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Удосконалення морфологічної діагностики, обґрунтування імуногістохімічних (ІГХ) критеріїв перебігу і прогнозу герміногенних пухлин яєчка (ГПЯ) є перспективним напрямком в зв’язку з тим, що однією з основних причин онкологічної смертності чоловіків молодого віку є саме дані пухлини.
Дисертаційна робота присвячена вивченню епідеміологічних, клініко-морфологічних та ІГХ особливостей ГПЯ залежно від гістологічного типу та стадії пухлинної прогресії, які дозволяють удосконалити морфологічну діагностику і стадіювання, прогнозувати перебіг захворювання та теоретично обґрунтувати напрямки персоналізованої терапії у окремого хворого.
Дослідження ГПЯ здійснено на підставі вивчення архівного та операційного матеріалу хворих Харківського обласного клінічного центру урології та нефрології ім. В.І. Шаповала за період 1998–2017р.р.
Встановлено що за останнє десятиліття порівняно з попереднім відбулось зростання частоти ГПЯ на 18,12% за рахунок семіноми, а також більш агресивних ембріонального раку (ЕР) і змішаних ГПЯ. Навпаки, частота пухлини жовткового мішка постпубертатного типу (ПЖМПТ) в цей період зменшилась на 66,67%, а інших ГПЯ – суттєво не змінилась. В 90,04% ГПЯ вражали чоловіків 20–50 років; а середній вік хворих склав 33,91(0,57 років. Ознаки агресивного перебігу в вигляді судинної інвазії виявлені в 39,53%, проростання в придаток яєчка – в 20,93%, сім’яний канатик – в 12,96%, оболонки і мошонку – в 8,31% і 0,66% досліджених ГПЯ. Показано, що серед факторів ризику розвитку ГПЯ найбільш вагомими є варикоцеле, гідроцеле, крипторхізм, високий зріст, зайва вага і ІІ(А) група крові.
Стадіювання відповідно до pTNM класифікації встановило, що найбільш поширеними серед ГПЯ в цілому були стадії T1 (55,15%), N0 (64,45%) і S0 (53,82%), а віддалені метастази виявлені в 10,3% спостережень. Менш агресивними за перебігом виявились семінома і тератома постпубертатного типу (ТПТ), для яких більш типовими були категорії T1 (66,67% і 88,89% відповідно), N0 (76,67% і 88,89% відповідно) і S0 (82,0% і 77,78% відповідно), а віддалені метастази або були відсутні (ТПТ), або виявлялись у незначного відсотка (2,67%) пацієнтів (семінома). Для ЕР більш типовими були категорії T2 (41,18%) і T3 (38,24%), N0 (47,06%) і S1 (64,71%) та наявність віддалених метастазів (38,24%); для змішаних ГПЯ – Т1 (48,86%) і Т2 (43,18%), N0 (54,55%) і S1 (70,45%) та віддалені метастази (14,77%); для ПЖМПТ – Т1 (41,67%) і Т2 (41,67%), N0 (41,67%) і S1 (83,33%), що доводить більшу агресивність даних гістологічних типів ГПЯ.
Встановлено, що у разі наявності лімфогенних метастазів ступінь пухлинного ураження був більшим за такий за їхньої відсутності (p<0,05). ПЖМПТ, ЕР і змішані ГПЯ найбільш агресивні щодо лімфогенного метастазування навіть при низькому ступені пухлинного ураження яєчка, а пухлинами, які найменш часто метастазують лімфогенно, навіть при значному ступені пухлинного ураження яєчка, є семінома і ТПТ. Показано збільшення кількості хворих з підвищеним рівнем сироваткових пухлинних маркерів в міру зростання стадій рT і pN, а також відсутність різниці у ступені пухлинного ураження яєчка між стадіями S0 і S1. При семіномі значне пухлинне ураження (90–100%) не свідчить про гормональну активність пухлини та її приналежність до стадії S1 або S2, а при ЕР, ПЖМПТ і змішаних ГПЯ, навпаки, чим вище відсоток пухлинного ураження яєчка, тим більшою є вірогідність того, що пухлина гормонально активна. Встановлено, що у пацієнтів з 50–100% пухлинним ураженням яєчка віддалені метастази розвивались у 4,2 раза частіше, ніж у пацієнтів з 0–50% ураженням. У хворих зі стадіями рN2 і рN3 відсоток спостережень з віддаленими метастазами перевищував такий в стадіях рN0 і рN1 в 9,7 разів. Віддалені метастази у пацієнтів зі стадією S0 виявлялись в 1,23% спостережень, тоді як при стадії S1 вони вражали кожного п’ятого пацієнта. В плані розвитку віддалених метастазів найбільш агресивною ГПЯ виявився ЕР, коли він є або однокомпонентним, або наявний в складі змішаної ГПЯ.
Імуногістохімічне дослідження (ІГХД) встановило, що в цілому ГПЯ характеризуються невисокою проліферативною активністю, яка, однак, збільшується при переході від початкових до пізніх стадій пухлинної прогресії і залежить від гістологічного типу пухлини: найбільша проліферативна активність відзначена в ПЖМПТ (р<0,05), найменша – в ТПТ (р<0,05), а ЕР та семінома займають проміжне положення.
ГПЯ характеризуються невисоким рівнем апоптозу, який залежить від гістологічного типу пухлини і стадії пухлинної прогресії: найбільша апоптотична активність спостерігається в семіномі (р<0,05), а в ПЖМПТ та ТПТ рівень апоптозу наближається до негативного; підвищення рівня апоптозу в міру зростання стадії пухлинної прогресії демонструють лише семінома та ЕР, тоді як в ПЖМПТ і ТПТ цієї тенденції не має. В досліджених гістологічних типах ГПЯ встановлена вкрай низька або негативна імуногістохімічна реакція (ІГХР) з Bcl-2 і р53, що доводить невисоку агресивність даних пухлин.
В семіномі у разі наявності судинної інвазії та метастатичного ураження лімфатичних вузлів експресія Ki-67, Bax, p-53, а також індекс проліферації (ІП) зростають (р<0,05). В ЕР з лімфогенними і віддаленими метастазами порівняно з ЕР без метастазів, експресія Ki-67, Bax, p-53, а також ІП є вищими (р<0,05). В ПЖМПТ з лімфогенними і віддаленими метастазами порівняно з ПЖМПТ без метастазів, інтенсивність (L) експресії Кі-67 є вищою, а відносна площа (S) експресії Кі-67 – меншою (р<0,05). В ТПТ із судинною інвазією та лімфогенними метастазами порівняно з ТПТ без даних ознак, S експресії Ki-67, а також ІП є вищими (р<0,05).
Встановлено, що рівень експресії ММР-1, ММР-3 і ММР-9 залежить від стадії пухлинної прогресії та гістологічного типу ГПЯ: найбільш значна експресія даних ММР визначається в ЕР і ПЖМПТ (р<0,05), найменша – в ТПТ і семіномі (р<0,05). В семіномі і ТПТ з наявністю судинної інвазії та лімфогенних метастазів порівняно з семіномою і ТПТ без зазначених характеристик, S і L експресії ММР-1, ММР-3 і ММР-9 є достовірно вищими (р<0,05). В ЕР із судинною інвазією, порівняно з ЕР без такої, S і L експресії ММР-1, ММР-3 і ММР-9 (за винятком L MMP-9) є достовірно вищими (р<0,05). В ЕР з лімфогенними метастазами S експресії MMP-1, MMP-3 і MMP-9, а також L експресії MMP-3 достовірно перевищують (р<0,05) дані показники при відсутності лімфогенних метастазів. В ЕР із віддаленими метастазами порівняно з ЕР без метастазів, S експресії MMP-9 та L експресії MMP-1 достовірно більші (р<0,05). В ПЖМПТ із судинною інвазією та лімфогенними метастазами порівняно з ПЖМПТ без зазначених характеристик, показники S і L експресії всіх досліджених MMP (за винятком S MMP-3) є достовірно більшими (р<0,05). В ПЖМПТ з віддаленими метастазами порівняно з ПЖМПТ без метастазів, S та L експресії MMP-1, MMP-3 і MMP-9 (за винятком L MMP-3) є достовірно вищими (р<0,05). Таким чином, зростання S та L експресії MMP-1, MMP-3 і MMP-9 може розцінюватись як прогностино несприятлива харастерисктика перебігу ГПЯ.
Встановлено, що в семіномі, ЕР, ПЖМПТ і ТПТ в міру зростання стадії пухлинної прогресії S експресії E-cadherin зменшується, а β-catenin – збільшується (за винятком ТПТ, в якій в міру прогресування S експресії β-catenin зменшується, що, можливо, пояснюється переважанням стромального копоненту над епітеліальним в даній групі ГПЯ) з синхронною зміною мембранного і мембранно-цитоплазматичного розташування E-cadherin і β-catenin на цитоплазматичне, ядерне або ядерно-цитоплазматичне, що доводить значну роль змін експресії даних маркерів в набутті ГПЯ інвазійного та метастатичного потенціалу. В початкових стадіях пухлинної прогресії S експресії Е-саdherin в семіномі та ЕР перевищує таку в ПЖМПТ (р<0,05); S експресії β-саtenin в ПЖМПТ є найвищою серед досліджених гістологічних типів ГПЯ (р<0,05), а в ЕР вона більша, ніж в семіномі (р<0,01). В більш пізніх стадіях пухлинної прогресії S експресії Е-саdherin найвища в семіномі (р<0,01), а в ЕР і ПЖМПТ S експресії β-саtenin більша за таку в семіномі та ТПТ (р<0,01). Встановлено, що у хворих на семіному з наявністю судинної інвазії та лімфогенних метастазів S і L експресії β-саtenin більша, а S експресії Е-саdherin, навпаки, менша (р<0,05), ніж у пацієнтів без зазначених характеристик. У хворих на ЕР з наявністю судинної інвазії S і L експресії β-саtenin більші (р<0,05), а S експресії Е-саdherin менша, ніж у пацієнтів без інвазії. В ЕР з лімфогенними метастазами порівняно з ЕР без них, L експресії β-саtenin більша (р<0,05). В ПЖМПТ із судинною інвазією, лімфогенними та віддаленими метастазами порівняно з пацієнтами без зазначених характеристик агресивності пухлини, показники S і L експресії β-саtenin (за винятком L β-саtenin у пацієнтів з віддаленими метастазами) вищі. В ТПТ із судинною інвазією і лімфогенними метастазами S і L експресії Е-саdherin достовірно менші, ніж у пацієнтів без них.
Встановлено, що в семіномі, ЕР, ПЖМПТ і ТПТ при зростанні стадії пухлинної прогресії S експресії CD31 збільшується (р<0,05), так само як і щільність судин (ЩС) (за винятком ТПТ, де даний показник не має відмінностей залежно від стадії пухлинної прогресії). Водночас показники експресії маркера CD34 не мають відмінностей залежно від гістологічного типу та стадії пухлинної прогресії ГПЯ. На початкових стадіях пухлинної прогресії ЩС в ПЖМПТ є вищою за аналогічний показник в семіномі та ТПТ (р<0,05) при відсутності відмінностей в даному показнику між іншими дослідженими ГПЯ. А на пізніх стадіях пухлинної прогресії ЩС залежно від гістологічного типу ГПЯ розподіляється таким чином: перше місце належить ПЖМПТ, друге – ЕР, третє – семіномі, а четверте – ТПТ (р<0,01). Встановлено, що у хворих на семіному з лімфогенними метастазами, судинною інвазією, а також інвазією в придаток, білкову і вагінальну оболонки яєчка ЩС та S експресії CD31 є більшими за такі у хворих без зазначених характеристик (р<0,05); у пацієнтів з інвазією в придаток яєчка порівняно з хворими без неї, L експресії CD34 є більшою (р<0,05), а у хворих з інвазією в сім’яний канатик, ЩС є вищою, ніж у пацієнтів без неї (р<0,05). У хворих на ЕР з віддаленими метастазами S експресії CD31 і CD34, а також ЩС є більшими порівняно з пацієнтами без віддалених метастазів, а у пацієнтів із судинною інвазією ЩС вища за таку у хворих без неї (р<0,05). У пацієнтів з ПЖМПТ, які мають судинну інвазію, а також лімфогенні метастази, ЩС, S експресії CD31 і CD34 є вищими за аналогічні показники у хворих без зазначених характеристик (р<0,05). В ТПТ у пацієнтів із судинною інвазією і лімфогенними метастазами S та L експресії CD31 були достовірно вищими, а L експресії CD34 і ЩС, навпаки, меншими за аналогічні показники у хворих без зазначених характеристик (р<0,05). Крім притаманних ГПЯ процесів ангіо- та васкулогенезу, встановлено наявність в усіх гістологічних типах даних пухлин явища васкулогенної мімікрії.
Уперше запропоновано математичну модель, яка дозволяє на підставі вивчення молекулярно-біологічних властивостей ГПЯ визначати гістологічний тип і стадію пухлинної прогресії даних пухлин. Запропоновано оптимальну панель ІГХ маркерів в складі Ki-67 і Bax, ММР-1, ММР-3 і ММР-9, Е-саdherin і β-саtenin, CD31 і CD34, як таких, що відображають злоякісний потенціал ГПЯ, та за якими надано теоретичне обґрунтування персоналізованої (таргетної) терапії ГПЯ.
Ключові слова: герміногенні пухлини яєчка, діагностика, прогноз, пухлинна прогресія, імуногістохімічне дослідження, проліферативно-апоптотичні процеси, міжклітинна адгезія, екстрацелюлярний матрикс, неоангіогенез, васкуляризація.
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A doctoral thesis in Medicine by speciality 14.03.02 – pathologic anatomy (22 – Health care). Kharkiv National Medical University, Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2020. – Kharkiv National Medical University, Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2020.
Improvements in morphological diagnostics and the substantiation of the immunohistochemical criteria for the course and prognosis of testicular germ cell tumors are showing promise and potential, as these are the tumors, which are, basically, responsible for cancer mortality in young men.
The thesis is devoted to the study of the epidemiological, clinical-morphological and immunohistochemical features of testicular germ cell tumors, taking into consideration the histological type and stage of the tumor progression, which makes it possible to improve the morphological diagnosis and staging, as well as to predict the course of the disease and theoretically substantiate the way of a personalised therapy for a certain patient.

The study of testicular germ cell tumors has been carried out on the basis of the examination of archival and surgical material of patients from Kharkiv Regional Clinical Centre of Urology and Nephrology named after V.I. Shapovalov. The investigation covered the period from 1998 to 2017.
It has been established that over the past decade, if to be compared with the previous one, there has been an increase in the frequency rate of testicular germ cell tumors by 18,12% due to seminoma and more aggressive embryonal carcinoma and mixed testicular germ cell tumors. On the contrary, the frequency rate of yolk-sac tumor, post-pubertal type, has decreased by 66,67% during this period. At the same time, there has not been any significant change as to the frequency rate of other testicular germ cell tumors. 90,04% of men aged 20–50 were affected by testicular germ cell tumors, the average age of the patients was 33,91±0,57. The signs of the aggressive course, being caused by vascular invasion, were detected in 39,53% of cases; the invasion into the epididymis made 20,93%, as well as the invasion into the spermatic cord occured in 12,96% of cases, the tunics and scrotum were affected in 8,31% and 0,66%, correspondingly, out of all the examined testicular germ cell tumors. It was recorded that varicocele, hydrocele, cryptorchidism, tall stature, overweight and the blood group II(A) are among the most significant risk factors for the development of testicular germ cell tumors.
The staging according to the pTNM classification stated that the most common stages among testicular germ cell tumors were the stages: T1 (55,15%), N0 (64,45%) and S0 (53,82%); as to the distant metastases, they have been registered in 10,3% of cases. The course of seminoma and teratoma, post-pubertal type, appeared to be less aggressive, for which the categories T1 (66,67% and 88,89% respectively), N0 (76,67% and 88,89% respectively) and S0 (82,0% and 77,78% respectively) were the most typical; while distant metastases either were not registered at all (teratoma, post-pubertal type) or were observed in a small percentage (2,67%) of patients (seminoma). The categories T2 (41,18%) and T3 (38,24%), N0 (47,06%), S1 (64,71%) and distant metastases (38,24%) were most typical for the embryonal carcinoma; such categories as T1 (48,86%) and T2 (43,18%), N0 (54,55%) and S1 (70,45%) and distant metastases (14,77%) appeared to be typical for mixed testicular germ cell tumors. As for yolk-sac tumor, post-pubertal type most typical categories, they were represented by T1 (41,67%) and T2 (41,67%), N0 (41,67%) and S1 (83,33%). This proves that these histological types of testicular germ cell tumors are more aggressive.
It was found that the degree of tumor lesion was greater in the presence of lymphogenous metastases, than in cases when the lymphogenous metastases were absent (p<0,05). Yolk-sac tumor, post-pubertal type, the embryonal carcinoma and mixed testicular germ cell tumors are the most aggressive, taking into consideration the lymphogenous metastasis, even with a low degree of tumor lesion of the testis; while such tumors as seminoma and teratoma, post-pubertal type, metastasize lymphogenically least often, even with a significant degree of the tumoral damage of the testicle. As the stages of pT and pN increased, the raise in the percentage of patients with an elevated level of serum tumor markers was registered; no difference in the percentage of tumoral lesion of the testicle between the stages S0 and S1 was also registered. In case of seminoma, a significant tumor lesion (90–100%) does not indicate hormonal activity of the tumor and the fact that it belongs to stages S1 or S2. On the contrary, in cases of yolk-sac tumor, post-pubertal type, the embryonal carcinoma and mixed testicular germ cell tumors, the higher the percentage of the testicular tumor damage is, the greater is the likelihood that the tumor is hormonally active. It was established that in patients with 50–100% of tumor lesion of the testis, distant metastases developed 4,2 times more often than in patients with 0–50% of the lesion. In patients with stages pN2 and pN3, the percentage of cases with distant metastases exceeded the one in stages pN0 and pN1 by 9,7 times. Distant metastases in patients with stage S0 were registered in 1,23% of cases, whereas in case of stage S1, they affected every fifth patient. In terms of the development of distant metastases, embryonal carcinoma turned out to be the most aggressive testicular germ cell tumor, when it is either single-component or occurs as part of a mixed testicular germ cell tumors.
Immunohistochemical diagnostics revealed that, in general, testicular germ cell tumors are characterized by low proliferative activity, which, however, increases with the transition from the initial to later stages of tumor progression and depends on the histological type of the tumor: the greatest proliferative activity was noted in yolk-sac tumor, post-pubertal type (p<0,05), the smallest – in post-pubertal teratoma (p<0,05), while the embryonal carcinoma and seminoma take the intermediate position. Testicular germ cell tumors are characterized by a low level of apoptosis, which depends on the histological type of the tumor and the stage of the tumor progression. The greatest apoptotic activity is observed in seminoma (p<0,05); as for yolk-sac tumor, post-pubertal type and post-pubertal teratoma, the apoptosis level approximates zero level of activity. Only seminoma and embryonal carcinoma demonstrate an increase in the level of apoptosis with the growth of the stage of tumor progression, whereas this tendency is not observed in post-pubertal yolk-sac tumor and post-pubertal teratoma. Various histological types of testicular germ cell tumors presented an extremely low or negative immunohistochemical reaction with Bcl-2 and p-53, which proves the fact of low aggressiveness of these tumors. In seminoma, in the presence of vascular invasion and metastatic lesion of the lymph nodes, the expression of Ki-67, Bax, p-53, as well as the proliferation index, increase (p<0,05). In embryonal carcinoma with lymphogenous and distant metastases, if to be compared with embryonal carcinoma without metastases, the expression of Ki-67, Bax, p-53, as well as proliferation index, are higher (p<0,05). In yolk-sac tumor, post-pubertal type, with lymphogenic and distant metastases, in comparison with post-pubertal yolk-sac tumor, which are not characterized by the metastases, L of Ki-67 expression is higher, and S of Ki-67 expression is lower (p<0,05). In post-pubertal teratomas, which are characterized by vascular invasion and lymphogenous metastases, S of Ki-67 expression, as well as proliferation index, are higher (p<0,05), when being compared with post-pubertal teratoma without the above mentioned signs.
It was established that the level of expression of MMP-1, MMP-3 and MMP-9 depends on the stage of tumor progression and the histological type of testicular germ cell tumors: the highest expression of MMP data is observed in embryonal carcinoma and post-pubertal yolk-sac tumor (p<0,05). The lowest is registered in post-pubertal teratoma and seminoma (p<0,05). In seminoma and post-pubertal teratoma, which are characerized by vascular invasion and lymphogenous metastases, S and L of MMP-1, MMP-3 and MMP-9 expression are significantly higher (p<0,05), if to be compared with seminoma and post-pubertal teratoma without the above-mentioned characteristics. When being compared with the embryonal carcinoma without the vascular invasion, the embryonal carcinoma characterized by vascular invasion, show S and L of MMP-1, MMP-3 and MMP-9 expression (except for L of MMP-9) that are significantly higher (p<0,05) than that of embryonal carcinoma without the vascular invasion. In the embryonal carcinoma with lymphogenous metastases, S of MMP-1, MMP-3 and MMP-9 expression, as well as L of MMP-3 expression, significantly exceed (p<0,05) the given parameters, in case the lymphogenous metastases are not registered. In the embryonal carcinoma with distant metastases, S of MMP-9 expression and L of MMP-1 expression are significantly higher (p<0,05), if to be compared with the embryonal carcinoma without metastases. In post-pubertal yolk-sac tumor with vascular invasion and lymphogenous metastases, if compared with post-pubertal yolk-sac tumors without the mentioned above characteristics, the S and L of all the studied MMPs expression (except for S of MMP-3) are significantly higher (p<0,05). Being compared with post-pubertal yolk-sac tumor that do not develop metastases, in post-pubertal yolk-sac tumor with distant metastases, S and L of MMP-1, MMP-3 and MMP-9 expressions (excluding L of MMP-3) are significantly higher (p<0,05). Thus, the increase of S and L of MMP-1, MMP-3 and MMP-9 expression can be regarded as a prognostically unfavorable characteristic of the testicular germ cell tumors course.

It was found that in seminoma, embryonal carcinoma, post-pubertal yolk-sac tumor and post-pubertal teratoma, with the progression of the tumor stage, S of E-cadherin expression decreases and β-catenin increases (except for post-pubertal teratoma, in which S of β-catenin decreases), and the membrane and membrane-cytoplasmic location of E-cadherin and β-catenin change to the cytoplasmic, nuclear or nuclear-cytoplasmic synchronically. This proves the significant role of changes in the expression of these markers in gaining of the invasive and metastatic potential of testicular germ cell tumors. In the initial stages of tumor progression, S of E-cadherin expression in seminoma and embryonal carcinoma exceeds the one in post-pubertal yolk-sac tumor (p<0,05). S of β-catenin expression in post-pubertal yolk-sac tumor is the highest of all the studied histological types of testicular germ cell tumors (p<0,05); though it is higher in embryonal carcinoma than in seminoma (p<0,01). In the later stages of the tumor progression S of E-cadherin expression is the highest in seminoma (p<0,01); as for the embryonal carcinoma and post-pubertal yolk-sac tumor, S of β-catenin expression is higher in them if to be compared with seminoma and post-pubertal teratoma (p<0,01). It was concluded that in patients with seminoma, which is characterized by vascular invasion and lymphogenous metastases, S and L of β-catenin expression are higher, and S of Е-cadherin expression, on the contrary, is lower (p<0,05) than in patients without the mentioned above characteristics. In patients with embryonal carcinoma that are characterized by vascular invasion, S and L of β-catenin expression are higher (p<0,05), and S of E-cadherin expression is lower than in patients without the invasion. L of β-catenin expression is higher (p<0,05) in the embryonal carcinoma with lymphogenic metastases, when being compared with the embryonal carcinoma without them. If compared with the patients, who do not have signs of the tumor aggressiveness, patients with post-pubertal yolk-sac tumor with vascular invasion, lymphogenous and distant metastases, show higher indices of S and L indicators of β-сatenin expression (with the exception of L of β-сatenin in patients with distant metastases). In post-pubertal teratoma with vascular invasion and lymphogenous metastases, S and L of E-cadherin expression are significantly lower than in patients without vascular invasion and lymphogenous metastases.
The studies revealed that in seminoma, embryonal carcinoma, post-pubertal yolk-sac tumor and post-pubertal teratoma, when the stage of the tumor progresses, S of CD31 expression increases (p<0,05), as well as the vascular density index (except for post-pubertal teratoma, where this indicator does not depend on the stage of the tumor progression). At the same time, the expression indicators of the CD34 marker do not depend on the histological type and the stage of the tumor progression in testicular germ cell tumors. At the initial stages of the tumor progression the vascular density index in post-pubertal yolk-sac tumor is higher than the index in seminoma and post-pubertal teratoma (p<0,05). Besides, the index does not differ as to the other studied testicular germ cell tumors. While in the later stages of the tumor progression, which depends on the histological type of testicular germ cell tumors, the vascular density index is distributed as follows: the first place belongs to post-pubertal yolk-sac tumor, the second – to the embryonal carcinoma, the third – to seminoma, and the fourth – to post-pubertal teratoma (p<0,01). It was found that in patients with seminoma, which is characterized with lymphogenous metastases, vascular invasion, as well as with the invasion into the epididymis, tunica albuginea and vaginal tunic of the testis, the vascular density index and S of CD31 expression are higher than that of those in patients without these characteristics (p<0,05); in patients with the tumoral invasion into the epididymis, when being compared with patients without it, L of CD34 expression is higher (p<0,05); while in patients with the tumoral invasion into the spermatic cord, the vascular density index is higher than in the patients without such tumoral invasion (p<0,05). In patients with embryonal carcinoma that are characterized with distant metastases, S of CD31 and CD34 expression, as well as the vascular density index, are higher if compared with the patients without distant metastases; and the vascular density index in patients with vascular invasion is higher than in the patients without it (p<0,05). In patients with post-pubertal yolk-sac tumor that are charecterized with vascular invasion and lymphogenic metastases, the vascular density index, S of CD31 and CD34 expressions are higher than in the patients without these characteristics (p<0,05). In cases with post-pubertal teratoma, the patients with vascular invasion and lymphogenic metastases proved to have S and L of CD31 expression that were significantly higher; as for the L expression of CD34 and the vascular density index, on the contrary, they were lower than of those patients, who did not have such characteristics (p<0,05). In addition to the angio- and vasculogenesis that are common for the testicular germ cell tumors, vasculogenic mimicry was registered in all the histological types of such tumors.
For the first time, a mathematical model was proposed, which makes it possible to determine the histological type and stage of tumor progression in testicular germ cell tumors on the basis of their molecular-biological properties investigation. The optimal panel of immunohistochemical markers, including Ki-67 and Bax, MMP-1, MMP-3 and MMP-9, E-cadherin and β-catenin, CD31 and CD34, which denote the malignant potential of testicular germ cell tumors, and which provide a theoretical basis for a personalized (targeted) treatment of testicular germ cell tumors was proposed. 
Key words: testicular germ cell tumors, diagnosis, prognosis, tumor progression, immunohistochemical study, proliferative and apoptotic processes, intercellular adhesion, extracellular matrix, neoangiogenesis, vascularization.
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ПЕРЕЛІК СКОРОЧЕНЬ ТА УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ
GCNIS – неоплазія герміногенних клітин in situ

L – інтенсивність (світлість)

S – відносна площа

β-ХГЛ – Бета-субодиниця хоріонічного гонадотропіну людини
АФП – Альфа-фетопротеїн
БМ – базальна мембрана

ВООЗ – Всесвітня організація охорони здоров’я
ГК – герміногенні клітини

ГПЯ – герміногенні пухлини яєчка
ЕР – ембріональний рак

ЕЦМ – екстрацелюлярний матрикс

ІГХ – імуногістохімічний

ІГХД – імуногістохімічне дослідження

ІГХР – імуногістохімічна реакція

ІП – індекс проліферації

ЛДГ – лактатдегідрогеназа
ПЖМПТ – пухлина жовткового мішка постпубертатного типу

ПЯ – пухлина яєчка
СП – сперматоцитна пухлина

ТМСТ – тератома з малігнізацією соматичного типу

ТПТ – тератома постпубертатного типу

ЩС – щільність судин

ВСТУП

Актуальність теми
Однією з основних причин смертності в промислово розвинених країнах світу є злоякісні новоутворення. Так, за підрахунками ВООЗ у 2015 році рак був першою чи другою провідною причиною смерті у людей віком до 70 років в 91 із 172 країн та посідав третє чи четверте місце ще у 22 [179]. При цьому прогноз експертів ВООЗ є невтішним: онкологічна захворюваність в усьому світі до 2050 року зросте до 24 млн, а смертність до 16 млн щорічно реєстрованих випадків [497].

ПЯ, більш ніж 90–95% яких представлені ГПЯ [72, 413, 494], є відносно рідкісними новоутвореннями: їхня питома вага становить 1–2% в структурі загальної онкологічної захворюваності у чоловіків і 5% всіх пухлин урогенітального тракту [14, 18, 390, 513]. Однак за останні 40 років загальна захворюваність на ГПЯ також збільшилася в усьому світі, при чому в країнах Північної і Південної Америки та північних європейських країнах вона зросла більш ніж в два раза. А в регіонах з раніше низькою захворюваністю (Фінляндія, Іспанія, Словенія, Чилі і Австралія), її темпи швидко зростають і наближаються до таких, які є в районах з високою захворюваністю [120, 158, 260, 513].
В Україні захворюваність на ГПЯ у 2017 році становила 2,6, а у чоловіків віком від 25 до 44 років – 4,6 випадків на 100 тис. чоловічого населення. При цьому в структурі онкологічної захворюваності чоловіків віком від 18 до 29 років дана нозологія знаходиться на 2-му місці за частотою [240].

Актуальності проблемі надає також і та обставина, що саме цей різновид неоплазії є не тільки найбільш частою онкологічною патологією (до 60% від усіх новоутворень), але і основною причиною онкологічної смертності чоловіків молодого віку [18, 40].
Таким чином, оскільки на ГПЯ хворіють переважно в молодому репродуктивному віці, а процес протікає агресивно і з раннім метастазуванням, дана проблема набуває не тільки великого медичного, але ще й соціального значення [18].
Незважаючи на те, що мікроскопічні особливості ГПЯ викладені в багатьох наукових джерелах, їхня діагностика в деяких випадках зустрічає певні труднощі. Між тим належна гістологічна ідентифікація пухлини з виявленням тієї чи іншої конкретної гістологічної форми надзвичайно значуща як для лікування, так і для прогнозу перебігу захворювання [18, 62].

Найбільший прогрес у диференціальній діагностиці пухлин пов’язаний із використанням ІГХД, завдяки впровадженню якого в патологоанатомічну практику докорінно змінилося і визначення прогнозу у онкологічних хворих. А в низці випадків ІГХД визначає характер лікування і терапевтичний ефект [13, 75].

Використання будь-якого одного молекулярно-біологічного маркера не може забезпечити адекватного оцінювання ризиків подальшого прогресування і рецидиву неоплазії. На жаль, до цього часу не розроблено оптимальну панель ІГХ маркерів для визначення перебігу і прогнозу ГПЯ (ступінь злоякісності пухлини, визначення ризику розвитку метастазів, можливого рецидиву пухлини), яка була б заснована на оцінці ІГХ експресії пухлинними клітинами маркерів, що відображають процеси проліферації і апоптозу, стан міжклітинної адгезії та екстрацелюлярного матриксу (ЕЦМ), ангіогенезу і т.д. Тому вибір адекватної панелі ІГХ маркерів є важливим завданням.
З огляду на викладене, вивчення сукупності ІГХ маркерів при ГПЯ може не тільки удосконалити процес встановлення діагнозу неоплазії, але і прогнозувати перебіг онкологічного захворювання, що підтверджує актуальність даної проблеми.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами
Дисертаційне дослідження є частиною науково-дослідної роботи Харківського національного медичного університету: «Вивчення значення молекулярно-біологічних маркерів для прогнозу, лікування і виживання хворих з основними локалізаціями раку» (номер державної реєстрації 0114U003394, 2014-2016 рр.). В рамках цієї теми автор був безпосереднім виконавцем досліджень, що присвячені вивченню ГПЯ. Дисертантом особисто визначено клініко-морфологічні особливості та ІГХ характеристика різних гістологічних типів ГПЯ, виділено критерії агресивного перебігу і несприятливого прогнозу, розроблено модель математичного визначення гістологічного типу ГПЯ та стадії пухлинної прогресії. Тема дисертації затверджена на засіданні Вченої ради Харківського національного медичного університету від 20 травня 2015р. (протокол №5); 20 лютого 2020 р. (протокол №2) тему було змінено на ту, що є дійсною «Герміногенні пухлини яєчка: клініко-морфологічна та імуногістохімічна характеристика, математичне визначення стадії пухлинної прогресії».
Мета дослідження: удосконалення патоморфологічної діагностики та оптимізація прогностичних критеріїв ГПЯ на підставі їхнього клініко-морфологічного аналізу і визначення молекулярно-біологічних властивостей.

Для досягнення визначеної мети було поставлено такі завдання:
1. Проаналізувати частоту різних гістологічних типів ГПЯ в Харківському регіоні на підставі вивчення архівного матеріалу Харківського обласного клінічного центру урології та нефрології ім. В.І. Шаповала за період 1998–2017р.р.
2. Визначити епідеміологічні та клініко-морфологічні особливості ГПЯ і встановити фактори ризику їхнього розвитку.

3. Відповідно до pTNM класифікації ВООЗ встановити частоту стадій у категоріях T, N, S і віддалених метастазів у хворих на ГПЯ, а також встановити характер перебігу захворювання залежно від гістологічного типу даних пухлин.
4. Установити взаємозв’язки категорій T, N і S зі ступенем пухлинного ураження яєчка і наявністю віддалених метастазів та визначити найбільш агресивні гістологічні типи ГПЯ.
5. Вивчити проліферативно-апоптотичні процеси в різних гістологічних типах ГПЯ залежно від стадії пухлинної прогресії за ІГХ експресією Ki-67, Bax, Bcl-2 і р53 та оцінити їхнє діагностичне і прогностичне значення.
6. Оцінити стан ЕЦМ в різних гістологічних типах ГПЯ залежно від стадії пухлинної прогресії за ІГХ експресією MMP-1, MMP-3, MMP-9 і TIMP-1 та встановити їхнє діагностичне і прогностичне значення.

7. Дослідити стан міжклітинної адгезії за ІГХ експресією E-cadherin і β-catenin в різних гістологічних типах ГПЯ залежно від стадії пухлинної прогресії  та визначити їхнє діагностичне і прогностичне значення.
8. Встановити особливості неоангіогенезу та ступінь васкуляризації за ІГХ експресією CD31 і CD34 в різних гістологічних типах ГПЯ залежно від стадії пухлинної прогресії та визначити їхнє діагностичне і прогностичне значення.
9. Розробити математичну модель визначення гістологічного типу та стадії пухлинної прогресії ГПЯ.
10. Теоретично обґрунтувати можливість застосування таргетної терапії, як додаткової лікарської терапії у хворих на ГПЯ.

Об’єкт дослідження: герміногенні пухлини яєчка.

Предмет дослідження: клінічні, морфологічні та ІГХ параметри різних гістологічних типів ГПЯ залежно від стадії пухлинної прогресії.

Методи дослідження: клінічний (за даними історій хвороби), морфологічні (макроскопічний, органометричний, гістологічний, гістохімічний, імуногістохімічний), морфометричний, статистичні та математичні.
Наукова новизна одержаних результатів
Уперше виконано комплексне дослідження ГПЯ з аналізом епідеміологічних, клініко-морфологічних та ІГХ характеристик, визначено та уточнено фактори ризику розвитку даних пухлин, а також предиктори їхнього агресивного перебігу та несприятливого прогнозу.

Проведено комплексне вивчення проліферативно-апоптотичних процесів в ГПЯ. Показано, що дані пухлини характеризуються невисокою проліферативною і апоптотичною активністю, яка має чітку залежність від гістологічного типу пухлини і стадії пухлинної прогресії. Уперше доведено, що збільшення показників експресії Ki-67, Bax, Bcl-2 і р53 корелює з розвитком судинної інвазії, інвазією в придаток, оболонки яєчка і сім’яний канатик, а також розвитком лімфогенних і віддалених метастазів у хворих на семіному, ЕР і ПЖМПТ.
Проведено вивчення широкого спектру молекулярно-біологічних властивостей ГПЯ, які відображають стан ЕЦМ і міжклітинної адгезії в даних пухлинах. Показано посилення синтезу ММР-1, ММР-3 і ММР-9 в міру зростання стадії пухлинної прогресії ГПЯ разом з редукцією E-cadherin і підвищенням експресії β-catenin. Доведено, що підвищена експресія ММР-1, ММР-3 і ММР-9 та зміни характеру експресії E-cadherin і β-catenin корелюють з агресивним перебігом ГПЯ – розвитком судинної інвазії, інвазією в придаток, оболонки яєчка і сім’яний канатик, а також розвитком лімфогенних і віддалених метастазів.
Вивчено різні патогенетичні шляхи новоутворення пухлинних судин – ангіо- та васкулогенез, встановлено явище васкулогенної мімікрії, а також виявлено особливості васкуляризації залежно від гістологічного типу і стадії пухлинної прогресії ГПЯ. Доведено, що зростання кількісних показників васкуляризації корелює з агресивним перебігом даних пухлин (інвазійний зріст і розвиток метастатичної хвороби).
Для поліпшення та об’єктивізації аналізу експресії ІГХ маркерів розроблено власну методику комп’ютерного аналізу кольорових цифрових зображень для оцінювання відносної площі та інтенсивності імунопозитивного забарвлення.

Уперше розроблено високо специфічну математичну модель визначення гістологічного типу та стадії пухлинної прогресії для різних типів ГПЯ на основі аналізу сукупності (панелі) кількісних даних експресії молекулярно-біологічних маркерів.

Практичне значення отриманих результатів
Визначені та уточнені в дисертаційній роботі етіологічні, епідеміологічні, клініко-морфологічні характеристики різних гістологічних типів ГПЯ розширюють інформаційну базу щодо клініко-морфологічних особливостей даних пухлин. ІГХ дані про особливості проліферативно-апоптотичних процесів, стану міжклітинної адгезії, ЕЦМ та ангіогенезу поглиблюють уявлення щодо окремих ланок канцерогенезу ГПЯ.

Результати дисертаційної роботи свідчать про доцільність вивчення у хворих на ГПЯ експресії визначених у рекомендованій панелі молекулярно-біологічних маркерів, як таких, що мають високу інформативність і прогностичну значущість.

Одержані в дисертаційні роботі дані можуть бути використані в практичній роботі лікарів-патологоанатомів, онкологів, хірургів-урологів, роботі науково-дослідних підрозділів відповідного профілю, в учбовому процесі на кафедрах патологічної анатомії, онкології, хірургії в медичних навчальних закладах.
Розроблена математична модель дозволяє найбільш точно визначати гістологічний тип і стадію пухлинної прогресії ГПЯ. А отримані ІГХ дані щодо проліферативно-апоптотичних процесів, стану ЕЦМ, міжклітинної адгезії, а також особливостей ангіогенезу у перспективі дозволять обирати для пацієнтів персоналізовану таргетну терапію і будуть корисними не тільки для патологоанатомів під час діагностики, а ще й для онкологів під час вибору схем лікування.

На підставі розробленої в процесі виконання дисертаційної роботи методики комп’ютерного аналізу кольорових цифрових зображень  були отримані патенти на корисну модель «Спосіб кількісної оцінки відносної площі експресії маркерів при імуногістохімічному дослідженні тканин», «Спосіб кількісної оцінки рівня світлості експресії маркерів при імуногістохімічному дослідженні тканин» і винахід «Спосіб кількісної оцінки рівня світлості та відносної площі експресії маркерів при імуногістохімічному дослідженні тканин», які можуть використовуватися в практичній роботі патологоанатома, а також працівниками науково-дослідних установ і патоморфологічних лабораторій, що дозволить більш об’єктивно оцінювати показники експресії ІГХ маркерів і, таким чином, поліпшить трактування отриманих результатів.
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РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1. Епідеміологія, етіологія і фактори ризику розвитку ПЯ і ГПЯ

ПЯ відносяться до рідкісних новоутворень, на частку яких припадає до 1–2% всіх злоякісних пухлин у чоловіків і 5% пухлин сечостатевої системи. ПЯ частіше зустрічаються у молодих чоловіків, що надає даній проблемі не тільки медичну, але і соціальну значимість [33, 59, 70, 104, 390, 513].

Захворюваність ПЯ, на відміну від інших злоякісних новоутворень, не збільшується з віком, а досягає свого піку у віковій групі 25–34 років, але зустрічається і у чоловіків більш старших вікових категорій [179, 195].

Стандартизовані показники захворюваності на ПЯ для чоловіків різного віку були отримані в 185 країнах і відображені в міжнародній онкологічній базі даних GLOBOCAN 2018, яка свідчить, що найбільш високі показники захворюваності на ПЯ відзначені в Європі, Північній Америці та Океанії (6,2, 5,1 і 5,4 нових випадків захворювання ПЯ в рік на 100 тис. чоловічого населення відповідно), а найбільш низькі – в Африці та Азії (0,35 і 0,77 на 100 тис. чоловічого населення відповідно) [179].

Однак, показники смертності в азіатських та африканських країнах, незважаючи на низьку захворюваність ПЯ, залишаються високими і продовжують зростати, що пов’язано з відсутністю надійної системи охорони здоров’я, зокрема з пізньою діагностикою [517, 527].

Найвища захворюваність відзначається в Хорватії, Угорщині, Нідерландах та Норвегії – близько 10 випадків на 100 тис. чоловічого населення. В цілому, в межах Європи від півночі до півдня захворюваність знижується. Так, в Іспанії та Португалії вона значно нижче, ніж в Данії. У США показник захворюваності різко відрізняється між європейцями і афроамериканцями – 5,4 і 0,8 випадків на 100 тис. населення відповідно. Чоловіки іспанської та азіатської раси займають проміжне положення. Також звертають на себе увагу відмінності в показниках захворюваності між країнами в межах однієї географічної зони. Наприклад, в Норвегії стандартизований показник захворюваності в 1,6 разів вище, ніж у Швеції, а також значно вищій порівняно з Литвою [144, 170, 179].

У Російській Федерації за останні чотири десятиліття захворюваність ПЯ майже подвоїлась [40] і становить від 1,9 до 4,4 на 100 тис. чоловічого населення залежно від регіону [125]. Варто відзначити, що в країнах Європейського союзу захворюваність ПЯ в 1,6–6,4 раза перевищує середнєросійську [65].

Відмінності в рівні захворюваності між расовими та етнічними групами в одній географічній зоні швидше за все підтверджують значення генетичного фактору в розвитку ПЯ. Так, яскравим прикладом служить відмінність захворюваності між афроамериканцями і білошкірими чоловіками США, а також високий рівень захворюваності ПЯ в Данії і порівняно низький – в Литві [144, 179].

Серед ПЯ найбільш часто зустрічаються ГПЯ, що розвиваються з клітин герміногенного епітелію, який вистилає сім’яні канальці. За даними літератури на їхню частку припадає понад 90–95% всіх ПЯ [18, 19, 23, 68, 72, 99, 100, 104, 390, 399, 413, 494.].

Незважаючи на те, що ГПЯ є відносно рідкісними новоутвореннями, саме цей різновид неоплазми є найбільш поширеним серед білих чоловіків у промислово розвинених країнах в періоді від статевого дозрівання до 40 років і головною причиною онкологічної смертності серед молодих чоловіків [40, 120, 148, 173, 224, 257, 448, 513].

В останні десятиліття загальна захворюваність ГПЯ збільшилась в усьому світі та на цей час складає 1,7 випадків на 100 тис. чоловіків (0,35 і 0,77 в Африці та Азії; 6,2 – в Європі) [14, 20, 179, 541].

А в країнах Північної і Південної Америки захворюваність на ГПЯ збільшилась більш ніж в два раза. В США вона становить 6,6 випадків на 100 тис. чоловіків серед білого населення [383, 494].

У регіонах, де захворюваність традиційно була низькою (Фінляндія, Іспанія, Словенія, Чилі і Австралія), темпи її зростання наближаються до показників регіонів з високою захворюваністю [180, 513].

У той же час низка епідеміологічних досліджень в країнах з найвищим рівнем захворюваності на ГПЯ свідчать про стабілізацію її показників в останні роки [513, 554].

В Україні захворюваність на ГПЯ у 2017 році становила 2,6, а у чоловіків віком від 25 до 44 років – 4,6 випадків на 100 тис. чоловічого населення. В структурі онкологічної захворюваності чоловіків віком від 18 до 29 років дана нозологія знаходиться на 2-му місці за частотою [129]. Але слід зауважити, що у вітчизняній науковій літературі відсутній детальний аналіз захворюваності ГПЯ серед мешканців України.

Расовий фактор також значною мірою модулює імовірність виникнення ГПЯ: у представників білої раси вона приблизно в 6–10 разів вище, ніж в осіб африканської та азіатської рас [33, 40, 383, 494].

Відмінності в захворюваності ГПЯ, які спостерігаються серед етнічних груп в рамках одного суспільства [494], підтверджують важливість генетичної схильності, тоді як географічні відмінності та зміни в популяціях іммігрантів вказують на причинне значення факторів навколишнього середовища, зокрема пов’язаних з індустріалізацією [231, 344, 393], які, імовірно, сприяють неповній вірилізації під час розвитку ембріона чоловічої статі [442, 454].

Незважаючи на велику кількість досліджень в цій області, етіологія ГПЯ досі залишається неясною. Так само залишається не визначеною причина збільшення захворюваності ними в останні десятиліття. На підставі численних досліджень можна виділити декілька основних груп факторів ризику розвитку ГПЯ.

Великою кількістю досліджень доведено значення родинного анамнезу. Так, вірогідність захворіти на ГПЯ для батьків і синів, які хворі на дану пухлину, в 2–4 раза, а для братів пацієнтів приблизно в 8–10 разів вище, ніж у звичайній чоловічій популяції [149, 227, 292, 293, 490, 537]. Цікаво, що родинні випадки маніфестують 2–3 роками раніше порівняно з середнім віком хворих на ГПЯ [272].

Вивчення родинних випадків ГПЯ підтверджують значення генетичних факторів в етіології даного захворювання, які за оцінками приблизно в 25% спостережень є спадковими [213]. Наявність генетичних порушень становить близько 15% сімейного ризику для братів і 22% для синівського ризику [68, 464]. Доказом значення генетичних факторів є те, що у монозиготних близнюків ризик розвитку ГПЯ вище порівняно з дизиготними [175, 206, 403, 500].

При аналізі груп зчеплення в родинах з ГПЯ було виявлено гени з високою пенетрантністтю, а останнім часом – аутосомно-рецесивні гени схильності з низькою пенетрантністтю [350, 520]. Так, мікроделеція gr/gr в AZFc області Y-хромосоми була ідентифікована, як алель сприйнятливості з низькою пенетрантністтю, яка присутня в 2–3% ГПЯ [402].

Генетичні порушення, які пов’язані з підвищеним ризиком виникнення ГПЯ, представлені кількома порушеннями статевого розвитку: мозаїцизм для анеуплоїдії статевих хромосом (45, X / 46, XY), AR мутації гена [360] і SRY-генні мутації [29, 208, 523].

Взагалі ідентифіковано близько 20 варіантів генів, які достовірно мають відношення до біології ГПЯ (зокрема KIT, KITLG), а крім них інші гени, що беруть участь в проліферації та апоптозі юних статевих клітин, підтриманні тіломір, диференціюванні сім’яників і детермінуванні статі [199, 272, 330].

Примітним є те, що генетичні порушення не мають ніякого зв’язку з іншими встановленими факторами ризику (крипторхізм, пахова грижа, вік на момент встановлення діагнозу, а також попередня або супутня ГПЯ) [332].

До речі, відмінності факторів ризику розвитку ГПЯ між білими і чорношкірими, які ми вже згадували, можна частково пояснити відмінностями в частоті алелей ризику (наприклад, в KITLG і, можливо, відмінностями розподілу варіантів гена AR [444, 525].

Не менш важлива група факторів ризику включає ендокринні чинники, що діють in utero, під час внутрішньоутробного розвитку гонад плода. Підвищення ризику виникнення ГПЯ пов’язано зі впливом на формування плоду гіперсекреції естрогенів в організмі матері під час вагітності. У кількох дослідженнях показано, що гестоз вагітних, перенесений матір’ю в результаті гіперсекреції естрогенів, або тривалий прийом естрогенів в період вагітності підвищує ризик виникнення ГПЯ у нащадків [498].

Серед наукових обґрунтувань канцерогенного впливу естрогенів найбільший інтерес викликає здатність жіночих статевих гормонів індукувати тетраплоїдію примітивних ГК, що є однією з ознак пренеопластичного процесу в яєчку – попередника всіх підтипів ГПЯ, які походять з епітелію сім’яних канальців [294].

Перинатальні чинники ризику ГПЯ також включають материнську кровотечу, черговість народження, число братів і сестер, народження двійні та, можливо, низьку вагу при народженні [205, 206].

Важливу роль у виникненні ГПЯ відіграє група факторів, які тим чи іншим шляхом призводять до гіпотрофії та атрофії яєчка, наприклад, крипторхізм [250, 392]. При цьому наявність двостороннього крипторхізму підвищує ризик виникнення ГПЯ більше ніж у 10 разів [147, 149, 227].

Механізми цієї асоціації залишаються неясними. Вважається, що поєднання крипторхізму і схильності до ГПЯ може бути пов’язано з загальними етіологічними і патогенетичними факторами цих патологічних станів, однак не виключається і причинно-наслідковий зв’язок між аномаліями розвитку сім’яників і подальшим виникненням пухлин [40, 175, 226, 511].

У той же час британськими дослідниками показано, що у пацієнтів з одностороннім крипторхізмом в анамнезі відсутній підвищений ризик розвитку ГПЯ, якщо його корекція здійснена до статевої зрілості [227, 259, 306].

Важливе місце серед ризиків виникнення ГПЯ відіграє синдром Клайнфельтера, субфертильність [143, 159, 228] і тестікулярний мікролітіаз [70, 501], зокрема у субфертильних пацієнтів [521].

Безпліддя може бути пов’язане з підвищеним ризиком розвитку ГПЯ, але в сукупності з іншими факторами. У чоловіка з безпліддям, як правило, яєчка гіпотрофічні, і такі пацієнти мають підвищений ризик розвитку пренеопластичних процесів, які протягом найближчих 10 років можуть трансформуватися в інвазійний рак [230, 284, 318, 458].

До імовірних факторів ризику розвитку ГПЯ відноситься і наявність контралатеральної пухлини [20, 158, 175, 226]. Серед низки дослідників поширена думка, що іноді розвитку ГПЯ сприяє травма мошонки та яєчка, яка веде до його атрофії [149, 227, 331], проте є дослідження, які спростовують цей факт [255, 277].

Певною мірою розкриті механізми впливу атрофії яєчка на частоту виникнення ГПЯ. Зокрема передбачається, що зниження продукції тестостерону призводить до збільшення активності гіпоталамуса і підвищення рівня гонадотропних гормонів, що своєю чергою індукує тетраплоїдію ГК – одного з найбільш характерних ознак пренеопластичних процессів в яєчках [20].

Різні розлади, асоційовані з ознаками бісексуальності, зокрема з гіперестрогенією, також сприяють розвитку тестікулярних неоплазм [40].

До потенційних факторів ризику відносять кілька видів патології сечостатевої системи, які асоційовані з високим ризиком розвитку ГПЯ. Більшість з них виникають в період ембріогенезу. Такими є анатомічні дефекти нирок (подвоєння нирок та сечоводів), пахова грижа (в 2–3 раза збільшує ризик захворювання), гіпоспадія і варикоцелє [205, 206, 294, 336, 454, 523].

Серед факторів ризику, які можуть сприяти виникненню ГПЯ, називають різні інфекційні захворювання. Так, наявність в анамнезі орхіта при епідемічному паротиті переконливо доводить його роль у виникненні ГПЯ, хоча не виключається, що ця інфекція може мати значення, як причина атрофії гонад [173].

В останні десятиліття вивчається можлива етіологічна роль ВІЛ в розвитку ПЯ. Доведено, що чоловіки з ВІЛ (СНІД), мают більш високий ризик розвитку ГПЯ [61, 173, 296, 408].

В зрілому віці до канцерогеннх факторів, які підвищують ризик ГПЯ, включають професійні шкідливості (наприклад, професія пожежника, механіка) і вплив хлорорганічних пестицидів [20, 384, 392, 483, 548].

У той же час не виявлено асоціацію між тестикулярними новоутвореннями і контактом з диметилформамидом, сполуками азоту, димом і т.д. Вважається, що і куріння не збільшує ризик розвитку ГПЯ. Однак, слід пам’ятати, що тестикулярні новоутворення виникають у відносно молодому віці, тобто задовго до накопичення критичної дози канцерогенів тютюнового диму [40]. Водночас існує інтригуючий зв’язок між частим вживанням маріхуани і підвищенним ризиком несеміном [214, 275, 514].

Два великих дослідження показали, що недолік фізичних вправ також підвищує ризик виникнення ПЯ в популяціях, де поширений сидячий спосіб життя [250, 255], але, водночас, є роботи, які не виявили переконливих доказів зв’язку між фізичною активністю і розвитком ПЯ [303].

Роль особливостей харчування в етіології та патогенезі ГПЯ залишається неясною, однак на одну цікаву тенденцію слід звернути увагу: імовірно, ризик розвитку новоутворень яєчка збільшується при регулярному споживанні молочних продуктів. Найбільш раціональним поясненням канцерогенної дії молочних продуктів на органи репродуктивної системи представляється проліферативний ефект, пов’язаний з наявністю в молоці естрогенів [40].

Крім перерахованих основних етіологічних чинників ризику ГПЯ одним з таких вважають високий зріст, хоча цей факт потребує додаткового підтвердження. Водночас показано, що надлишкова маса тіла не впливає на даний показник [40, 225, 262, 340]. Хоча існують роботи, що стверджують протилежне, а саме, відсутність зв’язку між високим ростом і розвитком ГПЯ і наявність такого при надмірній вазі [267, 346].

Також існує припущення, що ранній пубертат хоча і не підвищує абсолютний ризик ПЯ, але може бути сприятливим фактором у виникненні раку в молодому віці [250, 380].

Таким чином, незважаючи на велику кількість повідомлень, які присвячені дослідженню чинників ризику ГПЯ, питання про етіологію цієї нозологічної форми залишається відкритим для подальшого вивчення. Сьогодні встановленими факторами ризику можуть вважатися вік від 15 до 50 років, приналежність до білої раси, крипторхізм в анамнезі, наявність GCNIS, пахові грижі, гіпотрофія яєчка і спадкові чинники.

1.2. Класифікація, стадіювання і термінологія ГПЯ. Сучасний погляд на GCNIS

До ГПЯ відносять гетерогенну, гістологічно чітко окреслену групу новоутворень, які розвиваються з ГК – клітин, що здатні до диференціювання в сторону різного ступеня зрілості тканинних і органоїдних структур, які беруть участь у формуванні статевих залоз, а також процесах гаметогенезу. Переважна більшість герміногенних новоутворень розташовується всередині гонад [40].

Гістологічна ідентифікація ГПЯ з виявленням тієї чи іншої конкретної гістологічної форми надзвичайно значуща, як для лікування, так і для прогнозу [62, 354]. Рекомендована в даний час морфологічна класифікація ПЯ (ВООЗ, 2016 року) [390] передбачає визначення гістологічного типу пухлини (герміногенна, негерміногенна, семіномнa, несеміномнa, одного гістологічного типу, більш ніж одного гістологічного типу, з урахуванням всіх її компонентів та їхнього співвідношення, така, що походить з герміногенних новоутворень «in situ» і така, що не пов’язана з герміногенними новоутвореннями «in situ»), а також дає нове визначення «тестикулярної інтраепітеліальної неоплазії».

Крім визначення гістологічного варіанту і морфологічного підвиду пухлини не менш важливим є її точне стадіювання за класифікацією pTNM [390], яке ґрунтується на анатомічному поширенні пухлини (судинна інвазія, ураження паратестікулярних структур) (категорія Т), ступеню та розповсюдженості ураження регіонарних лімфатичних вузлів (абдомінальні парааортальні, паракавальні, внутрішньотазові, пахові і такі, що розташовані уздовж v. spermatica) (категорія N) і рівні сироваткових онкомаркерів (категорія S). Рівень онкомаркерів досліджують одразу після оперативного видалення ГПЯ. Також обов’язково враховують наявність чи відсутність віддалених метастазів.

Як вже зазначалося, одним з вагомих елементів стадіювання є визначення прогностичних сироваткових онкомаркерів (АФП, β-ХГЛ, ЛДГ), яке має не тільки діагностичне і диференційно-діагностичне значення, але і грає істотну роль у моніторингу хворих після лікування в процесі диспансерного спостереження [18, 390].

За весь період вивчення ГПЯ для визначення пренеопластичного процесу в яєчку при цих пухлинах використовували різні терміни включно з «carcinoma in situ» постпубертатного типу, яка була введена Skakkebaek в 1972 році [488], інтратубулярна герміногенна неоплазія, внутрішньоканальцева герміногенна неоплазія [518], пізніше – «внутрішньоканальцева неоплазія герміногенних клітин, некласифікована» і «тестикулярна інтраепітеліальна неоплазія» [448].

Однак, жоден з цих термінів цілком не задовільняв дослідників, враховуючи неепітеліальну природу деяких ГПЯ і невизначеність слова «некласифікована». Тому введено новий уніфікуючий термін: GCNIS (неоплазія герміногенних клітин in situ), який представляє собою злиття термінів «carcinoma in situ» і «внутрішньоканальцева неоплазія герміногенних клітин, некласифікована». GCNIS відноситься до пренеопластичних подій, пов’язаних з ГК ембріонального типу, які обмежені нішею сперматогенних стовбурових клітин [390].

Причини виникнення GCNIS і розвинення ГПЯ до кінця не з’ясовані, за винятком випадків розладів статевого розвитку з відомими генетичними дефектами, які викликають недостатню вірилізацію гонад. Більшість пацієнтів з GCNIS або семіномою/несеміномою не мають відомих генетичних аномалій. У двобічних випадках ГПЯ мутація KIT може бути ініційованою подією [168, 203, 355, 390, 443].

Гіпотеза про те, що клітини GCNIS розвиваються з примордіальних ГК, які не змогли диференціюватися в сперматогонії, підтверджується достовірними даними [442, 523]. По-перше, клітини GCNIS морфологічно дуже схожі на ембріональні гоноцити [407]. По-друге, клітини GCNIS і гоноцити експресують одні й ті ж ембріональні маркери і мають тісні перетинання в профілях транскрипції [151, 286, 358, 489], а також аналогічні епігенетичні особливості [152, 536]. По-третє, асоціація GCNIS з розладами сексуального розвитку / синдромом дисгенезії яєчок (включно з крипторхізмом, гіпоспадією, чоловічим безпліддям, порушенням розвитку яєчок і ГПЯ) узгоджується з припущенням про те, що аномальний фетальний розвиток гонад є значущим патогенним фактором [442, 454, 487, 523].

Таким чином, причиною виникнення GCNIS і ГПЯ, імовірно, є порушення в плюрипотентній програмі розвитку ембріональних ГК [356, 448].

1.3. Молекулярно-біологічні і молекулярно-генетичні основи канцерогенезу ГПЯ

Великий інтерес представляють роботи по вивченню генетичних маркерів ГПЯ. Дослідження загальних властивостей профілю транскрипції генів ГПЯ людини показало, що експресія гена людських ембріональних стовбурових клітин має схожість з ЕР, в меншій мірі ця подібність визначається при семіномі. Всього виявлено 895 генів, що експресуються як людськими ембріональними стовбуровими клітинами, так і ГПЯ.

Стовбурові клітини – плюрипотентні клітини, які здатні до диференціювання по 3 лініям: FOXM1, CREBL2 і TEAD4, з яких згодом може розвинутися той чи інший тип ГПЯ [288, 493].

Вивчення більше 74 ембріональних стовбурових клітинних ліній показало, що з 36 їхніх типів можуть розвиватися ГПЯ. Для розвитку ЕР важливими є лінії NTERA2, NCITT, 2102EP, TERA1, 833KE, GCT27, і 1777N, для ПЖМПТ – GCT44 і 1141H. Головними факторами експресії генів диференціювання стовбурових клітин і клітин ЕР та семіноми є POU5F1 і FLJ10713. Кластерний аналіз показав, що POU5F1 не експресується в клітинах ПЖМПТ, солідних пухлинах і в нормальній тканині яєчка. Такі клітинні лінії, як FOXD3 і Oct4 розвиваються з примітивної ектодерми, визначаючи плюрипотентні клітинні лінії раннього ембріонального розвитку. Ембріональні стовбурові клітинні лінії NTERA2, 1777N, 2102 Ep, 833KE, GCT27 і TERA1 притаманні тератокарциномі яєчка, а лінія NCCIT пов’язана з позагонадними ГПЯ [493].

Всі генетичні дослідження підтверджують, що в основі розвитку ГПЯ у чоловіків в постпубертатному періоді в 80% лежать генетичні аномалії в короткому плечі ізохромосоми 12 [i (12p)], або явища анеуплодії 12p [174, 175, 448]. При цьому ізохромосома 12p виявляється як в семіномних, так і несеміномних варіантах ГПЯ [493]. Ця область хромосоми містить ген, відповідальний за продукцію цикліну D2, який порушує супресорну функцію білка ретинобластоми (pRb), в наслідок чого втрачається контроль над проліферативною активністю ГК [20].

Одним з підтверджень ролі генетичних факторів в розвитку ГПЯ також є альтерація в локусі р53 [335].

GCNIS, прилеглі до семіноми і несеміномних герміногенних новоутворень, морфологічно подібні, проте ІГХ аналіз виявляє відмінності між ними. Наприклад, рівні експресії TRA-1- 60 і TRA-1-81-антитіл, які експресуються на людських стовбурових ембріональних клітинах, клітинах ЕР і тератокарціноми, зазвичай набагато вищі в GCNIS, прилеглих до несеміномних герміногенних новоутворень [441, 477].

Цитогенетично семінома і несеміномні ГПЯ (як і їхні GCNIS) також різні: в семіномі більше копій хромосоми 15, ніж в несеміномних герміногенних новоутвореннях [357].

А СП не пов’язана з GCNIS. Генетично пухлини даного типу характеризуються диплоїдією і анеуплоїдією або втратою хромосоми 9 значно частіше ніж i(12p) [448, 461].

Генетичними дослідженнями встановлено, що тератоми – диплоїдні (46XY), тоді як ПЖМПТ – зазвичай анеуплоїдні з постійними хромосомними аномаліями: делецією 1p36 і втратою частин 4q та 6q [394].

Є пухлини, які пов’язані зі статевими клітинами: дисгерміноми і змішані пухлини, які складаються зі статевих клітин і клітин зародкових шнурів/елементів гонадної строми. Дисгерміноми розвиваються майже виключно в дисгенетичних гонадах індивідуумів, які фенотипічно виглядають як жінки, але у них є Y-хромосома і відсутні тільця Барра. Дані особи схильні до високого ризику розвитку семіноми або несеміноми. Несеміномні герміногенні новоутворення, які виникають в дисгерміномах, диплоїдні з i(12p) та з додатковою копією хромосоми 7. Це вказує на те, що ГПЯ, які виникають в дисгенетичних гонадах, патогенетично сходні з пухлинами, які розвиваються в нормальному яєчку [279].

Вивчення молекулярних основ клітинного циклу і його регуляції направлено на ідентифікацію біологічних процесів, які лежать в основі клітинної резистентності до впливу цитостатиків. Так, встановлено, що ГПЯ високо чутливі до циспластин-базуючої хіміотерапії, що дозволяє розглядати їх як чудову модель вивчення механізмів стійкості до хіміотерапії. Хоча генетичні пошкодження в ГПЯ частково вивчені, залишаються питання щодо генетичної основи резистентності до хіміотерапії. У дослідженні з вивчення геномного апарату циспластин-чутливих і резистентних клітинних ліній виявлено різну експресію генів. Для хіміорезистентних клітинних ліній характерні хромосомні порушення в регіоні 16q22-23. Автори вважають, що вивчення цього регіону хромосоми, допоможе в подальшому краще зрозуміти механізм резистентності клітинних ліній до циспластина і вибирати найкращу лікувальну тактику [539].

Відомо, що ГПЯ – захворювання юнаків і молодих чоловіків, відрізняються високою чутливістю до хіміотерапії. Передбачалося, що особлива чутливість цього виду неоплазії пов’язана з високою експресією незміненого гена р53 в пухлинних клітинах. В результаті дослідження щодо з’ясування ролі гена p53 в резистентності або чутливості до хіміотерапії отримані дані, які, хоча і не суперечать раніше показаній підвищеній експресії нормального гена р53 в клітинах ГПЯ, але демонструють, що високий рівень р53 не є причиною високої чутливості цих пухлин до хіміотерапії і інактивація р53 не завжди є механізмом розвитку резистентності до препаратів платини [325].

Як вже відзначалось, примітною рисою деяких ГПЯ є мутація в онкогені KIT, яка зачіпає кодон 816. Ця мутація асоційована з білатеральним ураженням: вона спостерігається в 93% парних пухлин і лише в 1,3% монолатеральних новоутворень яєчка. Мабуть, дане генетичне пошкодження виникає на ранніх етапах ембріонального розвитку, до міграції зародкових клітин в гермінальний гребінь. На жаль, на відміну від мутацій в 9 і 11 екзонах, які спостерігаються в гастроінтестінальних стромальних пухлинах, мутація KIT при ПЯ зачіпає екзон 17 і не асоційована з чутливістю пухлини до специфічного тирозинкіназного інгібітору (Imatinibum) [221, 299].

Таким чином, виходячи з викладеного, слід зазначити, що розуміння молекулярно-біологічних і молекулярно-генетичних основ канцерогенезу ГПЯ допомогають не тільки в діагностиці цих пухлин, а і в розробці схем лікування, в пошуку індивідуалізованих терапевтичних підходів.
1.4. Значення імуногістохімічного дослідження в діагностиці злоякісних новоутворень

Методи молекулярно-біологічного і молекулярно-генетичного дослідження дозволяють визначити специфічні зміни геному в клітинах злоякісних новоутворень і прогностичне значення окремих генетичних аномалій; механізми проліферації пухлинних клітин; роль ЕЦМ та адгезії клітин в пухлинному рості; роль апоптозу, як захисного механізму; роль чинників росту і неоангіогенезу в механізмі утворення пухлини; механізми множинної лікарської стійкості пухлинних клітин.

Вирішальний вплив на план дій лікаря мають результати гістологічного дослідження видаленої пухлини. І хоча класичні методи були і залишаються основою морфологічної діагностики пухлин людини, їхнє використання в низці випадків не дає можливості вирішити актуальні завдання сучасної онкології. Тому природним прагненням науки є розширення методичних можливостей морфологічної верифікації діагнозу. Впровадження ІГХ в повсякденну практику дозволяє підняти якість діагностики та лікування пухлин на більш високий рівень, який відповідає сучасній онкологічній клініці [44, 74, 141].

В основі ІГХ методів лежить принцип специфічної взаємодії тканинних і клітинних антигенів людини зі спеціально отриманими антитілами, які мають на собі різноманітні мітки. Сьогодні немає ніяких труднощів з отриманням антитіл практично до будь-якого антигену. Вивчаючи конкретні молекули, ІГХ дозволяє отримувати інформацію про функціональний стан клітини, її взаємодії з мікросередовищем, встановлювати фенотип і приналежність клітини до певної тканини.

У клінічному аспекті метод ІГХ аналізу на сучасному етапі дозволяє: здійснювати гістогенетичну діагностику пухлин; визначати нозологічний варіант новоутворення; виявляти первинну пухлину по метастазу із невідомим первинним осередком; прогнозувати перебіг пухлинного захворювання; визначати злоякісну трансформацію клітин; виявляти як резистентність, так і чутливість пухлинних клітин до хіміотерапевтичних препаратів та променевої терапії, а також визначати можливості таргетної терапії [38, 63, 372].

На відміну від класичних пухлинних маркерів, які виявляються в сироватці крові і є важливим інструментом діагностики деяких типів пухлин, моніторингу ефективності лікування і виявлення рецидивів захворювання, клітинні або тканинні маркери, як випливає вже з їхньої назви, визначаються безпосередньо в пухлинній тканині. Більшість з них характеризують певні біологічні особливості пухлини, специфіку її «поведінки» і регуляції – наприклад, гормональну чутливість або схильність до інвазії та метастазування. Для деяких молекулярних маркерів конкретна біологічна функція поки не встановлена. Кількість показників, що розглядаються в якості потенційних молекулярних маркерів, збільшується лавиноподібно, відображаючи досягнення та знахідки в області вивчення механізмів регуляції проліферації та диференціювання пухлинних клітин. В їхнє число входять онкогени і протоонкогени, онкобілкі, різні фактори росту та їхні рецептори, рецептори стероїдних і пептидних гормонів, супресорні гени і продукти їхньої експресії, гормонозалежні білки, протеази, які беруть участь в процесах метастазування, інтегрини, що відповідають за міжклітинні контакти, і т.і. [25, 372].

Вважається, що застосування ІГХ потрібно під час діагностики 15–20% злоякісних пухлин. Слід особливо підкреслити, що відповідності між ступенем диференціювання на гістологічному та ІГХ рівнях може не бути. ІГХ верифікації частіше потребують гістологічно низькодиференційовані пухлини, які викликають найбільші труднощі під час світлової мікроскопії. Для ІГХ аналізу пухлин та їхніх метастазів використовується широкий спектр маркерів, до яких можна віднести тканевоспецифічні (білки проміжних філаментів, компоненти БМ, рецептори та ін.), цитоспецифічні (СD-антигени лейкоцитів, міоглобін, гладком’язовий актин, тиреоглобулін і ін.), маркери проліферації (Ki-67 та ін.), пухлино-асоційовані антигени (СА 15-3, СА-125, СА 19-9 та ін. ), пухлинні маркери – онкофетальні антигени (АФП, РЕА та ін.), гормони, ферменти, а також білкові продукти клітинних онкогенів і генів-супресорів, вірусних онкогенів та ін. [74].

Іншим розділом клінічної онкології, де ІГХ знайшла широке застосування, виявився аналіз маркерів, здатних визначити не тільки чутливість пухлин до терапії, але і ступінь їхньої клінічної агресивності. Ці маркери включають в себе рецептори стероїдних гормонів, білки онкогенів і генів-супресорів (р53, Her2, C-KIT, pRb, Bcl-2 та ін.), білків, що пов’язані з клітинним циклом (Ki-67, цикліни, р16, топоізомераза 2А та ін.), каспаз, молекул адгезії (CD44, кадхерини та ін.), інвазійності та метастазування (ММР та ін.), а також ангіогенезу (фактори росту судин, їхні рецептори та ін.) [74].

