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Дисертація присвячена дослідженню клініко-морфологічних, імуногістохімічних, імунологічних особливостей неінвазивного уротеліального раку сечового міхура (НУРСМ) та їх взаємозв’язків з процесами епітеліально-мезенхімальної трансформації (ЕМТ) для удосконалення критеріїв прогнозу перебігу захворювання.

Матеріал представлений 106 випадками НУРСМ. Серед них 46 випадків, які не мали рецидиви протягом 5 років – група 1, 46 випадків з рецидивами без прогресування (без інвазії в м’язовий шар стінки сечового міхура) – група 2 і 14 випадків з рецидивами і прогресуванням – група 3. Відповідно до класифікації ВООЗ 1973 року, яка використовується в алгоритмі групи EORTC, НУРСМ для груп 1-ї і 2-ї були взяті з однаковою кількістю випадків різного диференціювання: з G1 – по 19 випадків, G2 – по 17 випадків і G3 – по 10 випадків. У групі 3 з G1 був 1 випадок, з G2 – 7 випадків і з G3 – 6 випадків. 

За ознакою приналежності до ступеня диференціювання, згідно з класифікацією 2016 року, з відібраних 106 випадків НУРСМ – 80 (75,5%) випадків мали диференціювання з низьким ступенем злоякісності, а 26 (24,5%) випадків – з високим ступенем злоякісності та 3 групи дослідження були розподілені на 6 підгруп за цією ознакою. Число випадків у 1-й і 2-й групах з неінвазивною папілярною уротеліальною карциномою низького ступеня злоякісності (НПУКНСЗ) становило по 36, а з неінвазивною папілярною уротеліальною карциномою високого ступеня злоякісності (НПУКВСЗ) – по 10. До 3-ї групи (з рецидивами й прогресуванням) увійшло 8 випадків з НПУКНСЗ і 6 випадків з НПУКВСЗ. Для імуногістохімічного (ІГХ) дослідження для кожної з 3 груп рандомізованим шляхом було відібрано по 8 випадків з НПУКНСЗ і по 6 випадків з НПУКВСЗ.

Крім віку, статі, обсягу оперативного втручання, клінічного діагнозу, ступеня диференціювання пухлини (градації за G і відповідно до класифікації ВООЗ 2016 року), ступеня інвазії пухлини в стінку СМ і навколишні тканини й органи, стадії захворювання (класифікація TNM 2009 року відповідно до даних ВООЗ), кількісті й діаметру пухлин, наявності метастазів у регіонарних лімфовузлах та віддалених метастазів, паренхіматозно-стромального компоненту первинної пухлини, супутньої CIS, гістологічного підтипу будови пухлини, метаплазії в пухлинних клітинах, наявності пухлинних тромбів у просвіті судин, а також наявності рецидивів і прогресування захворювання протягом 5 років, вивчалися основні імуногістохімічні властивості пухлини як незалежні критерії прогнозу, так і в комплексному аналізі. Проводилося кількісне та якісне дослідження імунної відповіді на злоякісне утворення, вивчалися процеси трансформації епітеліального фенотипу пухлинних клітин у мезенхімальний, визначалися кореляційні зв’язки між даними процесами та їхній загальний вплив на біологічну поведінку пухлини.

ІГХ дослідження проводилося з використанням 18 маркерів. Була використана така панель антитіл до ядерних антигенів: для вивчення порушень у системах апоптозу та репарації пухлинних клітин – моноклональні антитіла до рецепторів р53 та р63; для оцінювання проліферативної активності – моноклональні антитіла до ядерного білка
Кі-67. Використовувалися антитіла до антигенів, розташованих на мембранах клітин: адгезивні властивості пухлинних клітин вивчалися за допомогою антитіл до Е-кадгерину, а ознаки появи в цих клітинах мезенхімального фенотипу вивчалися за допомогою антитіл до N-кадгерину. Також використовувалися антитіла до антигенів, які виявлялися в цитоплазмі: особливості і ступінь диференціювання епітеліальних клітин вивчали за рівнем експресії цитокератінів (ЦК7 і ЦК20); стромальний компонент пухлини оцінювався за рівнем експресії віментину; для встановлення інвазивних властивостей пухлинних клітин використовувалися антитіла до матриксної металопротеїнази 9 (ММР-9). За допомогою маркерів, експресію яких спостерігали як на мембранах клітин, так і в цитоплазмі, вивчали рівень росту фібробластів та судинних епітеліальних клітин за допомогою антитіл до трансформуючого фактору росту (TGF-β1); для встановлення стимуляції ангіогенезу – антитіла до фактору росту ендотелію судин VEGF. Імунна відповідь на ракові клітини вивчалася за допомогою антитіл до CD3+ (маркер популяції Т-лімфоцитів), CD4+ (маркер Т-хелперів), CD8+ (маркер 
Т-супресорів), CD20+ (маркер В-лімфоцитів), CD68+ (маркер макрофагів). Для підрахунку щільності мікросудин (ЩМС) використовували маркер CD34+. Інвазивні властивості пухлини оцінювали за рівнем експресії колагену IV, який спостерігався у вигляді коричневої смужки базальної мембрани епітеліального пласта пухлинних клітин.

Для вивчення появи й розвитку епітеліально-мезенхімальної трансформації (ЕМТ) в НУРСМ був запропонований розподіл даного процесу на 6 стадій. Стадійність ЕМТ ґрунтувалася на порівнянні рівнів експресії декількох маркерів епітеліального (ЦK7, ЦК20,
Е-кадгерин) і мезенхімального (N-кадгерин, віментин) фенотипів: 0 стадія – раки без ознак ЕМТ (не експресують мезенхімальні маркери); 1 – раки з ознаками ЕМТ, але з переважно епітеліальним фенотипом (експресія епітеліальних маркерів значно переважає над експресією мезенхімальних, p<0,05); 2 – раки з проміжним епітеліальним фенотипом (експресія епітеліальних маркерів незначно переважає над експресією мезенхімальних, p>0,05); 3 – раки з проміжним мезенхімальним фенотипом; 4 – раки з переважно мезенхімальним фенотипом; 5 – раки з мезенхімальним фенотипом.

Аналіз хірургічній патології Харківського обласного клінічного центру урології і нефрології ім. В. І. Шаповала (ХОКЦУН) за п’ятирічний період з 2011 по 2015 рр. показав, що виявлено 1041 пацієнта з діагнозом УРСМ. Ураховуючи, що у Національному канцер-реєстрі України зафіксовано 1635 випадків раків СМ у Харківському регіоні за той же період, а морфологічна верифікація пухлин СМ за ці роки становила 73,8% – 77,2%, можна стверджувати, що число випадків у нашому дослідженні приблизно дорівнює офіційним статистичним даним.

Більшість випадків УРСМ виявлено на неінвазивній стадії (без інвазії в м’язову стінку СМ) – 72,9% (759/1041). У період з 2011 по 2018 роки в 10,4% (79/759) пацієнтів з НУРСМ були виявлені рецидиви, які найбільш часто виникали в перший рік після радикального лікування – 41,8% (33/79) випадків. Із загальної кількості рецидивів без прогресії захворювання виявлено 65/79 (82,3%) випадків, а з прогресією – 14/79 (17,7%) випадків.

Серед пацієнтів співвідношення чоловіків і жінок дорівнювало 4,75:1, чоловіків – 82,6% (860/1041), жінок – 17,4% (181/1041). Вік хворих варіював від 17 до 97 років. При цьому пік захворюваності, незалежно від статі, був у групі пацієнтів з віком від 70 до 79 років. Достовірного зв’язку між статтю, віком пацієнтів і ризиком розвитку рецидивів, як з прогресуванням, так і без нього, не виявлено.

При оцінюванні НУРСМ за алгоритмом EORTC, у якому враховується 6 чинників ризику: розмір, кількість пухлин, ступінь її диференціювання, рівень інвазії в стінку СМ і навколишні тканини, наявність супутнього раку in situ та частота рецидивів – визначено, що існуючий алгоритм має високий ступінь достовірності для  прогнозування перебігу захворювання та доведено правильність поділу групи проміжного ризику на дві складові.
За даними імуногістохімічних досліджень виявлено, що:

1.Самостійну прогностичну цінність мають такі маркери:

а) з підвищенням експресії маркера збільшується ризик розвитку рецидивів як без прогресування, так і з прогресуванням: CD3+, CD8+, CD68+, р53;
б) з підвищенням експресії маркера збільшується ризик розвитку рецидивів з прогресуванням: Ki-67, ММР-9;
в) відсутність забарвлення ЦК20 в епітеліальному шарі НУРСМ збільшує ризик розвитку рецидивів з прогресуванням.

2. Рівень експресії маркера впливає на ступінь злоякісності пухлини:

а) з підвищенням експресії маркера збільшується ступінь злоякісності пухлини: віментин, Ki-67, ММР-9, VEGF, CD3+, CD8 +, CD68 +, р53;
б) зі зниженням експресії маркера збільшується ступінь злоякісності пухлини: Е-кадгерин, ЦК20, колаген IV, р63.

3. На прогноз і ступінь злоякісності пухлини не впливає рівень експресії таких маркерів: N-кадгерин, ЦК7, TGF-β1, CD4 + і CD20 + лімфоцитів.

4. У пухлинних клітинах більш високого ступеня злоякісності підвищується експресія VEGF (р<0,03) з подальшою активацією неоангіогенезу, що викликає підвищення ЩМС у стромі пухлини (р<0,01).

5. Для раків з рецидивуванням без прогресування характерна 1-а стадія ЕМТ пухлинних клітин (p<0,03), а для НУРСМ з рецидивуванням і прогресуванням захворювання – 2-а стадія ЕМТ (p<0,05).

6. У НУРСМ не зустрічається ЕМТ 3-ї стадії і вище.

7. Між імунною відповіддю і ЕМТ в НУРСМ існує взаємозв’язок, який полягає в тому, що:

а) поява ЕМТ у НУРСМ асоціюється зі зростанням ступеня вираженості інфільтрації CD68+ макрофагами (p<0,05), CD3+ Т-лімфоцитами (p<0,03), включаючи як CD8+ (p<0,001), так і CD4+ (p<0,03) клітини. При цьому ступінь вираженості інфільтрації CD20+ В-лімфоцитами не пов’язано з процесами ЕМТ (χ² = 1,5, p = 0,45);
б) поява ЕМТ, пов’язаної з інфільтрацією пухлини CD68+ макрофагами, простежується більшою мірою за рахунок зниження експресії цитокератинів і Е-кадгерину;
в) виражена інфільтрація CD3+ Т-лімфоцитами асоціюється з появою ЕМТ (1-ї стадії) (p<0,03), що пов’язано переважно з появою експресії віментину (p<0,03), зниженням експресії ЦК20 (p<0,03);
г) виражена інфільтрація CD8+ клітинами асоціюється з ЕМТ (p<0,003), переважно з її 1-ю стадією (p<0,001), за рахунок появи експресії віментину (p<0,003) і зниження експресії ЦК20 (p<0,001). Відзначається також така тенденція: у міру зростання інфільтрації НУРСМ CD8+ клітинами відбувається зниження експресії Е-кадгерину (р>0,05) і поява експресії N-кадгерину (р>0,05);
д) зростання інфільтрації CD4+ Т-хелперами характерне для НУРСМ з 1-ю стадією ЕМТ, при цьому виявлено залежність між зростанням рівня інфільтрації CD4+ клітинами й появою в пухлинних клітинах експресії віментину (p<0,05), зниженням експресії ЦК20 (p<0,01) і Е-кадгерину (p<0,01).

Отримані в ході дослідження результати дають уявлення про клініко-морфологічні, імуногістохімічні, імунологічні критерії прогнозу та їх взаємозв’язки з процесами епітеліально-мезенхімальної трансформації в неінвазивних уротеліальних раках сечового міхура. Практичне застосування критеріїв прогнозу в сукупності з визначенням стадії ЕМТ НУРСМ дадуть можливість до більш диференційованого підходу в діагностиці та лікуванні пацієнтів.

Ключові слова: неінвазивний уротеліальний рак сечового міхура, рецидивування, прогресування, критерії прогнозу, епітеліально-мезенхімальна трансформація.
SUMMARY

Titov E.V.  Pathological and immunohistochemical criteria for predicting the course of non-invasive urothelial bladder cancer. – The qualifying research paper as manuscript.
Thesis for the degree of Candidate of Medical Sciences in specialty 14.03.02 – Pathological Anatomy. – Kharkiv Medical Academy of Postgraduate Education, Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2020. – Kharkiv National Medical University of Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2020.
The thesis is devoted to the study of clinico-morphological, immunohistochemical, immunological features of non-invasive urothelium cancers of urinary bladder (NUCUB) and their connection with epithelia-mesenchimal transformation (EMT) process for improvement of disease prognosis criteria.

The material is represented by 106 NUCUB cases. Of these, 46 cases without recidives within 5 years – group I, 46 cases with recidives without progression (without invasion into muscular layer of bladder wall) – group II and 14 cases with recidives and progression – group III. NUCUB at groups I and II were taken with the same number of different differentiation cases: G1 – 19 cases, G2 – 17 cases, and G3 – 10 cases. 

On basis of belonging to differentiation degree and according to 2016 classification, 3 study groups were divided into 6 subgroups. The number of cases in groups 1 and 2 with non-invasive papillary urothelial carcinoma of low malignancy potential (NPUCLMP) was 36 cases, and with non-invasive papillary urothelial carcinoma of high malignancy potential (NPUCHMP) – 10. To 3d group (with recidives and progression) we took 8 cases NPUCLMP and 6 cases NPUCHMP. For immunohistochemical study we selected 8 cases NPUCLMP and 6 cases NPUCHMP from each group.

Basic immunohistochemical properties of tumor were studied as independent prognosis criteria and also as comprehensive analysis in addition to age, gender, surgical intervention, clinical diagnosis, degree of tumor differentiation (grading by G and according to WHO 2016), degree of tumor invasion into urinary bladder wall and surrounding tissues and organs, stages of disease (TNM 2009 according to WHO), number and diameter of tumors, presence of metastases in regional lymph nodes and distant metastases, parenchymal stromal component of primary tumor, concomitant CIS, histological subtype of tumor structure, metaplasia in tumor cells, presence of tumor clots in vessels, as well as the presence of recidives and disease progression for 5 years. Quantitative and qualitative research of immune response to malignant formation were conducted, we also studies processes of transformation of epithelial phenotype of tumor cells into mesenchymal, correlation relationships between these processes and their overall effect on biological behavior of tumor.

Immunohistochemical study was performed using 18 markers. The following panel of antibodies to nuclear antigens was used: to study disorders in apoptosis systems and tumor cell repair - monoclonal antibodies to p53 and p63 receptors; to evaluate proliferative activity, monoclonal antibodies to Ki-67nuclear protein. We used antibodies to antigens located on cells membranes: adhesive properties of tumor cells were studied using antibodies to E-cadherin, and signs of appearance in these cells mesenchymal phenotype using antibodies to N-cadherin. Also we used antibodies to antigens that were detected in cytoplasm: features and degree of differentiation of epithelial cells were studied by expression leve of cytokeratin 7 and 20; tumor stromal component was evaluated by vimentin expression level; antibodies to matrix metalloproteinase MMP-9 were used to establish invasive properties of tumor cells. Using these markers we observed on both cell membranes and in cytoplasm - level of fibroblasts growth and growth of vascular epithelial cells with antibodies to transforming growth factor (TGF-β1); to establish stimulation of angiogenesis – antibodies to growth factor of vascular endothelium VEGF. The immune response to cancer cells was examined using antibodies to CD3+ (T-lymphocyte population marker), CD4+ (T-helper marker), CD8+ (T-suppressor marker), CD20+ (B-lymphocyte marker), CD68+ (macrophage marker). CD34+ marker was used to calculate microvessel density (MVD). Tumor invasive properties were assessed by collagen type IV expression level, which was observed as a brown stripe of basement membrane at epithelial layer of tumor cells.

In order to study development of EMT in NUCUB we suggested to divide this process into 6 stages. Stability of EMT was based on a comparison of expression levels of several markers of epithelial (CK7, CK20, E-cadherin) and mesenchymal (N-cadherin, vimentin) phenotypes: 0 stage – cancers without signs of EMT (not expressing mesenchymal markers); 1 – cancers with signs of EMT, but with predominantly epithelial phenotype (expression of epithelial markers significantly outweighs mesenchymal expression, p<0,05); 2 – cancers with an intermediate epithelial phenotype (expression of epithelial markers slightly outweighs expression of mesenchymal, p>0,05); 3 – cancers with an intermediate mesenchymal phenotype; 4 – cancers with predominantly mesenchymal phenotype; 5 – cancers with mesenchymal phenotype.

Analysis of surgical pathology of Kharkiv Regional Clinical Center of Urology and Nephrology named by V.I.Shapoval during the period from 2011 to 2015, showed that 1041 patients were diagnosed with UCUB. If count that in National Cancer Registry of Ukraine 1635 cases of UCUB were recorded in Kharkiv region during the same period, and morphological verification of urinary bladder tumors in these years amounted to 73,8% – 77,2%, we can state that number of cases in our study roughly equal to official statistics.

Most cases of UCUB were detected at non-invasive stage (without invasion into the muscular layer of urinary bladder) – 72,9% (759/1041). Between 2011 and 2018, 10,4% (79/759) of patients with NUCUB had recurrences that most frequently occurred in first year after radical treatment – 41,8% (33/79). Of total number of recidives we identified 65/79 (82,3%) cases without progression of the disease and 14/79 (17,7%) cases with progression.

Among patients, the ratio of men and women was 4,75:1, men – 82.6% (860/1041), women – 17,4% (181/1041). Age of patients ranged from 17 to 97 years. The peak incidence, regardless of gender, was in group of patients aged 70 to 79 years. There is no reliable relationship between gender, patient age, and risk of recidive, both with and without progression.

Most cases of UCUB were detected at non-invasive stage (without invasion into muscular layer) – 72,9% (759/1041). Between 2011 and 2018, 10,4% (79/759) patients had recidives, which most often occurred in the first year after radical treatment – 41,8% (33/79). Of the total recidives number we detected 65/79 (82,3%) cases without progression and 14/79 (17,7%) cases with progression.

During NUCUB evaluation, using the EORTC algorithm, we took into account 6 risk factors: size, number of tumors, degree of differentiation, invasion into wall and surrounding tissues, presence of concomitant cancer in situ and recurrence rate, it is established that the existing algorithm has a high degree of reliability predicting disease course and proved that division of intermediate risk group into two components is correct.

Immunohistochemical studies revealed that:

1. The following markers have independent predictive value:

A) Increasing marker expression increases the risk of recidive without progression or with progression: CD3 +, CD8 +, CD68 +, p53.

B) Increased marker expression the risk of recidive with progression increases: Ki-67, MMP-9.

C) The absence of staining of CC20 in epithelial layer of NURSM increases the risk of recidive with progression.

2. The level of marker expression affects degree of malignancy:

A) With increasing of marker expression degree of malignancy increased: vimentin, Ki-67, MMP-9, VEGF, CD3+, CD8+, CD68+, p53.

B) With decreasing marker expression degree of malignancy increases:        E-cadherin, CC20, collagen IV, р63.

3. The prognosis and degree of malignancy are not affected by expression level of following markers: N-cadherin, CC7, TGF-β1, CD4+ and CD20+ lymphocytes.

4. In tumor cells of higher malignancy potential, VEGF expression is increased (p<0,03) with subsequent activation of neoangiogenesis, which leads to increase of microvessel density in tumor stroma (p<0,01).

5. Cancer with progression-free recidives is characterized by stage 1 EMT of tumor cells (p<0,03), and for NUCUB with recidives and disease progression is stage 2 EMT (p<0,05).

6. In NUCUB we did not conduct EMT 3 stages and more.

7. There is a relationship between the immune response and EMT in NUCUB, which is:

A) The appearance of EMT in NUCUB is associated with an increase in infiltration of CD68+ macrophages (p<0,05), CD3+ T-lymphocytes (p<0,03), including both CD8+ (p<0,001) and CD4+ (p<0,03) cells. The degree of infiltration of CD20+ B-lymphocytes is not associated with EMT processes
(χ² = 1,5, p = 0.45).

B) The emergence of EMT associated with tumor infiltration of CD68+ macrophages has been observed to a greater extent by reducing the expression of cytokeratins and E-cadherin.

C) Expressed infiltration of CD3+ T-lymphocytes is associated with appearance of EMT (stage 1) (p<0,03), which is associated mainly with appearance of vimentin expression (p<0,03), decreased expression of CK20 (p <0,03).

D) Expressed infiltration of CD8+ cells is associated with EMT (p<0,003), preferably with stage 1 (p<0,001), due to appearance of vimentin expression (p<0,003) and decreased expression of CK20 (p<0,001). There is also a trend as infiltration of NUCUB CD8+ cells decreases expression of E-cadherin (p>0,05) and appearance of N-cadherin (p>0,05).

E) Increased infiltration of CD4+ T-helper is characteristic of NUCUB with stage 1 EMT, with relationship between increased level of infiltration of CD4+ cells and appearance of vimentin expression in tumor cells (p<0,05), a decrease in expression of CK20 (p<0,01) and E-cadherin (p<0,01).

The results obtained during the study give an idea of clinical - morphological, immunohistochemical, immunological criteria of prognosis and their relationship with processes of epithelial - mesenchymal transformation in non-invasive urothelial bladder cancers. The practical application of prognosis criteria in conjunction with EMT establishment of stage NUCUB will allow to make more differentiated approach in diagnosis and treatment of patients.

Key words: non-invasive urothelium cancer of urinary bladder, recidive, progression, prognosis criteria, epithelium-mesenchimal transformation.
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

РСМ – рак сечового міхура

НУРСМ – неінвазивний уротеліальний рак сечового міхура
ІУРСМ – інвазивний уротеліальний рак сечового міхура

НПУКНСЗ – неінвазивна папілярна уротеліальна карцинома низького ступеня злоякісності

НПУКВСЗ – неінвазивна папілярна уротеліальна карцинома високого ступеня злоякісності

ТУР – трансуретральна резекція
ЦДС – цитологічне дослідження сечі

ІГХ – імуногістохімія

ІКК – імунокомпетентні клітини

ЕМТ – епітеліально-мезенхімальна трансформація

СПВ – стромально-паренхіматозне відношення

ЦК – цитокератини, маркери епітеліальних клітин

ЩМС – щільність мікросудин

Е-кадгерин – маркер міжклітинної адгезії епітелію

N-кадгерин – маркер міжклітинної адгезії, характерний для клітин мезенхімального походження
MMP-9 (Matrix metallopeptidase 9) – матриксна металопротеїназа 9
Ki-67 – маркер проліферативної активності

р63 – маркер базального епітелію
TNM – класифікаційна система злоякісних пухлин (Tumor – розмір пухлини, Nodus — метастази в лімфатичні вузли, Metastasis — віддалені метастази);

TGF-β1 – трансформуючий фактор росту – β1
VEGF (Vascular endothelial growth factor) – фактор росту ендотелію судин
ВСТУП

Актуальність теми. Рак сечового міхура (РСМ) є досить поширеною патологією серед загальної кількості онкологічних захворювань і посідає сьоме – десяте місце за частотою виникнення [5, 57, 124]. У структурі онкологічних захворювань органів сечовидільної системи РСМ посідає друге місце після раку передміхурової залози [133]. Уротеліальний РСМ (УРСМ) є найчастішим гістологічним варіантом серед усіх пухлин СМ і діагностується в 90% випадків. Незважаючи на те, що в 75% випадків пухлина виявляється на неінвазивній (НУРСМ) стадії, результати радикального лікування не завжди дають очікуваний позитивний результат [16]. За різними даними, у   30-85% випадків після проведеного лікування фіксуються рецидиви захворювання, а в 10-30% випадків – рецидиви з прогресуванням [30, 33, 76, 83, 171].
Незважаючи на різноманіття діагностичних і прогностичних алгоритмів, які існують для оцінювання біологічної поведінки УРСМ, у 20-30% випадків відзначається розбіжність результатів лікування з очікуваними, що потребує оптимізації існуючих та пошуку нових прогностичних критеріїв, а сучасна практика вимагає подальшого удосконалення існуючих та розроблення нових методик діагностики [20, 21, 164]. Наприклад, Європейська асоціація урологів рекомендує алгоритм групи EORTC, який базується на 6 клініко-морфологічних ознаках НУРСМ та з певним ступенем вірогідності дає можливість оцінити ризик розвитку рецидиву й прогресування захворювання [202].

Більшість сучасних критеріїв прогнозу ґрунтується на результатах імуногістохімічних і молекулярно-генетичних досліджень[79]. Використання імуногістохімії дає великі можливості як для первинної діагностики, так і для подальшого оцінювання біологічної агресивності пухлини [18]. Слід відзначити, що використання одиничних або кількох імуногістохімічних маркерів для прогнозування подальшого клінічного перебігу захворювання у пацієнтів не забезпечує в належному обсязі всі потреби сучасної медицини [105, 188]. Серед безлічі маркерів найбільше вивчені: p53-регулятор клітинного циклу, Кi-67-маркер проліферації, VEGF-фактор росту ендотелію судин, Е-кадгерин – маркер клітинної адгезії, матриксні металопротеїнази – ендопептидаза позаклітинного матриксу, bcl-2-маркер апоптозу [38].

Роль імунної системи в прогнозі НУРСМ до цього часу залишається не повністю з’ясованою. З одного боку, Т-кілери можуть безпосередньо атакувати чужорідні клітини, включаючи пухлинні, з іншого – місцева імунна відповідь у вигляді хронічного запалення може ініціювати фактори для виникнення НУРСМ, подальшого рецидивування й прогресування пухлини [94]. З одного боку, наявність запальної інфільтрації трактується як погана прогностична ознака [212], з іншого – відзначається її захисний характер і сприятливий прогностичний ефект [208].

Для епітеліальних раків різної локалізації, у тому числі і НУРСМ, характерна ЕМТ при якій пухлинні клітини набувають мезенхімального фенотипу, а епітеліальний фенотип слабшає або повністю зникає [77, 172]. Відзначено, що при такій метаморфозі пухлинні клітини стають менш сприйнятливими до механізмів запуску апоптозу, а їх агресивність різко зростає [68, 72, 112]. Завдяки цьому процесу НУРСМ однакової стадії і диференціювання мають різний клінічний перебіг [178], характеризуються зростанням інвазивних властивостей та зниженням толерантності до комбінованого лікування [113], асоціюються з пухлинним прогресуванням і поганим прогнозом [79,113, 159, 163].

Таким чином, незважаючи на існуючі прогностичні алгоритми для оцінювання перебігу, НУРСМ становить науковий і практичний інтерес визначення критеріїв, які враховують клініко-морфологічні та імуногістохімічні ознаки пухлини, а також вплив процесів епітеліально-мезенхімальної трансформації та імунної системи на прогноз та встановлення між ними взаємозв’язків для подальшого удосконалення та розроблення нових схем лікування.
Зв’язок роботи з науковими програмами. Дисертація є фрагментом науково-дослідної роботи кафедри патологічної анатомії Харківської медичної академії післядипломної освіти (ХМАПО) «Патогістологічна та імуногістохімічна діагностика та прогноз перебігу злоякісніх пухлин різної локалізаціїї з урахуванням їх біологічних властивостей та клінічного перебігу» (№ державної реєстрації 0117U000594, 2017–2021 рр.). Тема дисертації затверджена на засіданні вченої ради ХМАПО (протокол №209 від 05.01.2016 р.).
Мета дослідження – оптимізувати морфологічні критерії прогнозу перебігу НУРСМ шляхом вивчення їх клініко-морфологічних та ІГХ ознак та встановлення їх взаємозв’язку з клінічним перебігом захворювання. 

Для досягнення поставленої мети вирішені наступні завдання:

1. Провести аналіз структури захворюваності на уротеліальний рак сечового міхура за даними Харківського обласного клінічного центру урології і нефрології ім. В. І. Шаповала за 2011–2015 рр.
2. Визначити основні клініко-морфологічні та гістологічні критерії прогнозу неінвазивного уротеліального рака сечового міхура (НУРСМ). 

3. Вивчити показники проліферативної активності (Ki-67), інвазивного потенціалу (ММР-9), апоптозу (р53), регуляції клітинного циклу (р63), неоангіогенезу (VEGF) та визначити їх значення у формуванні агресивного потенціалу пухлин.

4. Вивчити процеси ЕМТ пухлинних клітин з використанням ІГХ маркерів Е-кадгерину, N-кадгерину, віментину, ЦК7, ЦК20, TGF та визначити їх значення в рецидуванні та прогресуванні НУРСМ.

5. Проаналізувати особливості імунного профілю НУРСМ шляхом вивчення експресії маркерів СD3+, 4+, 8+, 20+, 68+ та визначити їх вирогідне прогностичне значення.

6. Визначити основні клініко-морфологічні, гістологічні та імуногістохімічні (ІГХ) показники прогнозу перебігу НУРСМ та оптимізувати алгоритм прогнозування рецидивів та прогресії захворювання.

Об’єкт дослідження – неінвазивний уротеліальний рак сечового міхура.
Предмет дослідження – клінічні, морфологічні, імуногістохімічні, характеристики НУРСМ, епітеліально-мезенхімальна трансформація.
Методи дослідження: клінічні (за даними історій хвороб пацієнтів), морфологічні, імуногістохімічні, морфометричні, статистичні. 
Наукова новизна одержаних результатів: У дисертаційній роботі вперше на підставі комплексного клініко-морфологічного та імуногістохімічного дослідження оптимізовано критерії прогнозування рецидивів та прогресування НУРСМ. Отримано нові дані щодо молекулярно-біологічних особливостей НУРСМ з агресивним перебігом захворювання, виявлено критерії рецидивування та прогресування пухлин. Отримано подальше вивчення явища ЕМТ, та визначено вплив ії ступеня на клінічну поведінку НУРСМ. Уперше запропоновано нову класифікацію стадійності ЕМТ у НУРСМ, в основу якої покладено порівняльний аналіз рівнів експресії епітеліальних (ЦК20, ЦК7,  Е-кадгерин) і мезенхімальних (віментин, N-кадгерин) маркерів клітинами епітеліального пласта пухлини. Виявлено залежність між стадіями ЕМТ та прогнозом захворювання: для раків з рецидивуванням без прогресування характерна перша стадія ЕМТ пухлинних клітин (p<0,03), а для раків з рецидивуванням і прогресуванням захворювання – друга стадія ЕМТ (p<0,05). 

Доповнено дані щодо ролі імунної системи в прогресуванні захворювання. З’ясовано, що НУРСМ з рецидивуванням та прогресуванням характеризувалися вираженою інфільтрацією CD3+ Т-лімфоцитами (p<0,01) та CD8+ (p<0,03) порівняно з нерецидивуючими. Виявлено залученість імунокомпетентних клітин у процеси ЕМТ, яка полягає в зростанні ступеня вираженості інфільтрації CD68+ макрофагами (p<0,05), CD3+ 
Т-лімфоцитами (p<0,03), включаючи як CD8+ (p<0,001), так і CD4+ (p<0,03) клітини при появі ЕМТ у пухлині.

Оптимізовано панель ІГХ маркерів для визначення агресивного потенціалу НУРСМ, ризику розвитку рецидиву та прогресування пухлин. 

Практичне значення одержаних результатів. Визначені клініко-морфологічні та ІГХ ознаки НУРСМ дають можливість прогнозувати перебіг захворювання.

Підтверджена цінність системи EORTC для прогнозу рецидивування та прогресії НУРСМ, доведено доцільність розподілу групи проміжного ризику рецидивування на дві підгрупи із сумою балів 1–4 та 5–9.

Підтверджена цінність ІГХ дослідження з визначенням оптимальної панелі маркерів рецидиву та рецидивування з прогресією пухлин (р53, Ki-67, ММР-9, CD3+, CD8+, CD68+; маркери ЕМТ: віментин, N-кадгерин, ЦК20, ЦК7, Е-кадгерин).

Отримані ІГХ дані відносно імунного профілю НУРСМ та ЕМТ з розподіленням її згідно зі стадіями у перспективі дозволить більш диференційово підходити до лікування пацієнтів та підібрати їм індивідуалізовану таргетну терапію. 
Отримані результати впроваджено у практичну діяльність Харківського обласного клінічного центру урології і нефрології ім. В. І. Шаповала, патологоморфологічної лабораторії Національного інституту раку (м. Київ), патологоанатомічного відділення обласної клінічної лікарні (м. Харків), у навчальний процес кафедри клінічної та загальної патології Харківського національного університета ім. В.Н. Каразіна, кафедри патологічної анатомії Харківського національного медичного університета, кафедри патологічної анатоміїі з секційним курсом Української медичної стоматологічної академії (м. Полтава), кафедри патологічної анатомії Вінницького національного медичного університета ім. М.І. Пирогова.
Особистий внесок дисертанта у виконання роботи. Дисертаційна робота є самостійним дослідженням автора. План дослідження й виконання основних етапів роботи складено разом з науковим керівником. Автором самостійно виконано огляд літератури за темою дисертації, проаналізовано статистичні дані Харкова й України, проведено обробку архівного матеріалу патоморфологічного відділення, вивчено та систематизовано дані з історій хвороби пацієнтів Харківського обласного клінічного центру урології й нефрології ім. В. І. Шаповала. Дисертантом особисто проведено патентний пошук. Одноосібно виконано збір та аналіз мікропрепаратів і морфологічне дослідження 106 випадків НУРСМ. У 42 випадках проводилось ІГХ дослідження 18 маркерів з подальшим оцінюванням та порівнянням клініко-морфологічних, імуногістохімічних та імунологічних ознак, виконано статистичну обробку отриманих даних. Усі розділи дисертації, висновки й практичні рекомендації сформульовано й написано автором самостійно.

Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертації та її фрагменти були представлені та обговорені на науково-практичних конференціях з міжнародною участю: науково-практична конференція «Пріоритети розвитку медичних наук у ХХІ столітті» (Одесса, 15–16 березня 2019 р.), науково-практична конференція «Сучасні питання молекулярно-біохімічних досліджень та лабораторного скринінгу у клінічній та експериментальній медицині» (Запоріжжя, 11–12 квітня 2019 р.), науково-практична конференція «Урологія, андрологія, нефрологія – досягнення, проблеми, шляхи вирішення» (Харків, 30 травня 2019 р.), науково-практична конференція з міжнародною участю «Актуальні і перспективні напрямки клінічної онкології» (Харків, 18 жовтня 2019 р.).

Апробація дисертаційного дослідження була проведена на спільному засіданні кафедр патологічної анатомії ХМАПО, лабораторної діагностики ХМАПО, кафедра загальної та клінічної патології ХНУ імені В.Н. Каразіна протокол №1 від 26.11.2019
Публікації. За темою дисертації опубліковано 10 наукових робіт, які відображують зміст проведеного дослідження, зокрема 7 статей, з яких 6 надруковані в наукових фахових виданнях України, що індексуються міжнародними наукометричними базами Index Copernicus, Ulrichsweb, Google Scholar, РІНЦ, 1 стаття – у закордонному науковому періодичному виданні (Польща), 3 тез у матеріалах науково-практичних конференцій. Дві наукові праці опубліковані одноосібно.

