера, що продемонстровано на рис. 3.7.

Таблиця 3.9
Статистична характеристика рівнів ФНП-α у хворих на РСМ стадії Т3N0M0

	Групи/
підгрупи
	Кількість хворих
	Середній рівень
TNF– α (TNF– α сер)((, pg/ml
	95%ДІ для
TNF– α сер, pg/ml
	Медіана,
pg/ml
	min, 
pg/ml
	max, 
pg/ml

	
	абс.

	%
	
	
	
	
	

	Т3N0M0
	47
	100
	361,51(6,76
	359,58-363,44
	361,58
	350,21
	375,39

	Т3N0M0,G1
	19
	40,43
	360,04(5,97
	357,35-362,73
	360,18
	350,21
	368,75

	Т3N0M0,G2
	16
	34,04
	361,92(6,89
	358,24-365,3
	360,81
	350,35
	374,25

	Т3N0M0,G3
	12
	25,53
	363,07(7,50
	358,83-367,31
	365,0
	350,32
	375,39

	Контроль
	30
	-
	352,68(6,75
	350,26-350,26
	350,99
	342,82
	365,23

	Р1,контроль
	-
	-
	0,51
	-
	-
	-
	-

	Р2,контроль
	
	
	0,61
	
	
	
	

	Р3,контроль
	-
	-
	0,68
	-
	-
	-
	-

	Р4,контроль
	-
	-
	0,56
	-
	-
	-
	-

	Р2,3
	-
	-
	0,51
	-
	-
	-
	-

	Р2,4
	-
	-
	0,64
	-
	-
	-
	-

	Р3,4
	-
	-
	0,55
	-
	-
	-
	-
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Рис.3.7. Показники концентрації ФНП-α у хворих із РСМ стадії Т3N0M0
3.1.3 Зміни екскреції  фактору  некрозу пухлин  β у крові пацієнтів з  раком сечового міхура відповідно стадії проростання Т та ступеню неоплазії G

Визначення рівню ФНП-β у хворих стадії Т1N0М0. За даними проведеного дослідження, у хворих на РСМ стадії Т1N0M0 середній рівень ФНП-β в сечі складав 36,47(5,51 pg/ml, при цьому даний показник у контрольній групі, становив 33,82(4,62, така різниця не була статистично достовірною (p>0,05), що представлено у таблиці 3.4.

У хворих на РСМ та ступенем неоплазії G1 середній рівень ФНП-β в сечі становив 35,87 (5,96 pg/ml, при ступеню G2 – 36,59(5,74 pg/ml, та при ступеню неоплазії пухлини G3 – 36,59(5,74 pg/ml (див. таблицю 3.10).

Таблиця 3.10
Рівень ФНП-β у хворих на РСМ стадії Т1N0M0

	Групи/
підгрупи
	Кількість хворих
	Середній рівень
TNF-β (TNF– βсер)((, pg/ml
	95%ДІ для
TNF-βсер, pg/ml
	Медіана,
pg/ml
	min, 
pg/ml
	max, 
pg/ml

	
	абс.

	%
	
	
	
	
	

	Т1N0M0
	36
	100
	36,47(5,51
	34,67-38,27
	35,35
	15,25
	47,25

	Т1N0M0,G1
	13
	36,11
	35,87 (5,96
	32,63-39,11
	37,52
	15,25
	45,00

	Т1N0M0,G2
	11
	30,56
	36,59(5,74
	33,2-39,98
	38,54
	26,15
	47,25

	Т1N0M0,G3
	12
	33,33
	37,36(5,13
	34,46-40,26
	39,83
	30,15
	46,17

	Контроль
	30
	-
	33,82(4,62
	32,17-35,47
	34,08
	27,04
	42,02

	Р1,контроль
	
	
	0,32
	
	
	
	

	Р2,контроль
	-
	-
	0,52
	-
	-
	-
	-

	Р3,контроль
	-
	-
	0,57
	-
	-
	-
	-

	Р4,контроль
	-
	-
	0,52
	-
	-
	-
	-

	Р2,3
	-
	-
	0,75
	-
	-
	-
	-

	Р2,4
	-
	-
	0,64
	-
	-
	-
	-

	Р3,4
	-
	-
	0,67
	-
	-
	-
	-


Було виявлено відсутність достовірних відмінностей між середніми рівнями ФНП-β в сечі хворих на РСМ різних ступенів неоплазії G1, G2 та G3 (p>0,05). Окрім цього, ми не спостерігали суттєвої різниці при порівнянні середніх значень ФНП-β у підгрупах G1, G2 та G3 із групою контролю (p>0,05).

Як наведено на рис. 3.8, у хворих на РСМ стадії Т1N0M0 ми спостерігали вищі показники ФНП-β у сечі, ніж у групі контролю, та окрім цього, відзначали дещо вищі рівні даної сполуки при вищій ступені неоплазії новоутворення G. Проте, середні значення ФНП-β у сечі в основній та контрольній групах не мали між собою статистичних відмінностей, що як і у випадку  з ФНП-α свідчило про досить низький діагностичний потенціал маркера, що вивчався.
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Рис.3.8. Коробкова діаграма ФНП-β у хворих із РСМ стадії Т1N0M0
Показники рівнів ФНП-β у хворих стадії Т2N0М0. В результаті проведеного дослідження, було визначено, що у хворих на РСМ стадії Т2N0M0 середній рівень ФНП-β в сечі складав 38,38(4,83 pg/ml, а у контрольній групі даний показник становив 33,82(4,62, проте, така різниця не була статистично достовірною (p>0,05), що представлено у таблиці 3.11.

Виявлено, що у хворих на РСМ та ступенем неоплазії G1 середній рівень ФНП-β в сечі становив 37,43(4,69 pg/ml, при ступеню G2 – 38,47(4,87 pg/ml, та при ступеню неоплазії пухлини G3 – 39,98(4,55 pg/ml.
Статистичний аналіз продемонстрував (подібно до РСМ на стадії Т1),  відсутність достовірних відмінностей між середніми рівнями ФНП-β в сечі хворих на РСМ різних ступенів неоплазії G1, G2 та G3 (p>0,05). Ми також не спостерігали суттєвої різниці при порівнянні середніх значень ФНП-β у підгрупах G1, G2 та G3 із групою контролю (p>0,05).

Як проілюстровано на рис. 3.9, у хворих на РСМ стадії Т2N0M0 спостерігались дещо вищі показники ФНП-β у сечі, ніж у групі контролю, та окрім цього, відзначались вищі рівні даного потенціального маркера при вищій ступені неоплазії новоутворення. Однак, середні значення ФНП-β у сечі в основній та контрольній групах не мали між собою статистичних відмінностей, що демонструвало невисокий діагностичний потенціал даної молекулярної сполуки.

Таблиця 3.11
Детальна статистична характеристика рівнів ФНП-β у хворих на РСМ стадії Т2N0M0

	Групи/
підгрупи
	Кількість хворих
	Середній рівень
TNF-β (TNF– βсер)((, pg/ml
	95%ДІ для
TNF-βсер, pg/ml
	Медіана,
pg/ml
	min, 
pg/ml
	max, 
pg/ml

	
	абс.

	%
	
	
	
	
	

	Т2N0M0
	52
	100
	38,38(4,83
	37,07-39,69
	38,64
	30,35
	48,32

	Т2N0M0,G1
	14
	26,92
	37,43(4,69
	35,84-39,02
	37,52
	30,35
	45,55

	Т2N0M0,G2
	25
	48,08
	38,47(4,87
	37,03-39,91
	38,80
	30,49
	45,84

	Т2N0M0,G3
	13
	25,00
	39,98(4,55
	38,64-41,32
	39,83
	31,64
	48,32

	Контроль
	30
	-
	33,82(4,62
	32,17-35,47
	34,08
	27,04
	42,02

	Р1,контроль
	
	
	0,58
	
	
	
	

	Р2,контроль
	-
	-
	0,63
	-
	-
	-
	-

	Р3,контроль
	-
	-
	0,52
	-
	-
	-
	-

	Р4,контроль
	-
	-
	0,17
	-
	-
	-
	-

	Р2,3
	-
	-
	0,67
	-
	-
	-
	-

	Р2,4
	-
	-
	0,47
	-
	-
	-
	-

	Р3,4
	-
	-
	0,23
	-
	-
	-
	-
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Рис.3.9. Графічне представлення рівнів ФНП-β у хворих із РСМ стадії Т2N0M0

Дослідження рівню ФНП-β у хворих на рак сечового міхура стадії Т3N0М0. За даними проведеного дослідження, у хворих на РСМ стадії Т3N0M0 середній рівень ФНП-β в сечі складав 38,27(4,68 pg/ml, при цьому даний показник у контрольній групі, становив 33,82(4,62, а така різниця не була статистично достовірною (p>0,05).
У хворих на РСМ та ступенем неоплазії G1 середній рівень ФНП-β в сечі становив 37,01(4,46 pg/ml, при ступеню G2 – 38,30(4,49 pg/ml, та при ступеню неоплазії пухлини G3 – 40,01(4,83 pg/ml (табл.3.12).