У зв’язку з вищесказаним, є необхідність у вивченні індивідуальних властивостей пухлини, її біологічної агресивності, здатності до інвазії, метастазування, схильності до рецидива [51].

В останні роки активно вивчаються процеси апоптозу і проліферації. Доведено, що проліферативна активність пухлини є однією з найбільш важливих характеристик її фенотипу, яка в значній мірі визначає швидкість росту новоутворення, його здатність до метастазування, до відповіді на лікувальні заходи і, в кінцевому підсумку, результат онкологічного захворювання. З використанням таких маркерів проліферації як Ki-67 і PCNA проведено вивчення найрізноманітніших типів пухлин органів і тканин. Практично в усіх з них зроблені висновки про те, що ІП є незалежною прогностичною ознакою, що визначає ймовірність виникнення рецидиву, загальну і безрецидивну виживаність [25, 51, 52, 248, 327, 370].

PCNA – це кофактор ДНК полімерази, який грає ключову роль в процесі редуплікації ДНК через активацію вищезгаданого ферменту. Експресія PCNA починає виявлятися в фазі G1, досягає максимуму в фазі S і поступово знижується до кінця фази G2 [462]. Нажаль, використання PCNA супроводжується забарвленням занадто великої кількості клітин, що не відповідає проліферативній потенції тканини [75] і може стати причиною переоцінки ступеня проліферативної активності пухлини [462].

Оптимальним і більш специфічним маркером проліферації для широкого використання в патологоанатомічній практиці є Ki-67 – ядерний антиген, що експресується в усіх фазах клітинного циклу, крім G0 та ранніх стадій фази G1 [75, 128, 327].

Багатьма дослідженнями доведено, що ІП при різних локалізаціях пухлини служить незалежним прогностичним показником виникнення рецидиву, загальної та безрецидивної виживаності, а також передбачуваним чинником для визначення чутливості до хіміо- і променевої терапії [75].

В останні роки увагу багатьох дослідників притягнуто до вивчення апоптозу – загибелі клітин шляхом включення спеціальної генетичної програми самознищення. Апоптоз в даний час асоціюють з патогенезом багатьох захворювань, зокрема проліферативних, онкологічних і дисгормональних [17, 73].

Якщо в здоровій тканині існує баланс між процесами проліферації та загибелі клітини, то в пухлинній тканині має місце автономна і необмежена проліферація клітин. При цьому в трансформованих клітинах виникає стійкість до індукції апоптозу [113].

Велика кількість публікацій присвячена вивченню прогностичного значення генів, які беруть участь в регуляції цього процесу. Одним з найбільш вивчених генів-супресорів є ген р53 [278, 287, 456, 542, 555], який регулює клітинний цикл і відповідає за репарацію ДНК і підтримку цілісності геному. Активація гена р53 дає потужний сигнал до індукції апоптозу. В гені р53 постійно відбуваються процеси транскрипції та трансляції, проте сам білок швидко деградує в протеосомах і в клітинах більшості тканин знаходиться на порозі детекції [307, 326].

У нормально функціонуючих клітинах в разі пошкодження клітинної ДНК експресія p53 різко зростає, що призводить до припинення мітозу до момента відновлення пошкоджень ДНК. У разі занадто великого пошкодження і неможливості репарації p53 запускає механізм програмованої клітинної смерті або апоптозу. Онкогенна трансформація клітини часто супроводжується мутацією в гені р53. Мутантний тип mt p53 – довгоживучий протеїн, його період напіврозпаду – до 24 годин. Мутантна форма білка р53 не виконує своїх функцій, з індуктора вона перетворюється в інгібітор апоптозу і поділ клітин стає некерованим процесом [201].

Вважають, що мутації р53 можуть, як ініціювати канцерогенез (синдром Лі-Фраумені) та визначати його початкові етапи, так і виникати в процесі росту пухлини, обумовлюючи її агресивні властивості [49].

Мутантний р53 визначається при багатьох злоякісних новоутвореннях, таких як пухлини легенів (70%), молочної залози (20%), шлунка (60%) [492]. У злоякісних епітеліальних пухлинах яєчника експресія р53 може досягати 80% [28, 266, 422, 507].

Цікавими виявилися результати дослідження мутацій гена р53 та ІГХ експресії його протеїну при нирково-клітинному раку. За даними низки авторів ген р53 (його мутації) виявляється в пухлинах нирки в 20–40% [287, 555].

При вивченні р53-позитивних випадків залежно від стадії нирково-клітинного раку були отримані такі дані: при стадії рТ2 р53-позитивні випадки були невисокі (4%), однак при дослідженні стадії рТ3 позитивна експресія р53 відзначалася вже в 16% випадків, була пов’язана з високою проліферативною активністю і несприятливим прогнозом. І хоча отримані дані дозволяють говорити про суттєве значення ролі р53 лише на порівняно пізньому етапі пухлинної прогресії, однак, в цілому це не применшує прогностичної цінності ІГХД експресії протеїну р53 [26, 278, 456].

Нам зустрілося лише одне повідомлення, що ген-супресор р53 в ГПЯ буває мутований рідко (менше 10%) [317]. Навпаки, при ГПЯ відзначається гіперекспресія нормального p53, що, можливо, пояснює унікальну чутливість пухлин даної локалізації до хіміо- і променевої терапії [130].

Існує також безліч інших факторів, які регулюють апоптоз. До них відносять сімейство білків Bcl-2, яке включає більше двох десятків протеїнів: Bcl-2, Mcl-1, Bcl-x, Bax, Bad, Bak і деякі інші.

Маркер апоптозу Bcl-2 – ген, який кодує протеїн «виживання», відомий як інгібітор апоптозу. Коли Bcl-2 гіперекспресує, він відіграє важливу роль в туморогенезі. В дослідженнях показано, що рівень експресії Bcl-2 в нирково-клітинному раку має суперечливі показники – від 10 до 80% [239, 310, 338].

Дослідження в групі пацієнтів з локалізованою формою нирково-клітинного раку показали, що підвищена експресія Bcl-2 корелює з кращим виживанням і асоціюється з низьким стадіюванням і градацією [310].

C.T. Lee з співавт. [338] опублікували дані про групу пацієнтів з стадією рT3 світлоклітинного субтипу нирково-клітинного раку, яким виконувалася нефректомія і резекція метастатичних вогнищ. ІГХ аналіз експресії Bcl-2 проводився як для первинної пухлини нирково-клітинного раку, так і для метастатичних вогнищ. Дослідження первинної пухлини нирково-клітинного раку виявили низький рівень експресії Bcl-2 і відсутність кореляції з виживанням пацієнтів. У той же час ІГХД метастатичних вогнищ виявило значно більшу експресію Bcl-2, що дозволяє розглядати даний маркер як потенційну мішень для терапії. Однак суперечливість наявних даних залишає відкритим питання про прогностичну роль Bcl-2.

Вчення J. Folkman про ангіогенез в пухлинах знайшло практичне застосування в онкоморфології. Ангіогенез – це процес формування судин, що стимульований внутрішніми факторами організму. У нормальному стані ангіогенез представлений при розвитку плаценти, загоєнні та багатьох інших процесах, які пов’язані з формуванням тканин. Концепція аутокринной стимуляції ангіогенезу пухлинними клітинами була вперше запропонована в 30-ті роки минулого століття і отримала назву «пухлинного ангіогенезу». Незабаром після виникнення цієї теорії було висловлено припущення про можливість використання сигнальних молекул, які беруть участь в ангіогенезі, як мішеней для протипухлинної терапії. Дане припущення ґрунтувалося на доклінічних даних про те, що придушення цього процесу може привести до уповільнення зростання пухлини через зниження живлення тканини, а також запобігти виникненню гематогенних метастазів [249].

Останні роки вивчення ангіогенезу велося вкрай активно, було досліджено численні проангіогенні чинники, які виділяються пухлинними і стромальними клітинами, вивчені методи блокування їхньої дії. З точки зору молекулярних змін, ангіогенез є комплексним процесом. Для формування нових судин необхідна різноспрямована зміна декількох сигнальних каскадів. Незважаючи на те, що початковою точкою є активація індукованого гіпоксією фактора HIF-α (Hypoxia-inducible factor 1-alpha), який своєю чергою приводить в активний стан VEGF, безліч інших клітинних і позаклітинних факторів є незамінними для цього процесу [329].

За ступенем розвитку кровоносних судин у видаленій злоякісній пухлині виявилося можливим визначати ризик виникнення рецидиву, розвитку метастазів і прогноз онкологічного захворювання [75, 339, 405].

Висока прогностична значимість ступеня вираженості ангіогенезу продемонстрована для багатьох доброякісних і злоякісних пухлин. За допомогою антитіл до антигенів CD31 і CD34 у пухлині визначається ЩС, яка є прогностичною ознакою, часто незалежною від інших характеристик новоутворення. [12, 69, 134, 237, 327].

Під час дослідження слабко васкуляризованих пухлин закономірно виникає питання, за рахунок яких структур здійснюється доставка в них живильних речовин і кисню та відбувається процес метастазування. В останні роки був ідентифікований альтернативний механізм кровопостачання пухлин, який отримав назву «васкулогенна мімікрія», і який характеризується внутрішньопухлинним формуванням високоструктурованих васкулярних каналів, що обмежені БМ, але не мають ендотеліального вистилання [27, 295, 552]. Той факт, що васкулярні канали, які вистелені пухлинними клітинами, присутні практично у всіх злоякісних новоутвореннях, говорить про те, що, ймовірно, ми маємо справу з новою характеристикою пухлинної тканини. Вперше висунута гіпотеза про те, що васкулогенна мімікрія є такою ж органічною складовою біології злоякісної пухлини, як і інактивація апоптозу, нестабільність геному, «втеча» від імунного нагляду, індукція ангіогенезу, здатність до метастазування [16]. В усіх досліджених нами гістологічних типах ГПЯ було виявлено явище васкулогенної мімікрії.

Відомо, що для пухлинних клітин характерно зменшення або повна втрата адгезивних властивостей, що веде до дезорганізації тканини і хаотичності розташування окремих гістологічних структур. Серед ІГХ маркерів несприятливого прогнозу пухлин одними з найбільш вивченних молекул міжклітинної адгезії є E-cadherin і β-catenin [7, 131, 196, 415].

E-cadherin – кальційзалежний мембранний глікопротеїн, який бере участь у формуванні відносної стабільності клітинних контактів в епітеліальних тканинах. Різного роду мутації, делеції, метилювання в гені E-cadherin викликають втрату експресії білка і порушення міжклітинних контактів [50].

Відомо, що дія E-cadherin, як супрессора пухлинного росту, заснована на його здатності зв’язуватися з β-catenin [290], у зв’язку з чим для характеристики стану міжклітинної адгезії в сучасній науковій літературі використовується термін «кадгерін-катенінова система» [192, 244].

Значимість E-cadherin в клінічній практиці доведена при вивченні злоякісних пухлин різних локалізацій і пов’язана з його властивостями супресора пухлинного росту та інвазійності [32, 138, 236, 251, 377, 466].

В агресивних формах раку інактивація генів, які контролюють експресію E-cadherin, зустрічається досить часто і є причиною не тільки подій, що характерні для пізнього канцерогенезу (метастазування та інвазії), але має місце вже на ранніх стадіях розвитку новоутворення [244, 251, 412].

Вивчення клінічної значимості E-cadherin встановило чіткий кореляційний зв’язок між зниженням або зникненням його експресії в мембрані клітин колоректального раку і появою цитоплазматичної експресії в клітинах пухлини з низьким ступінем диференціювання, збільшенням глибини інвазії та стадії пухлинного процесу [32, 116, 244, 363, 377, 412], з наявністю судинної інвазії, появою гематогенних метастазів, ураженням регіонарних лімфатичних вузлів [363] і значним скороченням загального виживання після радикального хірургічного лікування первинних пухлин [164, 192, 244, 378].

На прикладі колоректального раку показано, що зникнення мембранного E-cadherin асоційоване зі збільшенням інвазійності, як у випадках місцево поширених аденокарцином товстої кишки, так і аденокарцином, що метастазують [164, 244].

За думкою Elzagheid A. et al. (2006) аберантна цитоплазматична експресія E-cadherin вказує на велику імовірність рецидиву захворювання, а зменшення мембранної експресії вказує на поганий прогноз при раку товстої кишки [236].

Встановлено, що низький рівень експресії E-cadherin в оперативно видалених гематогенних метастазах корелює з поганим виживанням пацієнтів з колоректальною карциномою [401].

Є припущення, що зниження мембранного і цитоплазматичного E-cadherin в гематогенних метастазах колоректального раку порівняно з первинними пухлинами може бути пов’язане зі змінами в структурі та функціях β-catenin [164, 244].

Також дослідженнями доведено зниження експресії E-cadherin при раку передміхурової залози, яке корелює з виживанням, клінічною та морфологічною стадією захворювання [466, 519].

Однак M.A. Rubin з співавт. (2001) показали, що при метастатичному і гормонорезистентному раку експресія E-cadherin значно підвищена, а її зв’язок з екстрапростатичним ростом та інвазією в сім’яні пухирці статистично незначущі [466].

Помітне зниження експресії молекул E-cadherin відзначено в уротеліальних карциномах, особливо в пухлинах з прогресуючим перебігом, при підвищенні ступеня анаплазії пухлини, у разі наявності судинної інвазії та метастазів в лімфатичних вузлах, проте не встановлений зв’язок з рецидивами раку сечового міхура [251].

Таким чином, порушення експресії E-cadherin в пухлинній тканині є значущим критерієм злоякісності при оцінці прогнозу захворювання після хірургічного лікування, визначенням лікарської стійкості пухлини, а також в вирішенні питання про необхідність призначення хворому ад’ювантної хіміотерапії [30, 290, 412].

Сьогодні в багатьох дослідженнях підтверджується клінічна значимість β-catenin [138, 363, 415], який зустрічається у декількох формах: α-, β-, γ-, δ-катенін. β-catenin – міжклітинний багатофункціональний білок, який бере участь у формуванні адгезивних контактів і є центральним регуляторним компонентом адгезивного комплексу. Виділяють три субклітинні форми β-catenin: мембранну, цитоплазматичну і ядерну [177].

У нормі β-catenin входить переважно до складу клітинної мембрани, зв’язуючись з цитоплазматичною частиною E-cadherin, з одного боку, з α-catenin і актиновими волокнами клітини, з іншого боку. Таким чином, β-catenin забезпечує міцні міжклітинні контакти і бере участь в організації цитоскелету [314].

Вільний β-catenin руйнується, але при надходженні специфічних сигналів білок стає транскрипційним фактором. Його концентрація в цитоплазмі клітин збільшується, і частина молекул транспортується в ядро. Ядерний β-catenin активує транскрипцію низку генів в wingless/wnt шляху передачі внутришньоклітинних сигналів і, таким чином, ініціює клітинну проліферацію [32].

За даними T. Brabletz (2001), ядерний β-catenin активує цілу низку молекул, таких як ММР, активатор плазміногену урокіназного типу і ламінін, які сприяють значному посиленню інвазії та дисемінації ракових клітин [178].

Дослідження колоректальної карциноми показало, що виражена експресія нуклеарного і цитоплазматичного β-catenin відзначається в зонах інвазії, зростання пухлини і корелює зі збільшенням стадії ураження лімфатичних вузлів (pN), судинною інвазією, наявністю метастазів в печінці, пізніми стадіями пухлинного процесу, гіршим прогнозом виживання і, в цілому, характерна для новоутворень з високим інвазійним потенціалом [313, 363, 531].

За даними Resnick M.B. з співавт. (2004) експресія білка β-catenin збільшується в уражених лімфатичних вузлах і метастазах і може бути незалежною прогностичною ознакою виживання для хворих раком товстої кишки [447].

В свох дослідженнях Filiz A.I. з співавт. (2010) і T. Matsuoka з співавт. (2011) показали, що зниження ступеня диференціювання, збільшення стадії захворювання спільно зі скорочення загального виживання асоціюється зі зменшенням мембранної експресії E-cadherin і β-catenin (одночасне накопичення β-catenin в цитоплазмі) в первинній пухлині [244, 378, 417].

Вивчення кадхерін-катенінової системи в папілярному раку щитовидної залози показало, що експресія β-catenin асоціюється з високим потенціалом злоякісності: інвазійним ростом і регіонарним метастазуванням [138].

Відзначено зниження експресії молекул β-catenin в уротеліальних карциномах, особливо в пухлинах з прогресуючим перебігом, при підвищенні ступеня анаплазії пухлини, у разі наявністі судинної інвазії та метастазів в лімфатичних вузлах, проте не встановлено зв’язок з рецидивами раку сечового міхура [251].

Таким чином, виявлення інвазійного фенотипу пухлини робить необхідним вивчення механізму міжклітинних взаємодій, а саме функціонування кадхерин-катенінової системи. Аномальна експресія будь-якого з компонентів цього комплексу пов’язана з посиленням інвазійного потенціалу пухлини [181, 244, 378, 415, 417, 465, 531].

Важливу роль у розвитку пухлини, безсумнівно, відіграє ЕЦМ з його компонентами (колаген, протеоглікани, еластин, ламінін, фібронектин). MMP – цинк-залежні протеолітичні ферменти, які беруть участь в розщепленні компонентів ЕЦМ, чим забезпечують його проникність. Швидкість виділення ММР збільшується в проліферуючих і пухлинних клітинах, особливо локалізованих в зонах інвазії пухлини і при метастазуванні раку. Для всіх MMP існують відповідні специфічні тканинні інгібітори – TIMP. Значимість експресії ММР та їхніх інгібіторів потребує ретельного вивчення так само, як дослідження компонентів ЕЦМ [463].

Доведено, що у нирково-клітинному раку гіперекспресія MMP-2 і MMP-9 асоційована з високою агресивністю пухлини [198, 389]. Аналогічні дані про гіперекспресію ММР-2, ММР-9 отримані при дослідженні пухлин сечового міхура. Вважається, що вони є незалежними факторами прогнозу та метастазування цих пухлин [7]. Вивчення системи ММР у хворих на плоскоклітинну карциному голови і шиї показало збільшення продукції ММР-2 і ММР-9 [45]. Також отримані дані щодо посиленої експресії ММР-2 і ММР-9 в раку молочної залози, що за висновками авторів [165, 348] свідчить про несприятливий прогноз.

Протягом останніх десятиліть було проведено багато досліджень щодо вивчення пухлино-інфільтруючих триптаза-позитивних тучних клітин і прогнозу перебігу пухлин, але їхні результати були суперечливими. Так, існують експериментальні роботи [210, 323, 524], а також і клінічні дослідження неоплазій різноманітних локалізацій [153, 186, 301, 439, 450, 470, 481, 538, 540], які доводять взаємозв’язок щільності тучних клітин в пухлині з ангіогенезом і несприятливим перебігом. Але заразом існують роботи, в яких дослідники не знайшли кореляції між ангіогенезом і щільністю тучних клітин, наприклад, при раку легень [406, 503] і яєчників [189].

У більшості новітніх досліджень показано, що наявність пухлино-інфільтруючих тучних клітин значною мірою пов’язана з прогресуванням пухлин за допомогою різних механізмів, включно з стимулюванням ангіогенезу та імуносупресії [452]. Інфільтрація триптаза-позитивними тучними клітинами має негативний прогностичний ефект пов’язаний з виживаністю, особливо при недрібноклітинному раку легень, гепатоцелюлярному і колоректальному раку. Крім того, підвищена щільність триптаза-позитивних тучних клітин була значною мірою пов’язана з метастазами в лімфатичні вузли [301]. Тісний зв’язок між підвищеною щільністю триптаза-позитивних тучних клітин і зниженою виживаністю пацієнтів може бути пов’язана з такими причинами: триптаза може стимулювати проліферацію ендотеліальних клітин, сприяти утворенню судинних трубок in vitro, а також активувати активатор плазміногену, який індукує вивільнення фактору зростання ендотелію судин (VEGF) або фактору зростання фібробластів (FGF‐2) з їхнього матрикс-зв’язаного стану [171, 301]. Триптаза-позитивні тучні клітини також можуть синтезувати і вивільняти інші ангіогенні фактори, включно з IL-8 і TNF-α, які сприяють утворенню кровоносних судин, що сприяє росту пухлини [449]. Крім того, вони також можуть секретувати імуносупресивні цитокіни (TGF-β1 і IL-10) для інгібування протипухлинного імунітету, опосередкованого Т-лімфоцитами і продукувати MMP, що призводить до деградації ЕЦМ, тим самим полегшуючи інвазію пухлинних клітин в стромі [411].

Триптаза діє безпосередньо на ендотеліальні клітини або опосередковано на ЕЦМ, щоб викликати пухлинний ангіогенез. Ці дані підтверджують доцільність використання триптази тучних клітин, як нового пухлинного біомаркера, а також мішені для антиангіогенної терапії. Крім того, дослідження з триптаза-нокаутованими тваринами необхідні для демонстрації функціонального впливу триптази на пухлинний ангіогенез [219].

PD-1 є ключовим імунним рецептором, що експресується на поверхні активованих Т- і В-клітин, дендритних клітинах і макрофагах, ендотеліальних, гемопоетичних та епітеліальних клітинах, а також природних кілерах (NK-cells) [234, 289, 510] і відіграє вирішальну роль в імунологічній «втечі» пухлини. Його ліганд PD-L1 виявляється в різних типах пухлин і зв’язує PD-1 з метою зменшення імунорезистентності та розвитку імуносупресії, яка відіграє певну роль у пухлинній прогресії [253]. Також є дані, що експресія PD-L1 пов’язана з процесом епітеліально-мезенхімальної трансформації [347].

Будучи основним імуносупресивним фактором, гіперекспресія PD-L1, може сприяти росту пухлини і утворенню метастазів. PD-L1 виявляється в 50% випадків онкологічних захворювань людини, у зв’язку з чим вивчення сигнального шляху PD-L1 стає основним напрямом досліджень в області онкології [190, 191, 436].

Експресію PD-L1 було виявлено у дорослих пацієнтів на клітинах багатьох типів злоякісних пухлин, таких як меланома [351], нирково-клітинний рак [509], недрібноклітинний рак легені [376], пухлини голови і шиї [364], пухлини шлунково-кишкового тракта [409], рак яєчника [373], лімфоми і лейкози [388, 496], а у дітей – на клітинах лімфоми Ходжкіна, гліобластоми і нейробластоми.

Таким чином, звернувшись в огляді літератури до сучасних досягнень ІГХ методу в патоморфологічній діагностиці пухлин різних локалізацій ми виявили лише поодиноке дослідження, присвячене вивченню прогностичного маркера р53 при ГПЯ. Звичайно, в даний час патоморфолог в переважної більшості випадків ГПЯ може встановити правильний діагноз, гістологічну належність новоутворення і ступінь злоякісності. Однак ІГХД при ГПЯ може сприяти вдосконаленню процесу встановлення діагнозу неоплазії яєчок, визначення ризику розвитку метастазів, рецидиву пухлини, прогнозу перебігу захворювання, а також сприяти розробці препаратів, що впливають на внутрішньоклітинні мішені, які відносяться до різних патогенетичних шляхів канцерогенезу. Все викладене свідчить про низку нерозв’язаних питань щодо цієї проблеми та підкреслює її актуальність.

1.5. Сучасні можливості та перспективи таргетної терапії пухлин

Успіх лікування раку історично завжди асоціювався з хірургією, яка дозволяє видалити пухлину. Однак онкологічний процес часто виявляється поширеним через віддалені метастази, що накладає обмеження на можливості хірургічних методик. І хоча вони продовжують удосконалюватися, все ж найбільш вражаючий прогрес останніх років пов’язаний з розвитком фармакологічної науки, молекулярної біології та біотехнологій.

Перші покоління протипухлинних препаратів були переважно хімічного і рослинного походження. Деякі з них використовуються досі, проте в їхньому застосуванні є низка складнощів. По-перше, такі препарати впливають не тільки на пухлину, а й на інші органи і системи. А по-друге, добре допомагаючи одному пацієнту, вони абсолютно не підходять для іншого.

Протягом останніх 50 років перед світовою медициною стоїть проблема лікарської терапії раку, так як більша частина вперше виявленого раку має неоперабельну стадію. Застосування новітніх хіміопрепаратів хоча і збільшує частоту об’єктивних відповідей і загальну виживаність [124, 273, 478], однак вона незначна і часто не перевищує 8–10 місяців [473, 475].

Успіхи в розумінні низки ключових механізмів, що регулюють проліферацію і виживання пухлинних клітин, досягнуті на прикінці XX століття, поклали початок розвитку принципово нового напрямку в терапії злоякісних пухлин, який отримав назву таргетной терапії (від англ. target – ціль, мішень).

Метод таргетної (молекулярно-спрямованої) терапії заснований на визначенні істотних метаболічних відмінностей ракової клітини від здорової. Виборче блокування ланцюжка обміну речовин, присутніх лише в злоякісних клітинах, дозволяє порушити їхнє зростання, а в деяких випадках привести до повного знищення, не впливаючи на неуражені раком клітини. Характерні лише для ракових клітин особливості (рецептори, гени або ферменти, які беруть участь у метаболізмі) отримали назву «молекулярні мішені», проти яких і спрямовані препарати таргетной терапії.

Таргетна терапія передбачає використання лікарських засобів, які специфічно спрямовані на блокування одного або декількох критичних патогенетичних шляхів, що залучені в пухлинний ріст і метастазування [119, 437].

Деякі з призначених для таргетной терапії препаратів є моноклональними антитілами – молекулами, подібними до тих, які виникають в організмі як імунна відповідь на інфекційне вторгнення. Інші пригнічують функцію ферментів, які беруть участь у передачі сигналу, необхідного для запуску поділу клітини. Треті – блокують утворення нових судин у пухлині, необхідних для її трофіки і зростання. Таким чином, кожен препарат направлено впливає на якусь одну мішень, яка відіграє ключову роль в розвитку пухлинної клітини.

Фахівці вважають, що таргетная терапія – початок шляху, який дозволить в недалекому майбутньому говорити про виліковність раку навіть на пізніх стадіях. Це підтверджують успіхи, вже досягнуті при її застосуванні в лікуванні найчастішої злоякісної пухлини у жінок – раку молочної залози [35, 222].

Більшість таргетних препаратів не мають здатності вбивати або виражено пошкоджувати пухлинні клітини (цитотоксичний вплив), а лише надають інгібуючий вплив на проліферацію та/або стимулюють диференціювання пухлинних клітин через виключення механізмів, які відповідають за формування злоякісного фенотипу (цитостатичний вплив). У зв’язку з цим, основним ефектом за їхнього використання є не лікування, а тривале стримування пухлинного росту або, в кращому випадку, зменшення пухлинної маси. Це жодним чином не применшує їхньої потенційної значущості, тому що трансформація злоякісної пухлини в стан хронічного захворювання, що триває роками, є не менш привабливою метою, ніж досягнення повного одужання [35].

Історично до таргетной терапії слід відносити ендокринотерапію, мішенями якої є рецептори стероїдних гормонів. Вона має високу ефективність, проста в застосуванні і добре переноситься пацієнтами [42, 118, 119, 122, 166, 316].

Установлено, що зростання і виживання пухлинних клітин раку молочної залози підтримується через вплив різних ростових факторів, які активують рецептор-опосередковані сигнальні шляхи. З огляду на те, що залежно від молекулярного підтипу ключові механізми активації, проліферації та виживання пухлинної клітини можуть відрізнятися, відрізняються і підходи до використання тих чи інших таргетних препаратів. Таргетні препарати, які схвалені для терапії раку молочної залози або вивчаються в клінічних дослідженнях, можна розділити на три групи: препарати, які спрямовані на конкретні мішені, характерні для певного підтіпу раку молочної залози (антиестрогенні та анти-HER-2 препарати); препарати, які відповідають за пригнічення мікрооточення пухлини, що забезпечує її життєдіяльність (антиангіогенні препарати); інгібітори сигнальних шляхів, які є потенційно активними незалежно від молекулярного підтипу раку молочної залози [35].

Гіперекспресія та/або ампліфікація HER-2 є однією з найбільш несприятливих молекулярно-біологічних характеристик раку молочної залози, яка спостерігається в 20–30% випадках інвазійного раку молочної залози і визначає значне погіршення безрецидивної та загальної виживаності хворих, а також низьку ефективність стандартних методів терапії [35, 42, 122].

Тому вплив на екстрацелюлярний домен HER-2 виявився найбільш успішним видом таргетной терапії при раку молочної залози. Використання моноклональних антитіл до екстрацелюлярного домену HER-2 (наприклад, Trastuzumabum) дозволило вперше за останні 30–40 років істотно збільшити загальну виживаність хворих на метастатичний рак молочної залози. Використання в ад’ювантному режимі у хворих ранніми формами HER-2-позитивного раку молочної залози Trastuzumabum дозволило практично вдвічі знизити відносний ризик розвитку рецидиву хвороби. З появою Trastuzumabum вперше в онкологічній практиці вдалося змінити вектор прогностичної значимості пухлинного маркера – хворі з HER-2-позитивними пухлинами, які раніше вважалися найбільш несприятливими, в даний час мають найкращий прогноз [53, 122, 155, 202, 207, 324; 457].

Стратегія блокади HER-2 виявилася настільки успішною, що в даний час саме цей напрямок є найбільш активно досліджуваним при раку молочної залози. Ідея подвійної блокади HER-2 рецептора (екстрацелюлярного домену і тирозинкіназного домену) знайшла своє відображення в досить вражаючих результататах комбінації таргетних препаратів (наприклад, Trastuzumabum і Lapatinibum) [35, 209, 423, 528].

Останнім часом проводяться доклінічні дослідження лікування аденокарциноми легені з мутацією HER-2 [217].

Однією з причин, які обумовлюють резистентність пухлинних клітин до хіміотерапії, є їхня здатність відновлювати (репарувати) пошкодження ДНК, що викликані хіміопрепаратами. На пригніченні здатності до репарації ушкоджень заснований механізм нового класу протипухлинних препаратів – PARP-інгібіторів. Як свідчать доклінічні дослідження, гальмування активності PARP (ферменту, який відповідає за репарацію одноланцюгових розривів ДНК) значимо посилював цитотоксичність хіміопрепаратів.

Незважаючи на велику кількість ідентифікованих на даний момент мішеней для таргетної терапії, найбільшому клінічному вивченню серед інших піддалися інгібітори судинно-ендотеліального фактора росту (VEGF) [298].

Ангіогенний сигнальний каскад VEGF може бути блокований на декількох рівнях. Вивченню піддаються дві концепції: блокування зв’язування VEGF з рецептором на поверхні клітини за допомогою специфічних антитіл або генетично модифікованих протеїнів-пасток для VEGF та інгібування внутрішньоклітинної передачі сигналу за допомогою низькомолекулярних інгібіторів тирозинкіназ [67, 146, 337].

У доклінічних дослідженнях показано, що високий рівень VEGF в недрібноклітинному раку легенів, корелює з негативним прогнозом захворювання [297, 495], а використання антитіла до VEGF призводить до поліпшення результатів лікування раку легенів [446, 471]. Цікавими є дослідження по вивченню місця препаратів, що пригнічують ангіогенез, в мультитаргетній терапії раку молочної залози. Один з підходів передбачає пряме інгібування активності VEGF [35].

Водночас дані про вплив препаратів цієї групи на загальну виживаність суперечливі, а застосування деяких з них в монотерапії для лікування метастатичного раку молочної залози виявилося і зовсім невдалим [42, 334].

В даний час саме препарати, спрямовані на гальмування неоангіогенезу представляються найбільш перспективними. Bevacizumabum – моноклональне антитіло, яке селективно зв’язується з біологічно активним VEGF і нейтралізує його. Цей препарат пригнічує зв’язування VEGF з його рецепторами на поверхні ендотеліальних клітин, що призводить до зниження васкуляризації та пригнічення росту пухлини [242, 460].

Дослідження ефективності Bevacizumabum показало хороші результати при раку яєчників [185, 204, 281], колоректальному раку [300, 460], раку молочної залози [471], а також раку легенів [183], що підтверджують результати міжнародних багатоцентрових, рандомізованих досліджень. Так, застосування Bevacizumabum в схемах комбінованого лікування пацієнток з карциномою яєчників свідчить про збільшення безрецидивної та загальної виживаності, що дозволяє з надією дивитися на можливість використання даного препарату.

У той же час будь які відомості про використання даного препарату в лікувіанні чоловіків з ГПЯ нам не зустрілись.

Інший сигнальний каскад, який активно задіяний в патогенезі пухлинного процесу, починається з рецептора епідермального фактора росту – EGFR [162, 298], який складається з надмембранного, трансмембранного і внутрішньоклітинного (тирозинкіназного) компонентів. В результаті взаємодії факторів росту з лігандзв’язуючим доменом (надмембранним компонентом) запускається цілий каскад реакцій, кінцевою метою яких є транскрипція регуляторних генів, ініціація клітинного циклу і поділ клітин. В злоякісній пухлині це означає стимулювання її зростання, проліферації клітин, местастазування і ангіогенезу [182, 254, 410].

Учасники цього каскаду і, зокрема сам рецептор в даний час є найбільш привабливими для дослідження і одночасно найбільш вивченими мішенями в розробці протипухлинних препаратів. За останнє десятиліття синтезовано більше десятка субстанцій, які блокують передачу сигналів по каскаду, що активується через цей рецептор. Одним з принципових рівнів регуляції активності сигнальних каскадів є внутрішньоклітинний тирозинкіназний домен. Кінази, також звані фосфатрансферазами, були відкриті на початку 80-х років і негайно ідентифіковані як основні регулятори найважливіших процесів клітинного циклу, метаболізму, росту і проліферації. Фосфорилювання рецепторних тирозинкіназ, що розташовані під клітинною мембраною, є універсальним механізмом передачі сигналу всередину клітини [67, 374].

На даний момент розроблено таргетні препарати – низькомолекулярні інгібітори EGFR, частина з яких рекомендована до використання в клінічній практиці у хворих з мутаціями EGFR [333, 371, 387, 420, 480, 484].

Erlotinib являє собою маленьку молекулу, яка проходить через мембрану і оборотньо зв’язується з АТФ-зв’язуючим доменом внутрішньоклітинної (тирозинкіназної) частини EGFR, тим самим блокуючи подальший каскад реакцій, обумовлених активацією рецептора. В результаті пригнічується проліферація пухлинних клітин, їхнє зростання та інвазія в тканини, метастазування і ангіогенез. Заразом посилюється апоптоз і підвищується чутливість пухлинних клітин до цитостатичних впливів. Препарат підтвердив свою ефективність в лікуванні недрібноклітинного раку легенів.

Поряд з використанням низькомолекулярних інгібіторів EGFR розроблено і інші підходи до блокування сигнального каскаду EGFR і пов’язаних з ним ефектів в пухлинних клітинах. Одним з таких є створення моноклональних антитіл до екстрацелюлярного домену рецептора. Доклінічне вивчення Cetuximabum показало його здатність пригнічувати ріст клітинних ліній недрібноклітинного раку легенів, а також синергітичну протипухлинну активність при використанні разом з традиційними цитостатичними препаратами [459, 508, 543].

KRAS-мутації при недрібноклітинному раку легенів зустрічаються досить часто, при цьому пухлини з KRAS-мутаціями майже завжди мають немутований статус EGFR. Однак є поодинокі повідомлення про одночасне виявлення мутованого статусу і EGFR і KRAS, що асоційовано зі зниженням чутливості до інгібіторів EGFR. Два великих метааналіза [349, 375] показали значуще зниження об’єктивного ефекту лікування інгібіторами тирозинкіназ у разі наявності мутації KRAS.

У профілактиці та фармакологічній корекції гіперпластичних і неопластичних захворювань передміхурової залози використовуються таргетні препарати, які пригнічують проліферативні сигнальні каскади, що індуковані гормонами (андрогени, естрогени), факторами росту і цитокінами, блокують клітинне діління, стимулюють апоптоз пухлинних клітин, пригнічують патологічний неоангіогенез, інвазійну і метастатичну активність пухлинних клітин.

Поліпшення результатів лікування раку шлунково-кишкового тракту також бачиться в застосуванні таргетних препаратів. Колоректальний рак є одним з яскравих прикладів такого успіху, де в арсеналі фахівців вже є три моноклональних антитіла (антиангіогенні, анти-HER2, анти-EGFR). В останні роки з’являються не тільки нові аналоги вже існуючих таргетних препаратів, а й нові їхні класи, що дозволяє з оптимізмом дивитися в майбутнє навіть при таких фатальних пухлинах, як рак підшлункової залози, рак шлунка та колоректальний рак [127, 140, 304, 305, 522].

Препарати останнього покоління – інгібітори EGFR – анти-EGFR антитіла також застосовуються в сучасній таргетній терапії раку товстої та прямої кишки. Однак, ефективність лікування цими препаратами залежить від наявності мутацій в онкогені KRAS, і деяких інших чинників. При відсутності мутацій в онкогені KRAS ефективність лікування метастатичного раку товстої та прямої кишки дуже висока – збільшується середня тривалість життя хворого на 1–2 роки, зменшується кількість рецидивів. У той же час, у разі наявності мутацій в онкогені KRAS в клітинах пухлини хворих на рак товстої та прямої кишки, використання Cetuximabum не призводить до позитивних результатів. У зв’язку з цим американське товариство клінічних онкологів і європейське медичне агенство рекомендують застосування Cetuximabum тільки для лікування пухлин, які містять онкоген KRAS дикого типу (тобто без мутацій).

Протягом останніх десятиліть нирково-клітинний рак демонструє високий щорічний приріст захворюваності [315, 361]. При цьому лікування даної локалізації раку є вкрай важким завданням, тому що пухлина практично не чутлива до хіміотерапії цитостатичними препаратами [5, 9].

Вивчення молекулярно-генетичних особливостей нирково-клітинного раку виявило, що гіперекспресія чинників зростання та їхніх рецепторів, що виникає в результаті інактивації пухлино-супрессорного VHL гена, є найважливішим механізмом активації ангіогенезу в пухлинній тканині. Втрата експресії VHL гена призводить до накопичення HIF-α, який активізує транскрипцію елементів, що індуковані гіпоксією, і призводить до гіперекспрессіі VEGF, PDGF і TGF-α і -β, які своєю чергою активують розташовані поблизу пухлинної тканини клітини ендотелію для побудови нової судинної мережі. Зростання судин призводить до збільшення надходження в пухлинну тканину кисню і поживних речовин, що дозволяє пухлині розвиватися і далі [126, 396]. Встановлено, що повна інактивація VHL гена спостерігається більш ніж в 76% спорадичних випадків світлоклітинного раку нирки [319, 381, 455, 553].

Розроблено кілька препаратів, які впливають на різні внутрішньоклітинні мішені, що відносяться до патогенетичного шляху, пов’язаного з інактивацією гена VHL. Клінічні дані показують, що таргетна терапія нирково-клітинного раку призводить до збільшення виживаності без прогресування в 2–2,5 раза [126, 396]. В лікуванні нирково-клітинного раку також застосовуються таргетні препарати, що впливають на клітинну проліферацію, інгібітори ангіогенезу, EGFR- і ErbB2-тирозинкіназ [268, 445].

В останні роки помітний прогрес в лікуванні тих пухлин, для яких до останнього часу лікарська терапія вважалася малоефективною. Це пухлини печінки, меланома шкіри, медулярний рак щитовидної залози. Для них створені препарати, які підтвердили свою ефективність в дослідженнях.

Переваги таргетной терапії для фахівців очевидні – саме ці препарати дозволяють на сьогодні подолати бар’єри традиційної хіміотерапії. Визначення молекулярно-генетичних мішеней в пухлинах конкретних хворих дозволяє сподіватися, що пацієнти з величезною часткою імовірності дадуть відповідь на терапію. Серед інших безперечних переваг таргетной терапії слід вважати низьку токсичність, що не вимагає частого контролю показників крові, госпіталізації при розвитку ускладнень [34].

Що стосується таргетної терапії ГПЯ, то відомості про таку в науковій літературі малочислені. Вивчення мутації в онкогені KIT, яка зачіпає кодон 816, показало, що вона асоційована з білатеральним ураженням яєчка: (93% парних і лише 1,3% монолатеральних новоутворень сім’яників). На жаль, на відміну від мутацій в 9 і 11 екзонах, які спостерігаються в гастроінтестінальних стромальних пухлинах, мутація KIT при ГПЯ зачіпає екзон 17 і не асоційована з чутливістю пухлини до специфічних тирозинкіназних інгібіторів [221, 299].

Однак аналіз мутацій K-RAS і N-RAS в ГПЯ може надати більше варіантів лікування з більш низьким профілем токсичності порівняно із сучасними методами лікування. Тому подальші дослідження, які вивчають генетичний профіль ГПЯ, виправдані [276].

Незважаючи на те, що ГПЯ є одними з найбільш виліковних злоякісних пухлин, останні дослідження, що присвячені саме їхній таргетній терапії, розчаровують [150]. Багато повідомлень про таргетну терапію при ГПЯ носять характер загальних висловлювань і на сьогоднішній день немає затвердженої цільової терапії для лікування даних пухлин [276]. Серед проблем, які залишаються не вирішиними, є поліпшення результатів лікування у пацієнтів з рефрактерними / рецидивуючими ГПЯ [188].

Таким чином, проведений аналіз наявних в літературі відомостей про сучасні можливості та перспективи таргетної терапії пухлин показав, що вивчення молекулярно-генетичних особливостей пухлини дозволяє пролити світло на уразливі ланки її розвитку і створити арсенал препаратів, достатній не тільки для пригнічення росту, але і для повного руйнування злоякісних клітин. Завдяки зусиллям вчених сьогодні в клінічній практиці вже використовуються десятки препаратів з молекулярно-спрямованою дією, а кілька десятків препаратів проходять апробацію в клінічних дослідженнях.
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РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1. Матеріали дослідження

Для досягнення поставленої мети і вирішення завдань у нашому дослідженні було використано клініко-анатомічний матеріал 301 випадка ГПЯ пацієнтів, які проходили обстеження та лікування в Харківському обласному клінічному центрі урології і нефрології ім. В.І. Шаповала в період 1998–2017 р.р. Був досліджений операційний, отриманий в ході орхіфунікулектомії, та архівний матеріал у вигляді парафінових блоків.

З метою вивчення скарг, тривалості анамнезу захворювання, основних клінічних проявів, результатів фізикального, візуалізаційного (УЗД, КТ, рентген) і гормонального (АФП, β-ХГЛ та ЛДГ) обстеження були проаналізовані історії хвороби всіх пацієнтів.
Всі спостереження були розподілені за типом гістологічної будови відповідно до класифікації ВООЗ (табл. 2.1) і патологічної pTNM класифікації (табл. 2.2) [390], що є вкрай важливим, тому що точне встановлення діагнозу і стадіювання відповідно до сучасних уявлень є фундаментальними [354].

Для найбільш наочного порівняння ІГХ характеристик ГПЯ всі дослідженні спостереження (54/17,94%) були розділені не тільки залежно від гістологічного типу, а ще і за ступенем пухлинної прогресії.

Так, керуючись рTNM класифікацією, були сформовані такі групи:

1. Група «0» була представлена виключно «чистими» ТПТ, які складались із добре диференційованих, зрілих тканин. Пухлини даної групи відповідали стадії T1N0S0.

2. Група «1», наявна пухлина, що обмежена яєчком і його придатком, без інвазії в кровоносні або лімфатичні судини; при цьому пухлина могла вростати в білкову, але не у вагінальну оболонку, а метастази у регіонарні лімфатичні вузли і віддалені метастази були відсутні; сироваткові пухлинні маркери мали різні значення. Пухлини даної групи відповідали стадіям T1N0S0-2.

3. Група «2», наявна пухлина, що обмежена яєчком і його придатком з інвазією в кровоносні або лімфатичні судини, або пухлина проникала через білкову оболонку з ураженням вагінальної оболонки; при цьому були наявні метастази різного ступеня у регіонарні лімфатичні вузли, проте віддалені метастази були відсутні; сироваткові пухлинні маркери мали різні значення. Пухлини даної групи відповідали стадіям T2N1-3S0-2.

4. Група «3» була представлена тільки семіномою. В даній групі пухлина поширювалась на сім’яний канатик з чи без інвазії в кровоносні або лімфатичні судини, при цьому були наявні метастази різного ступеня у регіонарні лімфатичні вузли, а віддалені метастази були відсутні; сироваткові пухлинні маркери мали різні значення. Пухлини цієї групи відповідали стадіям T3N1-3S0-2.

5. Група «4» характеризувалась наявністю у пацієнта віддалених метастазів. При цьому метастази у регіонарні лімфатичні вузли могли бути відсутні; сироваткові пухлинні маркери мали різні значення. Пухлини даної групи відповідали стадіям T2-3N0-3S0-2.

Розподіл спостережень, які було досліджено ІГХ методом, наведений в таблиці 2.3.

Таблиця 2.1

Досліджені герміногенні пухлини яєчка

(відповідно до класифікації ВООЗ, 2016)

	Герміногенні пухлини, що є похідними герміногенних новоутворень «in situ»
	Шифр
	Кількість спостережень

	Неінвазійна неоплазія герміногенних клітин
	
	

	Неоплазія герміногенних клітин «in situ»
	9064/2
	0 (0,0%)

	Особливі форми внутрішньоканальцевої неоплазії герміногенних клітин
	
	0 (0,0%)


Продовж. табл. 2.1
	Пухлини одного гістологічного типу (чисті форми)
	
	

	Семінома
	9061/3
	135 (44,9%)

	Семінома з клітинами синцитіотрофобласта
	
	15 (5,0%)

	Несеміномні герміногенні пухлини
	
	

	Ембріональний рак
	9070/3
	34 (11,3%)

	Пухлина жовткового мішка, постпубертатний тип
	9071/3
	12 (4,0%)

	Трофобластичні пухлини
	
	

	Хоріокарцинома
	9100/3
	1 (0,3%)

	Нехоріокарциномні трофобластичні пухлини
	
	

	Плацентарна трофобластична пухлина
	9104/1
	0 (0,0%)

	Епітеліоїдна трофобластична пухлина
	9105/3
	0 (0,0%)

	Кістозна трофобластична пухлина
	
	0 (0,0%)

	Тератома, постпубертатний тип
	9080/3
	9 (3,0%)

	Тератома з соматичним типом малігнізації
	9084/3
	2 (0,7%)

	Несеміномні герміногенні пухлини більш ніж одного гістологічного типу
	
	

	Змішані герміногенні пухлини
	9085/3
	88 (29,2%)

	Герміногенні пухлини невідомого типу
	
	

	Регресовані герміногенні пухлини
	9080/1
	

	Герміногенні пухлини, що не пов’язані з герміногенними новоутвореннями «in situ»
	
	

	Сперматоцитна пухлина

	9063/3
	3 (1,0%)

	Тератома, препубертатний тип
	9084/0
	2 (0,7%)

	Дермоїдна кіста
	
	1 (0,3%)


	Епідермоїдна кіста
	
	1 (0,3%)

	Добре диференційована нейроендокринна пухлина (монодермальна тератома)
	8240/3
	0 (0,0%)

	Змішана тератома і пухлина жовткового мішка, препубертатний тип
	9085/3
	0 (0,0%)

	Пухлина жовткового мішка, препубертатний тип
	9071/3
	0 (0,0%)


Таблиця 2.2

Досліджені герміногенні пухлини яєчка

(відповідно до патологічної pTNM класифікації, 2016) 
	pT – Первинна пухлина
	Кількість спостережень

	pTX
	Первинна пухлина не може бути оцінена (дивись T – первинна пухлина)
	0 (0,0%)

	pT0
	Немає ознак первинної пухлини (наприклад, гістологічний рубець в яєчку)
	0 (0,0%)

	pTis
	Неоплазія герміногенних клітин «in situ»
	0 (0,0%)

	pT1
	Пухлина обмежена яєчком і його придатком, без інвазії в кровоносні / лімфатичні судини; пухлина може вростати в білкову, але не у вагінальну оболонку
	167 (55,5%)

	pT2
	Пухлина обмежена яєчком і його придатком з інвазією в кровоносні / лімфатичні судини, або пухлина проникає через білкову оболонку з ураженням вагінальної оболонки
	94 (31,2%)

	pT3
	Пухлина поширюється на сім’яний канатик з або без інвазії в кровоносні / лімфатичні судини
	38 (12,6%)

	pT4
	Пухлина поширюється на мошонку з або без інвазії в кровоносні / лімфатичні судини
	2 (0,7%)

	pN – Регіонарні лімфатичні вузли
	

	pNX
	Регіонарні лімфатичні вузли не можуть бути оцінені
	0 (0,0%)

	pN0
	Немає метастазів у регіонарних лімфатичних вузлах
	195 (64,8%)

	pN1
	Метастаз (зи) в ≤ 5 лімфатичних вузлах, усі ≤ 2 см в найбільшому вимірі
	37 (12,3%)

	pN2
	Метастаз (зи) в ≤ 5 лімфатичних вузлах, > 2 см, але ≤ 5 см в найбільшому вимірі; або доказ поза вузлового поширення пухлини
	41 (13,6%)

	pN3
	Метастаз (зи) в лімфатичний вузол (ли) > 5 см в найбільшому вимірі
	28 (9,3%)


Продовж. табл. 2.2
	S – Сироваткові пухлинні маркери
	

	SX
	Дослідження сироваткових маркерів недоступно або не проводилося
	24 (8,0%)

	S0
	Показники сироваткових маркерів в межах норми
	162 (53,8%) 

	S1
	ЛДГ <1,5 × верхня межа норми

β-ХГЛ (мМО / мл) < 5000

АФП (нг / мл) < 1000
	113 (37,5%)

	S2
	ЛДГ = 1,5-10 × верхня межа норми

β-ХГЛ (мМО / мл) = 5000–50000

АФП (нг / мл) = 1000–10000
	2 (0,7%)

	S3
	ЛДГ > 10 × верхня межа норми

β-ХГЛ (мМО / мл) > 50000

АФП (нг / мл) > 10000
	0 (0,0%)


Таблиця 2.3

Розподіл спостережень, досліджених ІГХ методом

	
	Семінома
	ЕР
	ПЖМПТ
	ТПТ
	СП
	ТМСТ
	GCNIS

	Група «0»
	–
	–
	–
	n=3
	–
	–
	n=1

	Група «1»
	n=4
	n=5
	n=4
	n=6
	–
	n=1
	n=2

	Група «2»
	n=5
	n=4
	n=3
	n=7
	n=1
	–
	n=2

	Група «3»
	n=3
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	Група «4»
	n=1
	n=4
	n=2
	–
	–
	n=1
	n=2

	Всього
	n=13
	n=13
	n=9
	n=16
	n=1
	n=2
	n=7


2.2. Методи дослідження

Для вирішення поставлених завдань і досягнення мети у роботі були використані такі методи дослідження:

1. Клінічний (за даними історій хвороби);

2. Морфологічні (макроскопічний, органометричний, гістологічний, гістохімічний);

3. Імуногістохімічний;

4. Морфометричний;

5. Статистичні та математичні.
2.2.1. Клінічний метод дослідження
Клініко-морфологічне дослідження полягало у вивченні за даними історії хвороби таких параметрів: вік, скарги, тривалість захворювання, фактори ризику, клінічні прояви, антропометричні дані, ступінь пухлинного ураження яєчка, наявність/відсутність судинної інвазії, проростання в придаток, оболонки яєчка, сім’яний канатик і мошонку, показники pT і pN, рівень сироваткових гормонів, наявність/відсутність віддалених метастазів у хворих на ГПЯ.
2.2.2. Морфологічні методи дослідження 

Морфологічне дослідження оперативно видалених під час орхіфунікулектомії сім’яних залоз виконували згідно з вимогами, представленими в якості рекомендацій для практичного виконання [149, 223, 395].

При макроскопічному дослідженні визначали: локалізацію (бік ураження), об’єм ураженого яєчка і безпосередньо самої пухлини з визначенням ступеня (відсотка) ураження яєчка з оцінюванням макроскопічних особливостей пухлини. Також оцінювали макроскопічні особливості придатка яєчка, вагінальної оболонки, білкової оболонки і сім’яного канатика.

Для мікроскопічного дослідження і найбільш правильного оцінювання категорії T відбирали шматочки тканини ГПЯ, яку розшаровували через кожен сантиметр по лінії максимального діаметра пухлини (3 блоки), включно з прилеглою до пухлини тканиною (1 блок), а також візуально незміненою тканиною (у разі наявності такої (1 блок), білкову оболонку і придаток, з відбором підозрілих щодо пухлинного ураження ділянок (2 блоки і більше). Додатково виконували зрізи з сім’яного канатика на рівні резекції і відступивши 1 см від яєчка (2 блоки), а також дистальний відрізок сім’яного канатика і всі підозрілі щодо пухлинного ураження ділянки.

Отриманий матеріал фіксували в 10% розчині нейтрального забуферованого формаліну і рідині Буена, оскільки фіксація в кислому формаліні унеможливлює проведення якісного ІГХД [485].

Після фіксації матеріал піддавали стандартній проводці через спирти зростаючої концентрації, рідину Нікіфорова (96% спирт і діетиловий ефір у співвідношенні 1:1), хлороформ, після чого заливали парафіном. З приготованих таким чином блоків робили серійні зрізи товщиною 4–5×10-6 м, які забарвлювали гематоксиліном та еозином, а також за Ван Гізоном. Для виявлення та диференціювання GCNIS використовували PAS-реакцію (контроль з амілазою). Гістологічні методики виконували за прописами, що викладені в інструкціях з гістологічної техніки і гістохімії [66, 117].

При мікроскопічному дослідженні визначали гістологічний тип пухлини відповідно до класифікації ВООЗ 2016 р. [390], а в змішаних ГПЯ – окремих компонентів та їхнього відсоткового вмісту; наявність або відсутність мультицентричності, наявність або відсутність інвазії у кровоносні або лімфатичні судини, наявність або відсутність інвазії в білкову, вагінальну оболонки, сітку Галлера, придаток або сімʼяний канатик і шкіру мошонки, наявність або відсутність пухлинних емболів в просвітах судин всіх калібрів, поширення пухлини периневральними і периваскулярними просторами, проростання її в прилеглі органи і тканини, наявність або відсутність GCNIS в пухлинній та позапухлинній тканині, наявність або відсутність вторинних змін (некроз, крововиливи, запалення); загального стану пухлинної строми (наявність або відсутність набряку, його вираженість), стану судин (повнокров’я, недокрів’я), наявність або відсутність запальної інфільтрації та її характер.

Визначення відсоткового співвідношення компонентів змішаних ГПЯ проводили за допомогою морфометрії методом «полів» [3, 4]. Аналіз проводили на гістологічних препаратах, забарвлених гематоксиліном і еозином та за Ван Гізоном, для чого на поверхню цифрового зображення накладали сітку Автанділова зі 100 точок і проводили підрахунок таких, що припадали на кожну складову досліджуваної змішаної ГПЯ. Потрібного числа підрахунків точок для отримання достовірних даних у 95% довірчому інтервалі досягали повторними накладеннями сітки на різні поля зору, після чого обчислювали середні відсоткові значення пухлинних складових змішаних ГПЯ.
Мікроскопію і мікроскопічне фотографування проводили за допомогою світлового мікроскопу Olympus BX-41TF (Японія) з використанням об’єктивів ×100, ×200, ×400 і ×1000.

2.2.3. Імуногістохімічний метод дослідження

ІГХД було проведено на кафедрі патологічної анатомії Харківської медичної академії післядипломної освіти МОЗ України. В роботі використовували первинні антитіла фірми «Thermo Fisher Scientific Inc.» (США) і «DAKO» (Данія).
Матеріал для ІГХД фіксували в 10% нейтральному формаліні протягом 24 годин, заливали в парафін, готували зрізи товщиною 4×10-6 м, які наносили на високоадгезивні скельця «SUPER FROST PLUS» фірми «DAKO» (Данія) і висушували при температурі 37°С протягом 18 годин. Демаскування виконували методом кип’ятіння зрізів у цитратному буфері (рН 6,0). Для візуалізації первинних антитіл була застосована система детекції Ultra Vision Quanto Detection Systems HRP Polymer («Thermo Fisher Scientific Inc.», США). В якості хромогена використовували DAB (діамінобензидин). Зрізи дозабарвлювали гематоксиліном Майєра і заключали в канадський бальзам. Для кожного маркера з метою виключення хибнопозитивних або помилкових результатів були застосовані контрольні дослідження, в яких використовували зрізи з тканин, що рекомендовані виробником антитіл для позитивного контролю. Крім того, кожне дослідження мало негативний контроль без додавання первинних антитіл. Оцінювання результатів ІГХР проводили в мікроскопі Olympus BX-41TF (Японія) та документували цифровою фотокамерою Olympus C3040-ADU (Японія).

Для комплексного вивчення ГПЯ досліджували експресію таких ІГХ маркерів: Ki-67, Bax, Bcl-2 і р53 для оцінювання проліферативно-апоптотичних процесів; E-cadherin і β-catenin для оцінювання стану міжклітинної адгезії; MMP-1, MMP-3 і MMP-9 разом з їхнім тканинним інгібітором TIMP-1 – для оцінювання стану ЕЦМ; CD31 і CD34 досліджували для оцінювання неоангіогенезу і ступеня васкуляризації; PLAP і Oct-3/4 – для виявлення пухлинних ГК; MCT – для виявлення триптаза-позитивних тучних клітин; PDL-1 для оцінювання імунологічних властивостей пухлини. Усього було вивчено 16 маркерів.
Панель використаних при ІГХ досліджені первинних антитіл представлена в таблиці 2.4.

Проліферативна активність клітин ГПЯ була досліджена шляхом підрахунку відсотку імунопозитивно забарвлених клітин (з використанням моноклональних антитіл Mo a-Hu Ki-67, Clone MIB-1, «DAKO», Данія) в стандартизованому полі зору мікроскопа Olympus BX-41TF (Японія) на збільшенні ×400 (7,5×10-8 м2) з визначенням ІП. У кожному спостереженні аналізували по 20 полів зору з використанням такої формули:
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Рівень проліферації пухлинних клітин визначали за ядерною експресією Ki-67 (Risberg B. et al., 2002). Наявність 0–5% імунопозитивних клітин відповідало 0 балів (низький рівень проліферативної активності), 6–25% – 1 балу (низький рівень проліферативної активності), 26–50% – 2 балам (помірний рівень проліферативної активності), 51–75% клітин – 3 балам (помірний рівень проліферативної активності), 76–100% – 4 балам (високий рівень проліферативної активності).

Таблиця 2.4

Панель первинних антитіл

	№
	Первинне

антитіло
	Клон
	Виробник

	1. 
	Mo a-Hu Ki-67

Monoclonal Antibody
	MIB-1
	«DAKO», Данія

	2. 
	Rb a-Hu Bax

Polyclonal Antibody
	
	«Thermo Fisher Scientific Inc.», США

	3. 
	Mo a-Hu Bcl-2 Monoclonal Antibody
	100/D5
	«Thermo Fisher Scientific Inc.», США

	4. 
	Mo a-Hu p53

Monoclonal Antibody
	DO-7
	«DAKO», Данія

	5. 
	Rb a-Hu E-cadherin

Monoclonal Antibody
	EP700Y
	«Thermo Fisher Scientific Inc.», США

	6. 
	Rb a-Hu beta Catenin

Monoclonal Antibody
	E247
	«Thermo Fisher Scientific Inc.», США

	7. 
	Rb a-Hu MMP1

Polyclonal Antibody
	
	«Thermo Fisher Scientific Inc.», США

	8. 
	Rb a-Hu MMP3

Polyclonal Antibody
	
	«Thermo Fisher Scientific Inc.», США

	9. 
	Rb a-Hu MMP9

(92kDa Collagenase IV)

Polyclonal Antibody
	
	«Thermo Fisher Scientific Inc.», США

	10. 
	Mo a-Hu TIMP1

Monoclonal Antibody
	102D1
	«Thermo Fisher Scientific Inc.», США

	11. 
	Mo a-Hu CD31

Monoclonal Antibody
	JC/70A
	«Thermo Fisher Scientific Inc.», США

	12. 
	Mo a-Hu CD34

Monoclonal Antibody
	QBEND/10
	«Thermo Fisher Scientific Inc.», США 

	13. 
	Rb a-Hu PLAP 

Monoclonal Antibody
	SP15
	«Thermo Fisher Scientific Inc.», США

	14. 
	Rb a-Hu OCT-3/4 Polyclonal Antibody
	
	«Thermo Fisher Scientific Inc.», США

	15. 
	Mo a-Hu MCT

Monoclonal Antibody
	AA1
	«DAKO», Данія

	16. 
	Mo a-Hu PD-L1

Monoclonal Antibody
	22C3
	«DAKO», Данія


Ступінь васкуляризації (ЩС) ГПЯ визначали шляхом підрахунку кількості мікросудин в стандартизованому полі зору мікроскопа Olympus BX-41TF (Японія) на збільшенні ×200 (3,12×10-7 м2). Для виявлення мікросудин використовували маркер ендотеліальних клітин Mo a-Hu CD34 Monoclonal Antibody, Clone QBEND/10, «Thermo Fisher Scientific Inc.», США. У кожному спостереженні аналізували по 20 полів зору.
2.2.4. Морфометричний метод дослідження

ІГХ метод є одним з основних, що використовують в сучасних патоморфологічних дослідженнях і широко застосовують як у науковій роботі, так і в клінічній практиці. Але й досі в багатьох дослідженнях використовують лише якісні та напівкількісні методи оцінювання результатів. Це знижує якість і, як слідство, інформативність проведеного дослідження, що робить його достатньо суб’єктивним. При цьому вже досить тривалий час постійно вдосконалюються різні методики з напівавтоматичної та автоматичної комп’ютерної обробки зображень із отриманням кількісних даних.

Методики комп’ютерного аналізу кольорових цифрових зображень дозволяють зменшити або зовсім виключити суб’єктивність дослідження, а також отримати достовірні кількісні дані, що робить ІГХД більш об’єктивним при вирішенні, наприклад, діагностичних, прогностичних та науково-дослідних завдань. Однак існують і проблеми кількісного оцінювання цифрових зображень, які пов’язані з недосконалістю техніки виготовлення ІГХ препаратів. Це і якість фотоапаратури і мікроскопа, і різна товщина зрізів тканини, і час реакції візуалізації, який завжди підбирається емпірично, це і відсутність єдиних показників і параметрів для кількісного оцінювання ІГХР. Основні відмінності зображень полягають в наступному: експресія маркерів може визначатися в різних клітинних і тканинних структурах (ядрах, цитоплазмі клітин, міжклітинній речовині, мембранних структурах), а S експресії маркера, так само як і його L, в різних пухлинах може значно варіювати. Очевидно, що імунопозитивні ділянки на зображеннях мають різний розмір, марковані області характеризуються різними структурними і колірними властивостями, і єдиною незмінною ознакою таких областей залишається «коричневий колір» в суб’єктивному уявленні.

При цьому треба зауважити, що особливістю цифрових кольорових зображень гістологічних препаратів є істотна нестабільність їхнього колірного змісту. Вона пояснюється тим, що в різних препаратах під впливом тих самих маркерів хімічні реакції проходять по-різному і властивості тканинних структур в різних препаратах відрізняються одна від одної, і ці відмінності призводять до дещо різних результатів реакцій тканин на маркери. Тому на різних цифрових зображеннях колірні координати тих самих типів тканин істотно відрізняються. Крім того, в областях, забарвлених маркером, необхідно виділити різні рівні експресії – від найсвітлішого до найтемнішого, і визначити рівень L цих областей.

Для реалізації якісного та об’єктивного аналізу цифрових зображень було розроблено методику, яка дозволила з максимальною ефективністю проводити оброблення зображень і отримувати більш точні та інформативні кількісні дані і, таким чином, поліпшити якість інтерпретації отриманих результатів (Патент України на винахід № 119922. Спосіб кількісної оцінки рівня світлості та відносної площі експресії маркерів при імуногістохімічному дослідженні тканин. Опубл. 27.08.2019. Бюл. № 16.; Патент України на корисну модель № 123587. Спосіб кількісної оцінки відносної площі експресії маркерів при імуногістохімічному дослідженні тканин. Опубл. 26.02.2018. Бюл. № 4; Патент України на корисну модель № 123586. Спосіб кількісної оцінки рівня світлості експресії маркерів при імуногістохімічному дослідженні тканин. Опубл. 26.02.2018. Бюл. № 4) [90–92].

Запропонована методика дозволяє розділяти за колірними ознаками зображення області маркованих і немаркованих тканин і визначати рівні інтенсивності експресії маркера. Колір кодується у координатах простору CIE Lab, який побудовано за принципом дії системи людського зору. Тому представлення кольорів маркованих та немаркованих тканин у таких координатах подібне до візуального сприйняття людини. На відміну від представлення в градаціях сірого, або в значеннях RGB, запропонований спосіб на першому етапі сегментації дозволяє розділити на зображенні області маркованих і немаркованих тканин, а при повторній сегментації – розділити марковані області за рівнями експресії маркера саме за колірними координатами CIE Lab. Використання автоматичного режиму сегментації цифрового зображення на першому та другому етапах дозволяє уникнути суб’єктивного фактору під час проведення морфометричного дослідження, і водночас прискорює процес отримання результату, а також дозволяє знизити кількість помилок, що пов’язані з суб’єктивністю сприйняття дослідника, розробити чіткі морфометричні критерії оцінювання результатів експресії певних маркерів.
Для сегментації кольорових цифрових зображень найбільш використовуваним ієрархічним методом є метод кластеризації К-середнього (k-means) [353, 369].

В своїй основі алгоритм K-середнього заснований на мінімізації цільової функції, яка дорівнює сумі квадратів відстаней від усіх точок кластера до його центру. Цільова функція, що заснована на критерії суми найменших квадратів, визначається так:
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 означає центр кластера і К – кількість кластерів, 
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 – вираження квадратичної норми для обчислення відстані між точками.

У класичних методах сегментації [136] локальні характеристики згладжуються і розглядаються як вектори в метричному просторі, описуючи таким чином кожну область зображення усередненим вектором характеристик (центром). В якості міри відмінності при такому підході найчастіше використовується квадрат (зваженої) евклідової відстані.

Коли є набір даних Х, алгоритм K-середнього мінімізує цільову функцію ітеративно. Цей процес складається з декількох кроків:

Крок 1. Вибрати К початкових центрів 
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Крок 2. На t-му ітеративному кроці розподілити елементи множини Х між К кластерами з урахуванням співвідношення:
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Крок 3. За результатами кроку 2 обчислюють нові центри кластерів 
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 такі, що цільова функція зменшується. Нові центри формуються за співвідношенням:
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Крок 4. Якщо всі центри кластерів не змінилися в міру зростання кроку ітерації, процедура зупиняється. Перехід до кроку 2.

Поведінка цього алгоритму сильно залежить від величини К, вибору центрів кластерів і геометричних властивостей вихідних даних. Тим не менш, простота методу забезпечила йому широке застосування в задачах розпізнавання образів, оброблення зображень і машинного зору. Огляд можливостей методу і алгоритмів його реалізації можна знайти, наприклад, в роботі S.M.A. Burney, H. Tariq [184].

Одним з основних критеріїв однорідності для групи пікселів в кластері при виконанні сегментації зображення є колір. Історично перші розробки були засновані на використанні простору RGB для опису колірних даних [194, 362]. Однак, цей колірний простір погано описує особливості колірного зору людини, тому його застосування для задач сегментації не завжди буває ефективним. Таким чином, до теперішнього часу відомо багато прикладів використання інших колірних просторів для опису кольору при сегментації зображення [156, 160, 391, 433].

Серед використовуваних колірних просторів – HSV, YʼIʼQʼ, XYZ, L*U*V* і LAB. Завдяки різним особливостям всі вони знаходять застосування в задачах сегментації та подальшого аналізу медичних зображень. Потрібно відзначити, що колірні координати просторів HSV, YʼIʼQʼ розраховуються на основі RGB значень яскравості пікселів зображення [433]. RGB є апаратно-залежним простором, тобто значення колірних координат RGB залежать від типу пристрою, що відтворює колір. Тому використання просторів HSV, YʼIʼQʼ знижує точність методів сегментації. Такого недоліку позбавлені апаратно-незалежні колірні простори XYZ, L*U*V* і LAB – вони побудовані на описах властивостей стандартного спостерігача у вигляді функцій кольорової відповідності та пов’язані тільки з особливостями дії зорової системи людини.

XYZ значення обчислюються за результатами спектрометричних вимірювань візуальних стимулів і своєю чергою є основою для розрахунку колірних координат L*U*V* и LAB. Для колірної специфікації найбільшого поширення набув простір LAB, координати якого розраховуються за такими формулами [238]:
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 – координати заданих кольорів; 
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 – координати номінального білого колірного стимулу стандартного джерела освітлення.

У цьому просторі відмінність між колірними стимулами обчислюється з використанням евклідової метрики [238]:
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Ця формула після її введення в експлуатацію в 1976 р. була неодноразово вдосконалена і модифікована, проте саме в такому вигляді вона є основною для сучасної колориметричної техніки і повсюдно використовується для оцінювання точності відтворення кольорів. Тому застосування цієї формули колірних відмінностей в якості метрики для алгоритму сегментації за кольором є природним і обґрунтованим.

Спосіб здійснюють таким чином. ІГХ забарвлені гістологічні зрізи досліджуваних тканин реєструють за допомогою мікроскопу і цифрової фотокамери. Отримані фотографії обробляють у програмному пакеті Matlab, використовуючи стандартні інструменти оброблення цифрових зображень. Спочатку за значеннями яскравості колірних RGB каналів у кожному пікселі вихідного зображення розраховують допоміжні колірні координати CIE XYZ, а потім – колірні координати CIE Lab. Таким чином, вихідному цифровому зображенню відповідатиме тримірний масив колірних координат CIE Lab, однією з них є L, значення якої можуть коливатись у межах 0–100. Далі виконують первинну автоматичну сегментацію за методом К-середніх з обчисленням величин колірних відмінностей між пікселями зображення та виділенням областей експресії маркера, фону, ядер та мембран. Після цього виконують візуальне оцінювання цих областей та визначення, в яких з них присутній потрібний колір маркера. На другому етапі повторної автоматичної сегментації для виділеної області за методом К-середніх розраховують величини відмінностей між пікселями в кольоровому просторі CIE Lab, завдяки чому маркована область розділюється на три рівні експресії маркера: слабкий рівень експресії, середній та сильний з визначенням S маркера, який експресується. Для морфометричного вимірювання S, яку займають імунопозитивні структури, у виділеній області автоматично обчислюється співвідношення кількості пікселів цифрового зображення області імунопозитивної реакції до загальної кількості пікселів в зображенні, визначене у %.