Обсяг та структура дисертації. Дисертація викладена на 220 сторінках комп'ютерного набору й складається з анотації українською і англійською мовами, вступу, огляду літератури, матеріалів і методів дослідження, двох розділів власних досліджень, аналізу та обговорення отриманих результатів, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних літературних джерел та додатків. Перелік використаних літературних джерел містить 253 найменування вітчизняних і зарубіжних авторів (обсягом 31 сторінка), з яких кирилицею – 48, латиницею – 205. Ілюстрована частина включає в себе 60 таблиць й 59 рисунків (графіки, діаграми і фотографії мікропрепаратів).

РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1. Епідеміологія та фактори ризику розвитку УРСМ
Рак сечового міхура (РСМ) продовжує залишатися актуальною проблемою сучасної онкоурології і посідає сьоме–десяте місце в структурі онкологічних захворювань [5, 57, 124] і друге місце серед органів сечовидільної системи [133]. У світі щорічно реєструється близько 340 000 вперше виявлених новоутворень сечового міхура (СМ), а відсоткове співвідношення захворюваності чоловіків і жінок досягає 4:1 [5, 6, 120]. Є дані, що рівень захворюваності на рак сечового міхура вищий у населення Європейських країн [98].

В Україні захворюваність на РСМ становить 4000–4400 чоловіків і 800–900 жінок, смертність – до 2500 осіб на рік [36]. У Національному канцер-реєстрі України зафіксовано 1635 випадків раків сечового міхура в Харківському регіоні за той же період [95], хоча відзначене деяке зниження захворюваності за останній час [246]. В основному середній вік пацієнтів, які звернулися з приводу РСМ, становить 65 років, проте багато авторів відзначають посилення темпу приросту й тенденцію до збільшення числа пацієнтів більш молодого віку, хоча слід зазначити, що у дітей ця пухлина виникає в 60 разів рідше [5,131].

Уротеліальний РСМ (УРСМ) найчастіша форма серед усіх пухлин СМ, що досягає 90% (решта 10% - аденокарциноми, саркоми).  Незважаючи на те, що в більшості випадків УРСМ виявляють на неінвазивній (НУРСМ) стадії (близько 75%), проведене за протоколом лікування – трансуретральна резекція сечового міхура і ад’ювантна хіміотерапія не завжди дає очікуваний позитивний результат [16,143]. 
Для даної форми УРСМ характерне часте рецидивування (3–85%) та прогресування (10–30%) після виконаного лікування, що потребує пожиттєвого спостереження. При інвазивному УРСМ (ІУРСМ), після проведення радикальних операцій, виявляють у 50% випадків віддалені метастази, а також до 25%-рецидивів у малом тазі, що суттєво впливає на
5-річну виживаність пацієнтів, яка становить, за даними різних авторів, від 10% до 30% [30, 33, 76, 83, 171]. 
Для лікування, профілактики захворювання та його рецидивів є важливим знання факторів ризику розвитку. На трансформацію нормальної клітини в пухлинну впливають зовнішні фактори – віруси, канцерогени (різні хімічні речовини), радіація і внутрішні причини – генетичні мутації, гормональний фон [12, 58, 183]. 

На першому місці знаходиться куріння і дія таких канцерогенних речовин тютюну, як ариламіни, епоксид, ароматичні вуглеводні. Ризик розвитку пухлини зростає в 5–6 разів і має чіткий зв’язок з кількістю викурених цигарок на день, тривалістю куріння і навіть з пасивним курінням. На другому місці – робота на підприємствах з виробництва гуми, фарб, різних хімічних речовин і контакт з бензолом, ариламінами. Є дані, що дистанційна променева терапія, проведена після операцій в малому тазі з приводу злоякісних новоутворень, збільшує ризик розвитку УРСМ у кілька разів. Також доведеним чинником ризику є наявність хронічної інфекції (цистит) [124]. Нейтрофіли, еозинофіли, макрофаги є ендогенними джерелами кисневих радикалів і безпосередньо ушкоджують ДНК. Наявність паразитарної інфекції bilharzia, поширеної у країнах Північної Африки, і розвиток пов’язаного з нею хронічного циститу, збільшує ризик розвитку новоутворення в 5 разів [67]. Актуальним залишається питання про роль ВПЛ у розвитку УРСМ [54, 59, 114, 166, 214, 240].

На цей час все більше з’являється інформації про молекулярно-генетичний складник у розвитку пухлинних клітин [92, 123, 132, 180, 191, 230]. Порушення експресії певних генів, що кодують апоптоз, активації онкогенів, мутації супресорів росту пухлини й різні варіанти нормального генотипу відіграють важливу роль у схильності до розвитку онкопатології [40, 70, 80, 92, 155]. Основні механізми канцерогенезу реалізуються через пригнічення індукції апоптозу за Fas-Fas-лігандним шляхом, генетичне ушкодження p53 й активацію убіквітин-протеасомного шляху [88, 168]. У регуляції апоптозу бере участь сімейство білків bcl-2, яке поділяється на проапоптозні й антиапоптозні білки. Мутації, зміни балансу й експресії даних генів призводять до розвитку патології [141]. Делеція деяких частин хромосом 10q, 13q, Зр, 4, 5q, 8, 14q, 18q спричиняє негативні наслідки у регуляції росту клітин та їх диференціювання [196, 220, 233], а рівень експресії деяких маркерів має чітку кореляцію зі стадіями УРСМ [55, 81, 192]. Активація генів сімейства RAS – HRAS1, KRAS і NRAS, є для УРСМ відносно характерною ознакою. Наприклад, при мутаціях у 12,13,61 кодонах гена HRAS1 він набуває властивості онкогена. Мутації гена FGFR3 характерні для УРСМ з більш сприятливим перебігом і неінвазивними формами [226]. При іншому шляху розвитку злоякісного новоутворення, за рахунок аномального метилювання промоторних ділянок, відбувається інактивація генів-супресорів. Доведено асоціацію гіперметилювання генів p16, RARβ, RUNX3, RASSF1A, E-кадгеринів з ростом пухлини, при цьому прогноз для хворих значно погіршується за рахунок рецидивів і розвитку інвазивних форм [69]. 
1.2. Основні клініко-морфологічні характеристики УРСМ. Сучасна гістологічна класифікація ВООЗ (2016 р.)
На сьогодні, згідно з даними ВООЗ, використовують TNM-класифікації та гістологічну класифікацію РСМ. Багато досліджень виконано з використанням гістологічної класифікації 1973 року, тому її часто використовують разом з більш сучасною класифікацією 2016 року. 

УРСМ завжди складається з частково або повністю атипового уротелію. За формою росту пухлина може бути у вигляді карциноми in situ, неінвазивної папілярної структури та інвазії у стінку СМ. Ступінь градації клітин (G) використовується для папілярних та інфільтруючих форм і ніколи не застосовується для карциноми in situ. Одночасно неінвазивні папілярні РСМ не слід диференціювати як карциноми in situ.

Папілярна уротеліальна карцинома є найчастішою формою УРСМ (75%) і представлена сосочковими структурами з тканинною та клітинною атипією, чим відрізняється від папілярних пухлин з низьким злоякісним потенціалом. Ступінь атипії, при використанні класифікації ВООЗ УРСМ 1973 року, оцінюється за шкалою G 1-3. У разі, якщо пухлина складається з ділянок з різним диференціюванням, ступінь необхідно виставляти за найменш диференційованими ділянками. 

G1 – високодиференційований рак з незначною тканинною та клітинною анаплазією. В ядрах різних розмірів і форми, за всією товщиною епітеліального пласта, зустрічаються мітози рідкісні. Подальше прогресування стадії можливе в 13% випадків.

G2 – помірно диференційований рак. Полярність і мономорфність у будові пухлини збережена, але збільшується частка структурної атипії. 

G3 – низькодиференційований рак – полярність відсутня, виражений поліморфізм, в ядрах клітин – велика кількість патологічних мітозів. Ризик прогресування пухлини – 65%.

Папілярний уротеліальний рак низького ступеня злоякісності у більшості випадків (70%) представлений екзофітним поодиноким новоутворенням, розташованим на бічній або задній стінці СМ. 

За наявності пухлини ділянок низькодиференційованої карциноми її класифікують як папілярний уротеліальний рак високого ступеня злоякісності. Пухлина може бути одиночною й множинною у вигляді сосочків і солідних вузлів. Експресія ЦК20, р53 при раках з високим ступенем злоякісності завжди вища, ніж при раках з низьким ступенем злоякісності.

Четверте видання ВООЗ класифікації пухлин уротеліального тракту подає оновлений морфологічний огляд уротеліальних новоутворень, підкреслюючи їх унікальну здатність проявляти дивергентне диференціювання, множинні морфологічні варіанти й різноманітну геномну картину (табл. 1.1). 
Таблиця 1.1
Класифікація ВООЗ пухлин уротеліального тракту 2016 р.
	Уротеліальні пухлини
	

	Інфільтруюча уротеліальна карцинома

Гніздова, включаючи великі гнізда

Мікрокістозна
	8120/3

	Мікропапілярна
	8131/3

	Лімфоепітеліомоподібна
	8082/3

	Плазмоцитоїдна/перснеподібноклітинна/дифузна
	

	Саркоматоїдна
	8122/3

	Гігантоклітинна
	8031/3

	Низькодиференційована
Багата на ліпіди/світлоклітинна
	8020/3

	Неінвазивні уротеліальні пухлини
Уротеліальна карцинома in situ
	8120/2

	Неінвазивна папілярна уротеліальна карцинома, низького ступеня злоякісності 
	8130/2

	Неінвазивна папілярна уротеліальна карцинома високого ступеня злоякісності
	8130/2

	Папілярна уротеліальна пухлина з низьким потенціалом злоякісності
	8130/1

	Уротеліальна папілома
	8120/0

	Інвертрована уротеліальна папілома

Уротеліальна проліферація з невизначеним потенціалом злоякісності
Уротеліальна дисплазія
	8121/0


У цьому виданні більш зрозуміло описано, як можна використовувати морфологічні й генотипові дослідження для вибору прийнятного лікування, а пізніше – для розроблення клінічних протоколів, що дозволяють використовувати молекулярні дослідження для типування специфічних пухлин. Нижче наведено неовне резюме всієї класифікації ВООЗ, а скоріше вибране резюме нових або концепцій, що розвиваються. Мезенхімальні, нейроендокринні та інші типи неуротеліальних уражень виходять за межі цього резюме [162].
Оцінка уротеліальних пухлин має особливе значення при неінвазивних пухлинах, особливо в папілярних новоутвореннях. Хоча невеликий відсоток низькодиференційованих інвазивних карцином зазвичай обмежується власною пластинкою, більше 95% з тих, що виявлено, інвазивних пухлин високо диференційовані. Неінвазивні пухлини можна розподілити на дві категорії: папілярні й пласкі. Карцинома, позбавлена папілярних структур, називається карциномою in situ (CIS) і за визначенням має високу градацію. Важливо відзначити, що плаский уротелій може проявляти широкий спектр атипії, від реактивної до пренеопластичної і до власне злоякісної. Папілярні пухлини також дуже різноманітні, у їх числі реактивні проліферації й папіломи, а також папілярна уротеліальна проліферація з низьким злоякісним потенціалом (PUNLMP) та низько- і високодиференційована папілярна карцинома [162]. Можливість помилки висока навіть серед досвідчених патологів, незважаючи на багато десятиліть зусиль з розроблення патологічних класифікацій, які найкраще відображає клінічна поведінка пухлин [49, 173]. Як і в 2004 році, класифікація ВООЗ 2016 року рекомендує застосовувати оціночну класифікацію, уперше запропоновану ISUP у 1997 році. Фактично, ця класифікація, як і раніше, підтримується ISUP, усіма основними підручниками та посібниками із сучасної патології, зокрема AFIP [US Armed Forces Institute of Pathology], атласом пухлинної патології, 4-ї серії з пухлин нирок, сечового міхура й пов’язаних з ними структур, останніх випусків Американського Об’єднаного комітету з лікування раку та Міжнародного союзу по боротьбі з раковими захворюваннями. Опубліковано численні дослідження, які порівнюють цю класифікацію з іншими, зокрема з класифікацією ВООЗ 1973 року. Результати були неоднозначними, але переважно позитивними [162].

На сьогодні все одно залишаються певні протиріччя, головним чином через те, що клінічний ризик рецидиву й прогресування визначається не тільки за ростовою структурою і класом, але також і за іншими чинниками, таким як розмір, кількість пухлин, час рецидиву та попередня внутрішньоміхурова терапія. Крім того, ми повинні визнати той факт, що класифікація значною мірою суб’єктивна і в майбутньому допоміжні дослідження (чи то імуногістохімічні, чи то молекулярні аналізи) обумовлять кращу кореляцію з клінічними наслідками [162].

На цей час введено термін «уротеліальна проліферація невизначеного злоякісного потенціалу», що витісняє термін «гіперплазія» [193]. У ньому описується потовщений уротелій з мінімальною або відсутньою цитологічної атипією без справжніх папілярних ділянок, хоча й з вираженою складчастістю. Ці зміни можна побачити denovo, і при цьому їх клінічна значущість не відома. Найчастіше вони спостерігаються у пацієнтів, у яких є історія попередньої карциноми або разом із папілярними ураженнями. Цілком імовірно, що більшість являють собою латеральне розростання («плечове ураження») папілярного новоутворення; це припущення підтверджується високою частотою делецій хромосоми 9 і меншою, але значною частотою аномалій FGFR3.

Уротеліальна дисплазія визначається, як пласке ураження з помітними цитологічними та архітектурними відхиленнями, які, як вважають, є предньоопластичними, але такими, що не відповідають критеріям, необхідним для уротеліальної CIS. Цей стан рідко описується denovo і тому мало вивчений. Більш важливо, що це захворювання складно діагностувати морфологічно з огляду на значну варіабельність критеріїв і повну відсутність великих клінічних досліджень, що документують зв’язок з розвитком CIS. У пацієнтів з попередніми випадками уротеліальної карциноми цей діагноз є особливо складним і загрожує мінливістю інтерпретації, ураховуючи зміни, викликані попередніми дослідженнями, зміни місця взяття біопсії та внутрішньоміхурову терапію. Не дивно, що урологи зрідка змінюють хід лікування, ґрунтуючись тільки на цьому діагнозі [146, 237]. 

Для діагностики, прогнозування подальшого перебігу захворювання та вибору тактики лікування хворих УРСМ є необхідним, крім встановлення гістологічної приналежності пухлини, визначення форми росту (розмір і кількість), ступеня її диференціювання, рівня інвазії в стінку СМ і навколишні тканини, органи, наявність супутнього раку in situ, частоти рецидивів [13]. Є суперечливі дані, що на прогноз при стадії Т1 впливає навіть спосіб стромальної інвазії пухлиною: «щупальцеподібна» інфільтрація пухлиною стінки СМ більш агресивна, ніж зростання «широким фронтом» [5]. 

Багато авторів виокремлюють ступінь диференціювання пухлини (G) до найбільш важливих факторів прогнозу через прямий зв’язок з частотою рецидивування [14, 164]. За даними Європейської асоціації урологів група EORTC створила алгоритм, за яким кожному фактору ризику, який впливає на критерій прогнозу, присвоєно певний бал. Слід зазначити, що аналіз проводився для хворих РСМ Та-Т1. Від суми балів залежить ступінь ризику розвитку рецидиву та прогресування захворювання [202]. При цьому низький ризик має одинична пухлина, розмірами менше 3 см, низького ступеня злоякісності Та G1, без CIS. Високий ризик містить всі такі фактори ризику: Т1, градація G3, CIS, а також множинна Та, G-1,2, розміри більше 3 см, рецидив в анамнезі. Проміжний ризик – усі інші варіанти, які не ввійшли до попередніх груп. Окремо до групи вкрай високого ризику, при якій рекомендується радикальна цистектомія, деякі автори відносять пухлини Т1G3, що поєднуються з конкуруючою CIS; множинні і/або великі пухлини T1G3 і/або рецидивні T1G3; T1G3 з наявністю CIS у простатичному відділі уретри; мікропапілярна будова карциноми, інвазія пухлини в лімфатичні й кровоносні судини [13].

1.3. Сучасні методи діагностики УРСМ 

Сучасні методи діагностики УРСМ, які використовуються сьогодні в клініці, можна розподілити на 2 групи: інвазивні та неінвазивні. Неінвазивними методами є трансабдомінальна ультрасонографія як один з перших методів дослідження сечовивідних шляхів спільно з оглядовою рентгенографією органів черевної порожнини, внутрішньовенна урографія, цитологічне дослідження сечі, комп’ютерна томографія, магнітно-резонансна томографія, дослідження фізіологічних рідин на наявність онкомаркерів [82, 174]. Цитологічне дослідження сечі (ЦДС) є стандартним для діагностики УРСМ, і з ним порівнюють усі інші методики. Однак діагностична значущість ЦДС залишається на низькому рівні. За різними даними, загальна специфічність ЦДС у межах 40–44%, чутливість – 30–35%. Деякі автори пов’язують псевдонегативні результати ЦДС з високим диференціюванням пухлини, а позитивні – з хронічним циститом [46]. Одними з найбільш сучасних неінвазивних методів дослідження є вузькоспектрова цистоскопія (спектральна візуалізація кровоносних судин) і Рамановська спектроскопія (досліджує кількісний і якісний молекулярний склад слизової СМ методом непружного розсіювання оптичного випромінювання на молекулах речовини) [28, 65, 117]. 

До інвазивних методів діагностики, які використовуються найбільш часто, належить цистоскопія з подальшою біопсією та гістологічним дослідженням уражених ділянок, а також трансуретральна резекція (ТУР), завданням якої є ще й видалення всієї пухлинної тканини при стадіях Ta і Т1 [6]. При цьому обсяг операції залежить від розміру пухлини. Якщо новоутворення менше 1 см, то його видаляють цілком з підлеглою тканиною СМ. Більш великі пухлини видаляють частинами, але з обов’язковим взяттям м’язової стінки СМ. Успішно проведена ТУР є одним з головних методів для подальшого прогнозу [46, 62, 187]. 

Використання імуногістохімії дає нові можливості не тільки для первинної діагностики УРСМ, але й для подальшого оцінювання можливості рецидивування та метастазування пухлини [18]. Існує безліч діагностичних і прогностичних алгоритмів та моделей біологічного поведінки УРСМ, але висока частота прогресування й метастазування потребують подальшого удосконалення існуючих та розробки нових імуногістохімічних та молекулярно-біологічних методик діагностики. Це стало можливим за рахунок новітніх досліджень пухлинних маркерів на молекулярно-генетичному рівні в комплексі з клініко-морфологічними ознаками новоутворень [79]. Біологічним маркерам, які застосовуються для виявлення цитогенетичних порушень у клітині, присвячено чимало робіт [3, 53, 241]. Залежно від матеріалу усі маркери поділяються на уринарні, сироваткові, тканинні [11, 195]. Деякі маркери (Uro Vysion Kit) використовують як на гістологічних препаратах, так і для дослідження сечі пацієнта [39, 165]. Чутливість даного методу при діагностиці РСМ становить у середньому 85%, а чутливість традиційно використовуваної цистоскопії, цитології не перевищує 50% [37, 128, 154].

Усе більшого значення починає набувати біологічна класифікація онкомаркерів, яка дозволяє зрозуміти механізм молекулярно-генетичних порушень, що відбуваються в пухлинних клітинах [153, 179]. Залежно від поставлених завдань існують маркери первинної діагностики й маркери прогностичного значення: прогресування, рецидив, метастазування [185]. Слід зазначити, що для покращення результатів дослідження необхідне комплексне використання онкомаркерів, а не кожного окремо [32, 105, 219, 188, 20, 21, 164, 16].

Найбільшою мірою вивчено такі маркери: p53 – регулятор клітинного циклу, Кі-67-маркер проліферації, VEGF-фактор росту ендотелію судин,
Е-кадгерин – маркер клітинної адгезії, матриксна металопротеїназа – ендопептидаза позаклітинного матриксу, bcl-2-маркер апоптозу [38]. При дослідженні неінвазивних форм УРСМ статистично доведене підвищення експресії Кі-67, p53 і зниження – Е-кадгерину, що є наслідком посилення проліферації та зниження адгезії клітин уротелію, вираженої дисфункції апоптозу [31]. Достовірність оцінювання експресії Ki-67 в УРСМ збільшується при одномоментному виявленні експресії р53, що сприяє встановленню більш точних прогностичних результатів [34]. При поверхневому раку експресію р53 та Кі-67 обумовлено зниженням G і збільшенням частоти рецидивів [41]. Показником інтенсивного ангіогенезу в пухлині слід вважати збільшення експресії VEGF (фактор росту ендотелію судин) [4].

Сьогодні існує велика кількість маркерів, які використовуються в імуногістохімічних дослідженнях. 

Р53 – маркер апоптозу та регуляції клітинного циклу. Р53 має кілька ізоформ, тому його роль у розвитку пухлини різноманітна [61]. У нормі білок р53 є «антионкогеном» і стабілізує геном клітини за рахунок активації каспаз, які ведуть до руйнування клітини через апоптоз. Генетичне пошкодження р53 перетворює його з індуктора в інгібітор апоптозу з подальшим накопиченням білка в ядрі [88, 168]. Відсоток клітин із забарвленням та інтенсивність експресії мають чіткий зв’язок зі ступенем інвазії УРСМ. При проростанні пухлини в м’язовий шар пухлинні клітини мають інтенсивну імуногістохімічну реакцію. Маркер р53 можна використовувати як для визначення глибини інвазії, так і для подальшого прогнозування перебігу захворювання [41, 60, 130, 186]. Можливо, це пов’язано з тим, що підвищена експресія р53 характерна для НУРСМ високого ступеня злоякісності [186], хоча і ці дані є суперечливими [139]. Дослідження зарубіжних фахівців показали, що при НУРСМ підвищується ризик розвитку рецидиву в 15,5 раза, якщо спостерігається виражена експресія р53 і р16 [242]. Проте існують суперечливі дані, що  експресія р53 не впливає на частоту розвитку рецидивів, а є характерною для пухлин з більш високим ступенем злоякісності [245].

P63 є аналогом p53 і знаходиться в 3q27-29. Він регулює клітинний цикл через апоптоз і вибірково експресується в базальних клітинах багатошарового епітелію, у тому числі в уротелії. Він кодує дві ізоформи, в тому числі транскрипційно-активний p63 (TA p63) і домінантно-негативний p63 (∆p63). Серед них Δp63 інгібує трансактивацію p53 і TA p63. TA p63 фактично зрідка експресується, і ∆p63 представляє експресію гена p63. Р63 зрідка мутує, тимчасом як у більш ніж 60% пухлин p63 заглушається змінами епігенетики. Навпаки, у клітинній лінії карциноми сечового міхура й тканинах пухлини сечового міхура Δp63 є високоекспресованим, тоді як у нормальному епітелії сечового міхура він ледь виявляється. Дослідження показали, що «мовчазна» експресія p63 значною мірою пов’язана зі ступенем диференціювання пухлини й глибиною інвазії. У неінвазивній карциномі сечового міхура тільки 16% пухлинних клітин, які експресують p63. Під час прогресування пухлини p63 контролює внутрішньоклітинну адгезію, що обумовлює зв’язок між експресією й стадією процесу, а також лімфатичне метастазування уротеліального раку сечового міхура. До того ж, у багатовимірному аналізі p63 не може застосовуватися як незалежний прогностичний маркер для пацієнтів з раком сечового міхура [130]. Одні дослідження експресії р63 в УРСМ показали значне зниження імунореактивності у пухлинах з прогресуванням, що є критерієм поганого прогнозу [139, 169], але не виявили зв’язку зі ступенем диференціювання пухлини [139]. Навпаки, інші дослідження показали, що зниження експресії p63 пов’язане з високим ступенем злоякісності пухлини [73]. Визначення р63 як онкогена або гена-супресора пухлин може бути ускладнене, оскільки його ізоформи можуть мати протилежні функції [130] та його роль у прогнозі карцином сечового міхура буде зрозумілішою зі збільшенням кількості довгострокових досліджень, що проводяться з великими серіями на молекулярному рівні [139].

Маркер проліферації Ki-67 (білок, що виробляється у фазах клітинного циклу) має високу кореляційну залежність між відсотком експресуючих клітин, інтенсивністю імуногістохімічної реакції і стадією раку сечового міхура. Ступінь клітинної експресії та їх відсоткове співвідношення зростає зі збільшенням глибини інвазії пухлини. Цей маркер можна застосовувати при діагностиці УРСМ на ранніх стадіях [41]. Деякі автори вважають підвищену експресію Ki-67 самостійним несприятливим прогностичним критерієм при УРСМ, що тягне за собою ризик розвитку рецидивів і прогресування [45, 93, 235], інші наголошують тільки на наявності зв’язку між підвищеною експресією маркера й підвищенням ступеня злоякісності пухлини [239]. У літературі описано багато фактів, коли одночасне підвищення експресії декількох маркерів, одним з яких був Ki-67, асоціювалося з несприятливим прогнозом. Наприклад, одномоментне порушення експресії р27 і Ki-67 [203] або гіперекспресію р53 та Кі-67 при поверхневому раку пов’язують з підвищенням частоти рецидивів і зниженням G [29, 170]. Представлено також дані зворотної пропорційної залежності, у яких несприятливий прогноз асоціювався з високим рівнем експресії Ki-67 і низьким – цикліну Е, незважаючи на те, що вони є незалежними маркерами несприятливого прогнозу при поверхневому раку сечового міхура [203].

Гіперекспресія матриксної металопротеїнази (ММР) з класу ендопротеаз, спостерігається при інвазії у багатьох злоякісних новоутвореннях [95, 150, 151]. Матриксні металопротеїнази руйнують компоненти клітинного матриксу, включаючи колаген, еластин, ламініни, протеоглікани, фібронектин. У результаті підвищується проникність клітинного матриксу для інвазивного росту пухлинних клітин і подальшого метастазування [103]. У нечисленних роботах описано суперечливі дані щодо експресії та прогностичного значення MMP. Одні автори відмічають наявність кореляції між ступенем експресії MMP і стадією пухлинного процесу, але без зв’язку з G. Інші автори звертають увагу на наявність зв’язку рівня експресії MMP-2 і MMP-9 зі стадією і G, одночасно зазначаючи, що необхідним є подальше вивчення ролі цих маркерів у метастатичному потенціалі пухлини [75, 149, 204, 228, 234]. Незалежно від стадії і G MMP-10 виявляється в паренхімі, а не в стромі і не пов’язана з агресивністю раку, оскільки підвищений рівень експресії спостерігається на ранніх стадіях розвитку пухлини. При вивченні MMP-7 також не було відзначено відмінностей за стадіями УРСМ. Статистично достовірний зв’язок встановлено між гіперекспресією MMP-1 і низькою – G УРСМ з високою агресивністю [201, 206].

Епідермальний фактор росту (EGFR, WIH HER1) бере участь у диференціюванні і регуляції клітинного росту. Його експресія спостерігається на поверхні не тільки здорових, але й пухлинних епітеліальних клітин. Експресія рецептора епідермального фактора росту відсутня при неінвазивних стадіях УРСМ і збільшується у міру зростання глибини інвазії. Цей маркер не доцільно використовувати для диференціювання доброякісних та злоякісних процесів, але він дає можливість визначити рівень інвазії злоякісного новоутворення та корелює з поганим прогнозом [41, 121]. Гіперекспресія EGFR свідчить про стимуляцію ангіогенезу та пригнічення апоптозу. Дані за значенням EGFR для УРСМ суперечливі й до кінця не вивчені [156]. 

Останнім часом збільшується кількість інформації щодо провідної ролі TGF-β у багатьох патологічних процесах (спадкові захворювання, запалення, атеросклероз тощо), включаючи онкогенез. TGF-β виділяють переважно макрофаги, але також можуть і інші клітини (фібробласти, еозинофіли, ендотеліоцити тощо), а також злоякісні клітини. Трансформуючий фактор росту β має три ізоформи (TGF-β1, TGF-β2 і TGF-β3). У більшості випадків ці ізоформи мають схожі функціональні властивості та регулюють різні клітинні активності, включаючи стимуляцію росту мезенхімальних клітин, диференціювання, апоптоз і синтез позаклітинного матриксу в ендотеліальних та гладком’язових клітинах судин [236]. Роль TGF-β1 у розвитку УРСМ повністю не з’ясована, й існують дані з подвійним ефектом. З одного боку, TGF-β1 може зменшувати життєздатність, ріст пухлинних клітин та індукувати їх апоптоз [47, 142]. З іншого боку, TGF-β1 також може викликати ЕМТ з подальшою інвазією УРСМ, які можуть призвести до рецидиву й прогресування [74, 144, 145]. Відзначено більш виражену експресію TGF-β1 при НУРСМ високого ступеня злоякісності та ІУРСМ, ніж при НУРСМ низького ступеня злоякісності. Підвищена експресія ізоформ TGF-β1 була виявлена в інвазивних УРСМ, які одночасно експресували віментин та не експресували E-кадгерин [111].

У уротеліальної карциноми маркером пухлин низького ступеня злоякісності є активність рецепторів фактора росту фібробластів (FGFR) [115, 119]. FGFR-маркер мітотичної активності нейроектодермальних і мезенхімальних клітин, а також стимуляції ангіогенезу. Є припущення, що FGFR впливає на білки Ras (низькомолекулярні глутатіонтрансферази), які, своєю чергою, впливають на виживання й проліферацію клітин [125].

Кадгерини – це трансмембранні білки, що регулюють міжклітинну адгезію та пов’язані із цитоскелетом [194]. Порушення адгезивних властивостей клітин, пов’язаних з кадгеринами, також характерні для УРСМ.  При цьому відбуваються зміни в прилеглих мезенхімальних клітинах, передачі міжклітинних сигналів [104, 216]. Привертають до себе значну увагу молекули адгезії сімейства CD44+. Порушення їх синтезу свідчить про високу ймовірність метастазування та агресивності пухлини та належить до несприятливих критеріїв прогнозу [101]. Зниження експресії Е-кадгеринів також належить до поганих прогностичних ознак: підвищується ступінь інвазії та потенціал метастазування [24, 136].

Під впливом ракових клітин зазнає суттєвих змін позаклітинний матрикс: порушується здатність модулювати ріст клітин і диференціювання тканин [210]. При інвазивних формах УРСМ у стромі збільшується вміст тенасцину-С. Цей маркер можна використовувати як незалежний прогностичний фактор, оскільки простежується його пряма кореляція з G і клінічною стадією [176]. З несприятливим прогнозом та високим відсотком розвитку рецидивів УРСМ пов’язують високий рівень експресії ламініну-5 з накопиченням його в стромі пухлини [ 19, 84].
Інвазивність пухлинних клітин також пов’язують із руйнуванням колагену IV, який є основним компонентом базальної мембрани епітеліальних клітин. Ще колаген IV можна виявити у власній речовині сполучної тканини й стінці артеріальних судин. Колагени зазвичай синтезуються мезенхімними клітинами, такими як фібробласти й міофібробласти, хоча колаген IV також продукується сусідніми епітеліальними клітинами [99]. Високий рівень колагену IV в сечі є незалежним фактором ризику внутрішньоміхурового рецидиву [160]. Втрата експресії колагену IV з базальної мембрани пов’язана з погіршенням загальної виживаності та тенденцією до прогресування [64, 129]. Простежено помірний негативний кореляційний зв’язок між рівнем експресії ММР-9 і колагену IV. Таким чином, можна зробити висновок, що ММР-9 руйнує колаген IV і сприяє інвазії пухлини. Отримано достовірні відмінності між зниженням розподілу колагену IV в базальній мембрані НУРСМ і підвищенням ступеня злоякісності пухлини [1].

Важливим прогностичним критерієм, пов’язаним зі збільшенням ризику виникнення метастазів у хворих на УРСМ, є оцінювання ангіогенезу в стромі пухлини [7]. Як маркер підвищеного ангіогенезу можна використовувати судинний ендотеліальний фактор росту (VEGF), який є характерним для багатьох солідних пухлин [4, 15]. Надекспресія VEGF може бути виявлена при більшості ракових захворювань, включаючи рак сечового міхура [100]. VEGF – білок, який, стимулюючи проліферацію ендотеліальних клітин судин, сприяє утворенню нових кровоносних судин. Запуск синтезу VEGF багатофакторний (включаючи епідермальний фактор росту). Своєю чергою, VEGF запускає експресію інших білків, необхідних для ангіогенезу, наприклад, металопротеїнази та bcl 2. Під впливом даного чинника відмічено підвищення проникності дрібних судин [209]. Підвищена експресія VEGF пухлинними клітинами, з подальшим підвищенням проникності стінок судин, що веде до збільшення тиску в стромі пухлини. Таким чином порушується транспортування лікарських речовин в тканину новоутворення виникає нерівномірний розподіл поживних речовин. За рахунок стимуляції лимфоангиогенеза відбувається метастазування пухлини в регіонарні лімфатичні вузли [52]. Більшість дослідників підтримують думку, що рівень VEGF у тканинах корелює зі стадією УРСМ [87, 96]. Прогностична цінність тканинної експресії VEGF в УРСМ залишається нез’ясованою: є дані, що високі рівні VEGF пов’язані з найгіршою виживаністю і більш високими показниками рецидивів та метастазування [213, 244], але в деяких повідомленнях наводяться суперечливі результати [44, 137]. Дуже часто при дослідженні експресії VEGF пухлинними клітинами визначають щільність мікросудин (ЩМС) у стромі пухлини з використанням маркера CD34+. При підвищенні стадії УРСМ та ступеня її злоякісності ЩМС також збільшується, але збільшення ЩМС можна використовувати як самостійний прогностичний критерій [110, 161, 244]. Деякими авторами виявлено позитивні кореляційні зв’язки між підвищенням рівня експресії VEGF і збільшенням ЩМС у стромі пухлини [161, 244], інші автори цей зв’язок заперечують, але зазначають, що визначення ЩМС є ефективним інструментом в оцінюванні прогнозу пухлини та CD34+ є корисним маркером у виявленні судинної інвазії, а також проміжних незрілих і кровоносних судин [44]. 