Таблиця 3.12

Показники ФНП-β у хворих на РСМ стадії Т3N0M0

	Групи/
підгрупи
	Кількість хворих
	Середній рівень
TNF-β (TNF– βсер)((, pg/ml
	95%ДІ для
TNF-βсер, pg/ml
	Медіана,
pg/ml
	min, 
pg/ml
	max, 
pg/ml

	
	абс.

	%
	
	
	
	
	

	Т3N0M0
	47
	100
	38,27(4,68
	36,95-39,59
	37,66
	30,15
	46,55

	Т3N0M0,G1
	19
	40,43
	37,01(4,46
	35,44-38,58
	36,50
	30,15
	45,17

	Т3N0M0,G2
	16
	34,04
	38,30(4,49
	36,6-40,00
	37,74
	30,68
	45,70

	Т3N0M0,G3
	12
	25,53
	40,01(4,83
	37,99-42,03
	39,77
	31,59
	46,55

	Контроль
	30
	-
	33,82(4,62
	32,17-35,47
	34,08
	27,04
	42,02

	Р1,контроль
	
	
	0,45
	
	
	
	

	Р2,контроль
	-
	-
	0,38
	-
	-
	-
	-

	Р3,контроль
	-
	-
	0,25
	-
	-
	-
	-

	Р4,контроль
	-
	-
	0,18
	-
	-
	-
	-

	Р2,3
	-
	-
	0,63
	-
	-
	-
	-

	Р2,4
	-
	-
	0,71
	-
	-
	-
	-

	Р3,4
	-
	-
	0,32
	-
	-
	-
	-


Було виявлено відсутність достовірних відмінностей між середніми рівнями ФНП-β в сечі хворих на РСМ різних ступенів неоплазії G1, G2 та G3 (p>0,05). Також, ми не спостерігали суттєвої різниці при порівнянні середніх значень ФНП-β у підгрупах G1, G2 та G3 із групою контролю (p>0,05), що відповідало даним отриманим в попередніх частинах дослідження.

Отже, у хворих на РСМ стадії Т3N0M0 ми спостерігали вищі показники ФНП-β у сечі, ніж у групі контролю, та окрім цього, відзначали дещо вищі рівні даної сполуки при вищій ступені неоплазії новоутворення G. Проте, середні значення ФНП-β у сечі в основній та контрольній групах не мали між собою статистичних відмінностей (p>0,05), що наведено на рис. 3.10.
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Рис.3.10. Діапазон значень концентрації ФНП-β у хворих із РСМ стадії Т3N0M0

Підсумовуючи отримані дані щодо рівнів ФРЕС у сечі хворих на РСМ, можна зробити висновок, що середній рівень даного маркера для стадій Т1-Т3 майже вдвічі перевищував середній показник у групі контролю (здорові волонтери) і складав 243,67±5,63 pg/ml проти 131,23(7,80 pg/ml (p<0,05). Крім цього, середнє значення ФРЕС кожної із досліджуваних стадій (Т1, Т2, Т3) достовірно відрізнялось від групи контролю. Водночас, суттєвих статистичних відмінностей між показником ФРЕС поміж підгруп різних Т-стадій не спостерігалось (табл. 3.13, рис. 3.11).

Таблиця 3.13

Порівняння рівнів ФРЕС в сечі у хворих на РСМ стадій Т1-Т3 N0M0

	Групи/
підгрупи
	Кількість хворих
	Середній рівень
ФРЕС (ФРЕСсер)((, pg/ml
	95%ДІ для
ФРЕСсер, pg/ml
	Медіана,
pg/ml
	min, 
pg/ml
	max, 
pg/ml

	
	абс.

	%
	
	
	
	
	

	PCM
	135
	100
	243,67±5,63
	240,86-246,48
	245,24-
	142,02
	283,98-

	Т1N0M0
	36
	26,67
	240,69±6,33
	234,96-246,42
	240,73
	142,02
	283,98

	Т2N0M0
	52
	38,52
	243,73(9,45
	235,23-252,23
	250,46
	154,25
	283,73

	Т3N0M0
	47
	34,81
	245,65(7,90
	241,18-250,12
	248,65
	149,73
	283,98

	Контроль
	30
	-
	131,23(7,80
	121,71-140,75
	135,14
	0
	150,00

	Р1,контроль
	-
	-
	0,04
	-
	-
	-
	-

	Р2,контроль
	
	
	0,04
	
	
	
	

	Р3,контроль
	-
	-
	0,03
	-
	-
	-
	-

	Р4,контроль
	-
	-
	0,04
	-
	-
	-
	-

	Р2,3
	-
	-
	0,64
	-
	-
	-
	-

	Р2,4
	-
	-
	0,23
	-
	-
	-
	-

	Р3,4
	-
	-
	0,36
	-
	-
	-
	-
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Рис.3.11. Порівняння рівню ФРЕС у хворих із РСМ стадій  Т1-T3 N0M0


При проведенні кореляційного аналізу між рівнем ФРЕС в сечі хворих із РСМ стадій Т1-Т3 N0M0 та Т-стадією пухлини нами було отримано посередній прямий кореляційний зв'язок: коефіцієнт кореляції Пірсона складав r=0,400, p<0,05. Це свідчило про існування певного взаємозв’язку між рівнем даного маркера та розміром новоутворення (рис. 3.12), що є логічним, враховуючи те, що як відомо, ФРЕС є компонентом механізму неоангіогенезу пухлини, а із зростанням розмірів новоутворення найчастіше збільшується і кількість новоутворених судин.
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Рис.3.12. Діаграма розсіювання рівню ФРЕС в сечі хворих із РСМ стадій Т1-Т3 N0M0 та Т-стадією пухлини


Згідно отриманих даних, ми відзначали тенденцію до вищих рівнів ФРЕС в сечі хворих із РСМ із збільшенням ступеню неоплазії G. Проведення кореляційного аналізу виявило існування середньо-високого прямого взаємозв’язку між рівнем  ФРЕС в сечі хворих із РСМ та ступенем неоплазії пухлини: коефіцієнт кореляції Пірсона становив r=0,624, p<0,05. Такі дані свідчать про можливість застосування даного маркеру не лише із діагностичною метою, але і для передбачення ступенем диференціації злоякісного процесу (рис 3.13).

[image: image49.jpg]G3.

o -Gt m_Gz 4-G3

PPEC

9

12

15

18 21

24 27 30

33 36 39 42 45 48 51 54




Рис.3.13. Діаграма розсіювання рівню ФРЕС в сечі хворих із РСМ стадій Т1-Т3 N0M0 та ступенем неоплазії G


За результатами ROC-аналізу, застосування граничної величини ФРЕС у сечі 150 pg/ml дозволяло діагностувати РСМ (стадій Т1-Т3 N0M0) із чутливістю 91% та специфічністю – 86% (p<0,05, AUC=0,890), що свідчило про високу діагностичну ефективність запропонованого тесту (рис 3.14). 
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Рис.3.14. ROC-криві при діагностиці РСМ стадій Т1-Т3 N0M0 із застосуванням рівню ФРЕС в сечі


Середній рівень TNF-α в сечі у хворих на РСМ стадій Т1-Т3 N0M0 складав 360,13(6,11 pg/ml, а у контрольній групі - 352,68(6,75 pg/ml, така різниця не була статистично суттєвою (p>0,05). Це ж стосується порівняння підгруп із Т1, Т2 та Т3 з контрольною групою (див. табл. 3.14). Крім цього, при проведенні кореляційного аналізу, не було отримано достовірних корелятивних зав’язків між рівнем TNF-α в сечі у хворих на РСМ та Т-стадією новоутворення чи ступенем неоплазії G. В цьому контексті зрозумілими є вкрай низька чутливість та специфічність застосування рівню TNF-α в сечі для діагностики РСМ, які становили 30% та 20% відповідно (рис. 3.15), що унеможливлює застосування тесту в клінічній практиці для даної категорії хворих.

Таблиця 3.14

Відмінності у рівнях TNF-α в сечі у хворих на РСМ стадій Т1-Т3 N0M0

	Групи/
підгрупи
	Кількість хворих
	Середній рівень
TNF– α (TNF– α сер)((, pg/ml
	95%ДІ для
TNF– α сер, pg/ml
	Медіана,
pg/ml
	min, 
pg/ml
	max, 
pg/ml

	
	абс.