Кожен піксель зображення у кожному з трьох колірних каналів червоного R, зеленого G та синього B має 256 відтінків у діапазоні значень яскравості від 0 – найтемніший до 255 – найсвітліший. Для розрахунку колірних характеристик кожного пікселя зображення у колірному просторі CIE Lab виконують такі кроки:

1) Розраховують допоміжні колірні координати CIE XYZ за формулами [132]:
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2) Розраховують колірні координати CIE Lab за формулами [238]:
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Де координати X0, Y0, Z0 відповідають зразковому білому кольору і є довідковими: X0=95,04; Y0=100; Z0=108,89;

3) За методом К-середніх виконують автоматичну сегментацію цифрового зображення на чотири області. Кожна область поєднує пікселі, що суттєво відрізняються за кольорами, представленими у CIE Lab координатах. Ці області відповідають на зображенні областям маркеру, фону, ядер та мембран. Області виводяться на екран для спостерігання;

4) Спостерігач візуально оцінює ці області, та визначає, в якій з них присутній потрібний колір маркеру; саме ця група пікселів підлягатиме подальшій вторинній сегментації та аналізу;

5) На другому етапі (повторна автоматична сегментація) визначена область зображення з маркованими тканинами за допомогою автоматичної сегментації за методом К-середніх розподіляється за світлістю (L) на три рівні експресії: L=0–40 відповідає сильному рівню експресії маркера; L=40–50 відповідає середньому рівню експресії маркера; L=50–100 відповідає слабкому рівню експресії маркера;

6) Визначені групи пікселів відображаються на екрані у вигляді зображень областей з різними рівнями експресії маркера;

Для ілюстрації ефективності запропонованого підходу наводимо набори зображень (цифрові фотографії) різних гістологічних типів ГПЯ. Дані зображення відображають результати забарвлення гістологічних зрізів тими чи іншими ІГХ маркерами. Фотографування проводили на мікроскопі Olympus BX-41TF з використанням програми Olympus DP-Soft (Version 3:1). Частина зображень містила структури, відмічені маркерами, і S цих структур на різних зображеннях відрізнялась. Приклади вихідних зображень показані на рис. 2.1.

Як вже вказувалось, основні відмінності зображень полягають в наступному: маркери, що експресуються, можуть визначатися в різних клітинних і тканинних структурах; S маркера, так само як і його L, в різних пухлинах також може значно варіювати.

Очевидно, що об’єкти на зображеннях мають різний розмір, марковані області характеризуються різними структурними і колірними властивостями, і єдиною незмінною ознакою таких областей залишається «коричневий колір» в суб’єктивному уявленні. До досліджуваних зображень був застосований запропонований алгоритм двоетапної сегментації з використанням К-середніх в просторі Lab, і одноетапна сегментація К-середніх з поданням зображень в градаціях сірого і в значеннях RGB (рис. 2.2–2.6).

	[image: image24.jpg]



	[image: image25.jpg]




	[image: image26.jpg]



	[image: image27.jpg]





Рис. 2.1. Приклади вихідних зображень.

	          Вихідне зображення
[image: image28.emf]Исходное изображение 


	        Вихідне зображення
[image: image29.emf]Исходное изображение 




Рис. 2.2. Початкове зображення (кольорове і в градаціях сірого).

	Об’єкти в кластері 1 [image: image30.emf]объекты в кластере 1


	Об’єкти в кластері 2 [image: image31.emf]объекты в кластере 2



	Об’єкти в кластері 3 [image: image32.emf]объекты в кластере 3


	Об’єкти в кластері 4 [image: image33.emf]объекты в кластере 4




Рис. 2.3. Результати одноетапної сегментації зображення в градаціях сірого.

	Об’єкти в кластері 1
[image: image34.emf]объекты в кластере 1


	Об’єкти в кластері 2
[image: image35.emf]объекты в кластере 2



	Об’єкти в кластері 3
[image: image36.emf]объекты в кластере 3


	Об’єкти в кластері 4
[image: image37.emf]объекты в кластере 4




Рис. 2.4. Результати сегментації зображення в RGB поданні.

	Об’єкти в кластері 1
[image: image38.emf]объекты в кластере 1


	Об’єкти в кластері 2
[image: image39.emf]объекты в кластере 2



	Об’єкти в кластері 3
[image: image40.emf]объекты в кластере 3


	Об’єкти в кластері 4
[image: image41.emf]объекты в кластере 4




Рис. 2.5. Результати первинної сегментації зображення з використанням К-середніх в колірному просторі Lab.

	Зображення для повторної сегментації.

S маркера 11,29%.
[image: image42.emf]Изображение для повторной сегментации   Общая площадь маркера  0.11293


	Lab координати маркера

29,49; 12,64; 13,52.

S маркера 3,08% [image: image43.emf]Lab координаты маркера   29.4899  12.6362  13.5217  Площадь маркера  0.030843



	Lab координати маркера

38,85; 8,47; 16,22.

S маркера 3,60% [image: image44.emf]Lab координаты маркера   38.8547  8.4745  16.2201  Площадь маркера  0.036008


	Lab координати маркера

38,90; 11,84; 24,67.

S маркера 4,61% [image: image45.emf]Lab координаты маркера   38.8962  11.8394  24.6737  Площадь маркера  0.046075




Рис. 2.6. Початкове зображення для вторинної сегментації і її результати з виділенням областей за рівнями експресії маркера.
Наведений приклад показує, що використання подання в градаціях сірого не дозволяє відокремити області маркованих тканин від немаркованих (рис. 2.2, 2.3). RGB уявлення призводить до того, що виділені складові зображення хоч і відрізняються один від одного по яскравості (і, відповідно, по світлості), але в них також змішані марковані і немарковані тканини (рис. 2.4). На відміну від цих підходів, запропонований алгоритм на першому етапі сегментації дозволяє розділити на зображенні області маркованих і немаркованих тканин (рис. 2.5), а при повторній сегментації – розділити марковані області за рівнями експресії маркера (рис. 2.6). В результаті визначена S областей експресії маркера дозволяє об’єктивно оцінити основні біологічні властивості різних пухлин [432].

Кількісні та якісні показники експресії маркерів вивчали на 10–30 випадково обраних полях зору мікроскопа Olympus BX-41TF при збільшенні ×200 (3,12×10-7 м2).

2.2.5. Статистичні та математичні методи дослідження
Статистичне оброблення даних здійснювалася за допомогою пакету статистичного аналізу Тріал-версії STATISTICA 13.3 EN.

Для порівняння центральних тенденцій в групах використовувався непараметричний критерій Манна-Уїтні [46, 114], тому що обсяг вибірки в групах зразків не перевищував 3–9 спостережень. Проте, описові статистики представлені традиційно як середнє ± похибка середнього (M±m), тому що для вибірки з 3–4-х зразків важко визначити медіану і квартілі. Усі статистичні гіпотези, зокрема про значимість відмінностей центральних тенденцій в групах, перевіряли за довірчої ймовірності 95% (p<0,05). Для оцінювання зв’язків між показниками використовувався непараметричний коефіцієнт кореляції Спірмена [46].

Завдання класифікації (визначення) зразків за формами і групами дослідження вирішувалися методами багатовимірного дискримінантного аналізу. Здійснення такого аналізу зводиться до визначення канонічних дискримінантних функцій з вибором найбільш інформативних з точки зору завдань класифікації змінних, які поділяють форми/групи, і побудови набору класифікаційних функцій з їхнім подальшим аналізом. Ефективність визначення на основі класифікаційних функцій визначалася за результатами апостеріорної класифікації, коли приналежність зразка до певної групи не відома, і ми прогнозуємо її на основі отриманих класифікаційних функцій.

За матеріалами даного розділу опубліковані такі праці:

1. Потапов СМ, Марковський ВД, Кулішова НЄ, винахідники; Харківський національний медичний університет, патентовласник. Спосіб кількісної оцінки рівня світлості та відносної площі експресії маркерів при імуногістохімічному дослідженні тканин. Патент України на винахід № 119922. 2019 Сер 27 [92].

2.  Потапов СМ, Марковський ВД, Кулішова НЄ, винахідники; Харківський національний медичний університет, патентовласник. Спосіб кількісної оцінки відносної площі експресії маркерів при імуногістохімічному дослідженні тканин. Патент України на корисну модель № 123587. 2018 Лют 26 [90].

3. Потапов СМ, Марковський ВД, Кулішова НЄ, винахідники; Харківський національний медичний університет, патентовласник. Спосіб кількісної оцінки рівня світлості експресії маркерів при імуногістохімічному дослідженні тканин. Патент України на корисну модель № 123586. 2018 Лют 26 [91].

4. Potapov SN, Kulishova NYe. K-means approach in tumors cell color segmentation in lab color space. Бионика интеллекта. 2016;1(86):85-89 [432].

РОЗДІЛ 3

ЕПІДЕМІОЛОГІЧНІ ТА КЛІНІКО-МОРФОЛОГІЧНІ ОСОБЛИВОСТІ ГЕРМІНОГЕННИХ ПУХЛИН ЯЄЧКА ТА ВЗАЄМОЗВ’ЯЗКИ СТАДІЙ TNS ЗІ СТУПЕНЕМ ПУХЛИННОГО УРАЖЕННЯ ЯЄЧКА І ВІДДАЛЕНИМИ МЕТАСТАЗАМИ

3.1. Епідеміологічні та клініко-морфологічні особливості герміногенних пухлин яєчка.
Дане дослідження проведено на основі аналізу операційного матеріалу яєчок, що був отриманий в ході орхіфунікулектомії, а також історій хвороби в період з 1998 по 2017 роки на базі Харківського обласного клінічного центру урології і нефрології ім. В.І. Шаповала. За даний період були проаналізовані дані 301 пацієнта з різними гістологічними типами ГПЯ.

Усі спостереження були розподілені відповідно до класифікації ВООЗ (табл. 3.1). Як видно, семінома, стала найчастішою пухлиною і налічувала 150 (49,83% від усіх ГПЯ) спостережень (15 з них – семінома з клітинами синцитіотрофобласту) [99, 100]. Друге місце посіли змішані ГПЯ – 88 спостережень (29,24% від загальної кількості пухлин). ЕР яєчка був представлений 34 випадками (11,30% від усіх досліджених ГПЯ). ПЖМПТ і ТПТ зустрілись значно рідше – у 12 (3,99% всіх спостережень) і 9 (2,99% всіх спостережень) ГПЯ відповідно. СП, тератома препубертатного типу, ТМСТ і хоріокарцинома були представлені одиничними спостереженнями.

Для кращої наочності динаміки частоти ГПЯ по роках весь масив досліджених пухлин було розділено на два десятиліття. Як видно з таблиці 3.1 у другому десятилітті відбулось зростання кількості ГПЯ на 18,12% (з 138 до 163 випадків), більшою мірою за рахунок семіноми, змішаних ГПЯ і ЕР – 17,39%, 31,58% і 83,33% відповідно [110]. А частота ПЖМПТ, навпаки, зменшилась в другому десятилітті з 9 до 3 випадків (на 66,67%). У той же час частота інших ГПЯ суттєво не вплинула на загальні показники через їхню невелику абсолютну кількість [430].

Таблиця 3.1

Розподіл ГПЯ за нозологією та у динаміці років
	Назва

   пухлини

Рік
	Семінома
	Семінома з клітинами синцитіотрофобласту
	ЕР
	ПЖМПТ
	СП
	ТПТ
	ТМСТ
	Тератома, препубертатний тип
	Хоріокарцинома
	Змішані ГПЯ
	Всього по рокам і десятиліттям

	1998 
	10
	0
	0
	1
	0
	1
	0
	1
	0
	8
	21

	1999 
	5
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	5
	10

	2000 
	3
	0
	4
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	4
	11

	2001 
	7
	1
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	3
	12

	2002 
	12
	0
	3
	0
	0
	1
	0
	0
	0
	1
	17

	2003 
	6
	1
	0
	2
	0
	1
	0
	0
	0
	2
	12

	2004 
	9
	0
	0
	2
	1
	0
	0
	0
	0
	2
	14

	2005 
	5
	0
	2
	4
	0
	0
	0
	0
	1
	4
	16

	2006 
	3
	1
	0
	0
	0
	1
	0
	1
	0
	5
	11

	2007 
	6
	0
	2
	0
	0
	1
	1
	0
	0
	4
	14

	Перше десятиліття
	66
	3
	12
	9
	1
	5
	1
	2
	1
	38
	138

	2008 
	2
	1
	4
	0
	0
	1
	0
	0
	0
	8
	16

	2009 
	4
	1
	2
	0
	0
	2
	0
	0
	0
	6
	15

	2010 
	8
	2
	2
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	4
	16

	2011 
	6
	1
	3
	0
	0
	1
	0
	0
	0
	6
	17

	2012 
	12
	1
	2
	1
	1
	0
	0
	0
	0
	4
	21

	2013 
	15
	2
	0
	2
	0
	0
	0
	0
	0
	4
	23

	2014 
	5
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	4
	10

	2015 
	1
	2
	3
	0
	1
	0
	1
	0
	0
	9
	17

	2016 
	10
	1
	2
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	13

	2017 
	6
	0
	4
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	5
	15

	Друге десятиліття
	69
	12
	22
	3
	2
	4
	1
	0
	0
	50
	163

	ВСЬОГО
	135
	15
	34
	12
	3
	9
	2
	2
	1
	88
	301


Встановлено, що за локалізацією патологічного процесу, в цілому, праве яєчко було уражене тією чи іншою ГПЯ на 12,30% частіше за ліве (табл. 3.2). Аналогічне співвідношення сторін пухлинного ураження також було відзначено при змішаних ГПЯ і ЕР – праве яєчко вражалось частіше за ліве на 11,36% і 11,76% відповідно. А при семіномі і ТПТ це співвідношення було ще більш вираженим – ліве яєчко було уражене пухлиною рідше за праве на 21,34% і 55,56% відповідно. А от при ПЖМПТ спостерігалась абсолютно протилежна картина – ліве яєчко вражалось у переважної більшості випадків (91,67%).

При вивченні анамнестичних даних пацієнтів досліджували їхній вік на момент звернення до лікаря (табл. 3.2).

Семінома найчастіше зустрічалась у вікових категоріях від 20 до 50 років (88,66% всіх випадків). Але даний гістологічний тип, на відміну від інших ГПЯ, також виявлявся і у пацієнтів віком від 60 до 90 років (4,00% всіх спостережень), що склало 85,71% від усіх хворих вказаного віку.

ЕР також найчастіше зустрічався у вікових категоріях від 20 до 50 років і майже цілком був представлений ними (97,06% спостережень). Звертав на себе увагу той факт, що в категоріях від 50 до 90 років даний вид пухлини був повністю відсутній, а найстарший пацієнт мав вік 48 років [108].
В групі ПЖМПТ найбільша кількість пацієнтів входила у вікові категорії від 20 до 40 років (91,67% хворих); на вікову категорію до 20 років приходився лише один пацієнт, найстарший з пацієнтів був у віці 37 років, а інші вікові категорії хворих на ПЖМПТ взагалі не були представлені [108].

Група ТПТ в 77,78 % спостережень була представлена хворими від 20 до 40 років, а на вікові категорії до 20 років і від 40 до 50 років приходилось лише по 1 (11,11%) хворому, при цьому інші вікові категорії в даній групі пухлин також представлені не були.

В групі змішаних ГПЯ найчисленнішими були вікові категорії від 20 до 50 років, які в сукупності дали 92,04% всіх випадків. При цьому пацієнти віком до 20 років зустрічались в 6,82% спостережень.

Таблиця 3.2

Вік і частота сторони ураження хворих на ГПЯ

	Назва пухлини
	Середній вік, рік
	Бік ураження

	
	
	Правий
	Лівий

	
	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	Всі пухлини
	33,91(0,57
	169
	56,15
	132
	43,85

	Семінома
	36,89(0,86

p1<0,01

p2<0,001

p3<0,05

p4<0,001
	91
	60,67
	59
	39,33

	ЕР
	33,50(1,30

p5<0,05

p6>0,05

p7<0,05
	19
	55,88
	15 
	44,12

	ПЖМПТ
	28,67(1,68

p8>0,05

p9>0,05
	1
	8,33
	11
	91,67

	ТПТ
	28,67(3,03

p10>0,05
	 7
	77,78
	2
	22,22

	Змішані ГПЯ
	29,99(0,88
	49
	55,68
	39
	44,32

	p1 –
	достовірність різниці між семіномою і ЕР;

	p2 –
	достовірність різниці між семіномою і ПЖМПТ;

	p3 –
	достовірність різниці між семіномою і ТПТ;

	p4 –
	достовірність різниці між семіномою і змішаними ГПЯ;

	p5 –
	достовірність різниці між ЕР і ПЖМПТ;

	p6 –
	достовірність різниці між ЕР і ТПТ;

	p7 –
	достовірність різниці між ЕР і змішаними ГПЯ;

	p8 –
	достовірність різниці між ПЖМПТ і ТПТ;

	p9 –
	достовірність різниці між ПЖМПТ і змішаними ГПЯ;

	p10 –
	достовірність різниці між ТПТ і змішаними ГПЯ.


Для більш детального вивчення ГПЯ в аспекті вікових категорій всі хворі були розподілені на 8 груп (табл. 3.3).

Таблиця 3.3

Розподіл хворих на ГПЯ за віком

	Назва пухлини
	Кількість випадків
	Вікова категорія

	
	
	до 20 років
	20–30 років
	30–40 років
	40–50 років
	50–60 років
	60–70 років
	70–80 років
	80–90 років
	Всього

	Всі пухлини
	Абсолютне значення
	13
	99
	110
	62
	10
	5
	1
	1
	301

	
	Відсоткове значення
	4,32
	32,89
	36,54
	20,61
	3,32
	1,66
	0,33
	0,33
	100,0

	Семінома
	Абсолютне значення
	3
	34
	61
	38
	8
	4
	1
	1
	150

	
	Відсоткове значення
	2,00
	22,67
	40,66
	25,33
	5,33
	2,67
	0,67
	0,67
	100,0

	ЕР
	Абсолютне значення
	1
	8
	17
	8
	0
	0
	0
	0
	34

	
	Відсоткове значення
	2,94
	23,53
	50,00
	23,53
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	100,0

	ПЖМПТ
	Абсолютне значення
	1
	5
	6
	0
	0
	0
	0
	0
	12

	
	Відсоткове значення
	8,33
	41,67
	50,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	100,0

	ТПТ
	Абсолютне значення
	1
	5
	2
	1
	0
	0
	0
	0
	9

	
	Відсоткове значення
	11,11
	55,56
	22,22
	11,11
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	100,0

	СП
	Абсолютне значення
	0
	0
	0
	1
	2
	0
	0
	0
	3

	
	Відсоткове значення
	0,00
	0,00
	0,00
	33,33
	66,67
	0,00
	0,00
	0,00
	100,0

	ТМСТ
	Абсолютне значення
	0
	2
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	2

	
	Відсоткове значення
	0,00
	100,0
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	100,0

	Тератома, препубертатний тип
	Абсолютне значення
	1
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	2

	
	Відсоткове значення
	50,00
	50,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	100,0

	Хоріокарцинома
	Абсолютне значення
	0
	0
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	1

	
	Відсоткове значення
	0,00
	0,00
	0,00
	100,0
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	100,0

	Змішані ГПЯ
	Абсолютне значення
	6
	44
	24
	13
	0
	1
	0
	0
	88

	
	Відсоткове значення
	6,82
	50,00
	27,27
	14,77
	0,00
	1,14
	0,00
	0,00
	100,0


Що стосується інших ГПЯ (СП, ТМСТ, тератома препубертатного типу і хоріокарцинома), то вони були представлені дуже невеликою кількістю випадків. Дані пухлини вражали пацієнтів віком до 40 років, за винятком СП, при якій пацієнти мали вік від 48 до 53 років.
Отримані при вивчені історій хвороби дані щодо виду і частоти тих чи інших скарг пацієнтів з ГПЯ наведені в таблиці 3.4.
Діагнозом медичної установи, що направила пацієнта на подальше обстеження та лікування, в більшості випадків була ПЯ. Але помилкові діагнози зустрічались у досить великого відсотка пацієнтів і були представлені запальними процесами (гострий орхіт або загострення хронічного орхіту, гострий орхіепідидиміт або загострення хронічного орхіепідидиміту), а також гідроцеле, атрофією яєчка, варикоцеле, пухлинами придатку яєчка, гострим пієлонефритом, а також кістами яєчка і сім’яного канатика. Серед помилкових діагнозів більшість склали саме зазначені вище запальні процеси (табл. 3.5).

У хворих на ГПЯ, що були представлені невеликою кількістю спостережень (СП, ТМСТ, тератома препубертатного типу і хоріокарцинома), діагнозом при госпіталізації була ПЯ, за винятком одного випадку тератоми препубертатного типу, в якому мав місце помилковий діагноз – кіста сімʼяного канатика.

Тривалість захворювання на момент госпіталізації (зі слів хворих) коливалась від 1 доби до 48 місяців (табл. 3.6). При цьому достовірної різниці в тривалості захворювання між пацієнтами з різними гістологічними типами ГПЯ виявлено не було, окрім помірної тенденції до її зменшення (t=1,51) при ЕР порівняно з семіномою. В випадках пухлин, що були представлені невеликою кількістю спостережень, тривалість захворювання коливалась від 0,5 до 12 місяців.

Для більш детального аналізу тривалості захворювання вона була розділена на 7 часових відрізків (табл. 3.7). Звертав на себе увагу той факт, що дуже велика кількість хворих зверталась за медичною допомогою лише через 6–12 і більше місяців від моменту, коли вони почали вважати себе хворими [430].

Таблиця 3.4

Види і частота скарг хворих на ГПЯ
	
	Всі пухлини
	Семінома
	ЕР
	ПЖМПТ
	ТПТ
	Змішані ГПЯ

	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	Збільшення яєчка
	264
	87,71
	134
	89,33
	32
	94,12
	11
	91,67
	8
	88,89
	72
	81,82

	Біль у яєчку
	181
	60,13
	88
	58,67
	26
	76,47
	9
	75,00
	5
	55,56
	51
	57,95

	Ущільнення яєчка
	53
	17,61
	22
	14,67
	6
	17,65
	3
	25,00
	1
	11,11
	20
	22,73

	Підвищення температури
	50
	16,61
	21
	14,00
	8
	23,53
	1
	8,33
	1
	11,11
	17
	19,32

	Загальна слабкість
	21
	6,98
	10
	6,67
	2
	5,88
	1
	8,33
	0
	0,00
	8
	9,09


	Схуднення
	10
	3,32
	4
	2,67
	2
	5,88
	1
	8,33
	0
	0,00
	3
	3,41

	Пухлиноподібне утворення
	10
	3,32
	2
	1,33
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	7
	7,95

	Дизурічні розлади
	6
	1,99
	2
	1,33
	2
	5,88
	0
	0,00
	0
	0,00
	2
	2,27

	Гіперемія шкіри мошонки
	5
	1,66
	4
	2,67
	1
	2,94
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	Загальне нездужання
	3
	1,00
	1
	0,67
	2
	5,88
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	Біль у попереку
	2
	0,66
	1
	0,67
	1
	2,94
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	Біль у клубовій області
	2
	0,66
	2
	1,33
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	2
	2,27

	Біль у пахвинній області
	1
	0,33
	1
	0,67
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	Біль у правому підребер'ї
	1
	0,33
	1
	0,67
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	Печіння у яєчку
	1
	0,33
	1
	0,67
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	Зменшення яєчка
	1
	0,33
	1
	0,67
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	Задишка
	1
	0,33
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	1,14


Таблиця 3.5

Види і частота помилкових діагнозів
	
	
	Пухлина яєчка
	Запальні процеси
	Гідроцеле 
	Атрофія яєчка
	Варикоцеле 
	Пухлина придатку яєчка
	Кіста сім’яного канатика
	Кіста яєчка
	Гострий пієлонефрит

	Всі пухлини
	Абсолютне значення
	253
	37
	5
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	
	Відсоткове значення
	84,06
	12,30
	1,66
	0,33
	0,33
	0,33
	0,33
	0,33
	0,33

	Семінома
	Абсолютне значення
	127
	18
	1
	1
	1
	1
	0
	1
	0

	
	Відсоткове значення
	84,65
	12,00
	0,67
	0,67
	0,67
	0,67
	0,00
	0,67
	0,00

	ЕР
	Абсолютне значення
	27
	6
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	1

	
	Відсоткове значення
	79,41
	17,65
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	2,94

	ПЖМПТ
	Абсолютне значення
	8
	4
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	
	Відсоткове значення
	66,67
	33,33
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00

	ТПТ
	Абсолютне значення
	8
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	
	Відсоткове значення
	88,89
	0,00
	11,11
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00

	Змішані ГПЯ
	Абсолютне значення
	78
	9
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	
	Відсоткове значення
	88,64
	10,23
	1,14
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00


Серед факторів, які, можливо, пов’язані з розвитком ГПЯ, у пацієнтів було виявлено: варикоцеле – в 36 (11,96%) випадках; гідроцеле і крипторхізм – по 27 (8,97%) випадків; травма яєчка – 9 (2,99%) випадків; вади розвитку сечостатевої системи – 8 (2,66%) випадків; атрофія яєчка – 7 (2,33%) випадків; агенезія контрлатерального яєчка – 2 (0,66%); пахово-мошонкова грижа, фімоз і «spina bifida» – по 1 (0,33%). У одиничних хворих мало місце поєднання зазначених факторів ризику [89].

При семіномі вказані фактори розподілились таким чином: варикоцеле було виявлено в 19 (12,67%) випадках, крипторхізм – в 18 (12,00%), гідроцеле – в 12 (8,00%), травма яєчка – в 3 (2,00%), атрофія і гідатіда яєчка – по 2 (1,33%), агенезія контрлатерального яєчка, пахово-мошонкова грижа і фімоз – по 1 (0,67%) випадку. Такі вади розвитку, як подвоєння нирки, подвоєння ниркової артерії, гіпоплазія нирки і гіпоспадія, були виявлені у 4 (2,67%) пацієнтів і представлені по одному спостереженню кожна.

У хворих на ЕР гідроцеле було виявлено в 8 (23,53%), варикоцеле і травма яєчка – в 3 (8,82%) кожна, гідатіда – в 1 (2,94%) випадку. Вада розвитку була виявлена у 1 (2,94%) пацієнта і представлена «spina bifida» на рівні S1–S5 [430].

При ПЖМПТ фактори ризику були представлені: гідроцеле – в 3 (25,00%) випадках, варикоцеле і крипторхізм яєчка – по 1 (8,33%) спостереженню. Вада розвитку була виявлена у 1 (8,33%) пацієнта і представлена гіпоплазією контрлатерального яєчка.

При змішаних ГПЯ варикоцеле було виявлено в 12 (13,64%) випадках, крипторхізм – в 7 (7,95%), гідроцеле – в 4 (4,55%), травма яєчка і атрофія – по 3 (3,41%) спостереження, агенезія контрлатерального яєчка – в 1 (1,14%) випадку. Вад розвитку виявлено не було.

При ТПТ можливі фактори ризику ПЯ були представлені лише варикоцеле і крипторхізмом – по 1 (11,11%) спостереженню.
У двох з трьох хворих на СП віком 48 і 53 років визначалась атрофія контрлатерального яєчка, а у пацієнтів з ТМСТ, тератомою препубертатного типу і хоріокарциномою зазначених факторів ризику виявлено не було.

Таблиця 3.6

Середня тривалість захворювання (зі слів хворих)

	Назва пухлини
	Середня тривалість хвороби, міс

	Всі пухлини
	4,73±0,33

	Семінома
	5,15±0,54

p1>0,05

p2>0,05

p3>0,05

p4>0,05

	ЕР
	3,79±0,72

p5>0,05

p6>0,05

p7>0,05

	ПЖМПТ
	5,04±1,45 

p8>0,05

p9>0,05

	ТПТ
	4,24±1,31 

p10>0,05

	Змішані ГПЯ
	4,46±0,56

	p1 –
	достовірність різниці між семіномою і ЕР;

	p2 –
	достовірність різниці між семіномою і ПЖМПТ;

	p3 –
	достовірність різниці між семіномою і ТПТ;

	p4 –
	достовірність різниці між семіномою і змішаними ГПЯ;

	p5 –
	достовірність різниці між ЕР і ПЖМПТ;

	p6 –
	достовірність різниці між ЕР і ТПТ;

	p7 –
	достовірність різниці між ЕР і змішаними ГПЯ;

	p8 –
	достовірність різниці між ПЖМПТ і ТПТ;

	p9 –
	достовірність різниці між ПЖМПТ і змішаними ГПЯ;

	p10 –
	достовірність різниці між ТПТ і змішаними ГПЯ.


Таблиця 3.7

Розподіл пацієнтів за тривалістю анамнезу захворювання

	
	Тривалість захворювання, міс

	
	до 1
	1–2
	2–3
	3–6
	6–9
	9–12
	12 і >

	Всі пухлини
	Абсолютне значення
	57
	46
	35
	64
	47
	13
	39

	
	Відсоткове значення
	18,94
	15,28
	11,63
	21,26
	15,61
	4,32
	12,96

	Семінома
	Абсолютне значення
	29
	22
	15
	28
	31
	6
	19

	
	Відсоткове значення
	19,33
	14,67
	10,00
	18,67
	20,67
	4,00
	12,66

	ЕР
	Абсолютне значення
	9
	4
	6
	7
	1
	2
	5

	
	Відсоткове значення
	26,47
	11,76
	17,65
	20,59
	2,94
	5,88
	14,71

	ПЖМПТ
	Абсолютне значення
	1
	0
	3
	5
	1
	0
	2

	
	Відсоткове значення
	8,33
	0,00
	25,00
	41,67
	8,33
	0,00
	16,67

	ТПТ
	Абсолютне значення
	3
	1
	0
	1
	3
	0
	1

	
	Відсоткове значення
	33,33
	11,11
	0,00
	11,11
	33,33
	0,00
	11,11

	Змішані ГПЯ
	Абсолютне значення
	14
	18
	10
	19
	11
	5
	11

	
	Відсоткове значення
	15,91
	20,45
	11,36
	21,59
	12,50
	5,68
	12,50


Усі пацієнти при надходженні до стаціонару піддавались різноманітним видам обстеження. Встановлення діагнозу ПЯ базувалось на зборі анамнезу, фізикальному обстеженні яєчка. Також пацієнти піддавались візуалізаційному обстеженню яєчка і заочеревинного простору (УЗД, КТ або МРТ) з обов’язковим визначенням рівня сироваткових пухлинних маркерів (АФП, β-ХГЛ та ЛДГ).
Вивчення даних обстеження пацієнтів показав, що між скаргами (табл. 3.4), які є суб’єктивними, і об’єктивними даними (табл. 3.8), є деякі відмінності. Так, пацієнти у переважної більшості самостійно не оцінювали наявність ущільнення яєчка і гіперемію шкіри мошонки.

Дослідження об’єктивних характеристик ГПЯ показало, що найбільш частим и типовим було збільшення яєчка. Друге місце за частотою належало ущільненню яєчка, яке частіше визначалось при ЕР і ПЖМПТ. Болісність яєчка рідше за інші реєструвалась при ТПТ і семіномі та була найчастішою при ЕР. При цьому частота болісності в яєчку при ПЖМПТ, хоча і була найближчою до такої при ЕР, зустрічалась на 9,8% рідше. Горбистість яєчка, що визначалась при пальпації, була найбільш типовою для семіноми і виявлялась у кожного четвертого пацієнта, а найбільш рідкою була при ТПТ і ЕР. Гіперемія шкіри мошонки найчастіше зустрічалась при змішаних ГПЯ.

У 267 (88,70%) спостереженнях було проведено УЗД, за даними якого діагноз ПЯ встановлено 221 (82,77%) пацієнту, а 35 (13,12%) з них – діагноз ПЯ у поєднанні з пухлинним  ураженням лімфатичних вузлів. В 9 (3,37%) спостереженнях УЗД діагноз був помилковим (гідроцеле, додаткове яєчко, орхіепідидиміт і посттравматична гематома). По одному (0,37%) випадку за допомогою УЗД виявлено пухлинну лімфаденопатію і метастатичне ураження печінки.

КТ було проведено 251 (83,39%) пацієнту. Діагноз ПЯ було встановлено 98 (39,04%), а в поєднанні з пухлинним ураженням лімфатичних вузлів – 75 (29,88%) пацієнтам. При дослідженні лише заочеревинного простору пухлинну лімфаденопатію було виявлено в 16 (6,37%), а відсутність патологічних змін – у 52 (20,72%) випадках. Віддалені метастази спостерігались у 9 (3,59%) пацієнтів (5 в легені, 5 в печінку і 3 у кістки). В 4 (1,59%) спостереженнях діагноз був помилковим (гідроцеле, атрофія яєчка, гіпоплазія яєчка і орхіепідидиміт).

Таблиця 3.8

Частота об’єктивних характеристик яєчка
	
	
	Збільшення яєчка
	Ущільнення яєчка
	Болісність яєчка
	Горбистість яєчка
	Гіперемія шкіри мошонки
	Наявність пухлиноподібного утворення в яєчку
	Наявність осередків розм’якшення в яєчку

	Всі пухлини
	Абсолютне значення
	291
	254
	178
	55
	22
	9
	6

	
	Відсоткове значення
	96,68
	84,39
	59,14
	18,27
	7,31
	2,99
	1,99

	Семінома
	Абсолютне значення
	145
	123
	82
	38
	11
	4
	4

	
	Відсоткове значення
	96,67
	82
	54,67
	25,33
	7,33
	2,67
	2,67

	ЕР
	Абсолютне значення
	34
	31
	26
	3
	2
	0
	0

	
	Відсоткове значення
	100
	91,18
	76,47
	8,82
	5,88
	0
	0

	ПЖМПТ
	Абсолютне значення
	11
	11
	8
	2
	0
	0
	0

	
	Відсоткове значення
	91,67
	91,67
	66,67
	16,67
	0
	0
	0

	ТПТ
	Абсолютне значення
	9
	8
	4
	0
	0
	0
	0

	
	Відсоткове значення
	100
	88,89
	44,44
	0
	0
	0
	0

	Змішані ГПЯ
	Абсолютне значення
	84
	74
	54
	12
	9
	4
	2

	
	Відсоткове значення
	95,45
	84,09
	61,36
	13,64
	10,23
	4,55
	2,27


При необхідності призначалось рентгенологічне обстеження органів грудної клітини – 160 (53,16 %) досліджень. При цьому у 27 (16,88%) випадках було виявлено метастатичне ураження легень.

Таким чином, завдяки врахуванню комплексу даних УЗД КТ і рентгенологічного дослідження та визначенню рівня сироваткових пухлинних маркерів точність діагностики і стадіювання досліджуваних ПЯ була високою.

Дослідженням встановлено. що віддалені метастази вражали кожного десятого пацієнта з ГПЯ і найбільш часто спостерігались у хворих на змішані пухлини і, особливо, на ЕР (табл. 3.9). При цьому 87,10% метастазів мали легеневу локалізацію, а печінка і кістки були ураженні в 16,13% і 6,45% відповідно. В 9,98% спостережень метастатичне ураження мало множинну локалізацію: в 6,45% одночасно були ураженні легені і печінка і в 3,23% – кістки і легені.

Таблиця 3.9

Частота віддалених метастазів при різних гістологічних типах ГПЯ 

	Назва пухлини
	Кількість віддалених метастазів

	Всі пухлини
	31 (10,3%)

	Семінома
	4 (2,67%)

	ЕР
	13 (38,24%)

	ПЖМПТ
	0 (0,0%)

	ТПТ
	0 (0,0%)

	СП
	0 (0,0%)

	ТМСТ
	1 (50,0%)

	Тератома, препубертатний тип
	0 (0,0%)

	Хоріокарцинома
	0 (0,0%)

	Змішані ГПЯ
	13 (14,77%)


Аналіз належності хворих на ГПЯ до певних груп крові та резус-фактору (табл. 3.10) показав, що, в цілому, кількість хворих з ІІ(А) групою крові на 7,18% більша, а з ІІІ(В) – на 4,71% менша за середньоукраїнські показники.

У пацієнтів з семіномою, як і в ГПЯ в цілому, кількість хворих з ІІ(А) групою крові була вище, а з ІІІ(В) – нижче за середньоукраїнські показники.
Таблиця 3.10

Варіанти та частота груп крові і резус-фактору
	
	І(0)
	ІІ(А)
	ІІІ(В)
	ІV(АВ)

	
	Rh+
	Rh-
	Rh+
	Rh-
	Rh+
	Rh-
	Rh+
	Rh-

	Всі пухлини
	Абсолютне значення
	84
	20
	125
	17
	33
	4
	15
	3

	
	Відсоткове значення
	27,91
	6,64
	41,53
	5,65
	10,96
	1,33
	4,98
	1,00

	
	
	34,55
	47,18
	12,29
	5,98

	Семінома
	Абсолютне значення
	44
	9
	64
	8
	16
	1
	7
	1

	
	Відсоткове значення
	29,33
	6,00
	42,66
	5,33
	10,67
	0,67
	4,67
	0,67

	
	
	35,33
	47,99
	11,34
	5,34

	ЕР
	Абсолютне значення
	11
	2
	10
	1
	8
	1
	1
	0

	
	Відсоткове значення
	32,36
	5,88
	29,41
	2,94
	23,53
	2,94
	2,94
	0,00

	
	
	38,24
	32,35
	26,47
	2,94

	ПЖМПТ
	Абсолютне значення
	2
	0
	7
	1
	2
	0
	0
	0

	
	Відсоткове значення
	16,67
	0,00
	58,33
	8,33
	16,67
	0,00
	0,00
	0,00

	
	
	16,67
	66,66
	16,67
	0,00

	ТПТ
	Абсолютне значення
	4
	0
	3
	1
	1
	0
	0
	0

	
	Відсоткове значення
	44,44
	0,00
	33,33
	11,11
	11,11
	0,00
	0,00
	0,00

	
	
	44,44
	44,44
	11,11
	0,00

	Змішані ГПЯ
	Абсолютне значення
	22
	9
	37
	4
	6
	1
	7
	2

	
	Відсоткове значення
	25,00
	10,23
	42,05
	4,55
	6,82
	1,14
	7,95
	2,27

	
	
	35,23
	46,59
	7,95
	10,23

	Україна
	Відсоткове значення
	37
	40
	17
	6


При ЕР кількість хворих з І(0) групою крові була найбільшою, на відміну від двох попередніх груп, а кількість хворих з ІІ(А) групою крові була меншою за середньоукраїнський показник. Протилежна картина спостерігалась відносно ІІІ(В) групи крові: кількість пацієнтів з нею була вищою за середньоукраїнський показник, тоді як у хворих попередніх груп – нижчою.

У хворих на змішані ГПЯ кількість хворих з ІІ(А) і ІV(АВ) групою крові була більшою, а з ІІІ (В) – меншою за середньоукраїнські показники.

При ПЖМПТ кількість хворих з ІІ(А) групою крові була найбільшою і перевищувала середньоукраїнський показник на 26,66%. Пацієнти з І(0) групою крові зустрічались рідше, ніж при ГПЯ в цілому, семіномі і ЕР на 17,78%, 18,66% і 21,57% відповідно.

При ТПТ кількість хворих з І(0) і ІІ(А) групами крові збігалася і склала по 44,44% спостережень.

Середній зріст пацієнтів склав 1,79±0,003 м і перевищував середньоукраїнський показник, який за даними Державної служби статистики України складає 1,75 м. У 221 (73,42%) пацієнта середній зріст був більшим за 1,75 м, а 150 (49,84%) хворих мали зріст 1,80 м і вище.

Показники середнього зросту хворих на семіному і ЕР збігалися як між собою, так і з середнім зростом пацієнтів з ГПЯ в цілому та були достовірно меншими порівняно з середнім зростом хворих на ПЖМПТ. У пацієнтів з ТПТ середній зріст достовірно перевищував аналогічний показник хворих на семіному і ЕР та не відрізнявся від відповідного показника у пацієнтів з ПЖМПТ. Середній зріст хворих на змішані ГПЯ достовірно не відрізнявся від попередніх груп, але мав значну тенденцію (t=1,67) до його зменшення відносно ТПТ (табл. 3.11).
Нами було проведено аналіз значень індексу маси тіла Кетле хворих на ГПЯ, які відображені в таблиці 3.12.

Як відомо, вказаний індекс розраховується за такою формулою: вага в кг ÷ (зріст в м)2. Отримане значення (індекс) відповідає тій чи іншій категорії ваги обстеженого (табл. 3.13).

Таблиця 3.11

Показники середнього зросту пацієнтів

	Назва пухлини
	Середня тривалість хвороби, міс

	Всі пухлини
	1,79±0,003

	Семінома
	1,79±0,005

p1>0,05

p2<0,01

p3<0,05

p4>0,05

	ЕР
	1,79±0,01

p5<0,01

p6<0,05

p7>0,05

	ПЖМПТ
	1,82±0,01 

p8>0,05

p9>0,05

	ТПТ
	1,85±0,03 

p10>0,05

	Змішані ГПЯ
	1,80±0,007

	p1 –
	достовірність різниці між семіномою і ЕР;

	p2 –
	достовірність різниці між семіномою і ПЖМПТ;

	p3 –
	достовірність різниці між семіномою і ТПТ;

	p4 –
	достовірність різниці між семіномою і змішаними ГПЯ;

	p5 –
	достовірність різниці між ЕР і ПЖМПТ;

	p6 –
	достовірність різниці між ЕР і ТПТ;

	p7 –
	достовірність різниці між ЕР і змішаними ГПЯ;

	p8 –
	достовірність різниці між ПЖМПТ і ТПТ;

	p9 –
	достовірність різниці між ПЖМПТ і змішаними ГПЯ;

	p10 –
	достовірність різниці між ТПТ і змішаними ГПЯ.


Таблиця 3.12

Показники індексу маси тіла Кетле

	Назва пухлини
	Індекс маси тіла Кетле

	
	До 25 років
	26 років і старше

	Всі пухлини
	23,11±0,48
	25,91±0,23

	Семінома
	22,58±0,64

p1>0,05

p2>0,05

p3>0,05

p4>0,05
	26,16±0,32

p1>0,05

p2>0,05

p3>0,05

p4>0,05

	ЕР
	22,91±1,68

p5>0,05

p6>0,05

p7>0,05
	25,65±1,71

p5>0,05

p6>0,05

p7>0,05

	ПЖМПТ
	21,89±0,67 

p8<0,05

p9>0,05
	25,13±1,24

p8>0,05

p9>0,05

	ТПТ
	25,25±1,45 

p10<0,05
	25,50±1,70

p10>0,05

	Змішані ГПЯ
	21,64±0,46
	25,50±0,35

	p1 –
	достовірність різниці між семіномою і ЕР;

	p2 –
	достовірність різниці між семіномою і ПЖМПТ;

	p3 –
	достовірність різниці між семіномою і ТПТ;

	p4 –
	достовірність різниці між семіномою і змішаними ГПЯ;

	p5 –
	достовірність різниці між ЕР і ПЖМПТ;

	p6 –
	достовірність різниці між ЕР і ТПТ;

	p7 –
	достовірність різниці між ЕР і змішаними ГПЯ;

	p8 –
	достовірність різниці між ПЖМПТ і ТПТ;

	p9 –
	достовірність різниці між ПЖМПТ і змішаними ГПЯ;

	p10 –
	достовірність різниці між ТПТ і змішаними ГПЯ.


Так, у пацієнтів вікової категорії до 25 років (52 пацієнта / 17,28%) він склав 23,11±0,48, що відповідало надмірній вазі. А у віковій категорії 26 років і старше (249 пацієнтів / 82,72%) його середнє значення склало 25,91±0,23 і знаходилось на верхній границі норми, яка передує значенням, що відповідають наявності надмірної ваги.

Таблиця 3.13

Відповідність індексу маси тіла Кетле вазі обстеженого

	Індекс маси тіла Кетле
	Вага

	До 25 років
	26 років і старше
	

	Менше 17,5
	Менше 18,0
	Недостатній, небезпечно для здоров’я

	17,5–19,5
	18,0–20,0
	Злегка знижена, безпечно для здоров’я

	19,5–22,9
	20,0–25,9
	Норма

	23,0–27,4
	26,0–27,9
	Зайва вага

	27,5–29,9
	28,0–30,9
	Ожиріння 1 ступеня

	30,0–34,9
	31,0–35,9
	Ожиріння 2 ступеня

	35,0–39,9
	36,0–40,9
	Ожиріння 3 ступеня

	40,0 і вище
	41,0 і вище
	Ожиріння 4 ступеня


В категорії пацієнтів 26 років і старше достовірної різниці між значеннями індексу маси тіла Кетле в досліджених ГПЯ виявлено не було. Але відзначалась помірна тенденція (t=1,39) до збільшення вказаного індексу при семіномі відносно змішаних ГПЯ. При цьому у пацієнтів з семіномою середнє значення індексу відповідало надмірній вазі, а при інших пухлинах було до нього наближене.

У пацієнтів з ТПТ і змішаними ГПЯ у віковій категорії до 25 років середнє значення індексу відповідало надмірній вазі (24,34±1,55 і 23,49±0,75 відповідно). При цьому достовірної різниці між значеннями індексу маси тіла Кетле в досліджених ГПЯ виявлено не було. Водночас спостерігалась відчутна тенденція (t=1,69) до збільшення індексу маси тіла при ТПТ порівняно із семіномою [430].

Для більш детального аналізу пацієнти були розділені за вагою у відповідності до отриманого індексу маси тіла Кетле (табл. 3.14).

Таблиця 3.14

Індекс маси тіла Кетле при різних гістологічних типах ГПЯ
	
	
	Всі пухлини
	Семінома
	ЕР
	ПЖМПТ
	ТПТ
	Змішані ГПЯ

	Недостатня, небезпечно для здоров'я
	Абсолютне значення
	5
	1
	1
	0
	0
	3

	
	Відсоткове значення
	1,66
	0,67
	2,94
	0,00
	0,00
	3,41

	Злегка знижена, безпечно для здоров'я
	Абсолютне значення
	9
	2
	3
	1
	1
	2

	
	Відсоткове значення
	2,99
	1,33
	8,82
	8,33
	11,11
	2,27

	Норма
	Абсолютне значення
	147
	80
	15
	8
	2
	38

	
	Відсоткове значення
	48,84
	53,33
	44,12
	66,67
	22,22
	43,18

	Зайва вага
	Абсолютне значення
	81
	32
	7
	2
	5
	33

	
	Відсоткове значення
	26,91
	21,33
	20,59
	16,67
	55,56
	37,50

	Ожиріння 1 ступеня
	Абсолютне значення
	40
	23
	5
	0
	0
	10

	
	Відсоткове значення
	13,29
	15,33
	14,71
	0,00
	0,00
	11,36

	Ожиріння 2 ступеня
	Абсолютне значення
	16
	10
	3
	1
	1
	1

	
	Відсоткове значення
	5,32
	6,67
	8,82
	8,33
	11,11
	1,14

	Ожиріння 3 ступеня
	Абсолютне значення
	2
	1
	0
	0
	0
	1

	
	Відсоткове значення
	0,66
	0,67
	0,00
	0,00
	0,00
	1,14

	Ожиріння 4 ступеня
	Абсолютне значення
	1
	1
	0
	0
	0
	0

	
	Відсоткове значення
	0,33
	0,67
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00


Таким чином, надлишок ваги різного ступеня було виявлено у 140 пацієнтів (46,51%), що становило трохи менше половини всіх спостережень. А зниження ваги виявлялось у 14 (4,65%) випадках, причому в 5 (1,66%) з них дане зниження було вкрай вираженим.

При семіномі надлишок ваги різного ступеня спостерігався у 67 пацієнтів (44,67%), що майже збігалося із загальним показником ГПЯ, а зниження ваги виявлялось у 3 (2,0%) випадках, в 1 (0,67%) з яких воно було вкрай вираженим. Таким чином, в даній групі показники зниження ваги були значно рідкішими порівняно з такими в ГПЯ в цілому.

Надлишок ваги у хворих на ЕР спостерігався у 15 (44,12%), а зниження – у 4 (11,76%) пацієнтів, в 1 (2,94%) з яких воно було вкрай вираженим. Як видно, в даній групі кількість пацієнтів зі зниженням ваги була значно більшою порівняно з попередніми групами (на 7,11% з ГПЯ в цілому і на 9,76% з семіномою).

При ПЖМПТ надлишок ваги різного ступеня спостерігався у 3 (25,0%), а зниження (безпечне для здоров’я) – у 1 (8,33%) пацієнта. Так, в даній групі кількість хворих із зайвою вагою була меншою порівняно з ГПЯ в цілому, семіномою і ЕР (на 21,51%, 19,67% і 19,12% відповідно).

Пацієнти з ТПТ мали зайву вагу в 6 (66,67%) спостереженнях, а зниження ваги виявлялось в 1 (11,11%) випадку. В даній групі кількість пацієнтів, що мала індекс маси тіла Кетле, який відповідав нормі, була найменшою.

Хворі на змішані ГПЯ мали зайву вагу в 45 (51,14%) випадках, а кількість пацієнтів зі зниженою вагою склала 5 (5,68%) спостережень.

Після орхіфунікулектомії першим етапом морфологічного дослідження була органометрія яєчка і пухлини, яка його уразила. Отримані дані представлені в таблиці 3.15.

Вивчення середнього об’єму видаленого яєчка показало, що при семіномі та змішаних ГПЯ він був достовірно більшим порівняно з таким в ЕР і ТПТ. Також мала місце значна тенденція до зменшення об’єму видаленого яєчка при ТПТ відносно ПЖМПТ (t=1,67).

Таблиця 3.15

Органометричні показники видалених яєчок, що уражені пухлиною

	Назва пухлини
	Середній об’єм видаленого яєчка, м3
	Середній об’єм пухлини, м3
	Середній ступінь ураження яєчка пухлиною, %

	Всі пухлини
	(197,95±9,78)×10-6
	(170,95±9,93)×10-6
	76,06±2,46

	Семінома
	(209,82±15,56)×10-6
p1<0,01

p2>0,05

p3<0,01

p4>0,05
	(182,09±15,36)×10-6
p1<0,01

p2>0,05

p3<0,001

p4>0,05
	79,06±3,32

p1>0,05

p2>0,05

p3>0,05

p4>0,05

	ЕР
	(151,32±21,68)×10-6
p5>0,05

p6>0,05

p7<0,05
	(125,81±23,28)×10-6
p5>0,05

p6>0,05

p7>0,05
	67,96±8,00

p5>0,05

p6>0,05

p7>0,05

	ПЖМПТ
	(225,53±54,96)×10-6 

p8>0,05

p9>0,05
	(207,29±28,20)×10-6 

p8<0,001

p9>0,05
	74,76±9,67 

p8>0,05

p9>0,05

	ТПТ
	(129,27±17,42)×10-6 

p10<0,01
	(75,26±13,08)×10-6 

p10<0,001
	62,10±16,17 

p10>0,05

	Змішані ГПЯ
	(205,72±16,27)×10-6
	(179,18±17,22)×10-6
	75,97±4,55

	p1 –
	достовірність різниці між семіномою і ЕР;

	p2 –
	достовірність різниці між семіномою і ПЖМПТ;

	p3 –
	достовірність різниці між семіномою і ТПТ;

	p4 –
	достовірність різниці між семіномою і змішаними ГПЯ;

	p5 –
	достовірність різниці між ЕР і ПЖМПТ;

	p6 –
	достовірність різниці між ЕР і ТПТ;

	p7 –
	достовірність різниці між ЕР і змішаними ГПЯ;

	p8 –
	достовірність різниці між ПЖМПТ і ТПТ;

	p9 –
	достовірність різниці між ПЖМПТ і змішаними ГПЯ;

	p10 –
	достовірність різниці між ТПТ і змішаними ГПЯ.


Середній об’єм пухлинного ураження яєчка при семіномі був достовірно більшим за такий при ЕР і ТПТ. Вказаний параметр при ТПТ був також достовірно меншим відносно ПЖМПТ і змішаних ГПЯ [103]. Середній об’єм пухлинного ураження яєчка при ЕР мав сильні тенденції до збільшення відносно ТПТ і зменшення відносно змішаних ГПЯ (t=1,89 і t=1,84 відповідно).

Значення ступеня пухлинного ураження яєчка в досліджених ГПЯ достовірно не відрізнялись одне від одного. В таблиці 3.16 представлені дані розподілу пацієнтів з різними гістологічними типами ГПЯ за ступенем пухлинного ураження яєчка.

Як видно, в більшості випадків спостерігалось значне ураження яєчок: 239 (79,41%) пацієнтів мали ступінь ураження від 50% і вище, а переважна більшість хворих, а саме 185 (61,46%), – 80–100% ураження.

У пацієнтів з семіномою в 126 (84,0%) випадках ступінь ураження яєчка був від 50% і вище, а у 102 (68,0%) хворих – 80–100%. Наведені дані були вищими за аналогічні середні значення ГПЯ в цілому на 4,86% і 6,54% відповідно.

При ЕР ураження яєчка пухлиною від 50% і вище спостерігалось у 22 (64,71%) пацієнтів. Наведені дані були нижче за такі в ГПЯ в цілому, а також семіномі на 14,70% і 19,29% відповідно. У 15 (44,12%) пацієнтів ступінь пухлинного ураження яєчка дорівнював 80–100%, що було нижче середніх значень по ГПЯ в цілому і семіномі на 17,34% і 23,88% відповідно.

У хворих на ПЖМПТ ураження яєчка пухлиною від 50% і вище спостерігалось у 9 (75,0%) пацієнтів; наведені дані були нижче середніх значень в семіномі на 9,0% і ГПЯ в цілому на 4,41%, але більше в ЕР на 10,29%. У 8 (66,67%) пацієнтів ступінь пухлинного ураження яєчка дорівнював 80–100%, що було вище середніх значень в ГПЯ в цілому і в ЕР на 5,21% і 22,55% відповідно та практично збігалося зі значенням відповідного показника в семіномі.

При ТПТ ураження яєчка пухлиною від 50% і вище спостерігалось у 6 (66,67%) пацієнтів, що було на 17,33% і 8,33% нижчим порівняно з семіномою і ПЖМПТ відповідно і майже збігалося з аналогічним показником при ЕР. 80–100% пухлинне ураження яєчка спостерігалося у 2 (22,22%) пацієнтів, що було значно меншим порівняно з попередніми групами.
Таблиця 3.16

Розподіл пацієнтів за ступенем ураження яєчок пухлиною

	
	Всі пухлини
	Семінома
	ЕР
	ПЖМПТ
	ТПТ
	Змішані ГПЯ

	Ступінь ураження яєчка, %
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	до 10 
	6
	1,99
	4
	2,67
	1
	2,94
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	1,14

	10–20
	18
	5,98
	8
	5,33
	3
	8,82
	2
	16,67
	1
	11,11
	3
	3,41

	20–30
	8
	2,66
	4
	2,67
	1
	2,94
	0
	0,00
	0
	0,00
	3
	3,41

	30–40
	15
	4,98
	3
	2,00
	2
	5,88
	1
	8,33
	1
	11,11
	7
	7,95

	40–50
	15
	4,98
	5
	3,33
	5
	14,71
	0
	0,00
	1
	11,11
	4
	4,55

	50–60
	10
	3,32
	5
	3,33
	1
	2,94
	0
	0,00
	1
	11,11
	3
	3,41

	60–70
	18
	5,98
	5
	3,33
	4
	11,76
	1
	8,33
	2
	22,22
	5
	5,68

	70–80
	26
	8,65
	14
	9,33
	2
	5,88
	0
	0,00
	1
	11,11
	9
	10,23

	80–90
	49
	16,28
	26
	17,34
	1
	2,94
	1
	8,33
	0
	0,00
	18
	20,45

	90–100
	136
	45,18
	76
	50,67
	14
	41,18
	7
	58,33
	2
	22,22
	35
	39,77

	Всього
	301
	100,0
	150
	100,0
	34
	100,0
	12
	100,0
	9
	100,0
	88
	100,0


У пацієнтів зі змішаними ГПЯ 50% і більше пухлинне ураження яєчка було встановлено у 70 (79,55%) хворих, що на 4,45% рідше ніж при семіномі, але частіше ніж при ЕР, ПЖМПТ і ТПТ (на 14,84%, 4,55% і 12,88% відповідно). Щодо 80–100% пухлинного ураження яєчка, то при змішаних ГПЯ воно було виявлено у 53 (60,23%) пацієнтів, що більше відповідного показника при ЕР і ТПТ, але менше ніж при семіномі та ПЖМПТ.

При морфологічному дослідженні в частині ГПЯ було виявлено вторинні зміни: крововиливи, некроз і запалення. Кожен з цих проявів у різних комбінаціях зустрічався з однаковою частотою – по 174 (57,81%) спостереження.

При семіномі крововиливи, некроз і запалення виявлялись з майже однаковою частотою – в 51 (34,0%), 50 (33,33%) і 50 (33,33%) випадках відповідно. Порівняно з ГПЯ в цілому у семіномі вказані вторинні зміни розвивались значно рідше (на 23,81%, 24,48% і 24,48% відповідно).

У хворих на ЕР крововиливи, некроз і запалення зустрічались з найбільшою частотою серед усіх досліджених ГПЯ – по 33 (97,06%) випадка. При цьому в кожному з 33 спостережень мало місце поєднання вказаних змін. Порівняно з ГПЯ в цілому у ЕР частота вторинних змін була значно більшою – на 39,25%. Крововиливи в ЕР порівняно із семіномою, спостерігались частіше на 63,06%, а запалення і некроз – на 63,73% кожен.

Вторинні зміни у вигляді крововиливів, некрозу і запалення в ПЖМПТ виявлялись з майже однаковою частотою – 9 (75,00%), 10 (83,33%) і 10 (83,33%) випадків відповідно, що було частішим порівняно з ГПЯ в цілому і семіномою, але менш частим ніж при ЕР.

Найменш часто вказані вторинні зміни зустрічались в ТПТ: крововиливи – в 4 (44,4%), некроз – в 3 (33,33%), запалення – в 3 (33,33%) випадках.

В змішаних ГПЯ зазначені вторинні зміни виявлялись в 75 (85,23 %) випадках кожен, що було другим за частотою показником після ЕР.

У таблиці 3.17 представлені дані, що були отримані при мікроскопії пухлинної тканини з метою оцінювання її агресивності та прогресії, а також для вірного стадіювання. Досліджували наявність чи відсутність судинної інвазії, проростання пухлини у оболонки яєчка, придаток, сім’яний канатик і мошонку.

Судинна інвазія найбільш часто спостерігалась у хворих на ЕР, а ПЖМПТ і змішанні ГПЯ займали відповідно друге і третє місце за частотою вказаного параметру. Найменш часто судинну інвазію було виявлено при семіномі і ТПТ.

Проростання пухлини в придаток яєчка найменш часто спостерігалось в семіномі, ПЖМПТ, а в ТПТ воно було взагалі відсутнє. В змішаних ГПЯ проростання пухлини в придаток зустрічалось у чверті пацієнтів. Щодо ЕР, то при ньому проростання пухлини в придаток зустрічалось найчастіше.

Таблиця 3.17

Частота ознак агресивності та прогресії ГПЯ

	
	Всі пухлини
	Семінома
	ЕР
	ПЖМПТ
	ТПТ
	Змішані ГПЯ

	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	Судинна інвазія
	119
	39,53
	39
	26,00
	22
	64,71
	7
	58,33
	1
	11,11
	44
	50,00

	Проростання в придаток яєчка
	63
	20,93
	25
	16,67
	13
	38,24
	2
	16,67
	0
	0,00
	23
	26,14

	Проростання в сім’яний канатик
	39
	12,96
	16
	10,67
	11
	32,36
	2
	16,67
	0
	0,00
	7
	7,95

	Проростання в білкову оболонку яєчка
	25
	8,31
	12
	8,00
	7
	20,59
	0
	0,00
	0
	0,00
	5
	5,68

	Проростання у вагінальну оболонку яєчка
	25
	8,31
	12
	8,00
	7
	20,59
	0
	0,00
	0
	0,00
	5
	5,68

	Проростання в мошонку
	2
	0,66
	1
	0,67
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	1,14


Проростання пухлини в сім’яний канатик найбільш часто спостерігалось в ЕР – у кожного третього пацієнта. Друге місце за частотою даного параметру посідала ПЖМПТ, при якій ураження сім’яного канатика зустрічалося вдвічі рідше ніж при ЕР. В ТПТ проростання пухлини в сім’яний канатик виявлено не було.

Проростання в оболонки яєчка, як і всі інші вивчені параметри агресивності та прогресії досліджених ГПЯ, найбільш часто спостерігалось при ЕР – кожен п’ятий пацієнт.

Згідно сучасної класифікації ВООЗ ГПЯ розподіляються на дві групи: перша – ГПЯ, що є похідними GCNIS, друга – ГПЯ, що не пов’язані з GCNIS. В нашому дослідженні 296 (98,34%) пухлин відносились до першої групи; GCNIS було виявлено у 245 (82,77%) з них, а в 51 (17,23%) вона не ідентифікувалась через тотальне пухлинне ураження яєчка.

В семіномі GCNIS було виявлено у 131 (87,33%), в ЕР – у 28 (85,35%), в ПЖМПТ – у 10 (83,33%), в змішаних ГПЯ – у 68 (77,27%) спостереженнях. В ТПТ GCNIS було виявлено у 7 (77,78%) випадках.

На основі морфологічної діагностики, візуалізаційного обстеження яєчка і заочеревинного простору, а також визначення рівня сироваткових пухлинних маркерів було проведено стадіювання всіх випадків ГПЯ за pTNM-класифікацією, частота і розподіл яких представлені в таблиці 3.18.

Як видно, в 29 варіантах комбінацій TNS категорія Т1 зустрічалась в 4 (13,79%), Т2 – в 12 (41,38%), Т3 – в 11 (37,93%), а Т4 – в 2 (6,90%). Категорія N0 спостерігалась в 10 (34,48%) комбінаціях, а N1 – в 5 (17,24%), N2 і N3 – по 7 (24,14%) кожна. Категорія Sх виявлялась в 7 (24,14%) комбінаціях, S0 і S1 – в 10 (34,48%) кожна, а S2 – в 2 (6,90%) комбінаціях [430].

При аналізі категорій TNS з’ясувалось, що на Т1 припадало 166 (55,15%), на Т2 – 95 (31,56%), на Т3 – 38 (12,62%) і на Т4 – 2 (0,66%) випадків; на N0 припадало 194 (64,45%), на N1 – 37 (12,29%), на N2 – 41 (13,62%) і на N3 – 29 (9,63%) спостережень; на категорію Sх припадало 24 (7,97%), на S0 – 162 (53,82%), на S1 – 113 (37,54%) і на S2 – 2 (0,66%) випадків. Хоча комбінації з категоріями S0 і S1 зустрічались з однаковою частотою, але на S1 припадало на 16,28% менше спостережень, ніж на S0.
Таблиця 3.18

Розподіл і частота ГПЯ за класифікацією pTNM

	
	Всі пухлини
	Семінома
	ЕР
	ПЖМПТ
	ТПТ
	Змішані ГПЯ

	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	T1N0S0
	109
	36,21
	86
	57,32
	4
	11,76
	1
	8,33
	7
	77,78
	9
	10,23

	T1N0S1
	40
	13,29
	7
	4,67
	1
	2,94
	4
	33,33
	0
	0,00
	27
	30,68

	T1N0S2
	1
	0,33
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	1,14

	T1N0SX
	16
	5,33
	7
	4,67
	2
	5,88
	0
	0,00
	1
	11,11
	6
	6,82

	T2N0S0
	6
	1,99
	5
	3,33
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	1,14

	T2N0S1
	9
	2,99
	2
	1,33
	5
	14,71
	0
	0,00
	0
	0,00
	2
	2,27

	T2N0SX
	1
	0,33
	1
	0,67
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	T2N1S0
	16
	5,32
	11
	7,33
	1
	2,94
	0
	0,00
	0
	0,00
	2
	2,27

	T2N1S1
	12
	3,99
	1
	0,67
	3
	8,82
	0
	0,00
	1
	11,11
	7
	7,95

	T2N1SX
	1
	0,33
	1
	0,67
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	T2N2S0
	12
	3,99
	4
	2,67
	2
	5,88
	0
	0,00
	0
	0,00
	6
	6,82

	T2N2S1
	19
	6,32
	2
	1,33
	2
	5,88
	2
	16,67
	0
	0,00
	13
	14,77

	T2N2SX
	1
	0,33
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	8,33
	0
	0,00
	0
	0,00

	T2N3S0
	5
	1,66
	4
	2,67
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	T2N3S1
	11
	3,66
	1
	0,67
	1
	2,94
	2
	16,67
	0
	0,00
	6
	6,82

	T2N3SX
	2
	0,66
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	1,14

	T3N0S0
	4
	1,33
	4
	2,67
	1
	2,94
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	T3N0S1
	7
	2,33
	2
	1,33
	3
	8,82
	0
	0,00
	0
	0,00
	2
	2,27

	T3N0SX
	1
	0,33
	1
	0,67
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	T3N1S0
	4
	1,33
	3
	2,00
	1
	2,94
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00


Продовж. табл. 3.18
	
	Всі пухлини
	Семінома
	ЕР
	ПЖМПТ
	ТПТ
	Змішані ГПЯ

	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	T3N1S1
	4
	1,33
	0
	0,00
	1
	2,94
	2
	16,67
	0
	0,00
	1
	1,14

	T3N2S0
	2
	0,66
	2
	1,33
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	T3N2S1
	5
	1,66
	0
	0,00
	3
	8,82
	0
	0,00
	0
	0,00
	2
	2,27

	T3N3S0
	3
	1,00
	3
	2,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	T3N3S1
	5
	1,66
	0
	0,00
	3
	8,82
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	1,14

	T3N3S2
	1
	0,33
	0
	0,00
	1
	2,94
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	T3N3SX
	2
	0,66
	2
	1,33
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	T4N2S0
	1
	0,33
	1
	0,67
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	T4N2S1
	1
	0,33
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	1,14


Наведені дані свідчать, що найбільш частими категоріями T були Т2 і Т3, які були представлені в 23 (79,31%) з 29 варіантів комбінацій TNS. Але кількість пухлин з цими категоріями (Т2 і Т3) склала лише 133 (44,19%) спостереження. А категорія T1, хоча і була зареєстрована лише в 4 (13,79%) комбінаціях, але, як було зазначено вище, зустрічалась у більшій кількості спостережень – 166 (55,15%).

Загальне число комбінацій з N1, N2 і N3 у складі було більшим, ніж їхня кількість з N0 майже в 2 раза – 19 (65,52%) проти 10 (34,48%). Але число спостережень з N1, N2 і N3 дорівнювало 107 (35,55%), а з N0 – 194 (64,45%), що також було майже в 2 раза більше.

Таким чином, при аналізі категорій Т і N спостерігалось деяке протиріччя – більша кількість комбінацій була представлена меншою кількістю спостережень і, навпаки, – менша кількість комбінацій відповідала більшій кількості спостережень. Це можна пояснити тим, що у більшості випадків пухлини діагностувались у стадії T1N0S0, T1N0S1, T1N0S2 і T1N0SX, які є початковими стадіями пухлинної прогресії, тобто не характеризуються розвитком метастатичного процесу (N0), що значно знижує кількість можливих комбінацій категорій T, N і S. І, навпаки, при більш пізніх стадіях пухлинного росту кількість можливих комбінацій категорій T, N і S зростала.

Серед 21 варіанта комбінацій TNS в семіномі категорія Т1 зустрічалась в 3 (14,29%), Т2 – в 10 (47,62%), Т3 – в 7 (33,33%), а Т4 – в 1 (4,76%). Категорія N0 спостерігалась в 9 (42,86%), а N1, N2 і N3 – по 4 (19,05%) комбінації. Категорія Sх виявлялась в 5 (23,81%), S0 – в 10 (47,62%), а S1 – в 6 (28,57%) комбінаціях. 

При аналізі категорій TNS виявилось, що на Т1 припадало 100 (66,67%), на Т2 – 32 (21,33%), на Т3 – 17 (11,33%) і на Т4 – 1 (0,67%) випадків; на N0 припадало 115 (76,67%), на N1 – 16 (10,67%), на N2 – 9 (6,00%) і на N3 – 10 (6,67%) спостережень; на категорію Sх припадало 12 (8,00%), на S0 – 123 (82,00%) і на S1 – 15 (10,00%) випадків. При цьому всі випадки з категорією S1 припадали на семіному з клітинами синцитіотрофобласта.

Наведені дані свідчать, що при семіномі найбільш частим категоріями T були Т2 і Т3, які в сукупності склали 17 (80,95%) з 21 варіанта комбінацій TNS. Але кількість пухлин з цими категоріями (Т2 і Т3) склала лише 49 (32,67%) спостережень. Категорія T1, хоча і була зареєстрована лише в 3 (14,29%) комбінаціях, але, як вже було зазначено, зустрічалась у більшій кількості спостережень – 100 (66,67%). Також звертав на себе увагу той факт, що сума спостережень з ранніми стадіями Т1 і Т2 була найчастішою і склала 132 (88,0%) випадки. Водночас на пізні стадії Т3 і Т4 припадало лише 18 (12,0%) випадків.

Що стосується категорії N, то при семіномі найбільш частими були ті комбінації, у складі яких була N0 (9 / 42,86%), а категорії N1, N2 і N3 разом були представлені 12 (57,14%) комбінаціями. Число спостережень з N1, N2 і N3 дорівнювало 35 (23,33%), а з N0 було на 53,34% більшим – 115 (76,67%). Таким чином, відсоток пацієнтів з ураженням лімфатичних вузлів при семіномі був меншим порівняно з ГПЯ в цілому на 12,22%. Кількість пацієнтів з підвищеним рівнем сироваткових пухлинних маркерів була на 28,20% меншою порівняно із ГПЯ в цілому.

При ЕР серед 16 варіантів комбінацій TNS категорія Т розподілилась таким чином: Т1 – 3 (18,75%), Т2 – 6 (37,50%), Т3 – 7 (43,75%), а Т4 – 0 (0,0%). Категорія N0 спостерігалась в 6 (37,50%), N1 – в 4 (25,0%), N2 – в 3 (18,75%) і N3 – в 3 (18,75%) комбінаціях. Категорія Sх виявлялась в 1 (6,25%), S0 – в 5 (31,25%), S1 – в 9 (56,25%), а S2 – в 1 (6,25%) комбінаціях.

При аналізі категорій TNS виявилось, що на Т1 припадало 7 (20,59%), на Т2 – 14 (41,18%), на Т3 – 13 (38,24%) і на Т4 – 0 (0,0%) випадків; на N0 припадало 16 (47,06%), на N1 – 6 (17,65%), на N2 – 7 (20,59%) і на N3 – 5 (14,71%) спостережень; на категорію Sх припадало 2 (5,88%), на S0 – 9 (26,47%), на S1 – 22 (64,71%) і на S2 – 1 (2,94%) випадків.