Визначення цитокератинів ЦК7, 8, 13 – у базальному шарі, ЦК18, 19 – у всіх шарах уротелію, ЦК20 – у поверхневих зонтичних клітинах (така комбінація зрідка визначається в інших карциномах) можна використовувати при диференціальній діагностиці УРСМ й аденокарциномі передміхурової залози, а також незроговіваючій пласкоклітинній карциномі, коли невідома первинна локалізація пухлини [15, 26]. У деяких дослідженнях спостерігалися значні зворотні зв’язки між рівнем експресії ЦК20 і стадією, а також рівнем диференціювання УРСМ, що давало привід для використання цього маркера з прогностичною метою [102]. Одночасно є роботи, в яких виражена експресія ЦК20 в глибоких шарах уротеліального пласта зустрічалася в карциномах як з низьким ступенем злоякісності, так і з високим ступенем злоякісності, а повна відсутність забарвлення також відносилася до патологічної експресії [35]. Є роботи, які зазначають, що частота рецидивів значно вища у пацієнтів без забарвлення або при дифузному забарвленні епітеліального пласта пухлини ЦК20 [239]. Для УРСМ на стадіях від Т0 до Т4 є характерним високий відсоток експресуючих клітин (79-91%) з вираженою інтенсивністю забарвлення [41]. Деякі автори знаходять зв’язок між стадією УРСМ і поступовим зниженням рівня експресії ЦК20 (100% Ta, 83,3% в T1, 50% до T2-3), а також збільшенням експресії ЦК7 (20% Ta, 47,5% у T1, 100% до T2-T3). [112]. В інших дослідженнях відзначається випадковий розподіл рівня імунореактивності клітин УРСМ до ЦК7, експресія якого визначається по всій товщині уротелію, а зниження його експресії пов’язують з епітеліально-мезенхімальним переходом та розвитком інвазії [211]. Проте є думка, що ЦК7 і ЦК20 мають обмежену корисність при диференціальній діагностиці злоякісних пухлин передміхурової залози і УРСМ [175]. 

Відмічено експресію віментину у 100% випадків при саркоматоїдному варіанті УРСМ [197]. Є суперечливі дані, що НУРСМ не експресує віментин [178] і його експресія спостерігається тільки при інвазії пухлини, при цьому простежується прямий статистично значущий зв’язок рівня експресії зі ступенем злоякісності пухлини, статтю й віком пацієнтів, а рівень експресії ЦK20, навпаки, знижується залежно від ступеня диференціювання пухлини [190].

На сьогодні бракує досліджень, які оцінюють вплив імунної відповіді на прогресування раку сечового міхура. Імунна система відіграє значну роль у прогресуванні раку сечового міхура через те, що CD8+ T-клітини здатні безпосередньо вбивати пухлинні клітини за допомогою перфорину й гранзимів. Хронічна інфекція сечовивідних шляхів як прояв місцевого імунітету також може бути чинником, який не тільки сприяє виникненню пухлини, але значно впливає на її схильність до рецидивування та прогресії [94]. Незважаючи на методологічні обмеження, деякі запальні біомаркери повинні бути додатково проаналізовані, оскільки вони можуть поліпшити якість діагностики й прогнозування захворювання [157]. При гістологічному та ІГХ дослідженнях УРСМ важливим компонентом є не тільки ступінь, але й якісний склад імунних клітин, що беруть участь в інфільтрації пухлинної тканини. Є суперечливі дані, що більш низький рівень експресії CD3+ і CD8+ лімфоцитів у НУРСМ спостерігається переважно в групі пацієнтів без рецидивів та при вираженій лімфоцитарно-плазмоцитарній інфільтрації вища стадія процесу й ступінь анаплазії, що є причиною підвищення ризику розвитку рецидиву [23, 140]. Інші автори стверджують, що при ІУРСМ хороший прогноз, навпаки, асоціюється з підвищеною експресією CD3+, а погана виживаність спостерігається при високому співвідношенні між CD68+ і CD3+ [208]. Відзначають, що виражена дифузна лімфоцитарна інфільтрація пухлинної тканини є несприятливим критерієм прогнозу для стадій Ta-T1, а для стадій pT3-T4 інтенсивна інфільтрація пов’язана зі сприятливим прогнозом [24]. 

Сучасні дослідження показують, що збільшення частки CD4+ T-клітин у пухлині не пов’язане з рецидивом, а збільшення частки CD8+ T-клітин серед CD3+ T-клітин є незалежним маркером несприятливого прогнозу [85, 140], водночас існує протилежна думка, що кількість CD4+, CD8+ та CD20+ клітин на пізніх стадіях розвитку пухлини (pT3 – pT4) значно нижча порівняно з більш ранніми (pT1 – pT2) [126].

Серед клітин імунної системи, які беруть участь в інфільтрації пухлинної тканини, велике значення мають СD68+ макрофаги. Макрофаги (М) мають унікальну властивість, як запобігати (М-1), так і сприяти (М-2) росту пухлини [152]. Є дані, що супутня інфекція сечовидільної системи не впливає на ступінь вираженості макрофагальної інфільтрації, а маркерами хронічного запалення є СD20+ В-лімфоцити. Одночасно не виявлено достовірний зв’язок між Т-лімфоцитарною, В-лімфоцитарною інфільтрацією та рівнем диференціювання пухлини, а також віком пацієнтів [30, 181], хоча інші автори пов’язують формування фолікулів з В-лімфоцитів з більш агресивним ростом пухлини [138]. Незважаючи на це, визначено чіткий кореляційний зв’язок між агресивністю пухлини й ступенем макрофагальної інфільтрації, а остання вже чітко корелювала зі змінами інших імуноцитів [30, 181]. Збільшення кількості CD68+ макрофагів зазначено в інвазивних формах УРСМ порівняно з неінвазивними і належить до несприятливих прогностичних критеріїв [208, 215].

Варто відзначити, що рівномірний розподіл клітинних інфільтратів з переважанням лімфоцитів та зменшенням щільності самих інфільтратів у стромі пухлини може спостерігатися при пухлинній регресії після неоад’ювантної терапії (ендолімфатична хіміотерапія й променеве лікування) [27]. У злоякісних новоутвореннях різної локалізації та гістологічної будови часто зустрічається епітеліально-мезенхімальна трансформація (ЕМТ) [77], трансдиференціювання, яке надалі визначає біологічну поведінку пухлини за рахунок підвищення виживаності клітин, рівня інвазії, зниження проліферації та імуносупресії [77, 78, 172, 189, 218, 232]. Згаданий процес відбувається за рахунок набуття епітеліальними клітинами мезенхімального фенотипу, який може зустрічатися в нормі при ембріогенезі [172]. У процесі розвитку органів і тканин ЕМТ може багаторазово чергуватися з мезенхімально-епітеліальною трансформацією (МЕТ) [218]. Ґрунтуючись на тому, що факторів розвитку пухлин досить багато, можна припустити також наявність безлічі форм ЕМТ у різних межах. ЕМТ за рахунок активації цитокінів, впливу на рецептори багатьох факторів росту, зміни генетичних програм через активацію факторів транскрипції визначає власне різноманіття [147, 167]. Залежно від ступеня вираженості виділено 2 типу ЕМТ. До ЕМТ 1-го типу відносять зміни в клітинах, коли їх кругляста, кубічна форма може бути збережена, а також частковий зв’язок між ними, але зменшується експресія цитокератинів і збільшується експресія віментину. Наявність клітин веретеноподібної форми, що продукують екстрацелюлярний матрикс, характерна для ЕМТ 2-го типу. Пухлинні клітини даного типу подібні у раках різної локалізації і можуть виникати на фоні 1-го типу або самостійно. ЕМТ 2-го типу є критерієм підвищеної інвазивності пухлини, тому дані дослідження залишаються актуальними в прогнозуванні клінічного перебігу раків різних органів. На цей час гістологічні та імуногістохімічні методи дослідження дозволяють виявити більшість ознак ЕМТ [10].

Резюме: УРСМ є найчастішою формою пухлин СМ, що досягає 90% від усього числа.  У більшості випадків УРСМ виявляють на неінвазивній стадії і проведене за протоколом лікування – трансуретральна резекція сечового міхура та ад’ювантна хіміотерапія не завжди дає очікуваний позитивний результат. Для даної форми УРСМ є характерним часте рецидивування (30–85%) і прогресування (10–30%) після виконаного лікування, що потребує довічного спостереження. Незважаючи на різноманіття прогностичних маркерів, які використовуються в сучасній практиці, у 20–30% випадків відзначено розбіжність результатів лікування з очікуваними. Використання одиничних або кількох маркерів для прогнозування біологічного поведінки УРСМ (подальшого його клінічного перебігу у пацієнтів) не забезпечує в належному обсязі потреби сучасної діагностики. Для поліпшення диференційного підходу до лікування пацієнтів з УРСМ необхідна оптимізація існуючих прогностичних критеріїв і пошук нових, що й стало підставою для цього дослідження.
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РОЗДІЛ 2
МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1. Матеріали дослідження
Матеріалом для дослідження слугували оперативно видалені сечові міхури, резеційовані стінки СМ, результати ТУР і біопсійний матеріал пацієнтів за період з 2011 по 2015 рр, оперованих у клініці Харківського обласного клінічного центру урології і нефрології ім. В. І. Шаповала. Загальна кількість пацієнтів, у яких був виявлений УРСМ, становила 1041 випадок. 

Матеріалом для комплексного клініко-морфологічного дослідження були 106 випадків з неінвазивною формою раку. З них 46 випадків, не мають рецидивів протягом 5 років – 1-а група, 46 випадків з рецидивами без прогресування – 2-а група і 14 випадків з рецидивами і прогресуванням – 3-я група. Згідно з класифікацією ВООЗ 1973 року, яка використовується в алгоритмі групи EORTC, НУРСМ для 1-ї та 2-ї груп були узяті з однаковою кількістю випадків різного диференціювання: з G1 – 19 випадків, G2 – по 17 випадків і G3 – по 10 випадків. У 3-й групі з G1 був 1 випадок, з G2 – 7 випадків і з G3 – 6 випадків. 

У всіх хворих на УРСМ вивчалися вік, стать, обсяг оперативного втручання, клінічний діагноз, дані гістологічного дослідження з урахуванням ступеня диференціювання пухлини (градації G 1973 року й відповідно до класифікації ВООЗ 2016 року), ступінь інвазії пухлини в стінку СМ і навколишні тканини й органи, а також супутня CIS , гістологічний підтип будови пухлини, метаплазія в пухлинних клітинах, наявність пухлинних тромбів у просвіті судин, а також наявність рецидивів і прогресування захворювання протягом 5 років. 

Для комплексного клініко-морфологічного дослідження, крім вищезазначених даних, вивчалися розмір, локалізація й форми росту пухлини, стадія захворювання (класифікація TNM 2009 року згідно з даними ВООЗ), кількість і діаметр пухлини, наявність метастазів у регіонарних лімфовузлах та віддалених метастазів, паренхіматозно-стромальний компонент первинної пухлини.

Три групи дослідження були розподілені на 6 підгруп за ознакою приналежності до ступеня диференціювання згідно з класифікацією 2016 року. Число випадків в 1-й і 2-й групах з неінвазивною папілярною уротеліальною карциномою низького ступеня злоякісності (НПУКНСЗ) становило по 36, а з неінвазивною папіллярною уротеліальною карциномою високого ступеня злоякісності (НПУКВСЗ) – по 10. До 3-ї групи (з рецидивами і прогресуванням) увійшло 8 випадків з НПУКНСЗ і 6 випадків з НПУКВСЗ. Залежно від ступеня диференціювання пухлини, кількість випадків у підгрупах розподілилася так (табл. 2.1) 
Таблиця 2.1 
Розподіл неінвазивного уротеліального рака сечового міхура у групах дослідження залежно від ступеня диференціювання згідно з класифікацією 2016 року
	НУРСМ

	Група 1 (без рецидивів)
	Група 2 (з рецидивами без прогресування)
	Група 3 (з рецидивами й прогресуванням)

	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ

	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%

	36
	78,2
	10
	21,8
	36
	78,2
	10
	21,8
	8
	57,1
	6
	42,9

	РАЗОМ
	106


Для імуногістохімічного дослідження для кожної з 3-х груп рандомізованим шляхом було відібрано по 8 випадків з НПУКНСЗ і по 6 випадків з НПУКВСЗ, усього 42 випадки.

2.2 Методи дослідження

Матеріали дослідження піддавали клініко-морфологічному (макро- і мікроскопічному) та імуногістохімічному вивченню.

При клініко-морфологічному дослідженні використовували алгоритм групи EORTC, в якому кожному фактору ризику, що впливає на критерій прогнозу, присвоєно певний бал [202] (табл. 2.2). Аналіз проводився для хворих на РСМ Та-Т1 [50].
Таблиця 2.2
Бали за підрахунком ризику рецидиву і прогресування
	Фактор
	Рецидив
	Прогресування

	Кількість пухлин:
1
2–7
8 і більше 
	0
3
6
	0
3
3

	Діаметр пухлини:

Менш ніж 3 см

Більш ніж 3 см
	0

3
	0

3

	Рецидиви в анамнезі:

Первинна 

1 рецидив/рік
Більш ніж 1 рецидив/рік
	0

2

4
	0

2

2

	Категорія Т:

Та

Т1
	0

1
	0

4


Продовження таблиці 2.2

	Супутня CIS:

Немає
Є 
	0

1
	0

6

	Гістопатологічна градація (ВООЗ 1973 р.):

G1

G2

G3
	0

1

2
	0

0

5

	Сума балів:
	0–17
	0–23


Усі хворі, залежно від суми балів, були розподілені на 3 групи ймовірного ризику розвитку рецидиву й прогресування: низький, проміжний і високий ризик (табл. 2.3).

Таблиця 2.3
Імовірність рецидиву і прогресування залежно від суми балів
	Сума балів для рецидиву
	Імовірність рецидиву упродовж року % (95%СІ)
	Імовірність рецидиву упродовж 5 років % (95%СІ)
	Група ризику рецидиву

	0
	15 (10–19)
	31 (24–37)
	Низький ризик

	1–4
	24 (21–26)
	46 (42–49)
	Поміжний ризик

	5–9
	38 (35–41)
	62 (58–65)
	

	10–17
	61 (55–67)
	78 (73–84)
	Високий ризик

	Сума балів для прогресування
	Імовірність прогресування упродовж року % (95% СІ)
	Імовірність прогресування упродовж 5 років % (95% СІ)
	Група ризику прогресування

	0
	0,2 (0–0,7)
	0,8 (0–1,7)
	Низький ризик

	2–6
	1 (0,4–1,6)
	6 (5–8)
	Поміжний ризик

	7–13
	5 (4–7)
	17 (14–20)
	Високий ризик

	14–23
	17 (10–24)
	45 (35–55)
	


Операційний матеріал пацієнтів фіксувався в 10% розчині нейтрального забуференого формаліну протягом 12 годин, після проведення за стандартною методикою матеріал заливали в парафін. Парафінові середовища після забарвлення гематоксиліном та еозином піддавалися гістологічному дослідженню при використанні мікроскопа PrimoStar, об’єктиви ×4, ×10, ×40, ×100, ×400.
При мікроскопічному дослідженні також вивчали такі морфологічні характеристики: 

- стромально-паренхіматозне віношення в пухлинах; 

- способи стромальної інвазії підслизового шару СМ пухлиною;

- ступінь злоякісності пухлини (визначали на підставі Міжнародної гістологічної класифікації пухлин ВООЗ 2016 р.);

- характер, ступінь інфільтрації строми пухлини й перитуморальної зони імунокомпетентними клітинами.

Оцінка стромально-паренхіматозного відношення й способів стромальної інвазії підслизового шару СМ пухлиною проводилася на мікроскопі Primo Star з фотокамерою при збільшенні об’єктива ×100 за допомогою програми Adobe Photoshop CS6. Площа тестування становила 1 мм2 (942000 мкм2). Оцінка ступеня злоякісності пухлини й ступеня інфільтрації строми імунокомпетентними клітинами пухлини проводилася на мікроскопі Primo Star з фотокамерою при збільшенні об’єктива ×400 за допомогою програми Adobe Photoshop CS6. Площа тестування становила 0,057 мм2 (57000 мкм2).

Імуногістохімічне дослідження проводили з використанням первинних моноклональних антитіл (МКАТ) фірми DAKO (Данія), Ready-to-Use. Демаскуюча термічна обробка була виконана за методом кип’ятіння зрізів у цитратному буфері (рН 6,0). Для візуалізації первинних антитіл застосовувалася система детекції UltraVision Манка Detection Systems HRPPolymer (Thermoscientific). Як хромоген використовувався DAB (діамінобензидин).

Комплекс морфологічних досліджень проводився на мікроскопі PrimoStar (carl zeiss) з фотокамерою при збільшенні об’єктива ×400 за допомогою програми Adobe Photoshop CS6. 

Для оцінювання ступеня вираженості імуногістохімічної мітки маркерів використовували напівкількісну шкалу: 0 – негативна, 1 – слабка, 2 – помірна, 3 – виражена реакція. 

Була використана така панель антитіл до ядерних антигенів: для вивчення порушень у системах апоптозу та репарації пухлинних клітин – моноклональні антитіла до рецепторів р53 та р63; для оцінювання проліферативної активності – моноклональні антитіла до ядерного білка
Кі-67. Інтенсивність реакцій ядерної локалізації (р53, р63, Кі-67) оцінювали шляхом підрахунку кількості забарвлених ядер зі 100 ядер в полі зору з вираженням результатів у відсотках. Напівкількісні результати для р53 оцінювали так: 0 – 10% – відсутність експресії, 11–25% – слабка експресія, 25–50% – помірна, 50–100% – виражена; для р63: 0 – відсутність експресії, 1 – 10% – слабка експресія, 11 – 80% – помірна, 81–100% – виражена; значення індексу проліферації оцінювали за такою шкалою: 0 – 20% – низька проліферативна активність, 21–50% – помірна, 51–100% – висока.

Використовувалися антитіла до антигенів, розташованих на мембранах клітин: адгезивні властивості епітеліальних пухлинних клітин вивчалися за допомогою антитіл до Е-кадгерину, а ознаки появи в цих клітинах мезенхімального фенотипу вивчалися за допомогою антитіл до N-кадгерину (ураховувався відсоток експресуючих маркер клітин у полі зору: 0 – відсутність експресії, 1 – 1–33% клітин, 2 – 34–66% клітин, 3 – 67–100% клітин).

Також використовувалися антитіла до антигенів, які виявляли в цитоплазмі: особливості і ступінь диференціювання епітеліальних клітин вивчали за рівнем експресії ЦК7 і ЦК20 (ураховувався відсоток експресуючих маркер клітин у полі зору: 0 – відсутність експресії, 1 – 1–33% клітин, 2 – 34–66% клітин, 3 – 67–100% клітин). Стромальний компонент пухлини оцінювався за рівнем експресії віментину (VimentinV9) (ураховувався відсоток експресуючих маркер клітин у полі зору: 0 – відсутність експресії, 1 – 1–33% клітин, 2 – 34–66% клітин, 3 – 67–100% клітин). Для встановлення інвазивних властивостей пухлинних клітин використовувалися антитіла до матриксної металопротеїнази ММР-9 (1 бал – до 50% пухлинних клітин, 2 бали – більше 50% пухлинних клітин різного ступеня інтенсивності, 3 бали – інтенсивна експресія 100% пухлинних клітин). 

За допомогою маркерів, експресію яких спостерігали як на мембранах клітин, так і в цитоплазмі, вивчали рівень росту фібробластів та росту судинних епітеліальних клітин за допомогою антитіл до трансформючого фактору росту (TGF-β1) (ураховувався відсоток експресуючих маркер клітин у полі зору: 0 – відсутність експресії, 1 – 1–33% клітин, 2 – 34–66% клітин, 3 – 67–100% клітин); для визначення стимуляції ангіогенезу – антитіла до фактору росту ендотелію судин VEGF (ураховувався відсоток експресуючих маркер клітин у полі зору: 0 – відсутність експресії, 1 – 1–10% пухлинних клітин, 2 – в 11–50%, 3 – у понад 50% клітин). Імунна відповідь на ракові клітини вивчався за допомогою антитіл до CD3+ (маркер популяції
Т-лімфоцитів), CD4+ (маркер Т-хелперів), CD8+ (маркер Т-супресорів), CD20+ (маркер В-лімфоцитів), CD68+ (маркер макрофагів). Показники експресії маркерів, пов’язаних з імунною відповіддю, вивчали у 3-х полях зору мікроскопа гістологічних зрізів з найбільш вираженою інфільтрацією при збільшенні ×400. Слабкою інфільтрацією вважалася інфільтрація від 1 до 50 клітин у полі зору, помірною – від 51 до 100 клітин і вираженою – більше ніж 100 клітин у полі зору. Для підрахунку щільності мікросудин (ЩМС) використовували маркер CD34+. Зразок тканини спочатку досліджували з використанням світлового мікроскопа при невеликому збільшенні (× 100), щоб ідентифікувати ділянку найбільшої щільності судин. Згодом для підрахунку (за методом vascularhotspot) були відібрані п’ять ділянок з найвищою щільністю під великим збільшенням (× 400) і середня щільність п’яти ділянок була записана як рівень ЩМС для цієї тканини. Однак судини з товстою м’язовою стінкою або з просвітом>8 еритроцитів у діаметрі (~ 50 мкм) були виключені з підрахунку. ЩМС зі значеннями від 0 до 25 вважалася низькою, від 26 до 50 – помірною, понад 51 – високою. 

Інвазивні властивості пухлини оцінювали за рівнем експресії колагену IV, який спостерігався у вигляді коричневої смужки базальної мембрани епітеліального пласта пухлинних клітин (0 – відсутність колагену вздовж базальної мембрани, 1 – наявність тонкої смужки колагену, 2 – товста смужка колагену вздовж базальної мембрани). Інтенсивність забарвлення порівнювали за інтенсивністю забарвлення стінки судин. Усього було вивчено 18 маркерів. 

Кожне дослідження мало негативний контроль без додавання первинних антитіл. Для кожного маркера з метою виключення хибнопозитивного або помилкового результатів застосовувалися контрольні дослідження, використовуючи зрізи з тканин, рекомендованих виробником антитіл для позитивного контролю.

При вивченні ЕМТ використино запропоновану нами класификацію, згідно з якою ЕМТ була розподілена на 6 стадій [І. І. Яковцова, Є. В. Титов, І. В. Івахно, 2019 р.].

Стадійність ЕМТ базувалася на порівнянні рівнів експресії декількох маркерів епітеліального (ЦK7, ЦК20, Е-кадгерин) і мезенхімального
(N-кадгерин, віментин) фенотипів: 0 стадія – раки без ознак ЕМТ (не експресують мезенхімальні маркери); 1 – раки з ознаками ЕМТ, переважно епітеліальним фенотипом (експресія епітеліальних маркерів значно переважає над експресією мезенхімальних, p<0,05); 2 – раки з проміжним епітеліальним фенотипом (експресія епітеліальних маркерів незначно переважає над експресією мезенхімальних, p>0,05); 3 – раки з проміжним мезенхімальним фенотипом; 4 – раки з переважно мезенхімальним фенотипом; 5 – раки з мезенхімальним фенотипом).

У процесі виконання математичного аналізу отриманих результатів розрахунки виконували за допомогою пакету «MicrosoftExcel 2010». Статистичну обробку результатів дослідження проводили за загальноприйнятими методиками з використанням пакету «Statistica 6.0». Достовірними вважалися результати при р<0,05. Визначалося середнє арифметичне, середнє квадратичне відхилення. Порівняння груп дослідження проводили з оцінюванням ймовірності відмінностей із застосуванням параметричних і непараметричних методів варіаційної та рангової статистики. Розрахунок t-критерію Стьюдента застосовувався для оцінювання рівномірного розподілу варіаційного ряду. Зв’язок між ознаками визначали з використанням непараметричного критерію 2 Пірсона.  Аналіз відповідностей використовувався для візуального та чисельного дослідження структури деяких таблиць спряженості великих розмірів.  Методи непараметричної рангової статистики використовували при обробленні деяких даних імуногістохімічного дослідження. Для підтвердження або спростування нульової гіпотези про залежність між виразністю показників експресії імуногістохімічних маркерів і прогностичними клініко-морфологічними ознаками УРСМ використовували непараметричний критерій Манна-Уїтні та кореляційний (метод рангової кореляції Спірмена) аналіз. Виразність кореляційної залежності оцінювали за такими критеріями: r<0,3 – зв’язок слабкий; 0,3<r<0,5 – зв’язок помірний; 0,5<r<07 – зв’язок середньої сили, 0,7<r<0,9 – зв’язок сильний, 0,9<r – зв’язок дуже сильний [22].
РОЗДІЛ 3

КЛІНІКО-МОРФОЛОГІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА НЕІНВАЗИВНОГО УРОТЕЛІАЛЬНОГО РАКА СЕЧОВОГО МІХУРА
3.1. Статистичний аналіз даних захворюваності та рецидивування на уротеліальний рак сечового міхура
3.1.1. Захворюваність на уротеліальний рак сечового міхура з аналізом структури біопсійного та постопераційного матеріалу за ступенем диференціювання G за 2011-2015 рр.
За 2011 рік було виявлено 218 випадків уротеліального раку сечового міхура, з них 169 (77,5%) випадків з неінвазивною формою і 49 (22,5%) з інвазивною; за 2012 рік – 221 випадок, неінвазивних – 163 (73,8%), інвазивних – 58 (26,2%); за 2013 рік – 187 випадків, неінвазивних – 140 (74,9%), інвазивних – 47 (25,1%); за 2014 рік – 262 випадки, неінвазивних – 196 (74,8%), інвазивних – 66 (25,2%); за 2015 рік – 229 випадків, неінвазивних – 167 (72,9%), інвазивних – 62 (27,1%).

Загальна кількість хворих за 2011–2015 рр. становила тисячу сорок один випадок. З них з НУРСМ – 759 (72,9%) випадків, з ІУРСМ – 282 (27,1%).

Чіткої тенденції до зростання захворюваності на УРСМ не виявлено (рис. 3.1). 
За 2011–2015 рр. було виконано 13 біопсій, 36 резекцій, 79 цистектомій і 981 ТУР випадків УРСМ. При цьому було виявлено зі ступенем диференціювання G-1-471 (45,2%) випадків УРСМ, G-2-261 (25,1%) випадків і G-3-309 (29,7%) випадків (рис. 3.2).
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Рис. 3.1. Захворюваність на УРСМ за 2011–2015 рр.
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Рис. 3.2. Гістоструктура УРСМ залежно від ступеня диференціювання за класифікацією G за 2011-2015 рр.
3.1.2. Стать і вік пацієнтів 
Серед пацієнтів з УРСМ чоловіки становили – 82,6% (860/1041), жінки – 17,4% (181/1041), а співвідношення між ними дорівнювало 4,75 : 1 (рис. 3.3). 
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Рис. 3.3. Розподіл хворих на УРСМ за статтю.
Вік хворих варіював від 17 до 97 років. Середній вік становив 66,4 ± 7,2 року. Пік захворюваності припав на вікову групу 70–79 років як для чоловіків, так і для жінок (295 випадків серед чоловіків і 63 випадки серед жінок), що становило 28,3% для чоловіків і 6,1% для жінок від загальної кількості тих, хто захворів. На другому місці розташувалася група 60–69 років з 261 (25,1%) випадків у чоловіків і 64 (6,1%) випадків у жінок. У групі 50–59 років було 159 (15,3%) випадків захворюваності на УРСМ серед чоловіків і 24 (2,3%) серед жінок. У групі 80–89 років серед чоловіків становили 65 (6,2%), для жінок 16 (1,5%). Група 40–49 років для чоловіків 61 (5,9%) і 6 (0,6%) випадків для жінок. У групі менше 40 років загальна кількість хворих у чоловіків була 17 (1,6%), у жінок – 7 (0,7%). Група 90–97 років і групи 10–19 років представлені одиничними випадками (усього 0,3%) і є статистично малоінформативними (рис. 3.4).
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Рис. 3.4. Захворюваність на УРСМ за віковими групами.
3.1.3. Аналіз рецидивування у хворих на неінвазивний уротеліальний рак сечового міхура за 2011-2015 рр.
За 2011–2015 рр. було виявлено 79 (10,4%) пацієнтів з рецидивами НУРСМ. З цієї кількості без прогресування виявлено 65 (8,6%) випадків, з прогресуванням – 14 (1,8%).

Найбільше число випадків рецидивування було виявлено в перший рік і становило 33 (41,8%) випадки. Рецидиви в періоди від 1 до 2 років і від 2 до 3 років спостерігалися з однаковою частотою – по 20 (25,3%) випадків. Чітко простежувалася тенденція до зниження числа рецидивів у тимчасових параметрах від 3 до 4 років 4 (5%) і від 4до 5 років – 2 (2,6%) випадків     (рис. 3.5). 
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Рис. 3.5. Кількість рецидивів у хворих на УРСМ за 2011–2015 рр.
3.1.4. Локалізація й форма росту неінвазивного уротеліального рака сечового міхура, гістопатологічна градація G залежно від розмірів пухлини
При дослідженні 79 випадків цистектомій і 36 резекцій СМ (операції, виконані за 2011–2015 роки), на підставі вивчення історій хвороби та перегляду гістологічних препаратів, були отримані такі дані.

За локалізацією пухлини на правій стінці виявлено 3 (2,6%) епізоди, на лівій – 8 (7%), на передній – 5 (4,3%), на задній – 14 (12,2%), 2 ділянки й більше – 85 (73,9%) епізодів.

За формою росту УРСМ у 4 (3,5%) випадках виявлено у вигляді виразки, у вигляді одиночного вузла – 56 (48,7%), від 2 до 7 вузлів – 3 (2,6%), 8 і більше вузлів або дифузно – 52 (45,2%) випадки.

При розмірах пухлини до 3 см виявлено всього 9 випадків: 3 (33,3%) випадки з диференціюванням G-1, 2 (22,2%) випадки з G-2, 4 випадки з G-3 (44,5%). При розмірах пухлини більше ніж 3 см виявлено всього 106 випадків, а гістопатологічна градація G розподілилася так: 18 (17%) випадків з G-1, 20 (19%) випадків з G-2, 68 (64%) випадків з G-3 (рис. 3.6).  Незважаючи на те, що при розмірах пухлини більше ніж 3 см явно переважають випадки з диференціюванням G-3, статистично значущої різниці за гістопатологічною градацією G між групами не виявлено (2=1,77 р=0,41).
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Рис. 3.6. Кількість пухлин розміром менше ніж 3 см і більше ніж 3 см та ступінь градації G.
3.2. Клініко-морфологічна характеристика груп дослідження
3.2.1. Стать
Із загальної кількості НУРСМ (759 випадків) виявлено 680 (89,6%) випадків без рецидивів, 65 (8,6%) випадків з рецидивами без прогресування і 14 (1,8%) випадків з рецидивами та прогресуванням. З груп пацієнтів без рецидивів і з рецидивами без прогресування були відібрані по 46 випадків з однаковим процентним співвідношенням за гістопатологічною градацією G і всі випадки з рецидивом і прогресуванням (14 випадків). Сформовано 3 групи дослідження. Група 1 – НУРСМ без рецидивів, кількість чоловіків – 40 (86,9%), жінок – 6 (13,1%). Група 2 – НУРСМ з рецидивами, але без прогресування кількість чоловіків в ній становила 38 (82,6%) осіб, жінок – 8 (17,4%) осіб. Група 3 – НУРСМ з рецидивами і прогресуванням, кількість чоловіків – 10 (71,4%), жінок – 4 (28,6%). Статистично значущої різниці за статтю між групами не виявлено (2= 1,84 р = 0,39) (табл. 3.1).
Таблиця 3.1
Групи без рецидивів неінвазивного уротеліального рака сечового міхура (1), з рецидивами без прогресування (2), з рецидивами й прогресуванням (3) і стать пацієнтів
	Стать
	Група 1
	Група 2


	Група 3


	Достовірність, критерій 2

	Чоловіки
	40 (86,9%)
	38 (82,6%)
	10 (71,4%)
	2=1,84 р=0,39

	Жінки
	6 (13,1%)
	8 (17,4%)
	4 (28,6%)
	

	Разом
	46
	46
	14
	



Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 (2_crit = 5,99).
3.2.2. Вік
Середній вік пацієнтів у 1-й групі становив 66,5 ± 7,4, у 2-й групі – 65,4 ± 6,8 року, а в 3-й групі – 66,9 ± 7,2. Пік захворюваності в групі 1 припадав на вікову групу 60–79 років (60–69 років – 16 випадків або 34,8% і 70–79 років – 13 випадків або 28,3%). Пік захворюваності в групі 2 припав на 60–79 років з однаковою кількістю пацієнтів віком 60–69 та 70–79 (по 14 пацієнтів в кожній віковій групі, що відповідно становить по 30,4%). Пік захворюваності в групі 3 також знаходився у віковій групі 60–79 років (60–69 років – 6 випадків або 42,9% і 70–79 років – 5 випадків або 35,7%). При порівнянні у всіх групах пацієнтів з НУРСМ відзначалася тенденція до зниження відносного числа пацієнтів у вікових групах 50–59 та значного зниження в групах 80–89, 40–49, 30–39 років (у 3 групі дані вікові категорії не представлені взагалі). Статистично значущої різниці за віком між групами не виявлено (2= 7,4, р = 0,68) (табл. 3.2).
Таблиця 3.2
Групи без рецидивів неінвазивного уротеліального рака сечового міхура (1), з рецидивами без прогресування (2), з рецидивами та прогресуванням (3) та вік пацієнтів

	Вік
	Група 1

	Група 2


	Група 3


	Достовір-ність, критерій2

	3039
	1 (2,2%)
	2 (4,3%)
	0
	2=7,4, р=0,68

	4049
	2 (4,3%)
	4 (8,8%)
	0
	

	5059
	9 (19,6%)
	11 (23,9%)
	3(21,4%)
	

	6069
	16 (34,8%)
	14 (30,4%)
	6(42,9%)
	

	7079
	13 (28,3%)
	14 (30,4%)
	5(35,7%)
	

	8089
	5 (10,8%)
	1 (2,2%)
	0
	

	Разом
	46
	46
	14
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 (2_crit = 18,3). 

