PAGE  
2

МІНІСТЕРСТВО ОСВІТИ І НАУКИ УКРАЇНИ

СУМСЬКИЙ ДЕРЖАВНИЙ УНІВЕРСИТЕТ

На правах рукопису

Рєзнік Андрій Васильович
УДК 616.441-003.84-018 (043.5)

МОРФОЛОГІЧНІ ОСОБЛИВОСТІ ПАПІЛЯРНОГО РАКУ ЩИТОПОДІБНОЇ ЗАЛОЗИ З БІОМІНЕРАЛІЗАЦІЄЮ

14.03.02 - патологічна анатомія

Дисертація на здобуття наукового ступеня

кандидата медичних наук

                                                 Науковий керівник:

Романюк Анатолій Миколайович

доктор медичних наук, професор
Суми-2016
ЗМІСТ
	Перелік умовних позначень………………..…………………..............
	3

	Вступ………………..…………………………………………..............
	4

	Розділ 1. Огляд літератури……………………………………............
	11

	1.1.
Сучасні погляди на розвиток і біологію папілярного раку щитоподібної залози………………………………………………….
	11

	1.2.
Біомінералізація щитоподібної залози: поширення, патологія, механізми виникнення та діагностичне значення…………………..
	24

	1.3. Фактори пухлинного мікрооточення і їх можливий зв’язок з процесами біомінералізації………………………………………….
	31

	Розділ 2. Матеріали і методи дослідження…………............….......
	35

	Розділ 3. Результати власних досліджень…………………………….
[image: image43.png]MakcvmanbHuin poamip NyXnuHU, cM

w

~N

HHP, 0.02, +

HP,0.28

HP,0.02, +

HHP, 0.28

HHP, 0.07

HHP, 0.07

B 3M, vetactasn
B BM, meTactasu
= 3M

= BM

B 3M, yci

W BM, yci



3.1  Захворюваність на рак щитоподібної залози в Сумській області
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ

АІТ – аутоімунний тиреоїдит

АЙТ – апікальний йодний транспортер

АРЩЗ – анапластичний рак щитоподібної залози

ВвПРЩЗ – висококлітинний варіант папілярного раку щитоподібної залози

ВЗ – вузловий зоб

ЗЗ – змішаний зоб

ДсПРЩЗ – дифузно-склеротичний варіант папілярного раку щитоподібної залози

ДТЗ – дифузний токсичний зоб

КвПРЩЗ – класичний варіант папілярного раку щитоподібної залози

МАПК - мітоген-активована протеїнкіназа

МРЩЗ – медулярний рак щитоподібної залози
OПН – остеопонтин

ПЕМ – просвічуюча електронна мікроскопія

ПМЩЗ – папілярна мікрокарцинома щитоподібної залози

ПРЩЗ – папілярний рак щитоподібної залози

ПТ – псамомні тільця

РЩЗ – рак щитоподібної залози

СЕМ – скануюча електронна мікроскопія

ТТГ – тиреотропний гормон

ФА – фолікулярна аденома

ФвПРЩЗ – фолікулярний варіант папілярного раку щитоподібної залози

ФРЩЗ – фолікулярний рак щитоподібної залози

УЗД – ультразвукове дослідження

ЩЗ - щитоподібна залоза
ВСТУП

Актуальність теми

Захворювання щитоподібної залози (ЩЗ) характеризуються надзвичайним поширенням серед населення і залежать від стану навколишнього середовища – забруднення полютантами, радіонуклідами, йододефіциту, тощо [3, 14, 29, 47, 61]. Це обумовлює великі медичні та медико-соціальні проблеми у державі [61].

У ЩЗ кальцифікати зустрічаються як при доброякісній, так і за умов злоякісної патології, яка діагностується при ультразвуковому дослідженні органа. Отримана діагностична інформація про кальцифіковані об’єкти у ЩЗ часто пропускається клініцистами або їй надається мінімальне клінічне значення [108]. Проте існує багато повідомлень про високий ризик поєднання процесів біомінералізації (кальцифікації) з злоякісними пухлинами [85, 94, 115, 116, 200, 222]. Ризик виявлення злоякісної пухлини ЩЗ значно зростає у солітарних вузлах [108]. У жителів США пальповані вузли ЩЗ виявляються у 4-7% населення [132]. Поширеність вузлів, які випадково виявляються при автопсії або УЗД, у людей, які ніколи не страждали на захворювання ЩЗ, досягає 20-65% [122]. Вузли ЩЗ частіше виявляються у жінок, співвідношення жінок та чоловіків, за різними оцінками, коливається від 1,2:1 до 4,3:1 і з віком збільшується [3, 10]. 

Згідно даних всесвітнього дослідження захворюваності і смертності від злоякісних пухлин GLOBOSCAN у 2012 році було виявлено 298 тис. нових випадків раку щитоподібної залози (РЩЗ), що склало 2,1% від загальної кількості злоякісних пухлин. РЩЗ суттєво частіше зустрічається у жінок, ніж у чоловіків (3:1), займаючи частку 3,5% загальної захворюваності на злоякісні пухлини. Найбільший високий рівень захворюваності на РЩЗ спостерігається у Північній Америці – 20 на 100 тис. населення серед жінок і 6,3 на 100 тис. серед чоловіків [47]. Частка РЩЗ також має виразну тенденцію до зростання і в Україні. Цей показник щорічно зростав на 6-7% у період 1989-2013 років, становлячи в останні роки 4,4-5,5 на 100 тис. населення [30]. При чому спостерігалися регіональні особливості, наприклад в Сумській області останні 3 роки відмічається значний ріст захворюваності на РЩЗ, досягши в 2014 році 15,1 випадків на 100 тис [23]. Надзвичайне поширення патології щитоподібної залози (ЩЗ) в Україні пов’язують з багатьма факторами - такими, як аварія на Чорнобильській АЕС, відсутність йодопрофілактики, важка екологічна ситуація в багатьох регіонах України, покращення інструментальної діагностики [3, 10, 12, 14, 23, 27, 29, 30]. Також впровадження Наказу Міністерства охорони здоров’я України №10 від 22.01.1996 року «Про створення національного канцер-реєстру України» забезпечило можливість отримувати уточнену інформацію про онкозахворюваність, в тому числі і про показники захворюваності на РЩЗ [10, 30]. 

Папілярний рак щитоподібної залози (ПРЩЗ) є найбільш поширеною формою раків цього органа, займаючи близько 70% у структурі захворюваності [58, 120, 122]. Незважаючи на те, що прогностично ПРЩЗ має сприятливий перебіг, в 5-20% випадків спостерігаються рецидиви, а близько 10% пацієнтів помирають від цієї хвороби [117]. Загальне виживання для більшості хворих залежить від гістологічних особливостей пухлини та багатьох інших предикторів. Одним з таких прогностичних факторів ПРЩЗ є патологічна біомінералізація, яка особливо часто є першим «тривожним дзвоником» при ультразвуковому дослідженні (УЗД) ЩЗ. Саме для ПРЩЗ характерний такий прояв мінералізації, як псамомні тільця (ПТ), що практично використовується для діагностики [114]. 
Таким чином, існує цілий комплекс невирішених проблем, пов’язаних зі складністю диференційної діагностики патології ЩЗ, яка супроводжується процесами біомінералізації (кальцифікацією).

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами

Дисертаційна робота виконана у відповідності до плану наукових досліджень кафедри патологічної анатомії Медичного інституту Сумського державного університету і є частиною планової наукової теми кафедри №013U003315 «Морфогенез загальнопатологічних процесів» та держбюджетної теми «Морфофункціональний моніторинг стану органів і систем організму за умов порушення гомеостазу», державна реєстрація - №62.20.02-01.15/17.ЗФ. Тема дисертації затверджена вченою радою Сумського державного університету МОН України (протокол №8 від 12.05.2016 року).

Мета дослідження – виявити морфологічні особливості папілярного раку щитоподібної залози з біомінералізацією, з’ясувати патогенетичні особливості канцерогенезу на фоні біомінералізації та її діагностичне і прогностичне значення.
Для досягнення мети поставлені такі завдання:

1. Визначити частоту та структуру захворюваності і клініко-морфологічні особливості раку щитоподібної залози в Сумській області за період 2004–2014 років.

2. Визначити особливості морфології ПРЩЗ, який супроводжуються біомінералізацією, та провести порівняльний аналіз основних форм біомінералізації, які виявляються при ПРЩЗ.

3. Вивчити особливості фізико-хімічного складу біомінеральних депозитів при ПРЩЗ.

4. Визначити імуногістохімічні особливості мінералізованої тканини ПРЩЖ та її мікрооточення в порівнянні із ПРЩЗ без мінералізації.

5. Провести порівняльний аналіз випадків папілярного раку щитоподібної залози з метастазами у лімфатичні вузли за умов присутності і відсутності ознак біомінералізації та встановити прогностичне значення біомінералізації при ПРЩЗ.

6. Дослідити морфогенез, прогностичне та діагностичне значення псамомних тілець при ПРЩЗ.

Об’єкт дослідження: папілярний рак щитоподібної залози з біомінералізацією.

Предмет дослідження: клінічні, морфологічні, молекулярно-біологічні, фізико-хімічні ознаки папілярного раку щитоподібної залози, який супроводжується біомінералізацією.

Методи дослідження: макроскопічні, гістологічні, гістохімічні, імуногістохімічні методики, морфометрія, рентгенівська дифракція, скануюча електронна мікроскопія з мікроаналізом, статистичний аналіз.

Наукова новизна одержаних результатів. 

Уперше на клінічному матеріалі проведене комплексне дослідження морфологічних особливостей патологічних тканин ПРЩЗ з біомінералізацією. Вперше був встановлений детальний фазовий та фізико-хімічний склад основних форм патологічних біомінералів у ЩЗ. Доповнено наукові дані щодо діагностичного та прогностичного значення біомінералізації ЩЗ. Завдяки використанню сучасних морфологічних методів дослідження (гістологічних, імуногістохімічних, гістохімічних, морфометрії, скануючої електронної мікроскопії, рентгенівської дифракції) показано, що біомінеральні депозити і реактивні зміни мікрооточення пухлинного процесу є важливими  прогностичними ознаками у канцерогенезі. Детально досліджені імуногістохімічні особливості мінералізованої тканини ПРЩЗ. Виявлено значення експресії bax, OPN, VEGF у морфогенезі біомінералізованої тканини ПРЩЗ та в оцінці перебігу злоякісного процесу. Показано прогностичне значення біомінералізації при ПРЩЗ. Вперше досліджено морфогенез та діагностичне значення псамомних тілець при ПРЩЗ.

Практичне значення отриманих результатів. 

Отримані результати комплексного клініко-морфологічного, фізико-хімічного дослідження різних форм біомінералізації ПРЩЗ дозволять більш диференційовано підходити до діагностики злоякісних пухлин. Запропоновані діагностичні ознаки можуть бути використані в діагностичних алгоритмах, що дозволить оптимізувати прогнозування клінічного перебігу пухлинного процесу та індивідуалізувати лікування ПРЩЗ з наявністю біомінералізації. Показано, що виявлення псамомних тілець у лімфовузлах чи здоровій щитоподібній залозі є важливою діагностичною ознакою прихованого ПРЩЗ.

Досліджений фізико-хімічний склад біомінералів при ПРЩЗ може бути використані в роботі онкологів, ендокринологів, патологоанатомів та фізіологів. 

Результати експериментальних досліджень впроваджені у практичну діяльність Сумського патологоанатомічного бюро, у навчальний процес на кафедрах патологічної анатомії у низці вищих навчальних закладів України (ДВНЗ «Тернопільський державний медичний університет імені І.Я. Горбачевського МОЗ України», Одеський національний медичний університет, Львівський національний медичний університет імені Данила Галицького, Харківський національний медичний університет, ВДНЗУ «Українська медична стоматологічна академія» (м. Полтава), медичний інститут СумДУ, Національний медичний університет імені О.О. Богомольця (м. Київ)).