Наведені дані свідчать, що при ЕР найбільш частими категоріями T були Т2 і Т3, які в сукупності склали 13 (81,25%) з 16 варіантів комбінацій pTNM, а кількість пухлин з цими категоріями (Т2 і Т3) склала 27 (79,41%) спостережень. Сума спостережень з більш ранніми стадіями Т1 і Т2 склала 21 (61,76%) випадок. На пізню стадію Т3 припадало 13 (38,24%) хворих.

Що стосується категорії N, то, як зазначено вище, при ЕР найбільш частими були ті комбінації, у складі яких була N0 (6 / 37,50%). Категорії N1, N2 і N3 зустрічались в 4 (25,0%), 3 (18,75%) і 3 (18,75%) комбінаціях відповідно. А загальне число комбінацій з N1, N2 і N3 у сумі було більшим ніж їхня кількість з N0 на 25,0% – 10 (62,50%) проти 6 (37,50%). Кількість спостережень з N1, N2 і N3 дорівнювала 18 (52,94%), а з N0 на 5,88% менше – 16 (47,06%).

Серед 6 варіантів комбінацій TNS в ПЖМПТ категорія Т1 зустрічалась в 2 (33,33%), Т2 – в 3 (50,0%), Т3 – в 1 (16,67%), а Т4 – в 0 (0,0%). Категорія N0 спостерігалась в 2 (33,33%), N1 – в 1 (16,67%), N2 – в 2 (33,33%) і N3 – в 1 (16,67%) комбінації. Категорії Sх і S0 виявлялись по 1 (16,67%), а S1 – в 4 (66,67%) випадках; категорія S2 представлена не була.

При аналізі категорій TNS виявилось, що на Т1 і Т2 припадало по 5 (41,67%), на Т3 – 2 (16,67%) і на Т4 – 0 (0,0%) випадків; на N0 припадало 5 (41,67%), на N1 – 2 (16,67%), на N2 – 3 (25,0%) і на N3 – 2 (16,67%) спостережень. На категорію Sх і S0 припадало по 1 (8,33%), на S1 – 10 (83,33%) і на S2 – 0 (0,0%) випадків.

Таким чином, при ПЖМПТ найбільш частою категорією T була Т2, яка склала 3 (50,0%) з 6 варіантів комбінацій TNS, а кількість пухлин з цією категорією склала 5 (41,67%) спостережень. Категорія T1 була зареєстрована в 2 (33,33%) комбінаціях і зустрічалась також у 5 (41,67%) спостереженнях. Сума спостережень з ранніми стадіями Т1 і Т2 була найчастішою і склала 10 (83,33%) випадків. Водночас пізня стадія Т3 зустрілась лише в 1 (16,67%) комбінації та на неї припадало 2 (16,67%) хворих.

Що стосується категорії N, то найбільш частими з 6 комбінацій TNS були N0 і N2 (по 2 / 33,33% кожна). А категорії N1 і N3 зустрічались по 1 (16,67%) випадку. Загальне число комбінацій з N1, N2 і N3 було в два раза більшим ніж їхня кількість з N0 – 4 (66,67%) проти 2 (33,33%). На категорії N1, N2 і N3 припадало 7 (58,33%) спостережень, а на N0 на 16,66% менше – 5 (41,67%).

Серед 3 варіантів комбінацій TNS при ТПТ категорія Т1 зустрічалась в 2 (66,67%), Т2 – в 1 (33,33%), а Т3 і Т4 – в 0 (0,0%). Категорія N0 спостерігалась в 2 (66,67%), N1 – в 1 (33,33%), N2 і N3 – в 0 (0,0%) комбінацій. Категорії Sх і S1 виявлялись по 1 (11,11%), а S0 – в 7 (77,78%) випадках; категорія S2 представлена не була.

Аналіз категорій TNS показав, що на Т1 припадало 8 (88,89%), а на Т2 – лише 1 (11,1%) спостереження; стадія N0 була представлена 8 (88,89%), а N1 – 1 (11,11%) спостереженнями. На категорію Sх і S1 припадало по 1 (11,11%), на S0 – 7 (77,78%) спостережень.

Серед 17 варіантів комбінацій TNS при змішаних ГПЯ категорія Т1 зустрічалась в 4 (23,53%), Т2 – в 8 (47,06%), Т3 – в 4 (23,53%), а Т4 – в 1 (5,88%). Категорія N0 спостерігалась в 7 (41,18%), N1 – в 3 (17,65%) і N2 – в 4 (23,53%), N3 – в 3 (17,65%) комбінації. Категорія Sх виявлялась в 2 (11,76%), S0 – в 4 (23,53%), S1 – в 10 (58,82%), а S2 – в 1 (5,88%) комбінації.

При аналізі категорій TNS виявилось, що на Т1 припадало 43 (48,86%), на Т2 – 38 (43,18%), на Т3 – 6 (6,82%) і на Т4 – 1 (1,14%) випадків; на N0 припадало 48 (54,55%), на N1 – 10 (11,36%), на N2 – 22 (25,0%) і на N3 – 8 (9,09%) спостережень; на категорію Sх припадало 7 (7,95%), на S0 – 18 (20,45%), на S1 – 62 (70,45%) і на S2 – 1 (1,14%) випадків.

Що стосується категорії N, то, як зазначено вище, при змішаних ГПЯ найбільш частими були ті комбінації, у складі яких була N0 (7 / 41,18%). А загальне число комбінацій з N1, N2 і N3 у сумі було більшим ніж їхня кількість з N0 на 17,64% – 10 (58,82%). Кількість спостережень з N1, N2 і N3 дорівнювало 40 (45,45%), а з N0 на 9,1% більше – 48 (54,55%). Так, відсоток пацієнтів з ураженням лімфатичних вузлів при змішаних ГПЯ був більшим порівняно з ГПЯ в цілому і семіномою на 9,9% і 22,12% відповідно і меншим ніж при ЕР і ПЖМПТ – на 7,49% і 12,88% відповідно. Кількість пацієнтів з підвищеним рівнем сироваткових пухлинних маркерів при змішаних ГПЯ була на 11,74% меншою ніж при ПЖМПТ і займала друге за нею місце.

3.2. Взаємозв’язки стадій T, N і S зі ступенем пухлинного ураження яєчка і віддаленими метастазами.

Категорія рT. В міру зростання стадій рТ, кількість пацієнтів з 0–50% ступенем пухлинного ураження прогресивно зменшувалась з 26,35% до 0,0%, а з 50–100% і 90–100% ураженням збільшувалась з 73,65% до 100% і з 35,93% до 100% відповідно (рис. 3.1).

Середнє значення пухлинного ураження яєчка в стадії рT1 склало 70,41±3,53%, що достовірно не відрізнялось від середнього показника ГПЯ в цілому (76,06±2,46%), проте відзначалась помірна тенденція до його зменшення (t=1,31). В стадії рT2 ступінь ураження яєчка був 80,20±4,11%, що також достовірно не відрізнялось від аналогічного показника стадії рT1, але тенденція до його збільшення була дуже сильною (t=1,81). В стадії рT3 відсоток пухлинного ураження становив 89,35±5,0% і був достовірно (p<0,01) більше аналогічного показника при стадії рT1 і мав тенденцію до збільшення (t=1,41) відносно стадії рT2. А стадія рT4 в досліджених ГПЯ, як було зазначено вище, зустрілась лише у 0,66% спостережень і в усіх з них ураження було тотальним [431].
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Рис. 3.1. Частота стадій pT залежно від ступеня пухлинного ураження.

Вивчення показників ступеня пухлинного ураження яєчка в досліджених гістологічних типах ГПЯ показало, що в ПЖМПТ і семіномі стадії рT1 0–50% ураження спостерігалось найбільш рідко (20,0% і 20,79% відповідно), а 50–100% ураження було найчастішим (80,0% і 79,21% випадків відповідно). А при ЕР і ТПТ, навпаки, 0–50% пухлинне ураження виявлялось найчастіше (42,86% і 37,50% відповідно). Що стосується 90–100% ураження, то воно найбільш часто спостерігалось при ПЖМПТ і семіномі (60,0% і 44,55% хворих відповідно), а рідше – при змішаних ГПЯ і ЕР (18,60% і 28,57% спостережень відповідно) (табл. 3.19) [98].

В стадії рT2 50–100% пухлинне ураження яєчка найчастіше відзначалось при семіномі і змішаних ГПЯ – 90,63% і 89,47%, а 90–100% – при семіномі, ПЖМПТ і змішаних ГПЯ (62,50%, 60,0% і 55,26% відповідно). А найменші показники 50–100% і 90–100% пухлинного ураження спостерігались в ЕР – 42,86% і 28,57% відповідно (табл. 3.19).

Таблиця 3.19

Розподіл ГПЯ за стадією рТ і ступенем пухлинного ураження

	ГПЯ
	Стадія рТ
	Ступень пухлинного ураження

	
	
	0–90%
	90–100%
	0–50%
	50–100%
	Всього

	
	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	Семінома
	T1
	56
	55,45
	45
	44,55
	21
	20,79
	80
	79,21
	101
	67,33

	
	T2
	12
	37,50
	20
	62,50
	3
	9,38
	29
	90,63
	32
	21,33

	
	T3
	6
	37,50
	10
	62,50
	0
	0,00
	16
	100,0
	16
	10,67

	
	T4
	0
	0,00
	1
	100,0
	0
	0,00
	1
	100,0
	1
	0,67

	ЕР
	T1
	5
	71,43
	2
	28,57
	3
	42,86
	4
	57,14
	7
	20,59

	
	T2
	10
	71,43
	4
	28,57
	8
	57,14
	6
	42,86
	14
	41,18

	
	T3
	5
	38,46
	8
	61,54
	1
	7,69
	12
	92,31
	13
	38,24

	
	T4
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	ПЖМПТ
	T1
	2
	40,00
	3
	60,00
	1
	20,00
	4
	80,00
	5
	41,67

	
	T2
	2
	40,00
	3
	60,00
	2
	40,00
	3
	60,00
	5
	41,67

	
	T3
	1
	50,00
	1
	50,00
	0
	0,00
	2
	100,0
	2
	16,67

	
	T4
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	ТПТ
	T1
	6
	75,00
	2
	25,00
	3
	37,50
	5
	62,50
	8
	88,89

	
	T2
	1
	100,0
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	100,0
	1
	11,11

	
	T3
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	T4
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	СП
	T1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	T2
	2
	66,67
	1
	33,33
	0
	0,00
	3
	100,0
	3
	100,0

	
	T3
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	T4
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Продовж. табл. 3.19
	ГПЯ
	Стадія рТ
	Ступень пухлинного ураження

	
	
	0–90%
	90–100%
	0–50%
	50–100%
	Всього

	
	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	ТМСТ
	T1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	T2
	1
	100,0
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	100,0
	1
	50,00

	
	T3
	0
	0,00
	1
	100,0
	0
	0,00
	1
	100,0
	1
	50,00

	
	T4
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Тератома, препубертатний тип
	T1
	2
	100,0
	0
	0,00
	2
	100,0
	0
	0,00
	2
	100,0

	
	T2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	T3
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	T4
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Хоріокарцинома
	T1
	1
	100,0
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	100,0
	1
	100,0

	
	T2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


	
	T3
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	T4
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Змішані ГПЯ
	T1
	35
	81,40
	8
	18,60
	14
	32,56
	29
	67,44
	43
	48,86

	
	T2
	17
	44,74
	21
	55,26
	4
	10,53
	34
	89,47
	38
	43,18

	
	T3
	1
	16,67
	5
	83,33
	0
	0,00
	6
	100,0
	6
	6,82

	
	T4
	0
	0,00
	1
	100,0
	0
	0,00
	1
	100,0
	1
	1,14


В групі рT2, як і в групі рT1 була відсутня пряма залежність ступеня ураження яєчка і стадії пухлинної прогресії, тому що деякі з пухлин з найбільшим ступенем ураження яєчка (семінома) зустрічались в даній стадії значно рідше за деякі пухлини, при яких ступінь ураження був меншим (ЕР). Таким чином, незважаючи на те, що середній відсоток пухлинного ураження в стадії рT2 був більше такого при стадії рT1, його високі значення не є типовими для семіноми стадії рT2.

В ГПЯ стадії рT3 звертала на себе увагу відсутність 0–50% ураження в усіх досліджених випадках, окрім ЕР, де воно було встановлено у 7,69% хворих. Найменш частим 90–100% пухлинне ураження яєчка в даній стадії було при ПЖМПТ і ЕР – у 50,0% і 61,54% відповідно, а найчастішим при змішаних ГПЯ – 83,33% спостережень (табл. 3.19). Зазначені дані свідчать про те, що для даної стадії ГПЯ значний ступінь ураження є дуже типовим [431].
Категорія рN. При вивченні зв’язків між стадіями рT і рN було встановлено, що у пацієнтів зі стадією рT1 лімфогенні метастази були відсутні у 100,0% спостережень, що пов’язано з відсутністю в даній стадії інвазії в кровоносні та/або лімфатичні судини. В стадіях рT2 і рT3 спостерігалась абсолютно протилежна картина – кількість пацієнтів з лімфогенними метастазами склала 84,04% і 65,79% відповідно. Звертав на себе увагу той факт, що лімфогенне метастазування при більш ранній стадії рT2 було частішим за таке при стадії рT3, а кількість пацієнтів без лімфогенних метастазів в стадії рT3 взагалі була у 2 раза більшою, ніж в стадії рT2. Це може бути пояснено тим, що в даному дослідженні у пацієнтів стадії рT2 судинна інвазія була відсутня у 8,51% пацієнтів, а в стадії рT3 – у 23,68%, що підкреслює вкрай важливе значення судинної інвазії в розвитку лімфогенного метастазування. Щодо стадії рT4, то в обох спостереженнях відзначалось метастатичне ураження лімфатичних вузлів (табл. 3.20).

Середній відсоток пухлинного ураження яєчка в стадії рN0 був достовірно (p<0,05) меншим за такий в стадії рN2 та всіх стадій рN разом і мав сильну тенденцію до його зменшення в стадіях рN1 і рN3 (t=1,84 і t=1,85 відповідно). При цьому відсоток пухлинного ураження яєчка в стадіях рN1, рN2 і рN3, які є відображенням лімфогенного метастазування, достовірно не відрізнявся один від одного (табл. 3.21) [431].

Таблиця 3.20

Розподіл пацієнтів стадій рN залежно від стадії рT

	
	рT1 (n=167)
	рT2 (n=94)
	рT3 (n=38)
	рT4 (n=2)

	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	рN0
	167
	100,0
	15
	15,96
	13
	34,21
	0
	0,00

	рN1
	0
	0,00
	29
	30,85
	8
	21,05
	0
	0,00

	рN2
	0
	0,00
	32
	34,04
	7
	18,42
	2
	100,0

	рN3
	0
	0,00
	18
	19,15
	10
	26,32
	0
	0,00


Таблиця 3.21

Середній відсоток пухлинного ураження яєчка при різних стадіях рN

	рN0
	рN1
	рN2
	рN3

	71,47±3,23
	84,05±6,02
	84,36±5,67
	85,23±6,71


При більш детальному вивчені ступеня пухлинного ураження яєчка було встановлено, що кількість пацієнтів стадії рN0 з 0–50% ураженням була найбільшою, а з 50–100%, відповідно, найменшою (як і при 90–100% ураженні) серед усіх стадій рN. При цьому зазначені показники стадій рN1, рN2 і рN3 розрізнялись між собою незначною мірою (рис. 3.2).

Вивчення показників ступеня ураження яєчка у кожному гістологічному типі ГПЯ показало, що в стадії рN0 50–100% і 90–100% ураження спостерігалось найчастіше при семіномі та ПЖМПТ (81,74% і 46,09% та 80,0% і 60,0% хворих відповідно). А 0–50% пухлинне ураження найчастіше виявлялось при ЕР і ТПТ (43,75% і 37,5%). Таким чином, при аналізі стадії рN0 зберігалась закономірність, що була виявлена раніше при аналізі стадії рT1 – пухлина зі значним ступенем ураження яєчка (семінома) мала дуже високі показники приналежності до менш злоякісної стадії, що характеризується відсутністю лімфогенних метастазів (рN0) і, навпаки, деякі пухлини, які були найменше представлені у категорії рN0 (ЕР) характеризувались більш низьким ступенем ураження яєчка (табл. 3.22).
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Рис. 3.2. Частота стадій pN залежно від ступеня пухлинного ураження.

Найбільш значне пухлинне ураження яєчка (90–100%) в стадії рN1 було виявлено в семіномі (68,75% спостережень), в ПЖМПТ і змішаних ГПЯ (по 50,00% пацієнтів), а при ЕР виявилось в 33,33% спостережень (табл. 3.22) [88].

Так, семінома даної стадії, що характеризувалась найбільшим ступенем пухлинного ураження, спостерігалась найбільш рідко. Подібна тенденція зберігалась і при змішаних ГПЯ. А ЕР, що представлений найбільшим відсотком спостережень стадії рN1 мав відносно низький ступінь пухлинного ураження.

В стадії рN2 90–100% пухлинне ураження яєчка найчастіше зустрічалось при змішаних ГПЯ і семіномі – у 72,73% і 66,67% хворих відповідно, а найменш часто – при ПЖМПТ (33,33% пацієнтів). Аналогічне співвідношення досліджених ГПЯ спостерігалось і при аналізі 50–100% ураження (табл. 3.22).

Таблиця 3.22

Розподіл ГПЯ за стадією рN і ступенем пухлинного ураження

	ГПЯ
	Стадія рN
	Ступень пухлинного ураження

	
	
	0–90 %
	90–100 %
	0–50 %
	50–100 %
	Всього

	
	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	Семінома
	N0
	62
	53,91
	53
	46,09
	21
	18,26
	94
	81,74
	115
	76,67

	
	N1
	5
	31,25
	11
	68,75
	2
	12,50
	14
	87,50
	16
	10,67

	
	N2
	3
	33,33
	6
	66,67
	0
	0,00
	9
	100,0
	9
	6,00

	
	N3
	4
	40,00
	6
	60,00
	1
	10,00
	9
	90,00
	10
	6,67

	ЕР
	N0
	11
	68,75
	5
	31,25
	7
	43,75
	9
	56,25
	16
	47,06

	
	N1
	4
	66,67
	2
	33,33
	2
	33,33
	4
	66,67
	6
	17,65

	
	N2
	4
	57,14
	3
	42,86
	2
	28,57
	5
	71,43
	7
	20,59

	
	N3
	1
	20,00
	4
	80,00
	1
	20,00
	4
	80,00
	5
	14,71

	ПЖМПТ
	N0
	2
	40,00
	3
	60,00
	1
	20,00
	4
	80,00
	5
	41,67

	
	N1
	1
	50,00
	1
	50,00
	0
	0,00
	2
	0,00
	2
	16,67

	
	N2
	2
	66,67
	1
	33,33
	2
	66,67
	1
	33,33
	3
	25,00

	
	N3
	0
	0,00
	2
	100,0
	0
	0,00
	2
	100,0
	2
	16,67

	ТПТ
	N0
	6
	75,00
	2
	25,00
	3
	37,50
	5
	62,50
	8
	88,89

	
	N1
	1
	100,0
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	100,0
	1
	11,11

	
	N2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	N3
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	СП
	N0
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	N1
	1
	50,00
	1
	50,00
	0
	0,00
	2
	100,0
	2
	66,67

	
	N2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	N3
	1
	100,0
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	100,0
	1
	33,33


Продовж. табл. 3.22
	ГПЯ
	Стадія рN
	Ступень пухлинного ураження

	
	
	0–90 %
	90–100 %
	0–50 %
	50–100 %
	Всього

	
	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	ТМСТ
	N0
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	N1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	N2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	N3
	1
	50,00
	1
	50,00
	0
	0,00
	2
	100,0
	2
	100,0

	Тератома, препубертатний тип
	N0
	2
	100,0
	0
	0,00
	2
	100,0
	0
	0,00
	2
	100,0

	
	N1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	N2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	N3
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Хоріокарцинома
	N0
	1
	100,0
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	100,0
	1
	100,0

	
	N1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	N2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	N3
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Змішані ГПЯ
	N0
	38
	79,17
	10
	20,83
	16
	33,33
	32
	66,67
	48
	54,55

	
	N1
	5
	50,00
	5
	50,00
	0
	0,00
	10
	100,0
	10
	11,36

	
	N2
	6
	27,27
	16
	72,73
	1
	4,55
	21
	95,45
	22
	25,00

	
	N3
	4
	50,00
	4
	50,00
	1
	12,50
	7
	87,50
	8
	9,09


Таким чином, хворі на семіному стадії рN2, незважаючи на що не найвищий показник пухлинного ураження яєчка, як і у групі рN1, представлені найменшим відсотком спостережень. А пацієнти з ПЖМПТ спостерігались найчастіше при найменшому ступені пухлинного ураження в даній групі. При змішаних ГПЯ спостерігалась прямо пропорційна залежність ступеня пухлинного ураження з відсотком хворих даної групи – при значному ступені ураження яєчка кількість пацієнтів теж була значною.

В стадії рN3 90–100% пухлинне ураження було найчастішим при ЕР і ПЖМПТ – 80,0% і 100,0% хворих відповідно, а 50–100% ураження було частим при усіх досліджених ГПЯ і коливалось у межах від 80,0% до 100,0% спостережень (табл. 3.22). Таким чином, в стадії рN3 ЕР і ПЖМПТ є ГПЯ, що зустрічалися найчастіше і мали найвищий ступінь пухлинного ураження [431].
Категорія S. При вивченні зв’язків стадій рT і pN із категорією S було виявлено, що в міру зростання стадій від рТ1 до рТ3 (рТ4 представлена лише двома спостереженнями), так само як і від pN0 до pN3, відсоток пацієнтів з показниками сироваткових маркерів в межах норми прогресивно зменшувався, а кількість пацієнтів зі стадією S1, навпаки, збільшувалась. При цьому було виявлено лише два спостереження зі стадією S2, які відповідали стадіям рТ1N0 і рТ3N3 (табл. 3.23).

Таблиця 3.23

Розподіл пацієнтів стадій S залежно від стадії рT і рN
	
	СТАДІЇ pT

	
	рT1 (n=167)
	рT2 (n=94)
	рT3 (n=38)
	рT4 (n=2)

	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	S0
	110
	65,87
	38
	40,43
	13
	34,21
	1
	50,0

	S1
	40
	23,95
	51
	54,26
	21
	55,26
	1
	50,0

	S2
	1
	0,60
	0
	0,00
	1
	2,63
	0
	0,0

	
	СТАДІЇ pN

	
	рN0 (n=195)
	рN1 (n=37)
	рN2 (n=41)
	рN3 (n=28)

	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	S0
	120
	61,54
	20
	54,05
	15
	36,59
	7
	25,0

	S1
	56
	28,72
	16
	43,23
	25
	60,98
	16
	57,14

	S2
	1
	0,51
	0
	0,0
	0
	0,0
	1
	3,57


Середній відсоток пухлинного ураження яєчка при стадіях S0 і S1 достовірно не відрізнявся один від одного і склав 75,36±3,39% і 76,80±3,97% відповідно. Щодо стадії S2, то, як вже було зазначено раніше, вона була представлена двома спостереженнями зі ступенем пухлинного ураження 100% в стадії рТ3N3 і 35% – в рТ1N0. В цілому показники ступеня пухлинного ураження при ГПЯ стадії S0 і S1 також майже не відрізнялись один від одного.

Вивчення показників ступеня пухлинного ураження в кожному гістологічному типі досліджених ГПЯ показав, що в стадії S0 90–100% ураження найчастіше спостерігалось в семіномі – 52,46% хворих, а найменш часто вказаний ступінь ураження було виявлено в змішаних ГПЯ – 22,22% пацієнтів (табл. 3.24).

В стадії S1 90–100% пухлинне ураження яєчка найчастіше виявлялось в ПЖМПТ (70,0% спостережень), а в групі семіноми відсоток пацієнтів даної групи був найменшим (20,0% випадків) (табл. 3.24) [431].

Таблиця 3.24

Розподіл ГПЯ за стадією S і ступенем пухлинного ураження

	ГПЯ
	Стадія рN
	Ступень пухлинного ураження

	
	
	0–90 %
	90–100 %
	0–50 %
	50–100 %
	Всього

	
	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	Семінома
	S0
	58
	47,54
	64
	52,46
	20
	16,39
	102
	83,61
	122
	81,33

	
	S1
	12
	80,00
	3
	20,00
	3
	20,00
	12
	80,00
	15
	10,00

	
	S2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	ЕР
	S0
	6
	66,67
	3
	33,33
	5
	55,56
	4
	44,44
	9
	26,47

	
	S1
	13
	59,09
	9
	40,91
	7
	31,82
	15
	68,18
	22
	64,71

	
	S2
	0
	0,00
	1
	100,0
	0
	0,00
	1
	100,0
	1
	2,94

	ПЖМПТ
	S0
	1
	100,0
	0
	0,00
	1
	100,0
	0
	0,00
	1
	8,33

	
	S1
	3
	30,00
	7
	70,00
	1
	10,00
	9
	90,00
	10
	83,33

	
	S2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Продовж. табл. 3.24
	ГПЯ
	Стадія рN
	Ступень пухлинного ураження

	
	
	0–90 %
	90–100 %
	0–50 %
	50–100 %
	Всього

	
	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	ТПТ
	S0
	5
	71,43
	2
	28,57
	3
	42,86
	4
	57,14
	7
	77,78

	
	S1
	1
	100,0
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	100,0
	1
	11,11

	
	S2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	СП
	S0
	2
	66,67
	1
	33,33
	0
	0,00
	3
	100,0
	3
	100,0

	
	S1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	S2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	ТМСТ
	S0
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	S1
	1
	50,00
	1
	50,00
	0
	0,00
	2
	100,0
	2
	100,0

	
	S2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Тератома, препубертатний тип
	S0
	2
	100,0
	0
	0,00
	2
	100,0
	0
	0,00
	2
	100,0

	
	S1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	S2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Хоріокарцинома
	S0
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	S1
	1
	100,0
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	100,0
	1
	100,0

	
	S2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Змішані ГПЯ
	S0
	14
	77,78
	4
	22,22
	5
	27,78
	13
	72,22
	18
	20,45

	
	S1
	32
	51,61
	30
	48,39
	11
	17,74
	51
	82,26
	62
	70,45

	
	S2
	1
	100,0
	0
	0,00
	1
	100,0
	0
	0,00
	1
	1,14


Категорія «Віддалені метастази». Середній відсоток пухлинного ураження яєчка у випадках з віддаленими метастазами склав 83,55±6,66% і достовірно не відрізнявся від такого показника у випадках без них (75,19±2,63%), але мав помірну тенденцію до збільшення (t=1,17).

Також звертав на себе увагу той факт, що коли ГПЯ вражала яєчко на 90–100%, то частота віддалених метастазів перевищувала таку при 0–90% ураженні в 1,8 раза. А якщо порівняти частоту розвитку віддалених метастазів при 0–50% і 50–100% ураженні, то картина ставала більш наглядною – у пацієнтів з більш значним пухлинним ураженням віддалені метастази розвивались в 4,2 раза частіше (рис. 3.3).
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Рис. 3.3. Частота віддалених метастазів залежно від ступеня пухлинного ураження.

При вивченні взаємозв’язків категорій рT, pN і S з наявністю віддалених метастазів було встановлено, що в міру зростання стадій від рТ1 до рТ3 (рТ4 представлена лише двома спостереженнями), їхній відсоток збільшувався, при цьому у пацієнтів зі стадією рТ1 віддаленних метастазів виявлено не було. У хворих зі стадіями рN2 і рN3 відсоток спостережень з віддаленими метастазами був значно більшим за такий в стадіях рN0 і рN1, в яких він був дуже низьким. При цьому показники стадії рN0 були дещо більшими, ніж в стадії рN1, що може пояснюватись вищим відсотком спостережень більш агресивних ЕР і ПЖМПТ в стадії рN0. Щодо категорії S, то в даному дослідженні віддаленні метастази у пацієнтів зі стадією S0 було виявлено лише у 1,23% спостережень, тоді як при стадії S1 віддаленні метастази вражали кожного п’ятого пацієнта. Хворі на ГПЯ зі стадією S2 були представлені лише двома спостереженнями, в одному з яких пацієнт мав віддалені метастази (табл. 3.25).
Таблиця 3.25

Розподіл пацієнтів з віддаленими метастазами

залежно від стадії рT, рN і S
	
	СТАДІЇ pT

	
	рT1 (n=167)
	рT2 (n=94)
	рT3 (n=38)
	рT4 (n=2)

	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	Віддалені метастази
	+
	0
	0,00
	16
	17,02
	14
	36,84
	1
	50,00

	
	–
	167
	100,0
	78
	82,98
	24
	63,16
	1
	50,00

	
	СТАДІЇ pN

	
	рN0 (n=195)
	рN1 (n=37)
	рN2 (n=41)
	рN3 (n=28)

	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	Віддалені метастази
	+
	7
	3,59
	1
	2,70
	12
	29,27
	11
	39,29

	
	–
	188
	96,41
	36
	97,30
	29
	70,73
	17
	60,71

	
	СТАДІЇ S

	
	S0 (n=162)
	S1 (n=113)
	S2 (n=2)

	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	Віддалені метастази
	+
	2
	1,23
	24
	21,24
	1
	50,00

	
	–
	158
	97,53
	88
	77,88
	1
	50,00


Також звертав на себе увагу той факт, що 90–100% пухлинне ураження спостерігалось суттєво частіше у пацієнтів з віддаленими метастазами, ніж у випадках без них (табл. 3.26) [431].

Таблиця 3.26

Розподіл ГПЯ з віддаленими метастазами за ступенем пухлинного ураження

	ГПЯ
	Віддалені метастази
	Ступень пухлинного ураження

	
	
	0–90%
	90–100%
	0–50%
	50–100%
	Всього

	
	
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення
	Абсолютне значення
	Відсоткове значення

	Всі пухлини
	+
	11
	35,48
	20
	64,52
	6
	19,35
	25
	80,65
	31
	10,30

	
	–
	154
	57,04
	116
	42,96
	56
	20,74
	214
	79,26
	270
	89,71

	Семінома
	+
	1
	25,00
	3
	75,00
	0
	0,00
	4
	100,0
	4
	2,67

	
	–
	73
	50,00
	73
	50,00
	24
	16,44
	122
	83,56
	146
	97,33

	ЕР
	+
	6
	46,15
	7
	53,85
	3
	23,08
	10
	76,92
	13
	38,24

	
	–
	14
	66,67
	7
	33,33
	9
	42,86
	12
	57,14
	21
	61,76

	ПЖМПТ
	+
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	
	–
	5
	41,67
	7
	58,33
	3
	25,00
	9
	75,00
	12
	100,0

	ТПТ
	+
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	
	–
	7
	77,78
	2
	22,22
	3
	33,33
	6
	66,67
	9
	100,0

	СП
	+
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	
	–
	2
	66,67
	1
	33,33
	0
	0,00
	3
	100,0
	3
	100,0

	ТМСТ
	+
	0
	0,00
	1
	100,0
	0
	0,00
	1
	100,0
	1
	50,00

	
	–
	1
	100,0
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	100,0
	1
	50,00

	Тератома, препубертатний тип
	+
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	
	–
	2
	100,0
	0
	0,00
	2
	100,0
	0
	0,00
	2
	100,0

	Хоріокарцинома
	+
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	
	–
	1
	100,0
	0
	0,00
	0
	0,00
	1
	100,0
	1
	100,0

	Змішані ГПЯ
	+
	4
	30,77
	9
	69,23
	3
	23,08
	10
	76,92
	13
	14,77

	
	–
	49
	65,33
	26
	34,67
	15
	20,00
	60
	80,00
	75
	85,23


Таким чином, проведене дослідження архівного матеріалу та історій хвороби дозволили скласти уявлення про епідеміологічні та клініко-морфологічні особливостей ГПЯ, а також встановити взаємозвʼязки стадій T, N і S зі ступенем пухлинного ураження яєчка і віддаленими метастазами. 
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РОЗДІЛ 4

МОРФОЛОГІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА ГЕРМІНОГЕННИХ ПУХЛИН ЯЄЧКА

4.1. Макро- і мікроскопічна характеристика семіноми.

Семінома, як вже вказувалось, була найчастішою серед досліджених ГПЯ: кількість хворих на дану пухлину склала 150 випадків (49,8%) з урахуванням семіноми з клітинами синцитіотрофобласта [99].

Макроскопічно семінома мала вигляд одиночного вузла або дифузно-волокнисто-вузлуватий вигляд за рахунок множинних вузлів сірого, біло-сірого, сіро-рожевого кольору (з ділянками жовтого, жовто-бурого або червоно-бурого кольору різних розмірів), що зливалися між собою. Консистенція пухлини була від м’якої до щільної.

Мікроскопічно для семіноми були характерні переважно солідні поля пухлинних клітин, розділені прошарками сполучної тканини (рис. 4.1, А). Іноді в семіномі визначалися альвеолярні, криброзні і псевдотубулярні структури, рідше серед розвиненої строми – дрібні гнізда і тяжі пухлинних клітин. Клітини семіноми досить великі, мономорфні, округлої або полігональної форми, з добре вираженою, світлою, нерідко вакуолізованою, еозинофільною цитоплазмою і чіткими межами. Ядра великі, пузирчасті, округло-овальної форми, розташовані центрально, містили 1–2 дрібних або великих ядерець і рівномірний дрібнозернистий гіпохромний хроматин. Мітози зустрічалися у всіх спостереженнях, але вони були нечисленними [105].

Строма семіноми була виражена добре, характеризувалася дифузною або дифузно-вогнищевою лімфоїдною інфільтрацією, яка в більшості спостережень носила помірно виражений, рідше – виражений характер (рис. 4.1, Б). На тлі вираженої лімфоїдної інфільтрації в частині спостережень виявлялися лімфоїдні фолікули (рис. 4.2, А). Зрідка лімфоїдна інфільтрація поєднувалася із гранульоматозною або запальною нейтрофільною реакцією. В 15 спостереженнях (10% всіх семіном) було виявлено клітини синцитіотрофобласта (рис. 4.2, Б).
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Рис. 4.1. А. Семінома: солідні поля пухлинних клітин розділені тонкими прошарками сполучної тканини (×200). Б. Виражена дифузна лімфоїдна інфільтрація строми семиноми (×200). Забарвлення гематоксиліном і еозином. 
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Рис. 4.2. А. Лімфоїдний фолікул в семіномі (×100). Забарвлення за ван Гізоном. Б. Гігантські багатоядерні клітини синцитіотрофобласта в семіномі (×400). Забарвлення гематоксиліном і еозином. 
В окремих спостереженнях зустрічались ділянки анаплазії, в яких пухлинні клітини були більшими за типові для семіноми, характеризувалися більш вираженим клітинним і ядерним поліморфізмом. В ядрах визначався грубий нерівномірної структури хроматин, а також великі і, нерідко, численні ядерця. У великій кількості візуалізувалися «голі» ядра та «зліпки» ядер (рис. 4.3, А).
Зрідка в спостереженнях семіноми визначалась десмопластична реакція строми, яка мала помірний, рідше – значний ступінь, а іноді доходила до вираженого фіброзу (рис. 4.3, Б).

Вторинні зміни в семіномі зустрічались доволі часто (приблизно в третині всіх випадків) і були представлені коагуляційним некрозом, запаленням і крововиливами, які варіювали від дрібних і нечисленних до множинних і великих.

У переважної більшості спостережень при мікроскопічному дослідженні в тканині, яка була прилеглою до пухлини, а також в самій пухлині виявляли сім’яні канальці з GCNIS. Зазвичай її можна було детектувати на забарвлених гематоксиліном і еозином препаратах: уражені сім’яні канальці мали потовщену БМ і містили великі атипові пухлинні клітини з чіткими межами і прозорою цитоплазмою. Центрально розташовані ядра великі та округлі, або неправильної форми, з одним або декількома гіперхромними ядерцями (рис. 4.4, А). Іноді дані клітини формували цілі пласти. У сумнівних випадках GCNIS детектували за допомогою PAS-фарбування на глікоген (рис. 4.4, Б) або ІГХР на наявність плацентарної лужної фосфатази (PLAP) (рис. 4.4, В) або Oct-3/4 [79].

Частота ознак агресивності та прогресії семіноми у вигляді судинної інвазії, проростання пухлини у оболонки яєчка, придаток, сім’яний канатик і мошонку представлені в таблиці 3.17.
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Рис. 4.3. А. Ділянка анаплазії в семіномі з численними «голими» ядрами і «зліпками» ядер (×400). Б. Виражена десмопластична реакція строми в семіномі (×100). Забарвлення гематоксиліном і еозином.
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	Рис. 4.4. А. Сім’яні канальці з GCNIS в семіномі (×200). Забарвлення гематоксиліном і еозином. Б. Сім’яні канальці з GCNIS в семіномі (×200). PAS-забарвлення. В. Інтенсивна реакція з PLAP в GCNIS семіноми (×1000). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.


4.2. Макро- і мікроскопічна характеристика ембріонального раку.

В нашому дослідженні ЕР був частим компонентом в змішаних ГПЯ, а у «чистому» вигляді був представлений 34 спостереженнями (11,3%).

Макроскопічно ЕР яєчка в більшості випадків був представлений нечітко (рідше – чітко) окресленим одиночним вузлом (у 3 спостереженнях ЕР мав вигляд багатовузлового утворення) сірого, сірувато-білуватого, іноді з відтінками рожевого і жовтого кольору, з характерною осередковою напівпрозорістю пухлинної тканини. В окремих випадках візуалізувалось вростання ЕР в паратестікулярні структури. Також доволі часто в пухлині відзначалися вторинні зміни у вигляді некрозу (при цьому в більшості випадків він носив поширений характер), крововиливів, а також розпаду з формуванням порожнин [102, 108].

При мікроскопічному дослідженні ЕР у «чистому» вигляді та в складі змішаної ГПЯ зазвичай формував солідно-трабекулярні (рис. 4.5, А), або ацинарні, тубулярні та папілярні структури (рис. 4.5, Б).

Клітини ЕР великі, різко поліморфні (серед них – тісно прилеглі одна до одної примітивні витягнуті веретеноподібні клітини) з невираженими клітинними межами, характеризувалися добре вираженою, базофільною зернистою або світлою вакуолізованою цитоплазмою. Ядра великі, поліморфні, часто неправильної форми, хроматин грубозернистий, одне-два ядерця виражені, великі. Мітотична активність клітин висока (рис. 4.6, А). В частині спостережень ЕР зустрілися осередки GCNIS (рис. 4.6, Б).

Строма була виражена добре, характеризувалася помірною лімфоїдною інфільтрацією, яка доволі часто поєднувалася із запальною нейтрофільною реакцією і, навіть, супроводжувалась абсцедуванням. В усіх спостереженнях в ЕР визначалися ділянки еозинофільного коагуляційного некрозу, іноді вони носили поширений характер. Ангіоінвазія також відзначена в усіх випадках, при цьому мало місце вростання, як в кровоносні, так і в лімфатичні судини (рис. 4.7, А). Як вже вказувалось, частим для ЕР було проростання в оболонки яєчка, сім’яний канатик і шкіру мошонки (рис. 4.7, Б).
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Рис. 4.5. А Ділянка солідної будови в ЕР яєчка (×200). Б. Папілярні структури в ЕР яєчка (×200). Забарвлення гематоксиліном і еозином.
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Рис. 4.6. А. Патологічні мітози в ЕР яєчка (×1000). Забарвлення гематоксиліном і еозином. Б Сім’яні канальці з GCNIS в ЕР яєчка (×100). Забарвлення за ван Гізоном.

	[image: image62.jpg]




	[image: image63.jpg]





Рис. 4.7. А. Пухлинна інвазія у кровоносну судину в ЕР (×100). Забарвлення гематоксиліном і еозином. Б. Проростання ЕР в шкіру мошонки (×40). Забарвлення за ван Гізоном.

4.3. Макро- і мікроскопічна характеристика пухлини жовткового мішка постпубертатного типу.

ПЖМПТ у «чистому» вигляді в нашому дослідженні була представлена 12 спостереженнями, що склало 4,0% від всіх ГПЯ.

Макроскопічно в усіх спостереженнях ПЖМПТ була представлена одиночним нечітко окресленим солідним вузлом сірувато-білого або сірувато-жовтого кольору з червонувато-бурими вогнищами крововиливів, некрозу і кістовидними утвореннями в товщі пухлини. Поширення ПЖМПТ на паратестікулярні структури – проростання в оболонки яєчка, сім’яний канатик і в придаток яєчка – визначалося в одиничних спостереженнях.

Мікроскопічно для ПЖМПТ було характерним поєднання ділянок різноманітної будови: солідних (рис. 4.8, А), залозистих (рис. 4.8, Б), сітчастих (рис. 4.9, А), саркоматозних (рис. 4.9, Б) і мікрокістозних (рис. 4.10, А). Також виявлялись папілярні та тубулярні структури, міксоматозні ділянки, ділянки пухкої мезенхіми із залозами кишкового або ендометріоїдного типу [83, 108]. Саме такий строкатий малюнок будови був основною диференційно-діагностичною ознакою ПЖМПТ, на відміну від ЕР або семіноми.

Характерними для ПЖМПТ були структури, які нагадують ендодермальний синус, – тільця Шилера-Дюваля [107], або так звані, гломерулоїдні структури, які мали вигляд фіброзних утворень, вкритих епітелієм, з кровоносним капіляром в центрі, і які виступали в просвіти мікрокіст (розширених тубулярних просторів) з аналогічним епітеліальним вистиланням (рис. 4.10, Б). Крім цього, діагностично значущими були відносно великі округлі еозинофільні і PAS-позитивні цитоплазматичні та екстрацелюлярні гіалінові тільця – глобули (рис. 4.11) [102].

На відміну від семіноми строма ПЖМПТ була слабко розвинена, осередково або дифузно інфільтрована лімфоїдними елементами, але ступінь вираженості інфільтрату був слабким.
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Рис. 4.8. А. Солідні структури в ПЖМПТ (×400). Б. Залозисті структури в ПЖМПТ (×200). Забарвлення гематоксиліном і еозином.
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Рис. 4.9. А. Сітчасті структури в ПЖМПТ (×200). Б. Ділянка саркоматозної будови в ПЖМПТ (×400). Забарвлення гематоксиліном і еозином.
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Рис. 4.10. А. Мікрокістозна ділянка в оточенні пухкої мезенхіми і осередка міксоматоза в ПЖМПТ. Мікрокісти містять клітини з гідропічно зміненою цитоплазмою (×200). Б. Тільце Шилера-Дюваля в ПЖМПТ (×400). Забарвлення гематоксиліном і еозином.
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Рис. 4.11. Екстрацелюлярне гіалінове тільце (глобула) в структурі ПЖМПТ (×200). Забарвлення гематоксиліном і еозином.

Клітини пухлини також відрізнялись в ділянках різної будови. Так, солідні ділянки були представлені клітинами зі світлою цитоплазмою і чіткими клітинними межами, чим нагадували семіному. В мікрокістозних ділянках вони мали вакуолізовану, а частиною навіть гідропічно змінену цитоплазму. У ділянках папілярної будови клітини, які покривали фіброваскулярну строму сосочків, мали кубічну або стовпчасту форму. Ядра пухлинних клітин – від округлої до неправильної форми, з грубим хроматином і збільшеними ядерцями.

У переважної частині спостережень в пухлинній тканині відзначалися вторинні зміни у вигляді поширених осередків некрозу і розпаду з формуванням порожнин, а також крововиливів і запальної нейтрофильної реакції. Ангіоінвазія в ПЖМПТ відзначалася в більшості спостережень, при цьому мало місце вростання, як в кровоносні, так і в лімфатичні судини. Проростання в паратестикулярні структури виявлялись рідко.

4.4. Макро- і мікроскопічна характеристика тератоми постпубертатного типу.

ТПТ в «чистому» вигляді зустрілась у 9 випадках (3,0%). Макроскопічно пухлина мала горбисту поверхню, м’яко-еластичну, осередково – тістувату, або щільну консистенцію. На розрізі пухлина була сірувато-білого кольору з ділянками хряща або кістки (або без них), з дрібними кістами і ділянками ослизнення [101].

Поширення пухлини на паратестикулярні структури – проростання в оболонки яєчка, сім’яний канатик і в придаток яєчка не визначалося в жодному спостереженні.

Мікроскопічно в ТПТ виявлялись або добре диференційовані зрілі похідні трьох зародкових листків: ектодерми (багатошаровий плоский епітелій), ендодерми (респіраторний або кишковий епітелій) (рис. 4.12, А, Б) і мезодерми (фіброзна, хрящова, м’язова тканина, жирова клітковина) (рис. 4.13, А), або пухлина складалась з незрілих тканин, які також були похідними зазначених зародкових листків. В таких пухлинах визначалися осередки незрілого кишкового, респіраторного, багатошарового плоского епітелію, незрілі поперечносмугасті м’язи, хрящ, незріла, пухка, місцями міксоматозна, мезенхимальна тканина (рис. 4.13, Б; рис. 4.14, А, Б). Серед незрілих елементів іноді зустрічалися і ділянки зрілих тканин [106].

ТПТ, які складались із добре диференційованих (зрілих) тканин зустрілась в 5 спостереженнях (1,7%), а ТПТ з незрілими ембріональними тканинами в складі – в 4 випадках (1,3%).
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Рис. 4.12. А. ТПТ з кістою, вистеленою респіраторним епітелієм (×400). Б. ТПТ з кістою, вистеленою епітелієм кишкового типу (×400). Забарвлення гематоксиліном і еозином.
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Рис. 4.13. А. ТПТ зі зрілими складовими (похідними мезодерми) – хондроїдною і фіброзною (×200). Б. ТПТ з незрілими складовими (похідними мезодерми) – фіброзною, м’язовою і міксоїдною (×100). Забарвлення за ван Гізоном.
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Рис. 4.14. А. Незрілий хондроїдний компонент у складі ТПТ (×200). Б. Міксоїдний компонент в складі ТПТ (×400). Забарвлення гематоксиліном і еозином. 

4.5. Макро- і мікроскопічна характеристика сперматоцитної пухлини.

СП була представлена 3 спостереженнями (1,0%) від усіх досліджених ГПЯ. Слід підкреслити, що ця пухлина, на відміну від класичної семіноми, характерна для чоловіків старшого віку, що було підтверджено і даним дослідженням.

Макроскопічно СП мала сірувато-рожевий колір з червоно-бурими ділянками. Некроз візуально визначався в одному спостереженні. Поширення СП на паратестікулярні структури не відзначено в жодному зі спостережень.

Мікроскопічно для СП характерні солідні поля пухлинних клітин, які були розділені тонкими прошарками сполучної тканини, іноді з ділянками різко вираженого набряку, кістозними або псевдозалозистими структурами. Клітини пухлини характеризувалися вираженим поліморфізмом, були представлені трьома основними різновидами: дрібними лімфоцитоподібними клітинами, клітинами середнього розміру, характерними для типової семіноми, і гігантськими, подекуди багатоядерними клітинами (рис. 4.15, А, Б) [105]. Цитоплазма клітин мізерна. Ядра округлі, як і самі клітини, варіабельні за розміром.

На відміну від типової семіноми, в СП десмопластична реакція строми була відсутня. Лімфоїдна інфільтрація зустрічалася не постійно і була виражена слабо, гранульоматозна реакція не зустрічалася. Некроз зустрічався зрідка і мав дрібновогнищевий характер. Також зустрічалися осередки крововиливів різної давності. Ангіоінвазія в кровоносні та лімфатичні судини була відзначена в усіх спостереженнях СП.

При необхідності в проведенні диференціальної діагностики між СП і класичною семіномою використовували гістохімічне PAS-забарвлення або ІГХР з PLAP або Oct-3/4.
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Рис. 4.15. А. СП з характерними клітинами: дрібними лімфоцитоподібними, клітинами середнього розміру і гігантськими, подекуди – багатоядерними клітинами (×200). Б. Гігантська багатоядерна клітина в СП (×1000). Забарвлення гематоксиліном і еозином.

4.6. Макро- і мікроскопічна характеристика тератоми з малігнізацією соматичного типу.

ТМСТ зустрічалась надзвичайно рідко. В нашому дослідженні в «чистому» вигляді дана пухлина зустрілась лише в 2 спостереженнях (0,7%). Макроскопічно ТМСТ мала вузлувату або дифузно-вузлувату будову, м’яко-еластичну або щільну консистенцію. На розрізі пухлина була сірувато-жовтувато-білого кольору з червонувато-бурими ділянками та кістозними порожнинами в товщі. Поширення пухлини на паратестікулярні структури – проростання в оболонки яєчка, сім’яний канатик і в придаток яєчка – визначалося в обох спостереженнях. Мікроскопічно в ТМСТ злоякісний компонент був представлений негерміногенною складовою: в першому випадку – фібросаркомою, в другому – помірнодиференційованою аденокарциномою (рис. 4.16, А, Б).

4.7. Макро- і мікроскопічна характеристика хоріокарциноми.

Хоріокарцинома в «чистому» вигляді у нашому дослідженні була представлена лише 1 випадком (0,3% від всіх ГПЯ). Макроскопічно пухлина була представлена вузлами сірувато-білуватого кольору з жовтуватими і червоно-бурими ділянками, які представляли собою некроз і крововиливи. Поширення пухлини на паратестікулярні структури – проростання в оболонки яєчка, сім’яний канатик і в придаток яєчка – не визначалося. При мікроскопічному дослідженні хоріокарцинома складалась з комплексів цитотрофобласту, які були представлені мономорфними середніх розмірів одноядерними клітинами зі світлою, малооб’ємною цитоплазмою і одним ядром. Клітини цитотрофобласту характеризувались наявністю мітозів. Цитотрофобласт поєднувався з гігантськими поліморфними, часто багатоядерними, клітинами синцитіотрофобласту з темною еозинофільною цитоплазмою. Гіперхромні ядра містили збільшені ядерця неправильної форми. Строма і судини були відсутні, а в синцитіотрофобласті розташовувались лакуни, що містили кров (рис. 4.17, А, Б).
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Рис. 4.16. А. ТМСТ. Фібросаркома в структурі пухлини (×400). Забарвлення за ван Гізоном. Б. ТМСТ. Помірнодиференційована аденокарцинома в структурі пухлини (×100). Забарвлення за ван Гізоном.
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Рис. 4.17. А. Хоріокарцинома з масивними крововиливами (×100). Б. Елементи з цито- і синцитіотрофобласта в хоріокарциномі (×400). Забарвлення гематоксиліном і еозином.

4.8. Макро- і мікроскопічна характеристика змішаних герміногенних пухлин.
Змішані ГПЯ являють собою новоутворення, в яких визначається комбінація двох і більше гістологічних типів даної групи пухлин. Змішані ГПЯ були другими за частотою серед досліджених нами пухлин і склали 88 випадків (29,2%).
Всього даний вид пухлин був представлений 13 комбінаціями різних гістологічних типів ГПЯ, варіанти і частота яких представлені в таблиці 4.1. Частота змішаних ГПЯ за гістологічним типом (як компонента змішаної пухлини) і кількістю компонентів наведені в таблицях 4.2 і 4.3.

Таблиця 4.1
Частота комбінацій змішаних ГПЯ
	
	ЕР і ТПТ
	ЕР і семінома
	ПЖМПТ і семінома
	Семінома і ТПТ
	ПЖМПТ і ТПТ
	Хоріокарцинома і  ЕР
	ПЖМПТ і хоріокарцинома
	Семінома і хоріокарцинома
	ЕР, ТПТ і семінома
	ЕР,  ТПТ і хоріокарцинома
	ЕР, ПЖМПТ і семінома
	Семінома, ЕР і ТМСТ
	Семінома, ЕР, ТПТ і хоріокарцинома

	Абс.
	40
	17
	5
	3
	3
	2
	1
	1
	10
	3
	1
	1
	1

	%
	45,5
	19,3
	5,7
	3,4
	3,4
	2,3
	1,1
	1,1
	11,4
	3,4
	1,1
	1,1
	1,1


Таблиця 4.2
Частота гістологічних типів ГПЯ в змішаних пухлинах 
	№
	Назва пухлини
	Частота

	1.
	ЕР
	8 (61,5%)

	2.
	Семінома
	8 (61,5%)

	3.
	ТПТ
	6 (46,2%)

	4.
	Хоріокарцинома
	5 (38,5%)

	5.
	ПЖМПТ
	4 (30,8%)

	6.
	ТМСТ
	1 (7,7%)


Таблиця 4.3
Розподіл змішаних ГПЯ за кількістю компонентів

	Двокомпонентні
	Трьохкомпонентні
	Чотирьохкомпонентні

	8 (61,5%)
	4 (30,8%)
	1 (7,7%)


Макро- і мікроскопічні характеристики тієї чи іншої змішаної ГПЯ залежали від її складу і, в цілому, відповідали раніше описаним однокомпонентним ГПЯ (рис. 4.18; 4.19, А, Б, В, Г; 4.20, А, Б, В) [109].
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Рис. 4.18. Змішана 2-компонентна ГПЯ (поєднання ЕР і ТПТ) (×200). Забарвлення гематоксиліном і еозином.
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Рис. 4.19. А. ПЖМПТ в складі змішаної 2-компонентної ГПЯ (ПЖМТ і ТПТ) (×200). Б. ТПТ в складі тієї ж пухлини (×100). В. Семінома в складі змішаної 2-компонентної ГПЯ (семінома і ЕР). Г. ЕР в складі тієї ж пухлини (×100). Забарвлення гематоксиліном і еозином.
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	Рис. 4.20. А. ЕР в складі змішаної 3-компонентної ГПЯ (ЕР, ПЖМПТ і семінома) (×200). Забарвлення по ван Гізон. Б. ПЖМПТ в складі в складі тієї ж пухлини (×200). Забарвлення гематоксиліном і еозином. В. Семінома в складі тієї ж пухлини (×400). Забарвлення за ван Гізоном.



	


4.9. Макро- і мікроскопічна характеристика тератоми препубертатного типу.
Дані пухлини мали будову дермоїдних або епідермоїдних кіст. У нашому дослідженні вони зустрілися лише в 2 спостереженнях (0,7%), одне з яких було представлено дермоїдною, а друге – епідермоїдною кістою. Тератома препубертатного типу (дермоїдна кіста) була представлена солідним компонентом з придатками шкіри, а також мала у своєму складі кістозний компонент, наповнений кератиновими масами (рис. 4.21, А). Тератома препубертатного типу (епідермоїдна кіста) також представляла собою кістовидне утворення, яке містило жовтувато-білі шаруваті кератинові маси, а його внутрішня поверхня була вистелена плоским епітелієм, але без придатків шкіри або інших елементів (рис. 4.21, Б). Типовою діагностичної рисою тератоми препубертатного типу була відсутність GCNIS в оточуючий тканині ураженого яєчка.
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Рис. 4.21. А. Дермоїдна кіста (×100). Забарвлення гематоксиліном і еозином.
Б. Епідермоїдна кіста (×100). Забарвлення за ван Гізоном.

Таким чином, викладені дані про макро- і мікроскопічні особливості ГПЯ свідчать, з одного боку, про значне різноманіття гістологічних варіантів даної групи пухлин, а з другого – про чіткі морфологічні відмінності пухлин різного гістотипу між собою, які в роботі досвідченного патологоанатома дозволяють встановлювати в більшості спостережень діагноз на рівні світлової мікроскопії. Водночас, на сучасному етапі використання ІГХ дослідження розширює можливості як при необхідності уточнення діагнозу, проведення дифференціальної діагностики між різними гістотипами ГПЯ, так і в визначенні критеріїв прогнозу перебігу захворювання, що і спонукало звернутися до даного методу в нашій роботі.
За матеріалами даного розділу опубліковані такі праці:

1. Потапов СМ, Галата ДІ, Плітень ОМ, Горголь Н.І. Морфологічна та імуногістохімічна характеристика неоплазії герміногенних клітин in situ в герміногенних пухлинах яєчка Український радіологічний журнал. 2019;XXVII(4):231-238 [79].

2. Потапов СМ, Горголь НІ, Галата ДІ. Морфологія ембріонального раку інфантильного типу яєчка. В: Матеріали заочної науково-практичної конференції з міжнародною участю Сучасні аспекти морфології людини: успіхи, проблеми та перспективи, присвяченої 150-річчю з дня народження професора М.Ф. Мельникова-Разведенкова; 2016 Гру 24; Харків. Харків; 2016. с. 96-97 [83].

3. Потапов СМ. Аналіз онкологічної патології яєчок за даними харківського обласного клінічного центру урології та нефрології імені В.І. Шаповала. Вісник проблем біології і медицини. 2014;4(3/115):178-181 [99].

4. Потапов СН, Горголь НИ, Галата ДИ. Морфологическая характеристика тератом яичек. В: Матеріали міжнародної науково-практичної конференції Пріоритети сучасної медицини: теорія і практика; 2016 Лют 5-6; Одеса. Одеса; 2016. с. 170-174 [101].

5. Потапов СН, Горголь НИ, Галата ДИ. Морфология эмбрионального рака и опухоли желточного мешка яичка. В: Збірник матеріалів міжнародної науково-практичної конференції Світова медицина: сучасні тенденції та фактори розвитку; 2016 Січ 29-30; Львів. Львів; 2016. с. 93-97 [102].

6. Потапов СН. Морфологическая характеристика семиномы яичек. Експериментальна і клінічна медицина. 2014;4(65):70-74 [105].

7. Потапов СН. Морфологическая характеристика тератом яичек. Медицина сьогодні і завтра. 2014;2-3(63-64):33-37 [106].

8. Потапов СН. Морфология опухоли желточного мешка яичка. В: Сборник научных статей Республиканской научно-практической конференции и 26-й итоговой научной сессии Гомельского государственного медицинского университета Актуальные проблемы медицины; 2016 Ноя 3-4; Гомель. Гомель; 2017. с. 604-606 [107].

9. Потапов СН. Морфология эмбрионального рака и опухоли желточного мешка яичка. Вісник проблем біології і медицини. 2014;3(2/111):324-328 [108].

10. Потапов СН. Патологическая анатомия смешанных герминогенных опухолей яичка. Харківська хірургічна школа. 2014;6(69):44-50 [109].

РОЗДІЛ 5

ІМУНОГІСТОХІМІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА ГЕРМІНОГЕННИХ ПУХЛИН ЯЄЧКА
Діагноз злоякісної пухлини ґрунтується на комплексному клініко-морфологічному аналізі із залученням, при необхідності, результатів додаткових молекулярно-біологічних методів дослідження, зокрема ІГХ. Вважається, що застосування даного метода дослідження потрібно при діагностиці 15–20% злоякісних пухлин. Слід особливо підкреслити, що відповідності між ступенем диференціювання на гістологічному та ІГХ рівнях може і не бути. ІГХ верифікації частіше потребують низько диференційовані пухлини, що викликають найбільші труднощі в діагностиці при світловій мікроскопії. Для ІГХ аналізу пухлин використовується спектр маркерів, які здатні визначити не тільки чутливість пухлини до терапії, але і ступінь її клінічної агресивності. Ці маркери включають в себе рецептори білків-онкогенів і генів-супресорів, білки, що пов’язані з клітинним циклом, молекули адгезії, інвазійності та метастазування, а також ангіогенезу.

Для найбільш наочного порівняння ІГХ характеристик ГПЯ всі дослідженні гістологічні типи даних пухлин були розділені на групи, які відповідали різним ступеням пухлинної прогресії. Так, як вже було викладено в розділі 2, керуючись рTNM класифікацією, були сформовані групи «0», «1», «2», «3» і «4». Розподіл спостережень, які було досліджено ІГХ методом, наведений в таблиці 5.1.

Таблиця 5.1

Розподіл спостережень, досліджених ІГХ методом

	
	Семінома
	ЕР
	ПЖМПТ
	ТПТ
	СП
	ТМСТ
	GCNIS

	Група «0»
	–
	–
	–
	n=3
	–
	–
	n=1

	Група «1»
	n=4
	n=5
	n=4
	n=6
	–
	n=1
	n=2

	Група «2»
	n=5
	n=4
	n=3
	n=7
	n=1
	–
	n=2

	Група «3»
	n=3
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	Група «4»
	n=1
	n=4
	n=2
	–
	–
	n=1
	n=2

	Всього
	n=13
	n=13
	n=9
	n=16
	n=1
	n=2
	n=7


5.1. Імуногістохімічна характеристика проліферативно-апоптотичних процесів в герміногенних пухлинах яєчка
5.1.1. Імуногістохімічна характеристика проліферативно-апоптотичних процесів в семіномі

Числові показники експресії маркерів, що відображають проліферативно-апоптотичні процеси в семіномі, представлені в таблиці 5.2.

Таблиця 5.2

Показники проліферативно-апоптотичних процесів в семіномі

	Показники
	Група «1» (n1=4)
	Група «2» (n2=5)
	Група «3» (n3=3)
	Група «4» (n4=1)
	p

	Ki-67, S, %
	1,17±0,07
	1,56±0,13
	1,91±0,05
	1,91±0,10
	р12>0,05

р13=0,034

р23>0,05

	Ki-67, L, од.
	43,02±0,36
	39,78±0,97
	37,52±0,3
	36,05±0,11
	р12=0,016

р13=0,034

р23>0,05

	ІП, %
	19,3±0,75
	25,07±1,76
	29,87±1,36
	31,13±0,24
	р12=0,032

р13=0,034

р23>0,05

	Bax, S, %
	2,74±0,1
	5,35±0,07
	6,0±0,06
	5,93±0,10
	р12=0,016

р13=0,034

р23=0,025

	Bax, L, од.
	37,46±0,13
	37,04±0,19
	36,39±0,21
	36,5±0,11
	р12>0,05

р13=0,034

р23>0,05

	Bcl-2, S, %
	-
	-
	-
	-
	-

	Bcl-2, L, од.
	-
	-
	-
	-
	-

	p-53, S, %
	-
	-
	-
	-
	-

	p-53, L, од.
	-
	-
	-
	-
	-


Так, були визначені відмінності середніх значень S експресії Кі-67 при переході від початкових до більш пізніх стадій. S експресії Кі-67 в групі «1» була невисокою, а L експресії – помірною. При цьому експресія Кі-67 визначалась переважно в пухлинних клітинах, але була наявною і в клітинах імунного інфільтрату (рис. 5.1, А). ІП в групі «1» був найменшим з досліджених груп. В групі «2» S експресії Кі-67 достовірно не відрізнялась від такої в групі «1», на відміну від L експресії маркеру, яка зростала і була сильною. ІП в групі «2» був достовірно вищим за такий в групі «1». Як і в попередній групі, експресія Кі-67 відзначалась більшою мірою в пухлинних клітинах (рис. 5.1, Б). В групі «3» середня S експресії Кі-67 та його L були більшими за аналогічні показники в групі «1» і достовірно не відрізнялись від таких в групі «2». Така ж картина спостерігалась по відношенню до ІП: в групі «3» він був достовірно вищим за такий в групі «1» і не відрізнявся від аналогічного показника в групі «2». В єдиному випадку групи «4» Кi-67-позитивні пухлинні клітини виявлялись або відносно рівномірно по всій площі пухлинної тканини, або нерівномірно, з посиленням в осередках більш вираженої атипії та інвазії (рис. 5.2, А, Б). Значення S експресії Кі-67, його L, а також ІП майже збігалися з відповідними значеннями групи «3» [86].

S експресії маркера апоптоза Bax в семіномі також характеризувалась зростанням в міру збільшення стадії пухлинної прогресії. Середня S експресії Bax в групах «2» і «3» була вищою за таку в групі «1», де вона мала найменше значення. При цьому S експресії Bax в групі «3» була більшою за аналогічний показник в групі «2». L експресії маркера залишалась високою незалежно від приналежності до тієї чи іншої групи, демонструючи достовірні відмінності в даному показнику лише між групами «1» і «3». В єдиному спостереженні групи «4» S експресії Bax та її L майже збігалися з відповідними значеннями в групі «3». Експресія Bax визначалась переважно в цитоплазмі пухлинних клітин і в одиничних клітинах імунного інфільтрату (рис. 5.3, А, Б) [86].

Що стосується маркера антиапоптоза Bcl-2, то він виявлявся лише в одиничних пухлинах: в одному з п’яти спостережень групи «2», одному з трьох випадків групи «3» і в єдиному групи «4». Позитивне забарвлення виявлялось лише в цитоплазмі поодиноких клітин імунного інфільтрату, що відповідає локалізації даного білка в мітохондріях. В пухлинних клітинах експресії Bcl-2 виявлено не було (рис. 5.4, А, Б) [427].

Експресія р53 була відсутня в усіх спостереженнях групи «1» і в двох з п’яти випадків групи «2» (відповідно, в трьох, було відзначено позитивне забарвлення поодиноких пухлинних клітин) (рис. 5.5, А, Б). В групах «3» і «4» всі спостереження характеризувалися позитивною реакцією з р53, але лише в поодиноких пухлинних клітинах [86].
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Рис. 5.1. А. Помірна інтрануклеарна реакція з Ki-67 в семіномі групи «1» (×200). Б. Помірна інтрануклеарна реакція з Ki-67 в семіномі групи «2» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.2. А. Інтенсивна інтрануклеарна реакція з Ki-67 в семіномі групи «3» (×400). Б. Інтенсивна інтрануклеарна реакція з Ki-67 в семіномі групи «4» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.3. А. Інтенсивна цитоплазматична реакція з Bax в семіномі групи «1» (×400). Б. Інтенсивна цитоплазматична реакція з Bax в семіномі групи «3» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.4. А. Негативна реакція з Bcl-2 в семіномі групи «1» (×400). Б. Слабка цитоплазматична реакція з Bcl-2 в поодиноких клітинах імунного інфільтрату в семіномі групи «2» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.5. А. Негативна реакція з р53-онкопротеїном в семіномі групи «2» (×200). Б. Слабка інтрануклеарна реакція з р53-онкопротеїном  в поодиноких пухлинних клітинах семіноми групи «2» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

5.1.2. Імуногістохімічна характеристика проліферативно-апоптотичних процесів в ембріональному раку

Числові показники експресії маркерів, що відображають проліферативно-апоптотичні процеси в ЕР, представлені в таблиці 5.3.

Таблиця 5.3

Показники проліферативно-апоптотичних процесів у ЕР

	Показники
	Група «1» (n1=5)
	Група «2» (n2=4)
	Група «4» (n4=4)
	p

	Ki-67, S, %
	1,06±0,048
	1,66±0,07
	2,03±0,2
	р12=0,028

р14=0,021

р24>0,05

	Ki-67, L, од.
	43,71±0,58
	43,04±0,04
	38,69±1,48
	р12>0,05

р14=0,021

р24=0,021

	ІП, %
	17,12±0,72
	23,98±1,43
	30,0±1,77
	р12=0,021

р14=0,021

р24>0,05

	Bax, S, %
	-
	0,36±0,03
	0,66±0,04
	р24=0,021

	Bax, L, од.
	-
	54,99±0,14
	53,7±0,46
	р24=0,021

	Bcl-2, S, %
	0,54±0,01
	-
	-
	-

	Bcl-2, L, од.
	42,54±0,85
	-
	-
	-

	p-53, S, %
	-
	-
	0,3±0,05
	-

	p-53, L, од.
	-
	-
	35,12±0,53
	-


В ЕР S експресії маркера проліферації Кі-67 була незначною і характеризувалась розбіжностями, які залежали від стадії пухлинної прогресії. Так, в групі «1» S експресії Кі-67 та ІП були найменшими серед досліджених груп. Експресія маркера визначалась як в ядрах пухлинних клітин, так і в клітинах імунного інфільтрату (рис. 5.6, А). В групі «2» порівняно з групою «1», відзначалось помірне достовірне зростання середньої S експресії Кі-67 та ІП без відмінностей в L, яка знаходилась на помірному рівні, та локалізації даного маркера (пухлинні клітини та імунний інфільтрат) (рис. 5.6, Б). В групі «4» S експресії Кі-67 та ІП також були достовірно більшими за такі в групі «1» і не відрізнялись від аналогічних показників групи «2». А L експресії Кі-67 в даній групі була сильною і достовірно більшою ніж в групах «1» і «2». Кi-67-позитивні клітини виявлялись або відносно рівномірно по всій площі пухлинної тканини, або нерівномірно в різних ділянках, з посиленням в осередках більш вираженої атипії та інвазії (рис. 5.7, А, Б).

Зростання S експресії маркера апоптоза Bax в ЕР також залежала від ступеня пухлинної прогресії. Так, в групі «1» в двох з п’яти випадків експресія даного маркеру була відсутня, а, відповідно, в інших трьох спостереженнях відзначалась лише в цитоплазмі поодиноких пухлинних клітин (рис. 5.8, А). В групі «2» визначалась осередкова цитоплазматична реакція з Bax (рис. 5.8, Б), при цьому середня S експресії даного маркера була вкрай незначною, а його L – слабкою. В групі «4» середня S маркера апоптоза Bax, як і його L, були достовірно вищими за такі в групі «2». При цьому показники L експресії в усіх досліджених випадках групи «2» і «4» відповідали слабкому рівню (5.9, А, Б).

S експресії маркера антиапоптоза Bcl-2 в групі «1» була незначною, а показник L знаходився на середньому рівні. При цьому експресія Bcl-2 визначалась переважно в клітинах імунного інфільтрату, а в пухлинних клітинах зустрічалась зрідка (рис. 5.10, А). В групах «2» і «4» в половині спостережень реакція з Bcl-2 була негативною (рис. 5.10, Б), а в другій половині випадків – позитивною, але виявлялась лише в цитоплазмі поодиноких пухлинних клітин (подекуди з ядерною локалізацією даного маркера), а також значною мірою і в імунному інфільтраті (рис. 5.11, А, Б).

Експресію маркера р53 в групі «1» було виявлено в ядрах поодиноких пухлинних клітин в одному з п’яти спостережень, в інших чотирьох – реакція була негативною. А в групі «2» маркер р53 був знайдений в ядрах поодиноких пухлинних клітин в трьох з чотирьох спостережень. В групі «4» лише в одному з чотирьох спостережень позитивна реакція відзначалась в поодиноких пухлинних клітинах (рис. 5.12, А), а в трьох, відповідно, позитивна реакція була більш вираженою і могла бути підрахована; при цьому L експресії маркера була високою (рис. 5.12, Б) [82].
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Рис. 5.6. А. Помірна інтрануклеарна реакція з Ki-67 в ЕР групи «1» (×400). Б. Помірна інтрануклеарна реакція з Ki-67 в пухлинних клітинах та імунному інфільтраті в ЕР групи «2» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.7. А. Інтенсивна інтрануклеарна реакція з Ki-67 в ЕР групи «4» (×400). Б. Інтенсивна інтрануклеарна реакція з Ki-67 в осередку інвазії в ЕР групи «4» (×1000). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.8. А. Негативна реакція з Bax в ЕР групи «1» (×200). Б. Слабка осередкова цитоплазматична реакція з Bax в ЕР групи «2» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра. 
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Рис. 5.9. А. Слабка цитоплазматична реакція з Bax в ЕР групи «4» (×400). Б. Слабка цитоплазматична реакція з Bax в ЕР групи «4» (×1000). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра. 
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Рис. 5.10. А. Помірна цитоплазматична реакція з Bcl-2 в імунному інфільтраті та поодиноких пухлинних клітинах ЕР групи «1» (×200). Б. Негативна  реакція з Bcl-2 в ЕР групи «4» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.11. А. Інтенсивна реакція з Bcl-2 в імунному інфільтраті в ЕР групи «4» (×400). Б. Інтенсивна реакція з Bcl-2 в імунному інфільтраті в ЕР групи «4» (×1000). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.12. А. Помірна інтрануклеарна реакція з р53-онкопротеїном в поодиноких клітинах ЕР групи «4» (×400). Б. Інтенсивна інтрануклеарна реакція з р53-онкопротеїном в пухлинних клітинах ЕР групи «4» (×1000). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

5.1.3. Імуногістохімічна характеристика проліферативно-апоптотичних процесів в пухлині жовткового мішка постпубертатного типу
Числові показники експресії маркерів, що відображають проліферативно-апоптотичні процеси в ПЖМПТ, представлені в таблиці 5.4.