3.2.3. Гістологічна характеристика залежно від ступеня злоякісності пухлини та зв’язок ступеня диференціювання зі статтю та віком
З відібраних 106 випадків НУРСМ – 80 (75,5%) випадків мали диференціювання з низьким ступенем злоякісності, а 26 (24,5%) випадків – з високим ступенем злоякісності. НУРСМ з низьким ступенем злоякісності характеризувався, в переважній кількості випадків, наявністю поверхневих зонтичних клітин, нормальною або слабко порушеною цитоархітектонікою. 
Клітини з прозорою цитоплазмою присутні в 90% випадків у всіх шарах ракових пластів. Ядра були нормального розміру або трохи збільшеними, мали однакову овальну форму, з переважно нормальною поляризацією й слабким ступенем гіперхромності. Мітотичні фігури були відсутні в 85%, у 10% – спостерігалися в базальному шарі, у 5% були нечисленними як в базальному, так і в інших шарах пухлини. Стромальна інвазія спостерігалася в 100% випадків, але обмежувалася підслизовим шаром, що відповідає стадії Т1 (рис. 3.7).
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Рис. 3.7. НУРСМ з низьким ступенем злоякісності, ×100
НУРСМ з високим ступенем злоякісності характеризувався переважно відсутністю поверхневих зонтичних клітин, помірно або виражено порушеною цитоархітектонікою (розмір і форма клітин виражено варіювали).  Клітини з прозорою цитоплазмою, як правило, були відсутні або спостерігалася їх малу кількість в окремих ділянках, розмір ядер виражено варіював з переважанням в бік збільшення, ядра мали різну форму, поляризація в багатьох була відсутня, відзначалася виражена гіперхромність ядер з безліччю патологічних мітозів і мітотичних фігур. Стромальна інвазія спостерігалася в 100% випадків, але обмежувалася підслизовим шаром, що відповідає стадії Т1 (рис. 3.8).
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Рис. 3.8. НУРСМ з високим ступенем злоякісності, ×100
При порівнянні диференціювання НУРСМ зі статтю і віком пацієнтів залежності не виявлено. Так серед НУРСМ низького ступеня злоякісності чоловіків було 67 (83,8%), жінок (16,2%), серед НУРСМ високого ступеня злоякісності 21 (80,8%) і 5 (19,2%) відповідно (2 =0,12, р=0,72) (табл. 3.3).
Таблиця 3.3
Ступінь диференціювання пухлини у пацієнтів з неінвазивним уротеліальним раком сечового міхура і стать пацієнтів

	Стать
	Низький ступінь злоякісності
	Високий ступінь злоякісності
	Достовірність, критерій2

	чоловіки
	67(83,8%)
	 21(80,8%)
	2=0,12 р=0,72 2_crit = 3,84

	жінки
	13 (16,2%)
	5(19,2%)
	

	Разом
	80
	26
	


Примітка: наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 (2_crit = 3,84).
Середній вік пацієнтів з раками низького ступеня злоякісності становив 66,1 ± 7,2 року, а з високим ступенем злоякісності 66,5 ± 7,4 року. В обох групах з НУРСМ низького і високого ступенів злоякісності пік захворюваності припав на вікові групи 60–79 років. У групі з раками низького ступеня злоякісності у віці 60–69 років виявлено 29 (36,3%) випадків і у віці 70–79 років – 24 (30%) випадки. У групі з НУРСМ високого ступеня злоякісності виявлено 7 (26,9%) і 8 (30,8%) випадків відповідно.  Слід зазначити відсутність пацієнтів з пухлинами високого ступеня злоякісності у віковій групі 30–39 років. Статистично значущої різниці за віком між групами не виявлено (2 = 7,58, р = 0,18) (табл. 3.4).

Таблиця 3.4
Ступінь диференціювання пухлини у пацієнтів з неінвазивним уротеліальним раком сечового міхура і вік пацієнтів

	Вік
	Низький ступінь злоякісності
	Високий ступінь злоякісності
	Достовірність, критерій2

	3039
	3 (3,8%)
	0
	2=7,58, р=0,18
2_crit = 11,07

	4049
	2 (2,5%)
	4 (15,4%)
	

	5059
	18 (22,5%)
	5 (19,2%)
	

	6069
	29 (36,3%)
	7 (26,9%)
	

	7079
	24 (30%)
	8 (30,8%)
	

	8089
	4 (4,9%)
	2 (7,7%)
	

	Усього
	80
	26
	


Примітка: наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 (2_crit = 11,07).
У таблиці 3.6 представлено розподіл раків з низьким і високим ступенем злоякісності залежно від приналежності пацієнтів до груп (1 – нерецидивуючі раки, 2 – рецидивуючі без прогресування і 3 – рецидивні з прогресуванням). У 1-й і 2-й групах однакова кількість випадків з низьким і високим ступенем злоякісності була сформовано в результаті відбору, а в 3-й групі, до якої увійшли всі виявлені випадки за 5 років, була тенденція до більшого відносного числа раків з високим ступенем злоякісності. Статистично значущої відмінності за ступенем злоякісності між групами не виявлено (2 = 2,92, р = 0,23) (табл. 3.5).

Таблиця 3.5
Ступінь диференціювання пухлини у пацієнтів з неінвазивним уротеліальним раком сечового міхура і групи дослідження
	Ступінь 

злоякісності
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій2

	
	1
	2
	3
	

	Низький ступінь
	36 (78,3%)
	36(78,3%)
	8(57,1%)
	2=2,92, р=0,23
2_crit = 5,99

	Високий ступінь
	10(21,7%)
	10(21,7%)
	6(42,9%)
	

	Разом
	46(100%)
	46(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 (2_crit = 5,99).
3.2.4. Групи ризику НУРСМ за алгоритмом EORTC (2006 р.)

При дослідженні за алгоритмом групи EORTC, у якому кожному фактору ризику (розмір, кількість пухлин, ступінь її диференціювання, рівень інвазії в стінку СМ і навколишні тканини, органи, наявність супутнього раку in situ, частоти рецидивів), який впливає на критерій прогнозу, присвоєно певний бал, було отримано такі дані.

Усі пухлини були без інвазії в м’язовий шар, мали сосочкову структуру і відповідали стадії Т1. Супутня CIS не виявлена в жодному з випадків. Для дослідження відбиралися випадки, які не мали рецидивів в анамнезі (первинні пухлини). 

Залежно від кількості пухлин у 1-й групі виявлено найбільшу абсолютну й відносну кількість випадків з уніфокальним ростом – 43 (93,5%) і найменше – 3 (6,5%) з мультифокальним (число пухлин 2–7, оцінка в балах 3). У 3-й групі, навпаки, уніфокальний ріст мав найменші абсолютні й відносні показники – 10 (71,4 %) випадків, а мультифокальний найбільші – 4 (28,6%) випадки. Група 2 посіла проміжне місце з уніфокальним ростом – 34 (73,9 %) випадки, з мультифокальним – 12 (26,1%) випадків відповідно. Виявлено статистично значущий зв’язок між кількістю пухлин і виникненням рецидивів як без прогресування, так і з прогресуванням
(2 =7,22, р=0,02). 

У 1-ій групі пухлини розміром до 3 см у діаметрі зустрічалися в найбільшій абсолютній і відносній кількості випадків – 33 (71,7%), більше 3 см – у 13 (28,3%) випадках. 2-га група посіла проміжне місце з 18 (39,1%) і 28 (60,9%) випадків відповідно. У 3-й групі всі 14 (100%) випадків мали розмір пухлини більше 3 см. Виявлено статистично значущий зв’язок між розміром пухлини й виникненням рецидивів як без прогресування, так і з прогресування (2 =24,7, р<0,01). 

За гістопатологічною градацією G в 1-й і 2-й групах дослідження було 19 (41,3 %) пацієнтів з G-1, по 17 (36,9%) пацієнтів з G-2 і по 10 (21,8%) пацієнтів з G-3. У 3-й групі найбільша кількість випадків була з G-2 – 7 (50%) і трохи менше з G-3 – 6 (42,9%) випадків, а з G-1 виявлено всього 1 (7,1%) випадок. Слід зазначити, що при порівнянні 1-ї або 2-ї групи дослідження з 3-ю групою зв’язок між змінними значущий (2 =6,00, р=0,04, 2 _crit = 5,99).

Усі пацієнти (106 зі 106) перебували у групі проміжного ризику розвитку рецидиву (сума балів від 1 до 9). У 1-й групі спостерігалося 37 (80,4%) випадків з кількістю балів від 1 до 4 і 9 (19,6%) випадків з кількістю балів від 5 до 9. У 2-й групі від 1 до 4 балів – 23 (50%), від 5 до 9–23 (50%) випадки. У 3-й групі від 1 до 4 балів – 1 (7,1%), від 5 до 913 (92,9%). Виявлено статистично значущий зв’язок між величиною суми балів і виникненням рецидивів як без прогресування, так і з прогресуванням
(2 = 25,49 р <0,01, 2_crit = 5,99).

Проміжний ризик розвитку прогресії (сума балів від 1 до 6) в 1-й групі дослідження мали 25 (54,3%) пацієнтів, високий ризик розвитку (сума балів від 7 до 13) – 21 (45,7%), високий ризик розвитку (сума балів від 14 до 23) – 0. У 2-й групі кількість випадків з проміжним ризиком розвитку прогресії була значно нижчою, ніж у 1-й групі і становила 15 (32,6%) випадків, одночасно спостерігалося зростання числа випадків з високим ризиком розвитку – 28 (60,9%) і 3 (6,5%) відповідно. У 3-й групі з проміжним ризиком розвитку прогресування не виявлено жодного випадку і всі пацієнти мали високий ризик розвитку пухлини (11 (78,6%) і 3 (21,4%) випадки відповідно). Виявлено статистично значущу залежність у групах дослідження між величиною суми балів і виникненням рецидивів як без прогресування, так і з прогресуванням (2 = 20,09 р = 0,0004, 2 _crit = 9,48) (табл. 3.6).

Аналіз залежності ризику рецидивування й прогресування за сумою балів за алгоритмом EORTC від віку пацієнтів показав тенденцію до більш високого значення ризику розвитку прогресування пухлини (14–23 бали) у віці 60–69 років. Однак при розподілі пацієнтів на вікові групи по 10 років і раків на групи за балами 1–4, 5–9 для рецидивів і 1–6, 7–13, 14–23 для прогресування, залежності між віком і балами за алгоритмом EORTC не визначено. Була відсутня також залежність за статтю пацієнтів (табл. 3.7).

Таблиця 3.6
Розподіл раків досліджених груп за критеріями прогнозу рецидивування та прогресування згідно системи EORTC
	Ознака
	Група 1
	Група 2
	Група 3
	Хі-квадрат

	Уніфокальний рост

Мультифокальний рост
	43 (93,5%)*

3 (6,5%)*

	34 (73,9%)*

12 (26,1%)*
	10 (71,4%)*

4 (28,6%)*
	2=7,22, р=0,05

(2_crit = 5,99)

	Розмір пухлини до 3 см у діаметрі
Розмір пухлини більш ніж 3 см
	33 (71,7%)*

13 (28,3%)*
	18 (39,1%)*

28 (60,9%)*
	0*

14 (100%)*
	2=24,7, р<0,01

(2_crit = 5,99)

	Гістопатологічна

градація G
G - 1

G - 2

G - 3
	19 (41,3%)*

17 (36,9%) *

10 (21,8%)*
	19 (41,3%)*

17 (36,9%) *

10 (21,8%)*
	1 (7,1%)*

7 (50%)*

6 (42,9%)*
	(2=6,00, р=0,04, 2_crit = 5,99

	Бали за алгоритмом EORTC (рецидив)

                   14

                   59
	37 (80,4%)*

9 (19,6%) *
	23 (50%)*

23 (50%)*
	1 (7,1%)*

13 (92,9%)*
	2=25,49 р<0,01

(2_crit = 5,99)

	Бали за алгоритмом EORTC (прогресія)

                  16

                  713

                  1423
	25 (54,3%)*
21 (45,7%)*
0*
	15 (32,6%)*
28 (60.9%)*
3 (6,5%)*
	0*

11 (78,6%)*
3 (21,4%)*
	2=20,09 р=0,0004

(2_crit = 9,48)


Примітка:   наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2
Таблиця 3.7
Сума балів критеріїв прогнозу рецидивування й прогресування неінвазивного уротеліального рака сечового міхура за алгоритмом EORTC (2006 г) і вік, стать пацієнтів
	Вік
Стать
	Бали (рецидив)
	Бали (прогресування)
	Хі – квадрат (2)

	Вік
	14
	59
	16
	713
	1423
	

	3039
	2 (1,9%)
	1 (0,9%)
	2 (1,9%)
	1 (0,9%)
	0
	2=2,16, р=0,82

(2_crit = 11,07)

2=5,26, р=0,87

(2_crit = 18,3)

	4049
	3 (2,8%)
	3 (2,8%)
	3 (2,8%)
	3 (2,8%)
	0
	

	5059
	14(13,2%)
	9(8,5%)
	10(9,4%)
	12(11,3%)
	1(0,9%)
	

	6069
	20(18,9%)
	16(15,1%)
	12(11,3%)
	21(19,8%)
	3(2,8%)
	

	7079
	20(18,9%)
	12(11,3%)
	12(11,3%)
	19(17,9%)
	1(0,9%)
	

	8089
	2 (1,9%)
	4 (3,8%)
	1 (0,9%)
	4 (3,8%)
	1 (0,9%)
	

	Усього
	106 (100%)
	106 (100%)
	

	Чоловіча
	50(47,2%)
	38(35,8%)
	34(32,1%)
	51(48,1%)
	3(2,8%)
	2=0,11, р=0,73

(2_crit = 3,84)

2=4,91, р=0,08

(2_crit = 5,99)

	Жіноча
	11(10,4%)
	7(6,6%)
	6(5,7%)
	9(8,5%)
	3(2,8%)
	

	Разом
	106 (100%)
	106 (100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2.
3.2.5. Стромально-паренхіматозне відношення в НУРСМ і спосіб стромальної інвазії
Було досліджено строму НУРСМ, яка була присутня в сосочкових структурах і в підлеглій основі субмукозного шару. При визначенні стромально-паренхіматозного відношення (СПВ) у пухлинах усіх досліджуваних груп отримано такі дані: у 1-й і 2-й групах значення СПВ у НУРСМ варіювали від 0,05 до 0,42 із середніми значеннями 0,28 ± 0,02 в обох випадках; у 3-й групі значення СПВ варіювали від 0,05 до 0,33 із середнім значенням 0,20 ± 0,01. Статистично значущої різниці за СПВ в НУРСМ між групами не виявлено (табл. 3.8).
Таблиця 3.8
Стромально-паренхіматозні відношення в неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і групи дослідження
	СПВ
	Групи дослідження з підгрупами за ступенем диференціювання
	Достовірність, критерій 2

	
	1
	2
	3
	

	
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	

	0,050,17
	0
	10 (21,7%)
	0
	10 (21,7%)
	0
	6

(42,9%)
	2=5,75, р1=0,21

2_crit = 9,48.

2=4,87, р2=0,08
2_crit = 5,99.

2=5,15, р3=0,07
2_crit = 5,99.

2=5,75, р4=0,21

2_crit = 9,48.

	0,180,30
	15

(32,6%)
	0


	14

(30,4%)
	0


	6

(42,9%)
	0


	

	0,310,42
	21 (45,7%)
	0
	22 (47,9%)
	0
	2 (14,2%)
	0
	

	Разом
	46 (100%)
	46 (100%)
	14 (100%)
	


Примітка: *наявність достовірного зв’язку (р <0,05) за критерієм 2

р1  для 13 груп, р2  для 1 і 3 груп, р3  для 2-ї і 3-ї груп, р4  для 1-ї та 2-ї груп.
Незважаючи на те, що статистично значущої різниці за СПВ у НУРСМ між групами не виявлено, у таблиці чітко простежується зв’язок між значеннями СПВ у НУРСМ і ступенем диференціювання пухлини. Низькі значення від 0,05 до 0,17 СПВ у НУРСМ у 100% випадків припадали на НПУКВСЗ у всіх 3-х групах, а в НПУКНСЗ не було зафіксовано жодного випадку (рис. 3.9).
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Рис. 3.9. НУРСМ з високим ступенем злоякісності, ×100.
Одночасно середні та високі значення СПВ у НУРСМ (0,18–0,30 і 0,31–0,42) були характерними для 100% випадків НПУКНСЗ в усіх 3-х групах, а для НПУКВСЗ дані показники були абсолютно не характерні (рис. 3.10).
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Рис. 3.10. НУРСМ з низьким ступенем злоякісності. ×100.
Можна відзначити тенденцію до явного зменшення в процентному співвідношенні числа випадків з високими значеннями СПВ у НУРСМ у 3-й групі – 2 (14,2%) і 1 – 2-й групах – 21 (45,7%) і 22 (47,9%) відповідно, проте статистично значущої різниці між ними не виявлено (2 = 2,91, р=0,08, 2_crit = 3,84). При вивченні способів стромальної інвазії підслизового шару пухлиною вважали 2 варіанти: «щупальцеподібні» і «широким фронтом». «Щупальцеподібне» зростання мало вигляд тонких комплексів пухлинних клітин, які часто нагадують акантоз, овальної, трикутної та неправильної форми, які більш глибоко проникали в підслизовий шар порівняно з усім масивом ракових клітин (рис. 3.11).
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Рис. 3.11. НУРСМ із «щупальцеподібним» ростом, ×100.
Стромальна інвазія «широким фронтом» була представлена більш круглястим, масивним, однотипним ростом пухлинних клітин у підслизовий шар (рис. 3.12).
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Рис. 3.12. НУРСМ з ростом «широким фронтом», ×100.
Із 106 досліджуваних випадків «щупальцеподібна» інвазія підслизового шару була виявлена в 69 (65,1%) випадках і переважала над інвазією «широким фронтом», яка була виявлена в 37 (34,9%) випадках.

При розподілі варіантів стромальної інвазії за групами дослідження виявлено, що «щупальцеподібні» зростання НУРСМ переважали над зростанням «широким фронтом» у всіх 3-х групах: у 1-й групі – 31 (67,4%) і 15 (32,6%) відповідно, у 2-й групі – 29 (63,1%) і 17 (36,9%), у 3-й групі – 9 (64,3%) і 5 (35,7%). Статистично значущої різниці за спрощеним варіантом стромальної інвазії між групами не виявлено (табл. 3.9).
Таблиця 3.9
Варіанти стромальної інвазії підслизового шару неінвазивним уротеліальним раком сечового міхура і групи дослідження
	Варіант стромальної інвазії
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій 2

	
	1
	2
	3
	2=0,19 р=0,9

(2_crit = 5,99)

	«широким фронтом»
	15(32,6%)
	17(36,9%)
	5(35,7%)
	

	«щупальцеподібний»
	31(67,4%)
	29(63,1%)
	9(64,3%)
	

	Разом
	46(100%)
	46(100%)
	14(100%)
	


Примітка: *  наявність достовірного зв’язку (р <0,05) за критерієм 2.

Аналіз розподілу варіантів стромальної інвазії НУРСМ залежно від ступеня диференціювання пухлини показав, що при НПУКНСЗ зростання «широким фронтом» спостерігався в 28 (35%) випадках, а «щупальцеподібне» в 52 (65%) випадках. Для НПУКВСЗ ці цифри становили 9 (34,6%) і 17 (65,4%) відповідно. Статистично значущої різниці за спрощеним варіантом стромальної інвазії НУРСМ і ступенем диференціювання пухлини не виявлено (табл. 3.10).
Таблиця 3.10
Варіанти стромальної інвазії підслизового шару неінвазивним уротеліальним раком сечового міхура і ступінь диференціювання пухлини
	Варіант стромальної інвазії
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій 2

	«широким фронтом»
	28(35%)
	9(34,6%)
	2=0,001 р=0,9

(2_crit = 3,84)

	«щупальцеподібний»
	52(65%)
	17(65,4%)
	

	Разом
	80 (100%)
	26(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 
При оцінюванні ступеня інфільтрації стромального компонента пухлини імунокомпетентними клітинами (лімфогістіоцитами) з використанням напівкількісного методу від 0 до 3 балів (0 – відсутність, 1 – слабка, 2 – помірна, 3 – виражена інфільтрація) встановлено, що найбільша кількість випадків – 43 (40, 6%) з 106 належали до категорії з помірною інфільтрацією, а випадків з відсутністю інфільтрації практично не було (рис. 3.13).
[image: image13.jpg]



Рис. 3.13. Помірна лімфогістіоцитарна інфільтрація стромального компоненту НУРСМ, × 400.
При вивченні ступеня інфільтрації стромального компонента в групах дослідження привернуло увагу те, що найбільша кількість випадків зі слабкою інфільтрацією – 20 (43,5%) виявлено в 1-й групі, а в 3-й групі не виявлено жодного випадку. Виявлено виражений корелятивний зв’язок в групах дослідження між ступенем інфільтрації стромального компонента пухлини імунокомпетентними клітинами і виникненням рецидивів як без прогресування, так і з прогресування (табл. 3.11).
Таблиця 3.11
Ступінь інфільтрації стромального компонента пухлини імунокомпетентними клітинами і групи дослідження
	Ступінь інфільтрації
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій 2

	
	1
	2
	3
	2=30,5 р1,3<0,001

(2_crit = 9,48)

2=10,4 р2,4=0,005

(2_crit = 5,99)

	слабкий
	20(43,5%)
	8(17,4%)
	0
	

	помірний
	20(43,5%)
	21(45,6%)
	2(14,3%)
	

	виражений
	6(13%)
	17(37%)
	12(85,7%)
	

	Разом
	46(100%)
	46(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 
р1  для 13 груп, р2  для 1 і 2 груп, р3  для 1-ї і 3-ї груп, р4  для 2-ї і 3-ї груп.

При порівнянні ступеня інфільтрації стромального компонента пухлини й ступеня диференціювання пухлини в групі з НПУКВСЗ не виявлено жодного випадку зі слабким ступенем інфільтрації, а більшість випадків – 19 (73,1%) мали виражену інфільтрацію. Виявлено виражену статистично значущу залежність між групами порівняння (табл. 3.12).

Таблиця 3.12
Ступінь інфільтрації стромального компонента пухлини імунокомпетентними клітинами і ступінь диференціювання пухлини
	Ступінь інфільтрації
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій 2

	слабкий
	28(35%)
	0
	2=27,4 р<0,001

(2_crit = 5,9)

	помірний
	36(45%)
	7(26,9%)
	

	виражений
	16(20%)
	19(73,1%)
	

	Разом
	80(100%)
	26(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

Резюме:
1. Вік і стать пацієнтів не впливає на ризик розвитку рецидиву й прогресування.

2. При ідентичному диференціюванні G НУРСМ з усіх клініко-морфологічних ознак пухлини до основних критеріїв рецидивування належать розмір пухлини більше 3 см і мультифокальний ріст (p<0,001 і p<0,05 відповідно).

3. Незалежними критеріями рецидивування з прогресуванням є розмір пухлини більше 3 см (р<0,01) і ступінь диференціювання G2-G3 (p<0,05).

4. Алгоритм EORTC дає можливість достовірного прогнозу рецидивування без прогресування й рецидивування з прогресуванням НУРСМ (р<0,01, р=0,0004 відповідно), а також поділ групи проміжного ризику на дві підгрупи за сумою балів є доцільним (р<0,01 і р<0,001).

5. Спосіб стромальної інвазії підслизового шару пухлиною і СПВ не впливає на прогноз, але зменшення площі стромального компонента асоціюється зі зниженням рівня диференціювання НУРСМ.

6. Збільшення ступеня інфільтрації стромального компонента пухлини імунокомпетентними клітинами характерне для НПУКВСЗ і є критерієм несприятливого прогнозу з великою ймовірністю рецидиву і прогресування новоутворення (р<0,001 і р<0,001).

Результати даного розділу опубліковані в наступних публікаціях:
1. Яковцова И. И. Клинико-морфологический анализ и прогностические критерии рецидивирования и прогрессии неинвазивных уротелиальных раков мочевого пузыря / И. И. Яковцова, Е. В. Титов, И. В. Ивахно // Вісник проблем біології і медицини – 2018. – Т. 2, №143. –  С. 340 – 344 [249].
РОЗДІЛ 4
ІМУНОГІСТОХІМІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА ТА КРИТЕРІЇ ПРОГНОЗУ НЕІНВАЗИВНОГО УРОТЕЛІАЛЬНОГО РАКА СЕЧОВОГО МІХУРА
4.1. Проліферативна активність (Ki-67) та інвазивні властивості за даними рівня експресії колагену IV, ММР-9
4.1.1. Експресія колагену IV
Для визначення інвазивних властивостей НУРСМ нами вивчався рівень експресії колагену IV, який виявляли у вигляді коричневої смужки різної товщини й інтенсивності вздовж базальної мембрани епітеліальних пухлинних клітин. Колаген IV також, інтенсивно забарвлював стінку артеріол у коричневий колір. Середня експресія колагену IV становила 0,57±0,09 і в більшості випадків – 57,1% (24/42) була у вигляді тонкої коричневої смужки вздовж базальної мембрани, яка подекуди переривалася (рис. 4.1). У 42,9% (18/42) випадків зафіксовано повну відсутність експресії колагену IV уздовж базальної мембрани, і в коричневий колір забарвлювалися тільки стінки судин, які лежали поруч (рис. 4.2).
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Рис. 4.1. Експресія колагену IV у вигляді тонкої коричневої смужки, що переривається, уздовж базальної мембрани епітеліальних клітин НУРСМ, 
× 400.
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Рис. 4.2. Негативна експресія колагену IV уздовж базальної мембрани епітеліальних клітин НУРСМ, × 400.
Аналіз демонстрації експресії колагену IV за групами дослідження достовірних відмінностей не виявив. Можна відзначити, що в 2-й і 3-й групах, порівняно з 1-ю, спостерігалося зменшення кількості випадків зі слабкою експресією колагену IV і збільшувалася кількість випадків з негативною. Так, у 3-й групі зафіксовано найбільшу кількість випадків з негативною експресією – 71,4% (10/14) і відповідно, найменше зі слабкою експресією – 28,6% (4/14) (табл. 4.1).
Таблиця 4.1
Рівень експресії колагену IV в неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і групи дослідження
	Рівень експресії
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій 2

	
	1
	2
	3
	2=2,33 р=0,31

(2_crit = 5,99)



	Негативний
	
	8(57,1%)
	
	

	Слабкий
	8(57,1%)
	6(42,9%)
	4(28,6%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .


При дослідженні розподілу колагену IV у базальній мембрані пухлин залежно від їхнього ступеня злоякісного потенціалу були отримані такі дані. У групі з НПУКНСЗ кількість випадків зі слабкою експресією колагену IV – 58,3% (14/24) було трохи більша, ніж число випадків з негативною – 41,7% (10/24). У групі з НПУКВСЗ спостерігалося різке зростання числа випадків з негативною експресією, яке більш ніж в 2 рази перевищувало число випадків зі слабкою експресією. Математичний аналіз даних підтвердив, що існують достовірні відмінності між групами за розподілу колагену IV (табл. 4.2).
Таблиця 4.2
Рівень експресії колагену IV у НУРСМ і ступінь диференціювання пухлини
	Рівень експресії
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій 2

	Негативний
	10(41,7%)
	14(77,8%)
	2=5,47 р=0,01

(2_crit = 3,84)

	Слабкий
	14(58,3%)
	4(22,2%)
	

	Разом
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерім 2 .

Висновок: при зниженні рівня експресії колагену IV підвищується ступінь злоякісності НУРСМ.

4.1.2. Експресія ММР-9

Пухлинні клітини здатні виділяти різні види металопротеїназ. Ми вивчали експресію ММР-9, яка визначалася у вигляді коричневих гранул у цитоплазмі клітин. Середня експресія ММР-9 становила 2,04±0,26. Ми спостерігали випадки зі слабкою, помірною і вираженою експресією цього маркера. Слабка експресія ММР-9 спостерігалася у вигляді забарвлення невираженої інтенсивності менш ніж 50% пухлинних клітин (рис. 4.3). Помірній експресії відповідала помірно виражена інтенсивність забарвлення більш ніж 50% ракових клітин (рис. 4.4). 
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Рис. 4.3. Слабка експресія ММР-9 у цитоплазмі клітин НУРСМ, × 400.
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Рис. 4.4. Помірна експресія ММР-9 у цитоплазмі клітин НУРСМ, × 400.
Виражена експресія була представлена практично тотальнимї, виражено інтенсивним забарвленням усіх клітин. При цьому, число випадків з різним ступенем експресії ММР-9 було приблизно однаковим, хоча варто відзначити, що кількість випадків з високою експресією було найбільшою – 33,3% (14/42), 28,6% (12/42) і 38, 1% (16/42) відповідно. Пухлинні клітини, які більш інтенсивно забарвлювалися маркером, вирізнялися більш вираженим клітинним атипизмом (більші ядра неправильної форми з частими патологічними мітозами) (рис. 4.5).
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Рис. 4.5. Виражена експресія ММР-9 у цитоплазмі клітин НУРСМ, × 400.
При математичному аналізі рівня експресії ММР-9 у групах дослідження статистично значущих відмінностей не виявлено. Однак у групах 2 і 3 чітко простежувалася тенденція до зниження числа випадків зі слабкою експресією маркера за рахунок збільшення числа випадків з вираженою експресією і в 
3-й групі воно було найбільшим 57,1% (8/14) (табл. 4.3).

Результат аналізу рівня експресії ММР-9 у пухлинах залежно від ступеня їх диференціювання показав достовірну залежність за цією ознакою.  У групі з НПУКВСЗ кількість випадків з вираженою експресією ММР-9 була більшою, ніж зі слабкою і помірною разом узятих та становила 55,6% (10/18). У групі з НПУКНСЗ число таких випадків було найменшим – 25% (6/24) (табл. 4.4).
Таблиця 4.3
Рівень експресії ММР-9 у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і групи дослідження
	Рівень експресії
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій 2

	
	1
	2
	3
	2=7,5 р=0,11

(2_crit = 9,48)



	Слабкий
	
	4(28,6%)
	
	

	Помірний
	4(28,6%)
	4(28,6%)
	4(28,6%)
	

	Виражений
	2(14,3%)
	6(42,8%)
	8(57,1%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка: наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

Таблиця 4.4
Рівень експресії ММР-9 у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і ступінь диференціювання пухлини
	Рівень експресії
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій 2

	Слабкий
	10(41,7%)
	4(22,2%)
	2=11,86 р=0,002

(2_crit = 5,99)

	Помірний
	8(33,3%)
	4(22,2%)
	

	Виражений
	6(25%)
	10(55,6%)
	

	Разом
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка: наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

Висновок: при підвищенні рівня експресії ММР-9 підвищується ступінь злоякісності НУРСМ.

Виявлено зворотний сильний кореляційний зв’язок r=-0,863, р<0,01, між рівнем експресії ММР-9 і колагену IV, що доводить здатність металопротеїназ, які виділяються пухлинними клітинами, розщеплювати колаген IV і позаклітинний матрикс, у такий спосіб сприяючи подальшій інвазії пухлини.
4.1.3. Експресія Ki-67
Для оцінювання проліферативних властивостей пухлини ми використовували маркер Ki-67. Експресія даного маркера спостерігалася в ядрах пухлинних клітин, причому ядра неправильної форми, більших розмірів, з частими патологічними мітозами, як правило, забарвлювалися більш інтенсивно. У нашому дослідженні низька проліферативна активність (0-20%) виявлялася в 40,5% (17/42) випадків (рис. 4.6), помірна (21-50%) – у 52,4% (22/42) випадків (рис. 4.7) і висока (51-100%) – у 7,1% (3/42) випадків (рис. 4.8). Середня проліферативна активність дорівнювала 30,71% ± 5,11% .
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Рис. 4.6. Низька проліферативна активність за рівнем експресії Ki-67 в ядрах клітин НУРСМ, × 400.
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Рис. 4.7. Помірна проліферативна активність за рівнем експресії Ki-67 в ядрах клітин НУРСМ. × 400.
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Рис. 4.8. Висока проліферативна активність за рівнем експресії Ki-67 в ядрах клітин НУРСМ, × 400.
Найбільша питома вага випадків з низькою проліферативною активністю була в 1-й групі, вона становила 71,4% (10/14), а з високою проліферативною активністю не було жодного випадку. У 2-й і 3-й групах поступово збільшувалася частота випадків з помірною проліферативною активністю – 57,1% (8/14) і 71,4% (10/14) відповідно і навіть траплялися випадки з високою – 7,2% (1/14) і 14,3% (2/14) відповідно (рис. 4.9).
Рис. 4.9. Питома вага проліферативної активності за рівнем експресії
Ki-67 в ядрах НУРСМ за групами дослідження.
У результаті математичного аналізу визначено критерій достовірності р=0,03 (табл. 4.5).
Також були встановлені достовірні відмінності проліферативної активності за рівнем експресії Ki-67 в ядрах НУРСМ залежно від ступеня диференціювання пухлини. Так, у групі з НПУКНСЗ випадків з високою проліферативною активністю НУРСМ не було жодного, а превалювали випадки з низькою проліферативною активністю – 66,7% (16/24), а в групі з НПУКВСЗ було відзначено найменшу кількість таких випадків – 5,5% (1/18). Слід зазначити, що всі випадки з високою проліферативною активністю НУРСМ належали до групи з НПУКВСЗ (табл. 4.6).
Таблиця 4.5
Проліферативна активність за рівнем експресії Ki-67 в ядрах неінвазивного уротеліального рака сечового міхура і групи дослідження
	Проліферативна активність
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій2

	
	1
	2
	3
	2=10,31 р=0,03

(2_crit = 9,48)



	Низька
	
	5(35,7%)
	
	

	Помірна
	4(28,6%)
	8(57,1%)
	10(71,4%)
	

	Висока
	0
	1(7,2%)
	2(14,3%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

Таблиця 4.6
Проліферативна активність за рівнем експресії Ki-67 в ядрах неінвазивного уротеліального рака сечового міхура  
і ступінь диференціювання пухлини
	Проліферативна активність
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій 2

	Низька
	16(66,7%)
	1(5,5%)
	2=17,36 р=0,0001

(2_crit = 5,99)

	Помірна
	8(33,3%)
	14(77,8%)
	

	Висока
	
	3(16,7%)
	

	Разом
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

Висновок: підвищена проліферативна активність клітин НУРСМ сприяє підвищенню ступеня злоякісності пухлини і збільшує ризик розвитку рецидивів і прогресування. Ki-67 можна використовувати як самостійний прогностичний маркер.

Прямий сильний кореляційний зв’язок, r=0,783, р<0,01, між рівнем експресії Ki-67 і ММР-9, а також зворотний сильний кореляційний зв’язок
r=-0,755, р<0,01, між рівнем експресії Ki-67 і колагену IV, дозволяють зробити висновок про те, що при підвищенні проліферативної активності клітин НУРСМ у них підвищується рівень експресії металопротеїназ, які, своєю чергою, розщеплюють колаген IV і позаклітинний матрикс. Ця ланцюгова реакція призводить до більш агресивної біологічної поведінки пухлини й погіршення прогнозу (рис. 4.10).
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Рис. 4.10. Графік кореляційної залежності експресії Ki-67 та колагену IV відносно ММР-9.
4.2. Апоптоз і регуляція клітинного циклу в неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура за даними рівня експресії р53 і р63
4.2.1. Експресія р53 в в неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура
Експресія р53 мала дифузний характер (приблизно однаковий відсоток забарвлених клітин у різних за глибиною шарах епітеліального пласта пухлини) і спостерігалася в ядрах пухлинних клітин. Середня експресія маркера становила 0,93 ± 0,15. Негативну експресію показали 38,1% (16/42) випадків (рис. 4.11).
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Рис. 4.11. Негативна експресія р53 у НУРСМ, × 400.
Випадків зі слабкою експресією було 33,3% (14/42) (рис. 4.12). 
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Рис. 4.12. Слабка експресія р53 в НУРСМ, × 400. 
Найменша кількість випадків була з помірною експресією – 28,6% (12/42) (рис. 4.13).
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Рис. 4.13. Помірна експресія р53 в НУРСМ, ×400. 
При аналізі показників експресії р53 було визначено, що негативну експресію в 1-й групі мали більшість випадків – 64,3% (9/14), для 2-ї групи була характерна слабка експресія – 50% (7/14), а для 3-ї групи виражена – 57,2% (8/14), що зумовило наявність кореляційної залежності високого ступеня значущості між групами (табл. 4.7). Таким чином, при збільшенні ризику розвитку рецидиву, як без прогресування, так і з прогресуванням, зростав відсоток експресуючих клітин.