	%
	
	
	
	
	

	Т
	135
	100
	360,13(6,11
	359,03-361,24
	359,60
	350,21
	375,65

	Т1
	36
	26,67
	359,27(6,11
	357,27-361,27
	358,06
	350,24
	371,00

	Т2
	52
	38,52
	359,94(6,83
	358,08-361,8
	359,55
	348,53
	375,65

	Т3
	47
	34,81
	361,51(6,76
	359,58-363,44
	361,58
	350,21
	375,39

	Контроль
	30
	-
	352,68(6,75
	350,26-350,26
	350,99
	342,82
	365,23

	Р1,контроль
	
	
	0,59
	
	
	
	

	Р2,контроль
	-
	-
	0,56
	-
	-
	-
	-

	Р3,контроль
	-
	-
	0,39
	-
	-
	-
	-

	Р4,контроль
	-
	-
	0,51
	-
	-
	-
	-

	Р2,3
	-
	-
	0,61
	-
	-
	-
	-

	Р2,4
	-
	-
	0,68
	-
	-
	-
	-

	Р3,4
	-
	-
	0,56
	-
	-
	-
	-
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Рис.3.15. ROC-криві при діагностиці РСМ стадій Т1-Т3 N0M0 із застосуванням рівню TNF-α в сечі

 Водночас, середній рівень TNF-β в сечі у хворих на РСМ стадій Т1-Т3 N0M0 складав 37,59(5,09 pg/ml, а у контрольній групі - 33,82(4,62 pg/ml. Як і у випадку із TNF-α, така різниця не була статистично суттєвою (p>0,05). Також ми не отримали суттєвої ризниці в показниках цього маркера при  порівнянні підгруп із Т1, Т2 та Т3 з контрольною групою (див. табл. 3.15). При проведенні кореляційного аналізу, також не було отримано достовірних корелятивних зав’язків між рівнем TNF-β в сечі у хворих на РСМ та Т-стадією новоутворення або ж ступенем неоплазії G. При цьому, чутливість та специфічність при застосування рівню TNF- β в сечі для діагностики РСМ, були вкрай низькими і складали 25% та 20% відповідно, що свідчило про клінічну нікчемність тесту (рис. 3.16).

Таблиця 3.15

Показники TNF-β в сечі у хворих на РСМ стадій Т1-Т3 N0M0

	Групи/
підгрупи
	Кількість хворих
	Середній рівень
TNF– β(TNF–βсер)((, pg/ml
	95%ДІ для
TNF– βсер, pg/ml
	Медіана,
pg/ml
	min, 
pg/ml
	max, 
pg/ml

	
	абс.

	%
	
	
	
	
	

	Т
	135
	100
	37,59(5,09
	34,95-40,23
	35,35
	15,25
	48,32

	Т1
	36
	26,67
	36,47(5,51
	34,67-38,27
	35,35
	15,25
	47,25

	Т2
	52
	38,52
	38,38(4,83
	37,07-39,69
	38,64
	30,35
	48,32

	Т3
	47
	34,81
	38,27(4,68
	36,95-39,59
	37,66
	30,15
	46,55

	Контроль
	30
	-
	33,82(4,62
	32,17-35,47
	34,08
	27,04
	42,02

	Р1,контроль
	
	
	0,52
	
	
	
	

	Р2,контроль
	-
	-
	0,48
	-
	-
	-
	-

	Р3,контроль
	-
	-
	0,58
	-
	-
	-
	-

	Р4,контроль
	-
	-
	0,45
	-
	-
	-
	-

	Р2,3
	-
	-
	0,61
	-
	-
	-
	-

	Р2,4
	-
	-
	0,68
	-
	-
	-
	-

	Р3,4
	-
	-
	0,56
	-
	-
	-
	-


Таким чином, серед досліджуваних потенційних діагностичних маркерів РСМ найвищі показники чутливості та специфічності продемонстрував рівень ФРЕС у сечі хворих (91% та 86% відповідно). Крім цього, існування середнього прямого кореляційного взаємозв’язку між рівнем ФРЕС та ступенем неоплазії новоутворення G (r=0,624) дозволяє передбачати останній, що є важливим у клінічній практиці.
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Рис.3.16. ROC-криві при діагностиці РСМ стадій Т1-Т3 N0M0 із застосуванням рівню TNF-β в сечі


 На додачу, отримані дані опосередковано свідчать про важливу роль ФРЕС у розвитку РСМ, а патогенетична роль даної молекулярної сполуки потребує глибшого вивчення. Водночас,  діагностична вартість рівнів у сечі TNF-α та TNF-β є низькою, що було відображено у невисоких показниках чутливості та специфічності. Проте, слід врахувати тенденцію до існування дещо вищих показників згаданих маркерів у хворих на РСМ порівняно із групою здорового контролю, що вказує на певну роль даних сполук у перебігу цього злоякісного захворювання, та продемонстровано у наступних розділах.
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Рис.3.17. Клінічний випадок 1. МРТ хворого К., 61 р.. Візуалізується мультифокальний тканинний утвір сечового міхура з інфільтрацією м’язового шару. За даними цистоскопії – папілярний утвір сечового міхура. Доопераційний рівень в сечі ФРЕС – 259 pg/ml, ФНП-α – 361 pg/ml, ФНП-β – 39 pg/ml. Виконано ТУР пухлини сечового міхура. Післяопераційний діагноз – pT2bN0M0, високий ступінь неоплазії (G3).
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Рис.3.18. Клінічний випадок 2. КТ хворого К., 69 р. Візуалізується тканинний утвір правої стінки сечового міхура з інфільтрацією м’язового шару та підозрою на мікроінвазію паравезикальної жирової клітковини. За даними цистоскопії – папілярний утвір сечового міхура. Доопераційний рівень в сечі ФРЕС – 246 pg/ml, ФНП-α – 362 pg/ml, ФНП-β – 38 pg/ml. Виконано резекцію стінки сечового міхура з пухлиною. Післяопераційний діагноз – pT3aN0M0, середній ступінь неоплазії (G2).
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3.2. Можливість застосування  факторів росту ендотелію судин,  некрозу пухлин ( та  некрозу пухлин  β для скринінгу раку сечового міхура  та прогнозування його рецидиву у післяопераційному періоді
З метою вивчення діагностичної цінності ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β у скринінгу та ранньому виявленні рецидиву у хворих на РСМ, в дослідження, з попередньої частини роботи, увійшов 51 дорослий хворий з РСМ стадій pТ1N0M0 (n=27) та pТ2N0M0 (n=24). Середній розмір пухлини складав 2,3±1,7 см. Середній вік становив 59,4±6,8 років. За 1-3 дні до операції та через 1 місяць після виконаної ТУР пухлини сечового міхура, усім хворим було визначено рівні згаданих молекулярних маркерів в ранішній сечі. Для контролю маркери визначались в сечі у 30 здорових осіб (згідно даних клінічних обстежень), при першому візиті, та через 1 місяць після нього. Дані щодо вихідних/передопераційних рівнів біомаркерів в сечі у хворих на РСМ та у здорових волонтерів були отримані нами в попередній частині дослідження. Додатково до цього, всім хворим із РСМ через 1 місяць після ТУР проводили цитологічне дослідження сечі. Після виконання ТУР інтравезикальне чи інше лікування РСМ в жодному випадку не проводилось (відмова хворого, відсутність показів тощо). Патоморфологічні характеристики хворих після первинної ТУР сечового міхура наведено у таблиці 3.16.
Таблиця 3.16
Патоморфологічні характеристики хворих на РСМ після ТУР
	Група


	Стадія за TNM, 

к-ть хворих (%)
	Ступінь неоплазії, 

к-ть хворих (%)

	
	pT1N0M0
	pT2N0M0
	G1
	G2
	G3

	Хворі з безрецидивним перебігом РСМ (n=36)
	25 

(69,4)
	11 

(30,6)
	15 (41,7)
	14

(38,9)
	7

(19,4)

	Рецидив РСМ (n=15)
	2 

(13,3)
	13 

(86,7)
	3

(20,0)
	5

(33,3)
	7

(46,7)

	Усього
	27 

(100)
	24 

(100)
	18 (100)
	19 (100)
	14 (100)



Після ТУР, усі хворі із РСМ проходили ретельне цистоскопічне обстеження на предмет виявлення локального рецидиву захворювання, згідно стандартної схеми рекомендованої Європейською Асоціацією Урології. 
Контрольною точкою дослідження була наявність чи відсутність локального рецидиву РСМ впродовж періоду спостереження, який складав 12 місяців після ТУР. В результаті були отримані наступні дані: безрецидивний перебіг був констатований у 36 (70,6%) хворих, а відновлення злоякісного процесу в сечовому міхурі було виявлено у 15 (29,4%) пацієнтів. Всім хворим з ознаками рецидиву було виконано повторну ТУР пухлини сечового міхура з подальшим гістологічним аналізом. У всіх випадках було верифіковано діагноз перехідно-клітинної карциноми.

В результаті ретроспективного аналізу рівнів ФРЕС було виявлено, що у хворих із з безрецидивним перебігом РСМ та у хворих із рецидивом, вихідні середні рівні даного маркеру достовірно відрізнялись і становили 212,31±6,21 pg/ml та 275,27±5,75 pg/ml відповідно (p=0,02), і також достовірно відрізнялись від групи контролю (р=0,04). Встановлено, що у хворих без рецидиву середній рівень ФРЕС в сечі через 1 місяць після ТУР достовірно знижувався до 138,85(6,74 pg/ml, тобто в середньому на 42,7% (р=0,02) і коливався в межах 35-48%. Більш того, даний показник досягав рівнів контрольної групи і статистично від них не відрізнявся, що є логічним, враховуючи сприятливий перебіг захворювання.