Таблиця 5.4

Показники проліферативно-апоптотичних процесів в ПЖМПТ
	Показники
	Група «1» (n1=4)
	Група «2»

(n2=3)
	Група «2» і «4»

(n2+4=5)
	p

	Ki-67, S, %
	6,57±0,32
	9,54±0,26
	7,66±1,17
	р12=0,034

р1(2+4=0,044

	Ki-67, L, од.
	47,05±0,32
	40,86±0,33
	39,92±0,62
	р12=0,034

р1(2+4)=0,014

	ІП, %
	32,28±1,17
	46,72±1,0
	39,37±4,56
	р12=0,034

р1(2+4)=0,036

	Bax, S, %
	-
	-
	-
	-

	Bax, L, од.
	-
	-
	-
	-

	Bcl-2, S, %
	-
	-
	-
	-

	Bcl-2, L, од.
	-
	-
	-
	-

	p-53, S, %
	-
	-
	-
	-

	p-53, L, од.
	-
	-
	-
	-


В ПЖМПТ S експресії маркера проліферації Кі-67, як і ІП в групі «1» були доволі значними, а L експресії даного маркера знаходилась на помірному рівні (рис. 5.13). В групі «2» відзначалось значне збільшення S експресії маркера Кі-67 та ІП з одночасним зростанням L імунопозитивного забарвлення. Кi-67-позитивні клітини виявлялись вкрай нерівномірно в різних ділянках пухлинної тканини, з посиленням в осередках інвазії (рис. 5.14, A). Оскільки група «4» була представлена лише двома спостереженнями, для коректного статистичного дослідження було вирішено об’єднати її з групою «2», яка також характеризується наявністю судинної інвазії та розвитком метастатичного процесу. Так, середня S експресії маркера проліферації Кі-67, ІП та L імунопозитивного забарвлення в спостереженнях груп «2» і «4» також були достовірно більшими за такі в групі «1», хоча в кожному окремому випадку групи «4» S експресії Кі-67 та ІП були меншими за такі в кожному спостереженні груп «1» і «2», а L, навпаки, була більшою [97]. 

При аналізі показників S та рівня L експресії Bax було встановлено, що в групі «1» в двох з чотирьох випадків експресія даного маркеру відзначалась в цитоплазмі поодиноких пухлинних клітин, а, відповідно, в інших двох реакція була негативною. В усіх спостереженнях груп «2» і «4» експресія Bax відзначалась в одиничних пухлинних клітинах і була слабкою (рис. 5.14, Б).

Експресія маркера антиапоптозу Bcl-2, в усіх спостереженнях ПЖМПТ, незалежно від групи, була негативною (рис. 5.15, A).

Експресія маркера р53 в усіх випадках групи «1» була відсутня. А в групах «2» і «4» маркер р53 був знайдений в ядрах поодиноких пухлинних клітин всіх спостережень (рис. 5.15, Б) [97].
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Рис. 5.13. Помірна інтрануклеарна реакція з Ki-67 в ПЖМПТ групи «1» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.14. А. Помірна інтрануклеарна реакція з Ki-67 в ПЖМПТ групи «2» (×400). Б. Слабка цитоплазматична реакція з Bax в поодиноких пухлинних клітинах ПЖМПТ групи «2» (×1000). Б. ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.15. А. Негативна реакція з Bcl-2 в ПЖМПТ групи «2» (×400). Б. Слабка інтрануклеарна реакція з р53-онкопротеїном в поодиноких клітинах ПЖМПТ групи «4» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

5.1.4. Імуногістохімічна характеристика проліферативно-апоптотичних процесів в тератомі постпубертатного типу

Числові показники експресії маркерів, що відображають проліферативно-апоптотичні процеси в ТПТ, представлені в таблиці 5.5.

Таблиця 5.5

Показники проліферативно-апоптотичних процесів в ТПТ
	Показники
	Група «0» (n0=3)
	Група «1»

(n1=6)
	Група «2»

(n2=7)
	p

	Ki-67, S, %
	-
	-
	-
	-

	Ki-67, L, од.
	-
	-
	-
	-

	ІП, %
	-
	0,55±0,12
	3,34±0,18
	р12=0,032

	Bax, S, %
	-
	-
	0,15±0,1
	-

	Bax, L, од.
	-
	-
	-
	-

	Bcl-2, S, %
	-
	-
	-
	-

	Bcl-2, L, од.
	-
	-
	-
	-

	p-53, S, %
	-
	-
	-
	-

	p-53, L, од.
	-
	-
	-
	-


ТПТ є злоякісною ГПЯ, яка складається з декількох типів тканин, що представляють один або кілька зародкових листків (ендодерму, мезодерму та ектодерму). Вона може містити або виключно добре диференційовані, зрілі тканини, або незрілі тканини ембріонального типу, а також гігантські клітини синцитіотрофобласту.

У групі «0», що була представлена «чистими» ТПТ, які складались із добре диференційованих, зрілих тканин, експресії маркеру проліферації Кі-67 виявлено не було (рис. 5.16, А). Аналогічна картина спостерігалась і в групі «1», незважаючи на те, що всі випадки були представлені двокомпонентними змішаними ГПЯ, які поєднували як зрілі, так і незрілі тератомні складові з ЕР. Винятком було одне спостереження, в якому визначалась позитивна реакція з Кі-67, але тільки в поодиноких клітинах тератомного компоненту, що містив незрілі міксоїдні ділянки (рис. 5.16, Б). ІП в ТПТ групи «1» був мізерним [97].
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Рис. 5.16. А. Негативна реакція з Ki-67 в зрілому фіброзному компоненті ТПТ групи «0» (×400). Б. Помірна інтрануклеарна реакція з Ki-67 в поодиноких клітинах міксоїдного компонента ТПТ групи «1» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
У групі «2» в одному з семи спостережень пухлина мала однокомпонентну будову (ТПТ з незрілими, ембріональними тканинами в складі). Решта випадків була представлена двокомпонентними змішаними ГПЯ, які поєднували зрілу або незрілу тератомну складову з ЕР або ПЖМПТ. Незалежно від різнорідної будови пухлин даної групи реакція з Кі-67 була однаковою – позитивною у вигляді ядерного забарвлення в поодиноких пухлинних клітинах. При цьому Кi-67-імунопозитивні клітини виявлялись вкрай нерівномірно в різних ділянках пухлинної тканини: поля зору з негативною реакцією з Кi-67 чергувались з імунопозитивними клітинними скупченнями (рис. 5.17, А). ІП в ТПТ групи «2» був незначним, але достовірно вищим за такий в групі «1».

Експресія маркера апоптоза Bax в ТПТ групи «0» в двох спостереженнях була відсутня, а в одному випадку реакція, хоча і оцінювалась нами як позитивна, але була осередковою і спостерігалась лише в цитоплазмі поодиноких пухлинних клітин епітеліальної природи, тоді як в мезенхімальному компоненті експресія Bax була негативною (рис. 5.17, Б). В усіх спостереженнях групи «1» реакція з маркером апоптоза Bax була негативною. А в групі «2» позивна реакція з Bax в поодиноких пухлинних клітинах, так само як і негативна, спостерігались в трьох з семи випадків кожна. І лише в одному спостережені даної групи, де тератомний компонент був представлений зрілими тканинами, S імунопозитивних ділянок могла бути підрахована і склала 0,72±0,11%, а L експресії була оцінена як помірна (46,09±1,17 од.) (рис. 5.18, А).
Що стосується маркера антиапоптоза Bcl-2, то в усіх спостереженнях груп «0» і «1» ІГХР з ним була негативною, а в групі «2» лише в одному з семи випадків спостерігалась слабка імунопозитивна реакція в цитоплазмі одиничних пухлинних клітин (рис. 5.18, Б).
Експресії білка мутантного гена супресора р53 в усіх спостереженнях досліджених груп виявлено не було [97].

	[image: image124.jpg]




	[image: image125.jpg]





Рис. 5.17. A. Помірна інтрануклеарна реакція з Ki-67 в незрілому фіброзному компоненті ТПТ групи «2» (×400). Б. Слабка реакція з Bax в цитоплазмі пухлинних клітин епітеліальної природи в ТПТ групи «0» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.18. А. Помірна цитоплазматична реакція з Bax в зрілому фіброзному компоненті ТПТ групи «2» (×200). Б. Помірна цитоплазматична реакція з Bcl-2 в поодиноких пухлинних клітинах зрілого фіброзного компонента ТПТ групи «2» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
5.1.5. Імуногістохімічна характеристика проліферативно-апоптотичних процесів в сперматоцитній пухлині

З урахуванням невисокої частоти СП, ІГХ методом було досліджено одне спостереження групи «2». S експресії маркера проліферації Кі-67 склала 1,82±0,02%, а L знаходилась на високому рівні і склала 36,50±0,05 од., а ІП – 27,26±9,96%. Кi-67-імунопозитивні клітини виявлялись відносно рівномірно по всій площі пухлинної тканини. Найбільш інтенсивною Кі-67-імунопозитивна реакція відзначалась в клітинах з патологічними мітозами (рис. 5.19).

S експресії Bax склала 3,46±0,30%, при цьому L імунопозитивного забарвлення була помірною (49,28±0,44 од.) (рис. 5.20, А).

Реакція з маркером антиапоптоза Bcl-2 в пухлинній тканині даного спостереження була негативною.

Експресії маркера р53 також виявлено не було (рис. 5.20, Б) [97].
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Рис. 5.19. Інтенсивна інтрануклеарна реакція з Ki-67 в клітинах СП групи «2» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.20. А. Помірна цитоплазматична реакція з Bax в СП групи «2» (×200). Б. Негативна реакція з р53-онкопротеїном в СП групи «2» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

5.1.6. Імуногістохімічна характеристика проліферативно-апоптотичних процесів в тератомі з малігнізацією соматичного типу

Даний вид ГПЯ досліджувався в двох випадках (групи «1» і «4»). В групі «1» (малігнізація соматичного типу в вигляді фібросаркоми) позитивне забарвлення маркера Кі-67 спостерігалось в поодиноких пухлинних клітинах (рис. 5.21), внаслідок чого ІП був незначним (2,05±3,17%). S експресії Кі-67 в спостережені групи «4» (малігнізація соматичного типу в вигляді помірно диференційованої аденокарциноми) склала 1,75±0,02%, при цьому L експресії маркера була високою (37,55±0,17%) (рис. 5.22, A), а ІП також знаходився на низькому рівні (7,18±5,77%). 

При аналізі S експресії Bax встановлено, що в групі «1» вона склала 2,16±0,31%, а його L була помірною (42,46±0,58 од.) (рис. 5.22, Б). А в групі «4» експресії Bax виявлено не було (рис. 5.23, A). Експресію маркера антиапоптоза Bcl-2 в обох спостереженнях ТМСТ було виявлено в поодиноких пухлинних клітинах, а реакція з р53 була негативною (рис. 5.23, Б) [97].
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Рис. 5.21. Помірна інтрануклеарна реакція з Ki-67 в поодиноких пухлинних клітинах ТМСТ (фібросаркома) групи «1» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.22. А. Інтенсивна інтрануклеарна реакція з Ki-67 в ТМСТ (аденокарцинома) групи «4» (×200). Б. Помірна цитоплазматична реакція з Bax у фібросаркоматозному компоненті ТМСТ групи «1» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.23. А. Негативна реакція з Bax в ТМСТ (аденокарцинома) групи «4» (×200). Б. Негативна реакція з р53-онкопротеїном в ТМСТ (фібросаркома) групи «1» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

5.1.7. Імуногістохімічна характеристика проліферативно-апоптотичних процесів в неоплазії герміногенних клітин in situ

При вивченні проліферативних процесів в досліджених осередках GCNIS визначалась інтрануклеарна реакція з Ki-67 в її клітинах. Наприклад, в осередках GCNIS ПЖМПТ, яка відносилась до групи «1», S експресії Ki-67 склала 3,01±0,11%, а L експресії маркера знаходилась на помірному рівні (44,43±0,27 од.) (рис. 5.24, А).
А в спостережені двокомпонентної змішаної ГПЯ групи «2», де переважною складовою був ЕР, який поєднувався з ТПТ, в клітинах GCNIS реакція з Ki-67 була високоінтенсивною (26,03±0,32 од.), а S, зайнята імунопозитивними клітинами, склала 6,16±0,19 % (рис. 5.24, Б).

Маркер апоптоза Bax був досліджений в двох випадках ГПЯ з осередками GCNIS. В першому, який належав до ТПТ групи «0», ІГХР була негативною, а в другому, яке відносилось до групи «2» і було представлено двокомпонентною змішаною ГПЯ (ЕР і ТПТ), цитоплазматичну експресію Bax було виявлено в клітинах окремих сім’яних канальців. S експресії Bax склала 0,56±0,11% при слабкій L імунопозитивного забарвлення (52,83±0,35 од.) (рис. 5.25, А).

Експресія маркера антиапоптоза Bcl-2 в GCNIS дослідженого спостереження двокомпонентної змішаної ГПЯ (ЕР і ТПТ) була відсутня (рис. 5.25, Б), як і у випадку ТПТ групи «0».
Експресія маркера р53 була досліджена в GCNIS двох змішаних двокомпонентних ГПЯ, які відносились до групи «2» (ЕР і семінома та ЕР і ТПТ). Третє спостереження відносилось до групи «4» і також було представлено змішаною двокомпонентною ГПЯ (ЕР і ТПТ). В усіх представлених випадках експресія маркера р53 не визначалась [79].
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Рис. 5.24. А. Помірна інтрануклеарна реакція з Ki-67 в GCNIS ПЖМПТ групи «1» (×400). Б. Інтенсивна інтрануклеарна реакція з Ki-67 в GCNIS змішаної ГПЯ групи «2» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.25. А. Слабка цитоплазматична реакція з Bax в GCNIS змішаної ГПЯ групи «2» (×200). Б. Негативна реакція з Bcl-2 в GCNIS змішаної ГПЯ групи «2» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

5.2. Імуногістохімічна характеристика стану екстрацелюлярного матриксу і міжклітинної адгезії в герміногенних пухлинах яєчка

5.2.1. Імуногістохімічна характеристика стану екстрацелюлярного матриксу і міжклітинної адгезії в семіномі

Числові показники експресії маркерів, що відображають стан ЕЦМ і міжклітинної адгезії в семіномі, представлені в таблиці 5.6.

У семіномі групи «1» середня S експресії MMP-1 була невисокою, при цьому розташування груп імунопозитивних клітин було осередковим. Щодо L експресії даного маркеру, яка виявлялась у цитоплазмі пухлинних клітин, то вона була доволі слабкою. В групі «2» середня S експресії MMP-1, як і показник її L, були достовірно більшими за такі в групі «1». Особливо помітною L експресії маркера була по периферії пухлини в місцях інвазійного росту, а також в тих ділянках пухлини, де виявлялась ангіоінвазія (рис. 5.26, А). В групі «3» середня S експресії MMP-1 і його L майже не відрізнялись від відповідних показників групи «2», але були достовірно більшими за такі в групі «1». В єдиному випадку групи «4» S експресії маркера та його L були на рівні відповідних середніх значень групи «3» (рис. 5.26, Б).

При вивченні маркера MMP-3 в спостереженнях групи «1» було встановлено, що середня S його експресії була невеликою, а L – слабкою, при цьому в окремих периваскулярних ділянках пухлини, де мала місце ангіоінвазія, відзначалось її посилення (рис. 5.27, А). S та L експресії MMP-3 в спостереженнях груп «2» і «3» не відрізнялись між собою, але достовірно перевищували аналогічні показники в групі «1». При цьому L експресії MMP-3 в групах «2» і «3» знаходилась на середньому рівні, тоді як в групі «1», як зазначалось, вона була слабкою (рис. 5.27, Б). У випадку групи «4» S експресії MMP-3 була найбільшою при порівнянні з кожним окремим спостереженням попередніх груп (р<0,01), а рівень L відповідав помірному.

Таблиця 5.6

Показники стану ЕЦМ і міжклітинної адгезії в семіномі

	Показники
	Група «1» (n1=4)
	Група «2» (n2=5)
	Група «3» (n3=3)
	Група «4» (n4=1)
	p

	MMP-1, S, %
	1,99±0,28
	6,01±1,15
	6,16±0,73
	6,48±0,19
	р12=0,032

р13=0,034

р23>0,05

	MMP-1, L, од.
	58,81±0,43
	54,37±0,31
	53,7±0,22
	51,52±0,30
	р12=0,016

р13=0,034

р23>0,05

	MMP-3, S, %
	5,25±0,46
	8,99±0,45
	9,42±0,6
	11,02±0,24
	р12=0,016

р13=0,034

р23>0,05

	MMP-3, L, од.
	55,79±0,58
	49,13±0,32
	48,73±0,49
	47,8±0,22
	р12=0,016

р13=0,034

р23>0,05

	MMP-9, S, %
	10,05±0,42
	19,28±0,37
	20,36±0,43
	23,28±0,35
	р12=0,016

р13=0,034

р23>0,05

	MMP-9, L, од.
	50,42±0,3
	46,7±0,31
	47,07±0,09
	39,46±0,37
	р12=0,016

р13=0,034

р23>0,05

	TIMP-1, S, %
	-
	-
	-
	-
	-

	TIMP-1, L, од.
	-
	-
	-
	-
	-

	E-cadherin, S, %
	3,63±0,15
	2,25±0,33
	0,37±0,32
	-
	р12=0,016

р13=0,044

р23=0,025

	E-cadherin, L, од.
	47,21±1,06
	48,81±0,85
	-
	-
	р12>0,014

	β-catenin, S, %
	0,67±0,02
	2,48±0,15
	2,7±0,05
	2,83±0,34
	р12=0,016

р13=0,034

р23=0,05

	β -catenin, L, од.
	58,26±0,04
	56,69±0,43
	56,18±0,54
	56,5±0,26
	р12>0,05

р13=0,034

р23>0,05


Цитоплазматична експресія маркера MMP-9 в семіномі групи «1» в цілому була рівномірною в її різних ділянках та мала слабку L забарвлення (рис. 5.28, А). В групах «2» і «3» розподіл маркера в пухлині також був рівномірним, а середня S експресії MMP-9 та її L були достовірно більшими за аналогічні показники в групі «1» (рис. 5.28, Б). При цьому показники S та помірного за інтенсивністю імунопозитивного забарвлення в групах «2» і «3» не відрізнялись між собою. Деяке збільшення рівня L експресії MMP-9 спостерігалось в ділянках судинної інвазії. В єдиному спостереженні групи «4» S MMP-9-імунопозитивного забарвлення та його L були найбільшими порівняно з кожним окремим спостереженням попередніх груп (р<0,01) (рис. 5.29, А).

Що стосується маркера TIMP-1, то реакція з ним в усіх досліджених групах (за винятком єдиного спостереження групи «2», де було виявлено поодинокі імунопозитивні клітини) була негативною (рис. 5.29, Б).

Дослідження E-cadherin в групі «1» виявило, що середня S його експресії була невисокою, а L – помірною. При цьому у переважної більшості полів зору відзначалось часткове збереження мембранної експресії E-cadherin в пухлинних клітинах, однак, воно зазвичай поєднувалось з цитоплазматичним забарвленням. Ядерної локалізації зазначеного маркеру в спостереженнях даної групи виявлено не було. Заразом зустрічались поодинокі пухлинні клітини та їхні невеликі групи з повною редукцією експресії E-cadherin (рис. 5.30, А).

У групі «2» середня S експресії E-cadherin була меншою за таку в групі «1», тоді як L зберігалась на помірному рівні та не відрізнялась від такого в попередній групі. В спостереженнях групи «2» відзначалось превалювання цитоплазматичної експресії E-cadherin, а мембранне забарвлення, хоча і було наявним, але мало характер осередкового і переривистого (рис. 5.30, Б). Також в окремих пухлинних комплексах відзначалась значна, а подекуди і повна редукція експресії даного маркера (рис. 5.31, А).

Аналіз експресії E-cadherin в групі «3» виявив, що в одному з випадків реакція була негативною, ще в одному – позитивною, але лише в поодиноких пухлинних клітинах, і тільки в одному зі спостережень могли бути підраховані S, яка була зайнята імунопозитивними клітинами, та L експресії маркера. Так, в цілому, в групі «3» S експресії E-cadherin була достовірно менша за таку в групах «1» і «2». При цьому розподіл E-cadherin був аберантним: мембранне розташування маркера практично не виявлялось, а переважала слабка цитоплазматична локалізація. В окремих пухлинних клітинах визначалась навіть ядерна експресія E-cadherin.

У групі «4» даного гістологічного типу ГПЯ (одне спостереження) експресії E-cadherin виявлено не було (рис. 5.31, Б).

При дослідженні β-catenin в групі «1» встановлено, що середня S його експресії була незначною, а L – вкрай слабкою. При цьому β-catenin розподілявся нерівномірно, в групах імунопозитивних клітин відзначалась мембранна і мембранно-цитоплазматична експресія, а в окремих полях зору реакція взагалі була негативною (рис. 5.32, А, Б).

У групі «2» середня S експресії β-catenin була більшою порівняно з відповідним показником групи «1», а показник L імунопозивного забарвлення також був слабким і не відрізнявся від такого в попередній групі. Розподіл β-catenin-імунопозитивних клітин в пухлинній тканині був нерівномірним і характеризувався цитоплазматичним розташуванням, а мембранна локалізація маркера виявлялась лише в поодиноких пухлинних клітинах і мала характер переривистого і слабкого за інтенсивністю забарвлення (рис. 5.33, А). Внаслідок послаблення і втрати міжклітинної адгезії спостерігалась дисоціація пухлинних клітин.

Аналіз ІГХР з β-catenin в спостереженнях групи «3» виявив, що середня S його експресії була достовірно більшою порівняно з групами «1» і «2». Щодо L імунопозивного забарвлення, то в групі «3» вона була дещо більшою за таку в групі «1» і не відрізнялась від аналогічного показника групи «2». β-catenin мав цитоплазматичну, а в окремих клітинах і ядерну локалізацію. Мембранне розташування маркера було цілком відсутнє, а дисоціація пухлинних клітин була ще більш вираженою порівняно з попередньою групою (рис. 5.33, Б).

В єдиному спостереженні групи «4» значення S та L експресії β-catenin не відрізнялись від середніх значень відповідних показників групи «3». Як і в попередній групі, розташування β-catenin було переважно цитоплазматичним (з ядерною локалізацією маркера в поодиноких пухлинних клітинах), а дисоціація пухлинних клітин ще більш зростала.
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Рис. 5.26. А. Слабка реакція з MMP-1 в семіномі групи «2» (×400). Б. Слабка реакція з MMP-1 в семіномі групи «4» (×1000). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.27. А. Слабка реакція з MMP-3 в семіномі групи «1» (×400). Б. Помірна реакція з MMP-3 в семіномі групи в «2» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.28. А. Слабка реакція з MMP-9 в семіномі групи «1» (×200). Б. Помірна реакція з MMP-9 в семіномі групи «2» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.29. А. Інтенсивна реакція з MMP-9 в семіномі групи «4» (×400). Б. Негативна реакція з TIMP-1 в семіномі групи «1» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.30. А. Помірна мембранно-цитоплазматична експресія E-cadherin в семіномі групи «1» (×400). Б. Переважання цитоплазматичної з осередками залишкової переривистої мембранної експресії E-cadherin в клітинах семіноми групи «2» (×1000). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.31. А. Виражена втрата мембранної експресії E-cadherin в клітинах семіноми групи «2» (×400). Б. Негативна реакція з E-cadherin в семіномі групи «4» (×1000). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра. 
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Рис. 5.32. А. Слабка мембранна і мембранно-цитоплазматична експресія β-catenin з осередками її повної редукції в семіномі групи «1» (×200). Б. Слабка, переважно мембранна експресія β-catenin в семіномі групи «1» (×1000). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.33. А. Переважання цитоплазматичної експресії β-catenin в клітинах семіноми групи «2» (×400). Б. Цитоплазматична локалізація β-catenin в дисоційованих пухлинних клітинах семіноми групи «3» (×1000). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
5.2.2. Імуногістохімічна характеристика стану екстрацелюлярного матриксу і міжклітинної адгезії в ембріональному раку

Числові показники експресії маркерів, що відображають стан ЕЦМ і міжклітинної адгезії в ЕР, представлені в таблиці 5.7.

Дослідження MMP-1 в групі «1» виявило слабку L цитоплазматичної експресії і невисоку S імунопозитивного забарвлення вказаного маркера. Розподіл імунопозитивних клітин був нерівномірним. В групі «2» відзначалось достовірне збільшення S експресії MMP-1, а L забарвлення даного маркера залишалась слабкою (рис. 5.34, А) і не відрізнялась від такої в попередній групі. Що стосується групи «4», то S експресії MMP-1 майже повністю збігалася з такою в групі «2» і також була більше відповідного показника в групі «1». Рівень L експресії MMP-1 відповідав помірному і був найбільшим серед досліджених груп. Звертало увагу посилення експресії даного маркеру в зонах ангіоінвазії (рис. 5.34, Б).

При ІГХ аналізі маркера MMP-3 в спостереженнях ЕР групи «1» встановлено, що його цитоплазматична експресія характеризувалась рівномірністю розподілу. При цьому середня S експресії MMP-3 була досить значною, а L, хоча в середньому і була помірною, але наближалась до слабкого рівня. В групі «2» MMP-3-імунопозитивні клітини або їхні групи також були рівномірно розподілені як в центральних, так і периферичних ділянках пухлин (рис. 5.35, А, Б). Середня S експресії MMP-3 та L забарвлення вказаного маркера були достовірно вищими за відповідні показники попередньої групи. В групі «4» показник середньої S експресії MMP-3 майже не відрізнявся від аналогічного в групі «2» і був достовірно вище за такий в групі «1». Щодо L експресії MMP-3, то в групі «4» вона достовірно не відрізнялась від значень двох попередніх груп і також відповідала помірному рівню. В зонах ангіоінвазії (як у самій судинній стінці, так і периваскулярно) відзначалось посилення експресії ферменту MMP-3 [80].

Таблиця 5.7

Показники стану ЕЦМ і міжклітинної адгезії в ЕР

	Показники
	Група «1» (n1=5)
	Група «2» (n2=4)
	Група «4» (n4=4)
	p

	MMP-1, S, %
	3,34±0,34
	8,14±0,1
	8,19±0,71
	р12=0,014

р14=0,014

р24>0,05

	MMP-1, L, од.
	57,01±1,46
	55,27±0,1
	49,6±0,57
	р12>0,05

р14=0,014

р24=0,021

	MMP-3, S, %
	9,39±1,81
	15,01±0,16
	15,21±0,42
	р12=0,014

р14=0,014

р24>0,05

	MMP-3, L, од.
	49,77±0,46
	47,79±0,4
	49,01±0,36
	р12=0,027

р14>0,05

р24>0,05

	MMP-9, S, %
	24,42±1,8
	27,96±0,35
	32,35±0,8
	р12=0,014

р14=0,014

р24=0,021

	MMP-9, L, од.
	39,11±0,31
	39,02±0,21
	38,54±0,22
	р12>0,05

р14>0,05

р24>0,05

	TIMP-1, S, %
	-
	-
	-
	-

	TIMP-1, L, од.
	-
	-
	-
	-

	E-cadherin, S, %
	3,92±0,71
	-
	1,22±1,22
	р14=0,032

	E-cadherin, L, од.
	47,95±2,39
	-
	-
	-

	β-catenin, S, %
	4,33±0,08
	8,6±1,03
	10,08±2,95
	р12=0,014

р14=0,05

р24=0,05

	β-catenin, L, од.
	54,59±0,57
	44,2±2,43
	49,22±4,35
	р12=0,014

р14>0,05

р24>0,05


Цитоплазматична експресія маркера MMP-9 в спостереженнях ЕР групи «1» в цілому була рівномірною. Середня S імунопозитивних ділянок була значною, при цьому L експресії MMP-9 була сильною. В групі «2» розподіл ферменту MMP-9 в пухлині також був рівномірним. Середня S експресії маркеру в зазначеній групі достовірно перевищувала аналогічний показник в групі «1», а рівень L експресії MMP-9 також був сильним і не відрізнявся від відповідного значення попередньої групи (рис. 5.36, А). В групі «4» середня S MMP-9-імунопозитивного забарвлення була найбільшою серед досліджених груп, а L експресії – сильною і не відрізнялась від такої в попередніх групах. Рівень експресії ферменту MMP-9 був дещо посилений в зонах ангіоінвазії та дисоціації пухлинних клітин (рис. 5.36, Б).

Реакція з TIMP-1 в ЕР усіх досліджених груп була негативною (рис. 5.37).

Середня S, зайнята E-cadherin-імунопозитивними клітинами в ЕР групи «1» була невисокою, а L експресії даного маркера – помірною. ІГХР виявила нерівномірне, осередкове забарвлення пухлинної тканини: більш інтенсивне в епітеліальному компоненті і слабке – в стромальному. Характерним було цитоплазматичне і, подекуди, ядерне розташування E-cadherin, а мембранна локалізація маркера зустрічалась вкрай рідко [93, 425, 426]. Особливо яскраво це було виражено в ділянках дисоціації пухлинних клітин. Між спостереженнями даної групи були відмінності, а саме – в одному з п’яти випадків S експресії E-cadherin (6,71±0,11%) була значно більшою (р<0,01) середнього значення по групі. Незважаючи на, в цілому, помірний рівень експресії E-cadherin, зустрічалися поля слабкого забарвлення і невеликі пухлинні комплекси E-cadherin-негативних клітин (рис. 5.38, А).

У двох з чотирьох спостережень групи «2» експресія E-cadherin була вкрай слабкою за інтенсивністю і визначалась лише в одиничних клітинах ЕР, що було особливо виражено в ділянках дисоціації пухлинних клітин. В інших двох випадках ІГХР з антитілами до E-cadherin була негативною (рис. 5.38, Б) [80].
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Рис. 5.34. А. Слабка реакція з MMP-1 в клітинах ЕР групи «2» (×200). Б. Помірна реакція з MMP-1 (зона ангіоінвазії) в клітинах ЕР групи «4» (×1000). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.35. А. Помірна реакція з MMP-3 в ЕР групи «2» (×400). Б. Помірна реакція з MMP-3 в осередку вираженої дисоціації пухлинних клітин ЕР групи «2» (×1000). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.36. А. Цитоплазматична експресія MMP-9 сильної інтенсивності в ЕР групи «2» (×400). Б. Цитоплазматична експресія MMP-9 сильної інтенсивності в осередку вираженої дисоціації пухлинних клітин ЕР групи «4» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

Аналіз експресії E-cadherin в групі «4», яка була представлена чотирьома випадками, виявив, що в трьох із них реакція була негативною, а в одному – розподіл E-cadherin був нетиповим. В даному спостережені визначались два типи комплексів пухлинних клітин: в перших – експресія E-cadherin була відсутня, а в других – локалізація даного маркера була аберантною, що проявлялось як мембранною (подекуди з осередками її руйнування) і цитоплазматичною, так і ядерною локалізацією з невеликими локусами гіперекспресії E-cadherin (рис. 5.39). В цьому випадку S експресії маркера склала 4,86±0,93%, а L була сильною – 39,84±0,38 од.
При дослідженні β-catenin в групі «1» встановлено, що середня S експресії даного маркера була невеликою, а L – слабкою. При цьому розподіл β-catenin був різнорідним: в невеликій частині імунопозитивних клітин зберігалась суто мембранна експресія маркера, але в більшості полів зору вона була мембранно-цитоплазматичною. В осередках дисоціації пухлинних клітин мембранна експресія β-catenin була вкрай слабкою або зовсім втрачалась (рис. 5.40, А).
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Рис. 5.37. Негативна реакція з TIMP-1 в ЕР групи «4» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.38. А. Помірна цитоплазматично-ядерна експресія E-cadherin в ЕР групи «1» (×200). Б. Негативна реакція з E-cadherin в ЕР групи «2» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.39. Локус пухлинних клітин з гіперекспресією і гетерогенним розподілом E-cadherin: мембранна (подекуди з осередками її руйнування), цитоплазматична і ядерна локалізація в ЕР групи «4» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра. 
У групі «2» S експресії β-catenin була більшою порівняно з такою в групі «1», як і L, що також збільшувалась до рівня помірної. Розподіл імунопозитивних клітин був доволі рівномірним і мав переважно цитоплазматичну локалізацію, при цьому в окремих ділянках забарвлення було не гомогенним, а зернистим. Мембранне розташування маркера виявлялось лише в поодиноких пухлинних клітинах і мало характер переривистого і слабкого за інтенсивністю забарвлення. Внаслідок втрати міжклітинної адгезії спостерігалась виражена дисоціація пухлинних клітин (рис. 5.40, Б).
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Рис. 5.40. А. Слабка мембранна експресія β-catenin з осередками її повної втра​ти в ЕР групи «1» (×400). Б. Помірна, переважно цитоплазматична експресія β-catenin в дисоційованих пухлинних клітинах ЕР групи «2» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

S експресії β-catenin в групі «4» була більшою порівняно з відповідним значенням в групах «1» і «2», а L залишалась на помірному рівні та не відрізнялась від значень груп «1» і «2». Розподіл β-catenin в різних випадках даної групи мав відмінності: в трьох з чотирьох спостережень експресія β-catenin була подібною і мала мембранно-цитоплазматичну або суто цитоплазматичну локалізацію з помірною L (рис. 5.41), а в окремих пухлинних клітинах відзначалась повна редукція даного маркера. В одному випадку групи «4» S (1,62±0,21%) та L експресії (62,28±0,17 од.) β-catenin значно зменшувались (р<0,01) порівняно з відповідними показниками трьох вище описаних випадків. В цьому спостережені, як і при дослідженні E-cadherin, визначались два типи розподілу маркера: осередки з повною відсутністю імунопозитивного забарвлення, а також ділянки, в яких зберігалась переважно мембранна локалізація E-cadherin, хоча і з осередками переривистості або редукції [80].
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Рис. 5.41. Помірна, переважно цитоплазматична експресія β-catenin в ЕР групи «4» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
5.2.3. Імуногістохімічна характеристика стану екстрацелюлярного матриксу і міжклітинної адгезії в пухлині жовткового мішка постпубертатного типу
Числові показники експресії маркерів, що відображають стан ЕЦМ і міжклітинної адгезії в ПЖМПТ, представлені в таблиці 5.8.

В групі «1» вивчення MMP-1 виявило, що L експресії даного маркера знаходилась на межі помірної та слабкої, а S імунопозитивних ділянок, була незначною і характеризувалась нерівномірністю розподілу в пухлині (рис. 5.42, А). Як вже було зазначено, для отримання статистичної вірогідності нами було об’єднано групи «2» і «4». Так, середня S експресії MMP-1 в спостереженнях груп «2» і «4» була достовірно більше за таку в групі «1». Щодо L імунопозитивного забарвлення, то в спостереженнях груп «2» і «4» вона знаходилась на помірному рівні, що також було достовірно більше за аналогічний показник групи «1» (рис. 5.42, Б).

При порівнянні середньої S експресії MMP-3 в групах «1» та «2» і «4» достовірних відмінностей виявлено не було. Цитоплазматична експресія маркера MMP-3 характеризувалась нерівномірністю розподілу в пухлинній тканині. При цьому L імунопозитивного забарвлення в групах «2» і «4» зростала по відношенню до групи «1», хоча в усіх групах знаходилась на помірному рівні (рис. 5.43, А).

Середня S MMP-9-імунопозитивних ділянок у групі «1» була достатньо значною, при цьому L даного маркера знаходилась на межі помірного та слабкого рівня (рис. 5.43, Б). Розподіл фермента MMP-9 в ПЖМПТ груп «2» і «4» був рівномірним, а середня S експресії MMP-9 та L імунопозитивного забарвлення були достовірно більшими, ніж аналогічні показники групи «1» (рис. 5.44, А). Високий рівень експресії ферменту MMP-9 асоціювався з наявністю судинної інвазії [81].

ІГХР з TIMP-1 була негативною в усіх досліджених групах (рис. 5.44, Б).

Таблиця 5.8

Показники стану ЕЦМ і міжклітинної адгезії в ПЖМПТ

	Показники
	Група «1» (n1=4)
	Група «2» (n2=3)
	Група «2» і «4» (n2+4=5)
	p

	MMP-1, S, %
	1,95±0,26
	6,5±0,22
	7,07±0,37
	р12=0,034

р1(2+4)=0,014

	MMP-1, L, од.
	50,25±0,28
	43,58±0,18
	42,65±0,58
	р12=0,034

р1(2+4)=0,014

	MMP-3, S, %
	11,53±0,33
	11,85±0,25
	12,57±0,5
	р12>0,05

р1(2+4)>0,05

	MMP-3, L, од.
	41,71±0,35
	40,21±0,15
	40,18±0,09
	р12=0,034

р1(2+4)=0,014

	MMP-9, S, %
	14,56±0,64
	20,03±0,22
	22±1,23
	р12=0,034

р1(2+4)=0,014

	MMP-9, L, од.
	49,54±0,21
	38,77±0,33
	38±0,49
	р12=0,034

р1(2+4)=0,014

	TIMP-1, S, %
	-
	-
	-
	-

	TIMP-1, L, од.
	-
	-
	-
	-

	E-cadherin, S, %
	0,4±0,25
	-
	0,27±0,24
	р1(2+4)>0,05

	E-cadherin, L, од.
	-
	-
	-
	-

	β-catenin, S, %
	6,19±0,14
	7,18±0,15
	7,51±0,22
	р12=0,032

р1(2+4)=0,014

	β -catenin, L, од.
	51,18±0,49
	49,5±0,45
	49,57±0,27
	р12=0,032

р1(2+4)=0,014


У двох із чотирьох випадків ПЖМПТ групи «1» експресії E-cadherin виявлено не було. В інших двох спостереженнях ІГХР з антитілами до даного маркера була позитивною зі слабким рівнем L. Імунопозитивне забарвлення було осередковим, нерівномірним, переважно цитоплазматичним, зрідка цитоплазматично-мембранним, а суто мембранна локалізація E-cadherin не зустрічалась. У поодиноких пухлинних клітинах визначалось ядерне розташування E-cadherin. Також значною мірою були представлені ділянки пухлинної тканини, в яких ІГХР з антитілами до E-cadherin була негативною. Звертало на себе увагу те, що в даному гістологічному типі ГПЯ вже у групі «1» відзначалась виражена втрата міжклітинної адгезії, про що свідчила наявність осередків з повною редукцією експресії E-cadherin, а також описаних гетерогенностей в розташуванні даного маркера [95].

У групі «2» в двох з трьох спостережень експресії E-cadherin виявлено не було (рис. 5.45, А), а ще в одному випадку визначались лише поодинокі E-cadherin-імунопозитивні клітини, які характеризувались виключно цитоплазматичною локалізацією маркера з вкрай слабкою L ІГХ забарвлення.
ПЖМПТ групи «4» були представлені двома спостереженнями. В одному з них ІГХР з антитілами до E-cadherin була негативною, а в другому – характеризувалась вкрай різнорідним розподілом даного маркеру: осередки з повною редукцією експресії E-cadherin перемежовувалися з ділянками його атипового цитоплазматичного, ядерного або цитоплазматично-ядерного розташування. При цьому в окремих полях зору спостерігалась виражена ядерна гіперекспресія E-cadherin (рис. 5.45, Б). В цьому випадку S експресії маркера становила 1,23±0,16%, а L була слабкою – 50,08±0,92 од., але в осередках гіперекспресії вона знаходилась в діапазоні від 38,94 до 37,39 од., що відповідало сильному рівню L.

У групі «1» середня S експресії β-catenin була невеликою, а L імунопозивного забарвлення – слабкою. Даний маркер розподілявся в пухлинній тканині достатньо рівномірно і характеризувався цитоплазматичним, а, подекуди, цитоплазматично-мембранним розташуванням. При цьому ділянки з мембранною експресією β-catenin були малочислені та уривчасті.
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Рис. 5.42. А. Слабка експресія MMP-1 в ПЖМПТ групи «1» (×400). Б. Помірна експресія MMP-1 в ПЖМПТ групи «2» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

	[image: image171.jpg]




	[image: image172.jpg]





Рис. 5.43. А. Помірна реакція з MMP-3 в ПЖМПТ групи «4» (×400). Б. Помірна експресія MMP-9 в ПЖМПТ групи «1» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.44. А. Сильна експресія MMP-9 в ПЖМПТ групи «2» (×400). Б. Негативна реакція з TIMP-1 в ПЖМПТ групи «2» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.45. А. Негативна реакція з E-cadherin в ПЖМПТ групи «2» (×200). Б. Ядерна гіперекспресія E-cadherin в ПЖМПТ групи «4» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

S експресії β-catenin та L імунопозитивного забарвлення в групах «2» і «4» були достовірно більшими за аналогічні показники групи «1». В даних групах розподіл β-catenin-імунопозитивних клітин також був рівномірним з переважно цитоплазматичним розташуванням, а в нечисленних ділянках спостерігалась редукція експресії β-catenin, яка відповідала локусам з дисоціацією пухлинних клітин. Мембранна локалізація маркера виявлялась в поодиноких пухлинних клітинах та була уривчастою і слабкою за інтенсивністю забарвлення (рис. 5.46). Визначались одиничні ділянки з переривистим мембранним забарвленням, а також клітинні локуси, в яких відзначалась повна редукція маркера.
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Рис. 5.46. Помірна, переважно цитоплазматична експресія β-catenin в ПЖМПТ групи «2» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
5.2.4. Імуногістохімічна характеристика стану екстрацелюлярного матриксу і міжклітинної адгезії в тератомі постпубертатного типу

Числові показники експресії маркерів, що відображають стан ЕЦМ і міжклітинної адгезії в ТПТ, представлені в таблиці 5.9.

Таблиця 5.9

Показники стану ЕЦМ і міжклітинної адгезії в ТПТ
	Показники
	Група «0» (n0=3)
	Група «1»

(n1=6)
	Група «2»

(n2=7)
	p

	MMP-1, S, %
	2,12±0,12
	2,56±0,14
	4,59±0,26
	р01>0,05

р02=0,017

р12=0,003

	MMP-1, L, од.
	59,7±0,43
	55,28±1,97
	48,12±1,51
	р01>0,05

р02=0,017

р12=0,035

	MMP-3, S, %
	4,17±0,28
	4,04±0,1
	6,66±0,28
	р01>0,05

р02=0,017

р12=0,003

	MMP-3, L, од.
	59,63±0,56
	55,54±1,9
	48,2±1,51
	р01>0,05

р02=0,017

р12=0,038


	MMP-9, S, %
	4,16±0,09
	4,12±0,15
	7,35±0,47
	р01>0,05

р02=0,017

р12=0,003

	MMP-9, L, од.
	59,24±0,34
	53,14±3,05
	40,85±0,38
	р01>0,05

р02=0,017

р12=0,003

	TIMP-1, S, %
	-
	-
	-
	-

	TIMP-1, L, од.
	-
	-
	-
	-

	E-cadherin, S, %
	5,62±0,25
	2,33±1,04
	-
	р01=0,018

	E-cadherin, L, од.
	51,17±0,09
	-
	-
	-

	β-catenin, S, %
	5,13±0,16
	2,26±0,96
	2,1±0,71
	р01=0,018

р02=0,015

р12>0,05

	β-catenin, L, од.
	50,8±0,15
	-
	-
	-


В ТПТ групи «0» S експресії MMP-1 була невеликою і мала вкрай слабку L забарвлення. При цьому експресія маркера була різнорідною і залежала від виду тканинного компоненту. Так, ММР-1-імунопозитивні клітини були наявні в зрілих фіброзному і епітеліальному (плоскому і залозистому) компонентах, а в хондроїдній складовій ТПТ даної групи експресія ММР-1 взагалі не визначалась (рис. 5.47, А). В спостереженнях групи «1» S експресії MMP-1 та L експресії даного маркера достовірно не відрізнялись від аналогічних показників попередньої групи. В групі «2» середня S експресії MMP-1, як і показник L забарвлення, були достовірно більшими за такі в групах «0» і «1». Залежно від того, складалась ТПТ виключно зі зрілих тканин або містила незрілі складові, S експресії ММР-1 та її L мали відмінності. В кожному окремому випадку ТПТ, яка складалась із добре диференційованих тканин, S та L експресії даного маркера були меншими за такі в кожній окремій ТПТ, що містила незрілі тканини [81].

При вивченні маркера MMP-3 в спостереженнях групи «0» було встановлено, що середня S його експресії також була невеликою, а L – слабкою. В спостереженнях групи «1» показники середньої S експресії MMP-3 і його L достовірно не відрізнялись від відповідних значень групи «0». В периваскулярних ділянках пухлини, де мала місце ангіоінвазія, відзначалось посилення L імунопозитивного забарвлення. Що стосується випадків групи «2», то середня S експресії MMP-3, як і його L зростали і були достовірно більшими за такі в групах «0» і «1». При цьому в кожній окремій ТПТ групи «2» з незрілими тканинними складовими показники S та L експресії MMP-3 були вищими (p<0,05) за такі в кожній окремій ТПТ, які складались виключно зі зрілих тканин (рис. 5.47, Б).

Цитоплазматична експресія маркера MMP-9 в ТПТ групи «0» була нерівномірною і залежала від переважання тих чи інших тканинних складових. ММР-9-імунопозитивні клітини були наявні в зрілих фіброзному і епітеліальному компонентах, а в хондроїдному – експресія маркера взагалі не визначалась. Середня S, що була зайнята імунопозитивними клітинами, була невеликою, а L відповідала слабкому рівню. В групі «1» середня S експресії MMP-9 не відрізнялась від такої в групі «0», як і L імунопозитивного забарвлення. В ділянках ангіоінвазії та посиленого неоангіогенезу мало місце зростання L експресії MMP-9. В групі «2» відбувалось достовірне збільшення середньої S експресії MMP-9 та її L порівняно з аналогічними показниками груп «0» і «1». Як і при вивчені ММР-1 і ММР-3, зберігалась така ж сама закономірність: в кожному окремому спостереженні ТПТ групи «2» з незрілими ембріональними складовими показники S та L експресії MMP-9 були вищими (p<0,05) за такі у кожному окремому випадку ТПТ, які складались виключно зі зрілих тканин (рис. 5.48, А, Б).

Що стосується маркера TIMP-1, то реакція з ним в усіх досліджених групах була негативною.

Вивчення маркера E-cadherin показало, що середня S його експресії в групі «0» була невеликою, а L – слабкою. ІГХР виявила осередкове нерівномірне забарвлення пухлинної тканини. Так, в зрілому хондроїдному компоненті ТПТ визначалась переважно мембранна експресія E-cadherin з дуже невеликою кількістю імунопозитивних клітин в яких розташування даного маркера було мембранно-цитоплазматичним. А в зрілому фіброзному компоненті експресія E-cadherin виявлялась у вкрай невеликій кількості клітин фібробластичного ряду і була цитоплазматичною або ядерно-цитоплазматичною. При цьому мембранна локалізація даного маркера не виявлялась (рис. 5.49, А) [95].

У групі «1» середня S експресії E-cadherin була достовірно меншою за таку в групі «0». При цьому в 50% спостережень ТПТ, які були представлені незрілими тканинними компонентами, ІГХР з антитілами до E-cadherin була негативною. А в інших 50%, де ТПТ була побудована виключно зі зрілих тканин, E-cadherin-імунопозитивні ділянки були наявні, а L була на межі значень, що відповідали помірному і слабкому рівню імунопозитивного забарвлення. Розподіл E-cadherin-імунопозитивних клітин був нерівномірний і переважав у хондроїдному компоненті. При цьому даний маркер мав переважно цитоплазматично-мембранну локалізацію (рис. 5.49, Б). Що стосується фіброзної складової пухлин, то, як і у попередній групі, E-cadherin-імунопозитивні клітини характеризувались цитоплазматичним або ядерно-цитоплазматичним забарвленням, але також виявлялись і ділянки з повною редукцією даного маркера.

У ТПТ групи «2», незалежно від ступеня зрілості тканинних складових, експресії E-cadherin виявлено не було.
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Рис. 5.47. А. Слабка реакція з ММР-1 в зрілих фіброзному і епітеліальному компонентах ТПТ групи «0» (×200). Б. Помірна реакція з ММР-3 в ТПТ групи «2» (незрілий міксоїдний компонент) (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра. 
При дослідженні β-catenin в групі «0» встановлено, що його середня S експресії була невеликою, а L – слабкою. В зрілому хондроїдному компоненті переважала мембранна експресія β-catenin, хоча зрідка визначалась і мембранно-цитоплазматична локалізація даного маркера (рис. 5.50, А). В сполучнотканинному компоненті експресія β-catenin виявлялась в невеликій кількості клітин фібробластичного ряду і характеризувалась цитоплазматичним або ядерно-цитоплазматичним розташуванням, а мембранна локалізація даного маркера була відсутня.

У групі «1» середня S експресії β-catenin була достовірно меншою за таку в групі «0». При цьому в 50% випадків ТПТ, які містили незрілі тканинні компоненти, ІГХР з антитілами до β-catenin, хоча і була позитивною, виявлялась лише в поодиноких пухлинних клітинах і характеризувалась аберантним цитоплазматичним або ядерно-цитоплазматичним розташуванням маркера. В інших 50% ТПТ, які складались виключно зі зрілих тканин, експресія β-catenin була наявною, а розташування імунопозитивного забарвлення також було атиповим – цитоплазматичним або ядерно-цитоплазматичним. Мембранної локалізації β-catenin виявлено не було.

У групі «2» середня S експресії β-catenin була достовірно меншою за аналогічний показник групи «0» і не відрізнялась від такої в групі «1». Аналіз експресії β-catenin виявив, що в трьох з семи спостережень, до яких відносились ТПТ з незрілими тканинними компонентами, позитивна ІГХР була представлена забарвленням лише поодиноких пухлинних клітин (рис.5.50, Б). В інших ТПТ даної групи, які складались зі зрілих тканин, експресія β-catenin була більш значною і могла бути підрахована. При цьому розташування маркера в усіх спостереженнях даної групи було цитоплазматичним або ядерно-цитоплазматичним [95].
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Рис. 5.48. А. Помірна реакція з ММР-9 в ТПТ групи «2» (зрілий фіброзний компонент) (×200). Б. Сильна реакція з ММР-9 в ТПТ групи «2» (незрілий фіброзний компонент) (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.49. А. Слабка, переважно мембранна експресія E-cadherin в зрілому хондроїдному компоненті ТПТ групи «0» (×200). Б. Помірна цитоплазматично-мембранна реакція з E-cadherin в зрілому хондроїдному компоненті ТПТ групи «1» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.50. А. Слабка мембранна експресія β-catenin в зрілому хондроїдному компоненті ТПТ групи «0» (×400). Б. Помірна ядерно-цитоплазматична експресія β-catenin в незрілому міксоїдному компоненті ТПТ групи «2». ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
5.2.5. Імуногістохімічна характеристика стану екстрацелюлярного матриксу і міжклітинної адгезії в сперматоцитній пухлині

В єдиному спостереженні СП, яке відносилось до групи «2», S експресії маркера MMP-1 склала 2,73±0,32%, а L забарвлення була слабкою – 51,88±0,64 од. MMP-1-імунопозитивні клітини виявлялись рівномірно по всій площі пухлинної тканини (рис. 5.51, А).

При вивченні маркера MMP-3 було встановлено, що S його експресії склала 12,21±0,39%, а L хоча і була слабкою (50,26±0,36 од.), але знаходилась на межі з помірними значеннями даного показника (рис. 5.51, Б).

Аналіз показника S експресії MMP-9 виявив, що він був значним і склав 29,19±0,28%, а його L знаходилась на високому рівні (38,35±0,27 од.) [81].

Реакція з TIMP-1 була негативною.

ІГХР з антитілами до E-cadherin характеризувалась різнорідним розподілом: визначались локуси з редукцією експресії маркера, ділянки з його атиповою цитоплазматичною, а в поодиноких клітинах – ядерно-цитоплазматичною локалізацією. При цьому виявлялись осередки зі збереженим мембранним розташуванням E-cadherin, а також ділянки з його гіперекспресією (рис. 5.52, А). S експресії даного маркера склала 4,59±0,22%, а L знаходилась на високому рівні – 39,94±0,44 од.

S експресії β-catenin склала 7,84±0,23%, а L імунопозитивного забарвлення знаходилась на межі середнього і слабкого рівня (50,22±0,24 од.). β-catenin, так само як і E-cadherin, в дослідженій СП виявлявся осередково у вигляді переважно цитоплазматичного забарвлення, хоча зустрічались і ділянки зі збереженою мембранною локалізацією (рис. 5.52, Б) [95].

	[image: image186.jpg]




	[image: image187.jpg]





Рис. 5.51. А. Слабка експресія MMP-1 в СП групи «2» (×400). Б. Слабка експресія MMP-3 в СП групи «2» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.52. А. Осередок гіперекспресії E-cadherin в СП групи «2» (×200). Б. Слабка, переважно цитоплазматична, експресія β-catenin в СП групи «2» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра. 
5.2.6. Імуногістохімічна характеристика стану екстрацелюлярного матриксу і міжклітинної адгезії в тератомі з малігнізацією соматичного типу

Як вже було зазначено раніше, ТМСТ була досліджена лише в двох випадках – по одному з групи «1» і «4». У спостереженні групи «1», де злоякісний компонент був представлений фібросаркомою, S експресії MMP-1 склала 3,87±0,45%, а L імунопозитивного забарвлення була низькою – 53,37±0,31 од. (рис. 5.53, А). А у випадку групи «4», де злоякісний компонент був представлений помірнодиференційованою аденокарциномою, L експресії маркера також була низькою – 51,46±0,24 од., але S експресії MMP-1 була вище (р<0,001) і склала 8,32±0,28% (рис. 5.53, Б).
Аналогічна картина спостерігалась і при аналізі ферментів MMP-3 і MMP-9 – S експресії даних маркерів була вище у спостережені групи «4» (10,16±0,34% і 12,88±0,51% відповідно) порівняно з випадком групи «1» (5,51±0,35% і 8,64±0,44% відповідно) (р<0,001). Проте якщо значення L експресії ММР-3 у випадках груп «1» і «4» знаходились на низькому рівні (54,21±0,35 од. і 51,95±0,35 од. відповідно), то L експресії ММР-9 збільшувалась до помірного рівня (43,29±0,27 од. і 45,44±0,23 од. відповідно) (рис. 5.54, А, Б) [81].

Експресії маркера TIMP-1 виявлено не було.

У ТМСТ (фібросаркома з міксоїдним компонентом) групи «1», в переважної більшості полів зору ІГХР з антитілами до E-cadherin була негативною (рис. 5.55, А) і виявлялась лише у рідких полях зору в поодиноких клітинах, маючи атипову, слабку за інтенсивністю ядерно-цитоплазматичну локалізацію. В другому випадку ТМСТ (помірнодиференційована аденокарцинома), який відносився до групи «4», S експресії E-cadherin була незначною через розташування маркера лише в ділянках злоякісного компоненту і склала 1,04±0,15%, а L забарвлення була помірною – 44,96±1,37 од. Імунопозитивне забарвлення характеризувалось різнорідним розподілом: визначались локуси з редукцією експресії E-cadherin, невеликі ділянки його мембранної експресії з осередками руйнування, а також аберантною ядерно-цитоплазматичною локалізацією і ділянками гіперекспресії (рис. 5.55, Б) [95].
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Рис. 5.53. А. Слабка експресія MMP-1 в ТМСТ (фібросаркома) групи «1» (×200). Б. Слабка експресія MMP-1 в ТМСТ (помірнодиференційована аденокарцинома) групи «4» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.54. А. Помірна експресія MMP-9 в ТМСТ (фібросаркома) групи «1» (×200). Б. Помірна експресія MMP-9 в ТМСТ (помірнодиференційована аденокарцинома) групи «4» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.55. А. Негативна реакція з E-cadherin в ТМСТ (фібросаркома) групи «1» (×200). Б. Гіперекспресія і гетерогеність розподілу E-cadherin: мембранна з осередками руйнування, цитоплазматична і ядерна локалізація в ТМСТ (помірнодиференційована аденокарцинома) групи «4» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

S експресії β-catenin в спостереженні групи «1» склала 3,44±0,46%, а L знаходилась на слабкому рівні (51,51±0,45 од.). Забарвлення було рівномірним, переважно цитоплазматичним, а подекуди ядерно-цитоплазматичним. Визначались осередки редукції β-catenin. У випадку групи «4» S імунопозитивного забарвлення склала 1,51±0,18%, а L була на межі помірного і слабкого рівня – 50,77±0,61 од. Локалізація β-catenin була переважно цитоплазматичною, а в окремих ділянках – цитоплазматично-мембранною. Також визначались осередки з повною втратою імунопозитивного забарвлення.
5.2.7. Імуногістохімічна характеристика стану екстрацелюлярного матриксу і міжклітинної адгезії в неоплазії герміногенних клітин in situ
Експресія MMP-1 була досліджена в осередках GCNIS двох спостережень ГПЯ. В першому випадку, який відносився до ПЖМПТ групи «1», експресії MMP-1 в GCNIS виявлено не було (рис. 5.56, А). А в GCNIS ЕР, який відносився до групи «4» L експресії MMP-1 була помірною – 48,07±0,36 од. з S імунопозитивного забарвлення 3,07±0,17%. При цьому ММР-1 експресував лише у сім’яних канальцях, які були ураженні GCNIS (рис. 5.56, Б), в інтактних канальцях – реакція з маркером була негативною [79].

Маркер MMP-3 був досліджений в ділянках GCNIS трьох спостережень ГПЯ. Перше відносилось до ПЖМПТ групи «1» і, на відміну від негативної ІГХР з ММР-1 в тому ж самому випадку, реакція з MMP-3 в GCNIS мала помірну L (41,76±0,24 од.), а S імунопозитивного забарвлення склала 3,99±0,15% (рис. 5.57, А). В другому випадку, який відносився до змішаної двокомпонентної ГПЯ групи «2» (ЕР і семінома), S експресії ММР-3 була 4,56±0,11%, а L (47,30±0,24 од.) також знаходилась на помірному рівні (рис. 5.57, Б). Третє спостереження, як і попереднє, було представлено змішаною двокомпонентною ГПЯ (ЕР і ТПТ), але вже групи «4», і характеризувалось суттєвим збільшенням S імунопозитивного забарвлення (14,94±0,16%) при збереженні помірного рівня його L (43,03±0,12 од.) (рис. 5.58).
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Рис. 5.56. А. Негативна реакція з MMP-1 в GCNIS ПЖМПТ групи «1» (×200). Б. Помірна експресія MMP-1 в GCNIS ЕР групи «4» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.57. А. Помірна експресія MMP-3 в GCNIS ПЖМПТ групи «1» (×200). Б. Помірна експресія MMP-3 в GCNIS змішаної двокомпонентної ГПЯ (ЕР і семінома) групи «2» (×100). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.58. Помірна експресія MMP-3 в GCNIS змішаної двокомпонентної ГПЯ (ЕР і ТПТ) групи «4» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

MMP-9 було досліджено в GCNIS п’яти спостережень. Два з них  відносились до групи «1» і були представлені семіномою і ПЖМПТ. S експресії MMP-9 в GCNIS зазначених пухлин майже збігалися і склали (4,57±0,26% і 4,43±0,25% відповідно), при цьому в GCNIS семіноми L експресії була слабкою (53,20±0,35 од.), а в GCNIS ПЖМПТ – помірною (47,46±0,36 од.) (рис. 5.59, А). Ще два випадки відносились до групи «2» і були представлені змішаними двокомпонентними ГПЯ. В одному з них, який поєднував компоненти ЕР і семіноми, S експресії MMP-9 була 6,08±0,14%, а L забарвлення знаходилась на помірному рівні (44,27±0,34 од.) (рис. 5.59, Б). В іншому спостереженні, де складовими змішаної ГПЯ були ЕР і ТПТ, L була сильною (30,95±0,32 од.) при S експресії MMP-9 8,26±0,38%. В групі «4» було досліджено GCNIS у випадку, який також був представлений змішаною двокомпонентною ГПЯ (ЕР і ТПТ). Порівняно з усіма попередніми дослідженими GCNIS у даному спостережені S експресії MMP-9 була найбільшою і склала 16,95±0,29%, а L імунопозитивного забарвлення знаходилась на помірному рівні (43,15±0,18 од.) [79].

У GCNIS всіх досліджених ГПЯ експресії маркера TIMP-1 не було виявлено.

Маркери міжклітинної адгезії E-cadherin і β-catenin було досліджено в ділянках GCNIS п’яти спостережень ГПЯ. Незалежно від групи, експресії E-cadherin виявлено не було. Водночас експресія β-catenin визначалася в усіх досліджених випадках, але характеризувалась деякими відмінностями. Одне спостереження, яке відносилось до групи «1» (ПЖМПТ), характеризувалось нерівномірністю розподілу β-catenin-імунопозитивного забарвлення – експресія визначалась лише в частині сім’яних канальців і мала при цьому виключно цитоплазматичну локалізацію (рис. 5.60, А). S експресії β-catenin в даному випадку була дуже невеликою і склала 0,55±0,05% при слабкій L імунопозитивного забарвлення (51,22±0,27 од.) [79].

Ще два спостереження відносились до групи «2» і були представлені двокомпонентними змішаними ГПЯ, в одній з яких мало місце поєднання ЕР і семіноми, а в іншому – ЕР і ТПТ. У випадку, де складовими змішаної ГПЯ були ЕР і семінома, виявлялось нерівномірне, з осередками редукції, цитоплазматичне забарвлення, а мембранна локалізація β-catenin була відсутня (рис. 5.60, Б). В даному спостереженні S експресії β-catenin склала 1,04±0,15%, а L була слабкою (50,44±0,31 од.). В іншому випадку, який відносився до групи «2» (ЕР і ТПТ), S експресії β-catenin (5,37±0,17%) та L забарвлення (44,85±0,28 од.) були значно більшими за такі в попередньому спостереженні даної групи. Переважала цитоплазматична локалізація маркера, але визначались ділянки з цитоплазматично-мембранним розташуванням β-catenin (рис. 5.61, А).

До групи «4» також увійшли два спостереження: ЕР і змішана двокомпонентна ГПЯ (ЕР і ТПТ). В GCNIS обох спостережень L майже збігалася і була слабкою (54,16±0,26 од. і 55,80±0,53 од. відповідно), а S експресії β-catenin склала 1,45±0,14% і 2,00±0,13% відповідно. При цьому в обох випадках розташування маркера було виключно цитоплазматичним, з досить великими осередками редукції експресії β-catenin (рис. 5.61, Б).
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Рис. 5.59. А. Слабка експресія MMP-9 в GCNIS семіноми групи «1» (×200). Б. Помірна експресія MMP-9 в GCNIS змішаної двокомпонентної ГПЯ (ЕР і семінома) групи «2» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.60. А. Слабка, нерівномірна реакція з β-catenin в GCNIS окремих сім’яних канальців ПЖМПТ групи «1» (×200). Б. Слабка, з осередками редукції, цитоплазматична реакція з β-catenin в GCNIS змішаної двокомпонентної ГПЯ (ЕР і семінома) групи «2» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.61. А. Помірна цитоплазматично-мембранна реакція з β-catenin в GCNIS змішаної двокомпонентної ГПЯ (ЕР і ТПТ) групи «2» (×200). Б. Слабка, з осередками редукції, цитоплазматична реакція з β-catenin в GCNIS змішаної двокомпонентної ГПЯ (ЕР і ТПТ) групи «4» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

5.3. Імуногістохімічна характеристика васкуляризації в герміногенних пухлинах яєчка

5.3.1. Імуногістохімічна характеристика васкуляризації в семіномі

Числові показники експресії маркерів, що відображають васкуляризацію в семіномі, представлені в таблиці 5.10.

Таблиця 5.10

Показники васкуляризації в семіномі

	Показники
	Група «1» (n1=4)
	Група «2» (n2=5)
	Група «3» (n3=3)
	Група «4» (n4=1)
	p

	CD34, S, %
	1,79±0,11
	1,81±0,03
	1,92±0,02
	2,01±0,05
	р12>0,05

р13>0,05

р23=0,036

	CD34, L, од.
	39,9±0,3
	39,54±0,19
	39,21±0,22
	39,12±0,11
	р12>0,05

р13>0,05

р23>0,05

	CD31, S, %
	1,63±0,04
	1,85±0,05
	1,95±0,04
	2,05±0,02
	р12=0,016

р13=0,034

р23>0,05

	CD31, L, од.
	39,39±0,17
	39,25±0,27
	39,34±0,17
	39,19±0,07
	р12>0,05

р13>0,05

р23>0,05

	ЩС, шт. в полі зору
	45,05±2,37
	53,59±0,77
	60,27±0,61
	70,65±0,77
	р12=0,016

р13=0,034

р23=0,025


У семіномі групи «1» середня S CD34-імунопозитивного забарвлення була незначною, а L знаходилась на межі сильного і помірного рівня. В пухлинній тканині переважали судини дрібного і, меншою мірою, середнього калібру, в яких добре візуалізувались ендотеліоцити з мембранним і цитоплазматичним CD34-імунопозитивним забарвленням. Візуально ЩС в різних ділянках пухлини виглядала нерівномірною. Підрахунок кількості інтратуморальних мікросудин виявив, що їхня щільність в стандартизованому полі зору була помірною.

Неоангіогенез відбувався шляхом міграції та проліферації диференційованих ендотеліальних клітин з судин, що предіснували. В зрізах новоутворених капілярів, які виглядали як округлі або трубчасті структури, візуалізувались CD34-імунопозитивні ендотеліоцити. В пухлинній тканині визначались поодинокі або у вигляді скупчень, іноді ланцюжків, ендотеліальні прогеніторні клітини з позитивним CD34-забарвленням (рис. 5.62, А, Б).
У групі «2» середня S CD34-імунопозитивного забарвлення та L його експресії не відрізнялись від аналогічних показників в групі «1», а середня ЩС в стандартизованому полі зору достовірно збільшувалась порівняно з попередньою групою. По аналогії з попередньою групою відбувались процеси як ангіо-, так і васкулогенезу, однак ендотеліальні прогеніторні клітини виявлялись рідше, що свідчить про деяке превалювання ангіогенезу.

У групі «3» середня S експресії маркера CD34 була вищою за таку в групі «2», але достовірно не відрізнялась від відповідного показника групи «1». L експресії CD34 також достовірно не відрізнялась від аналогічного показника груп «1» і «2» та відповідала сильному рівню. Середня ЩС в стандартизованому полі зору була достовірно вищою за таку в попередніх групах [429].

В єдиному спостереженні групи «4» S експресії CD34 була однією з найбільших серед усіх випадків досліджених семіном, а L експресії маркера була сильною. Візуально, як і в попередніх групах, розподіл судин в пухлині був нерівномірним (рис. 5.63, А). Морфометричне дослідження показало, що ЩС в стандартизованому полі зору в даному дослідженні була достовірно більшою (p<0,05) порівняно з кожним окремим випадком попередніх груп.
S CD31-забарвлення в групі «1» була незначною, а L – сильною. В пухлині виявлялись судини середнього і дрібного калібру з переважанням останніх, в яких візуалізувались ендотеліоцити з мембранно-цитоплазматичним забарвленням. Новоутворення мікросудин відбувалось шляхом ангіогенезу за рахунок брунькування: в стінках «материнських» судин виявлялись бокові вирости, утворювались тяжі з ендотелію, в яких виявлялись щілини. Візуально розподіл судин був нерівномірним.

У групі «2» середня S CD31-імунопозитивного забарвлення була достовірно більшою порівняно з такою в групі «1», а рівень L маркера відповідав сильному і не відрізнявся від аналогічного показника попередньої групи. Процеси ангіогенезу відбувались по аналогії з вище описаною групою (рис. 5.63, Б). Розподіл і ЩС в різних полях зору виглядали нерівномірними.
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Рис. 5.62. А. Інтенсивна реакція з CD34 в судинах семіноми групи «1» (×200). Б. Інтенсивна реакція з CD34 в судинах і цитоплазмі прогеніторних ендотеліальних клітин у семіномі групи «1» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.63. А. Інтенсивна реакція з CD34 в судинах семіноми групи «4» (×200). Б. Інтенсивна реакція з CD31 в судинах семіноми групи «2» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

У спостереженнях групи «3» S експресії та L маркера CD31, як і розподіл судин та їхня візуальна щільність в досліджених пухлинах, практично не відрізнялись від таких в групі «2». При цьому S експресії CD31 в групі «3» була вище за таку в групі «1».

У спостереженні групи «4» S експресії CD31 (як і при дослідженні CD34) була однією з найбільших серед досліджених випадків даного гістологічного типу ГПЯ, а L маркера відповідала сильному рівню. Як і в попередніх групах, візуальна ЩС, які експресували CD31, була нерівномірною в різних ділянках пухлини [429].

У семіномі, крім процесів неоваскулярізації, ми спостерігали явища васкулогенної мімікрії – утворення каналів, що вистелені пухлинними клітинами. На відміну від судин, дані канали не мали ендотеліальної вистілки і, відповідно, в них не було CD34-імунопозитивного забарвлення.

5.3.2. Імуногістохімічна характеристика васкуляризації в ембріональному раку

Числові показники експресії маркерів, що відображають васкуляризацію в ЕР, представлені в таблиці 5.11.

У групі «1» середня S імунопозитивного забарвлення з антитілами до CD34 була невеликою, а L експресії вказаного маркера відповідала сильному рівню. При цьому в одному з п’яти спостережень S імунопозитивного забарвлення (5,50±0,21%) була вищою за таку в кожному окремому випадку (p<0,05), а також порівняно з середньогруповим значенням. В пухлинній тканині переважали судини дрібного і середнього калібру, в яких добре візуалізувались ендотеліоцити з мембранно-цитоплазматичним CD34-імунопозитивним забарвленням. Середня ЩС судин в стандартизованому полі зору була помірною.