Таблиця 4.7
Рівень експресії р53 в ядрах неінвазивного уротеліального рака сечового міхура і групи дослідження
	Рівень експресії
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій2

	
	1
	2
	3
	2=12,48 р=0,01

(2_crit = 9,48)



	Негативний
	
	5(35,8%)
	
	

	Слабкий
	3(21,5%)
	7(50%)
	4(28,6%)
	

	Помірний
	
	2(14,2%)
	8(57,2%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критеріє 2 .

Виявлено високий статистично значущий зв’язок між рівнем експресії р53 в ядрах НУРСМ і ступенем диференціювання пухлин. Для НПУКНСЗ є характерною негативна й слабка експресія маркера – 50% (12/24) і 41,7% (10/24) випадків відповідно. НПУКВСЗ відрізнялися великою кількістю випадків з помірною експресією – 55,6% (10/18) (табл. 4.8).
Таблиця 4.8
Рівень експресії р53 в ядрах неінвазивного уротеліального рака сечового міхура і ступінь диференціювання пухлини
	Рівень експресії
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій 2

	Негативний
	12(50%)
	4(22,2%)
	2=11,27 р=0,003

(2_crit = 5,99)

	Слабкий
	10(41,7%)
	4(22,2%)
	

	Помірний
	
	10(55,6%)
	

	Разом
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка: наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерєм 2 .

Висновок: рівень експресії р53 має прямий статистично значущий зв’язок з рівнем диференціювання НУРСМ, а також з ризиком розвитку рецидиву й прогресування.
4.2.2. Експресія р63 у НУРСМ
Середня експресія р63 становила 1,04±0,13. Забарвлення маркером ядер пухлинних клітин спостерігалося переважно в базальних відділах епітеліального пласта НУРСМ. Негативну експресію показали 28,6% (12/42) випадків (рис. 4.14), слабку – 45,2% (19/42) (рис. 4.15) і помірну – 26,2% (11/42) (рис. 4.16).
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Рис. 4.14. Негативна експресія р63 в НУРСМ, × 400.
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Рис. 4.15. Слабка експресія р63 в НУРСМ, × 400.
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Рис. 4.16. Помірна експресія р63 в НУРСМ, × 400.
Білок р63 частіше не давав експресії в 2-ій і 3-ій групах дослідження – по 35,8% (5/14) порівняно з 1-ою групою – 14,2% (2/14). Однак достовірних відмінностей імуногістохімічної реакції в групах дослідження не виявлено (табл. 4.9).
Таблиця 4.9
Рівень експресії р63 в ядрах неінвазивного уротеліального рака сечового міхура і групи дослідження
	Рівень експресії
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій2

	
	1
	2
	3
	2=3,96 р=0,4

(2_crit = 9,48)

	Негативний
	2(14,2%)
	5(35,8%)
	
	

	Слабкий 
	6(42,9%)
	7(50%)
	6(42,9%)
	

	Помірний
	6(42,9%)
	2(14,2%)
	3(21,3%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка: наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 
Група НПУКНСЗ відрізнялася від НПУКВСЗ тим, що випадків з помірною експресією р63 в ній було майже половина – 41,7% (10/24) проти 5,5% (1/18). Одночасно в групі з НПУКВСЗ негативна експресія зустрічалася в рази частіше, ніж у групі з НПУКНСЗ – 55,6% (10/18) проти 8,3% (2/24). Відмінності в групах достовірні (табл. 4.10).
Таблиця 4.10
Рівень експресії р63 в ядрах неінвазивного уротеліального рака сечового міхура і ступінь диференціювання пухлини
	Рівень експресії
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій 2

	Негативний
	2 (8,3%)
	10 (55,6%)
	2=13,4 р=0,001

(2_crit = 5,99)

	Слабкий
	12 (50%)
	7 (38,9%)
	

	Помірний
	10 (41,7%)
	1 (5,5%)
	

	Разом
	24 (100%)
	18 (100%)
	


Примітка: наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерию 2 .

Висновок: рівень експресії р63 не має прямого прогностичного значення. Негативна експресія маркера характерна для пухлин з високим ступенем злоякісності.


Виявлено помірний негативний кореляційний зв’язок (r =-0,371, р=0,5) між рівнями експресії р53 та р63.

Резюме: р53 є самостійним прогностичним маркером і підвищений рівень його експресії характерний для НПУКВСЗ, а також збільшує ризик розвитку рецидивів як без прогресування, так і з прогресуванням. Маркер р63 можна самостійно використовувати для оцінювання біологічної поведінки пухлини. Негативна експресія р63 свідчить про більш високий ступінь злоякісності пухлини.

4.3. Імуногістохімічні ознаки епітеліально-мезенхімальної трансформації в неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура за даними експресії віментину, Е-кадгерину, N-кадгерину, фактору росту TGF-β1, проміжних філаментів цитокератинів 7/20
4.3.1. Експресія віментину
З огляду на те, що в цей час збільшується кількість даних про наявність епітеліально-мезенхімальної трансформації (ЕМТ) в раках різної локалізації з визначеним прямим зв’язком зазначеного процесу з біологічною агресивністю пухлин, нами були проведені дослідження на предмет наявності ЕМТ в НУРСМ і впливу її активації на прогноз.

При оцінюванні ступеня експресії віментину, який належить до проміжних філаментів і розташовується в мезенхімальних клітинах з позитивним забарвленням фібробластів, фіброцитів, хондробластів, остеобластів, ендотелію судин та ін. У нормальних тканинах ми звертали увагу на рівень експресії віментину в епітеліальних клітинах пухлини. Середня експресія віментину становила 0,38±0,06. Усі випадки НУРСМ розподілилися на дві групи: з повною відсутністю забарвлення і зі слабкою виразністю забарвлення. За відсутності забарвлення в епітеліальних клітинах пухлини експресію віментину спостерігали в її стромальному компоненті. Таких випадків було виявлено більшість – 61,9% (26/42) (рис.4.17).
Слабка експресія віментину характеризувалася окремими, одиничними, позитивно забарвленими раковими клітинами або групами клітин зі слабкою виразністю забарвлення й локалізацією, як поруч зі стромальним компонентом пухлини, так і в поверхневих шарах епітеліального пласта. У групах дослідження питома вага таких випадків становила 38,1% (16/42). Випадків НУРСМ з помірною і вираженою експресією віментину не спостерігалося (рис. 4.18).
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Рис. 4.17. Відсутність експресії віментину в НУРСМ, × 100.
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Рис. 4.18. Слабка експресія віментину в цитоплазмі окремих клітин НУРСМ, × 400.
Розподіл пухлин за групами дослідження залежно від появи реакції ракових клітин на віментин представлено в таблиці 14. Так, найбільше відносне число випадків пухлин з експресією віментину спостерігалося в групі 2 – 50% (7/14), найменше – у 1-й групі – 28,6 % (4/14) (табл. 4.11).

Таблиця 4.11
Рівень експресії віментину в неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і групи дослідження
	Рівень експресії
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій2

	
	1
	2
	3
	2=1,41р=0,49

(2_crit = 5,99)



	Негативний
	10(71,4%)
	7(50%)
	
	

	Слабкий
	4(28,6%)
	7(50%)
	5(35,7%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .
Однак достовірно значущого зв’язку між експресією віментину й приналежністю до груп дослідження не встановлено.
При аналізі рівня експресії віментину в НУРСМ залежно від ступеня диференціювання пухлини відзначено, що в групі з НПУКНСЗ питома вага випадків зі слабким рівнем експресії становила всього 25% (6/24), а в 75% (18/24) випадків експресія була негативною. У групі з НПУКВСЗ слабка експресія віментину була виявлена в 55,6% (10/18) випадків, а негативною експресією характеризувалися 44,4% (8/18) випадків (рис. 4.19). Слід зазначити, що експресію віментину часто давали клітини з більш великими ядрами неправильної, витягнутої форми. Таким чином, поява віментину, характерна для групи НПУКВСЗ, є закономірною. Виявлено кореляційний зв’язок між ознаками (р <0,05) (табл. 4.12).
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Рис. 4.19. Питома вага НПУКНСЗ і НПУКВСЗ залежно від рівня експресії віментину.
Таблиця 4.12
Рівень експресії віментину в неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура та ступінь диференціювання пухлини
	Рівень експресії
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій2

	Негативний
	18(75%)
	8(44,4%)
	2=4,07 р=0,04

(2 _crit = 3,84)

	Слабкий
	6(25%)
	10(55,6%)
	

	Разом
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .
4.3.2. Експресія Е-кадгерину
У злоякісних новоутвореннях спостерігається зниження адгезивних властивостей клітин, що дає можливість для подальшої інвазії і метастазування пухлини. Одним з маркерів міжклітинної адгезії є 
Е-кадгерин. У нашому дослідженні в більшості випадків 73,8% (31/42) спостерігався слабкий рівень експресії маркеру (рис. 4.20), а в 26,2% (11/42) – помірний (рис. 4.21). Випадків НУРСМ з негативною і вираженою експресією Е-кадгерину не спостерігалося.
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Рис .4.20. Слабка експресія Е-кадгерину в НУРСМ, × 400.
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Рис. 4.21. Помірна експресія Е-кадгерину в НУРСМ, × 400.
При розподілі пухлин за групами дослідження залежно від рівня експресії Е-кадгерину виявлено, що найбільше відносне число випадків з помірною експресією Е-кадгерину спостерігалося в нерецидивуючих раках –35,7% (5/14), відповідно слабка експресія спостерігалася в інших 64,3% (9/14) випадків, і це було найменшим відносним числом раків зі слабкою експресією з усіх порівнюваних 3-х груп. Проте достовірного зв’язку між групами за рівнем експресії Е-кадгерину не визначено (табл. 4.13).
Таблиця 4.13
Рівень експресії Е-кадгерину в неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і групи дослідження
	Рівень експресії
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій 2

	
	1
	2
	3
	2=1,74р=0,42

(2_crit = 5,99)



	Слабкий
	
	10(71,4%)
	
	

	Помірний
	5(35,7%)
	4(28,6%)
	2(14,3%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

Як в групі з НПУКНСЗ, так і в групі з НПУКВСЗ, кількість випадків зі слабкою експресією 58,3% (14/24) і 94,4% (17/18) відповідно превалювала над числом випадків з помірною, але в групі з НПУКВСЗ був зафіксований лише 1 випадок зі слабкою експресією (рис. 4.22). Виявлено достовірний зв’язок між ознаками (табл. 4.14).
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Рис. 4.22. Питома вага НПУКНСЗ і НПУКВСЗ залежно від рівня експресії Е-кадгерину.

Таблиця 4.14
Рівень експресії Е-кадгерину в неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і ступінь диференціювання пухлини
	Рівень експресії
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій2

	Слабкий
	14(58,3%)
	17(94,4%)
	2=6,93р=0,008

(2_crit = 3,84)

	Помірний
	10(41,7%)
	1(5,6%)
	

	Разом
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

При середній експресії віментину 0,38±0,06 і середній експресії
Е-кадгерину 1,26±0,16 виявлено зворотний кореляційний зв'язок r = -0,467, р<0,05. У 38,1% (16/42) випадках спостерігалася слабка експресія і віментину, і Е-кадгерину, але кореляційний зв’язок забезпечувався за рахунок того, що в 26,2% (11/42) випадках при помірній експресії
Е-кадгерину експресія віментину була негативною. Інші випадки були зі слабкою експресією Е-кадгерину і негативною – віментину (рис.4. 23).
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Рис. 4.23. Графік кореляційної залежності експресії віментину і
Е-кадгерину.
4.3.3. Експресія N-кадгерину
У нашій роботі експресія N-кадгерину відмічалася в 28,5% (12/42) і в більшості випадків мала слабкий характер. Лише 4,8% (2/42) випадків мали помірну експресію, обидва належали до 3-ї групи. Залежність між рівнем експресії N-кадгерину та приналежністю НУРСМ до досліджуваних груп не виявлена (табл. 4.15).
Не виявлено статистично значущих розбіжностей за рівнем експресії
N-кадгерину в раках різного ступеня злоякісності (табл. 4.16).
Слід зазначити, що у всіх випадках, у яких експресувався N-кадгерин, спостерігалося зниження експресії Е-кадгеринів, але цей факт не мав достовірної залежності (r=-0,1, p>0,05).

Таблиця 4.15
Рівень експресії N-кадгерину в неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і групи дослідження
	Рівень експресії
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій 2

	
	1
	2
	3
	2=9,2, p>0,05

(2_crit = 9,48)



	Негативний
	
	8(57,2%)
	
	

	Слабкий
	1(7, 2%)
	6(42,8%)
	3(21,4%)
	

	Помірний
	0
	0
	2(14,2%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

Таблиця 4.16
Рівень експресії N-кадгерину та ступінь диференціювання пухлини
	Рівень експресії
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій 2

	Негативний
	19(79,2%)
	11(61,1%)
	2=1,91 р=0,38

(2_crit = 5,99)

	Слабкий
	5(20,8%)
	5(27,8%)
	

	Помірний
	0
	2(11,1%)
	

	Разом
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2.

4.3.4. Експресія цитокератину 20

Цитокератин 20 (ЦК20) експресується поверхневими зонтичними клітинами уротелію сечового міхура в нормі. При НУРСМ ЦК20 починають експресувати більш глибоко розташовані шари клітин. У нашому дослідженні зустрічалися варіанти експресії менш, ніж на половину епітеліального пласта – 33,3% (14/42) і більш ніж на половину пласта – 38,1% (16/42) (рис. 4.24). Також повну відсутність експресії вважали патологією, і таких випадків налічувалося 28,6% (12/42) (рис. 4.25). Середня експресія ЦК20 становила1,85 ± 0,23.
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Рис. 4.24. Виражена експресія ЦК20 більш ніж на 1/2 епітеліального пласта в НУРСМ, × 100.
[image: image37.jpg]



Рис. 4.25. Відсутність експресії ЦК20 в НУРСМ, × 100.

У 3-й групі дослідження було зафіксовано найбільшу кількість випадків з негативною експресією ЦК20 – 50% (7/14), а в 1-й групі аналогічне число випадків з експресією менш ніж на 1/2 епітеліального пласта пухлини, але достовірного зв’язку між групами за цією ознакою не визначено (табл. 4. 17).

Таблиця 4.17
Рівень експресії ЦК20 в неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і групи дослідження
	Рівень експресії
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій2

	
	1
	2
	3
	2=7,33 р=0,11

(2_crit = 9,48)



	Негативний
	
	4(28,6%)
	
	

	Менш ніж 1/2 епітеліального пласта
	7(50%)
	5(35,7%)
	2(14,3%)
	

	Більш ніж 1/2 епітеліального пласта
	6(42,9%)
	5(35,7%)
	5(35,7%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

Виявлено достовірні відмінності за рівнем експресії ЦК20 у НУРСМ залежно від ступеня диференціювання пухлини. Експресія ЦК20 в більш 1/2 епітеліального пласта виявлялося в найбільшій кількості випадків у групі з НПУКНСЗ – 48,1% (13/24), а в групі з НПУКВСЗ було відзначено найменшу кількість таких випадків – 16,7% (3/18). Це свідчить про те, що з підвищенням ступеня злоякісності НУРСМ знижується рівень експресії ЦК20 (табл. 4.18).

Коли ж провели аналіз груп дослідження за рівнем позитивної або негативної патологічної експресії ЦК20 (рис. 4.26), отримали достовірний зв’язок між групами за цією ознакою (табл. 4.19).
Таблиця 4.18
Рівень негативної і позитивної патологічної експресії ЦК20 у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і ступінь диференціювання пухлини
	Рівень експресії
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій 2

	Негативний
	7(29,2%)
	5(27,8%)
	2=8,47 р=0,01

(2_crit = 5,99)

	Менш ніж 1/2 епітеліального пласта
	4(22,7%)
	10(55,5%)
	

	Більш ніж 1/2 епітеліального пласта
	13(48,1%)
	3(16,7%)
	

	Усього
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .
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Рис. 4.26. Питома вага рівня негативної та позитивної експресії ЦК20 у групах дослідження.
Таблиця 4.19
Рівень негативної та позитивної патологічної експресії ЦК20 у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура й групи дослідження
	Рівень експресії
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій2

	
	1
	2
	3
	2=6,3 р=0,04

(2_crit = 5,99)



	Негативний
	
	4(28,6%)
	
	

	Позитивний
	13(92,9%)
	10(71,4%)
	7(50%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

При аналізі рівня експресії цитокератину 20 у НУРСМ залежно від ступеня диференціювання пухлини в групі з НПУКНСЗ відзначено, що питома вага випадків з негативною експресією 29,2% (7/24) приблизно дорівнювала питомій вазі аналогічних випадків у групі з НПУКВСЗ – 27,8% (5/18) і достовірний зв’язок не визначався (табл. 4.20).
Таблиця 4.20
Рівень негативної і позитивної патологічної експресії ЦК20 у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і ступінь диференціювання пухлини
	Рівень експресії
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій 2

	Негативний
	7(29,2%)
	5(27,8%)
	2=0,009 р=0,92

(2_crit = 3,84)

	Позитивний
	17(70,8%)
	13(72,2%)
	

	Разом
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

При середній експресії віментину 0,38±0,06 і середній експресії ЦК20 – 1,57±0,20 виявлено зворотний сильний кореляційний зв’язок r=-0,801, р<0,01 (рис. 4.27).
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Рис. 4.27. Графік кореляційної залежності експресії ЦК20 і віментину.

У всіх 12 випадках, коли експресія ЦК20 була негативною, віментин показував слабкий рівень експресії, хоча в 4 випадках аналогічний індекс мітки віментину спостерігався разом з позитивною експресією ЦК20. Отримані дані дають підстави до висновку, що в деяких випадках НУРСМ відбувається зміна антигенного фенотипу епітеліальних клітин пухлини в бік мезенхімальних, і це збільшує ризик розвитку рецидивів і прогресування в майбутньому.

4.3.5. Експресія цитокератину 7


Експресія цитокератину 7 (ЦК7) в цитоплазмі пухлинних клітин спостерігалася в трьох варіаціях: зі слабким, помірним і вираженим рівнем. При слабкому рівні експресії забарвлювалися поодинокі клітини, переважно в базальних шарах епітеліального пласта. Більшість клітин з інтенсивним або помірним забарвленням цитоплазми було з круглястими або овальними ядрами, які мали більші розміри, ніж незабарвлені клітини (рис.4.28).
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Рис. 4.28. Слабка експресія цитокератину 7 у базальному шарі епітеліального пласта НУРСМ, × 400.
Помірна експресія спостерігалася в понад 50% усіх клітин епітеліального пласта пухлини, мала дифузний характер, як у поверхневих, так і в базальних шарах НУРСМ.  Інтенсивність забарвлення цитоплазми, від негативного до вираженого, не залежала від форми й розмірів ядер клітин (рис. 4.29).
Виражена експресія характеризувалася інтенсивним та помірним забарвленням практично всіх клітин епітеліального пласта НУРСМ, а поодинокі слабкозабарвлені клітини розташовувались у базальних шарах (рис. 4.30).
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Рис. 4.29. Помірна експресія цитокератину 7 у НУРСМ, × 400.
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Рис. 4.30. Виражена експресія цитокератину 7 у НУРСМ, × 400.
Середня експресія ЦК7 становила 1,90±0,31. Найбільшу групу представили випадки зі слабкою експресією – 38,1% (16/42). Помірна й виражена експресія ЦК7 спостерігалася в 33,3% (14/42) і 28,6% (12/42) випадків відповідно. У 1-й і 2-й групах дослідження кількість випадків зі слабким забарвленням була найбільшою і становила по 42,9% (6/14), а також у 1-й групі число випадків з вираженою експресією було найменшим – 21,4% (3/14). Достовірного зв’язку за цією ознакою між групами порівняння не визначено (табл. 4.21).
Також відзначався випадковий розподіл рівня імунореактивності ракових клітин до цитокератину 7 залежно від ступеня диференціювання пухлини. Найбільша питома вага випадків була зі слабкою експресією в групі з НПУКНСЗ, вона становила 45,8% (11/24), але достовірного зв’язку за ознакою не виявлено (табл. 4.22).
У 28,6% (12/42) випадків при вираженій експресії ЦК20 спостерігалася слабка експресія ЦК7, а в 14,3% (6/42) випадків при негативній експресії ЦК20 визначалася виражена експресія ЦК7. У результаті виявлено негативний помірний зв’язок r=-0,447, р<0,05 між значеннями експресії даних маркерів.

Таблиця 4.21
Рівень експресії ЦК7 у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і групі дослідження
	Рівень експресії
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій2

	
	1
	2
	3
	2=1,14 р=0,88

(2_crit = 9,48)



	Слабкий
	
	6(42,8%)
	
	

	Помірний
	5(35,7%)
	4(28,6%)
	5(35,7%)
	

	Виражений
	3(21,5%)
	4(28,6%)
	5(35,7%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

Таблиця 4.22
Рівень експресії ЦК7 у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і ступінь диференціювання пухлини
	Рівень експресії
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірность, критерій 2

	Слабкий
	11(45,8%)
	5(27,8%)
	2=2,05 р=0,35

(2_crit = 5,99)

	Помірний
	6(25%)
	8(44,4%)
	

	Виражений
	7(29,2%)
	5(27,8%)
	

	Разом
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

4.3.6. Експресія фактора росту TGF-β1

За даними рівня експресії TGF-β1 у НУРСМ, його роль у прогнозі біологічної агресивності пухлини не визначена. У всіх групах дослідження спостерігалася слабка експресія TGF-β у цитоплазмі і на мембранах пухлинних клітин або повна відсутність експресії. Середня експресія становила 0,73 ± 0,09. У 26,2% (11/42) випадків експресія була негативною (рис. 4.31), а в 73,8% (31/42) – слабкою (рис. 4.32).

У 2-й і 3-й групах кількість випадків з негативною експресією була меншою, ніж у 1-й групі, але достовірної відмінності між групами за рівнем експресії TGF-β1 не визначено (табл. 4.23).

Не встановлено зв’язок і при порівнянні рівня експресії TGF-β1 у НУРСМ різного ступеня злоякісності. У 22,2% (4/18) випадків негативна експресія зустрічалася в НПУКВСЗ, а в НПУКНСЗ вона виражалася в незначно більших числах – 29,2% (7/24) (табл. 4.24).
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Рис. 4.31. Негативна експресія TGF-β1 у клітинах паренхіми НУРСМ, × 400. 
[image: image44.jpg]



Рис. 4.32. Слабка експресія TGF-β1 у клітинах паренхіми НУРСМ. × 400. 

Таблиця 4.23
Рівень експресії TGF-β1 у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і групи дослідження
	Рівень експресії
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій2

	
	1
	2
	3
	2=0,98 р=0,61

(2_crit = 5,99)



	Негативний
	
	3(21,5%)
	
	

	Слабкий
	9(64,3%)
	11(78,5%)
	11(78,5%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

Таблиця 4.24
Рівень експресії TGF-β1 в неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і ступінь диференціювання пухлини
	Рівень експресії
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій 2

	Негативний
	7(29,2%)
	4(22,2%)
	2=1,47 р=0,22

(2_crit = 3,84)

	Слабкий
	17(70,8%)
	14(77,8%)
	

	Разом
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .
У результаті рівень експресії TGF-β1 у НУРСМ був випадковим і не впливав на прогноз і ступінь диференціювання пухлини.

Однак простежувалася помірна позитивна кореляційна залежність (r=0,467, р<0,05) між експресією TGF-β1 та віментину, а також дуже сильна негативна залежність (r=-0,938, р<0,01) між експресією TGF-β1 і
Е-кадгерину (рис. 4.33).
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Рис.4.33 Графік кореляційної залежності експресії віментину,
Е-кадгерину та TGF-β1.
У всіх 11 випадках, коли експресія TGF-β1 була негативною, експресія віментину також була негативною, а експресія Е-кадгеринів – завжди помірною. При слабкій експресії TGF-β1 спостерігалися випадки з негативною й слабкою експресією віментину, а експресія Е-кадгеринів завжди була слабкою. Це свідчить про те, що TGF-β1 бере участь в ЕМТ НУРСМ і рівень його експресії епітеліальними клітинами пухлини має відносне значення в прогнозуванні перебігу захворювання.

4.3.7. Стадії ЕМТ у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура
При розподілі НУРСМ за стадіями ЕМТ в 54,7% (23/42) випадків експресія маркерів мезенхімального фенотипу в клітинах епітеліального пласта пухлини не спостерігалася, що відповідало 0 стадії. У 40,4% (17/42) випадків з’являлася експресія віментину і/або N-кадгеринів, але експресія епітеліальних маркерів значно перевищувала експресію мезенхімальних (р<0,05) і належала до 1-ої стадії ЕМТ. Недостовірні відмінності (р> 0,05) за рівнем експресії мезенхімальних та епітеліальних маркерів мали решта 4,9% (2/42) випадків, у яких відмічено появу слабкої експресії віментину, Е-кадгеринів і ЦК7, а також помірну і слабку експресії N-кадгеринів, що дозволило їх віднести до 2-ї стадії ЕМТ. Випадків з 3-ою стадією ЕМТ і вище не зафіксовано. За рахунок того, що найбільше відносне число випадків з ЕМТ 1-ї стадії виявлено у 2-й групі, а обидва випадки ЕМТ 2-ї стадії належали до 3-ої групі, нами виявлено статистично значущі відмінності між групами дослідження (p<0,05). Ризик розвитку рецидивів без прогресування НУРСМ асоціювався з 1-ю стадією ЕМТ(2=8,1, p<0,005), а з прогресуванням – з 2-ю стадією ЕМТ(2=4,2, p<0,05) (табл. 4.25).

Таблиця 4.25
Стадії ЕМТ у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і групи дослідження
	Стадія ЕМТ
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій2

	
	1
	2
	3
	2=9,6 р<0,05

(2_crit = 5,99)



	0
	
	5(35,7%)
	
	

	1
	4(28,6%)
	9(64,3%)
	3(21,4%)
	

	2
	0
	0
	2(14,3%)
	


Висновок: залежність між приналежністю НУРСМ до груп дослідження та експресією кожного з досліджених маркерів ЕМТ окремо відсутня (за винятком асоціації випадків з негативною експресією ЦК20 і НУРСМ з рецидивуванням і прогресуванням). Поділ ЕМТ у НУРСМ на стадії (за рахунок комплексної оцінки рівнів експресії епітеліальних і мезенхімальних маркерів) дозволяє достовірно оцінити прогноз захворювання.
4.4. Роль імунної системи в розвитку рецидивів і прогресування неінвазивного уротеліального рака сечового міхура, її зв’язок з процесами ЕМТ за даними рівня експресії CD3+, CD4+, CD8+, CD20+ лімфоцитів і CD68+ макрофагів
4.4.1. Експресія CD3+ лімфоцитів у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура 
Експресія CD3+ лімфоцитів спостерігалася переважно в стромі НУРСМ і тільки рідкісні окремі клітини спостерігалися внутрішньоепітеліально. Найменша кількість випадків – 9/42 (19,4%) з 42 належали до категорії зі слабкою інфільтрацією (рис. 4.34), 17 (42,5%) з помірною інфільтрацією   (рис. 4.35), 16/42 (38,1%) випадків були з вираженою (рис. 4.36), а випадків з  відсутністю інфільтрації практично не було.
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Рис. 4.34. Слабка CD3+ лімфоцитарна інфільтрація в НУРСМ, × 400.
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Рис. 4.35. Помірна CD3+ лімфоцитарна інфільтрація в НУРСМ, × 400.
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Рис. 4.36. Виражена CD3+ лімфоцитарна інфільтрація в НУРСМ. × 400.
При вивченні ступеня інфільтрації стромального компонента в групах дослідження привертає увагу те, що найбільша кількість випадків зі слабкою інфільтрацією – 6/14 (42,9%) виявлено в 1-й групі, а в 3-й групі виявлено лише один випадок – 1/14 (7,1%). Питома вага випадків з вираженою інфільтрацією переважала в 3-й групі – 9/14 (64,5%), а в 1-й групі була найменшою – 2/14 (14,2%). Виявлено виражений корелятивний зв’язок у групах дослідження між ступенем інфільтрації стромального компонента пухлини імунокомпетентними клітинами й виникненням рецидивів як без прогресування, так і з прогресуванням (табл. 4.26).
Таблиця 4.26
Ступінь інфільтрації стромального компонента пухлини CD3+ лімфоцитами і групи дослідження
	Ступінь інфільтрації
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій2

	
	1
	2
	3
	2=9,82 р=0,04

(2_crit = 9,48)

	слабкий
	6(42,9%)
	3(21,4%)
	
	

	помірний
	6(42,9%)
	7(50%)
	4(28,4%)
	

	виражений
	2(14,2%)
	4(28,6%)
	9(64,5%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

При порівнянні ступеня інфільтрації CD3+ лімфоцитами стромального компонента пухлини й ступеня диференціювання пухлини в групі з НПУКВСЗ не виявлено жодного випадку зі слабким ступенем інфільтрації, а більшість випадків – 13/18 (72,2%) мали виражену інфільтрацію. Для НПУКНСЗ була характерною помірно й слабко виражена інфільтрація – 12/24 (50%) і 10/24 (41,7%) відповідно. Виявлено виражену статистично значущу залежність між групами порівняння (табл. 4.27).
Таблиця 4.27
Ступінь інфільтрації стромального компонента пухлини CD3+ лімфоцитами і ступінь диференціювання пухлини
	Ступінь інфільтрації
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій2

	слабкий
	10(41,7%)
	0
	2=17,63 р=0,0001

(2_crit = 5,99)

	помірний
	12(50%)
	5(27,8%)
	

	виражений
	2(8,3%)
	13(72,2%)
	

	Разом
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

4.4.2. Експресія CD4+ лімфоцитів у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура
При аналізі рівня експресії CD4+ лімфоцитів у НУРСМ за групами дослідження достовірних відмінностей не виявлено (табл. 4.28). Слід зазначити, що випадки з вираженою інфільтрацією CD4+ лімфоцитами, як і з її повною відсутністю, взагалі не зустрічалися, а більшість випадків – 32/42 (69,6%) було представлено помірною інфільтрацією (рис. 4.37).

Таблиця 4.28
Ступінь інфільтрації стромального компонента пухлини CD4+ лімфоцитами та групи дослідження
	Ступінь інфільтрації
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій 2

	
	1
	2
	3
	2=0,26 р=0,87

(2_crit = 5,99)

	слабкий
	4(28,6%)
	3(21,4%)
	3(21,4%)
	

	помірний
	10(71,4%)
	11(78,6%)
	11(78,6%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

[image: image49.jpg]



Рис. 4.37. Помірна CD4+ лімфоцитарна інфільтрація в НУРСМ, × 400.
Істотних відмінностей у ступені інфільтрації CD4+ лімфоцитами стромального компонента пухлини залежно від ступеня диференціювання пухлини також не виявлено (табл.4.29).
Таблиця 4.29
Ступінь інфільтрації стромального компонента пухлини CD4+ лімфоцитами та ступінь диференціювання пухлини
	Ступінь інфільтрації
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій2

	слабкий
	6(25%)
	
	2=0,04 р=0,83

(2_crit = 3,84)

	помірний
	18(75%)
	14(77,8%)
	

	Разом
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

4.4.3. Експресія CD8+ лімфоцитів у у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура 
У нашому дослідженні поодинокі CD8+ лімфоцити спостерігалася в епітеліальних шарах пухлини, а основна їх маса визначалася в стромі пухлини, тому рівень експресії CD8+ лімфоцитів оцінювався тільки в стромі. Питома вага різних варіантів ступеня CD8+ лімфоцитарної інфільтрації становив: слабка інфільтрація – 12/42 (28,6%) випадків (рис. 4.38), помірна інфільтрація – 11/42 (26,2%) випадків (рис. 4.39) і виражена – 19/42 (45,2%) випадків (рис. 4.40).
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Рис. 4.38. Слабка CD8+ лімфоцитарна інфільтрація в НУРСМ, ×400.
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Рис. 4.39. Помірна CD8+ лімфоцитарна інфільтрація в НУРСМ, ×400.
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Рис. 4.40. Виражена CD8+ лімфоцитарна інфільтрація в НУРСМ, ×400.
Випадки зі слабкою CD8+ лімфоцитарною інфільтрацією були характерні для 1-ї групи дослідження – 8/14 (57,1%), а з вираженою – для 2-ї і 3-ї груп – 8/14 (57,1%) і 9/14 (64,3%) відповідно. Визначено кореляційний зв’язок у групах дослідження за ступенем CD8+ лімфоцитарної інфільтрації строми НУРСМ (табл. 4.30).

Таблиця 4.30
Ступінь інфільтрації стромального компонента пухлини CD8+ лімфоцитами і групи дослідження
	Ступінь інфільтрації
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій2

	
	1
	2
	3
	2=10,70 р=0,03

(2_crit = 9,48)

	слабкий
	8(57,2%)
	2(14,2%)
	
	

	помірний
	4(28,6%)
	4(28,6%)
	3(21,5%)
	

	виражений
	2(14,2%)
	8(57,2%)
	9(64,3%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

Ступінь інфільтрації CD8+ лімфоцитами стромального компонента пухлин мав також виражений кореляційний зв’язок зі ступенем диференціювання пухлин. Так, у групі з НПУКНСЗ слабку інфільтрацію CD8+ лімфоцитами демонстрували 10/24 (41,7%) випадків, а в групі з НПУКВСЗ усього 2/18 (11,1%) випадків. Одночасно в групі з НПУКВСЗ спостерігалося зростання числа випадків з вираженою інфільтрацією CD8+ лімфоцитами – 13/18 (72,2%) при явному зниженні в групі з НПУКНСЗ – 6/24 (25%) випадки (табл.4.31).
Таблиця 4.31
Ступінь інфільтрації стромального компонента пухлини CD8+ лімфоцитами й ступінь диференціювання пухлини
	Ступінь інфільтрації
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій2

	слабкий
	10(41,7%)
	
	2=9,52 р=0,008
(2_crit = 5,99)

	помірний
	8(33,3%)
	3(16,7%)
	

	виражений
	6(25%)
	13(72,2%)
	

	Разом
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

4.4.4. Експресія CD20+ лімфоцитів у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура 
У нашому дослідженні експресія CD20+ лімфоцитів спостерігалася в стромі НУРСМ і найбільша кількість випадків 30/42 (71,4%) була зі слабкою інфільтрацією (рис.4.41), а інші випадки – 12/42 (28,6%) з помірною інфільтрацією. У групах дослідження випадки з різним ступенем інфільтрації розподілилися випадко і достовірних відмінностей встановлено не було (табл. 4.32).