Особистий внесок здобувача. 
Здобувачем здійснено інформаційний пошук та аналіз даних літератури, проведені експериментальні дослідження, статистична обробка результатів та їх аналіз. Гістологічні, імуногістохімічні, гістоморфометричні, спектроскопічні та електронно-мікроскопічні дослідження зразків тканини ЩЗ були виконані спільно з к. мед. н. Р.А. Москаленком. Здобувачем проведено узагальнення отриманих результатів, написано всі розділи дисертації, висновки та практичні рекомендації. Постановка задач дослідження, обговорення та узагальнення одержаних результатів проводилися спільно з науковим керівником д. мед. н., проф. А.М. Романюком. В обговоренні результатів роботи брали участь к. мед. н. Р.А. Москаленко, к. ф.-м. н. С.М. Данильченко. Особисто автором підготовлений текст статті [4], окремі розділи статей [1–3, 5–7], тези доповідей [8–9]. Основні наукові результати доповідалися особисто автором на наукових семінарах та конференціях.

Дослідження були проведені на кафедрі патологічної анатомії медичного інституту (завідувач д. мед. н., проф. А.М. Романюк) та кафедрі технології машинобудування, верстатів та інструментів (завідувач кафедри д. т. н, проф. В.О. Залога) СумДУ. Вивчення фізико-хімічного та фазового складу біомінеральних депозитів ЩЗ проводилося на базі Інституту прикладної фізики Національної академії наук України (завідувач лабораторії к. ф.-т. н., ст. н. с. С.М. Данильченко).
Апробація результатів дисертації. 
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РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1. Сучасні погляди на розвиток і біологію папілярного раку щитоподібної залози

За останні два десятиліття з’явилося багато спроб розвитку нового розуміння проблеми виникнення, механізму розвитку та лікування папілярного раку щитоподібної залози [120]. Нові можливості досліджень у молекулярній біології, впровадження тонкоголкової аспіраційної пункційної біопсії (ТАПБ), технологічні прориви у радіологічній діагностиці дозволяють діагностувати пухлинний процес на ранніх стадіях [220]. Значне зростання захворюваності РЩЗ у всьому світі має широке підґрунтя, яке включає в себе не тільки технологічні аспекти. У більшості розвинутих країн та держав, що розвиваються, відбувається зростання тривалості життя популяції у цілому. Змінюються спосіб життя та навколишнє середовище. Підвищується виживаність онкохворих внаслідок покращення діагностики і лікування. Разом з тим мультифакторіальний вплив на організм людини деформує клініко-морфологічний ландшафт РЩЗ. Виявлення злоякісних мікропухлин щитоподібної залози на ранніх стадіях розвитку з низькою проліферативною активністю і неагресивним перебігом призводить до феномену, який описується як «гіпердіагностика» раку цього органа [214]. Не зважаючи на величину та проліферативний потенціал РЩЗ, за стандартами лікування всі пацієнти підлягають доволі агресивному лікуванню, яке включає радіойодтерапію. Це призвело до бурхливого зростання витрат на лікування та догляд пацієнтів з РЩЗ, які лягли на плечі системи охорони здоров’я та хворих. Так, в одних лише США на лікування та догляд за хворими РЩЗ у 2013 році було витрачено 1,6 млрд. дол. США [124]. Таким чином, проблема РЩЗ потребує поглибленого вивчення у зв’язку із важливим соціально-економічним значенням.

Епідеміологія РЩЗ. Злоякісні пухлини ЩЗ становлять приблизно 1% від кількості всіх злоякісних пухлин [122]. Кожен рік виявляється близько 298 000 нових випадків РЩЗ (питому частка серед всіх пухлин - 2,1%) [47]. Також РЩЗ є найбільш поширеною злоякісною пухлиною ендокринної системи. Переважна більшість злоякісних епітеліальних пухлин ЩЗ характеризуються млявим, неагресивним перебігом, тому рівень 10-річної виживаності пацієнтів тримається близько 90-95% і ці пухлини спричинюють лише 0,2% смертей від раків всіх локалізацій [120, 121]. 

РЩЗ переважно уражує людей молодого та середнього віку, рідко зустрічається у дітей. Виключення складає РЩЗ індукований зовнішньою радіацією, що було досліджено на прикладі наслідків Чорнобильської катастрофи на території українського і білоруського Полісся, де серед дітей захворюваність на цей вид раку зросла в десятки разів [3, 217]. Вік встановлення діагнозу злоякісної пухлини ЩЗ корелює з частотою виявлення певного гістологічного типу пухлини. Так, для ПРЩЗ характерний вік встановлення діагнозу у 45-55 років, для фолікулярного (ФРЩЗ) і медулярного раку (МРЩЗ) – у 50-60 років, після 60-ти років зростає кількість низько- і недиференційованих форм [122]. 

Велика кількість досліджень показують, що жінки в 2-4 рази частіше страждають на РЩЗ, ніж чоловіки [131, 179]. Найвищі показники фіксуються у жителів Північної Америки (6,3 випадків на 100 тис у чоловіків, 20,0 випадків на 100 тис. у жінок) та регіону Океанії (3,4 випадків/100 тис. і 11,3/100 тис. відповідно) [47]. Ризик розвитку РЩЗ упродовж життя у жінок США складає 1:120, ризик смерті від цього захворювання – 1:1700 [189]. Одні з найвищих показників захворюваності на РЩЗ належать острівним популяціям, таким як жителі Ісландії, Японії, Філіппінам та Гавайям [47, 122, 189]. Епідеміологічні дослідження на Гавайських островах показали, що серед усіх немісцевих етнічних груп показник захворюваності на злоякісні пухлини ЩЗ був вищий, ніж серед корінного населення. Такі результати були справедливі і для іншого острівного населення, за виключенням філіпінських жінок [122]. Причини коливання цих показників точно не встановлені.

В історичному аспекті для епідеміології РЩЗ парадигмальний злам наступив у середині 70-х років ХХ століття, коли у більшості країн почав рости показник захворюваності і, одночасно, знижуватися показник смертності [48, 189].

Морфологічні, клінічні і молекулярно-генетичні особливості обумовлюють поділ РЩЗ на чотири різні групи: ПРЩЗ, ФРЩЗ, МРЩЗ та анапластичний (недиференційований) рак (АРЩЗ) [6]. Найбільшу питому частку (70-80%) має ПРЩЗ, саме завдяки цій формі раку відбуваються всі кардинальні зрушення в епідеміології РЩЗ [58]. Для ПРЩЗ характерний зв’язок з йододефіцитом, що виявляється при порівнянні захворюваності на цю патологію серед жителів гірських районів (йододефіцитні зони) і приморських регіонів (достатня кількість йоду). Недостатність йоду може здійснювати вплив навіть на морфологію ПРЩЗ [217]. 

Значна кількість робіт була присвячена радіаційній етіології ПРЩЗ [101]. Етіологічний чинник іонізуючої радіації для ПРЩЗ детально вивчався на прикладах наслідків атомного бомбардування японських міст Хіросіми і Нагасакі в кінці ІІ світової війни, катастрофи на Чорнобильської атомній електростанції у 1986 році та наслідків променевого лікування низькими дозами радіації доброякісних пухлин голови і шиї (лімфангіоми, гемангіоми, збільшений тимус або мигдалики, аденоїди) [145]. У дітей, молодше 15 років, було встановлено лінійну залежність від дози спожитої радіації. Найбільші зміни викликалися дозою 0,1 Грей, в той час як високі дози опромінення знижували ризик виникнення РЩЗ, можливо внаслідок прямої загибелі клітин [53]. Можливим механізмом розвитку пухлин після тривалого впливу низьких доз іонізуючої радіації називають розвиток стану відносного гіпотиреозу, внаслідок ушкодження тиреоїдних фолікулів. Це призводить до компенсаторного підвищення рівня секреції тиреотропного гормону (ТТГ). Вважається, що саме проліферативний вплив ТТГ на ушкоджений фолікулярний епітелій здатний призвести до неопластичної трансформації [53].

Молекулярно-генетичні порушення при РЩЗ. Найбільш достовірними ознаками ПРЩЗ, які відрізняють його від інших гістологічних форм РЩЗ є зміни на генному рівні . Так, для РЩЗ характерна онкогенна трансформація генів RET/PTC (ген рецептора тирозинкінази), TPK (тирозинкіназа безпосередньо), BRAF, RAS та PAX8/PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor γ) [151, 219]. Ці молекулярно-генетичні порушення мають високий вплив на діагностику і прогноз пухлини. ПРЩЗ є носієм точкових мутацій BRAF і RAS генів та перебудови гену RET/PTC, які всі призводять до порушення сигнального шляху мітоген-активованої протеїнкінази (МАПК). Ці взаємовиключаючі мутації зустрічаються в більш ніж 70% випадків ПРЩЗ [34, 194]. ФРЩЗ характеризується наявністю будь-якої з двох мутацій: або точкової мутації гену RAS, або перебудовою гену PAX8/PPARγ. Ці мутації також є взаємовиключаючими та ідентифікуються приблизно в 75% ФРЩЗ [149].

Онкологічна перебудова гену RET/PTC є найпоширенішою генною альтерацією при ПРЩЗ в різних дослідженнях та географічних регіонах - до 80% [122]. Вперше мутація гену RET, яка пізніше названа RET/PTC, була описана в 1987 [178]. У залежності від варіанту перебудови гену, та його ушкодження може перебігати за типом інтрахромосомальної інверсії (RET/PTC 1 та RET/PTC 3), транслокації (RET/PTC 2) або злиття гена рецептора тирозинкінази з іншими незалежними генами [51]. При всіх зазначених перебудовах гену залишається неушкодженим домен тирозинкінази RET – рецептора, що дає змогу химерному RET/PTC білку активувати RAS-RAF-MAPK каскад, що ініціює канцерогенез у ЩЗ [51].

Відсоток мутацій змінюється у середньому від 20-30% у спорадичних випадках ПРЩЗ дорослих, до 45-60% у дітей та молодих людей, досягаючи максимуму у популяціях, які піддавалися впливу зовнішнього радіоактивного опромінення – 50-80% випадків [152]. Виділяють кілька варіантів RET/PTC мутацій, серед яких найбільш часто зустрічаються RET/PTC 1 (60-70%) та RET/PTC 3 (20-30%) [152]. Останній варіант мутації RET/PTC сильно корелює з радіаційним впливом: в перші 10 років після аварії на ЧАЕС це був домінантний тип мутації серед дітей з ПРЩЗ [153]. Пов’язані з геном RET/PTC мутації здійснюють вплив на гістологічний фенотип ПРЩЗ. Так, мутація RET/PTC 1 характерна для класичного варіанту ПРЩЗ та мікрокарцином, в той же час RET/PTC 3 переважає у солідних та висококлітинних варіантах ПРЩЗ [152].

Перебудова гену TRK виявляється приблизно в 10% всіх випадків ПРЩЗ, при чому всі типи мутації цього гену зустрічаються з однаковою частотою [122].

RAS - мутація ПРЩЗ зустрічається менше, ніж у 10% випадків, вона пов’язана з активацією точкової мутації (N-RAS codon 61) [122]. Однак є повідомлення, що мутацію RAS - гену знаходять у 43% фолікулярного варіанту ПРЩЗ [122].

BRAF мутації при ПРЩЗ характеризуються точковим ураженням цього гену в нуклеотидній позиції 1799 (Т1799А), де тимін заміщується аденіном [148]. Це призводить до заміни в білку валіну на глютамінову кислоту в залишку 600 (V600E). Точкова мутація V600E веде до конститутивної активації BRAF - кінази і хронічної стимуляції МАПК каскаду, який є онкогенним для тироцитів [212]. Частота виявлення цієї мутації серед ПРЩЗ досягає 70% [34, 148]. Мутація гену BRAF характерна лише для ПРЩЗ, в інших типах РЩЗ вона не зустрічається. Патологія BRAF гену немає зв’язку з іншими мутаціями, які виявляються в ПРЩЗ – RET/PTC, RAS та інших білків, які мають відношення до активації сигнального шляху МАПК [151]. BRAF V600E мутація поєднується з специфічними гістологічними варіантами ПРЩЗ, такими як ВвПРЩЗ (70-80% пухлин), КвПРЩЗ (близько 60% пухлин) та ФвПРЩЗ (10% випадків) [121,151, 185, 193]. Ця точкова мутація часто виявляється в АРЩЗ, який походить з ПРЩЗ [43]. 