Новоутворення судин в пухлинах даного гістологічного типу також відбувалось як за рахунок ангіогенезу, так і шляхом васкулогенезу. Процес ангіогенезу демонстрував формування нових судин із тих, що існували раніше: від них відходили численні лінійні утворення, які або ще не мали просвітів, або мали вигляд трубчастих структур з нерівномірно розширеними просвітами і ендотеліальною вистілкою. Місцями новоутворені судини формували навколо епітеліальних комплексів густу сітку вже на даній стадії пухлинної прогресії. Васкулогенез відбувався завдяки наявності деякої кількості ендотеліальних прогеніторних клітин, які спостерігались в стромальному компоненті пухлин [428].
Таблиця 5.11

Показники васкуляризації в ЕР

	Показники
	Група «1» (n1=5)
	Група «2» (n2=4)
	Група «4» (n4=4)
	p

	CD34, S, %
	2,46±0,77
	2,09±0,06
	2,48±0,08
	р12>0,05

р14>0,05

р24=0,021

	CD34, L, од.
	39,0±0,19
	40,29±0,16
	35,94±2,56
	р12=0,014

р14>0,05

р24>0,05

	CD31, S, %
	1,96±0,56
	2,03±0,09
	2,79±0,08
	р12>0,05

р14=0,035

р24=0,021

	CD31, L, од.
	34,82±1,37
	39,06±0,15
	39,51±0,21
	р12>0,05

р14>0,05

р24>0,05

	ЩС, шт. в полі зору
	51,02±7,51
	74,64±1,06
	89,98±2,18
	р12>0,05

р14=0,014

р24=0,021


Щодо характеристики пухлинних судин, слід зазначити, що їхня ангіоархітектоніка відрізнялась від нормальної. Так, чіткої градації судин за типами (капіляри, артеріоли, венули) ми не спостерігали. Замість цього формувалась хаотична сітка з судин різних типів. Також для мікросудин був притаманним так званий «спрутінг» (надлишкове гілкування), зігнутість та інші деформації. Незрілість інтратуморальних судин також доводили часта відсутність в них перицитів і нечіткість БМ [428].

Помітна інтенсифікація неоангіогенезу відзначалась в ділянках пухлинної інвазії (рис. 5.64, А), а також на межі пухлинної тканини з осередками некрозу і крововиливів, які були досить частими в ЕР.

У групі «2» середня S CD34-імунопозитивного забарвлення достовірно не відрізнялась від такої в попередній групі, а L експресії даного маркера знаходилась на межі сильного та помірного рівня.

Як і в групі «1», розподіл судин в пухлинній тканині візуально виглядав нерівномірним, характерною була наявність хаотичної сітки судин різних типів, часто з ознаками їхньої незрілості. При цьому в стромальному компоненті пухлин візуалізувались судини всіх вказаних типів, а в залозистому – переважно судини капілярного типу. Візуально ЩС в стромальному компоненті перевищувала таку в залозистому (рис. 5.64, Б). За даними морфометричного дослідження середня ЩС в стандартизованому полі зору достовірно не відрізнялась від аналогічного показника в групі «1».

Слід відмітити, що в залозистому компоненті новоутворення судин відбувалось переважно шляхом васкулогенезу, тоді, як в стромальному – як шляхом ангіо-, так і васкулогенезу. В цілому в даній групі скупчення ендотеліальних прогеніторних клітин виявлялись рідше, що говорить про деяке превалювання ангіогенезу.

У спостереженнях групи «4» середня S експресії маркера CD34 була достовірно більшою порівняно з такою в групі «2» і не відрізнялась від аналогічного показника групи «1». Щодо L експресії вказаного маркера, то вона була сильною, що збігалося зі значенням даного показника в групі «1» і не відрізнялась від такого в групі «2». Візуально характер розподілу судин, а також процеси ангіо- і васкулогенезу збігалися з такими в попередніх групах. Середня ЩС в стандартизованому полі зору була достовірно вищою за аналогічний показник в групах «1» і «2» [428].

У групі «1» середня S CD31-імунопозитивного забарвлення також була невеликою, а L експресії даного маркера відповідала сильному рівню. В одному зі спостережень (той самий випадок, де спостерігалась гіперекспресія CD34) S імунопозитивного забарвлення CD31 (4,21±0,03%) була суттєво вищою за таку в кожному окремому випадку (p<0,05), а також порівняно з середнім значенням даного показника в групі. В стромальному і залозистому компонентах пухлин відзначались деякі відмінності в розподілі та ЩС, а також превалюванні судин тих чи інших типів. Так, в стромальному компоненті виявлялись хаотично розташовані судини середнього і дрібного калібру зі значним превалюванням капілярів, в яких добре візуалізувались ендотеліоцити з мембранним і, осередково, мембранно-цитоплазматичним забарвленням. В зрізах капілярів, що пройшли вздовж їхньої люмінальної поверхні, виявлялись осередки ендотеліоцитів, які мали вигляд моношару з чітким мембранним забарвленням. Новоутворення мікросудин відбувалось і за рахунок брунькування – шляхом ангіогенезу. Щодо залозистого епітеліального компоненту, то в ньому визначались судини дрібного калібру з типовим мембранним, рідше – мембранно-цитоплазматичним забарвленням ендотеліоцитів [428].

У групі «2» середня S CD31-імунопозитивного забарвлення була на рівні такої в групі «1», а рівень L маркера відповідав сильному, що достовірно не відрізнялось від аналогічних показників у попередній групі. Візуально ЩС була дещо більшою ніж в попередній групі, а при порівнянні залозистого і стромального компонентів пухлини переважала в останньому. ЩС в центральних відділах залозистих комплексів виглядала меншою, ніж в їхніх периферичних ділянках.

У спостереженнях групи «4» S експресії CD31 зростала і була достовірно вищою, ніж в групах «1» і «2». L маркера CD31, як і розподіл судин в досліджених пухлинах, практично збігалися з такими в групі «2». Візуальна ЩС, які експресували CD31, зростала відносно груп «1» і «2» і дещо переважала в стромальному компоненті. В центральних відділах залозистих комплексів ЕР візуальна ЩС була значно меншою за таку в їхніх периферичних ділянках (на межі зі стромальним компонентом), де мікросудини утворювали надгусту сітку (рис. 5.65, А). В ділянках пухлинної інвазії відзначалось підсилення неоангіогенезу з утворенням великої кількості судин, переважно капілярного типу (рис. 5.65, Б).

В ЕР, як і в семіномі, крім процесів неоваскулярізації, ми спостерігали явища васкулогенної мімікрії.
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Рис. 5.64. А. Виражене новоутворення судин з інтенсивним CD34-забарвленням в ділянці інвазії ЕР групи «1» (×200). Б. Превалювання щільності судин з помірним CD34-забарвленням в стромальному компоненті ЕР групи «2» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.65. А. Інтенсивна реакція з CD31 в стромальному компоненті на межі з залозистими структурами ЕР групи «4» (×100). Б. Інтенсивна реакція з CD31 в розвиненій сітці новоутворених капілярів в ділянці інвазії ЕР групи «4» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

5.3.3. Імуногістохімічна характеристика васкуляризації в пухлині жовткового мішка постпубертатного типу
Числові показники експресії маркерів, що відображають васкуляризацію в ПЖМПТ, представлені в таблиці 5.12.

Таблиця 5.12

Показники васкуляризації в ПЖМПТ
	Показники
	Група «1» (n1=4)
	Група «2» (n2=3)
	Група «2» і «4» (n2+4=5)
	p

	CD34, S, %
	11,13±7,85
	4,48±0,26
	5,18±0,46
	р12>0,05

р1(2+4)>0,05

	CD34, L, од.
	42,64±1
	44,16±0,55
	42,64±0,98
	р12>0,05

р1(2+4)>0,05

	CD31, S, %
	0,48±0,03
	0,69±0,06
	0,74±0,05
	р12=0,034

р1(2+4)=0,014

	CD31, L, од.
	41,12±1,28
	40,36±0,12
	40,0±0,24
	р12>0,05

р1(2+4)>0,05

	ЩС, шт. в полі зору
	93,9±22
	96,12±4,11
	104,54±6,1
	р12>0,05

р1(2+4)>0,05


У групі «1» середнє значення S імунопозитивного забарвлення з антитілами до CD34 було значним, а L – помірною. Звертала на себе увагу значна відмінність одного з чотирьох спостережень, в якому S експресії маркера (34,68±0,21%) суттєво перевищувала середні значення такої в групі «1» та в цілому серед усіх досліджених пухлин даного гістологічного типу ГПЯ. В цьому випадку наявною була дифузна гіперекспресія CD34, яка більшою мірою визначалась в центральних, і меншою – в периферичних відділах пухлини.

У пухлинній тканині відбувався інтенсивний неоваскулогенез, серед новоутворенних судин переважали капіляри, в яких візуалізувались тонкі БМ і ендотеліоцити з мембранно-цитоплазматичним CD34-імунопозитивним забарвленням (рис. 5.66, А). Також експресія CD34 мала місце в клітинах строми, що належали до фібробластичного диферону. Подекуди навколо судин виявлялись поодинокі, або групами по 2–3, CD34-імунопозитивні ендотеліальні прогеніторні клітини, які, як вже зазначалось вище, беруть участь у формуванні судин під час васкулогенезу.

В інших трьох спостереженнях середня S експресії CD34 склала 3,27±0,25%. В цих пухлинах також переважали судини дрібного калібру, в яких добре візуалізувались ендотеліоцити з мембранно-цитоплазматичним CD34-імунопозитивним забарвленням. Візуально ЩС в центральних ділянках досліджених пухлин виглядала більшою порівняно з крайовими. Середня ЩС в стандартизованому полі зору була доволі значною.

У ПЖМПТ, крім процесів неоваскулярізації, ми спостерігали явища васкулогенної мімікрії.

У групі «2» середня S CD34-імунопозитивного забарвлення та L даного маркера достовірно не відрізнялись від аналогічних показників групи «1» через гіперекспресію CD34 в описаному вище випадку. Візуально ЩС була нерівномірною, їхній розподіл в центральних і крайових відділах збігався з таким в групі «1». Як і в попередній групі, переважали судини дрібного і середнього калібру. Середня ЩС в стандартизованому полі зору достовірно не відрізнялась від аналогічного показника в групі «1».
Поблизу судин візуалізувались, хоча і більш рідко, ніж в групі «1», CD34-імунопозитивні ендотеліальні прогеніторні клітини, а також ніжні сплетіння або лінійні структури, що верифікувались як примітивний варіант майбутніх судин. Спостерігався процес переходу таких структур в тонкі трубчасті утворення – молоді капіляри з наявністю в них просвітів (рис. 5.66, Б). Як і в попередній групі, CD34-імунопозитивне забарвлення визначалось і в окремих клітинах строми, що відносились до фібробластичного ряду. Таким чином, на даному етапі пухлинної прогресії відбувались процеси васкуло- і ангіогенезу з превалюванням останнього.

Як вже було зазначено раніше, для коректного статистичного дослідження було вирішено об’єднати спостереження груп «2» і «4». Так, у випадках зазначених об’єднаних груп середня S експресії маркера CD34 і його L достовірно не відрізнялись від аналогічних показників групи «1». Середня ЩС в стандартизованому полі зору також достовірно не відрізнялась від аналогічного показника в групі «1» [96].
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Рис. 5.66. А. Гіперекспресія CD34 в ПЖМПТ групи «1» (×400). Б. Помірна експресія CD34 в новоутворених судинах ПЖМПТ групи «2» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

Середня S CD31-імунопозитивного забарвлення в спостереженнях групи «1» була вкрай незначною, а L експресії вказаного маркера відповідала помірному рівню. В пухлинній тканині CD31-імунопозитивне забарвлення визначалось в судинах дрібного калібру – новоутворених капілярах, при цьому візуально їхня щільність була невисокою. Відмінностей стосовно розподілу судин в центральних і периферичних відділах пухлин не відзначалось. Зустрічались численні канали, що нагадували просвіти судин, але їхнє внутрішнє вистилання було CD31-негативним (рис. 5.67). Дані канали демонстрували явище згадуваної вище васкулогенної мімікрії [96].
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Рис. 5.67. Помірне CD31-імунопозитивне забарвлення в новоутворених капілярах ПЖМПТ групи «1» (×100). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

Середня S експресії CD31 в спостереженнях груп «2» і «4» була достовірно більше аналогічного показника в групі «1», а L імунопозитивного забарвлення була помірною і не мала відмінностей у зазначеному показнику вказаної групи. Візуально ЩС була дещо більшою порівняно з попередньою групою, а їхній розподіл також не відрізнявся в центральних та периферичних відділах пухлини, при цьому розподілялись судини в пухлинній тканині нерівномірно (рис. 5.68).

Таким чином, незважаючи на інтенсивне утворення нових судин, експресія маркера CD31 в пухлинах описуваного гістологічного типу, була незначною.
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Рис. 5.68. Інтенсивна реакція з CD31 в нерівномірно розподілених новоутворених капілярах ПЖМПТ групи «4» (×100). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

5.3.4. Імуногістохімічна характеристика васкуляризації в тератомі постпубертатного типу

Числові показники експресії маркерів, що відображають васкуляризацію в ТПТ, представлені в таблиці 5.13.

Таблиця 5.13

Показники васкуляризації в ТПТ

	Показники
	Група «0» (n0=3)
	Група «1»

(n1=6)
	Група «2»

(n2=7)
	p

	CD34, S, %
	6,66±0,29
	3,0±1,14
	1,3±0,02
	р01=0,02

р02=0,017

р12>0,05

	CD34, L, од.
	48,0±0,4
	45,16±2,41
	34,2±0,13
	р01>0,05

р02=0,017

р12=0,026

	CD31, S, %
	0,65±0,03
	0,49±0,1
	0,95±0,03
	р01>0,05

р02=0,016

р12=0,003

	CD31, L, од.
	44,12±0,38
	41,19±0,27
	35,23±0,17
	р01=0,02

р02=0,016

р12=0,003

	ЩС, шт. в полі зору
	63,0±5,49
	39,64±6,81
	25,28±1,32
	р01=0,045

р02=0,017

р12>0,05


Середня S і L імунопозитивного забарвлення з антитілами до CD34 в групі «0» були помірними, при цьому CD34-імунопозитивне забарвлення в пухлинній тканині спостерігалось лише в фіброзному компоненті, тоді як в хондроїдних і епітеліальних структурах ІГХР була негативною. Велика частина S імунопозитивного забарвлення припадала на клітини фібробластичного диферону і прогеніторні ендотеліальні клітини (рис. 5.69, А). В ТПТ групи «0» переважали судини дрібного калібру, в яких добре візуалізувались ендотеліоцити з мембранно-цитоплазматичним CD34-імунопозитивним забарвленням. Середня ЩС в стандартизованому полі зору була помірною.

У групі «1» середня S CD34-імунопозитивного забарвлення була достовірно меншою при порівнянні з такою в групі «0». Щодо L експресії даного маркера, то вона, як і в попередній групі, знаходилась на помірному рівні та достовірно не відрізнялась від аналогічного показника групи «0». При цьому слід зазначити, що в 50% спостережень ТПТ групи «1», які складались зі зрілих тканинних елементів, S експресії CD34 не відрізнялась від такої в групі «0», як і L імунопозитивного забарвлення. Що стосується решти випадків ТПТ, в складі яких виявлялись незрілі ембріональні тканини, то в кожному окремому спостереженні S експресії CD34 була дуже малою – значно меншою за таку в кожному окремому спостереженні ТПТ групи «1» з виключно зрілими тканинними складовими (р<0,001). В тих самих спостереженнях L експресії CD34, навпаки, значно зростала і відповідала сильному рівню (рис. 5.69, Б).

Імовірно, що альтернативою судинам, які зазвичай живлять будь-яку пухлину, в незрілих тканинах тератоми виступають інтратуморальні канали, стінки яких утворені, як і в спостереженнях ПЖМПТ та інших ГПЯ, пухлинними клітинами. Дані канали відображали явище васкулогенної мімікрії, не мали ендотеліальної вистілки і, відповідно, в них не було CD34-імунопозитивного забарвлення.

Візуально ЩС була нерівномірною, переважали судини дрібного калібру. Морфометричне дослідження показало, що в ТПТ групи «1» середня ЩС в стандартизованому полі зору була достовірно меншою за аналогічний показник групи «0». При цьому в кожному окремому спостереженні ТПТ, в складі якої виявлялись незрілі ембріональні тканини, ЩС була невеликою і достовірно меншою за таку в кожному спостереженні ТПТ групи «1» з виключно зрілими тканинними складовими (р<0,01).
Новоутворені судини мали вигляд ніжних сплетінь або лінійних структур, які місцями переходили в тонкі трубчасті структури – молоді капіляри. CD34-імунопозитивне забарвлення визначалось і в цитоплазмі поодиноких ендотеліальних прогеніторних клітин і клітин, які відносились до фібробластичного ряду. Таким чином, на даному етапі пухлинної прогресії відбувались процеси васкуло- і ангіогенезу з деяким превалюванням останнього.

У спостереженнях групи «2» середня S експресії маркера CD34 була достовірно меншою, а L експресії, навпаки, більшою порівняно з такими в групі «0». А при порівнянні зазначених показників у групах «2» і «1» різниця полягала тільки в L експресії CD34, яка в групі «2» була сильнішою. При цьому відмінностей між показниками S та L експресії маркера в ТПТ зі зрілими або незрілими тканинними складовими не визначалось. Спостерігались поодинокі ендотеліальні прогеніторні клітини і пов’язаний з ними васкулогенез (рис. 5.70, А, Б). Середня ЩС в стандартизованому полі зору була достовірно меншою, ніж в групі «0» і не відрізнялась від аналогічного показника групи «1».
У спостереженнях групи «0» середня S CD31-імунопозитивного забарвлення порівняно з CD34 була незначною, а L – помірною. CD31-імунопозитивне забарвлення виявлялось в новоутворених капілярах, при цьому візуально їхня щільність була низькою. Зустрічались судини, в яких ендотелій характеризувався вкрай слабкою імунопозитивністю, або, навіть, був CD31-імунонегативним.
У групі «1» середня S CD31-імунопозитивного забарвлення достовірно не відрізнялась від такої в групі «0», а рівень L маркера, хоча і залишався помірним, але ставав сильнішим. При цьому в кожній окремій ТПТ, яка складалась зі зрілих тканинних елементів, S та L експресії CD34 майже збігалися з такими в групі «0», а в кожному окремому випадку ТПТ з незрілими ембріональними тканинами у складі S експресії даного маркера була меншою порівняно з кожним випадком групи «0» і групи «1», які складались зі зрілих тканинних елементів (р<0,01) [96].

У спостереженнях групи «2» показник середньої S експресії CD31 збільшувався і був вище за такий в групах «0» і «1». Аналогічна картина спостерігалась і при оцінці L вказаного маркера, яка також була достовірно сильнішою ніж в зазначених групах. Відмінностей між показниками S та L експресії CD31 в ТПТ зі зрілими або незрілими тканинними складовими виявлено не було. Як і в попередніх групах, візуальна ЩС була невисокою. Таким чином, експресія маркера CD31 в пухлинах описуваного гістологічного типу, була незначною (рис. 5.71, А, Б).
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Рис. 5.69. А. Помірна експресія CD34 в новоутворених судинах фіброзного компонента ТПТ групи «0» (×200). Б. Помірна експресія CD34 в малочислених судинах незрілого міксоїдного компонента ТПТ групи «1» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.70. А. Інтенсивна експресія CD34 в новоутворених судинах ТПТ (зрілий фіброзний компонент) групи «2» (×200). Б. Інтенсивна експресія CD34 в ендотелії новоутворених судин і цитоплазмі ендотеліальних прогеніторних клітин, з яких зростають капіляри, в незрілому міксоїдному компоненті ТПТ групи «2» (×1000). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.71. А. Інтенсивна експресія CD31 в новоутворених судинах зрілого фіброзного компонента ТПТ групи «2» (×200). Б. Інтенсивна експресія CD31 в клітинах незрілого міксоїдного компонента ТПТ групи «2» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
5.3.5. Імуногістохімічна характеристика васкуляризації в сперматоцитній пухлині

У СП S CD34-імунопозитивного забарвлення склала 8,71±0,62%, а L експресії маркера відповідала сильному рівню (37,98±0,41 од.). В пухлині переважали судини дрібного калібру, в яких добре візуалізувались ендотеліоцити з мембранним і цитоплазматичним CD34-імунопозитивним забарвленням. Розподіл судин був нерівномірним: їхня щільність в центральних відділах пухлини була значно меншою порівняно з периферичними, де стромальний компонент був сильно вираженим. Крім ендотеліальних клітин CD34-імунопозитивне забарвлення визначалось також в ендотеліальних прогеніторних клітинах і клітинах фібробластичного диферону. Процес утворення нових капілярів був інтенсивним і відбувався як за рахунок ангіо-, так і васкулогенезу (рис. 5.72). Середня ЩС в стандартизованому полі зору склала 134,50±2,00 [96].
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Рис. 5.72. Інтенсивна реакція з CD34 в новоутворених судинах СП групи «2» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

Що стосується експресії CD31, то в даному дослідженні вкрай слабке імунопозитивне забарвлення визначалось лише в поодиноких ендотеліальних клітинах новоутворених капілярів і S його експресії була настільки малою, що не піддавалась підрахунку (рис. 5.73).
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Рис. 5.73. Вкрай слабка реакція з CD31 в поодиноких ендотеліоцитах новоутворених судин СП групи «2» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

5.3.6. Імуногістохімічна характеристика васкуляризації в тератомі з малігнізацією соматичного типу

У ТМСТ, яка належала до групи «1» і містила фібросаркоматозний компонент, S CD34-імунопозитивного забарвлення склала 2,99±0,10%, а L експресії маркера знаходилась на помірному рівні (42,06±0,19 од.). В пухлинній тканині переважали судини капілярного типу, в яких добре візуалізувались ендотеліоцити з мембранним і цитоплазматичним CD34-імунопозитивним забарвленням. У безпосередньому оточенні судин визначались поодинокі, а іноді у вигляді скупчень по декілька клітин або ланцюжків ендотеліальні прогеніторні клітини і клітини фібробластичного диферону з CD34-імунопозитивним забарвленням їхньої цитоплазми. Самі новоутворені мікросудини формували хаотичну сітку з тонких ліній, які подекуди переходили в трубчасті структури. Для судин були притаманними «спрутінг», зігнутість та інші деформації (рис. 5.74).
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Рис. 5.74. Помірна реакція з CD34 в деформованих судинах фібросаркоматозного компонента ТМСТ групи «1» (×400). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
Візуально розподіл забарвлених судин в пухлинній тканині був нерівномірним. За даними морфометричного дослідження ЩС склала 27,05±0,94 шт. в стандартизованому полі зору.

Друге спостереження ТМСТ, злоякісний компонент якої був представлений помірнодиференційованою аденокарциномою, належало до групи «4». S CD34-імунопозитивного забарвлення була вищою (р<0,001) порівняно з такою в попередньому випадку і склала 12,69±0,15%, а L експресії маркера CD34 (39,88±0,36 од.) була сильною. Розподіл судин був досить рівномірним: у великій кількості вони визначались як в стромальному компоненті аденокарциноми, так і в фіброзній складовій даної ТМСТ. ЩС склала 94,00±1,46 шт. в стандартизованому полі зору.

Поблизу судин в сполучній тканині виявлялись CD34-позитивно забарвлені ендотеліальні прогеніторні клітини, від яких відходили численні тонкі позитивно забарвлені лінії, що формували густу сітку майбутніх капілярів (рис. 5.75).
У досліджених пухлинах даного гістологічного типу ГПЯ вкрай слабке CD31-імунопозитивне забарвлення визначалось лише в поодиноких ендотеліальних клітинах новоутворених капілярів і S його експресії була настільки малою, що не піддавалась підрахунку [96].
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Рис. 5.75. Інтенсивна реакція з CD34 в епітеліальному і стромальному компоненті аденокарциноми ТМСТ групи «4» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
5.3.7. Імуногістохімічна характеристика васкуляризації в неоплазії герміногенних клітин in situ
Експресія CD34 була досліджена в GCNIS п’ятьох спостережень, перше з яких відносилось до ПЖМПТ групи «1». В осередках, де ми спостерігали перехід GCNIS в інвазійну стадію, процес формування судин був особливо вираженим. Такі канальці були, начебто «огорнуті» густою сіткою новоутворених капілярів, а поблизу завжди визначалися ендотеліальні прогеніторні клітини (рис. 5.76). Водночас навколо канальців, в яких GCNIS не демонструвала інвазійних властивостей, кількість судин була значно меншою. Даний факт опосередковано доводить, що початкова стадія пухлинного процесу є маловаскулярною. S експресії CD34 в даному випадку склала 8,70±0,34%, а L забарвлення була сильною (39,11±0,23 од.).
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Рис. 5.76. Інтенсивне CD34-забарвлення в ділянці GCNIS в ПЖМПТ групи «1» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.

Наступні два спостереження відносились до групи «2» і були представлені змішаними двокомпонентними ГПЯ: ЕР і семінома та ЕР і ТПТ. В обох випадках L забарвлення відповідала помірному рівню (44,28±0,46 од. і 43,05±0,45 од. відповідно), а показники S, зайнятої імунопозитивними ділянками, дещо відрізнялись і склали 5,87±0,29% і 4,40±0,26% відповідно. В даних спостереженнях в осередках GCNIS, там, де пухлинні клітини виходили за межі стінки сім’яних канальців, демонструючи перехід від неінвазійної до інвазійної стадії, ЩС зростала (рис. 5.77).
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Рис. 5.77. Помірна реакція з CD34 в розвиненій сітці судин навколо сім’яних канальців з GCNIS в змішаній ГПЯ групи «2» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
До групи «4» також увійшли два спостереження: змішана двокомпонентна ГПЯ (ЕР і ТПТ) і ЕР. В GCNIS змішаної ГПЯ S експресії CD34 склала 7,30±0,22% при помірній L забарвлення (43,32±0,33 од.). А в однокомпонентному ЕР показники S та L експресії були найбільшими (13,07±0,21% і 37,97±0,21 од. відповідно). В даному спостережені виявлялась розгалужена сітка новоутворених судин серед яких визначались як судини середнього калібру, так і численні судини капілярного типу (рис. 5.78).

У GCNIS тих спостережень, де проводилось дослідження маркера CD34, також вивчався CD31. Ні в одному з випадків експресії даного маркера виявлено не було, що свідчить про значне превалювання васкулогенезу на пренеопластичній стадії ГПЯ [79].
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Рис. 5.78. Інтенсивна реакція з CD34 в GCNIS ЕР групи «4» (×100). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
5.4. Імуногістохімічна характеристика експресії маркерів MCT1 і PD-L1 в семіномі та ембріональному раку

Маркер МСТ1 був досліджений в трьох спостереженнях семіноми, які відносились до груп «1», «2» і «3», і в кожному з них його експресія була відсутня.
Що стосується ЕР, то МСТ1 також був досліджений в трьох випадках. Перший з них відносився до групи «1», другий – до групи «2», а третій – до групи «4». В усіх спостереженнях експресія даного маркера була інтенсивною, але виявлялась лише в поодиноких пухлинних клітинах (рис. 5.79).

Маркер PD-L1 був досліджений в двох випадках семіноми. В спостережені групи «1» S його експресії склала 11,87±0,25%, а L відповідала помірному рівню (41,99±0,22 од.). В другому випадку, який відносився до групи «2», S експресії PD-L1 була вище (р<0,001), ніж у спостережені попередньої групи, і становила 16,68±0,24%, а L експресії маркера також була помірною (40,80±0,12 од.), але більш інтенсивною (р<0,05) (рис. 5.80, А).

Дослідження маркера PD-L1 було проведено в двох випадках ЕР: в першому (група «1») S його експресії склала 16,13±0,48% при помірній L (42,42±0,24 од.), а в другому (група «4») – S (18,22±0,41%) була більшою (р<0,001), а L експресії (42,06±0,57 од.) відповідала помірному рівню (рис. 5.80, Б).
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Рис. 5.79. Інтенсивна реакція з МСТ в поодиноких пухлинних клітинах ЕР групи «4» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
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Рис. 5.80. А. Помірна мембранно-цитоплазматична реакція з PD-L1 в семіномі групи «2» (×200). Б. Помірна мембранно-цитоплазматична реакція з PD-L1 в ЕР групи «4» (×200). ІГХ метод, додаткове забарвлення гематоксиліном Майєра.
Таким чином, проведене ІГХ дослідження ГПЯ з використанням обраного нами спектру молекулярно-біологічних маркерів показало доцільність їхнього застосування з метою встановлення початкових змін в осередках GCNIS, ступеню агресивності тих чи інших гістологічних типів пухлин шляхом визначення порушень в проліферативно-апоптотичній ланці канцерогенезу, в стані міжклітинних контактів та ЕЦМ, особливостях та вираженості неоангіогенезу, метою чого, в кінцевому підсумку, є можливість прогнозування перебігу захворювання, визначення ймовірністі розвитку інвазії і метастатичного процесу, вдосконалення стадіювання пухлинного процесу. Крім того, проведене ІГХ дослідження показало ті ланки канцерогенезу ГПЯ (ММР, кадхерин-катенінова система, судинна система пухлин і т.і.) у конкретного хворого, які можуть стати «мішенями» для проведення таргетної терапії. Саме такий підхід – персоналізована терапія хворих – є запитом сучасної клінічної онкології.
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РОЗДІЛ 6

МАТЕМАТИЧНЕ ВИЗНАЧЕННЯ ГІСТОЛОГІЧНОГО ТИПУ ГЕРМІНОГЕННОЇ ПУХЛИНИ ЯЄЧКА ТА СТАДІЇ ПУХЛИННОЇ ПРОГРЕСІЇ

6.1. Математичне визначення гістологічного типу герміногенної пухлини яєчка

Для визначення гістологічних типів ГПЯ можливе використання різних статистичних методів аналізу. Тобто є кілька форм ГПЯ і низка показників (предикторів), за допомогою яких вдається ідентифікувати ці форми. Застосування традиційних статистичних методів, таких, наприклад як, дискримінантний аналіз, логрегрессія, дерева рішень, нейронні мережі та ін., не показало високу точність класифікації гістологічних типів ГПЯ. Ця обставина вочевидь пов’язана з досить великою кількістю досліджених гістологічних варіантів даних пухлин (n=8) і невеликим числом об’єктів аналізу (n=61).

У подібних випадках найбільш вдалим рішенням може бути використання ансамблю класифікаторів, який побудований на послідовному об’єднанні кількох з них в одну композицію. В якості первинних класифікаторів використовувалися моделі, що побудовані на основі дискримінантного аналізу [46]. Блок схема ансамблю класифікаторів представлена на рис. 6.1. В якості предикторів використовувалися: один маркер {Класифікатор 1 (S CD-31, %) і Класифікатор 5 (S β-catenin, %)}, два маркера {Класифікатор 2 (S Bax, % + S MMP-9, %) і Класифікатор 4 (S CD-31, % + S ММР-9, %)} або три маркера {Класифікатор 3 (S Кі-67, % + S Вах, % + S ММР-9, %)}. В цілому для класифікації форми використовувалось 5 маркерів.

Оскільки принципи побудови всіх первинних класифікаторів схожі, зупинимося тільки на загальних принципах і методах дискримінантного аналізу стосовно до вирішення конкретного завдання. Процедури даного аналізу зводяться до визначення дискримінантних предикторів (змінних, які є найбільш інформативними з точки зору завдань класифікації), побудови канонічних дискримінантних і класифікаційних функцій [43].














Рис. 6.1. Структурна схема ансамблю класифікаторів для визначення гістологічного типу ГПЯ.

При цьому необхідно враховувати низку обмежень при застосуванні дискримінантного аналізу. Зокрема недопущення мультиколінеарності вхідних показників, що означає наявність сильних кореляційних зв’язків між предикторами. Тому при побудові кожного класифікатора перевірялась наявність таких зв’язків, і, в разі необхідності, предиктори відбиралися відповідно до цього принципу. При відборі предикторів не враховувалось їхнє відхилення від закону нормального розподілу, так як дискримінантний аналіз робаст до порушення цього обмеження.

Вибір дискримінантних змінних з усього числа предикторів (ІГХ маркерів) здійснювався за допомогою послідовного відбору «з виключенням». Тобто, спочатку в модель включалися всі вивченні маркери, а потім послідовно видалялись ті, які давали найменший внесок в дискримінацію з урахуванням їхньої статистичної значущості та надмірності для класифікації на основі F-статистики.

Таким способом для Класифікатора 1 була отримана дискримінантна функція, яка містить тільки один показник (S CD-31, %). При цьому статистика Уїлкса для дискримінантної функції дорівнювала Λ=0,303 при F=123,97 і р<0,000, що означає її статистичну значущість.

Класифікація об’єктів за гістологічними типами ГПЯ (перша група – ЕР або семінома; друга група – всі інші форми) здійснювалась після обчислення для кожної групи класифікаційних функцій F11 та F12:

F11 = -9,07+8,62((S CD-31, %);
F12 = -1,34+2,47((S CD-31, %).
При цьому у пацієнта визначалась та форма ГПЯ, чия кваліфікаційна функція була найбільшою. Тобто, якщо F11>F12, то об’єкт класифікувався як перша група (ЕР або семінома). І навпаки, якщо F12>F11, то як всі інші форми ГПЯ. Для простоти можна розглядати не кожну класифікаційну функцію, а їхню різницю:
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Звідки випливає, що приналежність до ЕР або семіноми визначається умовою (S CD-31, %)≥1,26%. В даному випадку Класифікатор 1 просто встановлює порогове значення по показнику (S CD-31, %). При цьому точність класифікації становить 100%. Наочно це можна бачити на графіку розсіювання (рис. 6.2) [77].


[image: image236.emf]0 5 10 15 20 25 30 35 40

Відносна площа ММР-9, %

-0,5

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

4,5

Відносна площа CD-31, %

ЕР або семінома 

 усі інші

порогове значення


Рис. 6.2. Розсіювання для (S CD-31, %) і (S ММР-9, %).

Для Класифікатора 2 була отримана дискримінантна функція на основі двох показників: (S ММР-9, %) і (S Вах, %). При цьому статистика Уїлкса для дискримінантної функції дорівнювала Λ=0,281 при F=396,28 і р<0,000, що означає її статистичну значущість. Про внесок змінних в дискримінацію можна судити за коефіцієнтами факторної структури або величині стандартизованих коефіцієнтів при змінних в дискримінантній функції (табл. 6.1).

Таблиця 6.1

Стандартизовані коефіцієнти дискримінантної функції

	Показник
	Коефіцієнт

	S Bax, %
	-1,7246

	S MMP-9, %
	1,631


Як видно, обидва показника дають приблизно однаковий внесок у дискримінацію.

Класифікаційні функції в цьому випадку (F21 – для ЕР и F22 – для семіноми) мають вигляд:

F21 = -52,78-14,14((S Вах, %)+3,9((S ММР-9, %);
F22 = -11,41+4,83((S Вах, %)-0,09((S ММР-9, %)
або аналогічно:
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Точність класифікації становить 100%. На рисунку розсіювання (рис. 6.3) показана лінія, що задана дискримінантною функцією, яка розділяє ЕР і семіному [77].

Класифікатор 3 і його дискримінантна функція були побудовані на основі трьох показників: (S Ki-67, %), (S ММР-9, %) і (S Вах, %). Статистика Уїлкса для дискримінантної функції дорівнювала Λ=0,134 при F=53,89 і р<0,000.

Виходячи з коефіцієнтів факторної структури (табл. 6.2), можна говорити, що основну роль в дискримінації в Класифікаторі 3 відіграють (S Ki-67, %), потім (S MMP-9, %) і лише в малому ступені (S Bax, %).

Класифікаційні функції в цьому випадку (F31 – для ПЖМПТ і F32 – для ТПТ, ТМСТ, СП та GCNIS) мають вигляд:

F31 = -21,88+2,59((S Ki-67, %)+1,25((S ММР-9, %)-7,51((S Вах, %);
F32 = -1,61+0,063((S Ki-67, %)+0,4((S ММР-9, %)-1,48((S Вах, %) або:
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Рис. 6.3. Розсіювання для (S Вах, %) і (S ММР-9, %).

Таблиця 6.2

Коефіцієнти факторної структури

	Маркери 
	Канонічна кореляція між маркерами 

та дискримінантною функцією

	S Ki-67, %
	0,779

	S MMP-9, %
	0,399

	S Bax, %
	-0,073


Точність класифікації становить 100%. Оскільки дискримінантна функція для Класифікатора 3 являє собою площину в тривимірному просторі, то графічно її можна уявити лише лінією (проекцією в двомірному просторі) на графіку розсіювання (рис. 6.4), яка розділяє ПЖМПТ і ТПТ, ТМСТ, СП та GCNIS [77].
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Рис. 6.4. Розсіювання для (S Ki-67, %) і (S ММР-9, %).

Класифікатор 4 і його дискримінантна функція побудовані на основі двох показників (S CD-31, %) і (S ММР-9, %). Статистика Уїлкса для дискримінантної функції дорівнювала Λ=0,2266 при F=35,83 і р<0,000.

Коефіцієнти факторної структури наведені в таблиці 6.3. Видно, що основну роль в дискримінації на цьому рівні відіграє (S CD-31, %).

Класифікаційні функції в цьому випадку (F41 – для ТПТ і F42 – для ТМСТ, СП та GCNIS) мають вигляд:

F41 = -5,63+14,25((S CD-31, %)+0,037((S ММР-9, %);
F42 = -3,87-2,49((S CD-31, %)+0,5((S ММР-9, %)
або:
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Таблиця 6.3

Коефіцієнти факторної структури

	Маркери 
	Канонічна кореляція між маркерами 

та дискримінантною функцією

	S MMP-9, %
	0,313

	S CD-31, %
	-0,815


Точність класифікації, що отримана на основі цих виражень, складає 100%. На рисунку розсіювання (рис. 6.5) показана лінія, що задана дискримінантною функцією, яка розділяє ТПТ і ТМСТ, СП та GCNIS) [77].

І, нарешті, останній Класифікатор 5. Він розділяє ТПТ, які складались виключно зі зрілих тканин, і ТПТ, які мали в складі незрілі тканинні елементи. Дискримінантна функція містить тільки один предиктор – (S β-catenin, %). Статистика Уїлкса в цьому випадку дорівнювала Λ=0,064 при F=204,8 і р<0,000.

Класифікаційні функції для Класифікатора 5 (F51 – для ТПТ, які складались виключно зі зрілих тканин, і F52 – для ТПТ, які мали в складі незрілі тканинні елементи) мають вигляд:

F51 = -29,1+13,3((S β-catenin, %);
F52 = -1-0,31((S β-catenin, %)
або:
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Звідки випливає, що приналежність до ТПТ, які складались виключно зі зрілих тканин, або ТПТ, які мали в складі незрілі тканинні елементи, визначається умовою (S β-catenin, %)≥2,16%. В даному випадку Класифікатор 5 так само, як і Класифікатор 1 встановлює порогове значення по показнику (S β-catenin, %). При цьому точність класифікації становить 100%, що видно на рисунку розсіювання (рис. 6.6).
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Рис. 6.5. Розсіювання для (S CD-31, %) і (S ММР-9, %).
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Рис. 6.6. Розсіювання для (S β-catenin, %) і (S ММР-9, %).

Таким чином, ансамбль класифікаторів дозволив ідентифікувати дослідженні гістологічні типи ГПЯ. Про адекватність і точність моделі, яка заснована на ансамблі класифікаторів, можна судити за результатами апостеріорної класифікації. Тобто, якщо вважати приналежність зразків до форм невідомої ГПЯ, і визначати її за допомогою отриманих класифікаційних функцій. Результати такої класифікації по всій вибірці (61 зразок) показують високу точність класифікації в цілому (100%) і окремо за формами (табл. 6.4).

Залишається питання з визначенням ТМСТ, СП, GCNIS. Але воно в даний момент не може бути вирішене через малу чисельність цих груп. Таким чином, з 61 зразка правильно були класифіковані тільки 51, і загальна точність класифікації склала (51÷61)×100%=83,6% [77].

Таблиця 6.4

Матриця апостеріорної класифікації гістологічних типів ГПЯ з використанням розробленого ансамблю класифікаторів

	Гістологічний тип ГПЯ
	Матриця класифікації

	
	Відсоток

вірних,%
	ЕР
	Семінома
	ПЖМПТ
	ТПТ

зрілі
	ТПТ

незрілі
	ТМСТ, СП, GCNIS

	ЕР
	100
	13
	0
	0
	0
	0
	0

	Семінома
	100
	0
	13
	0
	0
	0
	0

	ПЖМПТ
	100
	0
	0
	9
	0
	0
	0

	ТПТ зрілі
	100
	0
	0
	0
	10
	0
	0

	ТПТ незрілі
	100
	0
	0
	0
	0
	6
	0

	ТМСТ, СП,

GCNIS
	100
	0
	0
	0
	0
	0
	10

	Усього
	100
	13
	13
	9
	10
	6
	10


6.2. Математичне визначення стадії пухлинної прогресії ГПЯ

Для математичного визначення стадії пухлинної прогресії ГПЯ за рTNM класифікацією застосовували той самий метод, що і для визначення форми ГПЯ: дискримінантний аналіз.

6.2.1. Математичне визначення стадії пухлинної прогресії в ембріональному раку

За допомогою послідовного відбору «з виключенням» були обрані дві дискримінантні змінні (S CD-31, % і ЩС, шт. в полі зору) з усього числа предикторів, які забезпечили статистичну значущість дискримінантної моделі (статистика Уїлкса дорівнювала Λ=0,303 при F=21,72 і р<0,000). У моделі використовувалися дві дискримінанті функції, які поділяли всі об’єкти на три групи.

Класифікація об’єктів по групах («1», «2» і «4») здійснювалась після обчислення для кожної групи класифікаційних функцій F11, F12 і F14:

F11 = -48,9 - 43,9((S CD-31, %)+3,57((ЩС, шт. в полі зору);
F12 = -166,9 - 86((S CD-31, %)+6,78((ЩС, шт. в полі зору);
F14 = -207,9 - 94,8((S CD-31, %)+7,53((ЩС, шт. в полі зору).

Як і раніше, у об’єкта визначалась та група ЕР, чия кваліфікаційна функція була найбільшою. При цьому точність апостеріорної класифікації дорівнювала 100% (табл. 6.5).

Таблиця 6.5

Матриця апостеріорної класифікації груп ЕР

	
	Рядки: групи форми, що спостерігалися.

Стовпці: групи форми, що передбачені.

	
	Відсоток

вірних, %
	Група «1»
	Група «2»
	Група «4»

	Група «1»
	100
	5
	0
	0

	Група «2»
	100
	0
	4
	0

	Група «4»
	100
	0
	0
	4

	Всього
	100
	5
	4
	4


Аналіз факторної структури (табл. 6.6) і середніх канонічних змінних дискримінантної функції показує, що перша дискримінантна функція (графічно вона представлена на рисунку 6.7 прямою «1») відокремлює групу «1» від груп «2» і «4». При цьому основну роль в дискримінації грає ЩС. Друга дискримінанта функція (інакше канонічний корінь 2) розділяє між собою групи «2» і «4». На рисунку 6.7 вона показана відміткою «2». Як видно з таблиці 6.6, обидва показника в однаковій мірі беруть участь в дискримінації [78].

Таблиця 6.6

Коэфіцієнти факторної структури

	
	канонічна кореляція між показниками 

та дискримінантними функціями

	
	корінь 1
	корінь 2

	S CD-31, %
	0,0697
	-0,997

	ЩС, шт. в полі зору
	0,3101
	-0,951
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Рис. 6.7. Розсіювання для S СD-31, % і ЩС, шт. в полі зору.

6.2.2. Математичне визначення стадії пухлинної прогресії в семіномі
У семіномі розглядалися три групи: «1» (n1=4), «2» (n2=5) і об’єднані групи «3» і «4» (n3=3 и n4=1). Один випадок групи «4» був включений в групу «3», так як статистично значимо його неможливо класифікувати окремо. В рамках дискримінантного аналізу за допомогою послідовного відбору «з виключенням» були отримані дві дискримінантні функції на основі S ММР-9, % і S E-cadherin, %. Отримана дискримінантна модель була статистично значуща: статистика Уїлкса дорівнювала Λ=0,147 при F=32,7 і р<0,000. На рисунку 6.8 наведено розсіювання для розглянутих груп семіноми з лініями першої та другої дискримінантної функції. Їхні рівняння представлені нижче:

0 = 12,98-0,814((S ММР-9, %)+0,408((S E-cadherin, %);
0 = 11,52-0,46((S ММР-9, %)-1,8((S E-cadherin, %);
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Рис. 6.8. Розсіювання для S ММР-9, % і S E-cadherin, %.

Як випливає з аналізу факторної структури (табл. 6.7) і середніх значень канонічних змінних, перша дискримінантна функція (канонічний корінь 1) відокремлює групу «2» семіноми. При цьому головну роль в дискримінації відіграє S ММР-9, %. Друга дискримінантна функція розділяє групу «1» і об’єднані групи «3» і «4» з найбільшим внеском у дискримінацію S E-cadherin, %.

Таблиця 6.7

Коэфіцієнти факторної структури

	
	канонічна кореляція між показниками 

та дискримінантними функціями

	
	корінь 1
	корінь 2

	S MMP-9, %
	-0,98
	-0,22

	S E-cadhenin, %
	0,49
	-0,87


Класифікація об’єктів по групах («1», «2» і «3») здійснювалася після обчислення для кожної групи класифікаційних функцій F21, F22 і F23:

F21 = - 85,7+10,56((S ММР-9, %)+17,3((S E-cadherin, %);
F22 = -193,2+17,93((S ММР-9, %)+17,2((S E-cadherin, %);
F23 = -198,2+18,54((S ММР-9, %)+11,4((S E-cadherin, %).

Як і раніше, у об’єкта визначалась та група семіноми, чия кваліфікаційна функція була найбільшою. Отримана точність апостеріорної класифікації дорівнювала 100% (табл. 6.8) [78].

Можна припустити, що група «4» також класифікується по S ММР-9, % (рис. 6.8). Однак, стверджувати це статистично обґрунтовано не можна.

Таблиця 6.8

Матриця апостеріорної класифікації груп семіноми

	
	Рядки: групи форми, що спостерігалися.

Стовпці: групи форми, що передбачені.

	
	Відсоток

вірних, %
	Група «1»
	Група «2»
	Група «3»

	Група «1»
	100
	4
	0
	0

	Група «2»
	100
	0
	5
	0

	Група «4»
	100
	0
	0
	4

	Всього
	100
	4
	5
	4


6.2.3. Математичне визначення стадії пухлинної прогресії в пухлині жовткового мішка постпубертатного типу

У ПЖМПТ розглядались група «1» (n1=4) і об’єднані групи «2» і «4» (n2=3 і n4=2). Методом дискримінантного аналізу за допомогою послідовного відбору «з виключенням» була отримана дискримінантна функція на основі S ММР-9, %. Отримана дискримінантна модель була статистично значуща: статистика Уїлкса дорівнювала Λ=0,219 при F=24,9 і р<0,0016 [78].

Класифікаційні функції для груп, що розглядались, були:
F31 = -22,27+2,95((S ММР-9, %);
F3(2+4) = -49,6+4,46((S ММР-9, %)

або
∆F= F31-F3(2+4) = 27,33-1,51((S ММР-9, %).
Таким чином, порогом, який розділяє групу «1» і об’єднані групи «2» і «4», є значення S ММР-9, % = 18,1%. Це можна бачити на рисунку 6.9.
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Рис. 6.9. Розсіювання для S ММР-9, % і S Ki-67, %.

У об’єкта визначалась та група ПЖМПТ, чия кваліфікаційна функція була найбільшою. Отримана точність апостеріорної класифікації дорівнювала 100% (табл. 6.9).

Таблиця 6.9

Матриця апостеріорної класифікації груп ПЖМПТ

	
	Рядки: групи форми, що спостерігалися.

Стовпці: групи форми, що передбачені.

	
	Відсоток вірних, %
	Група «1»
	Група «2» і «4»

	Група «1»
	100
	4
	0

	Група «2» і «4»
	100
	0
	5

	Всього
	100
	4
	5


6.2.4. Математичне визначення стадії пухлинної прогресії в тератомі постпубертатного типу
У ТПТ також розглядалися три групи: «0» (n0=3), «1» (n1=6) і «2» (n2=7). Методом дискримінантного аналізу за допомогою послідовного відбору «з виключенням» були отримані дві дискримінантні функції на основі S CD-31, % і ЩС, шт. в полі зору. Отримана дискримінантна модель була статистично значуща: статистика Уїлкса дорівнювала Λ=0,0226 при F=33,89 і р<0,000. Рівняння двох дискримінантних функцій, які розділяють групи, мають вигляд:

0 = 2,14-13,46((S CD-31, %)+0,2((ЩС, шт. в полі зору);
0 = 2,2-17,6((S CD-31, %)+0,25(( ЩС, шт. в полі зору).
Розсіювання для S СD-31, % і ЩС, шт. в полі зору із зазначенням першого і другого канонічних коренів (дискримінантних функцій) представлений на рисунку 6.10.

Аналіз факторної структури (табл. 6.10) і середніх канонічних змінних показує, що перша дискримінантна функція відокремлює ТПТ групи «2» від ТПТ груп «0» і «1». При цьому в дискримінації рівну роль відіграють S CD-31, % і ЩС, шт. в полі зору. Друга дискримінантна функція розділяє групи «0» і «1» [78].

Таблиця 6.10

Коэфіцієнти факторної структури

	
	канонічна кореляція між показниками 

та дискримінантними функціями

	
	корінь 1
	корінь 2

	S СD-31, %
	-0,226
	-0,974

	ЩС, шт. в полі зору
	0,218
	-0,976


Класифікаційні функції для трьох груп були:
F40 = -21,06-37,6((S СD-31, %)+(ЩС);
F41 = -7,37-8,5((S СD-31, %)+0,42((ЩС);
F42 = -38,72+116((S СD-31, %)-1,36((ЩС).
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Рис. 6.10. Розсіювання для S СD-31, % і ЩС, шт. в полі зору.

Точність апостеріорної класифікації при використанні S CD-31, % і ЩС, шт. в полі зору дорівнювала 100% (табл. 6.11).

Таблиця 6.11

Матриця апостеріорної класифікації груп ТПТ

	
	Рядки: групи форми, що спостерігалися.

Стовпці: групи форми, що передбачені.

	
	Відсоток вірних, %
	Група «0»
	Група «1»
	Група «2»

	Група «0»
	100
	3
	0
	0

	Група «1»
	100
	0
	6
	0

	Група «2»
	100
	0
	0
	7

	Всього
	100
	3
	6
	7


6.2.4.1. Математичне визначення стадії пухлинної прогресії в тератомі постпубертатного типу, яка складалась виключно зі зрілих тканин
У ТПТ, які складались виключно зі зрілих тканин, розглядалися три групи: «0» (n0=3), «1» (n1=3) і «2» (n2=4). Методом дискримінантного аналізу за допомогою послідовного відбору «з виключенням» були отримані дві дискримінантні функції на основі S ММР-1, % і S CD-34, %. Отримана дискримінантна модель була статистично значуща: статистика Уїлкса дорівнювала Λ=0,0043 при F=42,8 і р<0,000. Рівняння двох дискримінантних функцій, які поділяють групи, мають вигляд:

0 = 9,27+0,7((S ММР-1, %)-2,71((S CD-34, %);
0 = 51,1-11,2((S ММР-1, %)-4,31((S CD-34, %).
Аналіз факторної структури показує, що перша дискримінантна функція відокремлює ТПТ групи «2», які складались виключно зі зрілих тканин. При цьому в дискримінації рівну роль відіграють S ММР-1, % і S CD-34, %. Друга дискримінантна функція розділяє групи «0» і «1» з основним внеском в дискримінацію S ММР-1, % [78].

Розсіювання для S ММР-1, % і S CD-34, % із зазначенням першого і другого канонічних коренів (дискримінантних функцій) представлено на рисунку 6.11.

Класифікаційні функції для трьох груп були:
F50 = -1515,9+576,8((S ММР-1, %)+271,3((S CD-34, %);
F51 = -1307,8+543,6((S ММР-1, %)+249((S CD-34, %);
F52 = -1319,5+575,1((S ММР-1, %)+223,4((S CD-34, %).
Точність апостеріорної класифікації при використанні S ММР-1, % і S CD-34, % дорівнювала 100% (табл. 6.12).

У ТПТ, які мали в складі незрілі тканинні елементи, розглядалися дві групи: «1» (n1=3) і «2» (n2=3). Методом дискримінантного аналізу була отримана дискримінантна функція на основі S ММР-9, %, яка була статистично значуща: статистика Уїлкса дорівнювала Λ=0,0299 при F=129,8 і р<0,000 [78].
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Рис. 6.11. Розсіювання для S ММР-1, % і S CD-34, %.

Таблиця 6.12

Матриця апостеріорної класифікації груп ТПТ, які складались виключно зі зрілих тканин

	
	Рядки: групи форми, що спостерігалися.

Стовпці: групи форми, що передбачені.

	
	Відсоток

вірних, %
	Група «0»
	Група «1»
	Група «2»

	Група «0»
	100
	3
	0
	0

	Група «1»
	100
	0
	3
	0

	Група «2»
	100
	0
	0
	4

	Всього
	100
	3
	3
	4


6.2.4.2. Математичне визначення стадії пухлинної прогресії в тератомі постпубертатного типу, яка мала в складі незрілі тканинні елементи
Класифікаційні функції для двох груп були:

F61 = - 38,66+18,33((S ММР-9, %);
F62 = -163+37,89((S ММР-9, %)

або
∆F= F61-F62 = 124,3-19,57((S ММР-9, %).

Звідси випливає, що існує порогове значення S ММР-9, %, яке розділяє групи «1» і «2». Цим значенням S ММР-9, % є 6,35%. Це можна бачити на рисунку 6.12.
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Рис. 6.12. Розсіювання для S ММР-9, % і S CD-34, %.

Точність апостеріорної класифікації при використанні маркера S ММР-9, % дорівнювала 100% (табл. 6.13).

Таблиця 6.13

Матриця апостеріорної класифікації груп ТПТ, які мали в складі незрілі тканинні елементи

	
	Рядки: групи форми, що спостерігалися.

Стовпці: групи форми, що передбачені.

	
	Відсоток

вірних, %
	Група «1»
	Група «2»

	Група «1»
	100
	3
	0

	Група «2»
	100
	0
	3

	Всього
	100
	3
	3


Таким чином, виходячи із запиту часу щодо доказовості отриманих під час дослідження результатів, оцінки їхньої практичної значущості та доцільності, зроблена спроба оптимізувати діагностичний процес із залученням математичного методу. Результатом стало створення математичної моделі визначення гістотипу і стадії пухлинної прогресії ГПЯ. Дана модель є кроком до автоматизації діагностичного та диференціально-діагностичного процесу з метою його поліпшення та прискорення.
За матеріалами даного розділу опубліковані такі праці:

1. Потапов СМ, Арсен’єв ОВ, Горголь НІ, Плітень ОМ, Галата ДІ. Прогнозування стадії пухлинної прогресії герміногенної пухлини яєчка. Медичний форум. 2019;18(18):33-39 [78].

2. Потапов СМ, Арсен’єв ОВ, Горголь НІ, Плітень ОМ, Галата ДІ. Прогнозування гістотипу герміногенної пухлини яєчка. Теоретична і експериментальна медицина. 2019;3(84):10-18 [77].

РОЗДІЛ 7
ТЕОРЕТИЧНЕ ОБҐРУНТУВАННЯ ОКРЕМИХ АСПЕКТІВ ПЕРСОНАЛІЗОВАНОЇ ТЕРАПІЇ ГПЯ

Підвищення ефективності лікування пухлин певною мірою базується на створенні нових хіміопрепаратів, збільшенні їхньої дози, комбінуванні різних методів протипухлинної терапії, розробці високодозової абляційної терапії. Однак реакція пацієнта при використанні стандартних схем і режимів введення лікарських засобів, залежно від генетичної конституції організму, супроводжується значними коливаннями в ефективності та рівні безпеки проведеної терапії. Так, наприклад, частота розвитку небажаних лікарських реакцій або навіть смерті в деяких країнах виходять на 4–5-е місце серед всіх її причин [135, 438].

Численні фармакоепідеміологічні дослідження вказують на те, що індивідуальні особливості реакцій організму на медикаментозне лікування можуть коливатися в межах 20–95%. Так, швидкість виведення лікарських засобів у різних пацієнтів відрізняється в 4–40 разів, їхнього метаболізму – в 10–100 разів [135], а повна відсутність реакції на фармакотерапію відзначається у 10–40% хворих [474].

ГПЯ вважається найбільш показовим прикладом солідного ракового захворювання, яке є виліковним. Визнаним стандартом лікування цих пухлин є орхіектомія, при необхідності – заочеревинна лімфаденектомія, які доповнюються променевою і системною хіміотерапією. Остання є доволі агресивною і ризикованою складовою лікування, але це, виходячи з високої хіміочутливості ГПЯ, вважається доцільним [400]. 

Однак, невиліковність частини ГПЯ у зв’язку з неефективністю стандартної терапії, її непереносимістю або з поширеністю пухлинного процесу, вимагає відмови від призначення токсичних цитостатичних препаратів. Такий підхід може розцінюватися, як приклад застосування персоналізованої медицини, що базується на виборі оптимальних для конкретної особи лікувальних засобів [39].

Важливою складовою морфологічної верифікації пухлини є її молекулярно-генетична характеристика, так званий, «молекулярний портрет». Останній є унікальною характеристикою пухлини конкретного хворого, і він ніколи не буває відтвореним пухлиною іншого пацієнта [312].

Як відомо, молекулярні маркери діляться на прогностичні та предиктивні. Прогностичні пов’язані з клітинною проліферацією, диференціюванням, ангіогенезом, інвазією і метастазуванням. Вони дозволяють прогнозувати перебіг хвороби, виживаність, але не пов’язані з протипухлинним лікуванням. Предиктивні маркери дозволяють прогнозувати клінічний ефект, безрецидивний період, виживання, а також токсичність різних видів лікування. Вони безпосередньо пов’язані з молекулярною мішенню для таргетних препаратів. Одним й тим же маркерам можуть бути притаманні як прогностичні, так і предиктивні властивості [121].

Стандартними, загальновідомими прогностичними і предиктивними характеристиками пухлинного процесу, щодо вибору лікування саме в світлі персоналізованої медицини, в першу чергу, є традиційні клінічні параметри: вік пацієнта, нозологічна форма онкологічного захворювання, наявність і вираженість симптомів, характер перебігу захворювання, присутність регіонарних і віддалених метастазів, ступінь інвазії оточуючих тканин, розмір пухлини, гістологічний тип пухлини, ступінь диференціювання та інтенсивність проліферації пухлинних клітин, експресійні, мутаційні та інші характеристики пухлини, супутні фактори і захворювання, реакція пухлини на лікування [39].

На жаль, для переважної більшості таргетних препаратів предиктивних маркерів поки не виявлено. Зокрема, в арсеналі лікарів відсутні тести, що дозволяють передбачати ефективність застосування специфічних антиангіогенних препаратів, інгібіторів кінази mTOR, деяких мультитаргетних молекул і т.д. Пошук індивідуальних предикторів ефективності таргетної терапії залишається актуальною проблемою, але її вирішення дозволить персоналізувати підходи до лікування раку у кожного хворого.
Прорив у розвитку таргетної терапії став можливим завдяки успіхам молекулярної біології та розкриттю низки ключових моментів у розвитку злоякісного процесу. D. Hanahan і R. A. Weinberg (2000) позначили 6 основних ознак, що найбільш повно характеризують канцерогенез: автономність сигналів зростання; ухилення від сигналів, шо гальмують зростання; придушення апоптозу; необмежений потенціал реплікації; «спотворений ангіогенез»; здатність до інвазії та метастазування.

Стосовно кожної з перерахованих ознак ведуться розробки і вивчаються активно діючі точково-спрямовані з’єднання [22, 283, 535].

Застосування препаратів, що впливають на конкретні молекулярні мішені (ключові ланки неопластичного процесу) отримало назву «цілеспрямована терапія молекулярної дії» або «таргетна терапія» – персоналізоване лікування, що спрямоване проти певних властивостей, які притаманні певній пухлині.

Існує думка, що ГПЯ – захворювання, для лікування якого не застосовуються будь-які таргетні препарати. Однак досвід провідних онкологічних клінік світу доводить, що поряд з традиційними методами лікування ГПЯ, можливе застосовування таргетної терапії, яка відноситься до сучасних і найбільш прогресивних способів лікування онкологічних захворювань.

Наукові дослідження доводять, що високий ступінь проліферації та низький рівень диференціювання, як правило, свідчать про агресивність захворювання і, водночас, можливу чутливість пухлинних клітин до цитостатичної терапії. Напроти, низька кількість мітозів і збереження диференціювання асоційовані з відносно сприятливим прогнозом і недостатньою ефективністю ДНК-ушкоджуючих терапевтичних агентів [328, 416].

Наше дослідження довело низький рівень проліферативної активності в більшості гістологічних типів ГПЯ. Виходячи з цього, одним з пояснень хіміорезистентності окремих гістологічних типів ГПЯ можуть буть саме низькі показники проліферативної активності пухлин.

Відомо, що процеси неоваскуляризації в пухлинах є важливим компонентом їхнього росту, а також інвазійної та метастатичної активності. Протягом багатьох років передбачалося, що ангіогенез може стати важливою мішенню протипухлинної терапії. На сьогодні антиангіогенна терапія є загальноприйнятим підходом в онкології, яка приходить якщо не на зміну, то на серйозну допомогу відомим хіміотерапевтичним засобам [37, 55].

Отримані в нашому дослідженні дані підтверджують наявність активної неоваскуляризації в ГПЯ, починаючи з герміногенної неоплазії «in situ» (GCNIS), початкових стадій пухлинного росту, а також зростання її ступеню в міру пухлинної прогресії.

В антиангіогенному лікуванні вже тривалий час використовують різні інгібітори факторів зростання судин – VEGF і VEGFR. Серед них блокуючі антитіла, які інгібують передачу ангіогенних сигналів ендотеліальним клітинам. Під впливом анти-VEGF терапії ендотеліальні клітини незрілих кровоносних пухлинних судин піддаються апоптозу [22, 366, 367].

Антиангіогенна терапія малими молекулами, що інгібують тиразинкіназу VEGFR-2, призводить до деструкції 80% пухлинних судин і припинення їхнього новоутворення [212].

У цілому терапія вказаними препаратами показала збільшення часу до прогресування, збільшення загального виживання і поліпшення об’єктивних відповідей у хворих на раки різних локалізацій [342]. 

У той же час клінічні спостереження довели, що не у всіх хворих буває сприятлива відповідь на антиангіогенну терапію інгібіторами VEGF, нерідко виникає резистентність до них, і, відповідно, рецидиви захворювання [247]. З’явилися переконливі докази, що блокада VEGF/VEGFR-2 сигнального шляху призводить до підвищеної регуляції інших молекул, які підтримують утворення нових судин [47, 123].

Відкриття нових механізмів неоангіогенезу привело до створення іншого класу ангіостатиків – сполук, які здатні блокувати ангіогенез і є дуже перспективними для боротьби зі злоякісними пухлинами на будь-якій стадії їхнього розвитку. На відміну від інгібіторів факторів зростання судин (VEGF і VEGFR), які ефективні лише по відношенню до певних пухлин, описувані блокатори зростання судин можуть стати універсальним засобом протиракової терапії, при чому тим ефективнішими, чим більш злоякісною є пухлина.

Вдалими за активністю і малою токсичністю виявились синтетичні сполуки, що здатність пригнічувати розмноження ендотеліальних клітин, стимулюючи їхній апоптоз. Вони успішно пройшли клінічні випробування при раку нирок, шийки матки і саркомі Капоші.

У клінічних дослідженнях показано, що блокатори фактору росту фібробластів FGF-2 також здатні блокувати зростання судин, і надають терапевтичний ефект у хворих на рак багатьох локалізацій [163].

Установлено, що більшість регуляторів ангіогенезу – це білки, які утворюються в результаті протеолітичного розщеплення інших структурних білків, що прямо не відносяться до ангіогенезу. В результаті численних досліджень достовірно встановлена залученість MMP в індукований пухлинами ангіогенез [220, 243, 245, 246, 451, 491].

На підставі вивчення цієї ланки пухлинного ангіогенезу була створена ще одна група ангіостатиків, що пригнічують зростання судин, а отже, і пухлини. До неї відносяться блокатори активності пухлинних ММР, більшість з яких – похідні гідроксамової кислоти.

На жаль дані препарати мають широкий спектр дії, в зв’язку з чим виявились недостатньо ефективними та іноді давали побічні ефекти [24]. 

Однак, незважаючи на це, MMP є перспективними мішенями протиракової терапії, оскільки ефект від дії інгібіторів MMP, в першу чергу, виражається в пригніченні індукованого пухлинами ангіогенезу [245]. Тому в даний час увагу привернуто до розробки інгібіторів ММР наступного покоління, яким притаманна висока специфічність до ММР одного типу [398]. 

У своїй роботі ми ставили за мету вивчення рівня і співвідношення експресії різних видів ММР (ММР-1, -3, -9) та їхнього тканинного інгібітора ТІМР-1.

Оскільки нами отримані переконливі дані про підвищену експресію зазначених ММР, а також втрату міжклітинної адгезії в ГПЯ всіх досліджених гістотипів, маємо сміливість припустити, що блокада пухлинного ангіогенезу є обґрунтованим і доцільним методом протипухлинної терапії ГПЯ, особливо у випадках хіміорезистентності. Вірогідно, що в лікуванні ГПЯ найбільш ефективними можуть виявитись таргетні препарати – інгібітори ММР.
Вважаємо, що вивчення спектру різних видів ММР може стати у пригоді при розробці та ефективному застосуванні нових інгібіторів ММР, специфічних для ГПЯ конкретного хворого.

Серед відомих протипухлинних сполук рослинного походження з мультітаргетною активністю на особливу увагу заслуговують харчові індоли: індол-3-карбінол (I3C), його фізіологічний метаболіт 3,3’-дііндолілметан (DIM) і флавоноїди епігалокатехін-3-галат (EGCG) [10, 320, 504].

Вказані сполуки мають виражену протипухлинну дію через пригнічення низки біологічних процесів, що притаманні неоплазіям (патологічний неоангіогенез, гіперпроліферація, зниження імунної функції, генетична нестабільність) та знижують ймовірність метастатичного ураження [10].

В останні роки ідентифіковані альтернативні механізми кровопостачання пухлин у вигляді формування васкулярних каналів, що обмежені БМ і вистелені пухлинними клітинами при відсутності ендотеліальних клітин і фібробластів. Дане явище отримало назву васкулогенної мімікрії [27], яка є несприятливим прогностичним фактором [15, 16].

Для підвищення ефективності лікування злоякісних новоутворень необхідним є комбінування антиангіогенних препаратів з інгібіторами васкулогенної мімікрії, які є похідними згадуваних вище індолокарбазолів.

Наше дослідження довело наявність васкулогенної мімікрії в ГПЯ, тому застосування її інгібіторів, має, на нашу думку, теоретично обґрунтовану доцільність.

Імунологія пухлини – одна з областей онкології, що найбільш бурхливо розвивається в останні роки [41].

PD-1 є ключовим імунним рецептором, що експресується на поверхні активованих Т- і В-клітин, дендритних клітин, макрофагів, природних кілерів (NK-cells) і відіграє вирішальну роль в імунологічній «втечі» пухлини і, таким чином, в пухлинній прогресії [289]. Його ліганд PD-L1 зв’язує PD-1, зменшуючи імунорезистентність та розвиток імуносупресії [253, 347]. PD-L1 виявляється в 50% різних типів пухлин [436], таких як меланома [516], недрібноклітинний рак легень [376], пухлини голови і шиї [364], рак яєчників [373], лімфоми і лейкози [388].

Виходячи з цього, вивчення сигнального шляху PD-L1 стало одним з основних напрямків досліджень в області онкології [191, 436]. Було зроблено припущення, що в пухлинах з експресією PD-L1 найімовірніше буде отримана відповідь на імунотерапію, що спрямована на механізм сигнального шляху PD-L1 [191, 291].

На підставі проведених досліджень механізму сигнального шляху PD-L1 створені проривні імунотерапевтичні препарати як для моно-, так і комбінованої терапії, що здатні змусити імунні клітини організму побачити пухлину і вбити її. Ці препарати зв’язуються зі спеціальними білками (CTLA-4 і PD-1) на поверхні Т-лімфоцитів, ракової клітини і активують протипухлинну імунну відповідь.
У 2018 році за винахід імунотерапевтичних препаратів даного напряму Тасуку Хондзе і Джеймс Еллісон отримали Нобелівську премію з медицини.

Блокада PD-1/PD-L1 підсилює протипухлинний імунітет і скорочує кількість та/або імуносупресивну активність регуляторних T-клітин (супресорів) і відновлює активність ефекторних Т-клітин, що призводить до посилення протипухлинної імунної відповіді. Також блокада PD-1 стимулює проліферацію В-клітин пам’яті. У зв’язку з цим, препарати, що пригнічують функцію PD-1, в даний час знаходять широке застосування в терапії онкологічних захворювань [57]. Тим більше, що однією з відмінних рис імунотерапії є стійкість ремісії, на відміну від будь-якої хіміотерапії або застосування таргетних агентів, які втрачають свій потенціал в міру адаптування ракових клітин за допомогою нових генетичних мутацій.

Застосування препаратів даної групи у хворих на рак нирки, метастатичний недрібноклітинний рак легень з PD-L1-позитивним статусом в якості першої терапевтичної лінії показало високу ефективність порівняно з хіміотерапією. В даний час препарат проходить третю стадію фармакологічних випробувань для лікування раку сечового міхура, молочної залози, ендометрію, фалопієвих труб, шлунково-кишкового тракту, мезотеліоми, множинної мієломи, раку носоглотки, яєчників, простати та плоскоклітинного раку [2, 115, 280].

З урахуванням результатів клінічних випробувань, планується тестування інгібіторів PD-L1 для лікування і при інших видах раку.

Таким чином, на сьогодні блокада білків PD-L1, яка розглядається як «імуномодулююча терапія за місцем локалізації пухлини», стає важливою зброєю в арсеналі онкологів.

У нашому дослідженні було показано не тільки наявність експресії PD-L1 в найчастіших ГПЯ (семінома і ЕР), а також зростання показників експресії вказаного маркера (S і L) при пухлинній прогресії. Це дозволяє стверджувати про наявність імунологічної «втечі» в описуваних гістотипах ГПЯ і припустити позитивну відповідь на іммунотерапію, що направлена на механізм сигнального шляху PD-L1 [190, 291, 436].