Не встановлено кореляційний зв’язок між ступенем інфільтрації CD20+ лімфоцитами стромального компонента пухлини й ступенем диференціювання пухлини (табл. 4.33).

Встановлено: прямий сильний кореляційний зв’язок r=0,856, р<0,01 між рівнями експресії CD3+ і CD8+ лімфоцитів, прямий слабкий кореляційний зв’язок r=0,299, р<0,01 між рівнями експресії CD3+ і CD4+ лімфоцитів і прямий слабкий кореляційний зв’язок r=0,299, р<0,01 між рівнями експресії CD3+ і CD20+ лімфоцитів у стромі НУРСМ.
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Рис. 4.41. Слабка CD20+ лімфоцитарна інфільтрація в НУРСМ, ×400.
Таблиця 4.32
Ступінь інфільтрації стромального компонента пухлини CD20+ лімфоцитами й групи дослідження

	Ступінь інфільтрації
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій2

	
	1
	2
	3
	2=0,7 р=0,7

(2_crit = 5,99)

	слабкий
	11(78,6%)
	9(64,3%)
	10(71,4%)
	

	помірний
	3(21,4%)
	5(35,7%)
	4(28,6%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

Таблиця 4.33
Ступінь інфільтрації стромального компонента пухлини CD20+ лімфоцитами і ступінь диференціювання пухлини
	Ступінь інфільтрації
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій2

	слабкий
	15(62,5%)
	
	2=2,18 р=0,13

(2_crit = 3,84)

	помірний
	9(37,5%)
	3(16,7%)
	

	Разом
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .
4.4.5. Експресія CD68+ макрофагів у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура
Експресія CD68+ макрофагів спостерігалася в стромі НУРСМ. Виявлено наявність від слабкої (рис. 4.42) до помірної інфільтрації строми пухлини CD68+ макрофагами. З незначним перебільшенням переважали випадки з помірною інфільтрацією – 25/42 (59,5%) (рис. 4.43).
У групах дослідження виявлено достовірні відмінності за ступенем інфільтрації CD 68+ макрофагами. Так, для 1-ї групи була характерною слабка інфільтрація – 10/14 (71,4%) випадків. У 2-й і 3-й групах частіше зустрічалася помірна інфільтрація – 11/14 (78,6%) і 10/14 (71,4%) відповідно (табл. 4.34).
Ступінь інфільтрації CD68+ макрофагами стромального компонента пухлини також достовірно відрізнялася в НУРСМ з низьким і високим ступенем злоякісності. Для НПУКНСЗ була більш властива слабка інфільтрація – 14/24 (58,3%) випадків, а для НПУКВСЗ, навпаки, помірна – 15/18 (83,3%) (табл. 4.35).
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Рис. 4.42. Слабка CD68+ макрофагальна інфільтрація в НУРСМ, ×400.
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Рис. 4.43. Помірна CD68+ макрофагальна інфільтрація в НУРСМ, ×400.
Таблиця 4.34
Ступінь інфільтрації стромального компонента пухлини CD68+ макрофагами і групи дослідження
	Ступінь інфільтрації
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій2

	
	1
	2
	3
	2=8,49 р=0,01

(2_crit = 5,99)

	слабкий
	10(71,4%)
	3(21,4%)
	4(28,6%)
	

	помірний
	4(28,6%)
	11(78,6%)
	10(71,4%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

Таблиця 4.35
Ступінь інфільтрації стромального компонента пухлини CD68+ макрофагами і ступінь диференціювання пухлини
	Ступінь інфільтрації
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій2

	слабкий
	14(58,3%)
	
	2=7,41 р=0,006

(2_crit = 3,84)

	помірний
	10(41,7%)
	15(83,3%)
	

	Разом
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .
Встановлено: прямий сильний кореляційний зв’язок r=0,856, р<0,01 між рівнями експресії CD3+ і CD8 + лімфоцитів, прямий сильний кореляційний зв’язок r=0,722, р<0,01 між рівнями експресії CD3+ лімфоцитів і CD68+ макрофагів, прямий помірний кореляційний зв’язок r=0,299, р<0,01 між рівнями експресії CD3+ і CD4+ лімфоцитів і прямий слабкий кореляційний зв’язок r=0,299, р<0,01 між рівнями експресії CD3+ і CD20+ лімфоцитів у стромі НУРСМ.

4.4.6. Взаємозв’язок між імунною відповіддю та ЕМТ у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура
Нами був оцінений взаємозв’язок між ступенем інфільтрації НУРСМ клітинами з CD68+, CD3+, CD8+, CD4+, CD20+ фенотипом і стадією ЕМТ (табл. 4.36). Виявлено залежність між появою і/або стадією ЕМТ та ступенем інфільтрації CD68+ макрофагами (χ²=10,0, p<0,01), CD3+
Т-лімфоцитами (χ²=12,9, p <0,03), включаючи як CD8+ (χ² =18,9, p<0,001), так і CD4+ (χ²=8,2, p<0,03). Статистично значущої залежності з CD20+
В-лімфоцитами не виявлено (χ²=1,5, p=0,45).

Так, НУРСМ зі слабкою інфільтрацією CD68+ клітинами мали 0-у, 1-у,  2-у стадії ЕМТ у 13 (54,1%), 2 (12,2%), 2 (100%) відповідно, тимчасом як з помірною інфільтрацією CD68+ клітинами – 11 (45,8%), 14 (87,5%), 0 відповідно, відмінності достовірні (p<0,01). Присутність ЕМТ (1-ї або 2-ї стадії) асоціювалася з більш вираженою інфільтрацією CD68+ клітинами (χ² = 4,3, p<0,05). Так, НУРСМ, що мають 2+ інфільтрацію макрофагів, 1-ї і 2-ї стадії ЕМТ була в 56% (14/25) випадків, а НУРСМ з 1+ інфільтрацією макрофагів – лише в 23,6% (4/17) НУРСМ (χ² = 4,3, p <0,05). Однак, як видно з таблиці, обидва випадки НУРСМ з другої стадією ЕМТ мали слабку інфільтрацію CD68+ клітинами і їх залежність була відсутня (χ² = 3,1, p>0,05).
Розглядаючи взаємозв’язок між ступенем вираженості інфільтрації НУРСМ макрофагами і рівнем експресії кожного з маркерів, що ураховуються в стадії ЕМТ, виявлено відсутність кореляційної залежності за віментином, Е-кадгерином, N-кадгерином, ЦК7. Виявлено зворотну залежність між ступенем інфільтрації НУРСМ макрофагами й експресією ЦК20 (χ²=6,2, p<0,05) (табл. 4.37) і слабку тенденцію зниження експресії ЦК7 і Е-кадгеринів у випадках НУРСМ з більш вираженою інфільтрацією макрофагами  (χ²=5,2, p=0,07).
Таблиця 4.36
Взаємозв’язок між ступенем інфільтрації імунокомпетентними клітинами і стадією ЕМТ
	Маркери
	Стадія ЕМТ
	Достовірність

	
	0

N=24
	1
N=16
	2
N=2
	

	CD68
	1+

2+
	13 (54,1%)
11 (45,8%)
	2 (12,2%)
14 (87,5%)
	2 (100%)
0
	χ²=10,0, p<0,01

	CD8
	1+

2+

3+
	11 (45,8%)

7 (29,2%)

6 (25%)
	1 (6,1%)

2 (12,2%)

13 (81,7%)
	0

2 (100%)

0
	χ²=18,9, p<0,001

	CD4
	1+

2+
	9 (37,5%)

15 (62,5%)
	0

16 (100%)
	1 (50%)

1 (50%)
	χ²=8,2, p<0,03

	CD20
	1+

2+
	18 (75%)

6 (25%)
	10 (62,5%)

6 (37,5%)
	2 (100%)

0
	χ²=1,5, p=0,45

	CD3
	1+

2+

3+
	10 (41,6%)

8 (33,4%)

6 (25%)
	0

7 (43,8%)

9 (56,2%)
	0

2 (100%)

0
	χ²=12,9, p<0,03


Таблиця 4.37
Виразність експресії маркерів ЕМТ залежно від ступеня інфільтрації CD68+ клітинами
	маркери
	Інфільтрація CD68+ клітинами

	
	1+ n=17
	2+, n=25
	

	віментин 
	0
	12 (70,6%)
	13 (52%)
	χ²=0,6, p=0,4

	
	1
	5 (29,4%)
	12 (48%)
	

	Е-кадгерин
	1

2
	10 (58,8%)

7 (41,2%)
	21 (84%)

4 (16%)
	χ²=3,3, p=0,06


Продовження таблиці 4.37.
	N-кадгерин
	0

1

2


	14 (82,3%)

2 (11,8%)

1 (5,9%)
	16 (64%)

8 (32 %)

1 (4%)
	χ²=2,2, p=0,3

	ЦК20 
	0

1

3
	2 (11,8%)

5 (29,4%)

10 (58,8%)
	10 (40 %)

9 (36%)

6 (24%)
	χ²=6,2, p<0,05

	ЦК7
	1

2

3
	10 (58,8%)

4 (23,5%)

3 (17,7%)
	6 (24%)

10 (40%)

9 (36%)
	χ²=5,2, p=0,07


Як видно з таблиці 4.38, відсутність експресії віментину в ракових клітинах було характерною для НУРСМ з 1+ інфільтрацією CD3+ клітинами (χ² = 8,1, p<0,005), а поява експресії віментину було характерною для 3+ інфільтрації (χ²=4,3, p<0,03). Перебудова цитоскелету ракових клітин відбувалася зі зниженням експресії ЦК20. Простежено пряму залежність між зниженням експресії ЦК20 і ступенем вираженості інфільтрації пухлини CD3+ клітинами (χ² = 12,3, p <0,03). Так, усі раки зі слабкою інфільтрацією
Т-лімфоцитами демонстрували експресію ЦК20, у раках з помірною інфільтрацією – у 64,7%, у раках з вираженою інфільтрацією – у 46,6%. Також виявлено залежність зниження експресії Е-кадгерину в НУРСМ з 2+ і 3+ інфільтрацією порівняно з 1+ (χ²=7,7, p<0,005), і тенденцію в появі
N-кадгеринів у НУРСМ з 2+ і 3+ інфільтрацією CD3+ клітинами (р=0,25). Відповідно, для 1+ інфільтрації CD3+ клітинами характерною є помірна експресія Е-кадгеринів (p<0,005) і відсутність експресії N-кадгеринів (χ²= 5,2, p<0,03).

Залежність між експресією ЦК7 і ступенем інфільтрації CD3+ клітинами відсутня (табл. 4.38).

Таблиця 4.38
Виразність експресії маркерів ЕМТ залежно від ступеня інфільтрації CD3+ клітинами строми пухлини
	маркери
	Інфільтрація CD3+ клітинами

	
	1+ n=10
	2+, n=17
	3+, n=15
	

	віментин
	0
1
	10 (100%)

0
	10 (58,8%)

7 (41,2%)
	6 (40%)

9 (60%)
	χ²=10,6, p<0,005

	Е-кадгерин


	1

2
	4 (40%)

6 (60%)
	14 (82.4%)

3 (17,6%)
	13 (86,7%)

2 (13,3%)
	χ²=7,8, p<0,03

	N-кадгерин
	0

1

2
	10 (100%)

0

0
	11 (64,7%)

5 (29,4%)

1 (5,9%)
	9 (60%)

5 (33,3%)

1 (6,7%)
	χ²=5,3, p=0,25

	ЦК20
	0

1

3
	0

2 (20%)

8 (80%)
	5 (29,4%)

6 (35,3%)

6 (35,3%)
	7 (46,7%)

6 (40%)

2 (13,3%)
	χ²=12,3, p<0,03

	ЦК7
	1

2

3
	7 (70%)

2 (20%)

1 (10%)
	7 41,2%)

5 (29,4%)

5 (29,4%)
	2 (13,3%)

7 (46,7%)

6 (40%)
	χ²=8,4, p=0,07


Популяція CD3+ Т-лімфоцитів, представлена CD8+ Т-кілерами і CD4+ Т-хелперами, бере участь у процесах ЕМТ, що доводиться виявленою залежністю між ступенем інфільтрації CD3+, CD8+ CD4+ клітинами і появою ЕМТ.

Виражена (3+) інфільтрація CD8+ клітинами характерна для НУРСМ з ЕМТ (χ²=9,2, p<0,003) переважно 1-ї стадії (χ²=13,5, p<0,001), а слабка (1+) інфільтрація CD8+ клітинами – для НУРСМ без ознак ЕМТ (χ²=8,2, p<0,005) (табл. 4.39).
Таблиця 4.39
Виразність експресії маркерів ЕМТ залежно від ступеня інфільтрації CD8+ клітинами
	маркери
	Інфільтрація CD8+ клітинами

	
	1+, n=12
	2+, n=11
	3+, n=19
	

	віментин
	0
1
	11(91,7%)

1 (8,3%)
	8 (72,7%)

3 (27,3%)
	7 (36,8%)

12 (63,2%)
	χ²=11,1, p<0,01

	Е-кадгерин


	1

2
	7 (58,3%)

5 (41,7%)
	7 (63,6%)

4 (36,4%)
	17 (89,5%)

2 (10,5%)
	χ²=4,4, p=0,1

	N-кадгерин
	0

1

2
	12 (100%)

0

0
	7 (63,6%)

3 (27,3%)

1 (9,1%)
	11 (57,9%)

7 (36,8%)

1 (5,3%)
	χ²=7,1, p=0,1

	ЦК20
	0

1

3
	0

4 (33,3%)

8 (66,7%)
	2 (18,2%)

3 (27,3%)

6 (54,5%)
	10 (52,7%)

7 (36,8%)

2 (10,5%)
	χ²=15,0, p<0,005

	ЦК7
	1

2

3
	6 (50%)

3 (25%)

3 (25%)
	7 (63,6%)

3 (27,3%)

1 (9,1%)
	3 (15,8%)

8 (42,1%)

8 (42,1%)
	χ²=8,3, p=0,07


3+ інфільтрація CD8+ клітинами в НУРСМ асоціювалася з появою експресії в пухлинних клітинах віментину (χ²=9,2, p<0,003), що супроводжувалося зниженням експресії ЦК20 – 3+ інфільтрація CD8+ клітинами в НУРСМ асоціювалася зі зниженням рівня експресії ЦК 20 (χ²=14,2, p<0,001), а виражена його експресія (3+) – зі слабкою інфільтрацією CD8+ клітинами (χ²=14,2, p<0,03). Залежності між ступенем вираженості інфільтрації CD8+ клітинами й експресією ЦК7, N- та Е-кадгеринів не виявлено, однак повна відсутність експресії N-кадгеринів пухлинними клітинами асоціювалося зі слабкою інфільтрацією CD8+ клітинами (χ²=6,7, p<0,01) (табл. 4.40).
Таблиця 4.40
Виразність експресії маркерів ЕМТ залежно від ступеня інфільтрації CD4+ клітинами
	маркери
	Інфільтрація CD4+ клітинами

	
	1+, n= 10
	2+, n= 32
	

	віментин
	0
1
	9 (90%)

1 (10%)
	17 (53,2%)

15 (46,8%)
	χ²=4,3, p<0,05

	Е-кадгерин


	1

2
	4 (40%)

6 (60%)
	27 (84,4%)

5 (15,6%)
	χ²=7,7, p<0,01

	N-кадгерин
	0

1

2
	9 (90%)

1 (10%)

0
	21 (65,6%)

9 (28,1%)

2 (6,3%)
	χ²=2,3, p=0,3

	ЦК20
	0

1

3
	1 (10%)

1 (10%)

8 (80%)
	11 (34,4%)

13 (40,6%)

8 (25%)
	χ²=9,7, p<0,01

	ЦК7
	1

2

3
	7 (70%)

1 (10%)

2 (20%)
	9 (28,1%)
13 (40,6%)

10 (31,3%)
	χ²=5,9, p=0,051


Інфільтрація CD4+ клітинами в НУРСМ без ІГХ ознак ЕМТ була меншою, ніж у НУРСМ з 1-ю й 2-ю стадією (χ²=5,7, p<0,03). Виявлено статистично значущу залежність між зростанням рівня інфільтрації CD4+ клітинами й появою експресії віментину (χ²=4,3, p<0,05), зниженням експресії ЦК20 (χ²=9,7, p<0,01) і Е-кадгеринів (χ²=7,7, p<0,01) в пухлинних клітинах.
Висновок: у групі без рецидивів захворювання були більш низькі рівні експресії CD3+, CD8+ лімфоцитів і CD68+ макрофагів, ніж у групах з рецидивом захворювання й прогресуванням (р=0,04, р=0,03 і р=0,01 відповідно). Також для НПУКВСЗ є характерною більш виражена експресія CD3+, CD8+ лімфоцитів і CD68+ макрофагів, ніж для НПУКНСЗ (р=0,0001, р=0,008 і p=0,006 відповідно). Встановлено прямий сильний кореляційний зв’язок r=0,856, р<0,01 між рівнями експресії CD3+, CD8+ лімфоцитів, а також прямий сильний кореляційний зв’язок r=0,722, р<0,01 між рівнями експресії CD3+ лімфоцитів і CD68+ макрофагів; зазначені вище дані дають підстави вважати CD3+, CD8+ лімфоцити і CD68+ макрофаги важливими прогностичними маркерами. Експресія CD4+ та CD20+ лімфоцитів у групах дослідження мала випадковий характер (р=0,87 і р=0,7 відповідно). Між рівнями експресії CD3+ CD4+ лімфоцитів встановлено прямий слабкий кореляційний зв’язок r=0,299, р<0,01 і між рівнями експресії CD3+, CD20+ лімфоцитів прямий слабкий кореляційний зв’язок r=0,299, р<0,01.

Поява ЕМТ у НУРСМ асоціюється зі зростанням ступеня вираженості інфільтрації CD68+ макрофагами (2+) (p<0,05), CD3+ Т-лімфоцитами (p<0,03), включаючи як CD8+ (p<0,001), так і CD4+ (p<0,03) клітини. Ступінь вираженості інфільтрації CD20+ В-лімфоцитами не пов’язаний з процесами ЕМТ (χ2=1,5, p=0,45).

Поява ЕМТ, пов’язаної з інфільтрацією пухлини макрофагами, простежується більшою мірою за рахунок зниження експресії цитокератинів і Е-кадгерину. Виражена інфільтрація CD3+ Т-лімфоцитами асоціюється з появою ЕМТ 1-ої стадії (p<0,03), що пов’язано переважно з появою експресії віментину (p<0,03), зниженням експресії ЦК20 (p<0,03). Також для НУРСМ зі слабкою інфільтрацією CD3+ клітинами була характерна помірна експресія Е-кадгерину (p<0,005) і відсутність експресії N-кадгерину (χ2=5,2, p<0,03). Виражена інфільтрація CD8+ клітинами асоціюється з ЕМТ (p<0,003), переважно з 1-ою стадією (p<0,001), за рахунок появи експресії віментину (p<0,003) та зниження експресії ЦК20 (p<0,001). Відмічається також така тенденція: у міру зростання інфільтрації НУРСМ CD8+ клітинами відбувається зниження експресії Е-кадгерину (р>0,05) і поява експресії N-кадгерину (р>0,05). Зростання інфільтрації CD4+ Т-хелперами характерне для НУРСМ з 1-ою стадією ЕМТ, при цьому виявлено залежність між зростанням рівня інфільтрації CD4+клітинами і появою в пухлинних клітинах експресії віментину (p<0,05), зниженням експресії ЦК20 (p<0,01) і Е-кадгерину (p<0,01). 

4.5. Ангіогенез у стромі НУРСМ

4.5.1. Експресія VEGF у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура
Імуногістохімічна експресія VEGF у всіх випадках, включених в дослідження, була слабкою або помірною з гетерогенним розподілом маркера в цитоплазмі та на мембранах пухлинних клітин. Іноді окремі пухлинні клітини, розташовані близько до ділянки проліферації судин, мали більш інтенсивне забарвлення, але їх щільність становила менше 10% пухлинних клітин. За винятком пухлинних клітин спостерігалися розсіяні клітини в стромі пухлини зі слабкою позитивною реакцією (найімовірніше макрофаги). Випадків зі слабкою експресією було значно менше – 28,6% (12/42) (рис. 4.44), ніж з помірною 71,4% (30/42) (рис. 4.45). Середня експресія VEGF дорівнювала 1,71 ± 0,28.
Значущої статистичної кореляції між рівнем експресії VEGF у групах не виявлено (табл. 4.41).
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Рис. 4.44. Слабка експресія VEGF у НУРСМ, ×400.
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Рис. 4.45. Помірна експресія VEGF у НУРСМ, ×400.
Таблиця 4.41
Рівень експресії VEGF у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і групи дослідження
	Рівень експресії
	Группы исследования
	Достовірність, критерій 2

	
	1
	2
	3
	2=0,7 р=0,70

(2_crit = 5,99)

	слабкий
	4(28,6%)
	5(35,7%)
	3(21,4%)
	

	помірний
	10(71,4%)
	11(64,3%)
	11(78,6%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

В обох групах, залежно від ступеня диференціювання пухлини, великою була відносна кількість випадків з помірною експресією VEGF, але в групі з НПУКНСЗ – 58,3% (14/24) випадків, проти 88,9% (16/18) у групі з НПУКВСЗ. Виявлено достовірні відмінності в групах (табл. 4.42).
Таблиця 4.42
Рівень експресії VEGF у неінвазивному уротеліальному раку сечового міхура і ступінь диференціювання пухлини
	Рівень експресії
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій2

	слабкий
	10(41,7%)
	
	2=4,70 р=0,03

(2_crit = 3,84)

	помірний
	14(58,3%)
	16(88,9%)
	

	Разом
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критериєм 2 .
Висновок: рівень експресії VEGF не має прямого прогностичного значення.  Більш високий рівень експресії маркера характерний для пухлин з високим ступенем злоякісності.

4.5.2. Щільність мікросудин у стромі неінвазивного уротеліального рака сечового міхура
Для визначення щільності мікросудин (ЩМС) у стромі пухлини використовували маркер CD34, реакція якого була позитивною в ендотелії кровоносних судин (рис.4.46). Усі злоякісні й незлоякісні клітини строми були переважно негативними. Щільність мікросудин була значно збільшена поблизу епітеліального пласта пухлини. Деякі судини мали гіллясту будову. Зустрічалося багато незрілих судин, що мають маленький діаметр з вузьким або практично невидним просвітом. ЩМС була значно вищою в зонах інвазії пухлини в підслизовий шар.
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Рис. 4.46. Експресія CD34 в ендотелії кровоносних судин строми НУРСМ, ×400.
У нашому дослідженні ЩМС варіювала від 12,8 до 44,6, а середнє значення становило 32,71±4,22. Кореляції між ЩМС і параметрами прогнозу виявлено не було (табл. 4.43).
Таблиця 4.43
Щільність мікросудин у стромі неінвазивного уротеліального рака сечового міхура і групи дослідження
	Щільність мікросудин
	Групи дослідження
	Достовірність, критерій2

	
	1
	2
	3
	2=1,07 р=0,58

(2_crit = 5,99)

	низька
	8(57,1%)
	4(28,6%)
	4(28,6%)
	

	помірна
	6(42,9%)
	10(71,4%)
	10(71,4%)
	

	Разом
	14(100%)
	14(100%)
	14(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

Виявлено значні відмінності в показниках ЩМС залежно від ступеня диференціювання. У групі з НПУКНСЗ низька ЩМС зустрічалася більше, ніж в половині випадків – 58,3% (14/24), а для НПУКВСЗ була характерною помірна ЩМС – 88,9% (16/18) (табл. 4.44).
Таблиця 4.44
Щільність мікросудин у стромі неінвазивного уротеліального рака сечового міхура і ступінь диференціювання пухлини
	Щільність мікросудин
	НПУКНСЗ
	НПУКВСЗ
	Достовірність, критерій2

	низька
	14(58,3%)
	
	2=5,56 р=0,01

(2_crit = 3,84)

	помірна
	10(41,7%)
	16(88,9%)
	

	Разом
	24(100%)
	18(100%)
	


Примітка:  наявність достовірного зв’язку (р<0,05) за критерієм 2 .

Висновок: щільність мікросудин у стромі НУРСМ підвищується при збільшенні ступеня злоякісності пухлини, але не має прямого впливу на прогноз. 

Виявлено позитивний кореляційний зв’язок середньої сили (r=0,677, р<0,05 між рівнем експресії VEGF та ЩМС.

Висновок: рівень експресії VEGF та ЩМС у стромі НУРСМ не мають прямого прогностичного значення. Зі збільшенням ступеня злоякісності НУРСМ зростають рівень експресії VEGF і щільність мікросудин. Між рівнем експресії VEGF та ПМС існує позитивний кореляційний зв’язок середньої сили (r=0,677, р<0,05).

Висновки до  розділу 4: 

1. З 18 досліджених імуногістохімічних маркерів самостійну прогностичну цінність мають такі маркери:

а) CD3+, CD8+, CD68+, р53 – підвищення експресії будь-якого з маркерів тягне за собою збільшення ризику розвитку рецидивів як без прогресування, так і з прогресування;

б) Ki-67, ММР-9 – підвищена експресія маркера збільшує ймовірність ризику розвитку рецидивів з прогресуванням;

в) негативна експресія ЦК20 в епітеліальному пласті пухлини асоціюється з ризиком розвитку рецидивів з прогресуванням. 

2. Ступінь злоякісності пухлини залежить від рівня експресії таких маркерів:

а) віментин, Ki-67, ММР-9, VEGF, CD3+, CD8+, CD68+, р53 – прямий зв’язок між рівнем експресії маркера й ступенем злоякісності пухлини; 

б) Е-кадгерин, ЦК20, колаген IV, р63 – зворотній зв’язок між рівнем експресії маркера і ступенем злоякісності пухлини.

3. На прогноз і ступінь злоякісності пухлини не впливає рівень експресії таких маркерів: N-кадгерину, ЦК 7, TGF-β, CD4+ і CD20+ лімфоцитів. 

4. У пухлинних клітинах більш високого ступеня злоякісності підвищується експресія VEGF (р<0,03) з подальшою активацією неоангіогенезу, що спричиняє підвищення ЩМС у стромі пухлини (р<0,01).

5. Для раків з рецидивуванням без прогресування характерна 1-а стадія ЕМТ пухлинних клітин (p<0,03), а для НУРСМ з рецидивуванням і прогресуванням захворювання – 2-а стадія ЕМТ (p<0,05).

6. У НУРСМ не зустрічається ЕМТ 3-ї стадії і вище. 

7. Між імунною відповіддю й ЕМТ у НУРСМ існує взаємозв’язок, що полягає у такому:

а) поява ЕМТ у НУРСМ асоціюється зі зростанням ступеня вираженості інфільтрації CD68+ макрофагами (p<0,05), CD3+ Т-лімфоцитами (p<0,03), включаючи як CD8+ (p<0,001), так і CD4+ (p<0,03) клітини. При цьому ступінь вираженості інфільтрації CD20+ В-лімфоцитами не пов’язаний з процесами ЕМТ (2 =1,5, p=0,45);
б) поява ЕМТ, пов’язаної з інфільтрацією пухлини CD68+ макрофагами, простежується більшою мірою за рахунок зниження експресії цитокератинів та Е-кадгерину В). Виражена інфільтрація CD3+ Т-лімфоцитами асоціюється з появою ЕМТ (1-ї стадії) (p<0,03), що пов’язано переважно з появою експресії віментину (p<0,03), зниженням експресії ЦК20 (p<0, 03);
 г) виражена інфільтрація CD8+ клітинами асоціюється з ЕМТ (p<0,003), переважно з її 1-ю стадією (p<0,001), за рахунок появи експресії віментину (p<0,003) і зниження експресії ЦК20 (p<0,001). Відзначається також така тенденція: у міру зростання інфільтрації НУРСМ CD8+ клітинами відбувається зниження експресії Е-кадгеринів (р>0,05) і поява експресії
N-кадгеринів (р> 0,05);
д) зростання інфільтрації CD4+ Т-хелперами характерне для НУРСМ з  1-ю стадією ЕМТ, при цьому виявлено залежність між зростанням рівня інфільтрації CD4+ клітинами й появою в пухлинних клітинах експресії віментину (p<0,05), зниженням експресії ЦК20 (p<0,01) та Е-кадгеринів (p<0,01).
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РОЗДІЛ 5
АНАЛІЗ ТА ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ
Аналіз хірургічної патології Харківського обласного клінічного центру урології і нефрології ім. В. І. Шаповала за п’ятирічний період з 2011 по 2015 рр. показав, що виявлено 1041 пацієнта з діагнозом УРСМ. У Національному канцер-реєстрі України зафіксовано 1635 випадків раку сечового міхура в Харківському регіоні за той скамий період [97]. Варто відмітити, що морфологічна верифікація пухлин сечового міхура за ці роки становила 73,8% – 77,2%, по спеціалізовану медичну допомогу звернулися – 72,3% – 75,5% пацієнтів [97]. За світовими даними, питома вага УРСМ з усіх злоякісних новоутворень СМ досягає 90%, а решті 10% належать пласкоклітинні раки, аденокарциноми, саркоми та інші пухлини [198]. З цього випливає, що кількість випадків у нашому дослідженні приблизно дорівнює офіційними статистичними даним.

Серед пацієнтів співвідношення чоловіків і жінок становило 4,75:1, чоловіків – 82,6% (860/1041), жінок – 17,4% (181/1041). Аналогічна пропорція відзначається й іншими авторами [36]. Серед пацієнтів РСМ є тенденція до збільшення відносного числа випадків в осіб молодого віку [5]. У нашому дослідженні вік хворих варіював від 17 до 97 років. При цьому пік захворюваності, незалежно від статі, був у групі пацієнтів віком від 70 до 79 років, що при порівнянні з даними світової практики дещо перевищує середній вік пацієнтів (65 років) [5, 131]. 

Більшість випадків УРСМ діагностується на неінвазивній стадії [30]. Так і в нашому дослідженні відсоток поверхневих раків значно переважав відсоток раків з інвазією в м’язову стінку СМ і становив 72,9% (759/1041).

Незважаючи на наявні гістологічні класифікації УРСМ 2004 р. і сучасної 2016 року, багато досліджень виконано з використанням гістологічної класифікації 1973 року [162], що не дозволяє повною мірою зіставити отримані нами результати оцінки диференціювання УРСМ з даними літератури. Серед загальної кількості УРСМ з диференціюванням G1 виявлено 471 (45,2%) випадок, G2 – 261 (25,1%), а з G3 – 309 (29,7%). При більш детальному дослідженні НУРСМ (759 випадків стадії Т1), які за класифікацією TNM 2009 року відповідають ракам без інвазії в м’язовий шар стінки СМ [90]; встановлено, що всі пухлини макроскопічно були представлені сосочковими структурами, не мали метастазів, ступінь гістологічної градації G1 відмічено в 395 (52%) випадках, G2 – у 236 (31,1%) випадках, G3 – у 128 (16,9%) випадках. 

У 10,4% (79/759) пацієнтів у період з 2011 по 2018 рік були виявлені рецидиви. Найбільш часто рецидиви виникали в перший рік після радикального лікування – 41,8% (33/79) випадків. Більш низький рівень рецидивування УРСМ, отриманий в наших статистичних даних порівняно з іншими даними [76, 83], може бути пов’язаний з покращенням діагностики та лікування цієї патології на сьогодні. Із загального числа рецидивів без прогресування захворювання (без інвазії в м’язовий шар стінки СМ) виявлено 65/79 (82,3%) випадків, а з прогресуванням – 14/79 (17,7%) випадків.

Стать пацієнтів. Численні дослідження зазначають про підвищений ризик рецидиву або прогресування захворювання в жінок, що одержували імунотерапію або хіміотерапію, так і без, порівняно з їх колегами-чоловіками [71, 134, 222]. До того ж, є й суперечливі результати і в деяких дослідженнях не було виявлено відмінностей у результатах між обома статями [106, 182]. У результаті нашого дослідження достовірного зв’язку між статтю пацієнтів з ризиком розвитку рецидивів, як з прогресуванням, так і без нього, не виявлено.

Вік пацієнтів. На думку більшості дослідників, у літніх пацієнтів є велика ймовірність розвитку рецидивів, порівняно з пацієнтами до 60 років [42, 109], але прогресування пухлини схоже в літніх і молодих пацієнтів [109]. Одночасно в ретроспективному аналізі 605 пацієнтів Horovitz et al. повідомили, що в людей старшого віку частота рецидивів була порівнянна з більш молодими колегами [118]. Нами не встановлено впливу віку на прогноз захворювання.

Розмір пухлини. При оцінюванні біологічної поведінки пухлини її розмір є потужним предиктором рецидиву й має пряму кореляцію з ризиком рецидиву. Цей зв’язок був підтверджений у широких міжнародних публікаціях [86, 205]. При поділі первинних пухлин за розміром на раки до 3 см і більше 3 см нами виявлено дуже сильний прямий кореляційний зв’язок між групами дослідження (між 1-ю та 3-ю p<0,0001, між 1-ю та 2-ю – р<0,005), що повністю відповідає даним вищевикладених робіт.

Мультифокальний ріст. Залежність між мультифокальным ростом пухлини й рецидивуванням описана багатьма авторами [109, 223]. У нашому дослідженні мультифокальний ріст також асоціювався, як з рецидивуючими НУРСМ без прогресування (p<0,05), так і з прогресуванням (p<0,001) при їх порівнянні з нерецидивуючими НУРСМ.

Диференціювання пухлини. У зв’язку з тим, що у 1-й та 2-й групах нами було відібрано однакову кількість випадків з різним диференціюванням G, між цими групами не було достовірних відмінностей. У 3-й групі кількість пухлин з диференціюванням G1 була набагато меншою порівняно з 1-ю та   2-ю групами. Таким чином, можна стверджувати про те, що раки, які рецидивують з прогресуванням характеризуються зниженням диференціювання. Отриманий висновок збігається з думкою практично всіх дослідників [50, 72].
Оцінка ризику рецидивування та прогресування НУРСМ за алгоритмом EORTC.
Для прогнозу перебігу захворювання Європейська організація вивчення та лікування раків (EORTC) на підставі клінічних і морфологічних характеристик НУРСМ створила алгоритм, у якому враховується 6 факторів ризику, при цьому кожному з них присвоєно певний бал: розмір, кількість пухлин, ступінь її диференціювання, рівень інвазії в стінку СМ і навколишні тканини, наявність супутнього раку in situ, частота рецидивів. Потім за певною сумою балів алгоритм EORTC класифікує пацієнтів на групи з низьким, проміжним або високим ризиком рецидиву та прогресування до м’язової інвазії [202]. Нами вивчено за даним алгоритмом 106 випадків стадії Т1 без рецидивів в анамнезі і без наявності супутнього раку in situ. Відразу варто відзначити, що такі критерії, як вік і стать пацієнтів, не входять у цей алгоритм. 