Встановлено, що мутація BRAF V600E є надійним прогностичним маркером для ПРЩЗ. Її зв’язок з агресивною поведінкою пухлини (рецидиви пухлини, позаорганне поширення, ВвПРЩЗ) був доведений багатьма дослідженнями, в які була залучена значна кількість пацієнтів. Також важливо, що мутація BRAF V600E є незалежним предиктором резистентності злоякісної пухлини ЩЗ до радіойодтерапії (РЙТ). Це пояснюється тим, що активація білка BRAF призводить до пошкодження NIS та зниження засвоєння йоду [62]. Застосування визначення BRAF-мутації має важливе прогностичне значення для ПМЩЗ. Більшість ПМЩЗ, видалених хірургічним способом, мають сприятливий перебіг. Але деякі з них демонструють метастатичний фенотип, рецидиви і призводять пацієнта до смерті, тому і потребують більш агресивного лікування [131]. Таким чином, роль мутації гену BRAF у сприянні агресивного перебігу ПРЩЗ є повністю визначеною [177, 185, 193].

Необхідно зазначити, що нез’ясована генетична схильність до ПРЩЗ виявляється у нащадків хворих на цей тип РЩЗ [156]. Онкогенна перебудова у генах RAS, PPAR-PAX8, а також PTEN, тісно пов’язана з виникненням ФРЩЗ [122]. Мутація гену р53 часто виявляється в АРЩЗ [35]. 

Патоморфологія ПРЩЗ. Класичний варіант ПРЩЗ має виразну макроскопічну картину, що надає можливості запідозрити дану патологію навіть перед мікроскопічним дослідженням [21]. Проте також існують «некласичні» варіанти гістологічної структури ПРЩЗ, які значно урізноманітнюють варіативність макроскопічного дослідження. ПРЩЗ може виникати у будь-якій частині органа, без видимих переважань локалізації – будь це права чи ліва частки, перешийок чи додаткові часточки ЩЗ. 

Величина пухлини в класичному ПРЩЗ може коливатися у широкому діапазоні: найбільш часто в середньому 2-3 см, але спостерігаються випадки доволі великих пухлин і пухлин до 1,0 см, кількість яких стрімко збільшується [120]. Пухлинний вузол має білуватий або білувато-жовтий колір, щільний при пальпації. У деяких випадках пухлина має вигляд рубця, особливо при невеликих розмірах. Поверхня пухлини дрібнозерниста, з вибухаючими ділянками. Часто пухлина має вигляд кісти, заповненою бурою кров’янистою рідиною [31, 42]. ПРЩЗ, як правило, не має капсули, її інвазивність проявляється променястою інфільтрацією тканин навколо пухлинного вузла. Надзвичайно поширеною ознакою ПРЩЗ є присутність мінералізованих включень, які виявляються при макроскопічному дослідженні у вигляді твердих крихких утворень або характерного звуку при розрізанні пухлинної і навколопухлинної тканини [18, 32].

Мікроскопічно ПРЩЗ має ще більш виразні паттерни. Основною його гістологічної ознакою є присутність пухлинних папіл (сосочків). Пухлинний сосочок складається з центрального стовбура (ядра), який оточений кількома шарами пухлинних клітин та містить різну кількість судин за типом капілярів та синусоїдів. Пухлинний епітелій наповнений овальними ядрами, які мають специфічний «прозорий» вигляд. Такі ядра носять епонімічну назву «очі сирітки Енн», тому що нагадують «очі, повні сліз» [32, 48, 179]. Механізм утворення цього феномену до кінця не встановлений. В одній з версій походження прозорих ядер говориться про артефакти при забарвленні ядер гематоксиліном (можливо, дефект фіксації тканини). Але той факт, що «освітлення» ядер відбувається не дифузно, а локально, то це пояснення виглядає непереконливим. Також ще у двох роботах робилися спроби пояснення цього феномену, але ці дослідженні не відтворювалися в інших лабораторіях [120]. У першій роботі такий фенотип ядер пояснювався присутністю онкогенну RET у клітинах ЩЗ [70]. В іншій роботі перетворення всередині ядер пояснювалися участю в цих процесах білка емерину [37]. Прозорі ядра виявляються у 80% випадків, ще приблизно у 80-85% випадків знаходять внутрішньоядерні включення цитоплазми [121]. Однією з найбільш достовірних ознак ПРЩЗ є ядерні борозенки (nuclear grooves), які виявляються майже у всіх випадках цієї пухлини. Ядерні борозенки – це поздовжні перетяжки в ядрах ПРЩЗ, які особливо помітні в прозорих («скляних») ядрах. За даними електронно-мікроскопічних досліджень ядерні борозенки з високою вірогідністю є складками ядерної мембрани. Ці складки, очевидно, можуть також симулювати і внутрішньоядерні включення [122]. За останні декади спостережень діагностичне значення ядерних ознак ПРЩЗ знизилося і підлягало критиці [100, 185]. Нова редакція ВООЗ визначення і класифікації ПРЩЗ відображує цю тенденцію [122]. Прозорі «скляні» ядра також виявляються (щоправда не завжди) при аутоімунному тиреоїдиті (АІТ), ядерні борозенки також спостерігаються при тиреоїдиті Хашімото, аденоматозній гіперплазії, фолікулярних аденомах (наприклад, у частково гіалінізованій трабекулярній пухлині), вузловому зобі [122].

Зазвичай, явища мітозів доволі рідкісні у тканині ПРЩЗ, що цілком узгоджується з його індолентним (неагресивним) перебігом. Більшість клітин ПРЩЗ є кубічними або високо призматичними, що може відображати функціональну активність тироцитів як у нормі, так і при патології [144]. 

Для ПРЩЗ характерне лімфогенне метастазування. Першими уражуються лімфатичні вузли ділянки судинно-нервового пучка шиї (глибока латеральна та яремна група) і передгортанні. Метастатичне ураження іноді буває двобічним. Морфологічно, метастази ПРЩЗ відрізняються від інших тим, що основну масу лімфатичного вузла займає колоїд з домішками крові, меншу частину – пухлинна тканина [21, 32]. Ураження ПРЩЗ лімфатичних судин призводить до розвитку регіональних метастазів у лімфатичні вузли та багатоцентрового росту пухлини в самій ураженій частці ЩЗ. Позаорганні (екстратиреоїдні) метастази доволі рідкісні, також, як ураження венозних судин [75]. Найбільш часто спостерігається метастатичне ураження легенів і кісток, переважно у пацієнтів з тривалим перебігом захворювання [21]. Для пояснення мультифокальності росту ПРЩЗ існує думка про можливість проліферації незалежних пухлинних клонів [100, 199]. Обидві думки мають право на існування. Вважається більш вірогідним поширення пухлини через лімфогенні метастази. Метастази в регіональні лімфовузли є розповсюдженим явищем, за деякими даними цей показник досягає 50% [127]. У деяких випадках виявлення первинної пухлини в ЩЗ зумовлює серйозну проблему [4]. Цікаво, що виявлення метастазів у шийні лімфовузли суттєво не впливає на прогноз виживаності у пацієнтів до 45 років [127]. Серед віддалених метастазів ПРЩЗ найбільш часто віддає вторинні вогнища у легені та кістки [95]. Завдяки радіойодтерапії виживаність пацієнтів значна навіть у випадку численних віддалених метастазів за умов достатньої диференціації пухлин для поглинання йоду. 

Незважаючи на успіхи в діагностиці і лікуванні ПРЩЗ, це захворювання ще представляє загрозу для популяції, особливо з огляду на велику поширеність патології. Поганими прогностичними ознаками для ПРЩЗ є похилий вік при встановлені діагнозу, чоловіча стать, великий розмір пухлини, екстраорганне поширення пухлини, низька диференціація з солідною будовою, анеуплоїдія пухлинних клітин та внутрішньосудинне ураження [141]. 

Деякі ПРЩЗ мають специфічні особливості, такі як певні паттерни росту, переважання типів клітин та стромальні реакції. Пухлини з переважанням певних особливостей виділяються в окремі гістологічні варіанти ПРЩЗ. На сьогодні немає чіткого уявлення про асоціацію певних гістологічних варіантів ПРЩЗ з більш агресивним перебігом. Найбільші підозри, щодо відмінного прогностичного значення від класичного варіанту ПРЩЗ (КвПРЩЗ), виникають при чотирьох гістологічних варіантах ПРЩЗ: фолікулярному, висококлітинному, дифузно-склеротичному та солідному [121]. 

Фолікулярний варіант ПРЩЗ (ФвПРЩЗ) раніше часто класифікувався як ФРЩЗ або фолікулярна аденома ЩЗ [42, 216]. ФвПРЩЗ став широко розпізнаватися з середини 1970-х років ХХ століття у випадках, коли в пухлині неопластичні фолікули переважали над папілярним компонентом [48]. Зараз діагноз ФвПРЩЗ ґрунтується на нуклеарних ознаках ПРЩЗ (ядерні борозенки, «скляні», прозорі ядра, ядерні включення), причому цей паттерн повинен бути поширений на більшість неопластичних фолікулів [121]. У випадку, коли невелика частина пухлинних клітин у вузлі фолікулярної будови має нуклеарні ознаки ПРЩЗ, клінічне значення цієї пухлини важко встановити. Для таких випадків застосовувався термін «добре диференційовані пухлини невизначеного злоякісного потенціалу», але загалом застосування цієї термінології не прийняте [122]. У частині випадків ФвПРЩЗ при гістологічному дослідженні виявляються псамомні тільця (ПТ) та інтрафолікулярні багатоядерні гігантські клітини [122].

Цитологічна діагностика ФвПРЩЗ дещо ускладнена тим, що ядра не завжди демонструють нуклеарні ознаки ПРЩЗ, тому цитологи часто встановлюють діагноз за типом «підозра на малігнізацію» або «фолікулярна неоплазма, підозра папілярної карциноми» [120]. 

ФвПРЩЗ ділиться на два підтипи: інфільтративний (неінкапсульований) ті інкапсульований [179]. За останні 20-30 років кількість діагностованого інкапсульованого підтипу ФвПРЩЗ зросла в 2-3 рази і в країнах Європи та Північної Америки його питома вага у загальній структурі РЩЗ складає від 10 до 20% [104, 125]. Сьогодні питання діагностики, класифікації і лікувального менеджменту інкапсульованого підтипу ФвПРЩЗ викликає найбільші дискусії [150]. У випадку цього підтипу ФвПРЩЗ діагноз встановлюється переважно на нуклеарних ознаках, тому що явища інвазивного росту відсутні [65]. У той же час, виявляються випадки інкапсульованого підтипу ФвПРЩЗ з метастазуванням у лімфатичні вузли і, рідко, віддаленими гематогенними метастазами. Однак, прогноз при цій патології загалом не відрізняється від класичного варіанту ПРЩЗ [122]. У ході нещодавнього багатоцентрового міжнародного мультидисциплінарного дослідження було встановлено, що інкапсульований підтип ФвПРЩЗ є насправді окремим класом пухлин ЩЗ з дуже низьким рівнем ризику несприятливих наслідків і може бути визначений як «неінвазивна фолікулярна пухлина ЩЗ з нуклеарними ознаками ПРЩЗ» [150].

Висококлітинний варіант ПРЩЗ (ВвПРЩЗ) складає приблизно 10% всіх папілярних раків ЩЗ. Як правило, пухлина набуває відносно великих розмірів (4-6 см), часто має екстратиреоїдне поширення, високу мітотичну активність і часте ураження судин, ніж при класичному варіанті ПРЩЗ [81]. ВвПРЩЗ переважно виявляється у пацієнтів старшого віку [122]. Висота злоякісних клітин при цьому варіанті ПРЩЗ у два-три рази вище, ніж їх ширина, цитоплазма еозинофільна. Для встановлення діагнозу ВвПРЩЗ необхідно, щоб більше або 50% пухлинних клітин мали високо клітинний фенотип. Також для ВвПРЩЗ характерні некрози, що в поєднанні з іншими прогностичними факторами (висока мітотична активність, позаорганне поширення, похилий вік пацієнтів) вказує на його більш агресивний перебіг, ніж при звичайному ПРЩЗ [80]. Є цікавим той факт, що ВвПРЩЗ часто виявляється прилистком для BRAF мутацій, які вірогідно обумовлюють його біологічну поведінку [148, 211]. Такий молекулярний рисунок ВвПРЩЗ може бути корисним для обговорення таргетної терапії, тому що часто такі пухлини є радіойоднечутливими [176]. 