При ініціації канцерогенезу під впливом аномального мікрооточення внаслідок хронічного запалення, на тлі підвищення загальної генетичної нестабільності відбувається розбалансування програм проліферації та диференціювання [11]. Сенсаційною розробкою цього століття стала ідентифікація фракцій стовбурових пухлинних клітин при різних формах раку – ініціаторів виникнення пухлинного процесу. Молекулярні мішені цих клітин вже використовуються для створення таргетної терапії нового типу [133].

Таким чином, завдяки таргетній терапії терапевтичний нігілізм щодо лікарського лікування цілої низки злоякісних пухлин подолано. Поліпшено контроль симптомів і якість життя хворих. І хоча захворювання залишаються невиліковними, проте за допомогою сучасних підходів вдається збільшити медіану виживання хворих [133].

Виходячи з результатів дослідження, вважаємо, що теоретичним підґрунтям персоналізованої (таргетної) терапії ГПЯ може бути використання антиангіогенних препаратів різних класів, що блокують спотворений пухлинний ангіогенез, препаратів, які блокують фактори і молекули, що відповідають за ділення клітин, і тим самим призводять до зупинки зростання пухлини, а також препаратів, що стимулюють апоптоз і видалення мутованих клітин. Серед перспективних мішеней можуть бути і терапевтичні антитіла, які стимулюють відторгнення пухлини шляхом активації імунної системи та блокатори активності пухлинних ММР.

У даному розділі ми не претендували на беззаперечне і остаточне обґрунтування персоналізованої (таргетної) терапії у хворих на ГПЯ, але привели свої міркування, які сформувались на підставі проведеного ІГХД, і можуть бути теоретичним підґрунтям для вивчення можливостей застосування даної терапії.

За матеріалами даного розділу опубліковані такі праці:

1. Потапов СМ, Горголь НІ, Плітень ОМ, Галата ДІ. Теоретичне обґрунтування персоналізованої (таргетної) терапії герміногенних пухлин яєчка. Український журнал медицини, біології та спорту. 2020;5(3):228-236 [85].

РОЗДІЛ 8
ОБГОВОРЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ

В сучасному суспільстві онкологічні захворювання несуть глобальну загрозу для здоров'я людей. У багатьох країнах дана патологія посідає друге місце після серцево-судинних хвороб. І на сьогоднішній день немає більше такої патології, яка б одночасно поєднувала в собі таку високу поширеність і летальність. Тому проблема онкологічних захворювань залишається пріоритетною для сучасного суспільства.

Хоча пухлини яєчка займають лише 1% в структурі онкологічної захворюваності чоловіків, але у той же час вони представляють до 60% від усіх новоутворень у чоловіків молодого віку. А у віковій групі від 18 до 29 років їхня питома вага складає майже 30%. При цьому пухлини яєчка (які у 95-97% представлені герміногенними пухлинами) є однією з основних причин онкологічної смертності у чоловіків молодого віку [33, 59, 70, 104, 390, 513].
Наукові дані останніх десятиліть свідчать про доцільність використання маркерів біологічних властивостей для діагностики та диференційної діагностики пухлин різних локалізацій [6, 8, 12, 44, 141, 270, 505]. Однак, до теперішнього часу використання ІГХ методів для патоморфологічного оцінювання ГПЯ має вкрай обмежений характер.

У даній роботі отримано інтеграційну оцінку різноманітних біологічних властивостей ГПЯ завдяки вивченню проліферативно-апоптотичних процесів (Кі-67, Bax, Bcl-2, р53), стану міжклітинної адгезії (E-cadherin і β-catenin) і ЕЦМ (ММР-1,3,9 і ТІМР), а також васкуляризації (CD31 і CD34) з визначенням ІГХ профілів різних гістологічних типів ГПЯ, використання яких не тільки підвищує якість диференційної діагностики, але й надає можливість прогнозувати перебіг захворювання, зокрема ризики розвитку метастатичної хвороби, а також можливості призначення персоналізованої терапії.

Проведене дослідження показало, що серед всіх хворих на ПЯ, які проходили обстеження і лікування в Харківському обласному клінічному центрі урології і нефрології ім. В.І. Шаповала з 1998 по 2017 роки, на ГПЯ припало 86% всіх спостережень, що майже збігається з даними світової літератури [68, 260, 399].

Серед досліджених ГПЯ найчастішою пухлиною була семінома – 49,83% (включно з 10% випадків семіноми з клітинами синцитіотрофобласту). Друге за частотою місце належало змішаним ГПЯ – 29,24%. ЕР був представлений 11,30% від усіх спостережень, а ПЖМПТ і ТПТ траплялись значно рідше – 3,99% і 2,99% відповідно. СП, ТМСТ, тератома препубертатного типу і хоріокарцинома були представлені одиничними спостереженнями (рис. 8.1). Отримані дані про частоту досліджених гістологічних типів ГПЯ також узгоджуються з літературними даними [59, 99, 104].

Порівняльний аналіз кількості ГПЯ протягом двох десятиліть (1998–2007 рр. і 2008–2017 рр.) показав зростання частоти даних пухлин на 18,12% в другому з них, більшою мірою за рахунок семіноми (включно із семіномою з клітинами синцитіотрофобласту) – на 17,39% і, особливо, більш агресивних змішаних ГПЯ і ЕР – на 31,58% і 83,33% відповідно (рис. 8.2). Отримані дані збігаються з даними про зростання частоти ГПЯ в більшості розвинених країн Європи, Північної Америки та Океанії [14, 179, 399, 494, 513].

При аналізі середнього віку встановлено, що у хворих на семіному він був достовірно найбільшим серед усіх пацієнтів з ГПЯ (p<0,05). Водночас середній вік хворих на ЕР достовірно перевищував такий у пацієнтів з ПЖМПТ і змішаними ГПЯ (p<0,05). При цьому середній вік хворих на ПЖМПТ, ТПТ і змішані ГПЯ достовірно не відрізнявся один від одного (p>0,05) (рис. 8.3).

Крім того, аналіз частоти ГПЯ в різних вікових категоріях виявив, що 32,89% пацієнтів належали до вікової категорії 20–30 років, 36,54% – 30–40 років і 20,61% – 40–50 років, що в сукупності дало 90,04% всіх випадків [430]. Меншими за кількістю хворих були категорії до 20 (4,32%) і 50–60 (3,32%) років. Щодо пацієнтів вікових категорій від 60 років і старших, то їхній загальний відсоток склав лише 2,32% від всіх ГПЯ (рис. 8.4). При цьому семінома, ЕР і ПЖМПТ найбільш часто вражали чоловіків вікової категорії 30–40 років (36,54%, 50,0% і 50,0% відповідно), а ТПТ і змішані ГПЯ найчастіше спостерігалися у віковій категорії 20–30 років (55,56% і 50,0% відповідно).

Наведені дані свідчать про притаманність ГПЯ чоловікам молодого віку, що підтверджується численними літературними джерелами [59, 70, 260, 345]. Таким чином, певною мірою, можна вважати молодий вік чоловіків фактором ризику розвитку ГПЯ.
Аналіз анамнестичних даних показав, що у переважної більшості хворих найчастішими скаргами були збільшення яєчка і його болісність. Менш частими (кожний шостий пацієнт), але досить суттєвими, були скарги на ущільнення яєчка і підвищення температури тіла. Доволі часто хворі скаржились і на загальну слабкість. Одиничними були скарги на схуднення і загальне нездужання, гіперемію шкіри мошонки і печіння у яєчку, наявність пухлиноподібного утворення в яєчку і дизурічні розлади, больові відчуття у клубовій і пахвинній області, а також у попереку і правому підребер’ї, зменшення яєчка і задишку. Треба зазначити, що у більшості пацієнтів відзначалось поєднання декількох скарг в різноманітних комбінаціях (рис. 8.5).

Звертав на себе увагу той факт, що скарги на підвищення температури тіла були більш типовими для ЕР і змішаних ГПЯ. Біль у яєчку, як і його збільшення, найчастіше відзначали пацієнти з ПЖМПТ і ЕР. У хворих на СП, ТМСТ і хоріокарциному скарги були представлені біллю у яєчку, збільшенням і підвищенням температури тіла, а у пацієнтів з тератомою препубертатного типу – збільшенням і ущільненням яєчка з наявністю в ньому пухлиноподібного утворення.

Зі слів хворих була оцінена така суб’єктивна характеристика, як тривалість захворювання на момент звернення до лікаря, що коливалась від 1 дня до 4 років, склавши в середньому майже 5 місяців. При цьому не спостерігалось ніякої залежності між тривалістю захворювання і кількістю хворих (при очікуванні зменшення кількості пацієнтів у категоріях більш довгої тривалості хвороби). Достовірної різниці між тривалістю захворювання залежно від гістологічного типу ГПЯ виявлено не було.
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Рис. 8.1. Розподіл досліджених гістологічних типів ГПЯ за частотою.
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Рис. 8.2. Частота ГПЯ протягом двох десятиліть (1998–2007 рр. і 2008–2017 рр.).
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Рис. 8.3. Середній вік пацієнтів з різними гістологічними типами ГПЯ.
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Рис. 8.4. Частота вікових категорій у хворих на ГПЯ.

За літературними даними, встановленим фактором ризику ГПЯ вважають крипторхізм в анамнезі [149, 227, 264, 414, 479], а потенційними – порушення розвитку яєчок, гіпоспадію, варикоцеле, анатомічні дефекти нирок і пахову грижу [193, 294, 321, 482, 515].

У нашому дослідженні серед факторів, які могли бути пов’язані з розвитком ГПЯ, як в цілому, так і в окремих гістологічних типах, найбільш значущими виявились варикоцеле, гідроцеле і крипторхізм (рис. 8.6) [89, 430]. У той же час, незважаючи на існуючу думку про значення травми яєчка в розвитку ПЯ [149, 227], наше дослідження цей зв’язок не підтвердило, що збігається з іншим дослідженням [255].

У літературних джерелах серед етіологічних факторів розвитку ГПЯ також називається високий зріст [40, 225, 453]. В нашому дослідженні аналіз антропометричних показників виявив, що середній зріст пацієнтів перевищував середньоукраїнський. При цьому у половини досліджених хворих зріст дорівнював 1,80 м і вище. Порівнюючи середній зріст чоловіків з різними гістологічними типами ГПЯ, було виявлено, що у пацієнтів з ПЖМПТ і ТПТ він був достовірно більшим за такий у хворих на семіному і ЕР (p<0,01 і p<0,05 відповідно).
У той же час у науковій літературі показано, що надмірна маса тіла не є фактором ризику розвитку ГПЯ [40, 225]. Але, оскільки проведений нами аналіз індексу маси тіла Кетле пацієнтів показав, що надлишок ваги різного ступеня спостерігався майже у половини всіх пацієнтів, на нашу думку, його можна, певною мірою, розцінювати як можливий фактор ризику розвитку ПЯ.

У науковій літературі є дані, що найбільш часто онкологічний діагноз (рак шлунку, кишківника і лейкоз) встановлюється власникам ІІ(А) групи крові, тоді як у володарів І(0) групи онкологічні ризики мінімальні. А володарі ІІІ(В) і IV(АВ) груп мають ризик по захворюванню раком підшлункової залози. Тобто група крові може бути одним з генетично обумовлених факторів, відповідальних за розвиток як спадкових, так і спорадичних форм захворювання. Ці відкриття дуже важливі для розробки таких методик дослідження крові, які дозволили б визначати ризик виникнення тієї чи іншої пухлини і розробляти методи своєчасної діагностики, лікування і, особливо, профілактики [112].
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Рис. 8.5. Види скарг та їхня частота у хворих на ГПЯ.
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Рис. 8.6. Частота можливих факторів ризику розвитку ГПЯ.

Аналіз належності хворих на ГПЯ до певних груп крові за системою АВ0 виявив, що кількість пацієнтів з І(0) і ІІІ(В) групами крові була на 2,45% і 4,71% відповідно нижче за середньоукраїнські показники, а з ІІ(А) групою, навпаки, на 7,18% вищою, що дозволяє вважати її одним з можливих факторів ризику розвитку пухлин даного типу.
Цікаво те, що, на думку вчених, ризик розвитку раку нівелюється у людей з ІІ(А) групою крові за допомогою здорового способу життя. При цьому носії І(0) групи крові потрапляють в групу ризику, подібно людям з ІІ(А) групою крові, якщо ведуть нездоровий спосіб життя, тобто зловживають курінням, алкоголем, шкідливою їжею і медикаментами [112].

Вивчення ступеня ураження яєчок ГПЯ показало, що воно було значним: 79,41% пацієнтів мали ступінь ураження 50% і вище, а 61,46% – 80–100%. При цьому у переважної більшості досліджених ГПЯ правий бік ураження був більш типовим, що збігається з даними літератури [111].
При мікроскопічному дослідженні ГПЯ з метою оцінювання її агресивності та прогресії, а також для вірного стадіювання, досліджували наявність чи відсутність судинної інвазії, проростання пухлини в оболонки яєчка, придаток, сім’яний канатик і мошонку. Найчастішими були судинна інвазія, яка мала місце більш ніж у третині всіх спостережень, і проростання пухлини в придаток яєчка (кожен п’ятий випадок). Проростання пухлини в сім’яний канатик також спостерігалось досить часто. Усі зазначені показники були найчастішими при ЕР та, частково, при ПЖМПТ і змішаних ГПЯ (рис. 8.7).

Морфологічна діагностика, візуалізаційне обстеження яєчка, заочеревинного простору і визначення рівня сироваткових пухлинних маркерів дозволило провести стадіювання всіх випадків ГПЯ за pTNM-класифікацією.

Так, можна з впевненістю говорити, що початкова малоінвазійна стадія пухлинної прогресії рT1 була найбільш поширеною серед усіх досліджених ГПЯ і представлена більш ніж половиною всіх випадків (55,15%) [430]. Найчастіше дана стадія зустрічалась у ТПТ і семіномі (88,89% і 66,67% від загальної кількості пацієнтів з даними видами ГПЯ відповідно). Також звертав на себе увагу той факт, що кількість хворих на зазначені пухлини в стадії рТ1 була більшою порівняно із сумарною кількістю пацієнтів з більш інвазійними стадіями рТ2, рТ3 і рТ4. А в ЕР і ПЖМПТ стадію рТ1, навпаки, було виявлено у найменшій кількості спостережень (20,59% і 41,67% відповідно) і сумарно кількість пацієнтів зі стадіями рТ2, рТ3 і рТ4, навпаки, була більшою порівняно з числом хворих зі стадією рТ1. В змішаних ГПЯ стадія рТ1 зустрічалась частіше, ніж при ЕР і ПЖМПТ, але рідше, ніж при семіномі та ТПТ, склавши 48,86% (рис. 8.8).
При аналізі зв’язку стадій рТ зі ступенем пухлинного ураження яєчка встановлена наявність прямо пропорційної залежності зростання стадії pT з 50–100% і 90–100% пухлинним ураженням і обернено пропорційна з 0–50%. Водночас звертав на себе увагу той факт, що навіть у початковій стадії рT1 кількість пацієнтів із 50–100% пухлинним ураженням яєчка в 2,8 раза перевищувала таку при 0–50% ураженні. Це свідчить про те, що, в цілому, значний ступінь ураження на момент оперативного вручання був досить типовим для досліджених ГПЯ.
Порівняння зв’язку стадії рT зі ступенем пухлинного ураження яєчка в досліджених гістологічних типах ГПЯ показало, що вид пухлини з що не найбільшим ступенем ураження яєчка (семінома) мав дуже високі показники приналежності до початкової стадії рT1 і, навпаки, вид пухлини, який був найменше представлений у категорії рT1 (ЕР) характеризувався низьким ступенем пухлинного ураження яєчка.

В цілому, закономірність, що було виявлено при аналізі всіх досліджених ГПЯ, а саме, значне зменшення кількості хворих в міру зростання стадії pT, є справедливою тільки стосовно семіноми і ТПТ. Що стосується ЕР, то тут спостерігалась протилежна картина – кількість пацієнтів зі стадіями рT2 і рT3 перевищувала кількість пацієнтів зі стадіями рT1 в 2 і 1,9 разів відповідно. При ПЖМПТ і змішаних ГПЯ відсоток хворих зі стадіями рT1 і рT2 був майже однаковим і досить високим (в межах від 40 до 50%), а зменшення кількості пацієнтів спостерігалось лише в стадії рT3, причому, при ПЖМПТ воно було менш вираженим, ніж при змішаних ГПЯ. Така значуща невідповідність загальних показників з показниками окремих гістологічних типів пухлин пов’язана з наступним: якщо розглядати всі дослідженні випадки ГПЯ стадії рT1 як 100%, то 60,48% з них належали до семіноми, а 25,75% до змішаних ГПЯ, тоді як при інших пухлинах частота даної стадії не перевищувала 5%.
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Рис. 8.7. Частота ознак агресивності та прогресії ГПЯ.
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Рис. 8.8. Частота категорії рТ в різних гістологічних типах ГПЯ.

Все вищезазначене, дозволяє зробити висновок, що найбільш агресивними з досліджених ГПЯ були ЕР і, меншою мірою, ПЖМПТ, а найменш агресивними – семінома і ТПТ. Змішані ГПЯ займали проміжне положення [98, 431].

Випадки без метастазування в лімфатичні вузли (категорія рN0) найбільш часто зустрічались у пацієнтів з ТПТ і семіномою (88,89% і 76,67% відповідно), всупереч спостереженням з ПЖМПТ і ЕР, де категорія рN0 зустрічалась у значно меншої кількості випадків (41,67% і 47,06% відповідно). Тобто кількість пацієнтів з метастазами у лімфатичних вузлах при пухлинах даних гістологічних типів превалювала над такими без них (рис. 8.9).

Аналіз зв’язку лімфогенного метастазування зі ступенем пухлинного ураження ГПЯ довів, що, в цілому, у разі наявності лімфогенних метастазів ступінь пухлинного ураження був більшим за такий за їхньої відсутності. Водночас ПЖМПТ, ЕР і, меншою мірою, змішані ГПЯ були найбільш агресивними щодо лімфогенного метастазування навіть при низькому ступені пухлинного ураження яєчка. А до пухлин, які найменш часто метастазують лімфогенно, хоча й мають значний ступінь пухлинного ураження, відносились семінома і ТПТ [88, 431].

Підвищений рівень сироваткових пухлинних маркерів був найбільш типовим для ПЖМПТ, змішаних ГПЯ і ЕР та виявлявся відповідно в 83,33%, 71,6% і 67,65% хворих на дані види пухлин. А у пацієнтів з семіномою і ТПТ рівень цих маркерів був у межах нормальних значень в 82,0% і 77,78% випадків відповідно (рис. 8.10).
Аналіз зв’язку стадії S зі ступенем пухлинного ураження яєчка, а також з категоріями рT і pN, дозволив дійти висновку, що, незважаючи на відсутність різниці у відсотку пухлинного ураження яєчка в стадіях S0 і S1, наявність підвищеного рівня сироваткових пухлинних маркерів свідчить про більш несприятливий перебіг захворювання. Це підтверджується збільшенням відсотку хворих з підвищеним рівнем ЛДГ, β-ХГЛ та АФП в міру зростання стадій рT і pN [431]. Також можна зробити висновок, що при семіномі значне пухлинне ураження не свідчить про гормональну активність пухлини та її приналежність до стадії S1 або S2. А при ЕР, ПЖМПТ і змішаних ГПЯ, навпаки, ця залежність спостерігалась – чим вищим був відсоток пухлинного ураження яєчка, тим більшою була вірогідність того, що пухлина є гормонально активною.
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Рис. 8.9. Частота категорії N в різних гістологічних типах ГПЯ.
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Рис. 8.10. Частота категорії S в різних гістологічних типах ГПЯ.

Частота віддалених метастазів серед усіх ГПЯ склала 10,30%, а їхній розподіл представлений на рисунку 8.11. Так, найчастіше віддалені метастази розвивались у хворих на ЕР та змішані ГПЯ і значно рідше при семіномі та ТМСТ. Водночас в переважній більшості випадків змішана ГПЯ, що метастазувала, мала у складі елементи ЕР та/або ПЖМПТ, що свідчить про дуже високу агресивність пухлин даних гістологічних типів.

Аналіз наявності віддалених метастазів при ГПЯ виявив зв’язок їхнього розвитку зі значним ступенем пухлинного ураження яєчка (особливо 90–100%), як і наявність лімфогенних метастазів (більшою мірою пізні стадії pN), і підвищення рівня сироваткових пухлинних маркерів. Також можна стверджувати, що в плані розвитку віддалених метастазів найбільш агресивною ГПЯ є ЕР, коли він є або однокомпонентним, або наявний в складі змішаної ГПЯ [431].

Підсумовуючи викладені дані, можна зробити висновок, що у хворих на ТПТ і семіному превалювали початкові, малоінвазійні стадії пухлинної прогресії, а у пацієнтів з ЕР та ПЖМПТ, навпаки, найбільш частими були пізні стадії, що характеризує дані пухлини як більш агресивні. Змішанні ГПЯ за всіма дослідженими категоріями TNS займали проміжне положення, що було обумовлено їхньою будовою. Тобто, якщо серед складових змішаних ГПЯ визначались елементи ЕР та/або ПЖМПТ, то дані пухлини мали більш виражені ознаки агресивності порівняно з такими, що не містили їх.
Слід зауважити, що сукупності формальних морфологічних індикаторів підвищеної агресивності тих чи інших ГПЯ (клітинний поліморфізм, наявність патологічних мітозів, вираженість інвазії, пухлинна васкулярізація тощо), яка повинна насторожувати патоморфолога в сенсі вірогідності несприятливого перебігу такої пухлини, на сучасному етапі виявляється недостатньо для формулювання прогнозу ризиків розвитку метастатичної хвороби і, в цілому, захворювання. Цей факт послужив передумовою для пошуку факторів прогнозу, заснованих не тільки на даних стандартного патоморфологічного дослідження, а й на вивченні молекулярно-біологічних властивостей пухлини.

У нашому дослідженні було проведено комплексне вивчення широкого спектру ІГХ маркерів, що приймають участь в канцерогенезі ГПЯ, та порівняння їхніх властивостей залежно від гістологічного типу і стадії пухлинної прогресії.

Для дослідження проліферативно-апоптотичних процесів вивчали білки-регулятори клітинного циклу та апоптозу: Кі-67, Bax, Bcl-2 і p53.
Важливим процесом, який відображає онкотрансформацію, злоякісність пухлинної тканини і прогресування пухлинного процесу, є проліферація. Одним з найбільш специфічних маркерів проліферації, який доцільно використовувати, є маркер Ki-67 [60, 75, 76, 128, 137, 142, 327].

Багатьма дослідженнями доведено, що ІП при різних локалізаціях пухлини служить незалежним прогностичним показником виникнення рецидиву, загальної та безрецидивної виживаності, а також передбачуваним чинником для визначення чутливості до хіміо- і променевої терапії [75, 128, 235, 308, 419, 526].

Аналізуючи наведені дані ІГХ дослідження треба відмітити, що ІП в семіномі, ЕР, ПЖМПТ і ТПТ збільшувався при переході від початкових до більш пізніх стадій пухлинної прогресії. Так, в ТПТ групи «0», що була представлена їхніми «чистими» видами, ІП дорівнював нулю через відсутність експресії маркера проліферації Кі-67. А в ТПТ груп «1» і «2» ІП був мізерним і достовірно меншим за такий у відповідних групах семіноми, ЕР і ПЖМПТ (р<0,01). Своєю чергою ІП в семіномі та ЕР групи «1» був невисоким і не мав достовірних відмінностей між собою, але був достовірно нижчий за такий в ПЖМПТ (р<0,05 і р<0,01 відповідно). В групі «2» описані вище зміни залишались такими ж – ІП в ПЖМПТ був достовірно вищим за такий в семіномі та ЕР (р<0,05). Що стосується більш пізніх стадій пухлинної прогресії, то і тут спостерігалось подібне – середнє значення ІП в ПЖМПТ об’єднаних груп «2» і «4» був достовірно вищим за аналогічний показник в групі «4» ЕР (р<0,05) і єдиного спостереження відповідної групи семіноми (рис. 8.12). Також звертав на себе увагу той факт, що ІП в ПЖМПТ об’єднаних груп «2» і «4» був меншим за такий в групі «2» (р<0,05). Це відбувалось через те, що в кожному з двох спостережень групи «4» ІП був меншим за такий в кожному спостереженні групи «2», що збігається з даними окремих літературних джерел, в яких описано зниження проліферативної активності пухлини після розвитку віддалених метастазів [116], але в нашому досліджені це стосувалось тільки ПЖМПТ. Значення ІП в єдиному спостереженні СП було невисоким і збігалося з середньогруповим показником семіноми відповідної групи дослідження. А в ТМСТ груп «1» і «4», як і в ТПТ, ІП був незначним. Аналогічні зміни були зареєстровані також і при аналізі S експресії Кі-67-імунопозитивних клітин в досліджених ГПЯ (рис. 8.13).
Аналіз L експресії Кі-67 виявив: в семіномі в міру зростання стадії пухлинної прогресії L імунопозитивного забарвлення вказаного маркера теж зростала і змінювалась з середнього рівня в групі «1» до сильного в групах «2», «3» і «4». В ЕР ситуація була трохи іншою: L експресії Кі-67 в групах «1» і «2» не різнилась між собою і знаходилась на помірному рівні, а змінювалась на сильну тільки в групі «4». Аналогічною картина виглядала і в ПЖМПТ – L експресії Кі-67 в групі «1» (помірний рівень) була достовірно нижчою за таку групах «2» (межа помірної та сильної) і «4» (сильний рівень) (р<0,05) (рис. 8.14).

Таким чином, можна дійти висновку, що, в цілому, ГПЯ характеризувались невисокою проліферативною активністю, яка мала чітку залежність від гістологічного типу пухлини і належності до тієї чи іншої групи дослідження. Серед усіх вивчених ГПЯ, найбільша проліферативна активність спостерігалась в ПЖМПТ, до якої за вказаною характеристикою наближались ЕР і семінома. А ГПЯ з найменшим рівнем проліферації були представлені ТПТ і ТМСТ.

Заразом зростання показників відносної S та L експресії Кі-67, а також ІП, в міру зростання стадії пухлинної прогресії, ймовірно пов’язано з вже наявними або з потенційно можливими інвазійними властивостями пухлини. З урахуванням цього, вважаємо, що даний маркер може бути використаний в якості прогностичного критерія [86].

Якщо в здоровій тканині існує баланс між процесами проліферації та загибелі клітин, то в пухлинній має місце їхня автономна і необмежена проліферація. При цьому в трансформованих клітинах виникає стійкість до індукції апоптозу [113, 424], що є відмінною рисою більшості, а, можливо, і всіх видів раку людини [252, 282, 545].
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Рис. 8.11. Розподіл частоти метастазів серед різних гістологічних типів ГПЯ.
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Рис. 8.12. ІП в ГПЯ, %.
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Рис. 8.13. S експресії маркера проліферації Кі-67 в ГПЯ, %.
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Рис. 8.14.  L експресії маркера проліферації Кі-67 в ГПЯ, од.
У більшості ракових клітин проапоптотичний білок Bax є функціональним, але його активність значною мірою нейтралізується антиапоптотичними білками Bcl-2, які часто надмірно експресуються [529] і є основними регуляторами сигнальних шляхів апоптозу [145, 285, 547]. Так, Bах є проапоптотичним, а Bcl-2 – антиапоптотичним білком мітохондріального шляху активації апоптозу [239]. Активація Bax відбувається через білок р53, а інактивація – через димерізацію з білком Bcl-2. Вважається, що антиапоптотичні білки Bcl-2 захищають від розпаду зовнішню мітохондріальну мембрану під час апоптозу, тоді як проапоптотичні Bcl-2-члени сприяють її проникності [197, 215]. Експресія окремих білків Bcl-2 у різних видах раку з обмеженим успіхом використовувалася як незалежний прогностичний маркер [172, 216, 265, 271, 386]. Також було показано, що білки Bcl-2 більш ефективно визначають апоптотичний потенціал різних ракових клітин [404, 469].

Аналіз ІГХР з маркером апоптоза Bax показав, що в семіномі та ЕР S експресії вказаного маркера зростала при переході від ранніх до пізніх стадій пухлинної прогресії. При цьому між кожною з досліджених груп спостерігалась достовірна різниця у зазначеному показнику (р<0,05). Щодо ПЖМПТ, то в даному гістологічному типі ГПЯ реакція з Bax, незалежно від групи дослідження, була або негативною, або виявлялась лише в поодиноких пухлинних клітинах, що унеможливлювало підрахунок S експресії вказаного маркера. У ТПТ S експресії Bax могла бути підрахована тільки в групі «2», але була вкрай мізерною. Також звертав на себе увагу той факт, що в семіномі експресія Bax починалась з групи «1», яка відповідає початковій стадії пухлинної прогресії, а в ЕР експресія даного маркера, хоча і виявлялась в даній стадії, але була настільки незначною, що не піддавалась підрахунку. Заразом аналіз S експресії Bax у описаних вище гістологічних типах ГПЯ груп «1» і «2» виявив, що він був достовірно найвищим в семіномі (р<0,05), а між ЕР, ПЖМПТ і ТПТ відмінностей у вказаному показнику не відзначалось. Що стосується більш пізніх стадій пухлинної прогресії, то і тут спостерігалась аналогічна картина – середнє значення S експресії Bax в ПЖМПТ об’єднаних груп «2» і «4» і в групі «4» ЕР був значно нижче за аналогічний показник в єдиному спостереженні відповідної групи семіноми (рис. 8.15).
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Рис. 8.15. S експресії маркера апоптоза Bax в ГПЯ, %.

Аналіз L експресії Bax показав, що в кожній групі дослідження семіноми даний показник знаходився на високому рівні, а в ЕР (у групах, де був можливим підрахунок даного показника) – вкрай слабким. В ПЖМПТ і ТПТ L експресії Bax не могла бути оцінена через дуже незначну кількість імунопозитивних клітин.
У ГПЯ, які були представлені одиничними спостереженнями, відбувалось таке: в СП (група «2») і ТМСТ (група «1» і «4») S експресії Bax була меншою за відповідні середньогрупові значення в семіномі, але вищими ніж в ЕР і ПЖМПТ. При цьому L експресії Bax у вказаних ГПЯ знаходилась на межі помірного і слабкого рівня.
Таким чином, можна зробити висновок, що в цілому ГПЯ характеризувались невисоким рівнем апоптозу, який мав чітку залежність від гістологічного типу пухлини і належності до тієї чи іншої групи дослідження. Серед усіх вивчених ГПЯ, найбільша апоптотична активність спостерігалась в семіномі, де даний процес був наявним з початкових стадій пухлинної прогресії. А в ЕР і, особливо, в ПЖМПТ та ТПТ рівень апоптозу був вкрай низьким та наближався до негативного [82, 97].

Що стосується маркера антиапоптоза Bcl-2, то, в цілому, його експресія в більшості досліджених ГПЯ була або відсутня, або визначалась лише в поодиноких клітинах імунного інфільтрату і тільки в окремих випадках ЕР і ТПТ, а також спостереженнях ТМСТ маркер Bcl-2 виявлявся в пухлинних клітинах, хоча і дуже незначною мірою.
Таким чином, активність антиапоптотичного білка Bcl-2 в досліджених ГПЯ була вкрай незначною, що опосередковано свідчить про невисоку агресивність даних пухлин. А переважаюча локалізація Bcl-2 в клітинах імунного інфільтрату в окремих випадках говорить о збереженні захисної функції імунної системи.

Ядерний білок р53 (який кодується природним типом гена-онкосупресора p53) модулює експресію генів, які відповідають за репарацію ДНК, і відіграє провідну роль в регуляції проліферативно-апоптотичних процесів [1, 49, 533]. Так, у клітинах, що нормально функціонують, в разі пошкодження ДНК ген р53 зупиняє клітинний цикл для репарації геному або індукує апоптоз клітини з мутантною ДНК.

Ген р53 постійно транскрибується і транслюється, проте сам білок досить швидко деградує в протеосомах і в клітинах більшості тканин знаходиться на порозі детекції [307]. Вважається, що позитивна ІГХР головним чином залежить від наявності в пухлинних клітинах мутантного типу р53 [28], який не тільки не виконує своїх функцій, але й ще з індуктора перетворюється в інгібітор апоптозу, внаслідок чого поділ клітин стає некерованим процесом [201], що, як відомо, є однією з основних властивостей злоякісних новоутворень.

Аналізуючи експресію р53 в різних гістологічних типах ГПЯ, слід зазначити, що в цілому, незалежно від групи дослідження, ІГХР характеризувалась або імунопозитивним забарвленням поодиноких пухлинних клітин (семінома, ЕР, ПЖМПТ), або була негативною (ТПТ, СП, ТМСТ) [97]. Винятком стала тільки група «4» ЕР, де S експресії р53 хоча і була незначною, але могла бути підрахована і виділялась на тлі інших ГПЯ в зазначеному показнику. При цьому L експресії р53 була сильною. Отримані нами результати збігаються з даними літературних джерел, в яких повідомляється, що ген-супресор р53 в ГПЯ буває мутований вкрай рідко [48, 71, 317]. А інтактність p53 зазвичай є характеристикою менш агресивних пухлин, що є чутливими до протипухлинної терапії [157, 542]. Навпаки, при ГПЯ відзначається гіперекспресія нормального (немутованого) p53, що, можливо, пояснює унікальну чутливість пухлин даної локалізації до хіміо- і променевої терапії [130, 176, 200].

Як вже було зазначено, в семіномі в міру зростання стадії пухлинної прогресії збільшувались кількісні значення показників експресії ІГХ маркерів, що відображають процеси проліферації та апоптозу. А проведений нами кореляційний аналіз встановив наявність паралелізму між більшістю з них. Так, між ІП та S і L експресії Кі-67 спостерігався дуже високий і помірний позитивні кореляційні зв’язки (р<0,05) (табл. 8.1), що підтверджує ефективність використання розробленої методики оцінювання експресії ІГХ маркерів у визначенні проліферативної активності. Також було виявлено високий позитивний зв’язок між S експресії Bax та S експресії Ki-67 з ІП (р<0,05) (табл. 8.1). Це свідчить про підвищення рівня апоптозу в міру зростання проліферативної активності та дозволяє говорити про відсутність стійкості пухлинних клітин в семіномі до апоптозу, який виступає інгібітором росту пухлини [239]. Крім цього, було зафіксовано наявність високих позитивних кореляційних зв’язків між S експресії p53 і S експресії Ki-67 та ІП (р<0,05) та помірного зв’язку між S експресії p53 і S експресії Bax (р<0,05) (табл. 8.1) [427].

Водночас маємо думку, що збільшення S експресії маркера апоптоза Вах в міру зростання пухлинної прогресії в поєднанні з майже повною інтактністю маркера p53, характеризує семіному, як менш агресивну і курабельну пухлину.
Також звертав на себе увагу той факт, що у пацієнтів з метастазами в лімфатичних вузлах і судинною інвазією S та L експресії Ki-67 і Bax та S експресії p-53, а також ІП були достовірно вищими за аналогічні показники у пацієнтів без зазначених характеристик (табл. 8.2). Подібна картина спостерігалась у хворих, що мали пухлинну інвазію в придаток яєчка: S експресії Ki-67 та p-53, а також ІП в даних випадках були достовірно вищими за відповідні показники у разі відсутності даної інвазії (табл. 8.2). Пацієнти з пухлинним ураженням білкової та вагінальної оболонок мали достовірно вищу S експресії Ki-67 та ІП порівняно з хворими без цього ураження (табл. 8.2). А у випадках, де була наявна інвазія в сім’яний канатик S та L експресії Bax були достовірно вищими за аналогічні показники у пацієнтів без неї (табл. 8.2). Це свідчить про значущість вказаних показників, а також доцільність їхнього використання, як прогностичних маркерів, що відображають злоякісний потенціал семіноми.
Таблиця 8.1

Зв’язок показників ІГХ маркерів, що відображають процеси проліферації та апоптозу, в семіномі

	Коефіцієнт кореляції Спірмена

	S експресії, %
	ІП, %
	
	L експресії, од.
	ІП, %

	
	Bax
	Bcl-2
	Ki-67
	p-53
	
	
	
	Bax
	Bcl-2
	Ki-67
	p-53
	

	Bax
	1,00
	+0,39
	+0,83
	+0,62
	+0,84
	
	Bax
	1,00
	
	+0,55
	
	+0,53

	Bcl-2
	+0,39
	1,00
	+0,15
	+0,51
	+0,17
	
	Bcl-2
	
	1,00
	
	
	

	Ki-67
	+0,83
	+0,15
	1,00
	+0,70
	+0,98
	
	Ki-67
	+0,55
	
	1,00
	
	+0,60

	p-53
	+0,62
	+0,51
	+0,70
	1,00
	+0,74
	
	p-53
	
	
	
	1,00
	

	ІП, %
	+0,84
	+0,17
	+0,98
	+0,74
	1,00
	
	ІП, %
	+0,53
	
	+0,60
	
	1,00

	

	
	– зв’язок помірної сили

	
	– зв’язок високої сили

	
	– зв’язок дуже високої сили


Що стосується ЕР, то, як і в семіномі, в міру зростання стадії пухлинної прогресії між ІП та S і L експресії Кі-67 спостерігався дуже високий і високий позитивні кореляційні зв’язки (р<0,05). Також було виявлено високі позитивні зв’язки між S експресії Bax та S експресії Ki-67, p-53 та ІП (р<0,05); між S експресії р53 і S експресії Bax та Ki-67 (р<0,05). Крім цього, було зафіксовано помірний позитивний зв’язок між S експресії р53 та ІП (р<0,05) (табл. 8.3). Тобто, в міру прогресування ЕР показники експресії маркерів, що відображають процеси проліферації та апоптозу, змінювались однаково з такими в семіномі, за винятком S експресії Bcl-2, яка мала дуже високий і високий негативні зв’язки з S експресії Ki-67 та ІП (р<0,05) і помірні негативні кореляційні зв’язки з S експресії Bax і р53 (р<0,05) (табл. 8.3).
Таблиця 8.2

Зв’язок показників експресії ІГХ маркерів з агресивністю семіноми

	U критерій Манна-Уїтні

	
	 Ki-67, S, %
	 Ki-67, L, од.
	 ІП, %
	 Bax, S, %
	 Bax, L, од.
	 Bcl-2, S, %
	 Bcl-2, L, од.
	 p-53, S, %
	 p-53, L, од.

	Метастази в лімфатичних вузлах
	«+»
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	
	«–»
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4

	
	p
	0,01
	0,01
	0,01
	0,01
	0,04
	>0,05
	>0,05
	0,01
	>0,05

	Судинна інвазія
	«+»
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	
	«–»
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4

	
	p
	0,01
	0,01
	0,01
	0,01
	0,04
	>0,05
	>0,05
	0,01
	>0,05

	Інвазія в придаток яєчка
	«+»
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5

	
	«–»
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	8

	
	p
	0,01
	>0,05
	0,001
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	0,01
	>0,05

	Інвазія в білкову і вагінальну оболонки
	«+»
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4

	
	«–»
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	
	p
	0,03
	>0,05
	0,02
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05

	Інвазія в сім’яний канатик
	«+»
	3
	3
	3
	3
	3
	3
	3
	3
	3

	
	«–»
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	
	p
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	0,02
	0,04
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05


У хворих на ЕР, що мали віддалені метастази, ІП, S та L експресії Ki-67, а також S експресії Bax були достовірно вищими за аналогічні показники у пацієнтів без них. Що стосується метастазів в лімфатичних вузлах, то у хворих, що були уражені ними, ІП та S експресії Ki-67, Bax, Bcl-2 і p-53 були достовірно вищими за аналогічні показники в групі пацієнтів без лімфогенних метастазів (табл. 8.4). Це свідчить про значущість вказаних показників, як критеріїв злоякісності та прогресії ЕР [82].
Таблиця 8.3

Зв’язок показників ІГХ маркерів, що відображають процеси проліферації та апоптозу в ЕР

	Коефіцієнт кореляції Спірмена

	S експресії, %
	ІП, %
	
	L експресії, од.
	ІП, %

	
	Bax
	Bcl-2
	Ki-67
	p-53
	
	
	
	Bax
	Bcl-2
	Ki-67
	p-53
	

	Bax
	1,00
	-0,67
	+0,84
	+0,82
	+0,82
	
	Bax
	1,00
	
	
	
	

	Bcl-2
	-0,67
	1,00
	-0,92
	-0,61
	-0,88
	
	Bcl-2
	
	1,00
	
	
	

	Ki-67
	+0,84
	-0,92
	1,00
	+0,71
	+0,99
	
	Ki-67
	
	
	1,00
	
	+0,83

	p-53
	+0,82
	-0,61
	+0,71
	1,00
	+0,69
	
	p-53
	
	
	
	1,00
	

	ІП, %
	+0,82
	-0,88
	+0,99
	+0,69
	1,00
	
	ІП, %
	
	
	+0,83
	
	1,00

	

	
	– зв’язок помірної сили

	
	– зв’язок високої сили

	
	– зв’язок дуже високої сили


Таким чином, апоптотичні процеси, як і проліферативна активність, зростали при переході від початкових до більш пізніх стадій пухлинної прогресії, але вони були вкрай незначними і проліферація превалювала над апоптозом. Між тим, в цілому, зростання проліферативно-апоптотичних процесів в ЕР було більш типовим при розвитку метастатичної хвороби.

Також було виявлено, що у пацієнтів з лімфогенними метастазами S експресії Bcl-2 була меншою за таку у хворих без метастазів, але, як було зазначено, оцінка даних параметрів стосувалась клітин імунного інфільтрату. Вищезазначене говорить про наявність інгібування апоптозу лише в початкових стадіях пухлинної прогресії ЕР, але це стосується тільки клітин імунного інфільтрату.

Виходячи з отриманих даних стосовно експресії Bcl-2, можна дійти висновку, що даний маркер не є прогностично значущим в ЕР яєчка. Дане ствердження збігається з даними багатьох досліджень, в яких доведено, що Bcl-2 в різних видах раку лише з обмеженим успіхом використовувався як незалежний прогностичний маркер [172, 216].
Таблиця 8.4

Зв’язок показників ІГХ маркерів в ЕР з наявністю метастазів

	U критерій Манна-Уїтні

	
	p
	Віддалені метастази
	
	
	p
	Метастази в лімфатичних вузлах

	
	
	«+»
	«–»
	
	
	
	«+»
	«–»

	Ki-67, S, %
	0,02
	9
	4
	
	Ki-67, S, %
	0,03
	5
	7

	Ki-67, L, од.
	0,03
	9
	4
	
	Ki-67, L, од.
	>0,05
	9
	4

	ІП, %
	0,02
	8
	4
	
	ІП, %
	0,03
	5
	7

	Bax, S, %
	0,01
	9
	4
	
	Bax, S, %
	0,01
	6
	7

	Bax, L, од.
	>0,05
	9
	4
	
	Bax, L, од.
	>0,05
	6
	7

	Bcl-2, S, %
	>0,05
	9
	4
	
	Bcl-2, S, %
	0,01
	4
	7

	Bcl-2, L, од.
	>0,05
	9
	4
	
	Bcl-2, L, од.
	>0,05
	4
	7

	p-53, S, %
	>0,05
	9
	4
	
	p-53, S, %
	0,03
	6
	7

	p-53, L, од.
	>0,05
	9
	4
	
	p-53, L, од.
	>0,05
	6
	7


В ПЖМПТ проведений кореляційний аналіз встановив дуже високий зв’язок тільки між ІП та S експресії Кі-67 (r= +0,98; р<0,05).

У хворих на ПЖМПТ, які мали лімфогенні та віддалені метастази, L експресії Кі-67 була достовірно вищою за таку у пацієнтів без них, а S експресії Кі-67 у пацієнтів з віддаленими метастазами, навпаки, була меншою, що було обговорено вище (табл. 8.5).

Таблиця 8.5

Зв’язок показників ІГХ маркерів в ПЖМПТ з наявністю метастазів

	U критерій Манна-Уїтні

	
	p
	Віддалені метастази
	
	
	p
	Метастази в лімфатичних вузлах

	
	
	«+»
	«–»
	
	
	
	«+»
	«–»

	Ki-67, S, %
	0,04
	2
	7
	
	Ki-67, S, %
	>0,05
	5
	4

	Ki-67, L, од.
	0,04
	2
	7
	
	Ki-67, L, од.
	0,01
	5
	4

	ІП, %
	>0,05
	2
	7
	
	ІП, %
	>0,05
	5
	4

	Bax, S, %
	>0,05
	2
	7
	
	Bax, S, %
	>0,05
	5
	4

	Bax, L, од.
	>0,05
	2
	7
	
	Bax, L, од.
	>0,05
	5
	4

	Bcl-2, S, %
	>0,05
	2
	7
	
	Bcl-2, S, %
	>0,05
	5
	4

	Bcl-2, L, од.
	>0,05
	2
	7
	
	Bcl-2, L, од.
	>0,05
	5
	4

	p-53, S, %
	>0,05
	2
	7
	
	p-53, S, %
	>0,05
	5
	4

	p-53, L, од.
	>0,05
	2
	7
	
	p-53, L, од.
	>0,05
	5
	4


У ТПТ в міру зростання стадії пухлинної прогресії було встановлено позитивний помірний кореляційний зв’язок лише між S експресії Bax та S експресії Bcl-2 (r= +0,52; р<0,05). А аналіз зв’язків між показниками експресії маркерів, які відображають проліферативно-апоптотичні процеси, та агресивністю ТПТ показав, що у пацієнтів із судинною інвазією та лімфогенними метастазами S експресії Ki-67, а також ІП були достовірно вищими за такі у хворих без зазначених характеристик (табл. 8.6).

Достовірних кореляційних зв’язків в інших вивчених в нашому дослідженні ГПЯ встановлено не було або через негативну ІГХР з тим чи іншим маркером, або через малу чисельність досліджених спостережень.

Для дослідження стану ЕЦМ і міжклітинної адгезії вивчали: експресію MMP-1, MMP-3 і MMP-9 разом з їхнім тканинним інгібітором TIMP-1, а також спеціальних глікопротеїнів – E-cadherin і β-catenin.

MMP мають здатність розщеплювати і руйнувати компоненти ЕЦМ і, тим самим, сприяють його проникності при пухлинній інвазії та метастазуванні [7, 261, 263]. Також MMP розглядають як критичні молекули, що «асистують» пухлинним клітинам протягом усього процесу метастазування [21].
Таблиця 8.6

Зв’язок показників експресії ІГХ маркерів з агресивністю ТПТ

	U критерій Манна-Уїтні

	
	Ki-67, S, %
	Ki-67, L, од.
	ІП, %
	Bax, S, %
	Bax, L, од.
	Bcl-2, S, %
	Bcl-2, L, од.
	p-53, S, %
	p-53, L, од.

	Метастази в лімфатичних вузлах
	«+»
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	
	«–»
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	
	p
	0,001
	>0,05
	0,02
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05

	Судинна інвазія
	«+»
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	
	«–»
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	
	p
	0,001
	>0,05
	0,02
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05


При аналізі даних ІГХ дослідження MMP-1, MMP-3 і MMP-9 було встановлено, що S їхньої експресії в семіномі змінювалась однотипно. Так, при переході від початкових до більш пізніх стадій пухлинної прогресії відбувалось збільшення S експресії вказаних маркерів. При цьому зазначений показник в групі «1», яка відповідала початковій стадії пухлинної прогресії, був достовірно нижчим порівняно з таким в більш пізніх стадіях (групи «2» і «3») (р<0,05), які, у свою чергу, не мали достовірних відмінностей між собою. Також аналіз ММР показав, що значення S експресії MMP-1, MMP-3 і MMP-9 в єдиному спостереженні групи «4» були вище за відповідні середні значення в попередніх групах (рис. 8.16).

Аналіз L експресії ММР виявив, що в семіномі в міру зростання стадії пухлинної прогресії L імунопозитивного забарвлення теж зростала. Але L ММР-1 в усіх групах дослідження залишалась на слабкому рівні, а ММР-3 і ММР-9 мали слабкий рівень імунопозитивного забарвлення тільки у початкових стадіях, а в більш пізніх – середній і, навіть, сильний (в спостереженні групи «4») (рис. 8.17).

В ЕР, як і в семіномі, звертало на себе увагу зростання S експресії MMP-1, MMP-3 і MMP-9 в групах дослідження, що відповідали більш пізнім стадіям пухлинної прогресії. Так, в групі «1» S експресії вказаних маркерів була достовірно нижчою, ніж в групах «2» і «4», між якими достовірну різницю було виявлено лише при аналізі MMP-9 (р<0,05), що говорить про незначні відмінності в експресії MMP у вказаних групах (рис. 8.18).

Аналіз рівня експресії ММР в ЕР виявив, що L ММР-9 була сильною, а ММР-3 – помірною в усіх групах дослідження. Щодо L імунопозитивного забарвлення ММР-1, то вона відповідала помірному рівню тільки в групі «4», а на початкових стадіях була слабкою (рис. 8.19).

У ПЖМПТ відмінності в S експресії ММР також залежали від стадії пухлинної прогресії, як в семіномі та ЕР, за винятком ММР-3, S експресії якої була майже однаковою в усіх досліджених групах. Аналіз рівня експресії ММР в ПЖМПТ показав, що в міру зростання стадії пухлинної прогресії зростала і L ММР-1 та ММР-9 зі слабкої до помірної та з помірної до сильної відповідно. Щодо ММР-3, то тут, як і в ситуації з S експресії, L даного маркера залишалась однаковою в усіх досліджених групах і відповідала помірному рівню (рис. 8.20).

У ТПТ, як і в інших досліджених ГПЯ, S та L експресії ММР-1, ММР-3 і ММР-9 залежали від стадії пухлинної прогресії. Так, в групі «2», що відповідала найпізнішій стадії у вказаній групі пухлин, зазначені показники були достовірно найвищими. При цьому звертав на себе увагу той факт, що S та L експресії  ММР-1, ММР-3 і ММР-9 не мали достовірних розбіжностей в групах «0» і «1» (рис. 8.21). Наведений факт свідчить про відсутність впливу злоякісного компоненту змішаних ГПЯ на експресію ММР-1, ММР-3 і ММР-9 в ТПТ, як складової цих пухлин.
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Рис. 8.16. S експресії ММР в семіномі, %.
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Рис. 8.17. L експресії ММР в семіномі, од.
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Рис. 8.18. S експресії ММР в ЕР, %.
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Рис. 8.19. L експресії ММР в ЕР, од.
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Рис. 8.20. S (%) та L (од.) експресії ММР в ПЖМПТ. 
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Рис. 8.21. S (%) та L (од.) експресії ММР в ТПТ.
Аналіз MMP в СП, яка належала до групи «2», показав, що S експресії ММР-1 була нижчою за середньогрупові значення в семіномі, ЕР, ПЖМПТ і ТПТ. Що стосується ММР-3, то тут ситуація різнилась – S експресії вказаного маркера була вищою за відповідні середньогрупові значення в семіномі та ТПТ і дещо нижчими порівняно з такою в ЕР, а з ПЖМПТ знаходилась на одному рівні. А S експресії ММР-9 майже відповідала середньогруповим значенням в ЕР і була більшою за таку в семіномі, ПЖМПТ і ТПТ.

У спостереженні ТМСТ, яка належала до групи «1», S експресії ММР-1 перевищувала відповідні середньогрупові значення в семіномі, ПЖМПТ і ТПТ та майже не відрізнялась від такої в ЕР. А от S експресії ММР-3 і ММР-9 в даному випадку майже збігалася з відповідними середньогруповими значеннями в семіномі, але була меншою за такі в ЕР і ПЖМПТ та більшою в ТПТ. У випадку ТМСТ групи «4» S експресії ММР-1 не відрізнялась від відповідних середньогрупових значень в ЕР, але була більшою ніж в семіномі та ПЖМПТ. S експресії ММР-3 знаходилась на одному рівні з такою в спостережені семіноми і меншою порівняно з аналогічним показником в ЕР і ПЖМПТ. Щодо ММР-9, то S експресії даного маркера була меншою за відповідні середньогрупові значення в ЕР і ПЖМПТ і випадку семіноми групи «4».

Окрім цього було проаналізовано відмінності характеристик експресії ММР залежно від гістологічного типу ГПЯ в межах однієї групи дослідження (де це було статистично можливо). Так, S експресії ММР-1 в ЕР початкових стадій (група «1») була достовірно вищою за аналогічний показник в семіномі, ПЖМПТ і ТПТ (р<0,05), між якими достовірних відмінностей не виявлено. Проте L експресії ММР-1 була достовірно найбільшою в ПЖМПТ (р<0,05), а між семіномою, ЕР і ТПТ відмінностей в даному параметрі також не спостерігалось (рис. 8.22, 8.23).

Що стосується ММР-3, то S експресії даного маркера в ПЖМПТ групи «1» достовірно перевищувала таку в семіномі та ТПТ відповідної групи (р<0,05) і не відрізнялась в ЕР. Заразом L експресії ММР-3 в ПЖМПТ була достовірно більшою порівняно з такою в семіномі, ЕР і ТПТ (р<0,05). А L експресії ММР-3 в ЕР своєю чергою перевищувала аналогічний показник в семіномі та ТПТ (р<0,01), відмінності між якими були відсутні (рис. 8.22, 8.23).

Найбільш значні відмінності було виявлено при аналізі S експресії ММР-9 – між кожною з досліджених груп ГПЯ спостерігались достовірні відмінності (р<0,05). Так, перше місце за S експресії ММР-9 належало ЕР, друге – ПЖМПТ, третє – семіномі та четверте – ТПТ. Щодо L експресії ММР-9, то вона також була достовірно найбільшою в ЕР (рис. 8.22, 8.23).

Під час вивчення групи «2» було встановлено, що S експресії ММР-1 в ЕР не відрізнялась від такої в семіномі, але була достовірно вищою ніж в ПЖМПТ і ТПТ (р<0,05). Водночас, S експресії ММР-1 в ТПТ була достовірно меншою порівняно з ПЖМПТ (р<0,01). Проте L експресії ММР-1 була достовірно найбільшою в ПЖМПТ (р<0,01) (рис. 8.24, 8.25).

Що стосується ММР-3, то достовірні відмінності у S експресії даного маркера спостерігались між кожною з досліджених груп ГПЯ (р<0,01). Так, перше місце належало ЕР, друге – ПЖМПТ, третє – семіномі та четверте – ТПТ. При цьому L експресії ММР-3 в ПЖМПТ була достовірно найбільшою порівняно з такою в семіномі, ЕР і ТПТ (р<0,01). А своєю чергою L експресії ММР-3 в ЕР була достовірно вищою за аналогічний показник в семіномі (рис. 8.24, 8.25).
Аналіз S експресії ММР-9 в ГПЯ групи «2» показав, що вона була найвищою в ЕР (р<0,01), а найменшою – в ТПТ (р<0,01). При цьому в семіномі та ПЖМПТ S експресії ММР-9 не мала достовірних відмінностей. Що стосується L експресії ММР-3, то в ЕР та ПЖМПТ вона була вищою за таку в семіномі та ТПТ (р<0,01) (рис. 8.24, 8.25).
Звертало на себе увагу те, що в усіх групах дослідження кожного гістологічного типу ГПЯ S експресії ММР-9 перевищувала S експресії ММР-3, яка, своєю чергою, була вищою за S експресії ММР-1 (р<0,05).

Експресія ТІМР-1 не визначалась в жодному з гістологічних типів ГПЯ за винятком єдиного спостереження семіноми групи «2». Це збігається з даними досліджень, які свідчать, що підвищення експресії ММР супроводжується зниженням експресії ТІМР [7, 379].
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Рис. 8.22. S експресії ММР в ГПЯ групи «1», %.
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Рис. 8.23. L експресії ММР в ГПЯ групи «1», од.
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Рис. 8.24. S експресії ММР в ГПЯ групи «2», %.
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Рис. 8.25. L експресії ММР в ГПЯ групи «2», од.
У нашій роботі при вивченні ММР в усіх групах дослідження кожного гістологічного типу ГПЯ було виявлено однотипні зміни, а саме посилення синтезу ММР-1, ММР-3 і ММР-9 в міру зростання стадії пухлинної прогресії, що дозволяє припустити значну роль ММР в руйнуванні ЕЦМ, інвазії та, як слідство, лімфо- і гематогенному метастазуванні [80, 211, 229, 311, 343, 352, 418, 468, 532]. З іншого боку, існують дані про те, що експресія ММР-9 не пов’язана ні з розміром пухлини, ні з клінічною стадією, ні зі ступенем диференціювання, ні зі станом лімфатичних вузлів [421].

Таким чином, з даного аналізу очевидно, що ММР-1, ММР-3 і, особливо, ММР-9 приймають участь в канцерогенезі ГПЯ вже на ранніх стадіях пухлинної прогресії. При цьому найбільш виражена експресія ММР визначалась в ЕР і ПЖМПТ, що говорить про їхню схильність до більш агресивного перебігу, оскільки відомо, що ММР залучені до широкого спектру ролей, які можуть сприяти ініціації, росту, міграції, ангіогенезу, селекції апоптоз-резистентних субпопуляцій, а також інвазії та метастазуванню [165, 211, 365, 546, 551]. З урахуванням викладених вище даних про збільшення S та L експресії ММР-1, ММР-3 і ММР-9 в досліджених гістологічних типах ГПЯ в міру зростання стадії пухлинної прогресії можна вважати вказані маркери прогностично значущими [80].

Наступний розділ ІГХ дослідження був присвячений аналізу експресії маркерів адгезії E-cadherin і β-catenin, які дозволяють досліджувати стан клітинних контактів. Ослаблення клітинних контактів, які забезпечують молекули клітинної адгезії, розцінюється як ключовий механізм метастатичного процесу.

При аналізі даних ІГХ дослідження E-cadherin було встановлено, що в семіномі S експресії маркера при переході від початкових до більш пізніх стадій пухлинної прогресії поступово зменшувалась, маючи при цьому достовірні відмінності у вказаному параметрі в кожній з досліджених груп (р<0,05). А в єдиному спостережені групи «4» реакція з E-cadherin взагалі була негативною. При цьому L експресії E-cadherin в групах «1» і «2», що відповідали більш раннім стадіям пухлинної прогресії, знаходилась на помірному (наближаючись до слабкого) рівні. Водночас в групі «3» L експресії E-cadherin могла бути підрахована тільки в одному спостережені та була слабкою, а в інших двох реакція була або негативною, або виявлялась в поодиноких пухлинних клітинах (рис. 8.26, 8.27).

Що стосується маркера β-catenin, то в семіномі S його експресії, на відміну від E-cadherin, при переході від початкових до більш пізніх стадій пухлинної прогресії навпаки поступово збільшувалась. Водночас достовірні відмінності у вказаному параметрі було виявлено в кожній з досліджених груп (р<0,05). А в єдиному спостережені групи «4» S експресії β-catenin була вищою за середні значення інших груп дослідження. L експресії β-catenin в усіх випадках даного гістологічного типу ГПЯ була слабкою, хоча в групі «3» дещо сильнішою за таку в групі «1» (р<0,05) (рис. 8.26, 8.27).
При позитивній ІГХР, крім кількісного оцінювання S і рівня L експресії маркерів E-cadherin і β-catenin, враховували наявність «гетерогенностей» («типовим» забарвленням вважалось мембранне). Такі «гетерогенності» були представлені змішаними ділянками імунонегативних та імунопозитивних клітин, як з «типовим» мембранним забарвленням, так і зі змінами в розподілі клітинного забарвлення (цитоплазматичного та/або ядерного), при яких воно вважалось «нетиповим» і трактувалось як втрата міжклітинної адгезії [139, 426, 435].

Так, в семіномі при переході від початкових до більш пізніх стадій пухлинної прогресії осередкова мембранна і мембранно-цитоплазматична експресія E-cadherin і β-catenin ставала менш значною і мала характер переривистого і слабкого за інтенсивністю забарвлення аж до повної її редукції з появою великих ділянок імунонегативних клітин. А в окремих клітинах семіноми групи «3» і «4» E-cadherin і β-catenin взагалі мали атипову ядерну локалізацію.

Аналіз S експресії E-cadherin в ЕР виявив, що вказаний показник в початкових стадіях пухлинної прогресії (група «1») був достовірно вищим за такий в більш пізніх стадіях (р<0,05). При цьому вже у групі «2» S експресії E-cadherin не могла бути підрахована через її незначність (в 50% спостережень вона була негативною і ще в 50% випадків визначалась лише в поодиноких пухлинних клітинах). А в групі «4», хоча і було отримано середньогрупове значення S експресії E-cadherin, в 75% спостережень ІГХР була негативною. Що стосується L експресії E-cadherin в ЕР, то вона могла бути підрахована лише в групі «1» і одному спостережені групи «4», що унеможливлювало порівняльний міжгруповий аналіз даного показника (рис.  8.28, 8.29).

Що стосується β-catenin, то в ЕР, як і в семіномі, S його експресії, при переході від початкових до більш пізніх стадій пухлинної прогресії поступово збільшувалась, заразом між всіма дослідженими групами було виявлено достовірні відмінності у вказаному показнику (р<0,05). L експресії β-catenin в ЕР зі слабкого рівня в групі «1» змінювалась на помірний в групах «2» і «4» (рис. 8.28, 8.29).

У той же час, в ЕР, починаючи вже з групи «1», переважала цитоплазматична локалізація E-cadherin та β-catenin і мало місце навіть його ядерне розташування, а мембранне – майже не виявлялось. При переході до більш пізніх стадій пухлинної прогресії (групи «2» і «4»), окрім описаних гетерогенностей в експресії E-cadherin і β-catenin, виявлялась втрата зв’язку між пухлинними клітинами у вигляді їхньої дисоціації та втрата зв’язку пухлинних клітин з ЕЦМ [80].

Вивчення S експресії E-cadherin в ПЖМПТ виявило, що вказаний показник починаючи з ініціальних стадій пухлинної прогресії (група «1») в 50% випадків мав малі значення, а в 50% спостережень ІГХР з E-cadherin взагалі була негативною. У більш пізніх стадіях пухлинної прогресії (групи «2» і «4» разом) лише в одному випадку S та L експресії E-cadherin могли бути підраховані, але мали низький рівень. В інших чотирьох спостереженнях ІГХР з E-cadherin була або негативною, або виявлялась в одиничних пухлинних клітинах (рис. 8.30, 8.31).

Що стосується маркера β-catenin, то в ПЖМПТ, як і в семіномі та ЕР, S його експресії, при переході від початкових до більш пізніх стадій пухлинної прогресії збільшувалась, при цьому між всіма дослідженими групами було виявлено достовірні відмінності у вказаному показнику (р<0,05). L експресії β-catenin в ПЖМПТ зі слабкого рівня в групі «1» змінювалась на помірний в групах «2» і «4» (рис. 8.30, 8.31) [95].
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Рис. 8.26. S експресії E-cadherin і β-catenin в семіномі, %.
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Рис. 8.27. L експресії E-cadherin і β-catenin в семіномі, од.
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Рис. 8.28. S експресії E-cadherin і β-catenin в ЕР, %.
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Рис. 8.29. L експресії E-cadherin і β-catenin в ЕР, од.
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Рис. 8.30. S експресії E-cadherin і β-catenin в ПЖМПТ, %.
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Рис. 8.31. L експресії E-cadherin і β-catenin в ПЖМПТ, од.
Звертало на себе увагу те, що в ПЖМПТ усіх досліджених груп експресія E-cadherin характеризувалась вкрай різнорідним атиповим розташуванням, а «чиста» мембранна локалізація, на відміну від проаналізованих вище ГПЯ, не виявлялась зовсім, навіть у спостереженнях початкових стадій пухлинної прогресії (група «1»). Локалізація β-catenin в ПЖМПТ досліджених груп збігалася з такою в семіномі та ЕР.
Аналіз даних ІГХД E-cadherin в ТПТ встановив, що S експресії вказаного маркера при переході від початкових до більш пізніх стадій пухлинної прогресії також поступово зменшувалась, демонструючи достовірні відмінності у вказаному параметрі в кожній з груп дослідження (р<0,05). Звертав на себе увагу той факт, що достовірне зменшення S експресії E-cadherin в групі «1» відносно групи «0» відбувалось через те, що в ТПТ, які були представлені незрілими тканинними компонентами, ІГХР з антитілами до E-cadherin була негативною. В усіх спостереженнях групи «2», незалежно від ступеня зрілості тканинних складових, S експресії E-cadherin дорівнювала нулю через повну редукцію даного маркера. Що стосується L експресії E-cadherin в ТПТ, то статистично правильно вона могла бути підрахована лише в групі «0», що унеможливлювало порівняльний міжгруповий аналіз даного показника (рис. 8.32).

У ТПТ S експресії β-catenin, на відміну від семіноми, ЕР та ПЖМПТ, при переході від початкових до більш пізніх стадій пухлинної прогресії зменшувалась [95]. Це відбувалось через те, що в ТПТ, які мали незрілі тканинні компоненти в складі, експресія β-catenin виявлялась лише в поодиноких пухлинних клітинах і, відповідно, була близькою до нульових значень. L експресії β-catenin в ТПТ могла бути підрахована лише в групі «0», що унеможливлювало порівняльний міжгруповий аналіз даного показника (рис. 8.32).
Розташування маркерів міжклітинної адгезії E-cadherin і β-catenin в ТПТ залежало не тільки від належності до тієї чи іншої групи дослідження, а ще й від її складових. Так, в ТПТ групи «0» і «1», що складались виключно зі зрілих тканинних елементів переважала мембранна і мембранно-цитоплазматична локалізація E-cadherin і β-catenin відповідно, але більшою мірою в хондроїдному компоненті, тоді як в фіброзному вона була атиповою (цитоплазматичною або ядерно-цитоплазматичною).
Аналіз E-cadherin в СП (група «2») показав, що хоча S та L експресії даного маркера і була вище середніх значень у відповідних групах досліджених ГПЯ, але локалізація E-cadherin була атиповою і характеризувалась значною гетерогенністю – переважали локуси з редукцією експресії маркера, ділянки з його цитоплазматичною, а в поодиноких клітинах – ядерно-цитоплазматичною локалізацією. Також було виявлено осередки гіперекспресії, проте виявлялись ділянки зі збереженим мембранним розташуванням E-cadherin.
Що стосується β-catenin, то даний маркер мав значення S та L експресії на рівні середніх значень таких в ЕР і ПЖМПТ та вище аналогічних показників у відповідних групах семіноми і ТПТ. Розташування β-catenin було атиповим (переважно цитоплазматичним), але зустрічались і ділянки зі збереженою мембранною локалізацією.

У ТМСТ групи «1» (фібросаркома з міксоїдним компонентом) реакція з E-cadherin була негативною, а з β-catenin, хоча і була позитивною, але мала виключно атипову локалізацію. В ТМСТ групи «4» (помірнодиференційована аденокарцинома) S експресії E-cadherin була переважно атиповою з наявністю ділянок гіперекспресії, а експресія β-catenin в даному спостереженні також характеризувалась атиповою локалізацією, а також наявністю осередків з повною втратою імунопозитивного забарвлення.

Таким чином, можна дійти висновку, що в переважної більшості всіх досліджених в нашій роботі ГПЯ S експресії E-cadherin зменшувалась, а β-catenin, навпаки, збільшувалась в міру зростання стадії пухлинної прогресії. Винятком стала тільки ТПТ, в якій в міру прогресування S експресії β-catenin, також зменшувалась. Згідно з літературними даними пригнічення активності або повна інактивація E-cadherin доводять ключову роль даного маркера, як супрессора інвазії та метастазування [95, 167, 256, 302]. На думку інших авторів агресивний і метастатичний характер неоплазій різних локалізацій обумовлений не тільки відсутністю або редукцією E-cadherin, а ще й поєднанням цих змін зі збільшенням експресії β-catenin [36, 64, 309]. Підвищену експресію β-catenin було виявлено в більшості первинних пухлин товстої кишки, при цьому високий рівень експресії β-саtenin достовірно корелював з внутрішньосудинною інвазією і наявністю метастазів [31, 32].

Вважаємо, що при вивченні експресії Е-саdherin і β-саtenin необхідно звертати увагу не тільки на втрату інтенсивного мембранного забарвлення, а і на появу, особливо в місцях пухлинної інвазії, «гетерогенностей» у вигляді слабкої або негативної реакції, мембранно-цитоплазматичного, цитоплазматичного і ядерного забарвлення та їхніх різноманітних поєднань, ніж лише на показники S та L ІГХ забарвлення, оскільки саме нетипове розташування Е-саdherin і β-саtenin значно більшою мірою визначають втрату міжклітинної адгезії і набуття пухлиною інвазійного та метастатичного потенціалу [425]. Такий погляд на експресію Е-саdherin і β-саtenin висловлюють і інші автори [93, 139, 435, 502].

Як вже було зазначено, в семіномі, ЕР і ПЖМПТ в міру зростання пухлинної прогресії S та L Е-саdherin і β-саtenin змінювались однотипно, що доводило зростання їхніх агресивних властивостей, то в ТПТ подібної тенденції ми не визначили: паралельно зі зменшенням експресії Е-саdherin, зменшувалась і експресія β-саtenin. На такі особливості експресії зазначених маркерів вказує низка досліджень [7, 12]. Виходячи з отриманих даних стосовно особливостей експресії Е-саdherin і β-саtenin в ТПТ маємо сміливість припустити, що даний гістологічний тип ГПЯ є менш агресивним.

За аналогією з описаними вище ІГХ маркерами, було проаналізовано відмінності характеристик експресії Е-саdherin і β-саtenin залежно від гістологічного типу ГПЯ в межах однієї групи дослідження (де це було статистично можливо).

Так, S експресії Е-саdherin в семіномі та ЕР початкових стадій (група «1») була достовірно вищою за аналогічний показник в ПЖМПТ (р<0,05), однак інших достовірних відмінностей в зазначеному параметрі між дослідженими ГПЯ виявлено не було. Відмінностей в інтенсивності експресії Е-саdherin між семіномою і ЕР не спостерігалось (р>0,05), а порівняння даного параметра з ПЖМПТ і ТПТ було статистично не коректним (рис. 8.33).
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Рис. 8.32. S експресії E-cadherin і β-catenin в ТПТ, %.
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Рис. 8.33. S (%) та L (од.) експресії Е-саdherin і β-саtenin в ГПЯ групи «1».
Що стосується β-саtenin, то S експресії даного маркера в ПЖМПТ групи «1» була достовірно найвищою серед досліджених гістологічних типів ГПЯ відповідної групи (р<0,05). Своєю чергою S експресії β-саtenin в ЕР була достовірно більшою за таку в семіномі (р<0,01) і не відрізнялась від аналогічного показника в ТПТ. L експресії β-саtenin в усіх досліджених ГПЯ групи «1» була слабкою, але в ПЖМПТ вона була більш інтенсивною, ніж в ЕР (р<0,01), в якому L своєю чергою була більшою, ніж в семіномі (р<0,01), а порівняння даного параметра з ТПТ не було статистично коректним (рис. 8.33).