Водночас, у хворих із локальним рецидивом РСМ, через 1 місяць після ТУР середнє значення ФРЕС в сечі достовірно знижувалось значно менше у порівнянні із вихідним показником: до 183,41±6,13 pg/ml, що складало всього 24,3% (р=0,03) з коливанням в межах 20-28%. Слід зазначити, що різниця в середніх значеннях ФРЕС через 1 місяць після ТУР в обох групах хворих із РСМ була також достовірною (р=0,03). 
Вищі рівні ФРЕС в сечі хворих із рецидивом ми пояснюємо в першу чергу можливою наявністю резидуальної пухлинної тканини в стінці сечового міхура після виконаного оперативного втручання. Показовим є також те, що через 1 місяць після першого візиту, середнє значення ФРЕС у сечі здорових волонтерів залишалось майже незмінним (p>0,05). Динаміка рівнів ФРЕС в сечі у хворих на РСМ стадій Т1-Т2N0M0 до та після ТУР, в залежності від характеру перебігу захворювання представлена у таблиці 3.17 та на рис. 3.19.

Ретроспективний аналіз довів, що застосування цитологічного дослідження сечі через 1 місяць після ТУР пухлини сечового міхура дозволило отримати позитивний результат тесту (виявлено клітини перехідно-клітинної карциноми) лише у 6 з 15 (40%) хворих із рецидивуючим перебігом захворювання станом на 3-й місяць після оперативного лікування. 

Таблиця 3.17

Динаміка рівнів ФРЕС в сечі у хворих на РСМ стадій Т1-Т2N0M0 до та після ТУР, в залежності від характеру перебігу захворювання

	Група


	Середній рівень
ФРЕС((, pg/ml
	р

	
	До лікування
	Через 1 місяць
	

	Хворі з безрецидивним перебігом РСМ (n=36)
	212,31±6,21
	138,85(6,74
	0,02

	Рецидив РСМ (n=15)
	275,27±5,75
	183,41±6,13
	0,03

	Контроль (n=30)
	131,23(7,80
	134,51(5,53
	0,42

	р1,2
	0,02
	0,03
	-

	р1,3
	0,04
	0,47
	-

	р2,3
	0,04
	0,03
	-
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Рис.3.19. Динаміка рівнів ФРЕС в сечі у хворих на РСМ стадій Т1-Т2N0M0 до та після ТУР, в залежності від характеру перебігу захворювання


При вивченні показників ФНП-( та ФНП-β у сечі хворих із РСМ до та через 1 місяць після ТУР ми не спостерігали жодних достовірних відмінностей у групах без рецидиву та із рецидивом, у зв’язку з чим ми не наводимо тут ці дані. 


Таким чином, у хворих на РСМ, яким було виконано ТУР пухлини, визначений в сечі ФРЕС дозволяв доопераційно виявляти хворих із несприятливим перебігом захворювання та прогнозувати розвиток локального рецидиву: у хворих із РСМ та рецидивуючим перебігом до ТУР пухлини рівень ФРЕС був достовірно вищим в середньому на 22,9% порівняно із хворими з безрецидивним перебігом. Окрім цього, у хворих із РСМ зниження рівню ФРЕС в сечі через 1 місяць після ТУР на <24,3% було ознакою рецидивуючого перебігу захворювання. Такій категорії пацієнтів може бути рекомендований цистоскопічний огляд раніше ніж через три місяці після операції, з метою ранньої діагностики локального відновлення злоякісного процесу (через 1 та через 2 місяці). Хворі із зниженням ФРЕС після операції в межах 24,3-42,7% знаходяться в «сірій зоні» щодо можливості рецидивуючого перебігу РСМ, окремим пацієнтам цієї категорії може бути рекомендований цистоскопічний огляд вже через два місяці після операції при урахуванні інших несприятливих прогностичних ознак, таких, як стадія пухлини та ступінь неоплазії пухлини  G. Хворим із зниженням рівню ФРЕС після ТУР пухлини сечового міхура >42,7%, може бути рекомендована загальноприйнята схема післяопераційного спостереження (цистоскопія через 3 місяці після ТУР). 

Доцільність проведення mapping-biopsy (картованої біопсії) у хворих із післяопераційним зниженням  ФРЕС <24,3%, за умови відсутності візуальних ознак рецидиву РСМ та негативного результату цитологічного дослідження сечі, потребує подальшого вивчення.

Матеріали цього підрозділу опубліковано в наступних роботах:
1. Федевич В.С., Борис Ю.Б. Молекулярні маркери VEGF, TNF-a і TNF-b у хворих на рак сечового міхура в стадії  T1N0M0 та їх звязок зі ступенем неоплазії пухлини - Експерементальна та клінічна фізіологія та біохімія 2019 №1/1 Українсько – польський зїзд, Камянець – Подільськ
2. Федевич В.С. Геноти генів VEGF, TNF a та TNF b у хворих раком сечового міхура в стадії T1N0M0  та їх зв'язок з ступенем неоплазії пухлини. Урологія 4, 2017 (83) С 58-61
3. Федевич В.С. Генотипи генів VEGF, TNF a та TNF b у хворих раком сечового міхура в стадії T2N0M0  та їх зв'язок з ступенем неоплазії пухлини. Актуальні проблеми сучасної медицини. ТОМ 18. Випуск 1(61)-2018 С.121-124. 
3.3 Залежність ступеню ефективності внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії у хворих на РСМ від вмісту  факторів росту ендотелію судин,  некрозу пухлин ( та некрозу пухлин  β

З метою вивчення ефективності застосування рівнів біомаркерів ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β в сечі хворих на рак сечового міхура для прогнозування ефективності внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії на її ранньому етапі, було проведене дослідження, у яке увійшло 35 дорослих хворих із РСМ, яким була виконана ТУР. У дослідження включались лише хворі з стадією Т1N0M0. У всіх випадках спостерігався монофокальний варіант росту пухлини. Середній розмір пухлини до ТУР складав 1,6±1,7 см. Середній вік становив 58,3±6,1 років. Розподіл хворих на РСМ згідно ступеню неоплазії мав наступний вигляд: G1 – 9 (25,7%) хворих, G2 – 15 (42,9%) пацієнтів та G3 – 11 (31,4%) осіб. У дослідження не входили пацієнти із алергічними реакціями на діючі або допоміжні речовини; із вродженим або набутим дефектом імунної системи; такі, що проходять лікування імуносупресантами (цитостатиками, опроміненням, кортикостероїдами); із сухотами в активній формі або іншим захворюванням, що потребує лікування туберкулостатиками; із гострими та хронічними інфекційно-запальними захворюваннями сечовивідних шляхів; вагітні або в період годування груддю жінки.


Усі хворі на РСМ в середньому через 2,5 тижні після виконаної ТУР пухлини, отримували індукційний курс внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії згідно Рекомендацій Європейської Асоціації Урології у відповідності до уніфікованої методики: один раз на тиждень, впродовж 6-тижневого періоду з однаковими інтервалами між введеннями, проводились внутрішньоміхурові інстиляції препарату Онко БЦЖ (Біомед-Люблін, Витвурня Суровиц і Щепйонек Спулка Акцийна, Польша) у стандартному дозуванні 81 мг/одна інстиляція. В подальшому проводилась підтримуюча БЦЖ-терапія, згідно стандартної методики (у стандартному дозуванні 81 мг/одна інстиляція), до появи ознак локального рецидивування. Контрольною точкою дослідження була наявність чи відсутність локального рецидиву РСМ впродовж періоду спостереження 12 місяців після початку БЦЖ-терапії. Процес підготовки та введення препарату здійснювався відповідно до протоколу виробника.  У жодному з випадків, впродовж індукційного періоду лікування, не спостерігалось побічних дій, які б вимагали припинення внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії. 


Усім хворим на РСМ, до початку БЦЖ-терапії та на 2-й день після шостої інстиляції вакцини (після завершення курсу індукційної БЦЖ-терапії), було проведення визначення в ранішній сечі рівнів  біомаркерів ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β. Отримані дані було співставлено із показниками рецидивування станом на 12-й місяць після початку БЦЖ-терапії. Для виявлення ознак рецидиву та оцінки ефективності БЦЖ-терапії, усім хворим на РСМ було виконано цистоскопічний огляд і при підозрі на відновлення злоякісного внутрішньоміхурового процесу – біопсія з подальшим патоморфологічним аналізом. Для контролю було виміряно рівні згаданих молекулярних маркерів в ранішній сечі у 30 здорових волонтерів без патології сечовидільної системи (контрольна група). Дані маркерів для контрольної групи були отримані нами з попередньої частини дослідження.


В результаті проведеного дослідження, у 24 (68,6%) хворих на РСМ станом на  12-й місяць після початку інстиляцій БЦЖ, за даними цистоскопії не було виявлено ознак відновлення пухлинного процесу (основна група). Розподіл згідно ступеню неоплазії у даній групі хворих мав наступний вигляд: G1 –  25,5% хворих, G2 –  40,5% пацієнтів та G3 –  34% хворих. Водночас, на той самий термін спостереження, у 11 (31,4) пацієнтів було зареєстровано гістологічно верифікований рецидив (група порівняння). Розподіл згідно ступеню неоплазії у даній групі був таким: G1 –  28,3 % хворих, G2 – 39% пацієнтів та G3 –  32,7% осіб.