Валідаційні дослідження, які ґрунтуються на алгоритмі EORTC, показали послідовну недооцінку частоти рецидивів і прогресування серед групи високого ризику, яка ймовірно пов’язана з неоптимальним веденням внутрішньоміхурової терапії когорти цих хворих [116, 237]. Незважаючи на вищезгадані дослідження, алгоритм EORTC продовжує складати основу для систем стратифікації ризику, що використовуються для прийняття рішень про лікування [224]. 

У нашому випадку при оцінюванні НУРСМ за алгоритмом EORTC усі випадки розподілилися на групи проміжного ризику рецидивування (з сумою балів від 1 до 9). Розподіл НУРСМ на підгрупи 1–4 і 5–9 балів показало, що для 2-ї і 3-ї груп характерне зростання кількості випадків з сумою балів 5–9 порівняно з 1-ю (p<0,002 і p<0,0001 відповідно). Це свідчить про правильність поділу групи проміжного ризику на дві складові. При оцінюванні ймовірності прогресії НУРСМ у групах дослідження простежено залежність зростання суми балів від першої групи до третьої (р<0,05, р<0,05, р<0,001) . Так, у 1-й групі не було жодного випадку з високим ризиком прогресування, а 3-я група, навпаки, асоціювалася з високим ризиком (р<0,006) і повною відсутністю пацієнтів з низьким ступенем ймовірності прогресування (р<0,001). З цього випливає висновок, що існуючий алгоритм EORTC має високий ступінь достовірності для прогнозування перебігу захворювання. 

Епітеліально-мезенхімальна трансформація (ЕМТ) у НУРСМ.
Для епітеліальних раків різної локалізації, у тому числі й НУРСМ, характерна ЕМТ, при якій пухлинні клітини набувають мезенхімального фенотипу, а епітеліальний фенотип слабшає або повністю зникає [77, 172]. Відзначено, що при такій метаморфозі пухлинні клітини стають менш сприйнятливі до механізмам запуску апоптозу, а їх агресивність різко зростає [68, 72, 112]. Завдяки цьому процесу, НУРСМ однакової стадії і диференціювання мають різний клінічний перебіг [178], характеризуються зростанням інвазивних властивостей та зниженням толерантності до комбінованого лікування [113] яка асоціюється з пухлинним прогресуванням і поганим прогнозом [113, 159, 163]. 

Нами для виявлення ЕМТ у НУРСМ при імуногістохімічному дослідженні використовувалися первинні моноклональні антитіла (МКАТ) фірми DAKO (Данія), Ready-to-Use до Е-кадгерину, цитокератинів 20 (ЦК20) і 7 (ЦК7), N-кадгерину, віментину й TGF-β1.

Для епітеліальних клітин маркером міжклітинної адгезії є Е-кадгерин, і зниження рівня його експресії, на думку більшості авторів, свідчить про часткову втрату пухлинними клітинами епітеліального фенотипу та є критерієм несприятливого прогнозу [25, 51, 159]. Існують окремі думки, що втрата E-кадгерину безпосередньо не пов’язана з прогресуванням стадії та її наслідками, а скоріше більш тісно пов’язана з клінічною стадією на момент встановлення діагнозу [108, 159]. Незважаючи на те, що в рецидивуючих раках з прогресуванням (3-я група) експресія Е-кадгерину була найнижчою і поступово зростала в 2-й групі, а в 1-й була найвищою, статистично значущої залежності між рівнем експресії Е-кадгерину і приналежністю пухлин до груп дослідження не виявлено. Однак диференціювання НУРСМ залежало від індексу метки Е-кадгерину, і в НПУКВСЗ переважали випадки зі слабкою експресією Е-кадгерину, а НПУКНСЗ асоціювався з помірною експресією маркера (р<0,01). У злоякісних пухлинах епітеліального гістогенезу, у яких відбувається процес ЕМТ, спостерігається феномен «кадгеринового перемикання»: при зниженні експресії Е-кадгерину підвищується експресія N-кадгерину. Такі зміни в епітеліальних ракових клітинах асоціюються зі зростанням стадії та зниженням диференціювання пухлини і, як наслідок, ведуть до погіршення прогнозу перебігу УРСМ [66, 107, 207]. Інші дослідження роблять висновок, що й стан подвійної негативної експресії Е-кадгерину та N-кадгерину може брати участь у процесі епітеліально-мезенхімального переходу в патогенезі уротеліальної карциноми сечового міхура [148]. Експресія N-кадгерину раковими клітинами пов’язана з несприятливими клініко-патологічними ознаками й більш високою вірогідністю рецидиву, однак при врахуванні впливу стандартних прогностичних факторів цей зв’язок зникає, що обмежує його роль у прийнятті рішень [43].

У нашому дослідженні спостерігалася слабка експресія N-кадгерину, яка відзначалася у 28,5% (12/42) випадків. Незважаючи на те, що у всіх випадках, коли з’являлася слабка експресія N-кадгерину, було відзначено зниження експресії Е-кадгерину, статистично значущого зв’язку між рівнями експресії не встановлено (r=-0,1, p>0,05). Також не було статистично значущих відмінностей між рівнями експресії N-кадгерину в групах дослідження. Отримані результати свідчать про те, що Е-кадгерин і N-кадгерин не є самостійними прогностичними маркерами. 

Віментин – проміжний філамент мезенхімальних клітин, тому його часто використовують для визначення ЕМТ у злоякісних новоутвореннях різної локалізації [56]. У роботах деяких авторів встановлено прямий зв’язок між рівнем експресії віментину та ступенем злоякісності пухлини [190, 207], а також поганим прогнозом [63, 107, 122]. Механізми, що індукують активацію мезенхімальних маркерів, таких як N-кадгерин і віментин, водночас пригнічують експресію епітеліального маркера E-кадгерину [107, 159].

У НУРСМ ми спостерігали слабку експресію віментину в окремих епітеліальних ракових клітинах у 38,1% (16/42) випадків. Простежено тенденцію до збільшення процентного співвідношення випадків зі слабкою експресією віментину у 2-й та 3-й групах порівняно з 1-ю, але ці відмінності не були достовірними. Проте нами було виявлено, що позитивну реакцію на віментин давали пухлинні клітини з вираженим ядерним поліморфізмом, властивим для НПУКВСЗ. Виявлено залежність між ступенем диференціювання НУРСМ і появою реакції на віментин (р<0,05). Можливо, однакова кількість випадків з НПУКНСЗ і НПУКВСЗ у групах дослідження обумовила відсутність достовірних відмінностей між ними за рівнем експресії цього маркера. 

Клітинний цитоскелет також формується цитокератинами, які є широко використовуваними маркерами епітеліального фенотипу, найбільш актуальними з них є ЦК20 і ЦК7. У нормі експресія цитокератину ЦК7 визначається в базальному шарі уротелію, а ЦК20 – у поверхневих зонтичних клітинах [56]. У дослідженнях відзначено, що у міру зниження рівня експресії ЦК20 пухлинними клітинами прогресує стадія захворювання й підвищується ступінь злоякісності пухлини [102, 112], хоча високий відсоток інтенсивно забарвлених клітин деякі дослідники спостерігали НУРСМ на стадіях від Т0 до Т4 [41]. Інші автори уточнюють цю точку зору й відзначають, що лише зниження або повна відсутність забарвлення може бути характерною ознакою високого ступеня злоякісності новоутворення, а дифузна підвищена експресія ЦК20 може зустрічатися в карциномах низького та високого ступенів злоякісності в однакових частках [35].При цьому, частота рецидивів захворювання значно вища як при дифузному забарвленні, так і за його повної відсутності, відносно випадків із забарвленням на половину і менше епітеліального пласта пухлини [239]. У міру зниження рівня експресії ЦK20 збільшується експресія ЦK7 [112] і віментину [190]. У деяких випадках відзначається випадковий розподіл рівнів експресії ЦK7 по всій товщині епітеліального пласта в НУРСМ і вже зниження рівня експресії даного маркера пов’язують з епітеліально-мезенхімальною трансформацією і можливою інвазією [211]. Але зниження рівнів експресії цитокератинів у НУРСМ не можна використовувати як абсолютний критерій ЕМТ [178], тому вони мають обмежену цінність для діагностики та прогнозування [175].
У нашому дослідженні ми також не виявили достовірної залежності між експресією віментину й цитокератинів (р>0,05). Зате між рівнями експресії ЦК20 і ЦК7 нами відмічено помірний негативний зв’язок r=-0,447, який підтверджує вищевикладену думку про збільшення експресії ЦК7 при зниженні експресії ЦК20. Аналіз експресії ЦК7 і ЦК20 у групах дослідження достовірних відмінностей не виявив. Однак для 3-ї групи були характерними випадки з повною відсутністю експресії ЦК20 порівняно з 1-ю групою (p<0,05). Таким чином, відсутність забарвлення ЦК20 в епітеліальному пласті НУРСМ можна вважати прогностичим критерієм рецидивування з прогресуванням. Експресія ЦК7, навпаки, була більш виражена в 3-й групі порівняно з іншими групами дослідження, але відмінності були не достовірними (p>0,05). Індекс мітки ЦК7 у пухлинах різного диференціювання був випадковим. Зате НПУКНСЗ асоціювалися з високим рівнем експресії ЦК20, а в НПУКВСЗ експресія маркера була знижена або відсутня зовсім. Підвищення ступеня злоякісності пухлини з високою достовірністю обумовлювало зниження експресії ЦК20 (р=0,01). 

Трансформуючий фактор росту бета (TGF-β1) відіграє важливу роль не тільки в розвитку ЕМТ у пухлинах, але й у багатьох інших патологічних процесах (запалення будь-якої етіології, атеросклероз тощо) за рахунок активації диференціювання й росту мезенхімальних клітин, а також стимулюючого ефекту на синтез позаклітинного матриксу [68, 200, 236]. Можливо, за рахунок існування трьох ізоформ TGF-β1 він може не тільки пригнічувати ріст пухлинних клітин шляхом апоптозу [47, 142], але й бути пусковим механізмом для ЕМТ в УРСМ, що обумовлює збільшення ризику рецидивування та прогресування [74, 144, 145, 159]. НПУКВСЗ та ІУРСМ мають більш виражену експресію TGF-β1 порівняно з НПУКНСЗ [74, 108, 144]. Визначено прямий кореляційний зв’язок між рівнями експресії TGF-β1 й віментину, і зворотній зв’язок між експресією TGF-β1 та E-кадгерину [108, 159]. 

Наші результати показали, що TGF-β1 є потужним індуктором ЕМТ, який зменшував експресію епітеліального маркера E-кадгерину й збільшував експресію віментину. Коекспресія TGF-β1 і віментину спостерігалася у 38,1% (16/42) випадків, а відсутність експресії обох маркерів у 26,2% (11/42) випадків. В інших випадках слабка експресія TGF-β1 супроводжувалася відсутністю забарвлення на віментин. У всіх випадках, коли з’являлася позитивна реакція пухлинних клітин на TGF-β1, експресія Е-кадгерину різко знижувалася. Ми підтвердили наявність прямого кореляційного зв’язку між експресією TGF-β1 і віментину (r=0,46, р<0,05) і наявність зворотного зв’язку між експресією TGF-β1 і Е-кадгерину (r=-0,94, р<0,01). Незважаючи на це, достовірного зв’язку між ризиком розвитку рецидивів і прогресуванням, ступенем диференціювання НУРСМ і рівнем експресії TGF-β1 нами не знайдено. Таким чином, ми переконалися у впливі TGF-β1 на розвиток ЕМТ у НУРСМ, але використовувати даний маркер поза сукупністю з іншими маркерами для прогнозу захворювання недоцільно. 

Ще раз хочеться підкреслити, що ЕМТ у НУРСМ є складним багатофакторним процесом. При ній дуже часто спостерігається коекспресія епітеліальних і мезенхімальних маркерів, що визначає її як неповну [163]. У наукових роботах частіше описують прогностичне значення сукупності декількох маркерів ЕМТ або описують кілька типів ЕМТ, проте не розглядають питання її стадійності [122, 159, 163, 178]. Іноді автори пропонують класифікацію ЕМТ, яка ґрунтується на порівнянні різниці концентрації досліджуваної М-РНК і внутрішнього контролю для E-кадгерину й N-кадгерину (-Δct N-cadherin) – (-Δct E-cadherin), де отриманий результат з позитивними значеннями більше 10 визначає мезенхімальний фенотип, а з негативними значеннями менше 18 свідчить про епітеліальний статус [113]. 

Нами була запропонована класифікація стадій ЕМТ у НУРСМ, яка базується на порівнянні рівнів експресії декількох маркерів епітеліального (ЦК7, ЦК20, Е-кадгерин) і мезенхімального (N-кадгерин, віментин) фенотипів з подальшим поділом на 6 стадій. Більшість випадків 54,7% (23/42) були на 0 стадії ЕМТ та експресія маркерів мезенхімального фенотипу у них була відсутня. На 1-й стадії ЕМТ виявлено 40,4% (17/42) випадків, у яких з’являлася експресія віментину або N-кадгерину окремо або коекспресія обох маркерів. На 2-й стадії ЕМТ було виявлено лише 4,9% (2/42) випадків. Вони характеризувалися помірною або слабкою експресією N-кадгерину, слабкою експресії віментину, слабкою експресією Е-кадгерину і ЦК7, але відмінності в рівнях експресії епітеліальних і мезенхімальних маркерів не були достовірними (p>0,05). НУРСМ інших стадій у нашому дослідженні були відсутні.

У групах дослідження найбільшу питому вагою випадків з 1-ю стадією ЕМТ мала 2-а група – 64,3% (9/14), а обидва випадки з 2-ю стадією ЕМТ опинилися в 3-й групі. Отриманий результат обумовив встановлення статистично достовірного зв’язку між приналежністю НУРСМ до 2-ї групи дослідження і 1-ї стадії ЕМТ (p<0,03), а 3-я група асоціювалася з появою 2-ї стадії ЕМТ (p<0,03). Незважаючи на те, що жоден з використовуваних нами маркерів не мав самостійної прогностичної цінності, кореляційний аналіз рівнів їх експресії з подальшим розподілом НУРСМ за стадіями ЕМТ дозволив нам підтвердити дані про прямий вплив процесів ЕМТ на поганий прогноз захворювання.
Інвазивні властивості НУРСМ
Для визначення впливу інвазивних властивостей НУРСМ на прогноз захворювання нами вивчено: стромально-паренхіматозне відношення (СПВ), спосіб стромальной інвазії епітеліальним пластом ракових клітин та експресії колагену IV, ММР-9, Ki-67.

У багатьох злоякісних новоутвореннях мезенхімальні стромальні клітини стимулюються пухлинними клітинами для модифікації компонентів позаклітинного матриксу, що дозволяє адаптувати пухлинні клітини до навколишнього мікрооточуючого середовища і, врешті-решт, метастазувати [127, 221]. Для НУРСМ зниження СПВ асоціюється зі швидкопрогресуючими формами раку, що веде до менш сприятливих прогнозів [2].

За нашими даними, середні значення СПВ у пухлинах 1-ї і 2-ї груп склали по 0,28±0,02, у III групі – 0,20±0,01, і не було достовірних відмінностей за групами. Встановлено достовірний зв’язок (р<0,001) між значеннями СПВ та ступенем диференціювання пухлини. Так, усі випадки з низькими значенням СПВ від 0,05 до 0,17 припадали на НПУКВСЗ, а в групі з НПУКНСЗ таких випадків не зафіксовано. Отриманий результат не суперечить даним інших авторів про підвищення агресивності НУРСМ при зниженні СПВ.

Деякі автори відзначають більш високу агресивність НУРСМ при «щупальцеподібному» рості пухлини в підслизовий шар СМ порівняно зі зростанням «широким фронтом» [16]. Водночас інші автори не знаходять суттєвої закономірності між способом стромальної інвазії пухлиною й подальшим перебігом захворювання [5]. У частини наших випадків – 69 (65,1%) інфільтративний ріст також мав «щупальцеподібний» вигляд, який був представлений акантотичними тяжами пухлинних клітин різної форми, що проникають у підслизовий шар СМ. В інших випадках – 37 (34,9%) спостерігалася інвазія широким масивом з однотипних пухлинних клітин. Проте статистичний аналіз не виявив достовірних відмінностей у групах дослідження і зв’язку з диференціюванням пухлини.

Ki-67 є встановленим маркером проліферації клітин, а індекс Ki-67 корелює з клінічним перебігом раків різної локалізації, включаючи рак сечового міхура. Крім того, в той час як висока експресія цього маркера свідчить про більш високу стадію пухлини, статус рецидиву, розмір пухлини, не було виявлено жодної кореляції між високою експресією Кі-67 та віком, статтю, звичками куріння і кількістю пухлин [217]. Більшість опублікованих робіт з цієї теми обстоюють думку, що надекспресія Ki-67 у НУРСМ виразно корелює з ризиком розвитку рецидивів без інвазії, а також рецидивів з прогресуванням і Ki-67 може бути цінним біомаркером для прогнозу [45, 135, 235]. Експертні групи заявляють про наявність зв’язку підвищеної коекспресії декількох маркерів, одним з яких був Ki-67, з негативним прогнозом [184]. Окремі результати показують, що між експресією Кі-67 та прогнозом (досліджувалися пухлини азіатських пацієнтів) немає істотного зв’язку. При цьому високі індекси Ki-67 вони пов’язують тільки з підвищенням ступеня злоякісності НУРСМ [239] і констатують навіть відсутність зв’язку між експресією Кі-67 та м’язовою інвазивністю при РСМ [229].

Отримані нами результати узгоджуються з думкою більшості авторів. Рівень експресії Ki-67 з високою достовірністю (р<0,0001) залежав від диференціювання НУРСМУ. Усі випадки з високою проліферативною активністю виявлені виключно у групі з НПУКВСЗ, а в групі НПУКНСЗ переважали випадки з низькою проліферативною активністю. Одночасно виявлено достовірні відмінності рівнів експресії Ki-67 у групах дослідження. Слід зазначити, що залежність була слабкою (р=0,03), оскільки між 1-ю і 2-ю групами відмінності не були достовірними (p=0,13), а от між 1-ю і 3-ю групами вони мали значну силу (p=0,007). 

Матриксні металопротеїнази (ММР), сімейство цинк-залежних ендопептидаз з протеолітичною активністю щодо компонентів позаклітинного матриксу, беруть участь у численних фізіологічних процесах, а також їхній вміст підвищується в тканинах пухлини, сприяють інвазії злоякісних клітин, регулюють ріст пухлини та метастазування й пов’язані з низькою загальною виживаністю [91]. ММП-9 має кілька точок програми, однак колаген IV типу, основний компонент базальних мембран, є найбільш важливим субстратом MMP-9 в мікрооточенні пухлини [227]. Попередні дослідження показали, що ММП-9 бере участь у патогенезі раку сечового міхура, а протеолітична активність MMP-9 проти колагену IV типу не тільки сприяє інвазії та метастазуванню, але також вивільняє фактори росту та інші сигнальні молекули [75, 234]. Однак альтернативні дослідження не дозволяють встановити зв’язок між експресією MMP-9 та прогнозом для НУРСМ, що дає підстави дійти висновку, що MMP-9 не може бути ефективним прогностичним маркером [48, 158]. Рівень експресії ММР-9 у пухлинах СМ з більш високим диференціюванням G1/G2 був значно нижчим, ніж у пухлинах G3 [243], хоча інші автори відкидають наявність такого зв’язку, а підвищену експресію MMP пов’язують з підвищенням стадії пухлинного процесу, відзначаючи необхідність подальших досліджень даної проблеми [149]. 

Ми спостерігали експресію ММР-9 у всіх випадках НУРСМ із середнім показником 2,04±0,26. Нами виявлено досить сильний зв’язок між рівнем експресії ММР-9 та диференціюванням пухлини (р=0,002). Так, максимальний рівень експресії маркера асоціювався з НПУКВСЗ і був відзначений у 55,6% (10/18) випадків усіх раків даного диференціювання. Порівняння рівнів експресії ММР-9 у всіх трьох групах дослідження достовірних відмінностей не дав (р=0,11), хоча НУРСМ 1-ї групи характеризувалися слабким рівнем експресії. А ось порівняння 1-ї і 3-ї груп показало достовірність відмінностей між ними (р<0,03), що в цілому узгоджується з даними інших дослідників, які стверджують наявність зв’язку між високим рівнем експресії ММР-9 і низькою виживаністю пацієнтів у результаті рецидивування та прогресування раку.

Інвазія пухлинних клітин відбувається з руйнуванням колагену IV, основного компоненту базальної мембрани епітеліальних клітин, власної речовини сполучної тканини, стінки судин артеріального типу [227]. Низький рівень експресії колагену IV пов’язують з підвищенням ступеня злоякісності пухлини [1], прогресуванням захворювання й зниженням загальної виживаності [64, 129]. Також з’ясовано, що зниження експресії колагену ІV супроводжується підвищенням експресії ММР-9 і саме вона руйнує колаген базальної мембрани [1]. 

Досліджені нами НПУКНСЗ у більшості випадків мали екзофітний рост, тому у них спостерігалась експресія колагену IV типу в збереженій базальній мембрані на межі зі стромою у 58,3% (14/24) випадків і в 41,7% (10/24) була відсутня. У НПУКВСЗ негативна експресія колагену IV була у 77,8% (14/18) випадків, і її зникнення частіше припадало на зони «щупальцеподібної» інвазії пухлинних клітин у підслизовий шар СМ. Диференціювання НУРСМ достовірно залежить від рівня експресії колагену IV типу (р<0,01). Достовірних відмінностей у групах дослідження, незважаючи на те, що в 2-ї і 3-ї групах, порівняно з 1-ю, кількість випадків з негативною експресією було явно більшою, не виявлено.
Встановлено сильний прямий зв’язок між рівнями експресії ММР-9 і
Ki-67 (r=0,783, р<0,01) і сильний зворотний зв’язок між ММР-9 і колагеном IV типу (r=-0,863, р<0,01), а також Ki-67 і колагеном IV типу (r=-0,755, р<0,01). Отримані дані ще раз підкреслюють, що пухлинні клітини з високою проліферативною активністю, підвищеним синтезом і виділенням ММР-9, здатні руйнувати базальну мембрану (колаген IV типу) і спричиняють прогресування пухлини.

Ангіогенез у стромі НУРСМ
Ангіогенез відіграє важливу роль у проліферації й метастатичному потенціалі багатьох пухлин, включаючи УРСМ [100]. На ранніх етапах розвитку в умовах гіпоксії неоваскуляризація пухлини оцінюється за посиленою щільністю мікросудин (ЩМС) і регулюється індукованим гіпоксією фактором-1α (HIF-1α), надлишкова експресія якого викликає активацію ангіогенних факторів росту, включаючи фактор росту ендотелію судин (VEGF), а VEGF, своєю чергою, активує вироблення металопротеїназ [209]. Не вважаючи ЩМС самостійним прогностичним критерієм, підвищення ЩМС у стромі пухлини пов’язують з прогресуванням стадії та зниженням диференціювання НУРСМ [110, 161, 244]. Використання маркера VEGF як незалежного прогностичного фактору для поверхневих пухлин сечового міхура досі ще є дискутабельним: одні автори пов’язують високий рівень експресії VEGF з рецидивуванням і прогресуванням [213, 244], інші спростовують цю залежність [44, 177]. Між підвищенням рівня експресії VEGF і збільшенням ЩМС у стромі пухлини існують кореляційні зв’язки [161, 244], проте не всі дослідники дотримуються такої точки зору [44]. 

За нашими даними, ЩМС НУРСМ перебувала в діапазоні від 12,8 до 44,6 із середнім значенням 32,71±4,22. Васкуляризація субепітеліальних відділів строми була значно вищою порівняно з іншими ділянками. Підвищення ЩМС у стромі пухлини достовірно сопроводжувалося підвищенням ступеня злоякісності пухлини (р<0,01), але не впливало на прогноз захворювання (р>0,05). Можна лише відзначити, що в групі 1 середнє значення ЩМС було дещо меншим порівняно з іншими групами. Середній рівень експресії VEGF у НУРСМ у групах дослідження суттєво не відрізнявся: у групі 1 – 1,71±0,46, у групі 2 – 1,64±0,49, у групі 3 – 1,78±0,42. Достовірні відмінності за експресією VEGF виявлено в пухлинах різного диференціювання. Більш інтенсивне забарвлення показали НПУКВСЗ: 88,9% (16/18) випадків з помірною експресією і 11,1% (2/18) зі слабкою проти 58,3% (14/24) випадків з помірною і 41,7% (10/24) зі слабкою НПУКНСЗ (р<0,03). 

Між рівнями експресії VEGF та ЩМС ми визначили помірний прямий зв’язок (r=0,677, р<0,05). При слабкій експресії VEGF – 28,6% (12/42) випадків, середнє значення ЩМС дорівнювало 21,7±6,0, а при помірній експресії VEGF – 71,4% (30/42) випадків, середнє значення ЩМС становило 37,0±8,25. Отримані результати дають підстави стверджувати, що при підвищенні злоякісності пухлини раковими клітинами посилюється продукування VEGF і, як наслідок, активується неоангіогенез.

Значення імунної відповіді у прогнозі НУРСМ і його зв’язок з процесами ЕМТ

Роль імунної системи в прогнозі НУРСМ досі ще залишається не повністю зрозумілою. З одного боку, Т-кілери можуть прямо атакувати чужорідні клітини, включаючи пухлинні, з іншого боку, місцева імунна відповідь у вигляді хронічного запалення може бути ініціюючим чинником для виникнення НУРСМ, подальшого рецидивування та прогресування пухлини [94]. З одного боку, наявність запальної інфільтрації трактується як погана прогностична ознака [212], з іншого боку, відмічається її захисний характер і сприятливий прогностичний ефект [208]. Гетерогенність групи    Т-лімфоцитів, їх вплив на власну активність щодо пухлини свідчить про наявність різних варіантів впливу імунокомпетентних клітин (ІКК) на УРСМ [157]. У результаті існує досить багато суперечливих даних. Так, низький рівень експресії CD3+ і CD8 + лімфоцитів у НУРСМ стадії Ta-T1 вважають сприятливим прогностичним критерієм, та підвищення рівня експресії пов’язують з прогресуванням стадії та підвищенням ступеня злоякісності пухлини [23, 140]. Інші автори стверджують, що на стадії T3-T4 підвищена інфільтрація CD3+ асоціюється зі сприятливим результатом, а зниження рівня виживаності пов’язане зі збільшенням відносного числа макрофагів CD68+ в інфільтраті [30, 181, 208]. Також збільшення процентного співвідношення CD8+ лімфоцитів CD3+ лімфоцитів вважають несприятливим критерієм, відзначаючи відсутність впливу рівня експресії CD4+ T-клітин на прогноз [85, 140]. Існує інша думка, у якій зниження інфільтрації пухлини ІКК (CD4+, CD8+ і CD20+) характерне для більш пізніх стадій T3–pT4 [126]. Маркерами хронічного запалення, які можуть виступати у ролі пускового механізму онкогенезу, є СD20+ В-лімфоцити, але ступінь їх інфільтрації, як і процентне співвідношення із Т-лімфоцитарною інфільтрацією не корелює зі ступенем злоякісності пухлини [30, 181], хоча формування фолікулів з В-лімфоцитів деякі автори пов’язують з агресивною біологічною поведінкою пухлини [138].У наших дослідженнях інфільтрація ІКК була переважно в стромі пухлини, як у ділянках з інвазією епітеліального пласта пухлини в підслизовий шар СМ, так і при збереженій базальній мембрані. Ступінь інфільтрації ІКК залежала від ступеня злоякісності пухлини й мала достовірні відмінності в групах дослідження.  Слабку інфільтрацію ми спостерігали виключно в НПУКНСЗ, зате 72,2% НПУКВСЗ були з вираженою інфільтрацією, проти 2 (8,3%) випадків серед НПУКНСЗ (р<0,001). НУРСМ 3-ї групи мали більш виражену інфільтрацію ІКК порівняно з 1-ю (р<0,001) і 2-ю групами (р<0,03). Аналіз якісного складу ІКК дав такі результати. У всіх інфільтратах Т-лімфоцити переважали більш ніж на 50% від загальної кількості складових клітин. Ступінь інфільтрації CD3+ корелювала з інфільтрацією CD8+ (r=0,856, р<0,01), CD4+ (r=0,299, р <0,01), CD20+ (r=0,299, р<0,01) і CD68 + (r =0,722, р<0,01).

Для НПУКНСЗ була характерною слабка CD3+ лімфоцитарна інфільтрація – у 41,7% (10/24), а в НПУКВСЗ переважала виражена – у 72,2% (13/18), проте випадки зі слабкою інфільтрацією практично були відсутні. Виявлено достовірні відмінності між НПУКНСЗ і НПУКВСЗ за даною ознакою (p<0,001). Одночасно встановлена слабку залежність між ступенем інфільтрації CD3+ лімфоцитами строми НУРСМ і приналежністю раків до груп дослідження. Виражена CD3+ лімфоцитарна інфільтрація асоціювалася з 3-ю групою (р<0,03).

Достовірні відмінності за ступенем інфільтрації CD4+ в групах дослідження й пухлинах різного диференціювання були відсутні. 

Загалом в імуноклітинному інфільтраті лімфоцитів переважали CD8+ лімфоцити, їх незначне число зустрічалося не тільки в стромі, але й у товщі епітеліального шару пухлини. Інфільтрація пухлин CD8+ клітинами мала достовірні відмінності в групах дослідження та залежала від диференціювання НУРСМ. НПУКВСЗ мали схильність до вираженої CD8+ лімфоцитарної інфільтрації (р<0,003), а НПУКНСЗ, навпаки, до слабкої. НУРСМП 1-ї групи мали менш виражену інфільтрацію CD8+ лімфоцитами, порівняно із 2-ю (р<0,03) та 3-ю групами (р<0,03). Виражена інфільтрація CD8+ клітинами найбільш часто зустрічалася в 3-й групі.

Порівняння ступеня інфільтрації В-лімфоцитами НУРСМ у групах дослідження й пухлинах різного ступеня злоякісності істотних відмінностей не показав.

Макрофагальна інфільтрація (CD68+) в НУРСМ була помірною – 59,5% (25/42) випадків і слабкою – 40,5% (17/42) випадків. Нами з високим ступенем достовірності (р=0,005) встановлено, що для НПУКНСЗ характерна слабка інфільтрація макрофагами, а для НПУКВСЗ – помірна. Також виявлено, що CD68+ клітинна інфільтрація була більше у 2-й та 3-й групах, порівняно з 1-ю (р<0,01 і р<0,03 відповідно).

Отримані результати підтверджують думку деяких авторів про наявність прямого зв’язку між ступенем інфільтрації Т-лімфоцитами й макрофагами НУРСМ на ранніх стадіях і поганим прогнозом.

За деякими даними, існує взаємозв’язок між ЕМТ та запальними, а також імунними реакціями. Сімейство транскрипційних факторів Snail (Snail 1, 2, 3), яке відіграє еволюційно консервативну роль у формуванні мезодерми у хребетних, може індукувати експресію медіаторів запалення – інтерлейкінів. Інтерлейкіни у співпраці з TGF-β1, своєю чергою стимулюють ЕМТ у пухлинних клітинах, створюючи регуляторну петлю, яка посилює взаємозв’язок між ЕМТ та запальними та імунними реакціями [147, 172].

Нами виявлено залежність між появою і/або стадією ЕМТ та ступенем інфільтрації CD68+ макрофагами (2=10,0, p<0,01), CD3+ Т-лімфоцитами (2=12,9, p<0,03), включаючи як CD8+ (2=18,9, p<0,001), так і CD4+ (2=8,2, p<0,03), а статистично значуща залежність з CD20+ та В-лімфоцитами відсутня (2=1,5, p=0,45). Так для перших двох стадій ЕМТ була характерною більш виражена інфільтрація всіма імунокомпетентними клітинами, за винятком CD20+ такої В-лімфоцитами.

За наявності процесів ЕМТ макрофагальна інфільтрація з вираженістю 2+ відзначена у 56% (14/25) випадків, а з 1+ інфільтрацією макрофагів – лише 23,6% (4/17) НУРСМ (χ2=4,3, p<0,05). Одночасно у випадках з більш вираженою інфільтрацією макрофагами, з усіх маркерів ЕМТ, достовірно знижувався рівень експресії ЦК20 (2=6,2, p<0,05).

Виражена інфільтрація пухлини CD3+ клітинами супроводжувалася зниженням експресії ЦК20 (2=12,3, p<0,03) і Е-кадгерину (2=7,7, p<0,005). Відмічено тенденцію появи в цих випадках експресії N-кадгерину, але вона була не достовірною (р=0,25). 

При ступені інфільтрації 3+ CD8+ клітинами в НУРСМ була характерною поява експресії віментину (2=9,2, p<0,003) й зниження рівня експресії ЦК20 (2=14,2, p<0,001). Залежність між ступенем вираженості інфільтрації CD8+ клітинами й рівнями експресії іншими маркерами ЕМТ не виявлена.

Також підвищення ступеня інфільтрації CD4+ клітинами строми пухлин асоціювалося з появою експресії віментину (2=4,3, p<0,05), зі зниженням рівня експресії ЦК20 (2=9,7, p<0,01) й Е-кадгерину (2=7,7, p<0,01) в епітеліальних шарах пухлинних клітинах.

У підсумку можна зазначити, що наші дані практично повністю збігаються із сучасними аспектами про наявність сильних зв’язків між появою, розвитком процесів ЕМТ у злоякісних пухлинах і відповіддю імунної системи. 

Апоптоз і регуляція клітинного циклу у НУРСМ

Р53 – ядерний білок, який у нормі активує апоптоз у клітині, але генетичні мутації змінюють його функцію і він стає інгібітором апоптозу, що сприяє подальшій інвазії пухлини та погіршенню прогнозу [60, 130]. Підвищена коекспресія декількох маркерів (наприклад, р53 і р16) в рази підвищує ризик розвитку рецидивів [242], але не всі автори підтверджують таку концепцію [245]. Мутований р53 накопичується в пухлинних клітинах, і підвищена експресія цього маркера свідчить про підвищений ступінь злоякісності НУРСМ [186, 245], хоча є деякі роботи, що заперечують цей факт [139]. 

Ми спостерігали експресію р53 в ядрах пухлинних клітин, яка мала дифузний характер відносно різних шарів епітеліального пласта пухлини. Середня експресія р53 дорівнювала 0,93±0,15. Більшість випадків у 1-й групі – 64,3% (9/14) були з негативною експресією, 2-а група характеризувалася слабкою експресією – 50% (7/14), а в 3-й групі – 57,2% (8/14) випадків були з помірною експресією. Відмінності в групах достовірні (р=0,01). Більш сильний зв’язок (р=0,003) встановлено між рівнем експресії р53 та ступенем диференціювання пухлини. НПУКНСЗ асоціюється з негативним і слабким рівнем експресії маркера – 50% (12/24) і 41,7% (10/24) випадків відповідно, для НПУКВСЗ властивою є  помірна експресія – 55,6% (10/18) випадків.