Дифузно-склеротичний варіант ПРЩЗ (ДсПРЩЗ) складає близько 3% всіх ПРЩЗ. Пухлина проявляється у вигляді двобічного зоба, частіше уражає дітей та молодих дорослих людей [120]. При радіографічних дослідженнях шиї виявляється інтенсивна кальцифікація обрисів пухлини і лімфатичних вузлів [114]. Макроскопічно ДсПРЩЗ щільна, тверда, в основному через явища біомінералізації. Мікроскопічно для пухлини характерна наявність плоскоклітинної метаплазії, великої кількості ПТ та інтенсивна лімфоїдна інфільтрація навколо пухлинних вогнищ [120]. Фактично, перебіг пухлинного процесу відбувається на фоні аутоімунного тиреоїдиту (АІТ). Ведуться дискусії про первинність процесів: тиреоїдит був спочатку чи виник пізніше, як реакція на неоплазму [121]. ДсПРЩЗ у більшості випадків поєднується з метастазами у регіональні лімфатичні вузли, які можуть мати екстракапсулярне поширення, схильність до рецидивів та віддалених вторинних метастазів [74, 113]. Звичайно, вказані особливості роблять прогноз цього захворювання більш серйозним, ніж КвПРЩЗ, однак смертність від ДсПРЩЗ невисока [74].

Діагноз «солідний варіант ПРЩЗ» (СвПРЩЗ) встановлюється у випадку, якщо більше 50% пухлинної маси має солідну будову. СвПРЩЗ найбільш часто зустрічається у дітей, які пережили аварію на ЧАЕС (>30% дітей –пацієнтів) [153]. Серед нуклеарних ознак СвПРЩЗ особливістю є переважання округлих ядер над овальними. СвПРЩЗ часто асоціюється з ФвПРЩЗ та КвПРЩЗ, але для солідної пухлини є характерна схильність до ураження судин (венозної інвазії) [152]. Також СвПРЩЗ зустрічається у дорослих, як правило, на фоні АІТ, хоча зв’язку між цими хворобами не встановлено. Прогноз для дітей та дорослих пацієнтів з СвПРЩЗ такий же сприятливий, як і для КвПРЩЗ [221]. У разі наявності додаткових прогностичних ознак (некрози, висока мітотична активність), диференціація СвПРЩЗ може оцінюватися як низька, що тягне за собою погіршення прогнозу [152].

Поняття «папілярна мікрокарцинома ЩЗ» (ПМЩЗ) включає в себе пухлини ЩЗ папілярної будови, які мають розмір менше 1 см в найбільшому діаметрі [122]. Зважаючи на невеликі розміри, ці пухлини часто не виявляють (пропускають) при макроскопічному дослідженні. Перебіг ПМЩЗ у дітей більш агресивний, ніж у дорослих [3, 166]. ПМЩЗ найбільш часто має субкапсулярну локалізацію, але не інкапсулюється чи склерозується. У найдрібніших пухлинах (менше 1 мм), як правило, відсутня строма. При збільшенні розмірів ПМЩЗ (більше 2 мм), відбувається швидке зростання стромального компоненту [11]. Десмоплазія відіграє визначну роль у розвитку пухлини, забезпечуючи утворення її сполучнотканинного каркасу, васкуляризацію, підготовку до метастазування [11]. Встановлено, що зрілість пухлинної строми є важливим критерієм прогнозу перебігу ПМЩЗ. Незрілість пухлинної строми вважається фактором ймовірної агресивної клінічної поведінки ПМЩЗ [33]. 

Гістологічний варіант з дедиференціацією в анапластичну карциному також відрізняється від більшості гістологічних варіантів ПРЩЗ за прогнозом [123]. Як випливає з назви, цей гістологічний варіант має несприятливий прогноз. Виокремленню ПРЩЗ з дедиференціацією в анапластичну карциному сприяла робота Alborez Saavedra et al [35], в якій було у групі 109 АРЩЗ виявлено 46,8% випадків поєднання з ПРЩЗ. Виявлення 34 випадків КвПРЩЗ, 14 випадків ВвПРЩЗ та 3 випадків ФвПРЩЗ підтримує концепцію анапластичної трансформації ПРЩЗ в АРЩЗ карциному [123]. 

Інші гістологічні варіанти ПРЩЗ зустрічаються надзвичайно рідко і/або мають прогноз, який не відрізняється від прогнозу класичного варіанту. До них відносяться онкоцитарний, світлоклітинний, стовбчасто-клітинний, макрофолікулярний, решітчастий варіанти, ПРЩЗ з осередками острівцевого компоненту, ПРЩЗ з фасциїтоподібною стромою, ПРЩЗ з плоско клітинною або мукоепідермоїдною карциномою, ПРЩЗ з веретеноподібною або гігантоклітинною карциномою та змішаний рак з елементами папілярного та медулярного раків [122, 123].

1.2. Біомінералізація щитоподібної залози: поширення, патологія, механізми виникнення та діагностичне значення

У ЩЗ кальцифікати зустрічаються як при доброякісній, так і за умов злоякісної її патології. Отримана діагностична інформація про кальцифіковані об’єкти у ЩЗ часто пропускається клініцистами або їй надається мінімальне клінічне значення [108]. Проте існує багато повідомлень про високий ризик поєднання процесів біомінералізації (кальцифікації) із злоякісними пухлинами [54, 188, 209]. 

Розрізняють різний ступінь ризику асоціації біомінеральних утворень ЩЗ з розвитком злоякісних пухлин у залежності від розмірів кальцифікатів. За даними тиреоїдної ультрасонографії процеси біомінералізації розділяють на макро- мікрокальцифікацію [41]. В окремих роботах, окрім двох зазначених видів кальцифікації, що виявляються при УЗД, виділяють ободову або кільцеву кальцифікацію [55]. Межа між мікро- і макрокальцифікацією на УЗ-дослідженні дорівнює 2 мм: об’єкт розміром ≤2 мм вважається мікрокальцифікатом, >2 мм – макрокацифікатом [192]. У багатьох дослідженнях отримані результати про достовірну кореляцію мікрокальцифікатів з високим ризиком малігнізації, проте зв’язок макрокальцифікатів з раком ЩЗ залишається невідомим. Біомінералізовані вузли ЩЗ з макрокальцифікацією у роботі Li J. та співавт. [119] поділені на 4 групи: гладенька повна кальцифікація (за типом яйцевої шкаралупки), гладенька часткова кальцифікація, нерівномірна кальцифікація та вузлова кальцифікація [116]. Часто кальцифікація вузлів зустрічається при багатовузловому зобі з кістозним переродженням, особливо якщо захворювання має тривалий перебіг. Діагностичну цінність тиреоїдних вузлів з макрокальцифікацією рекомендується визначати за допомогою цитологічного дослідження [126]. 

У дослідженні Wu et al. [218], серед 383 пацієнтів з вузловою патологією ЩЗ на передопераційній комп’ютерній томографії у 135 хворих (35,2%) виявили ознаки кальцифікації залози. Після оперативних втручань шляхом гістологічної верифікації було встановлено, що частота виявлення злоякісних пухлин серед кальцифікованих вузлів була достовірно вищою, ніж некальцифікованих (48% проти 20%). Рак ЩЗ асоціювався з різними типами кальцифікації вузла з різною частотою: 22% вузлів з периферичною біомінералізацією, 21% випадків – з грубою мінералізацією, 58% вузлів з простою вогнищевою кальцифікацією, 79% випадків – з множинною вогнищевою кальцифікацією. У пацієнтів з солітарним кальцифікованим вузлом в 83% виявляли РЩЗ [218].
У роботі Gungor B et al. [85] досліджувалися зв’язки між кальцифікацією та злоякісними пухлинами ЩЗ шляхом порівняння результатів доопераційного УЗ-дослідження та гістопатологічного дослідження після тиреоїдектомії серед 169 пацієнтів. Ознаки патологічної біомінералізації були виявлені у 32,54% (55 випадків). Відсоток злоякісної патології серед пацієнтів з кальцифікацією становив 30,91% (29 пацієнтів). Таким чином, показник пацієнтів з злоякісними пухлинами і кальцифікацією становив 58,62% (17/29), а показник пацієнтів із злоякісними пухлинами, але без ознак кальцифікації відповідно становив 10,52% (12/114), що статистично достовірно (р<0,001) показувало зв’язок між кальцифікацією та ризиком виникнення злоякісних пухлин ЩЗ [85].

В іншому нещодавньому дослідженні також вивчався зв’язок між ознаками ультрасонографічними ознаками кальцифікації вузлів ЩЗ і результатами гістологічних досліджень [109]. Всього було досліджено 1431 вузол ЩЗ від 1078 пацієнтів, яким спочатку було виконано УЗ-дослідження, після чого була виконана тиреоїдектомія. За результатами УЗД у 38,6% вузлів (552 вузли) було виявлено ознаки біомінералізації, які були поділені на наступні типи: мікрокальцифікати, кільцеподібна периферична кальцифікація, півмісяцеподібна кальцифікація, груба внутрішньовузлова кальцифікація та вогнищева кальцифікація. За результатами гістологічного дослідження в 91,1% вузлів виявлено злоякісні пухлини і в 8,9% (126 вузлів) виявлена доброякісна патологія. Серед злоякісних пухлин частота кальцифікації сягала 40,2% (524 випадки), найпоширенішим типом кальцифікації були мікрокальцинати (42,9%), найменш поширеним типом – кільцева периферична кальцифікація (5,9%). У ході дослідження виявилося, що з усіх типів кальцифікації статистично достовірний зв’язок з злоякісними пухлинами мали мікрокальцифікація та груба внутрішньовузлова кальцифікація [109]. Сильний достовірний зв’язок мікрокальцифікатів та злоякісних пухлин ЩЗ (особливо мікропапілярної карциноми) підтверджується також у роботі Shi C et al (2012), специфічність мікрокальцифікатів досягає 96,5%. Частота мікрокальцифікатів значно зростає у групі пацієнтів після 45 років. У цьому дослідженні також було виявлено 12 випадків кальцифікації лімфатичних вузлів шиї, у всіх зразках гістологічно було встановлено метастази ПРЩЗ [192]. Подібні результати зустрічаються також у низці інших робіт [50; 119]. 

Злоякісні епітеліальні пухлини ЩЗ складають 1% від усіх злоякісних новоутворень, але є найбільш розповсюдженими пухлинами органів ендокринної системи [120]. Відомо, що папілярний рак ЩЗ є однією з найпоширеніших форм диференційованого раку ЩЗ [191]. У структурі злоякісних пухлин ЩЗ папілярний рак (ПРЩЗ) складає 70% і його частка у структурі захворюваності останніми десятиріччями зростає у всьому світі [120]. Незважаючи на доволі сприятливий прогноз ПРЩЗ, близько 10% пацієнтів помирають від цього захворювання, а у 5-20% випадків виникають рецидиви [117]. Загальне виживання для більшості хворих зі злоякісними пухлинами ЩЗ залежить багато в чому від швидкості і точності встановлення правильного діагнозу та гістологічного типу пухлини. Вік пацієнта, стать, розмір та гістологічна належність пухлини, наявність метастатичного ураження поза ЩЗ, стан лімфатичних вузлів є значимими маркерами для прогнозу у пацієнтів з ПРЩЗ [41]. У ряді досліджень вивчався вплив патологічної біомінералізації на прогноз та перебіг злоякісних пухлин ЩЗ [57, 201].