При проведенні ретроспективного аналізу було виявлено, що у хворих основної, порівняльної та контрольної груп вихідні середні значення ФРЕС в сечі становили 218,45(6,56 pg/ml, 221,15(6,84 pg/ml та 131,23(7,80 pg/ml відповідно. У хворих без ознак рецидиву на 2-й день після шостої інстиляції БЦЖ-вакцини, середній рівень ФРЕС залишався майже незмінним у порівнянні із вихідним показником і становив 219,37(5,33 pg/ml проти 218,45(6,56 pg/ml відповідно (р=0,45). Водночас, у групі порівняння середній рівень ФРЕС у сечі мав тенденцію до зростання порівняно з початковим значенням і складав 229,41±8,34 pg/ml та 221,15(6,84 pg/ml відповідно, проте, така різниця також не була достовірною (р=0,11), таблиця 3.18.

Таблиця 3.18

Динаміка рівнів ФРЕС в сечі у хворих на РСМ стадії Т1N0M0 до та на 6-й тиждень після внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії, в залежності від характеру перебігу захворювання
	Група


	Середній рівень
ФРЕС((, pg/ml
	р

	
	До лікування
	Через 6 тижнів
	

	Хворі з безрецидивним перебігом РСМ (n=24)
	218,45(6,56
	219,37(5,33
	0,45

	Рецидив РСМ (n=11)
	221,15(6,84
	229,41±8,34
	0,11

	Контроль (n=30)
	131,23(7,80
	134,51(5,53
	0,42

	р1,2
	0,55
	0,12
	-

	р1,3
	0,04
	0,04
	-

	р2,3
	0,04
	0,03
	-


Середні значення ФРЕС в сечі різних ступенів неоплазії (G1, G2, G3) як у основній групі, так і в групі порівняння не мали між собою статистично достовірних відмінностей до початку лікування та через 6 тижнів після (р>0,05).

Таким чином, визначення рівнів ФРЕС у сечі не продемонструвало доцільності їх застосування у прогнозуванні ефективності внутрішньоміхурової адювантної БЦЖ-терапії у хворих на РСМ стадії Т1N0M0, рис. 3.20.
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Рис.3.20. Динаміка рівнів ФРЕС в сечі у хворих на РСМ стадії Т1N0M0 до та на 6-й тиждень після внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії, в залежності від характеру перебігу захворювання


За даними ретроспективного аналізу, у хворих основної, групи порівняння та контрольної груп початкові середні значення ФНП-( в сечі не мали між собою статистично достовірної різниці і складали 349,26(6,11 pg/ml, 355,13(5,98 pg/ml та 352,68(6,75 pg/ml відповідно (р>0,05). Водночас, у хворих без ознак рецидиву на 2-й день після шостої інстиляції БЦЖ-вакцини, середній рівень ФНП-( достовірно зростав з 349,26(6,11 pg/ml до 445,32(6,12 pg/ml, що становило в середньому +27,5%, 95% ДІ=20,6-35,7 (р=0,04). На противагу цьому, у групі із рецидивом середній рівень ФНП-( у сечі був майже незмінним порівняно з початковим значенням і становив  355,13(5,98 pg/ml та 361,21(6,75 pg/ml відповідно, така різниця не була достовірною (р=0,21), таблиця 3.19.


Таблиця 3.19

Динаміка рівнів ФНП-( в сечі у хворих на РСМ стадії Т1N0M0 до та на 6-й тиждень після внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії, в залежності від характеру перебігу захворювання
	Група


	Середній рівень
ФНП-( ((, pg/ml
	р

	
	До лікування
	Через 6 тижнів
	

	Хворі з безрецидивним перебігом РСМ (n=24)
	349,26(6,11
	445,32(6,12
	0,04

	Рецидив РСМ (n=11)
	355,13(5,98
	361,21(6,75
	0,21

	Контроль (n=30)
	352,68(6,75
	356,45(6,41
	0,34

	р1,2
	0,35
	0,03
	-

	р1,3
	0,31
	0,03
	-

	р2,3
	0,36
	0,33
	-


Середні значення ФНП-( в сечі різних ступенів неоплазії (G1, G2, G3) як у основній групі, так і в групі порівняння, як і у випадку з ФРЕС, не мали між собою статистично достовірних відмінностей до початку лікування та через 6 тижнів після нього (р>0,05).

З отриманих даних випливає, що підвищення ФНП-( (який, як відомо відіграє важливу роль у процесах запуску процесів клітинного апоптозу, пригнічення росту пухлини, регулює продукцію прозапальних інтерлейкінів IL1 та IL6) при адювантній внутрішньоміхуровій БЦЖ-терапії у хворих на РСМ стадії T1N0M0 є пов’язане із позитивним терапевтичним, що в нашому дослідженні відображалось у відсутності ознак рецидиву захворювання. Водночас, відсутність підвищення даного молекулярного маркеру через 6 тижнів після початку індукуючої БЦЖ-терапії свідчило про недостатню запальну відповідь (або ж її відсутність) і як наслідок – рецедивуючому перебігу захворювання (рис. 3.21).
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Рис.3.21. Динаміка рівнів ФНП-( в сечі у хворих на РСМ стадії Т1N0M0 до та на 6-й тиждень після внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії, в залежності від характеру перебігу захворювання

При вивченні показників ФНП-β в сечі хворих на РСМ було виявлено, що у хворих досліджуваних груп, до лікування вихідні середні значення даного молекулярного маркеру суттєво між собою не відрізнялись і становили 36,23(5,63 pg/ml, 34,72(6,16 pg/ml та 33,82(4,62 pg/ml відповідно (р>0,05). Проте, ми виявили, що у хворих основної групи на 2-й день після шостої інстиляції БЦЖ-вакцини, середній рівень ФНП-β достовірно збільшувався з 36,23(5,63 pg/ml до 68,45(7,12 pg/ml, тобто в середньому +88,9%, 95% ДІ=76,5-98,4 (р=0,02).  Однак, у групі із рецидивуючим перебігом середній рівень ФНП-β у сечі суттєво не змінювався порівняно з початковим значенням і складав  34,72(6,16 pg/ml та 38,35(6,89 pg/ml відповідно (р=0,36), таблиця 3.20.

Таблиця 3.20

Динаміка рівнів ФНП- β в сечі у хворих на РСМ стадії Т1N0M0 до та на 6-й тиждень після внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії, в залежності від характеру перебігу захворювання
	Група


	Середній рівень
ФНП-β ((, pg/ml
	р

	
	До лікування
	Через 6 тижнів
	

	Хворі з безрецидивним перебігом РСМ (n=24)
	36,23(5,63
	68,45(7,12
	0,02

	Рецидив РСМ (n=11)
	34,72(6,16
	38,35(6,89
	0,36

	Контроль (n=30)
	33,82(4,62
	35,14(5,45
	0,31

	р1,2
	0,32
	0,02
	-

	р1,3
	0,33
	0,02
	-

	р2,3
	0,39
	0,33
	-


Подібно до попередньо вивчених маркерів, середні значення ФНП-β в сечі різних ступенів неоплазії (G1, G2, G3) як у основній групі, так і в групі порівняння, не мали між собою статистично достовірних відмінностей до початку лікування та через 6 тижнів після нього (р>0,05).

Таким чином, як віддзеркалюють отримані дані, підвищений на 6-й тиждень після БЦЖ-інстиляцій, середній рівень промоутера запальної відповіді ФНП-β, був тісно пов'язаний із позитивним терапевтичним ефектом індукуючої БЦЖ-терапії у хворих на РСМ стадії T1N0M0, рис 3.22.
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Рис.3.22. Динаміка рівнів ФНП- β в сечі у хворих на РСМ стадії Т1N0M0 до та на 6-й тиждень після внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії, в залежності від характеру перебігу захворювання

В підсумку, серед вивчених молекулярних маркерів, найбільшу інформативність у прогнозуванні терапевтичної відповіді при застосуванні адювантної внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії на її ранньому етапі (пост-індукційному), у хворих на РСМ стадії T1N0M0, продемонстрували визначені в сечі ФНП-( та ФНП-β, що може бути пов’язане із їхньою роллю у якості промоутерів запалення, що є важливою ланкою при БЦЖ-терапії. Підвищені рівнів даних сполук у порівнянні із показниками до лікування, були пов’язані із позитивним терапевтичним ефектом та відсутністю проявів рецидивуючого перебігу. Водночас, підвищення на 6-й тиждень після початку БЦЖ-індукуючої терапії даних маркерів менш, ніж на 20,6% для ФНП-( та 76,5% для ФНП-β, свідчить про недостатність терапевтичного ефекту, що є важливим для планування подальшої лікувальної тактики у такої категорії пацієнтів, а саме модификацію дози БЦЖ-вакцини, що застосовується, або ж застосування альтернативного інтравезикального агенту. 
Матеріали цього підрозділу опубліковано в наступних роботах:
1. Федевич В.С, Борис Ю.Б., Макух Г.В., Пасічник С.М. Генетичний аналіз у хворих із раком сечового міхура. – ХАРКІВ 2017, УРОЛОГІЯ, АНДРОЛОГІЯ, НЕФРОЛОГІЯ”
2. Федевич В.С., Борис Ю.Б., Львівський національний медичний університет ім. Данила Галицького. Раціоналізаторська пропозиція. Визначення генотипів генів VEGF, TNF-a , TNF - для прогнозування перебігу раку сечового міхура. Посвідчення № 1916, від 11.05.2018 р.
АНАЛІЗ І УЗАГАЛЬНЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ
В дослідження входило 135 дорослих хворих із раком сечового міхура стадій Т1, Т2, Т3. Згідно міжнародної класифікації TNМ, у дослідження ми включали пацієнтів із Т1N0M0, Т2N0M0, Т3N0M0 стадіями раку сечового міхура; ступінь неоплазії був різний – від G1 до G3. Всіх хворих поділили на групи зокрема: 36 хворих з раком сечового міхура в стадії Т1N0M0, 52 – із стадією Т2N0M0 та 47 із стадією Т3N0M0. У жодному випадку до початку дослідження хірургічне чи інше лікування хворим із РСМ не проводилось. Серед цих 135 хворих було 60 жінок та 75 чоловіків. Середній вік чоловіків становив 58,2(5,1 роки, а жінок 57,3(5,2 роки. Середній розмір пухлини складав 2,5±2,6 см. Контрольна група була сформована з 30 здорових осіб, гендерні особливості та вік яких відповідали показникам хворих осіб у групах спостереження.