При розгляді групи «2» було встановлено, що S експресії Е-саdherin була достовірно найвищою в семіномі (р<0,01), оскільки в ЕР, ПЖМПТ і ТПТ ІГХР з вказаним маркером або була відсутня, або виявлялась лише в поодиноких пухлинних клітинах, тобто S експресії Е-саdherin наближалася до нуля. Що стосується L експресії E-cadherin, то статистично вірно вона могла бути підрахована лише в семіномі, що унеможливлювало порівняльний аналіз даного показника між дослідженими гістологічними типами ГПЯ (рис. 8.34).
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Рис. 8.34. S (%) та L (од.) експресії Е-саdherin і β-саtenin в ГПЯ групи «2».
Аналіз експресії β-саtenin в ГПЯ групи «2» показав, що S експресії даного маркера в ПЖМПТ і ЕР була достовірно вищою за таку в семіномі і ТПТ (р<0,01). При цьому різниці в S експресії β-саtenin в даних парах ГПЯ не було. Так само і L експресії β-саtenin в ПЖМПТ і ЕР була вище за аналогічний показник в семіномі (р<0,01), а відсутність експресії даного маркера в ТПТ з незрілими тканинними елементами у складі унеможливлювала порівняльний аналіз даного показника між дослідженими гістологічними типами ГПЯ (рис. 8.34).

При оцінці взаємозв’язків між показниками експресії досліджених ІГХ маркерів з використанням непараметричного коефіцієнта кореляції Спірмена було встановлено, що в семіномі в міру зростання стадії пухлинної прогресії спостерігалися достовірні високі та дуже високі зворотні зв’язки між S експресії Е-саdherin і S експресії β-саtenin, ММР-1, ММР-3 і ММР-9 (р<0,05). Також звертала на себе увагу наявність достовірних помірних і високих позитивних зв’язків між S експресії ММР-1, ММР-3, ММР-9 і β-саtenin при збільшенні стадії пухлинної прогресії (р<0,05). Крім цього, було встановлено наявність помірних і високих позитивних зв’язків між L експресії ММР-1, ММР-3 і ММР-9, а також помірних і високих зворотних зв’язків між L експресії Е-саdherin і L експресії ММР-1 і β-саtenin в міру зростання стадії пухлинної прогресії (р<0,05) (табл. 8.7).

Також було встановлено, що у хворих на семіному з наявністю судинної інвазії та лімфогенних метастазів S і L експресії ММР-1, ММР-3, ММР-9 і β-саtenin були достовірно більшими, а S експресії Е-саdherin, навпаки, меншою, ніж у пацієнтів без зазначених характеристик. У випадках, де мало місце проростання семіноми в оболонки яєчка, S експресії ММР-3, ММР-9, а також L експресії ММР-1, ММР-9 і β-саtenin були достовірно більше, а S експресії Е-саdherin, навпаки, менше, ніж у пацієнтів без цієї характеристики інвазійного росту пухлини. Крім цього, в спостереженнях, де семінома вростала в придаток яєчка, S експресії ММР-3 і ММР-9, а також L експресії β-саtenin достовірно перевищували аналогічні показники в спостереженнях без інвазії в придаток яєчка, а S експресії Е-саdherin, навпаки, була меншою. Порівняння показників експресії досліджених маркерів у пацієнтів з та без проростання семіноми в сім’яний канатик виявило відмінності тільки в S експресії Е-саdherin, яка була достовірно більшою в спостереженнях, де сім’яний канатик залишався інтактним (табл. 8.8).
Таблиця 8.7

Взаємозв’язки показників ІГХ маркерів, що відображають стан ЕЦМ і міжклітинної адгезії в семіномі

	Коефіцієнт кореляції Спірмена

	S експресії, %

	ІГХ

маркери
	ММР-1
	ММР-3
	ММР-9
	Е-саdherin
	β-саtenin

	ММР-1
	1,00
	+0,76
	+0,58
	-0,72
	+0,74

	ММР-3
	+0,76
	1,00
	+0,89
	-0,91
	+0,82

	ММР-9
	+0,58
	+0,89
	1,00
	-0,91
	+0,71

	Е-саdherin
	-0,72
	-0,91
	-0,91
	1,00
	-0,82

	β-саtenin
	+0,74
	+0,82
	+0,71
	-0,82
	1,00

	L експресії, од.

	ІГХ

маркери
	ММР-1
	ММР-3
	ММР-9
	Е-саdherin
	β-саtenin

	ММР-1
	1,00
	+0,63
	+0,84
	-0,68
	+0,81

	ММР-3
	+0,63
	1,00
	+0,67
	-0,25
	0,50

	ММР-9
	+0,84
	+0,67
	1,00
	-0,47
	+0,80

	Е-саdherin
	-0,68
	-0,25
	-0,47
	1,00
	-0,81

	β-саtenin
	+0,81
	+0,50
	+0,80
	-0,81
	1,00

	

	
	– зв’язок помірної сили

	
	– зв’язок високої сили

	
	– зв’язок дуже високої сили


Таблиця 8.8

Зв’язок показників ІГХ маркерів з агресивністю семіноми
	U критерій Манна-Уїтні

	
	ММР -1, S, %
	ММР -1, L, од.
	ММР -3, S, %
	ММР -3, L, од.
	ММР -9, S, %
	ММР -9, L, од.
	Е-саdherin, S, %
	Е-саdherin, L, од.
	β-саtenin, S, %
	β-саtenin, L, од.

	Лімфогенні метастази
	«+»
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	
	«–»
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4

	
	p
	0,01
	0,01
	0,01
	0,01
	0,01
	0,01
	0,01
	>0,05
	0,01
	0,01

	Судинна інвазія
	«+»
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	
	«–»
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4

	
	p
	0,01
	0,01
	0,01
	0,01
	0,01
	0,01
	0,01
	>0,05
	0,01
	0,01

	Інвазія в придаток яєчка
	«+»
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5

	
	«–»
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	8

	
	p
	>0,05
	>0,05
	0,03
	>0,05
	0,04
	>0,05
	0,04
	>0,05
	>0,05
	0,03

	Інвазія в білкову та вагінальну оболонки
	«+»
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4

	
	«–»
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	
	p
	>0,05
	0,01
	0,01
	>0,05
	0,03
	0,02
	0,03
	>0,05
	>0,05
	0,04

	Інвазія в сім’яний канатик
	«+»
	3
	3
	3
	3
	3
	3
	3
	3
	3
	3

	
	«–»
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	
	p
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	0,03
	>0,05
	>0,05
	>0,05


Що стосується ЕР, то при оцінці показників експресії досліджених ІГХ маркерів з використанням непараметричного коефіцієнта кореляції Спірмена було встановлено, що в міру зростання стадії пухлинної прогресії спостерігалися: достовірні високі позитивні зв’язки між S експресії MMP-1, MMP-3 і MMP-9 (р<0,05); також звертало на себе увагу наявність достовірного помірного зв’язку між S експресії MMP-9 і S експресії β-catenin (р<0,05); встановлено наявність високого зворотного зв’язку між S експресії Е-саdherin і β-саtenin (р<0,05); виявлено наявність помірного негативного і високого позитивного зв’язків між L експресії Е-саdherin та L експресії MMP-9 і β-catenin відповідно (р<0,05) (табл. 8.9).
Таблиця 8.9

Взаємозв’язки показників ІГХ маркерів, що відображають стан ЕЦМ і міжклітинної адгезії в ЕР
	Коефіцієнт кореляції Спірмена

	S експресії, %

	ІГХ

маркери
	MMP-1
	MMP-3
	MMP-9
	E-cadherin
	β-catenin

	MMP-1
	1,00
	+0,89
	+0,84
	-0,47
	+0,42

	MMP-3
	+0,89
	1,00
	+0,84
	-0,55
	+0,46

	MMP-9
	+0,84
	+0,84
	1,00
	-0,55
	+0,58

	E-cadherin
	-0,47
	-0,55
	-0,55
	1,00
	-0,83

	β-catenin
	+0,42
	+0,46
	+0,58
	-0,83
	1,00

	L експресії, од.

	ІГХ

маркери
	MMP-1
	MMP-3
	MMP-9
	E-cadherin
	β-catenin

	MMP-1
	1,00
	+0,18
	+0,29
	+0,37
	+0,24

	MMP-3
	+0,18
	1,00
	+0,16
	+0,34
	+0,43

	MMP-9
	+0,29
	+0,16
	1,00
	-0,56
	+0,29

	E-cadherin
	+0,37
	+0,34
	-0,56
	1,00
	+0,78

	β-catenin
	+0,24
	+0,43
	+0,29
	+0,78
	1,00

	

	
	– зв’язок помірної сили

	
	– зв’язок високої сили


Таким чином, кореляційний аналіз в поєднанні з наведеними вище даними продемонстрував два взаємопов’язаних процеси: деградації ЕЦМ і втрати клітинної адгезії, які посилювалися в міру зростання пухлинної прогресії, що сприяло дисоціації пухлинних клітин і, як наслідок, інвазії та метастазуванню. При цьому даний аналіз наглядно підтвердив односпрямованість процесу руйнування різних компонентів ЕЦМ [81].
Також було встановлено, що у пацієнтів з наявністю судинної інвазії показники S і L експресії всіх досліджених маркерів, за винятком L MMP-9 і Е-саdherin, були достовірно більшими, ніж у пацієнтів без неї. Крім цього, порівнюючи показники ІГХД пацієнтів з лімфогенними метастазами і пацієнтів без метастатичного ураження лімфатичних вузлів було встановлено, що S експресії MMP-1, MMP-3 і MMP-9, а також L експресії MMP-3 і β-саtenin були достовірно меншими у останніх. Порівняння показників експресії досліджуваних маркерів у пацієнтів з віддаленими метастазами виявив, що лише S експресії MMP-9 та L експресії MMP-1 були достовірно більшими, ніж у пацієнтів без віддалених метастазів (табл. 8.10).
Наведене, доводить, що розвиток клініко-морфологічних ознак агресивного характеру ЕР, таких як судинна інвазія і розвиток метастатичної хвороби опосередковані збільшенням показників експресії маркерів, що відображають стан ЕЦМ (MMP-1, MMP-3 і MMP-9), а також змінами в експресії маркерів міжклітинної адгезії (Е-саdherin і β-саtenin).

Оцінювання показників експресії ІГХ маркерів, що відображають стан ЕЦМ, в ПЖМПТ і ТПТ з використанням непараметричного коефіцієнта кореляції Спірмена встановила, що в міру зростання стадії пухлинної прогресії спостерігалися достовірні високі та дуже високі позитивні зв’язки між S та L експресії MMP-1, MMP-3 і MMP-9 (р<0,05) (табл. 8.11).
Також було встановлено, що у хворих на ПЖМПТ, які мали судинну інвазію та лімфогенні метастази, показники S і L експресії всіх досліджених MMP (за винятком S MMP-3) були достовірно більшими, ніж у пацієнтів без зазначених характеристик. Подібна картина спостерігалась і у пацієнтів з віддаленими метастазами – показники S та L експресії MMP-1, MMP-3 і MMP-9 (за винятком L MMP-3) у них були достовірно вищими за аналогічні у пацієнтів без віддалених метастазів (табл. 8.12) [81].
Таблиця 8.10

Зв’язок показників ІГХ маркерів з агресивністю ЕР

	U критерій Манна-Уітні

	
	MMP-1, S, %
	MMP-1, L, од.
	MMP-3, S, %
	MMP-3, L, од.
	MMP-9, S, %
	MMP-9, L, од.
	E-cadherin, S, %
	E-cadherin, L, од.
	β-catenin, S, %
	β-catenin, L, од.

	Віддалені метастази
	«+»
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4
	4

	
	«–»
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	
	p
	>0,05
	0,01
	>0,05
	>0,05
	0,01
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05

	Лімфогенні метастази
	«+»
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	
	«–»
	6
	6
	6
	6
	6
	6
	6
	6
	6
	6

	
	p
	0,003
	>0,05
	0,01
	0,02
	0,02
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	0,05

	Судинна інвазія
	«+»
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	8

	
	«–»
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5

	
	p
	0,003
	0,02
	0,003
	0,04
	0,003
	>0,05
	0,02
	>0,05
	0,03
	0,03


Що стосується пацієнтів з ТПТ, котрі мали судинну інвазію та лімфогенні метастази, то і у них показники S і L експресії досліджених MMP були достовірно більшими, ніж у пацієнтів без цих ознак агресивності пухлини (табл. 8.12).

Наведене, без сумніву, доводить, що розвиток клініко-морфологічних ознак агресивного характеру ПЖМПТ і ТПТ, таких як судинна інвазія і розвиток метастатичної хвороби опосередковані збільшенням S та L експресії маркерів стану ЕЦМ (MMP-1, MMP-3 і MMP-9).
Оцінювання показників експресії досліджених ІГХ маркерів з використанням непараметричного коефіцієнта кореляції Спірмена встановила, що в ТПТ в міру зростання стадії пухлинної прогресії спостерігалися достовірні високі та дуже високі позитивні зв’язки між S та L експресії Е-саdherin і β-саtenin (r= +0,88 і r= +0,93 відповідно, р<0,05). В ПЖМПТ подібних кореляційних зв’язків виявлено не було.

Таблиця 8.11

Взаємозв’язки показників ІГХ маркерів, що відображають стан ЕЦМ в ПЖМПТ і ТПТ

	Коефіцієнт кореляції Спірмена

	S експресії, %

	ПЖМПТ
	
	ТПТ

	ІГХ

маркери
	MMP-1
	MMP-3
	MMP-9
	
	ІГХ

маркери
	MMP-1
	MMP-3
	MMP-9

	MMP-1
	1,00
	+0,82
	+0,97
	
	MMP-1
	1,00
	+0,84
	+0,89

	MMP-3
	+0,82
	1,00
	+0,75
	
	MMP-3
	+0,84
	1,00
	+0,86

	MMP-9
	+0,97
	+0,75
	1,00
	
	MMP-9
	+0,89
	+0,86
	1,00

	L експресії, од.

	ІГХ

маркери
	MMP-1
	MMP-3
	MMP-9
	
	ІГХ

маркери
	MMP-1
	MMP-3
	MMP-9

	MMP-1
	1,00
	+0,83
	+0,93
	
	MMP-1
	1,00
	+0,89
	+0,89

	MMP-3
	+0,83
	1,00
	+0,80
	
	MMP-3
	+0,89
	1,00
	+0,88

	MMP-9
	+0,93
	+0,80
	1,00
	
	MMP-9
	+0,89
	+0,88
	1,00

	

	
	– зв’язок високої сили

	
	– зв’язок дуже високої сили


Таким чином, кореляційний аналіз в поєднанні з наведеними вище даними продемонстрував прогресуючу втрату міжклітинної адгезії, яка посилювалась в міру зростання пухлинної прогресії, що сприяло дисоціації пухлинних клітин і, як наслідок, інвазії та метастазуванню.

Також було встановлено, що хворі на ПЖМПТ із судинною інвазією, лімфогенними та віддаленими метастазами порівняно з пацієнтами без зазначених характеристик агресивності пухлини, мали достовірно вищі показники S і L експресії β-саtenin (за винятком L β-саtenin у пацієнтів з віддаленими метастазами). При цьому різниці в експресії Е-саdherin виявлено не було.

Що стосується ТПТ, то тут спостерігалась протилежна картина – у хворих із судинною інвазією і лімфогенними метастазами S і L експресії Е-саdherin були достовірно меншими, ніж у пацієнтів без них, різниці в експресії β-саtenin не було (табл. 8.13).
Таблиця 8.12

Зв’язок показників ІГХ маркерів з агресивністю ПЖМПТ і ТПТ

	U критерій Манна-Уітні

	ПЖМПТ

	
	MMP-1, S, %
	MMP-1, L, од.
	MMP-3, S, %
	MMP-3, L, од.
	MMP-9, S, %
	MMP-9, L, од.

	Віддалені метастази
	«+»
	2
	2
	2
	2
	2
	2

	
	«–»
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	
	p
	0,04
	0,04
	0,04
	>0,05
	0,04
	0,04

	Лімфогенні метастази
	«+»
	5
	5
	5
	5
	5
	5

	
	«–»
	4
	4
	4
	4
	4
	4

	
	p
	0,01
	0,01
	>0,05
	0,01
	0,01
	0,01

	Судинна інвазія
	«+»
	5
	5
	5
	5
	5
	5

	
	«–»
	4
	4
	4
	4
	4
	4

	
	p
	0,01
	0,01
	>0,05
	0,01
	0,01
	0,01

	ТПТ

	
	MMP-1, S, %
	MMP-1, L, од.
	MMP-3, S, %
	MMP-3, L, од.
	MMP-9, S, %
	MMP-9, L, од.

	Лімфогенні метастази
	«+»
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	
	«–»
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	
	p
	0,001
	0,01
	0,001
	0,01
	0,001
	0,001

	Судинна інвазія
	«+»
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	
	«–»
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	
	p
	0,001
	0,01
	0,001
	0,01
	0,001
	0,001


Таблиця 8.13

Зв’язок показників ІГХ маркерів клітинної адгезії з агресивністю ПЖМПТ і ТПТ

	U критерій Манна-Уітні

	ПЖМПТ

	
	Е-саdherin, S, %
	Е-саdherin, L, од.
	β-саtenin, S, %
	β-саtenin, L, од.

	Віддалені метастази
	«+»
	2
	2
	2
	2

	
	«–»
	7
	7
	7
	7

	
	p
	>0,05
	>0,05
	0,04
	>0,05

	Лімфогенні метастази
	«+»
	5
	5
	5
	5

	
	«–»
	4
	4
	4
	4

	
	p
	>0,05
	>0,05
	0,01
	0,01

	Судинна інвазія
	«+»
	5
	5
	5
	5

	
	«–»
	4
	4
	4
	4

	
	p
	>0,05
	>0,05
	0,01
	0,01

	ТПТ

	
	Е-саdherin, S, %
	Е-саdherin, L, од.
	β-саtenin, S, %
	β-саtenin, L, од.

	Лімфогенні метастази
	«+»
	7
	7
	7
	7

	
	«–»
	9
	9
	9
	9

	
	p
	0,01
	0,01
	>0,05
	>0,05

	Судинна інвазія
	«+»
	7
	7
	7
	7

	
	«–»
	9
	9
	9
	9

	
	p
	0,02
	0,02
	>0,05
	>0,05


Наведене, доводить, що розвиток клініко-морфологічних ознак агресивного характеру ПЖМПТ, таких як судинна інвазія і розвиток метастатичної хвороби, опосередковані збільшенням S і L експресії β-саtenin, а в ТПТ – зменшенням зазначених показників, але в експресії Е-саdherin.
Роль ангіогенезу в розвитку, інвазії та метастазуванні злоякісних пухлин є загальновизнаною. Однак вивчення механізмів утворення кровоносних судин, розробка методів оцінювання пухлинного ангіогенезу, а також особливості застосування IГХ маркерів CD31 і CD34 для оцінювання агресивності пухлини і прогнозу є актуальними [69, 134].

Незважаючи на велику кількість публікацій з даної теми, залишаються не до кінця вивченими шляхи утворення нових судин, вплив щільності внутрішньопухлинних судин на пухлинну прогресію як в карциномі «in situ», так і в інвазійних новоутвореннях. Наукових робіт, в яких вивчаються ретракційні щілини в пухлинній тканині, вкрай мало. Отримано дані про участь пустот навколо пухлинних клітин в лімфангіогенезі та, відповідно, в утворенні метастазів в лімфатичних вузлах, що несприятливо позначається на прогнозі [69].

Для дослідження процесів васкуляризації в ГПЯ вивчали експресію маркерів CD31 і CD34.

Молекула адгезії тромбоцитів / ендотеліальних клітин-1 (PECAM-1/CD31), яка пов’язана з низкою судинних функцій (включно з ангіогенезом та трансміграцією лейкоцитів через ендотелій), є основним трансмембранним глікопротеїном, який належить до суперсімейства імуноглобулінів, і переважно експресується на поверхні клітин крові та ендотеліальних клітинах [434, 499, 512]. 
Дослідження in vitro та in vivo показали, що PECAM-1/CD31 сприяє цілісності судинного бар’єру [169, 187, 269, 368], а його адгезивні властивості значною мірою залежать від здатності утворювати гомофільні взаємодії PECAM-1/PECAM-1. Такі взаємодії є необхідними для концентрації PECAM-1 на ендотеліальних міжклітинних границях [499], де він регулює судинну проникність та міграцію лейкоцитів [341, 397].

CD31 добре зарекомендував себе в дослідженні ЩС у злоякісних пухлинах. Повідомляється, що CD31 бере участь у ангіогенезі, наприклад, на ранніх стадіях раку молочної залози [218] і використовується як прогностичний маркер раку носоглотки [467], плоскоклітинного раку гортані [476]. Sion-Vardy N. та співавтори виявили значно збільшену кількість судин у пухлинах голови та шиї з більш глибокою інвазією [486].

При аналізі даних ІГХД маркера CD31 було встановлено, що S його експресії в семіномі при переході від початкових до більш пізніх стадій пухлинної прогресії збільшувалась. Водночас зазначений показник в групі «1» був достовірно нижчим порівняно з таким в більш пізніх стадіях (групи «2» і «3») (р<0,05), а S експресії CD31 у єдиному випадку групи «4» була вище за таку в кожному окремому спостереженні груп «1» і «2» (р<0,05). Водночас достовірних відмінностей в S експресії CD31 між групами «2» і «3» не відзначалось (рис. 8.35). L експресії CD31 в семіномі була сильною, а її рівень не мав достовірних відмінностей між дослідженими групами.

В ЕР, як і в семіномі, в міру зростання стадії пухлинної прогресії також збільшувалась і S експресії CD31, яка в групі «4» була достовірно вищою за таку в групах «1» і «2» (р<0,05), між якими достовірних відмінностей у вказаному параметрі виявлено не було (рис. 8.36). Як і в семіномі, L експресії CD31 у досліджених групах ЕР була сильною і не мала достовірних відмінностей одна від одної.

В ПЖМПТ відбувались аналогічні зміни: при переході від початкових (група «1») до пізніх (групи «2» і «4») стадій пухлинної прогресії S експресії CD31 зростала і мала достовірні відмінності у вказаному параметрі між кожною з досліджених груп (р<0,05). L експресії CD31 в досліджених групах ПЖМПТ була помірною і не мала достовірних відмінностей одна від одної [96].

Аналіз маркера CD31 в ТПТ показав, що S його експресії в однокомпонентних ТПТ, які складались виключно зі зрілих тканин (група «0»), і ТПТ, як складових змішаних ГПЯ (група «1»), не мала достовірних відмінностей. Однак S експресії CD31 в ТПТ групи «2» була достовірно вищою за аналогічний показник у попередніх групах (р<0,01). У міру зростання стадії пухлинної прогресії ТПТ збільшувалась і L експресії CD31, яка в досліджених групах мала достовірні розбіжності в кожній з них (р<0,05).

ЩС – параметр для оцінювання ангіогенезу, який широко використовується при дослідженні злоякісних пухлин. Підрахунок мікросудин в пухлині здійснюється за допомогою специфічних маркерів ендотеліальних клітин CD31 та/або CD34 [12, 56, 69].
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Рис. 8.35. S експресії CD31 і CD34 в семіномі, %.
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Рис. 8.36. S експресії CD31 і CD34 в ЕР, %.
Збільшення ЩС вважається несприятливим фактором для багатьох пухлин, особливо при раку передміхурової залози, молочної залози і злоякісних захворюваннях системи крові [232, 339, 405].

Аналізуючи наведені дані ІГХД треба відмітити, що ЩС в семіномі збільшувалась при переході від початкових до більш пізніх стадій пухлинної прогресії, маючи при цьому достовірні відмінності у вказаному параметрі в кожній з досліджених груп (р<0,05) (рис. 8.37).
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Рис. 8.37. ЩС в семіномі, ЕР, ПЖМПТ і ТПТ, шт. в полі зору

В ЕР спостерігалась аналогічна картина за винятком відсутності достовірних відмінностей у ЩС між групами «1» і «2», що говорить про доволі значну васкуляризацію даного гістологічного типу ГПЯ вже на початкових стадіях пухлинної прогресії (рис. 8.37) [428].

А в ПЖМПТ було виявлено, що ЩС в кожній з досліджених груп знаходилась майже на однаковому рівні і не мала достовірних відмінностей у вказаному показнику, що також свідчить, як і в ЕР, про значну васкуляризацію ПЖМПТ, починаючи з ранніх стадій (рис. 8.37) [96].

Протилежну картину було виявлено при аналізі ЩС в ТПТ: так, в «чистих» тератомах, що були побудовані виключно зі зрілих тканинних елементів (група «0»), ЩС була достовірно вищою за таку в групах «1» і «2», між якими достовірної різниці в зазначеному показнику виявлено не було (рис. 8.37).

В ГПЯ, які були представлені одиничними спостереженнями, відбувалось таке: в СП (група «2») ЩС була значною і перевищувала відповідні середньогрупові значення в усіх досліджених ГПЯ, а в ТМСТ групи «1», злоякісний компонент якої був представлений фібросаркомою з міксоїдним компонентом, навпаки, ЩС була меншою за відповідні середньогрупові значення в усіх досліджених ГПЯ. Що стосується ТМСТ групи «4», злоякісний компонент якої був представлений помірнодиференційованою аденокарциномою, ЩС була значною [96].

Таким чином, можна зробити висновок, що, в цілому, васкуляризація досліджених ГПЯ була більш значною на пізніх стадіях пухлинної прогресії, які характеризувались розвитком лімфо- і гематогенних метастазів.

CD34 являє собою сіаломуцин, який експресується на гемопоетичних стовбурових клітинах, прогеніторних та ендотеліальних клітинах малих судин і на капілярних ендотеліальних клітинах, але відсутній у повністю диференційованих гемопоетичних клітинах; CD34 є високочутливим біомаркером для диференціювання ендотеліальних клітин, який широко вивчається при пухлинному ангіогенезі [154, 322, 359, 382, 472].

CD34 можна використовувати як маркер для ендотеліальних клітин судин, що дозволяє проводити кількісний аналіз мікросудинної щільності [154].

Вивчення маркера CD34 по казало, що в семіномі та ЕР відмінності в S його експресії мали місце тільки між пізніми стадіями пухлинної прогресії та не мала різниці в зазначеному параметрі з початковими стадіями. А в ПЖМПТ достовірних відмінностей в показнику S експресії CD34 між дослідженими групами взагалі виявлено не було. У ТПТ було відзначено достовірне зменшення S експресії CD34 в групах «1» і «2» відносно групи «0». Типовою для ТПТ також була відсутність закономірностей в інтенсивності експресії CD34 залежно від групи дослідження (рис. 8.35, 8.36).

Таким чином, аналіз S та L експресії маркера CD34 не виявив особливостей васкуляризації, що притаманні тій, чи інший ГПЯ.

При порівняльному аналізі маркерів CD34 і CD31 привертало увагу те, що значення S та L їхньої експресії в семіномі та ЕР майже збігалися і не мали достовірних відмінностей між собою. А при вивченні вказаних маркерів в ПЖМПТ і ТПТ було виявлено невідповідність в значеннях S їхньої експресії – в кожній з досліджених груп S експресії CD34 перевищувала S експресії CD31 (p<0,05).
Відомо, що в деяких пухлинах утворюється мало нових судин, що пояснюється великою кількістю в них стромальних ділянок, в яких судини відсутні зовсім [549]. Вважаємо, що дана особливість притаманна і ТПТ, оскільки її тканинними складовими майже завжди є хондроїдний і фіброзний компоненти, перший з яких спочатку аваскулярний, а в другому судини або відсутні зовсім, або їхня кількість мізерна.

Водночас відомо, що саме високоангіогенні первинні пухлини з великою внутрішньопухлинною ЩС мають більшу здатність утворювати метастази [233, 241, 534, 550].

Було проаналізовано відмінності у ЩС залежно від гістологічного типу ГПЯ в межах однієї групи дослідження (де це було статистично можливо). Так, ЩС в ПЖМПТ початкових стадій (група «1») була достовірно вищою за аналогічний показник в семіномі та ТПТ (р<0,05), однак відмінностей в ЩС між іншими дослідженими ГПЯ виявлено не було. А між показниками ЩС кожної ГПЯ групи «2» визначались достовірні відмінності (р<0,01): так за вказаним показником перше місце належало ПЖМПТ, друге – ЕР, третє – семіномі, а четверте – ТПТ.

Прогноз перебігу захворювання дуже тісно пов’язаний з ймовірністю появи метастазів. Тому найголовніша вимога для прогностичних маркерів – їхня ясна біологічна роль, яка визначає агресивність кожної окремо взятої пухлини [385, 530]. ЩС в пухлині, як прогностичний маркер, повністю відповідає цій вимозі з таких причин. По-перше, ангіогенез необхідний для переходу від преінвазійної (карцинома «in situ») до інвазійної стадії первинної пухлини [161, 274, 440, 506, 544]. По-друге, в інвазійних пухлинах, навіть в однакових гістологічних типах, ангіогенна активність неоплазії розрізняється [258]. Це робить можливим розділяти пацієнтів за ступенем ангіогенної активності пухлини.

При оцінці числових показників експресії маркерів CD31 і CD34 з використанням непараметричного коефіцієнта кореляції Спірмена було встановлено, що в семіномі в міру зростання стадії пухлинної прогресії спостерігалися достовірні дуже високий і помірний позитивні зв’язки між S експресії CD31 і CD34 зі ЩС (r= +0,93; r= +0,56; р<0,05 відповідно). Таким чином, кореляційний аналіз в поєднанні з наведеними вище даними продемонстрував посилення неоангіогенезу в семіномі в міру зростання стадії пухлинної прогресії, а також підтвердив ефективність застосованої методики підрахунку S експресії CD31 і CD34 [429].

Також було встановлено, що у пацієнтів з лімфогенними метастазами, судинною інвазією, а також інвазією в придаток, білкову і вагінальну оболонки яєчка ЩС та S експресії CD31 були достовірно більшими за такі у хворих без зазначених характеристик. Крім цього, при порівнянні показників ІГХД пацієнтів з інвазією в придаток яєчка і хворих без неї було встановлено, що L експресії CD34 була достовірно меншою у останніх. А у хворих на семіному, які мали інвазію в сім’яний канатик, ЩС була достовірно вищою, ніж у пацієнтів без неї (табл. 8.14) [429].

Наведене, доводить, що розвиток клініко-морфологічних ознак агресивного характеру семіноми, таких як інвазійний зріст і розвиток метастатичної хвороби опосередковані збільшенням показників експресії маркерів CD31 і CD34, що відображають процеси неоангіогенезу і ступеня васкуляризації [429].

Таблиця 8.14

Зв’язок показників ІГХ маркерів, що відображають васкуляризацію, з агресивністю семіноми

	U критерій Манна-Уітні

	
	CD31,

S, %
	CD31,

L, од.
	CD34,

S, %
	CD34,

L, од.
	ЩС, шт. в СПЗ

	Лімфогенні метастази
	«+»
	9
	9
	9
	9
	9

	
	«–»
	4
	4
	4
	4
	4

	
	p
	0,01
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	0,01

	Судинна інвазія
	«+»
	9
	9
	9
	9
	9

	
	«–»
	4
	4
	4
	4
	4

	
	p
	0,01
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	0,01

	Інвазія в придаток яєчка
	«+»
	5
	5
	5
	5
	5

	
	«–»
	8
	8
	8
	8
	8

	
	p
	0,01
	>0,05
	>0,05
	0,02
	0,04

	Інвазія в білкову і вагінальну оболонки яєчка
	«+»
	4
	4
	4
	4
	4

	
	«–»
	9
	9
	9
	9
	9

	
	p
	0,04
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	0,04

	Інвазія в сім’яний канатик
	«+»
	3
	3
	3
	3
	3

	
	«–»
	10
	10
	10
	10
	10

	
	p
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	0,04


В ЕР оцінювання кількісних показників експресії досліджених маркерів встановила, що в міру зростання стадії пухлинної прогресії спостерігалися дуже високі позитивні зв’язки між S експресії CD31 та CD34 зі ЩС (r= +0,92; r= +0,93; р<0,05 відповідно). Заразом між S експресії CD31 та S експресії CD34 також було встановлено дуже високий позитивний зв’язок (r= +0,96; р<0,05). Таким чином, кореляційний аналіз продемонстрував посилення неоангіогенезу в ЕР, як і в семіномі, в міру зростання стадії пухлинної прогресії [428].

Було встановлено, що у хворих на ЕР, які мали віддалені метастази, S експресії CD31 і CD34, а також ЩС були достовірно вищими за аналогічні показники у хворих без віддалених метастазів. Крім цього, у пацієнтів із судинною інвазією ЩС була вищою за таку у пацієнтів без неї (табл. 8.15).

Таблиця 8.15

Зв’язок показників ІГХ маркерів, що відображають васкуляризацію, з агресивністю ЕР

	U критерій Манна-Уітні

	
	CD31,

S, %
	CD31,

L, од.
	CD34,

S, %
	CD34,

L, од.
	ЩС, шт. в СПЗ

	Віддалені метастази
	«+»
	4
	4
	4
	4
	4

	
	«–»
	9
	9
	9
	9
	9

	
	p
	0,03
	>0,05
	0,03
	>0,05
	0,01

	Судинна інвазія
	«+»
	8
	8
	8
	8
	8

	
	«–»
	5
	5
	5
	5
	5

	
	p
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	0,02


Наведене, доводить, що розвиток клініко-морфологічних ознак агресивного перебігу ЕР, таких як судинна інвазія і розвиток метастатичної хвороби, опосередковані збільшенням показників експресії маркерів CD31 і CD34, що відображають процеси неоангіогенезу і ступеня васкуляризації.
Водночас у ПЖМПТ в міру зростання стадії пухлинної прогресії зв’язки між S та L експресії CD31, CD34, а також ЩС були відсутні, що, як було зазначено раніше, обумовлено високим ступенем васкуляризації даного гістологічного типу ГПЯ вже на початкових стадіях.

Також було встановлено, що у пацієнтів із судинною інвазією, а також лімфогенними метастазами S експресії CD31 була достовірно вищою за аналогічний показник у хворих без зазначених характеристик (табл. 8.16).

Таблиця 8.16

Зв’язок показників ІГХ маркерів, що відображають васкуляризацію, з агресивністю ПЖМПТ

	U критерій Манна-Уітні

	
	CD31,

S, %
	CD31,

L, од.
	CD34,

S, %
	CD34,

L, од.
	ЩС, шт. в СПЗ

	Лімфогенні метастази
	«+»
	5
	5
	5
	5
	5

	
	«–»
	4
	4
	4
	4
	4

	
	p
	0,01
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05

	Судинна інвазія
	«+»
	5
	5
	5
	5
	5

	
	«–»
	4
	4
	4
	4
	4

	
	p
	0,01
	>0,05
	>0,05
	>0,05
	>0,05


Відсутність подібних закономірностей стосовно експресії CD34, а також ЩС пояснюється наявністю описаного вище випадка групи «1» з гіперекспресією даного маркера. Тоді як при вилученні з вибірки даного спостереження ситуація змінювалась – S експресії CD34 і ЩС у пацієнтів із судинною інвазією та лімфогенними метастазами були вище ніж у пацієнтів без них (p<0,05).
У ТПТ в міру зростання стадії пухлинної прогресії спостерігався достовірний високий позитивний зв’язок між S експресії CD34 і ЩС (r= +0,88; р<0,05). Також було встановлено достовірні високі оборотні зв’язки між ЩС та L експресії CD31 і CD34 (r= -0,71; r= -0,71; р<0,05), тобто ЩС знижувалась, а L, навпаки, зростала. При цьому між L експресії CD31 та L експресії CD34 було встановлено високий позитивний зв’язок (r= +0,81; р<0,05).

При цьому у пацієнтів із судинною інвазією і лімфогенними метастазами S та L експресії CD31 були достовірно вищими, а L експресії CD34 і ЩС, навпаки, меншими за аналогічні показники у хворих без зазначених характеристик (табл. 8.17). Даний факт може бути пояснений превалюванням експресії CD34 в зрілих тканинних складових над такою в ембріональних тканинах ТПТ групи «1» і відсутністю описаної картини в ТПТ групи «2». Водночас зазначене свідчить про обґрунтованість об’єднання «зрілих» і «незрілих» тератом в один гістологічний тип ГПЯ у новій класифікації ВООЗ 2016 року [390].

Таблиця 8.17

Зв’язок показників ІГХ маркерів, що відображають васкуляризацію,  з агресивністю ТПТ

	U критерій Манна-Уітні

	
	CD31,

S, %
	CD31,

L, од.
	CD34,

S, %
	CD34,

L, од.
	ЩС, шт. в СПЗ

	Лімфогенні метастази
	«+»
	7
	7
	7
	7
	7

	
	«–»
	9
	9
	9
	9
	9

	
	p
	0,001
	0,001
	>0,05
	0,001
	0,03

	Судинна інвазія
	«+»
	7
	7
	7
	7
	7

	
	«–»
	9
	9
	9
	9
	9

	
	p
	0,001
	0,001
	>0,05
	0,001
	0,03


Таким чином, розвиток клініко-морфологічних ознак агресивного перебігу пухлин, таких як судинна інвазія і розвиток метастатичної хвороби, в ПЖМПТ опосередковані підвищенням S експресії CD31 і CD34, а також збільшенням ЩС, а в ТПТ –  збільшенням S та L експресії CD31.

Питання ангіогенезу в пухлинній тканині представляють, безсумнівно, великий інтерес особливо у зв’язку з розробкою методів антиангіогенної терапії [69].

Досліджуючи неоангіогенез в ГПЯ, ми не тільки визначали кількісні показники S та L експресії маркерів CD31 і CD34, а також ЩС в пухлинній тканині, але звернули увагу на його якісні особливості, а саме на різні шляхи утворення нових судин. Очевидним був ангіогенез, при якому формування судин відбувалось на підставі проліферації ендотеліальних клітин із передіснуючих мікросудин, утворення ними тяжів, в яких згодом з’являлись просвіти. Другий шлях утворення пухлинних судин був пов’язаний з прогеніторними ендотеліальними клітинами, які є попередниками ендотеліальних клітин, і які добре ідентифікувались за допомогою маркера CD34 у вигляді поодиноких клітин, їхніх невеликих скупчень і ланцюжків. Нам вдалось побачити динаміку утворення судин з прогеніторних ендотеліоцитів (васкулогенез) від проліферації цих клітин до утворення серед них невеличких просторів, які подовжуючись, формували примітивну сітку майбутніх судин.

Під час дослідження різних гістологічних типів ГПЯ ми звернули увагу на наявність в них васкулогенних каналів, які нагадували судини, але не мали ендотеліальної вистілки і, відповідно, в них не було CD31/CD34-імунопозитивного забарвлення. Дане явище становить васкулогенну мімікрію, за якою формування вказаних каналів відбувалось без участі ендотеліоцитів (de novo), тобто незалежно від ангіогенезу. Про такі різні шляхи постачання в пухлину крові та живильних речовин є окремі відомості в науковій літературі [15, 16, 27].

Таким чином, наше дослідження неоангіогенезу довело, що в ГПЯ існує поєднання ангіо-, васкулогенезу та васкулогенної мімікрії, як обов’язкових складових формування нових пухлинних судин.

При дослідженні процесів неоангіогенезу примітною виявилась його інтенсифікація в ділянках пухлинної інвазії та поблизу осередків некрозу і крововиливів. Відомо, що зміни місцевих гемодинамічних і метаболічних умов впливають на ріст судин, а при розвитку некрозу відбувається виділення великої кількості біологічно активних проангіогенних речовин [54].

В окремих спостереженнях найбільш частих ГПЯ (семінома і ЕР) нами було вивчено маркери MCT1 і PD-L1. Дослідження було пошуковим, не претендувало на остаточні узагальнюючі висновки, але, водночас, отримані результати виявились такими, що спрямовують на подальше вивчення експресії вказаних маркерів в ГПЯ.

Дослідження маркера МСТ1 в семіномі не виявило його експресії. Водночас в ЕР експресія маркера була інтенсивною, хоча і в поодиноких клітинах. Наведене певною мірою доводить, що семінома є менш агресивною ГПЯ порівняно з ЕР.
Щодо PD-L1, то в семіномі було відзначено експресію даного маркера, при цьому S і L експресії, зростали у міру пухлинної прогресії – при переході від групи «1» до групи «2». В ЕР S експресії PD-L1 також зростала при прогресуванні пухлини – при переході від групи «1» до групи «4».

Наведені дані дозволяють стверджувати про наявність імунологічної «втечі» в описуваних гістологічних типах ГПЯ і припустити позитивну відповідь на іммунотерапію, що направлена на механізм сигнального шляху PD-L1 [190, 291, 436].

У частині ГПЯ, які було досліджено ІГХ методом, в прилеглій до пухлини тканині сім’яних залоз було виявлено осередки GCNIS.

Дослідження проліферативної активності виявило інтрануклеарну реакцію з Ki-67 в клітинах GCNIS, однак її вираженість була різною залежно від групи до якої відносилась та чи інша ГПЯ. Так, в осередках GCNIS в ПЖМПТ (група «1») S та ІП були низькими. А в ЕР (група «2») реакція з Ki-67 в GCNIS характеризувалась достовірним зростанням як показників S та L експресії Ki-67, так і ІП (p<0,01). ІГХ вивчення маркера апоптоза Bax в GCNIS встановило, що реакція була або негативною (ТПТ групи «0»), або вкрай слабкою (ЕР в поєднанні з ТПТ групи «2»). А Експресія маркера антиапоптоза Bcl-2 в GCNIS була, взагалі, відсутня.
Таким чином, апоптотичні процеси в GCNIS, незалежно від групи дослідження, були вкрай незначними або повністю відсутніми, що в сукупності з даними о проліферації говорить про деяке превалювання останньої [79].

Як відомо, мутації р53 можуть ініціювати канцерогенез, визначати його початкові етапи, а також виникати в процесі росту пухлини, що зумовлює зростання її агресивних властивостей. Мутантний ген-супресор р53 визначається при багатьох злоякісних новоутвореннях, але в ГПЯ він зустрічається рідко, що свідчить про невисоку агресивність даних пухлин [542]. В нашій роботі експресія маркера р53 була досліджена в GCNIS двох змішаних ГПЯ, обидві з яких відносились до групи «2» (ЕР в поєднанні з семіномою та ЕР в поєднанні з ТПТ), та одному спостереженні групи «4», яке також було представлено змішаною ГПЯ (ЕР в поєднанні з ТПТ). В усіх представлених випадках експресія маркера р53 не визначалась. Таким чином, оскільки в осередках GCNIS вказаних ГПЯ, які характеризувались наявністю метастазів, мутантний р53 не виявлявся, можна припустити його незначну роль в канцерогенезі даних пухлин.

У ділянках GCNIS було вивчено низку ММР, а саме ММР-1, ММР-3, ММР-9, та їхній тканинний інгібітор – ТІМР-1. Експресія MMP-1 була досліджена в двох спостереженнях: ПЖМПТ групи «1» і ЕР групи «4». В першому з них експресія MMP-1 в GCNIS була відсутня, а в другому – відзначалась, тобто можна припустити, що відсутність чи наявність експресії MMP-1 в GCNIS залежить від стадії пухлинної прогресії ГПЯ. Маркер MMP-3 був досліджений в GCNIS трьох спостережень ГПЯ. В першому (ПЖМПТ групи «1») та другому (ЕР в поєднанні з семіномою групи «2») спостереженнях в ділянках GCNIS відзначалось позитивне забарвлення з помірною L і невеликою S забарвлення, а в третьому випадку (ЕР в поєднанні з ТПТ групи «4») реакція з маркером характеризувалась суттєвим збільшенням S забарвлення (p<0,001). Дослідження в GCNIS експресії MMP-9 було проведене в п’ятьох спостереженнях і показало, що в міру зростання стадії пухлинної прогресії від групи «1» (семінома в поєднанні з ПЖМПТ) до групи «2» (ЕР в поєднанні з семіномою та ЕР в поєднанні з ТПТ), а потім до групи «4» (ЕР і ТПТ) зростали S і L експресії MMP-9. Експресію TIMP-1 в GCNIS всіх досліджених ГПЯ виявлено не було.

Таким чином, в осередках GCNIS пізніх стадій пухлинної прогресії ГПЯ процеси деградації ЕЦМ були більш виражені порівняно з такими в ранніх стадіях, що, можливо, пов’язано з наявністю в розвиненій пухлинній тканині так званого «пухлинного поля», яке причетне до неопластичної трансформації нормальних клітин в пухлинні. Серед усіх досліджених ММР експресія ММР-9 була найбільш вираженою [79].

Як було зазначено, E-cadherin і β-catenin дозволяють досліджувати стан клітинних контактів, ослаблення яких розцінюється як один з ключових механізмів інвазії. E-cadherin і β-catenin були вивчені в ділянках GCNIS п’яти спостережень ГПЯ. Незалежно від групи дослідження, експресії E-cadherin виявлено не було. Разом з тим експресія β-catenin визначалась в усіх досліджених випадках, але характеризувалась деякими відмінностями. В одному спостереженні (ПЖМПТ групи «1») β-catenin-імунопозитивне забарвлення мало атипову цитоплазматичну локалізацію, дуже малу S і слабку L. В групі «2» було досліджено GCNIS в двох змішаних ГПЯ. У першій з них (ЕР в поєднанні з семіномою) виявлялось нерівномірне цитоплазматичне імунопозитивне забарвлення, при цьому S експресії β-catenin була незначною, а L – слабкою. В другій пухлині (ЕР в поєднанні з ТПТ) S та L експресії β-catenin були значно більшими за такі в попередньому спостереженні, але забарвлення також характеризувалось виключно цитоплазматичною локалізацією. У двох пухлинах, які відносились до групи «4» (ЕР та ЕР в поєднанні з ТПТ), S експресії β-catenin була незначною, а L – слабкою. В обох випадках розташування β-catenin було виключно цитоплазматичним, з великими осередками повної редукції маркера.

Таким чином, для GCNIS характерна редукція E-cadherin і атипове, суто цитоплазматичне, розташування β-catenin. Отже, вже на стадії GCNIS виникає послаблення та втрата клітинних контактів, що сприяє переходу пухлинного процесу від неінвазійної стадії до інвазійної [79]. Трактування описаних змін збігається з думкою інших дослідників [139].

Дослідження ангіогенезу в GCNIS було проведено в п’ятьох спостереженнях ГПЯ. В першому (ПЖМПТ групи «1») випадку L експресії CD34 була сильною, а S імунонозитивного забарвлення, як і ЩС, – значними.

Слід зазначити, що експресія CD34 в осередках GCNIS, де ми спостерігали початок інвазії (проникнення трансформованих клітин за межі БМ сім’яних канальців), процес формування судин був вираженим. Сім’яні канальці були, начебто, «огорнуті» густою сіткою новоутворених капілярів, а поблизу завжди визначалися прогеніторні ендотеліальні клітини, які приймають участь у васкулогенезі. Водночас навколо канальців, в яких GCNIS не демонструвала інвазійних властивостей, візуально кількість судин була значно меншою. В двох спостереженнях групи «2» (ЕР в поєднанні з семіномою та ЕР в поєднанні з ТПТ) ЩС була меншою за таку в групі «1». При цьому в осередках GCNIS, де ми спостерігали ознаки переходу до інвазійної стадії, кількість судин зростала. У двох спостереженнях групи «4» (ЕР в поєднанні з ТПТ і «чистий» ЕР) S та L експресії CD34 в GCNIS мали високі значення, ЩС була значною. Виявлялась розгалужена сітка новоутворених судин, які мали переважно дрібний калібр. Слід зауважити, що серед GCNIS всіх досліджених ГПЯ, найбільші показники S та L експресії CD34 були у випадку ЕР, що належав до групи «4».

Отримані дані, можливо, свідчать, що в GCNIS пухлин групи «1» відбувався достатньо активний неоангіогенез, який у подальшому ставав менш інтенсивним, а далі знов починав зростати, демонструючи варіабельність експресії CD34 в судинах [79].

В GCNIS тих спостережень, де проводилось дослідження маркера CD34, також вивчався і CD31. Незалежно від стадії пухлинної прогресії та гістологічного типу ГПЯ в жодному з випадків експресії маркеру виявлено не було. Існують відомості, що CD31-позитивне забарвлення ендотеліальних клітин реєструється переважно в крупних судинах і рідко – в капілярах [58]. Виходячи з цього, негативна реакція з CD31 в GCNIS може бути пояснена превалюванням процесів васкулогенезу з утворенням судин капілярного типу, незрілістю ендотеліальних клітин, а також відсутністю судин крупного калібру.
Підсумовуючи, слід зазначити, що вже в GCNIS визначається ціла низка подій канцерогенезу, а саме: деградація ЕЦМ через синтез цілого спектру ММР, послаблення та втрата клітинної адгезії, активація васкулогенезу та превалювання проліферативних процесів над апоптотичними, які стають більш вираженими з початком інвазії.

У той же час зрозуміло, що для виявлення чітких закономірностей описаних процесів необхідне подальше (окреме) дослідження на матеріалі більшої кількості випадків GCNIS, оскільки в нашій роботі воно мало характер супутнього.

Таким чином, дана робота доводить доцільність застосування ІГХ методу не лише для морфологічної верифікації різних гістотипів ГПЯ, а також, що вкрай важливо, для прогнозування перебігу пухлинного захворювання. Запропонована панель ІГХ маркерів дозволяє визначити молекулярно-біологічну характеристику пухлини конкретного хворого, визначити ступінь її агресивності, а також створює можливість теоретичного обґрунтування персоналізованої таргетної терапії. Запропонована математична модель визначення гістотипу і стадії ГПЯ створює підгруття для впровадження в роботу патологоанатомічних відділень автоматизованих методів діагностики. 

ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі вирішується актуальна науково-практична проблема щодо удосконалення патоморфологічної діагностики ГПЯ та оптимізації, узагальнення та обґрунтування критеріїв перебігу і прогнозу даних пухлин шляхом встановлення зв’язків між ступенем пухлинної прогресії та показниками експресії ІГХ маркерів біологічних властивостей тканин, а також розроблено математичну модель визначення гістологічного типу і стадії пухлинної прогресії ГПЯ.
1. У Харківському регіоні в період з 1998 по 2017 роки (два десятиліття) семінома виявилася найчастішою ГПЯ і склала 49,83% від загальної кількості досліджених пухлин; друге місце посідали змішані ГПЯ – 29,24%; ЕР був представлений 11,30%; ПЖМПТ і ТПТ зустрілись у 3,99% і 2,99% відповідно; СП – 1,0%, тератома препубертатного типу – 0,66%, ТМСТ – 0,66% і хоріокарцинома – 0,33%. У другому десятилітті (2008–2017 роки) спостерігалося зростання частоти ГПЯ на 18,12% за рахунок семіноми (17,39%), а також більш агресивних ЕР (83,33%) і змішаних ГПЯ (31,58%).
2. Середній вік хворих на ГПЯ склав 33,91(0,57 років; найчастіше ГПЯ вражали чоловіків 20–50 років (90,04%); тривалість захворювання на момент звернення становила 4,73±0,33 місяця; типовими скаргами і об’єктивними ознаками виявилися збільшення, болісність та ущільнення яєчка. Судинна інвазія, проростання в придаток яєчка, сім’яний канатик, оболонки і мошонку були виявлені в 39,53%, 20,93%, 12,96%, 8,31% і 0,66% випадків відповідно. Встановленими факторами ризику розвитку ГПЯ є варикоцеле, гідроцеле, крипторхізм, високий зріст, зайва вага і ІІ(А) група крові.
3. У досліджених ГПЯ найчастішою була стадія T1 – 55,15% всіх випадків, а на стадії Т2, Т3 і Т4 припадало 31,56%, 12,62% і 0,66% відповідно. У категорії N найчисленнішою була стадія N0 (64,45%), кількість випадків в якій в 1,8 раза перевищувала сумарну кількість спостережень стадій N1, N2 і N3 – 35,55%. У категорії S стадія S0 була найчастішою – 53,82% випадків, а стадії Sх, S1 і S2 представлені 7,97%, 37,54% і 0,66% спостережень відповідно. Віддалені метастази виявлено в 10,3% досліджених ГПЯ. Встановлено, що менш агресивними за перебігом були семінома і ТПТ, для яких найбільш типовими виявилися стадії T1 – 66,67% і 88,89% відповідно, N0 – 76,67% і 88,89% відповідно і S0 – 82,0% і 77,78% відповідно, а віддалені метастази або були відсутні (ТПТ), або виявлені лише у 2,67% пацієнтів (семінома). Для ЕР типовими були стадії T2 (41,18%) і T3 (38,24%), N0 (47,06%) і S1 (64,71%) та наявність віддалених метастазів (38,24%); для змішаних ГПЯ – Т1 (48,86%) і Т2 (43,18%), N0 (54,55%) і S1 (70,45%) та віддалені метастази (14,77%); для ПЖМПТ – Т1 (41,67%) і Т2 (41,67%), N0 (41,67%) і S1 (83,33%), що доводить більшу агресивність даних гістологічних типів ГПЯ.
4. Встановлено, що в міру зростання стадії рТ кількість пацієнтів з 0–50% ступенем пухлинного ураження яєчка ТПТ, семіномою та змішаними ГПЯ прогресивно зменшувалась, а з 50–100% ураженням, навпаки, збільшувалась. В ЕР і ПЖМПТ при переході від стадії рТ1 до рТ2 кількість пацієнтів з 0–50% ураженням яєчка, навпаки, зростала, а з 50–100% – знижувалась. Доведено, що у разі наявності лімфогенних метастазів ступінь пухлинного ураження був більшим за такий за їхньої відсутності (p<0,05). ПЖМПТ, ЕР і змішані ГПЯ найбільш агресивні щодо лімфогенного метастазування навіть при низькому ступені пухлинного ураження яєчка, а пухлинами, які найменш часто метастазують лімфогенно, навіть при значному ступені пухлинного ураження яєчка, є семінома і ТПТ. Встановлено збільшення відсотку хворих із підвищеним рівнем сироваткових пухлинних маркерів в міру зростання стадій рT і pN, а також відсутність різниці у відсотку пухлинного ураження яєчка між стадіями S0 і S1. При семіномі значне пухлинне ураження (90–100%) не свідчить про гормональну активність пухлини та її приналежність до стадії S1 або S2, а при ЕР, ПЖМПТ і змішаних ГПЯ, навпаки, чим вище відсоток пухлинного ураження яєчка, тим більшою є вірогідність того, що пухлина гормонально активна. Встановлено, що у пацієнтів із 50–100% пухлинним ураженням яєчка віддалені метастази розвивались у 4,2 раза частіше ніж у пацієнтів з 0–50% ураженням. У хворих зі стадіями рN2 і рN3 відсоток спостережень із віддаленими метастазами перевищував такий у стадіях рN0 і рN1 у 9,7 раза. Віддалені метастази у пацієнтів зі стадією S0 виявлялись в 1,23% спостережень, тоді як при стадії S1 – в 20%. У плані розвитку віддалених метастазів найбільш агресивною ГПЯ є ЕР, коли він однокомпонентний або наявний у складі змішаної ГПЯ.
5. Доведено, що досліджені ГПЯ характеризуються невисокою проліферативною активністю, яка зростає при переході від початкових (T1N0S0–2) до пізніх стадій пухлинної прогресії (T2N1-3S0-2 і T2-3N0-3S0-2 з наявністю у пацієнта віддалених метастазів), і має чітку залежність від гістологічного типу пухлини: найбільша проліферативна активність спостерігається в ПЖМПТ (р<0,05), найменша – в ТПТ (р<0,05), а ЕР та семінома займають проміжне положення. Також ГПЯ характеризуються невисоким рівнем апоптозу, який залежить від гістологічного типу пухлини і стадії пухлинної прогресії: найбільша апоптотична активність спостерігається в семіномі (р<0,05), а в ПЖМПТ та ТПТ рівень апоптозу вкрай незначний; підсилення апоптозу в міру зростання стадії пухлинної прогресії демонструють лише семінома та ЕР, тоді як у ПЖМПТ і ТПТ цієї тенденції немає. У різних гістологічних типах ГПЯ встановлена незначна або негативна ІГХР з Bcl-2 і р53, що доводить невисоку агресивність даних пухлин. Встановлено, що в семіномі з наявністю судинної інвазії та лімфогенних метастазів, порівняно з семіномою без зазначених характеристик, S та L експресії Ki-67 і Bax та S експресії p-53, а також ІП є вищими (р<0,05). В ЕР з лімфогенними і віддаленими метастазами, порівняно з ЕР без метастазів, ІП, S експресії Ki-67, Bax, і p-53 є вищими (р<0,05). У ПЖМПТ з лімфогенними і віддаленими метастазами, порівняно з ПЖМПТ без метастазів, L експресії Кі-67 є вищою, а S експресії Кі-67 – меншою (р<0,05). У ТПТ із судинною інвазією та лімфогенними метастазами, порівняно з ТПТ без них, S експресії Ki-67, а також ІП є вищими (р<0,05). У панель прогностичних маркерів доцільне включення Ki-67 як маркера, що відображає злоякісний потенціал пухлин. Низька або відсутня експресія маркерів Bcl-2 і р53 робить їхнє використання недоцільним.
6. Встановлено, що ММР-1,-3,-9 беруть участь у канцерогенезі вже на ранніх стадіях пухлинної прогресії ГПЯ (T1N0S0-2), а при переході до пізніх стадій (T2N1-3S0-2 і T2-3N0-3S0-2 з наявністю у пацієнта віддалених метастазів) спостерігається посилення їхнього синтезу, що доводить значну роль вказаних ММР в руйнуванні ЕЦМ, інвазії та метастазуванні. Найбільш значна експресія ММР-1,-3,-9 виявляється в ЕР і ПЖМПТ (р<0,05), найменша – в ТПТ і семіномі (р<0,05). Встановлено, що S і L експресії ММР-1,-3,-9 є достовірно вищими (р<0,05) у хворих на семіному і ТПТ у разі наявності судинної інвазії та лімфогенних метастазів порівняно з пацієнтами без зазначених характеристик. При розвитку віддалених метастазів у пацієнтів із ПЖМПТ S і L експресії ММР-1,-3,-9 (за винятком L експресії ММР-3), а у хворих з ЕР – L експресії MMP-1 і S експресії ММР-9 є достовірно більшими (р<0,05), ніж у пацієнтів без віддалених метастазів. При розвитку лімфогенних метастазів у пацієнтів із ПЖМПТ S і L експресії ММР-1,-3,-9 (за винятком S експресії ММР-3), а у хворих з ЕР – S експресії ММР-1,-3,-9 та L експресії ММР-3 є достовірно більшими (р<0,05), ніж у пацієнтів без лімфогенних метастазів. У панель прогностичних маркерів доцільно включення ММР-1,-3,-9 як таких, що відображають злоякісний потенціал ГПЯ. Відсутня експресія маркера ТІМР-1 робить його використання недоцільним.
7. Встановлено, що в семіномі, ЕР, ПЖМПТ і ТПТ в міру зростання стадії пухлинної прогресії ослаблюються міжклітинні контакти, про що свідчить зменшення S експресії E-cadherin та збільшення S експресії β-catenin (за винятком ТПТ) із синхронною заміною розташування вказаних маркерів на атипове, що доводить значну роль змін експресії даних маркерів у набутті ГПЯ інвазійного та метастатичного потенціалу. На початкових стадіях пухлинної прогресії (T1N0S0-2) S експресії Е-саdherin у семіномі та ЕР перевищує таку в ПЖМПТ (р<0,05); S експресії β-саtenin серед досліджених ГПЯ є найвищою (р<0,05) в ПЖМПТ, а в ЕР вона більша, ніж в семіномі (р<0,01). У більш пізніх стадіях пухлинної прогресії (T2N1-3S0-2 і T2-3N0-3S0-2 з наявністю у пацієнта віддалених метастазів) S експресії Е-саdherin найвища в семіномі (р<0,01), а в ЕР і ПЖМПТ S експресії β-саtenin більша за таку в семіномі та ТПТ (р<0,01). Встановлено, що у хворих на семіному із судинною інвазією та лімфогенними метастазами S і L експресії β-саtenin більша, а S експресії Е-саdherin, навпаки, менша (р<0,05), ніж у пацієнтів без зазначених характеристик. У хворих на ЕР із наявністю судинної інвазії S і L експресії β-саtenin більші (р<0,05), а S експресії Е-саdherin менша, ніж у пацієнтів без інвазії. В ЕР з лімфогенними метастазами, порівняно з ЕР без них, L експресії β-саtenin більша (р<0,05). У ПЖМПТ із судинною інвазією, лімфогенними та віддаленими метастазами, порівняно з пацієнтами без зазначених характеристик, показники S і L експресії β-саtenin (за винятком L β-саtenin у пацієнтів із віддаленими метастазами) вищі. У ТПТ із судинною інвазією і лімфогенними метастазами S і L експресії Е-саdherin достовірно менші, ніж у пацієнтів без них. У панель прогностичних маркерів доцільно включення Е-саdherin і β-саtenin як таких, що відображають злоякісний потенціал ГПЯ.


8. Встановлено, що кровопостачання та живлення ГПЯ забезпечують як судини, так і васкулогенні канали, а формування інтратуморальних судин у ГПЯ відбувається шляхом ангіо- і васкулогенезу. У семіномі, ЕР, ПЖМПТ і ТПТ при переході від початкових (T1N0S0-2) до більш пізніх стадій пухлинної прогресії (T2N1-3S0-2 і T2-3N0-3S0-2 з наявністю у пацієнта віддалених метастазів) S експресії CD31 зростає (р<0,05), так само, як і ЩС (за винятком спостережень ТПТ). На початкових стадіях пухлинної прогресії (T1N0S0-2) ЩС у ПЖМПТ є вищою за таку в семіномі та ТПТ (р<0,05). На більш пізніх стадіях пухлинної прогресії (T2N1-3S0-2) перше місце за величиною показника ЩС належить ПЖМПТ, друге – ЕР, третє – семіномі, а четверте – ТПТ (р<0,01). Встановлено, що у хворих на семіному і ТПТ із судинною інвазією ЩС та S експресії CD31 є більшими за такі у хворих без зазначеної характеристики (р<0,05). Хворі на семіному, ПЖМПТ і ТПТ з лімфогенними метастазами мають достовірно вищу S експресії CD31 (р<0,01), ніж пацієнти без них. У хворих на ЕР з віддаленими метастазами S експресії CD31 і CD34, а також ЩС є більшими, порівняно з пацієнтами без віддалених метастазів, а у пацієнтів із судинною інвазією ЩС вища за таку у хворих без неї (р<0,05). У панель прогностичних маркерів доцільно включення CD31 і CD34 як таких, що відображають злоякісний потенціал ГПЯ.
9. Розроблено математичну модель, що визначає гістологічний тип і стадію пухлинної прогресії ГПЯ, та сформовано панель диференціально-діагностичних ІГХ маркерів. Виокремлення ЕР і семіноми з усіх досліджуваних ГПЯ з однаковою вірогідністю визначається умовою (S CD31)≥1,26%, а приналежність ГПЯ або до ЕР, або до семіноми, у свою чергу, здійснюється за такою класифікаційною функцією: ∆F = -41,37-19×(S Bax)+4×(S MMP-9) = {>0 – ЕР; <0 – семінома}. Приналежність ГПЯ до ПМЖПТ або ТПТ, ТМСТ, СП і GCNIS визначається класифікаційною функцією: ∆F = -20,28-2,53×(S Ki-67)-0,85×(S MMP-9)-6,03×(S Bax) = {>0 – ПМЖПТ; <0 – ТПТ, ТМСТ, СП, GCNIS}. Виділення ТПТ здійснюється за формулою ∆F = -1,76+16,74×(S CD31)-0,46×(S MMP-9) = {>0 – ТПТ; <0 – ТМСТ, СП, GCNIS}. Визначення стадії пухлинної прогресії здійснюється шляхом обчислення для кожної з них відповідної класифікаційної функції. Визначається та стадія пухлинної прогресії, чия кваліфікаційна функція є найбільшою. Такими кваліфікаційними функціями для семіноми є: F (група «1») = -85,7+10,56((S ММР-9)+17,3((S E-cadherin), F (група «2») = -193,2+17,93((S ММР-9)+17,2((S E-cadherin), F (група «3») = -198,2+18,54((S ММР-9)+11,4((S E-cadherin); для ЕР: F (група «1») = -48,9-43,9((S CD31)+3,57((ЩС), F (група «2») = -166,9-86((S CD31)+6,78((ЩС), F (група «4») = -207,9-94,8((S CD31)+7,53((ЩС); для ПЖМПТ: F (група «1») = -22,27+2,95((S ММР-9), F (групи «2» і «4») = -49,6+4,46((S ММР-9); для ТПТ: F (група «0») = -21,06-37,6((S СD31)+(ЩС), F (група «1») = -7,37-8,5((S СD31)+0,42((ЩС), F (група «2») = -38,72+116((S СD31)-1,36((ЩС).
10. За результатами ІГХД теоретичним підґрунтям персоналізованої (таргетної) терапії ГПЯ може бути використання різних груп антиангіогенних препаратів, лікарських засобів, які блокують фактори і молекули, що відповідають за поділ клітин і тим самим приводять до зупинки зростання пухлини, а також застосування препаратів, які стимулюють апоптоз і видалення мутованих клітин. Серед перспективних мішеней можуть бути і терапевтичні антитіла, які стимулюють відторгнення пухлини шляхом активації імунної системи, та блокатори активності пухлинних ММР.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Для комплексного вивчення ГПЯ рекомендовано використовувати панель таких ІГХ маркерів: Ki-67, Bax, Bcl-2 і р53 для оцінювання проліферативно-апоптотичних процесів; E-cadherin і β-catenin для оцінювання стану міжклітинної адгезії; MMP-1, MMP-3 і MMP-9 – для оцінювання стану ЕЦМ; CD31 і CD34 для оцінювання неоангіогенезу і ступеня васкуляризації; PLAP і Oct-3/4 – для виявлення герміногенних клітин; MCT – для виявлення триптаза-позитивних гладких клітин; PDL-1 для оцінювання імунологічних властивостей ГПЯ.
2. При виконанні даної роботи розроблено і запатентовано спосіб кількісної оцінки S та L експресії маркерів при ІГХД тканин, що надає можливість використовувати його як в науково-дослідній діяльності, так і в практичній роботі патологоанатомічних відділень із метою отримання більш точних та інформативних кількісних даних і зниження частоти помилок.
3. Розроблені нами математичні моделі визначення гістологічного типу та стадії пухлинної прогресії ГПЯ можуть бути основою для розроблення автоматизованих систем діагностики різноманітної онкологічної патології.
4. Отримані клініко-морфологічні дані доповнюють та поглиблюють сучасну інформаційну базу щодо особливостей різних гістологічних типів ГПЯ: видів і частоти скарг, об’єктивних характеристик, факторів ризику розвитку, взаємозв’язків стадій T, N і S зі ступенем пухлинного ураження яєчка і віддаленими метастазами.
5. Результати даного дослідження можуть бути теоретичним підґрунтям для розроблення персоналізованої терапії ГПЯ з використанням антиангіогенних препаратів, препаратів, що блокують поділ і стимулюють апоптоз та видалення мутованих клітин, а також терапевтичних антитіл, які стимулюють відторгнення пухлини шляхом активації імунної системи, та блокатори активності пухлинних ММР.
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ДОДАТОК Б

ВІДОМОСТІ ПРО АПРОБАЦІЮ РЕЗУЛЬТАТІВ ДИСЕРТАЦІЇ

Основні положення дисертації викладено і обговорено на науково-практичних конференціях:
1. Міжвузівська конференція молодих вчених та студентів «Медицина третього тисячоліття» (Харків, 14 січня 2014 р., публікація тез);

2. Науково-практична конференція з міжнародною участю «Хронічні неінфекційні захворювання: заходи профілактики і боротьби з ускладненнями» (Харків, 5 листопада 2015 р., публікація тез);

3. Міжнародна науково-практична конференція «Світова медицина: сучасні тенденції та фактори розвитку» (Львів,  29–30 січня 2016 р., публікація тез);

4. Міжнародна науково-практична конференція «Перспективні напрями розвитку сучасних медичних та фармацевтичних наук» (Дніпропетровськ, 12–13 лютого 2016 р., публікація тез);

5. Міжнародна науково-практична конференція «Пріоритети сучасної медицини: теорія і практика» (Одеса, 5–6 лютого 2016 р., усна доповідь і публікація тез);

6. Науково-практична конференція з міжнародною участю «Теорія та практика сучасної морфології» присвяченої 100-річчю дніпропетровської (катеринославської) школи морфологів (Дніпро, 5–7 жовтня 2016 р., публікація тез);

7. Заочна науково-практична конференція з міжнародною участю «Сучасні аспекти морфології людини: успіхи, проблеми та перспективи», присвяченої 150-річчю з дня народження професора М.Ф. Мельникова-Разведенкова (Харків, 24 грудня 2016 р., публікація тез);

8. Республіканська науково-практична конференція та 26 підсумкова наукова сесія Гомельського державного медичного університету «Актуальные проблемы медицины» (Гомель, Білорусь, 3–4 листопада 2016 р., публікація тез);

9. Науково-практична конференція «Актуальні проблеми сучасної патологічної анатомії» (Київ, 26–27 квітня 2017 р., публікація тез);

10. 28th European Students‘ Conference «Genetic engineering» (Berlin, 27–30 September 2017, постерна доповідь і публікація тез);

11. X конгрес патологів України (Івано-Франківськ – Яремче, 27–28 вересня 2018 р., усна доповідь і публікація тез);

12. Друга всеукраїнська науково-практична конференція з міжнародною участю «Теорія та практика сучасної морфології» (Дніпро, 10–12 жовтня 2018 р., усна доповідь і публікація тез);

13. Всеукраїнська науково-практична конференції молодих учених «Медична наука-2018» (Полтава, 16 листопада 2018 р., усна доповідь і публікація тез);

14. International Conference «Modern Molecular-Biochemical Markers in Clinical and Experimental Medicine – 2019» (Prague, 7–9 November 2019, публікація тез).

15. Засідання апробаційної ради з морфології Харківського національного медичного університету (Харків, 25.09.2020 р., усна доповідь)

ДОДАТОК В

АКТИ ВПРОВАДЖЕННЯ
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Усі форми (N=61)





Класифікатор 1 (S CD-31, %)





Всі інші (n3,4,5,6,7,8=35)





ЕР, Семінома (n1,2=26)





Класифікатор 2


(S Bax, % + S MMP-9, %)





Класифікатор 3


(S Кі-67, % + S Вах, % + S ММР-9, %)





ПЖМПТ


(n3=9)





Cемінома


(n2=13)





EP


(n1=13)





Класифікатор 4


(S CD-31, % + S ММР-9, %)





ТПТ


(n4,5=16)





ТМСТ, СП, IN SITU (n6,7,8=10)





Класифікатор 5


(S β-catenin, %)





ТПТ, які мали в складі незрілі тканинні елементи


(n5=6)





ТПТ, які складались виключно зі зрілих тканин (n4=10)
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