Серед усіх захворювань ЩЗ найбільш часто біомінералізація виявляється при ПРЩЗ. Грунтуючись на клінічних особливостях патологічної біомінералізації, кальцифікати ЩЗ були поділені на псаммомні тільця, стромальну кальцифікацію та формування кісткової тканини (осифікацію) [201]. 

Псаммомні тільця (ПТ) характеризується як сферичні кальцифіковані осередки, побудовані з концентричних пластинок [105, 122]. Присутність ПТ більшість авторів вважає діагностичним критерієм ПРЩЗ, але повідомляється про випадки їх виявлення при інших типах РЩЗ [164]. У роботі J. Hunt and E.L.Barns [100] вивчалися 29 випадків не асоційованих з пухлинами ПТ, виявлених у ЩЗ та перитиреоїдальних лімфовузлах. За детального клінічного та гістологічного дослідження тканини обох часток ЩЗ було встановлено наявність карцином в 27 випадках з 29: в 25 хворих виявлено різні типи ПРЩЗ та у 2 пацієнтів пухлину з клітин Гюртле. Важливо наголосити, що в 15 випадках ПТ виявлялися у протилежній частці ЩЗ, що затруднювало виявлення основної пухлини [100]. 

ПТ зазвичай знаходяться всередині строми ракових сосочків ПРЩЗ. У випадках, коли ПТ виявляються у ЩЗ поза пухлиною, їх можна знайти в міжфолікулярній та міжчасточковій стромі, так як там знаходяться кровоносні та лімфатичні судини [101]. Окрім ЩЗ, ПТ спостерігаються в менінгіомах, папілярних серозних цистаденокарциномах яєчника, і рідше – в інших пухлинних і не пухлинних захворюваннях [57]. 

Про походження ПТ існують різні погляди. Наприклад, Johannessen J.V et al. [105] ПТ вважають результатом дистрофічного звапнення пухлинних тромбів у просвіті лімфатичних та кровоносних судин. Ультраструктурні дослідження ПРЩЗ показують потовщення базальної мембрани судин пухлинних сосочків з тромбозом, кальцифікацією і некрозом пухлинних клітин, що призводить до формування ПТ [105]. За поглядами інших авторів ПТ формуються як внутрішньоклітинні кальцифікати в життєздатних клітинах, які розташовані вогнищево [201]. Дослідження серозних цистаденокарцином яєчника та менінгіом показало, що продукція колагену пухлинними клітинами і наступна кальцифікація є відповіддю на формування ПТ [57]. Про можливе існування попередників ПТ повідомлялося для менінгіом та ПРЩЗ, вони описувалися у вигляді позаклітинних великих і малих гіалінових глобул, коротких гіалінових циліндрів, які оточені диференційованими пухлинними клітинами або у вигляді невеликої кількості внутрішньо-цитоплазматичних тілець (включень), виділених з інтактних пухлинних клітин [96]. Також було виявлено численні позаклітинні еозинофільні відкладення, які відповідали некальцифікованим псаммомним тільцям, при низькодиференційованій аденокарциномі підшлункової залози [187]. Клітинна дегенерація і некроз, які призводять до зникнення пухлинних клітин, виявляється тільки навколо ПТ, але не навколо попередників. Базуючись на зазначених фактах, автори представляють ПТ як активний біологічний процес, який призводить до загибелі пухлинних клітин і попереджає їх ріст та поширення [57]. 

Найбільш поширена загальноприйнята думка, що ПТ у ПРЩЗ пов’язані з пухлинними клітинами всередині лімфатичних судин або пухлинної строми [122]. Також існує оригінальна гіпотеза походження ПТ у пухлинах ЩЗ та яєчниках, в якій доводиться участь у процесах біомінералізації грам-негативних нанобактерій (Chlamidia), які здатні преципітувати (осаджувати) солі кальцію [7, 98]. У поодиноких дослідженнях повідомляється про асоціацію ПТ з доброякісними гранулематозними реакціями на сторонні тіла (силікат алюмінію) [36].

Цікавим є дослідження Olivera-Merlin P.S., et al [135] з приводу хімічного складу псаммомних тілець папілярних пухлин ЩЗ та яєчника, яке було виконане за допомогою плазмо-емісійної спектрофотометрії виділених з парафінових блоків кальцифікатів. Було встановлено, що ПТ містять у підвищених концентраціях такі неорганічні елементи, як мідь, кадмій, кальцій, залізо, магній та цинк, при чому, статистично достовірної різниці між показниками тканини ЩЗ та яєчників не виявлено [135].

Осифікація або формування кістки, фіксувалася у випадках, коли ідентифікувався кістковий матрикс та остеоцити [41]. Всі кальцифікати, які не підходили під визначення ПТ та осифікації, вважалися стромальною кальцифікацією, включаючи також псаммомоподібні кальцифікати – округлі без пошарової структури та пошаровані, але з нерівними краями. Про механізми реагування на формування ПТ, стромальної кальцифікації та осифікації відомо мало. 

Стромальна кальцифікація виникає внаслідок відкладення депозитів фосфату кальцію у фіброзну строму. У дослідженні Bai Y. et al [41] 27 з 28 випадків осифікації супроводжувалися стромальною кальцифікацією. Це легко пояснюється тим, що формування кістки відбувається з попередньо існуючого вогнища мінералізації, що призводить до кісткової метаплазії. Вважається, що для початку процесів ектопічного формування кістки та стромальної кальцифікації на молекулярному рівні необхідне залучення сигнального шляху кісткоутворювальних білків (bone morphogenetic protein - BMP). Сімейство кісткоутворювальних білків (BMP) складається, щонайменше, з 30 членів, вперше виділені з демінералізованого кісткового матриксу. Білків BMP 1-7 здатні індукувати ектопічну осифікацію [97]. 

Про молекулярні основи утворення псаммомних тілець, стромальної кальцифікації та осифікації у ЩЗ відомо відносно небагато. Наприклад, лінія пухлинних клітин карциноми ЩЗ 8505С може продукувати BMP-1 та BMP-2 [90]. BMP-1 або про колаген-С-пепсидаза є ферментом-металопротеїназою, інші кісткоутворювальні білки, такі як BMP 2-7 є білками, подібними до β-трансформуючого фактора росту (TGF-β) [97]. BMP1 може конвертувати попередники білків, таких як ламінін-5, проколаген, фактори росту і диференціації 8 та 11 і TGF-β1, в їхні активні форми, що відіграють різнобічні ролі в адгезії клітини та регуляції мінералізації екстрацелюлярного матриксу твердих тканин [76]. BMP-1 також може активувати два інших білки сімейства BMP: BMP-2 та BMP-4, руйнуючи їх антагоніст, хордін [76]. Серед інших кісткоутворювальних білків за умов патології ЩЗ був досліджений BMP-9 [200]. BMP-9 є один з найбільш остеогенних субтипів кісткоутворювальних білків. У ході дослідження було встановлено, що в умовах осифікації при ПРЩЗ значно посилювалася експресія BMP-9, чого не спостерігалося при відсутності ознак мінералізації тканини [200]. Також повідомляється про зв’язок утворення ПТ з експресією BMP-11 та остеопонтина, зазначені білки продукуються макрофагами [135].

Остеопонтин (OPN) - кислий фосфопротеїн, що експресується у мінералізованих тканинах і інгібує утворення гідроксиапатиту, активує функцію остеокластів [187]. OPN пригнічує кальцифікацію, зв'язуючись з поверхнею кристалів [72]. Він являється прозапальним цитокіном, що підсилює ремоделювання судин і ангіогенез. Таким чином, проангіогенна дія розщепленого OPN полегшує мінералізацію матриксу, а повного фосфорильованого OPN - інгібує його. Також було показано, що OPN входить до складу ниркових каменів і, вірогідно, впливає на їх формування  [147].

Окрім білків сімейства BMP, TGF-β, остеопонтину, наявні повідомлення про участь у процесах біомінералізації диференційованих злоякісних пухлин ЩЗ таких молекул як Runx2, CD44v6, остеокальцин [82].

Таким чином, ознаки патологічної біомінералізації (кальцифікації) можуть бути важливим диференційно-діагностичним критерієм пухлин ЩЗ як при УЗД, так і при патогістологічному дослідженні. Це особливо стосується пацієнтів з солітарним кальцифікованим вузлом, кальцифікацією лімфатичних вузлів шиї, мікрокальцинатами у пацієнтів старшого віку (більше 45 років) та грубою кальцифікацією вузлів. Особливу увагу патологам необхідно звернути на псаммомні тільця, прямо не пов’язані з пухлинною патологією, так як це може бути ознакою прихованого ПРЩЗ (мікрокарцинома) або метастазу РЩЗ з протилежної частки залози.

1.3. Фактори пухлинного мікрооточення та їх зв’язок з процесами біомінералізації.

Пухлинне мікрооточення - комплекс взаємопов’язаних факторів, що утворюють локальну мікросистему, в якій існують пухлинні клітини. Метастатичний процес включає: 1) відокремлення пухлинних клітин від первинного осередку, прорив базальної мембрани, інвазію оточуючих тканини; 2) ангіогенез; 3) інтравазацію; 4) дисемінацію в судинному руслі; 5) фіксація клітин у лімфатичних вузлах, судинній сітці окремих органів; 6) екстравазація; 7) формування метастатичного вогнища – а) в стані гібернації або б) формування вторинних метастазів з стромоутворенням та неоваскуляризацією [8]. 

Лише незначна кількість злоякісних клітин, що потрапили у кровоносне русло, здатні вижити (близько 5%, [118]). Всі інші гинуть від впливу факторів природньої протипухлинної резистентності та/або індукції апоптозу [8]. Інвазія екстрацелюлярного матриксу є активним, стадійним процесом. Спочатку змінюється адгезивність трансформованих клітин, послаблюються міжклітинні контакти, потім відбувається протеоліз і деградація екстрацелюлярного матриксу, міграція ракових клітин та інтравазація. Метастатичному процесу значно сприяють гіпоксія, ацидоз, зменшення кількості поживних речовин. Трансмембранні білки Е-кадгерини забезпечують гомотипову адгезію в епітеліальній тканині. Порушення або мутація цього білка є важливою у процесі поширення пухлин. Для прикріплення пухлинні клітини використовують значно більше факторів і рецепторів адгезії, ніж нормальні клітини, до того ж у ракових клітин інтегрини експресуються на всій поверхні. 

Просуваючись у сполучній тканині, ракові клітини експресують матриксні металопротеїнази (ММП) або індукують утворення цих ферментів у макрофагах та стромальних фібробластах. Для матриксних металопротеїназ є доведеним зв’язок з інвазією і пухлинною прогресією [129, 133]. ММП у своєму складі мають 2 атоми цинку 2+, що пояснює назву. ММП секретуються в неактивному стані і найкраще діють при певному рН (частіше нейтральному). ММП поділяються на 5 груп: інтерстиційні, желатинази, стромелізини, мембранні та інші. Парадоксально, але пухлинні клітини секретують також тканинні інгібітори металопротеїназ (ТІМП), які пригнічують метастазування [8]. Наприклад, ТІМП1 утворює комплекс зі стромелізинами, ММП 4 в пропорції 1:1, блокуючи їх. Важливу роль в інвазії відіграють пухлинно-асоційовані макрофаги (ПАМ).

Продукти розпаду ЕЦМ (колаген, ламінін) можуть діяти як атрактанти та стимулятори міграції [133].

Внутрішньопухлинний ангіогенез стимулюється гіпоксією. Стан гіпоксії і окислювального стресу призводить до активації судинного фактора росту ендотелію (VEGF) та експресії ІЛ-8. VEGF безпосередньо  викликає проліферацію ендотеліоцитів і формування судинної сітки пухлини. Також до стимулюючих факторів ангіогенезу належать ацидоз, гіпоглікемія та механічний тиск («стрес») [22].