Метою роботи було підвищити ефективність лікування хворих на рак сечового міхура шляхом удосконалення точності діагностики та післяопераційного прогнозування на підставі застосування результатів дослідження молекулярних маркерів – факторів росту ендотелію судин,  некрозу пухлин ( та некрозу пухлин β в залежності від ступенів інвазії Т та неоплазії G новоутворення.
Для досягнення поставленої мети були поставлені наступні завдання: 

1. Дослідити зв'язок рівнів екскреції молекулярних маркерів ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β в сечі хворих на рак сечового міхура із ступенем інвазії пухлини (стадії Т). 

2. Встановити кореляційні зв’язки показників ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β в сечі хворих на рак сечового міхура із ступенем неоплазії пухлини G.

3. Оцінити ефективність встановлення рівню ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β в сечі хворих на рак сечового міхура у визначенні стадійності пухлинної інвазії Т.
4. Визначити можливість застосування рівнів ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β у сечі у скринінгу на різних етапах лікування для виявлення та прогнозування ризику розвитку післяопераційного рецидиву у хворих на рак сечового міхура.

5. Дослідити роль визначених у сечі ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β у прогнозуванні ефективності внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії у хворих на рак сечового міхура, оптимізації її проведення в цілому і обрання обсягу.

6. Розробити діагностично-лікувальний алгоритм для хворих на рак сечового міхура із врахуванням рівня молекулярних маркерів ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β.
У всіх хворих із РСМ до оперативного лікування та у осіб контрольної групи  проводили визначення рівнів фактору росту ендотелію судин, фактору некрозу пухлини-( та фактору некрозу пухлини-β в ранішній сечі. Після цього усім хворим було проведено оперативне лікування, з подальшою патоморфологічною верифікацією діагнозу. В дослідження входили лише хворі із патоморфологічно верифікованим РСМ.

В результаті проведеного дослідження, у хворих на РСМ стадії Т1N0M0 середній рівень ФРЕС в сечі складав 240,69±6,33 pg/ml і був значно вищим, за даний показник у контрольній групі, який становив 131,23(7,80 pg/ml, при цьому, така різниця була статистично достовірною (p=0,04). При аналізі рівнів ФРЕС у хворих із різним ступенем неоплазії було виявлено, що у підгрупах пацієнтів із G1, G2, G3, середнє значення ФРЕС в сечі складало 230,72(8,20 pg/ml, 244,38(6,62 pg/ml та 242,48(11,50 pg/ml відповідно. При порівнянні отриманих середніх значень ФРЕС у хворих із РСМ підгруп G1, G2 та G3 із групою контролю, у всіх випадках було отримано достовірну різницю (p<0,05). Водночас, при порівнянні даних підгруп між собою, статистично суттєва різниця спостерігалась лише в підгрупах хворих із пухлинами  G1 та G2 (p=0,03). У хворих на РСМ стадії Т1N0M0 ми спостерігали значно вищі показники ФРЕС у сечі, в порівнянні із здоровою групою контролю, при цьому, відзначали тенденцію появи вищих рівнів даного маркера при вищій ступені неоплазії новоутворення.

При вивченні рівню ФНП-( у хворих на РСМ стадії Т1N0М0  середній рівень даного маркеру в сечі складав 359,27(6,11 pg/ml, а у контрольній групі – 352,68(6,75 pg/ml, проте, така різниця не була статистично достовірною (p>0,05). При визначенні рівнів ФНП-( у хворих із різним ступенем неоплазії було констатовано, що у підгрупах пацієнтів із G1, G2, G3, середні значення цього маркеру в сечі складали 357,38(4,60 pg/ml, 359,39(6,43 pg/ml та 360,71(6,02 pg/ml відповідно. При порівнянні отриманих середніх рівнів ФНП-( у хворих із РСМ ступенів неоплазії G1, G2 та G3 поокремо із групою контролю, у жодній із пар не було отримано статистично достовірну різницю (p>0,05), що є логічним, враховуючи вище наведені дані. Подібно до цього,  при порівнянні даних підгруп між собою, статистично суттєва різниця не спостерігалась у жодній з порівнюваних комбінацій (p>0,05).
За даними проведеного дослідження, у хворих на РСМ стадії Т1N0M0 середній рівень ФНП-β в сечі складав 36,47(5,51 pg/ml, при цьому даний показник у контрольній групі, становив 33,82(4,62, така різниця не була статистично достовірною (p>0,05). Було виявлено відсутність достовірних відмінностей між середніми рівнями ФНП-β в сечі хворих на РСМ різних ступенів неоплазії G1, G2 та G3 (p>0,05). Окрім цього, ми не спостерігали суттєвої різниці при порівнянні середніх значень ФНП-β у підгрупах G1, G2 та G3 із групою контролю (p>0,05).

За даними проведеного дослідження, у хворих на РСМ стадії Т2N0M0 середній рівень ФРЕС в сечі складав 243,73(9,45 pg/ml і суттєво перевищував цей показник у контрольній групі, який становив 131,23(7,80 pg/ml, при цьому, така різниця була статистично достовірною (p=0,03). Аналіз рівнів ФРЕС у хворих із різним ступенем неоплазії довів, що у підгрупах пацієнтів із G1, G2, G3, середнє значення ФРЕС в сечі складало 233,67(9,45 pg/ml, 236,96(9,88 pg/ml та 259,87(5,76 pg/ml відповідно. Аналіз отриманих даних виявив статистично достовірну різницю між середшіми значеннями ФРЕС у сечі хворих із РСМ в підгрупах із ступенями неоплазії G2 та G3 (р=0,001), проте, відсутність суттєвих відмінностей у цих показниках в підгрупах G1 та G2, а також G1 та G3 (р>0,05). 

В результаті вивчення рівню ФНП-( у сечі хворих на РСМ стадії Т2N0М0  було виявлено, що середній рівень даного маркеру складав 359,94(6,834 pg/ml, а у контрольній групі – 352,68(6,75 pg/ml, така різниця не була достовірною (p>0,05). При оцінці рівнів ФНП-( у хворих із різним ступенем неоплазії було виявлено, що у підгрупах пацієнтів із G1, G2, G3, середні значення цього маркеру в сечі складали 358,65(5,50 pg/ml, 360,58(5,81 pg/ml та 361,36(9,53 pg/ml відповідно. Порівняння середніх рівнів ФНП-( у хворих із РСМ різних ступенів неоплазії G із групою контролю, як і у випадку із стадією Т1, у жодній із комбінацій не було отримано статистично достовірної різниці (p>0,05). Окрім цього,  при порівнянні даних підгруп між собою, статистично суттєва різниця не спостерігалась у жодній з порівнюваних пар (p>0,05).
В результаті проведеного дослідження, було визначено, що у хворих на РСМ стадії Т2N0M0 середній рівень ФНП-β в сечі складав 38,38(4,83 pg/ml, а у контрольній групі даний показник становив 33,82(4,62, проте, така різниця не була статистично достовірною (p>0,05). Виявлено, що у хворих на РСМ та ступенем неоплазії G1 середній рівень ФНП-β в сечі становив 37,43(4,69 pg/ml, при ступеню G2 – 38,47(4,87 pg/ml, та при ступеню неоплазії пухлини G3 – 39,98(4,55 pg/ml. Статистичний аналіз продемонстрував (подібно до РСМ на стадії Т1),  відсутність достовірних відмінностей між середніми рівнями ФНП-β в сечі хворих на РСМ різних ступенів неоплазії G1, G2 та G3 (p>0,05). Ми також не спостерігали суттєвої різниці при порівнянні середніх значень ФНП-β у підгрупах G1, G2 та G3 із групою контролю (p>0,05).