P63 інгібує трансактивацію p53 і контролює внутрішньоклітинну адгезію під час прогресування пухлини. Можливо, це обумовлює зв’язок вираженості експресії маркера зі стадією процесу, але його прогностичне значення до кінця не визначено [130]. Зниження імунореактивності р63 в НУРСМ одні автори пов’язують з поганим прогнозом і прогресуванням [139, 169], і, на їх думку, рівень експресії не впливає на ступінь диференціювання пухлини [139]. Інші дослідники наводять контраргументи про зниження експресії p63 в пухлинах з більш низьким диференціюванням при нульовому впливі рівня експресії маркера на прогноз [73], оскільки р63 має декілька ізоформ з протилежними функціями [130].

Середня експресія р63, яка переважно спостерігалась в ядрах клітин базальних відділів епітеліального шару пухлини, становила 1,04±0,13. Незважаючи на те, що негативна експресія в групах 2 і 3 дослідження зустрічалася дещо частіше – на 35,8% (5/14) випадків порівняно з 1-ою групою – 14,2% (2/14) випадків, достовірних відмінностей у групах не виявлено. Негативна експресія маркера була характерна для пухлин з високим ступенем злоякісності – 55,6% (10/18) випадків – і майже не зустрічалася в НПУКНСЗ – 8,3% (2/24) випадків, ці відмінності мали високу достовірність (р=0,001). Рівні експресії р53 та р63 корелювали між собою з негативним зв’язком помірної сили (r=-0,371, р=0,5). Вищевикладений матеріал підкреслює концепцію, що р53 є самостійним прогностичним маркером, а роль р63 в прогнозуванні НУРСМ обмежена.

Таким чином, в результаті проведеного нами комплексного дослідження встановлено, що критеріями сприятливого прогнозу відсутності рецидивування НУРСМ є: індекс мітки Ki-67 менше 20%, відсутність експресії р53, слабка реакція ММР-9, слабка інфільтрація пухлини CD3+ лімфоцитами, CD8+ Т-лімфоцитами та CD68+ макрофагами.  

Критеріями рецидивування НУРСМ без прогресування є: індекс мітки Ki-67>20%, перша стадія ЕМТ пухлинних клітин, інфільтрація CD68+ клітинами більше 50 в полі зору, CD8+ лімфоцитами понад 100 в полі зору.

Несприятливими критеріями рецидивування з прогресуванням НУРСМ слід вважати індекс мітки Ki-67 21-50%, помірна експресія р53, виражена інфільтрація CD3+ і CD8+ лімфоцитами, друга стадія ЕМТ.  

Урахування експресії колагену IV типу, виментину, Е-кадгеріну, N-кадгеріну, TGF-β1, ЦК20, ЦК7, VEGF, СD34+, CD20+ окремо не може служити критеріями прогнозу рецидивування і прогресування захворювання.

ВИСНОВКИ

УРСМ становить 90% від усіх злоякісних новоутворень сечового міхура. У 75–85% УРСМ виявляється на неінвазивній стадії, при цьому в 30–85% випадків він рецидивує, а у 10–30% наявне прогресування захворювання. Незважаючи на різноманіття існуючих прогностичних маркерів, у 20–30% відмічається розбіжність результатів лікування з очікуваними, що потребує оптимізації існуючих та пошуку нових прогностичних критеріїв. У дисертаційній роботі вирішується актуальне науково-практичне завдання вдосконалення морфологічної діагностики з визначенням найбільш інформативних критеріїв прогнозу перебігу НУРСМ.

1. У структурі хірургічної патології Харківського обласного клінічного центру урології і нефрології ім. В. І. Шаповала за період 2011–2015 року уротеліальний рак сечового міхура на м’язово-неінвазивній стадії діагностувався у 72,9% випадків. Диференціювання G1, G2 та G3 пухлин було у 52%, 31,1% і 16,9% відповідно. Рецидиви НУРСМ виникали у 10,4% випадків, рецидиви з прогресуванням – у 1,8%. З них рецидиви протягом першого року після операції виникали в 41,8% випадків, з подальшим щорічним зниженням кількості випадків. 

2. Виявлено, що серед клініко-морфологічних характеристик НУРСМ значущими критеріями рецидивування при взятому однаковому диференціюванні G можна вважати розмір пухлини більше 3 см (р<0,05), мультифокальний ріст (р<0,05), суму балів 5–9 за алгоритмом ризику рецидивування EORTC (р<0,01). Останнє визначає доцільність поділу групи проміжного ризику в алгоритмі на дві підгрупи з сумою балів 1–4 і 5–9. Рецидивування з прогресуванням НУРСМ було характерне для первинних НУРСМ з розміром більше 3 см (р<0,01), з сумою балів 14–23 за алгоритмом ризику прогресування EORTC (р<0,006). Вік і стать пацієнтів не впливають на прогноз.

3. Проліферативна активність пухлинних клітин є значущим критерієм прогнозу НУРСМ. Експресія Ki-67 менше 20% пухлинних клітин характерна для нерецидивуючих НУРСМ (р<0,005), більше 50% пухлинних клітин – для рецидивуючих раків з прогресуванням (р<0,03). Виявлено взаємозв’язок процесів підвищення проліферативної активності пухлинних клітин із зростанням їхньої здатності до продукування ММР-9 (р<0,01) і руйнування екстрацелюлярного матриксу, і колагену типу IV зокрема (р<0,01), що спричиняє більш агресивну біологічну поведінку пухлини й може слугувати критеріями прогнозу захворювання. Так, слабкий рівень експресії ММР-9 був характерний для групи 1-ї НУРСМ (р<0,03), експресія маркера у групах 2 і 3 зростала. Для НПУКВСЗ характерна експресія Ki-67 понад 20% пухлинних клітин (р<0,0001), виражена експресія MMP-9 (р<0,05) і відсутність реакції на колаген типу IV (р<0,01). З маркерів регуляції клітинного циклу р63 і р53 для групи 1 була характерною відсутність експресії р53 (p<0,03), 2-а група асоціювалася зі слабкою експресією (р<0,05), а група 3 – з помірною його експресією (p<0,005), що визначає р53 як маркер прогнозу рецидивування та прогресування захворювання. Також більш виражена експресія р53 асоціювалася з НПУКВСЗ (р<0,005). 

4. У пухлинних клітинах НУРСМ мають місце процеси перебудови цитоскелету з вогнищевою появою віментину в 38,1% випадків, непостійною експресією ЦК20 (у 71,4% раків) і різним рівнем експресії ЦК7. Поява віментину асоціювалося зі зниженням експресії ЦК20 (р<0,01). Поява експресії N-кадгерину відмічалася у 28,5% НУРСМ, що супроводжувалося тенденцією до зниження експресії Е-кадгерину (р>0,05). TGF-β1 залучений у процеси ЕМТ, що виявляється визначеною кореляційною залежністю між експресією TGF-β1 та віментину (r=0,46, р<0,05), а також TGF-β1 і Е-кадгерину (r=-0,94, р<0,01). Поява експресії віментину або N-кадгерину наявна у 45,2% НУРСМ і визначає прояв ЕМТ пухлини. ЕМТ у первинних НУРСМ асоціювалася з рецидивуванням пухлини після хірургічного видалення (p<0,03). Для НПУКВСЗ характерна поява експресії віментину (р<0,05), зниження експресії ЦК20 (р<0,01) і Е-кадгерину (р<0,01). При поділі ЕМТ на стадії виявлено, що НУРСМ з рецидивуванням асоціювалося з 1-ю стадією ЕМТ (переважно епітеліальним фенотипом раків) (p<0,03), а для НУРСМ з рецидивуванням і прогресуванням характерна 2-а стадія ЕМТ (проміжним епітеліальним фенотипом раків) (p<0,05). ЕМТ 3-ї стадії (з проміжним мезенхімальним фенотипом), 4-ї (з переважно мезенхімальним фенотипом) і 5-ї стадії (з мезенхімальним фенотипом) в НУРСМ не зустрічалася.

5. Доведено залучення інфільтрації імунокомпетентних клітин у формування агресивного біологічного та клінічного поведінки НУРСМ. Так для НПУКВСЗ порівняно з НПУКНСЗ характерна більш виражена інфільтрація CD68+ (p<0,01), CD8+ (p<0,01), CD3+ (p<0,001). Так, нерецидивуючі НУРСМ асоціювалися зі слабкою інфільтрацією строми імунокомпетентними клітинами (р<0,01), Т-лімфоцитами (CD3+) (р<0,05), CD8+ – Т-лімфоцитами (р<0,005) і CD68+ – макрофагами (р<0,005). Для первинних раків з рецидивуванням і прогресуванням характерна виражена інфільтрація CD3+ Т-лімфоцитами (р<0,01) і CD8+ клітинами (р<0,03). Виявлено залученість імунокомпетентних клітин у процеси ЕМТ. Так, поява ЕМТ у НУРСМ асоціюється зі зростанням ступеня вираженості інфільтрації CD68+ клітинами (2+) (χ²=4,3, p<0,05), CD3+ клітинами (χ²=12,9, p<0,03), включаючи як CD8+ (χ²=18,9, p<0,001), так і CD4+ (χ²=8,2, p<0,03). Виражена інфільтрація (3+) CD3+ Т-лімфацітами асоціюється з появою ЕМТ 1-ї стадії (χ²=4,7, p<0,03), що переважно пов’язано з появою експресії віментину (χ²= 4,3, p<0,03), зниженням експресії ЦК20 (χ²=12,3, p<0,03). Також для НУРСМ зі слабкою інфільтрацією CD3+ клітинами була характерна помірна експресія Е-кадгеринів (χ²=7,7, p<0,005) і відсутність експресії N-кадгеринів (χ²=5,2, p <0,03).

6. Клініко-морфологічними та ІГХ прогностичними критеріями безрецидивного перебігу НУРСМ є уніфокальний ріст пухлини, розмір пухлини менше 3 см, сума балів по алгоритму Європейської організації дослідження і лікування раку 1–4 в системі прогнозу рецидивування і 1–6 в системі прогнозу прогресування, індекс мітки Ki-67 менше 20%, відсутність експресії р53, слабка реакція ММР-9, слабка інфільтрація пухлини CD3+ лімфоцитами, CD8+ Т-лімфоцитами та CD68+ макрофагами.  

Критеріями рецидивування НУРСМ без прогресування є: мультифокальний ріст, розмір пухлини більше 3 см, сума балів по алгоритму Європейської організації дослідження і лікування раку 5–9 у системі прогнозу ризику рецидивування, індекс мітки Ki-67>20%, слабка експресія р53, перша стадія ЕМТ пухлинних клітин, інфільтрація CD68+ клітинами більше 50 в полі зору, CD8+ лімфоцитами понад 100 в полі зору.

Несприятливими критеріями рецидивування з прогресуванням НУРСМ слід вважати розмір пухлини більше 3 см, сума балів 14–23 по алгоритму ризику прогресування EORTC і суму балів 5–9 за алгоритмом ризику рецидивування, індекс мітки Ki-67 21–50%, помірна експресія р53, виражена інфільтрація CD3+ і CD8+ лімфоцитами, друга  стадія ЕМТ.
Урахування експресії колагену типу IV, віментину, Е-кадгеринів, N-кадгеринів, TGF-β1, ЦК20, ЦК7, VEGF, СD34+, CD20+ окремо не може слугувати критеріями прогнозу рецидивування й прогресування захворювання.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
1. Для визначення прогнозу перебігу НУРСМ необхідно ураховувати комплекс клініко-морфологічних та ІГХ ознак.

2. Несприятливими критеріями рецидивування без прогресування слід вважати мультифокальний ріст, розмір пухлини більше 3 см, сума балів по алгоритму Європейської організації дослідження і лікування раку 5–9 у системі прогнозу ризику рецидивування, індекс мітки Ki-67>20%, слабка експресія р53, перша стадія ЕМТ пухлинних клітин, інфільтрація CD68+ клітинами більше 50 в полі зору, CD8+ лімфоцитами понад 100 в полі зору.

3. Для рецидивування з прогресуванням НУРСМ несприятливими критеріями прогнозу є розмір пухлини більше 3 см, сума балів 14–23 за алгоритмом ризику прогресування EORTC, індекс позначки Ki-67 21–50%, помірна експресія р53, виражена інфільтрація CD3+ і CD8+ лімфоцитами, друга стадія ЕМТ.

4. Для прогнозування перебігу НУРСМ слід проводити імуногістохімічне дослідження з використанням такої панелі маркерів: р53, Ki-67, ММР-9, CD3+, CD8+, CD68+, ІГХ маркери ЕМТ (ЦК20, ЦК7, Е-кадгерини, N-кадгерини, віментин).
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5. Спільне засідання кафедр патологічної анатомії ХМАПО, лабораторної діагностики ХМАПО, кафедра загальної та клінічної патології ХНУ імені В.Н. Каразіна протокол №1 від 26.11.2019.
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AKT I1PO BITPOBAJIKEHHS

1. Haiimenysauas mnponosuuii (Metox mnpodinakTHKH, IiarHOCTHKH, IiKyBaHHS,
npucTpiif, ¢opma opramizauiiinoi po6otn Ta iH.): «BU3HAuYeHHs YMHHHMKIB, IO
BIUIMBAIOTH Ha Iepebir ypoTeniasbHOro paKy ce4oBOro Mixypay».

2. Kum i konu 3anporioHosanuii: npod. 1. I. SIkosuosa, acuc. I. B. Isaxuo, acn. €. B.
Turos (61176, M. XapkiB, By1. AMocoBa, 58).

3. Jlkepeno inpopmanii (Meroauuni pexomenaaii, indpopmaniiiuuii auct, 3BiT mpo
HJIP, muceprauis, moHorpadis, 3’i3au, kxoHdepenuii, ceminapm Ta im.): T.M.
Yepreuxo, LI. SIkoBuoBa «3HaueHne aHTMOreHe3a B NMPOTHO3€ PEMAMBUPOBAHUS U
[POrPeCCH HEMHBA3UBHOTO yPOTENHAIBHOrO paka MOYeBOro Imyseips» Art of
medicine Ne3 (11), munens-epecens, 2019, C.78-81.

4. Jle i xonu BripoBapkeHo: HarionanbHuii iHCTHTYT paky.

5. @opma BHOPOBa/PKEHHs: TICTOJNOrIYHI Ta iMyHOTricTOXiMiuHi JoCiimkeHHS 3
BUBYEHHAM OCOGJIMBOCTEl aHrioreHesy B ypoTellianbHUX pakax ceqoBOro Mixypa 3
MeToI0 hOpMYBaHHS IPOTHO3Y.

6. EdQekTuBHICTE BIPOBA/DKEHHS 3a KPHTEPisSMH, BHCIOBICHWMH B JDKeperni
indopmanii (m.3): OnTumisais nporHo3yBaHHs mepeGiry ypoTemialbHUX PaKoB
Ce4yOBOro MiXypa 3a J0NOMOr0l0 BU3HAYEHHs 0COOIMBOCTEH aHrioreHesy.

7. 3ayBajkeHHsl, IPOIIO3HILI: HeMae.

Binnosiganbuuii(i) 32 BpoBazkeHHs1
3aB.BigineHHs
[IATONIOTYHOT aHATOMIT

o U 2008

(nara)
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1. Ilpono3uuisi 10 BNPOBAIKEHHS: BusHayeHHs YMHHMKIB, [I0 BIUIMBAIOTh HA

CTaH ce40BOro MiXypa.

% Veranosa, mo po3po6uia, i mowrToBa ajpeca, npissuuie, im’s, no-
GaTbkoBi aBTOpa: XapKiBCcbKa MeMdHA aKajeMis micnsauriomMuoi ocsith MO3
Vpainm, (61176, M. Xapkis By1. Amocosa, 58), L1. SIxosuosa, €.B. Turosa, 1.B.
IBaxuo.

8. Jlzepeno indopmanii: MU, Sxosuosa, E.B. Turosa, 1.B. Mpaxno.
MMMYHOTHCTOXMMHYECKAS XapaKTEPUCTHKA M CTaiupOBAaHME  OIUTETHANbHO-
Me3eHXUMANbHOH TpaHCOPMALMH ~ MBILIEYHO-HEMHBA3UBHOTO  paka  MOY€BOro
My3sIps KaK KpUTEpHH MPOTHO3a PELMAMBUPOBAHHSA 1 MPOrpeccHy 3abonesanust //
VkpainchKuil xypHan Meauiuny, Gionorii Ta cnopty — 2019 — T.4, N5 (21). — C.96
-101.

4. Jle Bnposamxkeno: Ha xadenpi maronoriunoi anatomii 3 CeKIiifHIM
Kypcom YKpaiHCBKOi MeuuHOi cTomaronoriuHoi axazemii mpu npoBeIeHH]
JIeKIIHHOrO Kypcy Ta NPAaKTHYHMX 3aHATH 33 TeMaMu «EniTeniansai ITyXIUHW»;
«3aXBOPIOBAHHS HUPOK, CEYOBUBI/IHOT CHUCTEMHY.

5. Tepwmin npoBagkenns: 01.10.2019 p~02.12.2019 p.

6. EdexTHBHICTL BNPOBAIKEHHS! Y BiNOBiAHOCTI 3 KpHTepisMH
BHKJIAJeHHME Y jukepenax indopmauii npo Bnposamkennsi(n.3): Iormbnenns
3HAHb JTiKapiB - iHTEPHiB NATONOrOAHATOMIB, CTYJIEHTIB Ta acmipaHTiB 3 NHTaHb
DO3BHTKY 37OSIKICHMX elliTellialbHUX MyXTHH CEYOBOTO Mixypd, Ta IIOJ0
BIOCKOHATEHHS KPHTEpIiB MPOTHO3YBaHHA HMOBIPHOCTI PO3BUTKY DELMMBIB Ta
nporpecii 3aXBOPIOBAHHS.

7. 3ayBaskeHHSsI, IPONO3HLIi: HeMae.

8. O6ropopeno Ha 3aciganti kadenpu 11.12.2019 p., npotokon Ne 7.

BignoizansHuii 3a BIPOBAPKEHHSL:

3aBinyBau Kadenpy NaTONOrYHOI aHATOMIT

3 CeKIiHHUM KypcoM

VKpaiHChKOT MeTMUHOT CTOMATOJIONYHOT aKajeMil,

JI.Me[I.H., Tpodecop Crapuenko LI
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AKT PO BIIPOBAUKEHHST

1. HaiimenyBanus mpomosuuii (Meton npodinaktikk, aiarHoCTHKH, JiKyBaHHS,
npucTpili, dopma oprasisauiiinoi po6otn Ta in.): BusHauenus KPUTEPIiB MporHosy
PeUMANBYBaHHS i porpecii paka ce4oBoro Mixypa.

2. Kum i xomm sanporionosanuii: €.B. Turos (XapkiBchka Memuuna akajgemis
nicasmniomHoi ocsita MO3 Ykpainu, 61176, M. Xapkis, Bys. AMocosa, 58).

3. Jlxepeno indopmamii (Metoanuni pekomennauii, inbopmauiiinuii auct, 3iT npo
HJIP, nuceprauis, monorpadis, 3°i3am, konpepenuii, ceminapu ta in.): KLU SlkoBIoBa,
E.B. Tutos, W.B. MBaxxo VIMMYHOTHCTOXMMHMYECKAS XApAKTEPHCTUKA U CTaIMpOBaHKe
MATENNANLHO-ME3CHXUMAIIbHOR _ TpaHCOPMALMU _ MBIIIEYHO-HEMHBA3HBHOTO __ paka
MOYEBOTo My3bIpsi KAK KPUTEPHH POrHO3a PELMANBUPOBAHMUS U IPOrPECCHH 3260 1eBaHusl
[/ Yxpainchkuit skypHan Meuuuny, Gionorii Ta criopry. — 2019, — T. 4, NoS (21). — C. 96—
101.

4. Jle i xonu BmpoBamKeHo: kadeapa natonoriuHoi _aHaToMmii  XapkiBChbKOro
HaliOHAILHOTrO MEIMYHOTrO YHiBepeuTeTy, 2019 p.

5. Pesynprath 3actocyBaHHs MeTomy 3a mepion 3 01.09.2019 p.—30.11.2019 p.:
Brposa/pkenns y HaBuanbuuii npouec Ha kadeapi natonoriuroi anatomii XapKiBchKoro
HALIOHAJIBHOTO _ME/IMYHOr0 _YHIBEPCUTETY B JIEKIIWHOMY Kypci, NpH  NpoBeieHHi
IPAKTHYHUX 3aHATH 3i CTYNEHTAMM, JNiKapSIMHU-IHTEPHAMM, KIiHIYHUMH OpPAMHATOPAMU Ta
acnipaHTamu, a TAKOK Y HAYKOBO-J0CIiAHY po6oty Kadenpu.

6. EdexTnBHicTb BNPOBA/KEHHS 38 KPUTEPIsSMH, BUCIIOBIEHUMH B JuKeper indopmarii
(1. 3): BuKopHCTaHHs pe3y/ibTatiB po6OTH B HABYAILHOMY IIPOLEC] Ta HAYKOBO-I0CTiIHi
po6oTi 103B0NsIE MOMMMOUTH 3HAHHS CTYJEHTIB, JiKapiB-iHTePHIB, KIiHIYHUX OPIMHATODIB
i acnipanTiB 10710 BJIOCKOHANEHHS NPOTHO3YBAHHSA DPeLMAWBYBAHHS i mporpecii paka

€€40BOro Mixypa.
7. 3ayBakeHHs, PONO3ULIT: HeMae.

Bianosinaabnuii(i) 3a Bnposamkenus
B.0. 3aBiayBaua kadenpu

narosorivynoi anatomii XHMY npo@.iigoyiﬂa
2 L
2. 10.20(% ,

(

(nata) = Zﬂi}mnc)
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AKT ITPO BITPOBADKEHH

1. Haiivenysanus mponosuuil (Metoa npodinakTuk, AiarHOCTKH, JiKYBaHHS,
npucTpii, hopma opranizauiiisoi poGotu Ta in.): «Croci6 nocnimKeHHs ceuoBOro
Mixypay».

2. Kum i komu 3anporoHoBanuii:XapKiBchbka MeIMuHa akaJeMis MicIsauIOMHOl
ocsith MO3 Ykpainu, (61176, M. Xapkis, By1.AMocosa, 58).

3. Jxepeso indopmauii (MeToanuni pekomennauii, indopmauifinuii muct, 38iT
npo HJIP, anceprauis, MoHorpadis, 3'i3am, koH(epenuii, ceminapn Ta in.): LL
SIkosuosa, €.B. Tutos, LB. IsaxHo «KianHHKO-MOPONOrMHECKUH aHAIM3 U
NPOTHOCTHYECKHE ~KPHTEPHH —PEUMIAMPOBAHMA W MPOTPECCHM  HEMHBA3MBHBIX
YpOTENUATbHBIX PAKOB MOYEBOTO My3bIps». Bichuk mpobrem Giosorii MeANLMHHU. —
2018. - Ne1,T.2(143). — C. 340-344.

4, Jle i KoM BIPOBAIKEHO: narosoroaHaroMiune BigmineHus KomyHaibHe
HekoMepliiite nianpnemcTBo Xapkisebkoi obnackoi paau «XapkiBebkuii 06nacHui
MeIWdHIH KTiHIYHKH LeHTp yposorii Ta Hedponorii mikapHs.

5. opma BhpoBawkKeHHs: Moposoriuke  JOCIIMKEHHS NP BU3HAYCHHI
ypoTesianbHUX PakiB CeYOBOTO MiXypa.

6. EeKTHBHICT BNpOBA[UKeHHS 3a KPHTEPIAMHM, BUCTOBICHMMU B JUKeper
indopmarii (11.3): yaockoHaneH s MOphoIoriuHoi 1arHOCTHKM CE40BOr0 Mixypa.

7. 3ayBaxeHH, IPOMO3MLIT: HeMae

Bianosigaabuunii(i) 3a BNpoBaKeHHst

3aBixyBay
aTONOr0AHATOMIYHOTO :
BigaineHHs Babuy M.M.

24 5 Rofdp

“ (nara)
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1. HaiimenyBanus npomosuiii (MeTox MpobilakTHKM, NiarHOCTHKH, JiKyBaHH:,

npucTpiii, Gopma opramizamiiinoi pobotu Ta in.): «Crioci6 AOCHiDKEHHS Ce40BOro

Mixypa».

2. Kum i ko 3amporoHoBaHuii:XapKiBChka MeJMYHA aKajeMis MiCIsauioMHol
ocgitu MO3 Ypaiuu, (61176, M. Xapkis, By;1.AmMocoBa, 58).

3. Jhxepeno indopmauii (Merommuni pexomenmaiii, indopmauiiiauil auct, 3BiT

npo HJIP, nuceprauis, MoHorpadis, 3'i3nu, kondepenuii, ceminapu ta in.): LL

Slkosrosa, €.B. Turos, 1.B. Isaxuo «KiuHHKO-MOP(ONOrHYECKUid aHaNM3 |

MPOTHOCTHYECKHE ~KPUTEPUH DELMIMPOBAHMS M  MPOrPECCHH  HEHHBA3MBHBIX

YPOTENMATBHBIX PAKOB MOYEBOr0 IMy3bIps». BicHuk npoGiem Giomoril Mexuummm. —

2018. - Na1,T.2(143). — C. 340-344.

4, Jle i xomu BHPOBA/KEHO: MATONOroaHaToMiunHe BimminenHs KomyHanbHe

HekoMepIiiiiae TiampHemcTBo XapkiBebkoi obnackoi pamn «Xapkisebka obnacha

KIIHIYHa JTiKapHs».

5. dopma BIpOBaKeHHs: MOpONOTiUHE JOCIIUKEHHS TP BU3HAYEHHI

ypoTelialbHIX PaKiB CE4oBOro Mixypa.

6. EdeKTMBHICTb BIpOBa/UKEHHs 3a KPHTEDisMH, BUCIOBIEHMMM B JUKepeli

indopmarii (11.3): yocKoHaNeHHsS MOP(ONOTiTHOT AATHOCTHKM CEYOBOrO MiXypa.

7. 3ayBaxeHHsl, IPONO3MIIii: HeMae

Bianosigaasuuii(i) 32 BpoBakeHHst

3aBinyBa4
[aTOJIOrOAHATOMI4HOTO
BiyIineHHs i I .Bop3enkoBa

24 10.20(%

(nara)
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AKT BITPOBAJDKEHHS

1. Mponosuuii A5 BNPOBA//KEHHA: BU3HAYCHHS YMHHHKIB, 10 BILTABAIOTH HA CTaH
CEHOBOro MixXypa.

2. YeranoBa pospoGuuka:XapKiBecbka MeIMYHA aKaIeMis MiCIsSIMIIOMHOI OCBiTH
MO3 Vkpainn, (61176, M. Xapkis, Byn.AMocoBa, 58).

3. ixxepeao indopmauii: Sxosuosa W. U., Turos E. B., Meaxxo U. B., Tanunok C. B.,
Abpaynnaesa A. B. Dkenpeccus BumenTuHa, E-xanrepun, TGF-B, uurokeparunos 7 u 20
B HEMHBA3MBHBIX YPOTEIHANBHBIX PAKaX MOYEBOTO My3bIPs, KaK MapKephbl SMHTENHANbHO-
Me3eHXHMalbHOM TpaHchopMallii i KpUTepuu mporuosa 3abonesanus // East European
Scientific Journal. — 2019. — Ne1(41). — C.56-59.

4. [le i xon BnpoBaxKeno: Kadeapa 3araibHoOl Ta KiiHiuHOT maTonorii MeauuHoro
(akyiprery XapkiBebkoro HauioHansHoro ynisepentery imeni B. H. Kapasina.

5. opma BNPOBAUKEHHsI: B HABYAIBHUI NIPOLIEC — B MaTepiaiy JeKiiil i npakTtuuimx
3aHATh 3 Kypey maToMopQororii, a Takok B HayKoBy poGoTy kadeapH.

6. Edext Bix BIpOBagKeHHs: MOKPALICHHS PiBHS 3HAHb CTY/EHTIB, MiJBMINEHHS TX
YCIILIHOCT.

7. 3ayBakeHHs i NpoNO3ANil: HE BHOCHIIUCS.

Iporiosuuis ofroBopeHa Ta 3aTBep/keHa HA METOJMYHOMY 3acifanHi Kadenpn
3arajibHOI Ta KiiHiyHOT matosorii, mpotokon Ne 2 Bix 09.09.2019 p.

Bianosinanbnnii(i) 3a BnpoBaxKeHHs

3asinyBay kadeapu

3araibHOI Ta KIiHI4HOT marosorii

JIOKTOP MeJl. HayK, Ipogecop O.C. Ipouenko

9ul 0,208 <)

(nara) (miznuc)
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AKT ITPO BITPOBAJUKEHHA
|. HaiivenyBauus nponosuitii (Meton npodinakTHku. AiarHOCTHKM. JKYBaHHS!,
npucTpifi. dopma opraxizauiiinoi poSorn Ta in.): «Busnauents YUHHHKIB, 110
BIUIMBAKOTH HA Nepedir ypoTeiaibHOTo paKy CeuoBoro Mixypar.
2. Kum i komn 3anporionosanuii: pod. I. . Sxosuosa. acuce. [. B. IBaxHo. acn. €. B.
Tutos (61176, M. Xapkis. syji. AMocosa. 58).
3. Jlxepeno indopmanii (vetommani pekomenaanii. indopmatifinmii amet. 3BIiT Npo
HJIP. auceprauis, woworpadis. 373am. KoHpeperuii. cemitapu Ta in): T.M.
Ueprenko, 1.1 SlkoBuoBa «3HaueHHe aHTOreHesa B IPOTHO3E PELNAMBHPOBAHKS 1
MPOFPECCHI  HEMHBABHBHOTO YPOTEINHANBHOTO PAKA MOUEBOTO My3bipa» Art of
medicine Ne3 (11), aunenb-sepecenn, 2019, C.78-81.
4. Jle i Konu BNpoBaKeHO: HaltionanbHuii iHCTHTYT paKy.
5. @opma BNPOBAKEHHA: FiCTOMOMiuHI Ta iMyHOTICTOXIMIUH] 0CHIKeHHA 3
BUBYEHHSIM OCOBMMBOCTEl aHTioreHesy B YpOTeNiaibHIX Pakax ceuoBoro Mixypa 3
METOO (hOPMYBaHHS MPOTHO3Y.
6. EQexTHBHICTH BNPOBALKCHHA 34 KpUTEPiAMH, BHUC/IOBICHHMI B JUKepesti
indopmauii (n.3): Onmumizauis nporHo3yBakHs repediry ypoTefiaibHHX paKos
CeqoBOro MiXypa 3 J1010MOr0I0 Bi3HAYEHHS 0cO0ANBOCTEl aHrioreresy.
7. 3ayBakeHHs.. [IPOTO3HLLT: HeMae.

Binnesinaasuuii(i) 33 BNpoBaIAKeHHS

3asinysad Kaeapu npog. A.O.Iuspunok
NMaTo10riuHOT anaToMii,

CY0BOT MEMILIHN T NPaRa J
BHMY iy, M.L TTuporosa -
10 40. 5019

(ara) (rrianme)
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_1643952517

_1666609878.xls
Диаграмма1

		2011 рік

		2012 рік

		2013 рік

		2014 рік

		2015 рік



числ.случ.

кількість випадків

218

221

187

262

229



Лист1

				числ.случ.		Ряд 2		Ряд 3

		2011 рік		218		2.4		2

		2012 рік		221		4.4		2

		2013 рік		187		1.8		3

		2014 рік		262		2.8		5

		2015 рік		229

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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_1643958869.xls
Диаграмма1

		0		0		0

		1		1		1

		2		2		2

		3		3		3



Віментин

Е-кадгерин

рівень експресії
TGF-B1

Рівні експресії Е-кадгерина і віментина

0

2

1

0



Sheet1

				0		1		2		3

		Віментин		0		1

		Е-кадгерин		2		0
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Диаграмма1

		НПУКНСЗ		НПУКНСЗ		НПУКНСЗ

		НПУКВСЗ		НПУКВСЗ		НПУКВСЗ



Слабка експресія

Помірна експресія

Висока експресія

0.583

0.417

0.944

0.056



Лист1

				Слабка експресія		Помірна експресія		Висока експресія

		НПУКНСЗ		58.30%		41.70%

		НПУКВСЗ		94.40%		5.60%

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1

		НПУКНСЗ		НПУКНСЗ

		НПУКВСЗ		НПУКВСЗ



негативна експресія

слабка експресія

44,4%

25%

55,6%

0.75

0.25

0.444

0.556



Лист1

				негативна експресія		слабка експресія		2

		НПУКНСЗ		75%		25.00%

		НПУКВСЗ		44%		55.60%

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1

		0-9 років		0-9 років

		10-19 років		10-19 років

		20-29 років		20-29 років

		30-39 років		30-39 років

		40-49 років		40-49 років

		50-59 років		50-59 років

		60-69 років		60-69 років

		70-79 років		70-79 років

		80-89 років		80-89 років

		90-99 років		90-99 років



жінки

чоловіки

Кількість випадків

0

0

0

1

2

6

5

11

6

61

24

159

64

261

63

295

16

65

0

2



Лист1

		Кількість випадків		жінки		чоловіки

		0-9 років		0		0

		10-19 років		0		1

		20-29 років		2		6

		30-39 років		5		11

		40-49 років		6		61

		50-59 років		24		159

		60-69 років		64		261

		70-79 років		63		295

		80-89 років		16		65

		90-99 років		0		2
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Диаграмма1

		до 1 года

		от 1 до 2 лет

		от 2 до 3 лет

		от 3 до 4 лет

		от 4 до 5 лет



кол-во случаев

4-5

3-4

2-3

1-2

до 1

Кількість випадків

Роки

30

18

13

3

1



Лист1

				кол-во случаев		Ряд 2		Ряд 3

		до 1 года		30		2.4		2

		от 1 до 2 лет		18		4.4		2

		от 2 до 3 лет		13		1.8		3

		от 3 до 4 лет		3		2.8		5

		от 4 до 5 лет		1

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1643915060.xls
Диаграмма1

		1 група		1 група		1 група

		2 група		2 група		2 група

		3 група		3 група		3 група



низька

помірна

висока

рівень  експресії

відсотки

0.714

0.286

0

0.357

0.571

0.072

0.143

0.714

0.143



Лист1

				низька		помірна		висока

		1 група		71.40%		28.60%		0

		2 група		35.70%		57.10%		7.20%

		3 група		14.30%		71.40%		14.30%






_1643912324.xls
Диаграмма1

		мужчины

		женщины



Столбец1

чоловіки                                                          жінки

0.826

0.174



Лист1

				Столбец1				Ряд 3

		мужчины		82.60%		17.40%		2

		женщины		17.40%		4.4		2

		Категория 3		3.5		1.8		3

		Категория 4		4.5		2.8		5

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