Після стимуляції ангіогенними факторами ендотеліоцити руйнують базальну мембрану епітелію, мігрують в інтерстицій, проліферують. Молоді ендотеліоцити формують канали, контактуючи між собою та з білками ЕЦМ. Також утворення судин можливе шляхом брунькування від існуючих судин та шляхом виникнення з ангіобластів (попередників ендотеліоцитів). Паралельно з кровоносними судинами формуються лімфатичні судини, які дренують міжклітинну рідину навколо пухлини, але не в самій пухлині [203]. Відомо, що активність гену VEGF регулюється білком р53. Тому при мутації р53 знижується його гальмівний вплив на ген-регулятор синтезу VEGF. Також продукція VEGF знаходиться під впливом експресії онкогенів scr, raf, ras. Основними виробниками проангіогенних факторів у пухлині є злоякісні і стромальні клітини [22]. 

Новоутворені судини в пухлині відрізняються від судин нормальної будови дефектністю стінки (полегшується інтравазація злоякісних клітин) і наявністю значної кількості розгалужень, що значно знижує швидкість кровотоку. Завдяки цим особливостям, злоякісні клітини і їх комплекси потрапляють у загальне судинне русло, де абсолютна більшість ракових клітин елімінується. Якщо у пухлини є зв’язок з лімфатичною системою (як правило на периферії пухлинного вогнища), то злоякісні клітини заносяться в лімфатичні вузли і осідають у великих субкапсулярних синусах. 

Затримці і фіксації окремих злоякісних клітин та їх комплексів у судинному (капілярному) ложі в цьому самому органі або у віддалених органах (локалізаціях) сприяють турбулентність току крові та підвищена її в’язкість. Найбільш вірогідні два механізми: 1) механічна затримка у капілярах, 2) адгезія пухлинних комплексів і клітин за допомогою специфічних рецепторів і білків. Затримані у капілярному ложі пухлинні комплекси  можуть вижити або ліквідуються засобами протипухлинного захисту організму (макрофаги, природні кілери та ін). Пухлинна прогресія і метастазування  пов’язані зі значною генетичною нестабільністю [22].

Дослідження експресії wild-type та мутантної форми білка р53 широко використовується в онкології для прогнозу. Мутантна форма р53 (m-р53) виявляється в абсолютній більшості злоякісних пухлин. Виразна гіпоксія призводить до апоптозу в лініях пухлинних клітин, але не в клітинах з m-р53 або відсутністю р53 [83]. 

Експресія VEGF знаходиться в тісний залежності від тканинної гіпоксії: різко зростає за відсутності або дефіциту кисню і повертається до нормальних показників при оксигенації тканини в умовах in vitro. У деяких пухлинах було доведено зв’язок підвищення експресії VEGF з посиленням метастазування [184]. 

Підвищення експресії ММП характерне для більшості раків і асоційоване з агресивним перебігом пухлинного процесу. Джерелом є самі ракові клітини, внутрішньопухлинні макрофаги та фібробласти. Розщеплюючи компоненти строми ММП сприяють поширенню злоякісних пухлин, стимулюють їх рухомість. 

Пухлинно-асоційовані макрофаги (ПАМ) – це зрілі мононуклеарні фагоцити, які інфільтрують злоякісну пухлину. Вони можуть діяти як антиген-презентуючі клітини, природні кілери – ефектори неспецифічної протипухлинної резистентності. ПАМ у своєму арсеналі мають такі цитотоксичні фактори як активні форми кисню (пероксиди, синглетний кисень, тощо), лізоцим, аргіназу, нуклеази, протеази, інтерлейкіни та монокіни. Проте поглиблені дослідження показали суперечливу роль ПАМ у взаємодії із злоякісними пухлинами [2]. Було встановлено, що продукти секреції макрофагів стимулюють ріст злоякісних клітин, їх ангіогенез, руйнують ЕЦМ, створюючи умови для пухлинної прогресії і метастазування. У численних дослідженнях було отримано суперечливі результати: з одного боку велика кількість ПАМ у певних пухлинах корелювала з позитивним прогнозом і низьким метастазуванням (рак молочної залози), з іншого –були отримані протилежні результати [22]. 

Матеріали з даного розділу висвітлені в наступній публікації:

1. Кальцифікація щитоподібної залози: поширення, патологія, механізми виникнення та діагностичне значення (огляд літератури) / [Романюк А. М., Москаленко Р.А., Рєзнік А.В., Гапченко А. В.] // Журнал клінічних та експериментальних медичних досліджень. — 2014. — Т.2, №4. — С. 417-426.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ

Дисертаційна робота виконана в Сумському державному університеті на кафедрі патологічної анатомії. Матеріалом для дослідження послужили гістологічні препарати пацієнтів, прооперованих в Сумському обласному клінічному онкологічному диспансері та Сумській обласній клінічній лікарні з приводу пухлинної патології ЩЗ в період 2004-2014 років. Загалом було виявлено 1131 випадків РЩЗ. Основу клініко-морфологічних, імуногістохімічних та фізико-хімічних досліджень дисертаційної роботи склали 60 випадків ПРЩЗ. Вивчалися дані з історій хвороб, результати УЗД-дослідження та патогістологічні заключення.

У роботі використані дані обласного канцер-реєстру та журнали реєстрації результатів біопсій патологоанатомічного відділення Сумського обласного клінічного онкологічного диспансеру. 

2.1. Зразки пухлин ЩЗ

Всі випадки ПРЩЗ були обстежені клінічно (УЗД ЩЗ) та морфологічно (серійні зрізи пухлинної тканини) для виявлення патологічної біомінералізації. Всім хворим було виконано тотальну тиреоїдектомію. Всього було досліджено 60 випадків ППЩЗ. Для дослідження патологічної біомінералізації були сформовані наступні дві серії пацієнтів. І серію склали випадки ЗПЩЗ з проявами патологічної біомінералізації: 30 зразків ПРЩЗ. ІІ серію складали випадки ЗПЩЗ без проявів біомінералізації: 30 зразків ПРЩЗ. 
2.2. Гістологічний та гістохімічний методи

Для гістологічного дослідження матеріал ЩЗ фіксували її в 10% розчині нейтрального буферного формаліну впродовж 24 годин. В подальшому матеріал зневоднювався і заливався парафіном в апараті карусельного типу «АТМ-4М» (Україна). На ротаційному мікротомі Shandon Finnesse 325 (Thermo Scientific) виконувалися парафінові серійні зрізи товщиною 4-5 мкм. Депарафінізовані зрізи забарвлювали гематоксилін-еозином та алізариновим червоним S (модифікація Даля-МакГі). Під час мікроскопічного дослідження враховували наступні характеристики РЩЗ: гістологічний тип будови (згідно класифікації ВООЗ пухлин ЩЗ, Ліон, 2004 р.), тип кальцифікації, наявність метастазів, наявність пухлинної капсули, особливості та ступінь інфільтрації пухлини та перитуморальної зони імунокомпетентними клітинами, характер васкуляризації.

2.3. Імуногістохімічне дослідження тканини РЩЗ

З гістологічних парафінових блоків виготовляли серійні зрізи товщиною 4-5 мкм, які наносили на адгезивні скельця SuperFrost (Thermo Scientific) і висушували при температурі 37°С впродовж 18 годин. Депарафінізовані зрізи підлягали демаскуванню антигенів за термічним методом шляхом нагрівання зрізів у цитратному буфері (рН 6,0) при температурі 95-98°С.Для візуалізації результатів ІГХ використовували систему детекції “UltraVision Quanto Detection System HRP Polymer” (Thermo Scientific), яка включала в себе блокування ендогенної пероксидазної активності 3% перекисом водню, блокування неспецифічного фонового фарбування з використанням «Ultra V Block», посилення реакції «Primary Antibody Amplifier Quanto». У якості хромогену використовувався діамінобензидин (DAB).

У дослідженнях використана наступна панель антитіл («Thermo scientific», США) (табл. 2.1):

Таблиця 2.1
Панель антитіл для ІГХ дослідження

	Антитіло
	Імунізована тварина
	Клон
	Розведення
	Локалізація в клітині

	Кі-67

	Кролик
	SP6
	1:100
	Ядро

	р53

	Миша
	SP5
	1:100
	Ядро

	bax
	Миша
	Поліклон
	1:200
	Цитоплазма

	Bcl-2
	Миша
	100/D5
	1:100
	Цитоплазма

	OPN
	Кролик
	Поліклон
	1:100
	Цитоплазма

	VEGF
	Кролик
	Поліклон
	1:200
	Цитоплазма та мембрана

	MMP1
	Кролик
	Поліклон
	1:50
	Цитоплазма


· для вивчення особливостей апоптозу і порушення в системі репарації ДНК пухлинних клітин використано мишачі моноклональні антитіла до білків bcl-2 (клон 100/D5), р53 (клон SP5) та поліклональні антитіла bax; для вивчення проліферативної активності пухлинних клітин – кролячі моноклональні антитіла до білка Кі-67 (клон SP6);

· особливості мінералізації тканини ПРЩЗ досліджували з використанням кролячих поліклональних антитіл до білка OPN;

· для встановлення аутогенної стимуляції ангіогенезу вивчали експресію рецепторів VEGF з використанням поліклональних кролячих антитіл;

· поліклональні кролячі антитіла до білка ММР1 слугували показником інвазивної спроможності клітин;

Для оцінки ступеню виразності імуногістохімічного забарвлення використовувалася модифікована бальна система за Allred [169]. Ступінь забарвлення оцінювався за 8-бальною системою (0-8). Кількість балів отримували шляхом додавання числа, яке представляло відсоток клітин з позитивним забарвленням (0, 1, 2, 3, 4, 5), з числом балів, яке відображає інтенсивність забарвлення клітини (цитоплазми, ядра або цитоплазми і ядра одночасно – 0, 1, 2, 3). Система підрахунку відображена у таблиці 2.2.

Таблиця. 2.2
Система оцінки експресії імуногістохімічного забарвлення.

	Відсоток позитивно-забарвлених клітин
	Інтенсивність забарвлення

	0
	Відсутні забарвлені клітини
	0
	Забарвлення відсутнє

	1
	Кількість забарвлених клітин <1%
	1
	слабке забарвлення 

	2
	Кількість забарвлених клітин 1-10%
	2
	помірне забарвлення

	3
	Кількість забарвлених клітин 10-33%
	3
	виразне забарвлення

	4
	Кількість забарвлених клітин 33-66%
	
	

	5
	Кількість забарвлених клітин >66%
	
	


В якості контролю якості проведеного ІГХ дослідження проводили активний (використання тканини, з попередньо встановленою позитивною та негативною реакцією) та пасивний контроль отриманих результатів.

2.4. Скануюча електронна мікроскопія 

Пробопідготовка. Гістологічні зрізи з парафінових блоків препаратів товщиною 7-10 мкм розміщували на графітових предметних столиках. Препарати витримували 30 хв у термостаті при температурі 60ºС. Після цього парафінові зрізи тричі покривали ксилолом по 5 хв, потім тричі покривали 96% етанолом по 5 хв, споліскували дистильованою водою. Виготовлені препарати досліджувалися на скануючому мікроскопі РЕММА 100У з енергодисперсивним рентгенівським спектроскопом (Selmi, Україна).

2.5. Фізико-хімічні (методи дослідження прикладного матеріалознавства)

Мінеральну складову відокремлювали від м'яких тканин депозиту шляхом термічної обробки в електропечі (на повітрі) при 200 ° С протягом години. При цьому відбувалося руйнування органічної частини депозиту і видалення вільної води при збереженні незміненій структури мінералу. Після такого низькотемпературного відпалу в більшості випадків тверді частинки мінералу можна було легко відокремити механічно від золи органічних тканин.

Дослідження методом растрової електронної мікроскопії (РЕМ) були виконані на приладі РЕММА102 (SELMI, Україна). Прилад дозволяє візуалізувати досліджувану поверхню зразка в широкому діапазоні збільшень з дозволом порядку 10 нм і отримувати дані про елементний склад з аналізу характеристичних енергодисперсійного рентгенівських спектрів (EDX спектрів), порушуваних електронним зондом. Обробка спектрометричної інформації проводилися за допомогою штатного програмного забезпечення системи мікроаналізу.