За результатами проведеного статистичного аналізу, у хворих на РСМ стадії Т3N0M0 середній рівень ФРЕС в сечі складав 245,65(7,90 pg/ml і суттєво перевищував даний показник у контрольній групі, який становив 131,23(7,80 pg/ml. При цьому, така різниця була статистично достовірною (p=0,04). При вивченні рівнів ФРЕС у сечі хворих із ступенями неоплазії G1, G2, G3, було виявлено, що у згаданих підгрупах пацієнтів, середнє значення ФРЕС в сечі складало 239,59(9,84 pg/ml, 246,84(8,79 pg/ml та 251,57(7,22 pg/ml відповідно. При попарному порівнянні отриманих середніх значень ФРЕС у хворих із РСМ підгруп G1, G2 та G3 із групою контролю, у всіх варіаціях було отримано достовірну різницю (p<0,05). В той же час, при порівнянні даних підгруп між собою, статистично достовірна різниця не у жодній з порівнюваних пар (p>0,05). 

Отримані в ході дослідження дані щодо рівнів ФНП-( в сечі хворих на РСМ стадії Т3N0М0 не мали принципових відмінностей від результатів отриманих при вивченні стадій Т1 та Т2: у хворих на РСМ середній рівень ФНП-( в сечі складав 361,51(6,76 pg/ml, а у контрольній групі – 352,68(6,75 pg/ml, така різниця не була статистично достовірною (p>0,05). При визначенні рівнів ФНП-( у хворих із різним ступенем неоплазії було виявлено, що у підгрупах пацієнтів із G1, G2, G3, середні значення цього маркеру в сечі складали 360,04(5,97 pg/ml, 361,92(6,89 pg/ml та 363,07(7,50 pg/ml відповідно. Як і раніше, під час порівняння середніх рівнів ФНП-( у хворих із РСМ ступенів неоплазії G1, G2 та G3 із групою контролю, у жодній із пар не було отримано статистично достовірну різницю (p>0,05). При порівнянні даних підгруп між собою, статистично суттєва різниця також не спостерігалась у жодній з порівнюваних комбінацій(p>0,05).
За даними проведеного дослідження, у хворих на РСМ стадії Т3N0M0 середній рівень ФНП-β в сечі складав 38,27(4,68 pg/ml, при цьому даний показник у контрольній групі, становив 33,82(4,62, а така різниця не була статистично достовірною (p>0,05). У хворих на РСМ та ступенем неоплазії G1 середній рівень ФНП-β в сечі становив 37,01(4,46 pg/ml, при ступеню G2 – 38,30(4,49 pg/ml, та при ступеню неоплазії пухлини G3 – 40,01(4,83 pg/ml. Було виявлено відсутність достовірних відмінностей між середніми рівнями ФНП-β в сечі хворих на РСМ різних ступенів неоплазії G1, G2 та G3 (p>0,05). Також, ми не спостерігали суттєвої різниці при порівнянні середніх значень ФНП-β у підгрупах G1, G2 та G3 із групою контролю (p>0,05), що відповідало даним отриманим в попередніх частинах дослідження.

Підсумовуючи отримані дані щодо рівнів ФРЕС у сечі хворих на РСМ, можна зробити висновок, що середній рівень даного маркера для стадій Т1-Т3 майже вдвічі перевищував середній показник у групі контролю (здорові волонтери) і складав 243,67±5,63 pg/ml проти 131,23(7,80 pg/ml (p<0,05). Крім цього, середнє значення ФРЕС кожної із досліджуваних стадій (Т1, Т2, Т3) достовірно відрізнялось від групи контролю. Водночас, суттєвих статистичних відмінностей між показником ФРЕС поміж підгруп різних Т-стадій не спостерігалось. При проведенні кореляційного аналізу між рівнем ФРЕС в сечі хворих із РСМ стадій Т1-Т3 N0M0 та Т-стадією пухлини нами було отримано помірний прямий кореляційний зв'язок: коефіцієнт кореляції Пірсона складав r=0,400, p<0,05. Це свідчило про існування взаємозв’язку між рівнем даного маркера та розміром новоутворення. 

Згідно отриманих даних, ми відзначали тенденцію до вищих рівнів ФРЕС в сечі хворих із РСМ із збільшенням ступеню неоплазії G. Проведення кореляційного аналізу виявило існування середньо-високого прямого взаємозв’язку між рівнем  ФРЕС в сечі хворих із РСМ та ступенем неоплазії пухлини: коефіцієнт кореляції Пірсона становив r=0,624, p<0,05.

За результатами ROC-аналізу, застосування граничної величини ФРЕС у сечі 150 pg/ml дозволяло діагностувати РСМ (стадій Т1-Т3 N0M0) із чутливістю 91% та специфічністю – 86% (p<0,05, AUC=0,890), що свідчило про високу діагностичну ефективність запропонованого тесту. 

Середній рівень TNF-α в сечі у хворих на РСМ стадій Т1-Т3 N0M0 складав 360,13(6,11 pg/ml, а у контрольній групі - 352,68(6,75 pg/ml, така різниця не була статистично суттєвою (p>0,05). Це ж стосується порівняння підгруп із Т1, Т2 та Т3 з контрольною групою. Крім цього, при проведенні кореляційного аналізу, не було отримано достовірних корелятивних зав’язків між рівнем TNF-α в сечі у хворих на РСМ та Т-стадією новоутворення чи ступенем неоплазії G. В цьому контексті зрозумілими є вкрай низька чутливість та специфічність застосування рівню TNF-α в сечі для діагностики РСМ, які становили 30% та 20% відповідно. 

Водночас, середній рівень TNF-β в сечі у хворих на РСМ стадій Т1-Т3 N0M0 складав 37,59(5,09 pg/ml, а у контрольній групі - 33,82(4,62 pg/ml. Як і у випадку із TNF-α, така різниця не була статистично суттєвою (p>0,05). Також ми не отримали суттєвої ризниці в показниках цього маркера при  порівнянні підгруп із Т1, Т2 та Т3 з контрольною групою. При проведенні кореляційного аналізу, також не було отримано достовірних корелятивних зав’язків між рівнем TNF-β в сечі у хворих на РСМ та Т-стадією новоутворення або ж ступенем неоплазії G. При цьому, чутливість та специфічність при застосування рівню TNF- β в сечі для діагностики РСМ, були вкрай низькими і складали 25% та 20% відповідно. 

З метою вивчення діагностичної цінності ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β у скринінгу та ранньому виявленні рецидиву у хворих на РСМ, в дослідження, з попередньої частини роботи, увійшов 51 дорослий хворий з РСМ стадій pТ1N0M0 (n=27) та pТ2N0M0 (n=24). Середній розмір пухлини складав 2,3±1,7 см. Середній вік становив 59,4±6,8 років. За 1-3 дні до операції та через 1 місяць після виконаної ТУР пухлини сечового міхура, усім хворим було визначено рівні згаданих молекулярних маркерів в ранішній сечі. Для контролю маркери визначались в сечі у 30 здорових осіб. Після ТУР, згідно рекомендацій Європейської асоціації урології, усі хворі із РСМ проходили ретельне цистоскопічне обстеження на предмет виявлення рецидиву захворювання. Контрольна точка дослідження – наявність чи відсутність рецидиву станом на 12-й місяць спостереження. В результаті були отримані наступні дані: безрецидивний перебіг був констатований у 36 (70,6%) хворих, а відновлення злоякісного процесу в сечовому міхурі було виявлено у 15 (29,4%) пацієнтів.

В результаті ретроспективного аналізу рівнів ФРЕС було виявлено, що у хворих із з безрецидивним перебігом РСМ та у хворих із рецидивом, вихідні середні рівні даного маркеру достовірно відрізнялись і становили 212,31±6,21 pg/ml та 275,27±5,75 pg/ml відповідно (p=0,02), і також достовірно відрізнялись від групи контролю (р=0,04).  Встановлено, що у хворих без рецидиву середній рівень ФРЕС в сечі через 1 місяць після ТУР достовірно знижувався до 138,85(6,74 pg/ml, тобто в середньому на 42,7% (р=0,02) і коливався в межах 35-48%. Більш того, даний показник досягав рівнів контрольної групи і статистично від них не відрізнявся, що є логічним, враховуючи сприятливий перебіг захворювання.

Водночас, у хворих із локальним рецидивом РСМ, через 1 місяць після ТУР середнє значення ФРЕС в сечі достовірно знижувалось значно менше у порівнянні із вихідним показником: до 183,41±6,13 pg/ml, що складало всього 24,3% (р=0,03) з коливанням в межах 20-28%. Слід зазначити, що різниця в середніх значеннях ФРЕС через 1 місяць після ТУР в обох групах хворих із РСМ була також достовірною (р=0,03). Показовим є також те, що через 1 місяць після першого візиту, середнє значення ФРЕС у сечі здорових волонтерів залишалось майже незмінним (p>0,05). 


При вивченні показників ФНП-( та ФНП-β у сечі хворих із РСМ до та через 1 місяць після ТУР ми не спостерігали жодних достовірних відмінностей у групах без рецидиву та із рецидивом, у зв’язку з чим ми не наводимо тут ці дані. 

У хворих із РСМ зниження рівню ФРЕС в сечі через 1 місяць після ТУР на <24,3% є ознакою рецидивуючого перебігу захворювання. Такій категорії пацієнтів може бути рекомендований цистоскопічний огляд вже через два місяці після операції, натомість загальноприйнятих трьох, з метою ранньої діагностики локального відновлення злоякісного процесу. Хворі із зниженням ФРЕС після операції в межах 24,3-42,7% знаходяться в «сірій зоні» щодо можливості рецидивуючого перебігу РСМ,

З метою вивчення ефективності застосування рівнів біомаркерів ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β в сечі хворих на рак сечового міхура для прогнозування ефективності внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії на її ранньому етапі, було проведене дослідження, у яке увійшло 35 дорослих хворих із РСМ, яким була виконана ТУР. У дослідження включались лише хворі з стадією Т1N0M0. У всіх випадках спостерігався монофокальний варіант росту пухлини. Середній розмір пухлини до ТУР складав 1,6±1,7 см. Середній вік становив 58,3±6,1 років. Розподіл хворих на РСМ згідно ступеню неоплазії мав наступний вигляд: G1 – 9 (25,7%) хворих, G2 – 15 (42,9%) пацієнтів та G3 – 11 (31,4%) осіб. Усім хворим на РСМ, до початку БЦЖ-терапії та на 2-й день після шостої інстиляції вакцини, було проведено визначення в ранішній сечі рівнів біомаркерів ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β. Отримані дані було співставлено із показниками рецидивування станом на 12-й місяць спостереження.

В результаті проведеного дослідження, у 24 (68,6%) хворих на РСМ, за даними цистоскопії не було виявлено ознак відновлення пухлинного процесу (основна група). Розподіл згідно ступеню неоплазії у даній групі хворих мав наступний вигляд: G1 –  25,5% хворих, G2 –  40,5% пацієнтів та G3 –  34% хворих. Водночас, на той самий термін спостереження, у 11 (31,4) пацієнтів було зареєстровано гістологічно верифікований рецидив (група порівняння). Розподіл згідно ступеню неоплазії у даній групі був таким: G1 –  28,3 % хворих, G2 – 39% пацієнтів та G3 –  32,7% осіб.

При проведенні ретроспективного аналізу було виявлено, що у хворих основної, порівняльної та контрольної груп вихідні середні значення ФРЕС в сечі становили 218,45(6,56 pg/ml, 221,15(6,84 pg/ml та 131,23(7,80 pg/ml відповідно. У хворих без ознак рецидиву на 2-й день після шостої інстиляції БЦЖ-вакцини, середній рівень ФРЕС залишався майже незмінним у порівнянні із вихідним показником і становив 219,37(5,33 pg/ml проти 218,45(6,56 pg/ml відповідно (р=0,45). Водночас, у групі порівняння середній рівень ФРЕС у сечі мав тенденцію до зростання порівняно з початковим значенням і складав 229,41±8,34 pg/ml та 221,15(6,84 pg/ml відповідно, проте, така різниця також не була достовірною (р=0,11).

За даними ретроспективного аналізу, у хворих основної, групи порівняння та контрольної груп початкові середні значення ФНП-( в сечі не мали між собою статистично достовірної різниці і складали 349,26(6,11 pg/ml, 355,13(5,98 pg/ml та 352,68(6,75 pg/ml відповідно (р>0,05). Водночас, у хворих без ознак рецидиву на 2-й день після шостої інстиляції БЦЖ-вакцини, середній рівень ФНП-( достовірно зростав з 349,26(6,11 pg/ml до 445,32(6,12 pg/ml, що становило в середньому +27,5%, 95% ДІ=20,6-35,7 (р=0,04). На противагу цьому, у групі із рецидивом середній рівень ФНП-( у сечі був майже незмінним порівняно з початковим значенням і становив  355,13(5,98 pg/ml та 361,21(6,75 pg/ml відповідно, така різниця не була достовірною (р=0,21).

При вивченні показників ФНП-β в сечі хворих на РСМ було виявлено, що у хворих досліджуваних груп, до лікування вихідні середні значення даного молекулярного маркеру суттєво між собою не відрізнялись і становили 36,23(5,63 pg/ml, 34,72(6,16 pg/ml та 33,82(4,62 pg/ml відповідно (р>0,05). Проте, ми виявили, що у хворих основної групи на 2-й день після шостої інстиляції БЦЖ-вакцини, середній рівень ФНП-β достовірно збільшувався з 36,23(5,63 pg/ml до 68,45(7,12 pg/ml, тобто в середньому +88,9%, 95% ДІ=76,5-98,4 (р=0,02).  Однак, у групі із рецидивуючим перебігом середній рівень ФНП-β у сечі суттєво не змінювався порівняно з початковим значенням і складав  34,72(6,16 pg/ml та 38,35(6,89 pg/ml відповідно (р=0,36). 

В підсумку, серед вивчених молекулярних маркерів, найбільшу інформативність у прогнозуванні ефективності адювантної внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії на її ранньому етапі, у хворих на РСМ стадії T1N0M0, продемонстрували визначені в сечі ФНП-( та ФНП-β, що може бути пов’язане із їхньою роллю у якості промоутерів запалення, що є важливою ланкою при БЦЖ-терапії.

На основі отриманих даних був розроблений діагностично-лікувальний алгоритм для хворих із раком сечового міхура із застосуванням молекулярних маркерів ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β.
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 Діагностично-лікувальний алгоритм для хворих із РСМ із застосуванням молекулярних маркерів ФРЕС, 
ФНП-( та ФНП-β

ВИСНОВКИ
1. Визначений рівень фактору росту ендотелію судин ФРЕС в сечі хворих на рак сечового міхура достовірно збільшується в залежності від ступеню інвазії пухлини Т (коефіцієнт кореляції Пірсона r=0,400; p<0,05) в порівнянні з показником здорових осіб та складає 243,67±5,63 пг/мл і 131,23(7,80 пг/мл відповідно, що дозволяє його використання для додаткового маркування онкопроцесу.

2. Рівень ФРЕС у сечі достовірно корелює із ступенем неоплазії  пухлини при РСМ (коефіцієнт кореляції Пірсона r=0,624; p<0,05). Ця обставина дозволяє характеризувати виразність диференціювання  пухлини  за даним показником разом із результатом патологоанатомічного  дослідження.

3. Порівняння молекулярних маркерів РСМ демонструють високу діагностичну ефективність рівня ФРЕС, визначеного в сечі, з його чутливістю та специфічністю - 91% та 86% (p<0,05, AUC=0,890), на відміну від показників ФНП-α та ФНП-β (чутливість та специфічність в межах 20-30%), що дозволяє використання цього показника в якості онкомаркера.

4. Суттєве підвищення вихідного рівня ФРЕС у сечі пацієнтів з РСМ до 275,27±5,75 пг/мл достовірно вказує на високий ризик розвитку рецидиву пухлини в післяопераційному періоді (порівняння p<0,05), що характеризує даний показник, як  прогностичну скринінгову ознаку і обумовлює доцільність корекції тактики хірургічного лікування на користь розширення радикальності (цистектомія замість ТУР).

5. Високу інформативність у прогнозуванні ефективності адʼювантної внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії на її індукційному етапі у хворих на РСМ показав вміст в сечі ФНП-( та ФНП-β: підвищення після 6 сеансу БЦЖ терапії рівнів ФНП-( менше ніж на 20,6% та ФНП-β менше ніж на 76,5% свідчить про недостатній терапевтичний ефект, що дозволяє оптимізувати лікувальну тактику – модифікувати дози БЦЖ-вакцини або застосувати альтернативний спосіб хіміотерапії.

6. Запропонований на основі отриманих в ході дослідження даних діагностично-лікувальний алгоритм для хворих на рак сечового міхура із застосуванням молекулярних маркерів ФРЕС, ФНП-( та ФНП-β визначених в сечі, дозволяє розширити інформативність спектру клінічних досліджень, і як наслідок – підвищити ефективність лікування пацієнтів із даною патологією.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Для підвищення точності діагностики та диференціації РСМ на доопераційному етапі є рекомендованим визначення рівня ФРЕС в сечі хворих, при цьому для інтерпретації показників даного молекулярного маркеру можна користуватись наведеними нижче параметрами. При рівні ФРЕС<150 пг/мл, що свідчить про низький ризик наявності злоякісного процесу, рекомендоване подальше активне спостереження із застосуванням неінвазивних методів дослідження (УЗД тощо) та регулярного моніторингу показника ФРЕС (кожні 4-6 місяців). При рівні ФРЕС >150 пг/мл, що є ознакою присутності злоякісного новоутворення, рекомендовано проведення цистоскопії або/і ТУР-біопсії. 

2. Хворим із гістологічно верифікованим РСМ стадій T1-T2 та доопераційним рівнем ФРЕС>269 пг/мл (незалежно від ступеню диференціації новоутворення G), що свідчить про високий ризик появи рецидиву після виконання ТУР пухлини, може бути рекомендована більш агресивна тактика лікування – радикальна цистектомія.

3. У хворих, яким після ТУР з приводу РСМ був проведений післяопераційний індукційний курс внутрішньоміхурової БЦЖ-терапії та у яких на 6-й тиждень після неї спостерігається підвищення ФНП-( менше ніж на 20,6% та ФНП-β менше ніж на 76,5%, що є прогностичною ознакою незадовільної онкологічної ефективності лікування, може бути запропоноване збільшення дози БЦЖ-вакцини, або ж застосування альтернативного методу неоадʼювантного лікування, зокрема хіміотерапії. 
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