Рентген-дифракційному дослідження структури матеріалів були виконані на дифрактометрі ДРОН4-07 («Буревісник», Росія) з використанням випромінювання CuKα (λ = 0,154 нм) при умовах фокусування по Брегг-Брентано (θ -2 θ) (2 θ - бреггівськими кут). Зразки знімали в режимі безперервної реєстрації (швидкість 2 θ / хв) в діапазоні кутів 2° від 10 °до 70°. Попередня обробка експериментальних результатів була проведена в програмному пакеті DIFWIN-1 (ТОВ «Еталон ВТЦ»), ідентифікація кристалічної структури і фазового складу - за допомогою програмного пакету Crystallographica Search-Match (Oxford Cryosystems).

Інфрачервоні спектри були отримані на Фур'є-спектрометрі Spectrum-One (Perkin Elmer, USA, 2003). Перед дослідженнями зразки у вигляді порошку були змішані з порошком KBr (3.0 мг зразка на 300 мг KBr) і спресовані в таблетки. Вимірювання та аналіз спектрів виконувалися з використанням штатного програмного забезпечення приладу.

Просвічує електронна мікроскопія (ПЕМ) з електронною дифракцією (ЕД) була виконана на приладі ПЕМ-125К (SELMI, Україна), який дозволяє вивчати морфологію та фазовий склад кристалічних частинок Кальцифікати. При підготовці проб відпалені мінералізованного тканини у формі порошку поміщали в дистильовану воду і обробляли ультразвуком за допомогою установки УЗДН-А (SELMI, Україна). Ультразвуковий випромінювач знаходився в посудині з дистильованою водою і зразками протягом десяти хвилин. Питома потужність становила приблизно 15-20 Вт / см2 при робочій частоті випромінювача 22 кГц. Кілька крапель отриманої суспензії наносили на спрямований вертикально вгору ультразвуковий випромінювач УЗДН-А і розпилювали 2-3 секунди, варіюючи потужність установки. Розпилений аерозоль вловлювали на тонку вуглецеву плівку (10-20 нм), розташовану на мідній сіточці держателя про-зразків. Мікрофотографії і картини електронної дифракції були отримані за умов прискорюючої напруги Uприск = 90 кВ.

2.6. Статистичний аналіз 

Для вивчення статистичних показників захворюваності на РЩЗ в Сумській області були використані середній показник захворюваності (Хс), стандартне відхилення (σ), медіана (Ме), середня похибка (m). 

Результати морфометричних вимірювань тканини ПРЩЗ та дані імуногістохімії були перевірені на нормальний розподіл (НР) за допомогою критерію Шапіро-Вілк (Shapiro-Wilk). У випадку ненормального розподілу цифрових показників для оцінки статистичної значимості використовували критерій Манна-Уїтні (Mann-Whitney). Також було використано статистичний бутстреп для оцінки довірчих інтервалів. Довірчі інтервали (0.05, 0.90) було оцінено за допомогою скоректованого та прискореного методу параметричного бутстрепу (BCa) [60]. У якості параметру було використано медіану. Кількість вибірок складала 10000. 

Якщо вибірки даних мали правильний розподіл, їх порівняння проводилося за допомогою параметричного t- критерію Стьюдента за умови підтвердження випадковості розбіжностей (Fкрит>Fексп) згідно критерію Фішера. Якщо tексп≥tкрит, то різниця вважалась достовірною.

Матеріали з даного розділу висвітлені в наступних публікаціях:

2. Данильченко С.Н. Структура и морфология нанокристаллических кальцификатовщитовидной железы / С.Н.Данильченко, А.С. Станиславов, В.Н. Кузнецов, А.В. Коченко, Т.Г. Калиниченко, А.В. Резник, В.В. Стариков, Р.А. Москаленко, А.Н. Романюк // Ж. нано- та электроннойфизики. – 2016. – Т.8, №1. – С. 01031-6.

3. Ультразвукове ехо біомінералізації щитоподібної залози / А.В. Рєзнік, А.В. Гапченко та ін. // Журнал клінічних та експериментальних медичних досліджень. – 2015. – Т. 3 (2). – С. 188-198.

4. Москаленко Р.А. Морфологічне дослідження щитоподібної залози при захворюваннях, які супроводжуються біомінералізацією / Р.А. Москаленко, А.В. Рєзнік, А.В. Гапченко, А.Г. Прокопьєва, А.С. Мальцева // Вісник біології і медицини. – 2015. - Вип.2, Т.3 (120). - С. 324-331.

5. Москаленко Р.А. Папілярний рак з біомінералізацією: клініко-морфологічні особливості / Р.А. Москаленко, А.М. Романюк, А.В. Рєзнік [та ін] // Патологія. – 2016. - №1.

6. Рєзнік А.В. Аналіз захворюваності на злоякісні пухлини щитоподібної залози у Cумській області / А.В. Рєзнік, В.А. Сміянов, С.В. Тарасенко [та ін.] // Журнал клінічних та експериментальних медичних досліджень. – 2015. - Vol.3, № 4. – С.609-617.

7. Рєзнік А.В. Імуногістохімічне дослідження папілярного раку щитоподібної залози з явищами біомінералізації/ А.В. Рєзнік // Журнал клінічних та експериментальних медичних досліджень. – 2016. –Т. 4, № 2. – С.759-767.

РОЗДІЛ 3

РЕЗУЛЬТАТИ ВЛАСНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ
3.1. Захворюваність на рак щитоподібної залози в Сумській області за 2004-2014 рр. та їх клініко-морфологічна характеристика.

При вивченні епідеміологічних даних захворюваності на злоякісні пухлини ЩЗ в Сумській області за даними канцер-реєстру Сумського обласного клінічного онкологічного диспансеру (СОКОД) впродовж періоду 2004-2014 років було виявлено, що за останні 3 роки спостерігається значне підвищення захворюваності. При чому в останній, 2014 рік, відповідні показники перевищують загальноукраїнські більш ніж у два рази (рис. 3.1). Необхідно відмітити, що у всі роки періоду спостереження захворюваність на РЩЗ в Сумській області завжди перевищувала загальнодержавний рівень.
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Рис. 3.1. Показники захворюваності на злоякісні новоутворення ЩЗ в Сумській області та Україні впродовж 2004-2014 років. Вісь абсцис – випадки на 100 тис, вісь ординат – роки.

За даними Національного канцер-реєстру, у період 2004-2014 років було зареєстровано 1131 випадки РЩЗ (в середньому в рік – 102,82±10,05). Середнє значення захворюваності за 2004-2014 р. складає 8,22±0,83 ‰. За десятиріччя у половині років була зафіксована захворюваність нижче 7 ‰, за інші 5 років – вище  7 ‰.

Розподіл районів Сумської області за трьома рівнями показників захворюваності є таким:

1) райони з низьким рівнем захворюваності на злоякісні новоутворення ЩЗ (0-4,00‰): Велико-Писарівський (3,76±0,95), Середино-Будський (4,00±1,22); 

2) райони з середнім рівнем захворюваності на злоякісні новоутворення ЩЗ  (4,01-7,00‰): Білопільський (5,15±0,91), Недригайлівський (5,37±0,97), Охтирський (5,54±0,95), Путивльський (5,14±1,21), Сумський (5,46±0,92), Ямпільський (5,13±1,19), Глухівський (6,23 ±0,93), Конотопський (6,66±1,04), Лебединський (6,06±0,09), Липово-Долинський (6,91±1,96), Роменський (6,32±0,85);

3) райони з високим рівнем захворюваності на злоякісні новоутворення ЩЗ (7,01 ‰ і вище): Буринський (7,73±1,85), Краснопільский (7,47±1,93), Кролевецький (7,73±1,32), Тростянецький (7,35±0,94), Шосткинський (7,31±0,81), м. Суми (14,56±2,12).

При проведенні вікового аналізу хворих на РЩЗ виявлено, що найбільша кількість випадків захворюваності на РЩЗ відмічається у людей віком від 40 до 59 років (49,55±4,15). Також високі показники цієї патології спостерігаються у вікових групах 60-79 та 20-39 років (рис. 3.2).
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Рис. 3.2. Розподіл хворих на РЩЗ у віковому аспекті за період 2004-2014 років у Сумській області.

При дослідженні гістологічних типів злоякісних пухлин ЩЗ було виявлено, що значну перевагу має ПРЩЗ, питома частка якого коливається від 70,37% до 81,75% від загальної кількості всіх РЩЗ. Помітну частку займає ФРЩЗ, вона коливається в різні роки в межах 13,14-25%. Незначну кількість випадків від загального масиву займає МРЩЗ, відповідаючи від 1,35% до 5,83%. Інша, більш рідкісна патологія, така як недиференційований та плоскоклітинний рак ЩЗ, виявляється не кожного року, коливається від 0 до 3,33% в окремі роки (рис. 3.3). 
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Рис. 3.3. Питома частка різних гістологічних типів РЩЗ. ПРЩЗ – папілярний рак ЩЗ, ФРЩЗ – фолікулярний рак ЩЗ, МРЩЗ – медулярний рак ЩЗ, НРЩЗ – низькодиференційований рак ЩЗ, Інші – плоскоклітинний рак ЩЗ та бранхіогенний рак ЩЗ.

Отже, за період спостереження 2004-2014 років найвища захворюваність на РЩЗ спостерігалась у Буринському (7,73±1,85‰), Краснопільському (7,47±1,93‰), Кролевецькому (7,73±1,32‰), Тростянецькому (7,35±0,94‰), Шосткинському (7,31±0,81‰) районах та в м. Суми (14,56±2,12‰). При дослідженні гістологічних типів злоякісних пухлин ЩЗ було виявлено, що значну перевагу має ПРЩЗ, питома частка якого коливається від 70,37% до 81,75% (в середньому - 74,0%) від загальної кількості всіх РЩЗ (Табл. 3.1). Питома вага основних гістологічних типів РЩЗ у структурі захворюваності відповідає загальносвітовим показникам, що свідчить про адекватну морфологічну діагностику. 
Таблиця 3.1

Рівень захворюваності у районах Сумської області впродовж 2004-2014 років
	Райони
	2004
	2005
	2006
	2007
	2008
	2009
	2010
	2011
	2012
	2013
	2014
	Хс
	σ
	Ме
	m

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Білопільський 
	5,1
	5,2
	5,2
	-
	3,7
	9,1
	9,2
	3,7
	-
	9,6
	5,8
	5,15
	3,02
	5,2
	0,91

	Буринський
	11,5
	6,1
	9,2
	3,2
	9,9
	-
	3,5
	3,6
	-
	18,8
	19,2
	7,73
	6,14
	9,2
	1,85

	В.Писарівський
	3,9
	-
	-
	8,7
	4,5
	-
	-
	4,7
	9,7
	4,9
	5,0
	3,76
	3,17
	4,9
	0,95

	Глухівський
	3,0
	7,7
	4,7
	6,3
	3,2
	1,6
	6,6
	13,3
	8,4
	3,4
	10,3
	6,23
	3,23
	6,3
	0,97

	Конотопський
	4,5
	3,8
	2,3
	1,6
	3,9
	8,7
	6,4
	11,2
	9,7
	8,1
	13,1
	6,66
	3,45
	6,4
	1,04

	Краснопільський
	-
	3,1
	6,3
	-
	12,9
	16,3
	-
	13,3
	3,3
	20,2
	6,8
	7,47
	6,51
	9,85
	1,96

	Кролевецький
	15,5
	9,1
	11,5
	4,7
	7,1
	2,4
	7,3
	14,8
	7,5
	-
	5,1
	7,73
	4,39
	7,4
	1,32

	Лебединський
	3,6
	3,7
	1,9
	3,9
	5,9
	2,0
	8,1
	6,1
	10,3
	8,4
	12,8
	6,06
	3,20
	5,9
	0,96

	Л.Долинський
	-
	-
	4,5
	13,7
	9,3
	4,7
	23,9
	4,9
	9,9
	-
	5,1
	6,91
	6,52
	7,2
	1,96

	Недригайлівський
	6,7
	6,9
	3,5
	-
	3,6
	-
	7,5
	7,6
	11,5
	3,9
	7,9
	5,37
	3,22
	6,9
	0,97

	Охтирський
	7,5
	-
	7,6
	6,4
	5,1
	2,6
	2,6
	5,3
	2,6
	11,9
	9,3
	5,54
	3,17
	5,85
	0,95

	Путивльський
	6,0
	-
	3,1
	3,2
	-
	-
	6,6
	6,7
	13,6
	10,3
	7,0
	5,14
	4,02
	6,65
	1,21

	Роменський
	4,3
	3,3
	3,4
	6,9
	5,9
	4,8
	6,1
	7,5
	7,6
	5,2
	14,5
	6,32
	2,83
	5,9
	0,85

	С .Будський
	5,0
	-
	5,2
	-
	5,4
	-
	11,2
	-
	5,7
	11,5
	-
	4,00
	4,04
	5,55
	1,22

	Сумський
	7,9
	-
	1,6
	3,2
	6,3
	4,7
	3,2
	11,1
	6,3
	6,3
	9,5
	5,46
	3,05
	6,3
	0,92

	Тростянецький
	4,9
	7,5
	7,6
	7,6
	7,7
	5,2
	10,5
	2,7
	2,7
	10,8
	13,7
	7,35
	3,11
	7,6
	0,94

	Шосткинський
	7,3
	9,3
	11,2
	9,5
	1,9
	7,7
	2,9
	4,9
	9,8
	8,9
	7,0
	7,31
	2,70
	7,7
	0,81

	Ямпільський
	3,4
	7,1
	3,6
	7,2
	-
	3,8
	3,8
	-
	15,6
	7,9
	4,0
	5,13
	3,96
	4
	1,19

	м. Суми
	10,4
	7,4
	10,3
	7,1
	9,0
	13,8
	18,2
	10,6
	19,9
	21,0
	32,5
	14,56
	7,04
	10,6
	2,12

	Всього по області
	6,8
	5,1
	6,5
	5,4
	5,9
	7,0
	8,8
	8,3
	10,3
	11,2
	15,1
	8,22
	2,74
	7
	0,83


Хс –  середній показник захворюваності за 2010-2014 рр.; σ – стандартне відхилення; Ме – медіана; m – середня похибка.

3.2. Морфологічне дослідження папілярного раку щитоподібної

залози за умов наявності та відсутності біомінералізації
3.2.1. Патогістологічний  аналіз тканини ПРЩЗ
Всі пацієнти з ПРЩЗ були поділені на дві групи по відношенню до патологічної біомінералізації. До І групи увійшли 30 зразків ПРЩЗ, які містили патологічні біомінеральні депозити. До ІІ групи, яка слугувала контролем, були віднесені 30 препаратів пацієнтів з ПРЩЗ, які не містили ознак біомінералізації. 

Питома вага ПРЩЗ у загальній структурі РЩЗ по Сумському регіону в останнє десятиріччя складала 70,37-81,75% [23]. В обох групах спостереження макро- і мікроструктура ПРЩЗ мала типові загальні риси.

При макроскопічному дослідженні ПРЩЗ виявлявся у вигляді вузлів білувато-жовтуватого кольору, в основному з мультифокальним ростом. Поверхня розрізу пухлин мала дрібнозернисту вибухаючу поверхню (рис. 3.4). Більшість пухлинних вузлів мали подібність до рубців з-за помітних склеротичних змін та підвищеної щільності. Пухлинні вузли, які були без капсули, мали щільну консистенцію, з ділянками кістозних змін. В окремих випадках пухлини була представлені кістами з бурою кров’янистою рідиною. 
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Рис. 3.4. Макроскопічний вигляд ПРЩЗ. А – ПРЩЗ у вигляді білої щільної тканини (випадок 6Ж58, група ІІ). Б. – ПРЩЗ з кальцифікацією (випадок 19Ж54, група І; мінералізована тканина вказана стрілкою).

Якщо розглядати органну локалізацію ПРЩЗ, то найбільш часто ці пухлини розміщувалися субкапсулярно.
ПРЩЗ має чіткі мікроскопічні критерії. Гістологічно класичний варіант ПРЩЗ складався з ніжних сосочків, які галузяться, з багатою судинами фіброзною основою, вистеленою одним або кількома шарами епітеліальних клітин з різним ступенем диференціювання. Строма сосочків у більшості випадків тендітна, проте в деяких варіантах ПРЩЗ (ДсПРЩЗ) представлена грубоволокнистими та гіалінізованими структурами. У більшості випадків сосочки знаходилися у кістозних порожнинах. Окремі сосочки є досить короткими та можуть розміщуватися всередині пухлинних фолікулів. Ядра пухлинних клітин погано забарвлюються гематоксиліном, тому мають вигляд оптично порожніх (матово-склянних) овальних структур (рис. 3.5 Б-Г), 
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Рис. 3.5. Гістологічне дослідження КвПРЩЗ. Заб. гематоксилін-еозин. А- Сосочок всередині фолікула, збільшення х100; Б – Десквамація пухлинного епітелію в просвіт фолікула, В – прозорі «склянні» ядра за типом «очей сирітки Енн», Г – пухлинний сосочок з щілиноподібними капілярами, заповненими еритроцитами, збільшення х400.

формуючи феномен «очей сирітки Енн». Також в пухлинних клітинах виявлялися ядерні борозенки, які представляли собою базофільні тяжі, які перетинали ядро по найбільшій довжині.

Окрім класичного варіанту ПРЩЗ (КвПРЩЗ), у досліджуваних групах було виявлено ще його 4 варіанти, які мали свої морфологічні особливості, які можуть впливати на клінічну поведінку пухлини і прогноз перебігу захворювання. 

Діагноз фолікулярного варіанту ПРЩЗ (ФвПРЩЗ) був встановлений у семи випадках (в обох групах) у пухлинах фолікулярної будови з інвазивним ростом, за присутності ядерних ознак ПРЩЗ (ядерні борозенки, матово-склянні ядра), ПТ та мінімальної кількості папілярних структур (рис.3.6 А). 

У трьох діагностованих випадках дифузно-склеротичного варіанту ПРЩЗ (ДсПРЩЗ; виявлено тільки в групі з біомінералізацією) при макроскопічному дослідженні відмічалася щільність тканини вузла і схожість її на рубець. При мікроскопічному дослідженні виявлено виразний склероз у пухлині та присутність значної кількості ПТ (рис. 3.6). У всіх випадках навколо пухлинних вогнищ виявлялися лімфоцитарні інфільтрати. Характерним патологічним тлом для ДсПРЩЗ є аутоімунний тиреоїдит Хашімото. 

У двох групах спостереження знаходилися три випадки висококлітинного варіанту ПРЩЗ (ВвПРЩЗ), який характеризувався присутністю великої кількості еозинофільних високих клітин (їх висота перевищувала ширину приблизно в два рази) в пухлинній паренхімі, більшість сосочків були побудовані з цих клітин (рис. 3.6 Г). Вся пухлина побудована з сосочків, кількість стромального компоненту обмежена. У всіх випадках ВвПРЩЗ виявлявся у пацієнтів старшого віку. 

Для солідного варіанту ПРЩЗ (СвПРЩЗ) було характерне переважання полів солідного росту у тканині пухлини (більше 50%). Всього було виявлено один випадок СвПРЩЗ, який до того ж мав ознаки патологічної біомінералізації.

Висококлітинний, солідний та фолікулярний варіанти макроскопічно не відрізнялися від класичного варіанта ПРЩЗ.

Максимальні розміри виявлених пухлин в обох досліджуваних групах варіювали від 0,8 до 4,0 см. 
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Рис. 3.6. Гістологічні варіанти ПРЩЗ. А. ФвПРЩЗ, Б – СвПРЩЗ, В – ДсвПРЩЗ, Г – ВвПРЩЗ. Заб. гематоксилін-еозином. Збільшення х100.

Характерною клініко-діагностичною ознакою для ПРЩЗ є наявність патологічної біомінералізації. Саме за цією ознакою був проведений розподіл пацієнтів у даному дослідженні. І групу пацієнтів (30 осіб) сформували з 27 жінок та 3 чоловіків (9:1), їх середній вік складав 56.93±2.18 років. Макроскопічно біомінералізація в ПРЩЗ виявлялася дрібними вогнищами сіро-білої твердої тканини, яка на розрізі кришиться. У значній частині випадків при макроскопічному дослідженні взагалі не вдається виявляти дрібні кальцифіковані утворення. 

Зразки пухлинних тканин пацієнтів І групи відповідали різним гістологічним типам ПРЩЗ: 22 випадків класичного варіанту, 3 випадки дифузно-склеротичного варіанту, по 2 випадки фолікулярного та висококлітинного варіантів і один випадок СвПРЩЗ (табл. 3.2).

Більшість пацієнтів ІІ групи мали класичний гістологічний варіант ПРЩЗ (24 осіб), інші варіанти були представлені 5 випадками фолікулярного варіанта і 1 випадком висококлітинного варіанту ПРЩЗ (табл. 3.3). Серед пацієнтів групи ПРЩЗ без ознак мінералізації середній розмір пухлини складав 1,44±0,09 см, у восьми випадках були виявлені метастази в лімфовузли.

У групі хворих з явищами мінералізації (І група) найбільший розмір пухлини становив 1,84±0,13 см, у семи випадках було встановлено наявність метастазів у периферичні лімфатичні вузли. Пацієнти з виявленими метастазами складали окремі підгрупи всередині досліджуваних груп. Всі випадки метастазів характеризувалися ураженням периферичних лімфатичних вузлів, віддалені метастази не були виявлені. У більшості випадків метастатичні вогнища в лімфатичних вузлах зберігали папілярну структуру та супроводжувалися утворенням ПТ. Метастази у випадку невеликих розмірів локалізувалися у субкапсулярних зонах, великі вогнища, як правило, повністю заміщували лімфатичну тканину у лімфовузлах.

Розміри пухлин у хворих з І групи, у яких були наявні метастази, в середньому складали 2,09±0,2 см. Максимальні розміри пухлинних вузлів хворих ІІ групи з наявністю метастазування в середньому відповідали 1,31±0,17 см. Оскільки при перевірці вибірки на нормальність розподілу за критерієм Шапіро-Вілк було встановлено неправильний розподіл даних, достовірність різниці між показниками досліджуваних груп визначалась за U-критерієм Манна-Уїтні (p<0.02).

Таблиця 3.2
Клінічна та морфологічна інформація про пацієнтів I серії
	№ випадку/стать/вік
	Гістологічний варіант ПРЩЗ
	Тип кальцифікації
	Розмір пухлини, см
	Наявність метастазів у л/в

	1/Ж/75
	КвПРЩЗ
	ПТ/Км
	1,5
	ні

	2/Ж/52
	КвПРЩЗ
	Км
	1,8
	ні

	3/Ж/49
	ДсПРЩЗ
	ПТ
	2,1
	так

	4/Ж/65
	КвПРЩЗ
	ПТ
	1,5
	ні

	5/Ж/55
	КвПРЩЗ
	См
	1,9
	так

	6/Ж/48
	КвПРЩЗ
	ПТ
	0,8
	ні

	7/Ж/66
	КвПРЩЗ
	ПТ
	1,2
	ні

	8/Ж/75
	ВвПРЩЗ
	ПТ/Км
	2,5
	так

	9/Ж/70
	ВвПРЩЗ
	Км/ПТ
	1,7
	ні

	10/Ж/72
	КвПРЩЗ
	ПТ/Вм
	1,3
	ні

	11/Ж/54
	КвПРЩЗ
	ПТ
	1,8
	ні

	12/Ж/53
	КвПРЩЗ
	ПТ
	2,5
	ні

	13/Ж/69
	КвПРЩЗ
	ПТ
	2,3
	ні

	14/Ж/55
	КвПРЩЗ
	Км
	1,7
	так

	15/Ж/64
	КвПРЩЗ
	ПТ
	2,2
	ні

	16/Ж/22
	КвПРЩЗ
	ПТ
	2,8
	так

	17/Ч/47
	КвПРЩЗ
	ПТ/Км
	3,0
	ні

	18/Ч/63
	КвПРЩЗ
	ПТ
	4,0
	ні

	19/Ж/54
	ФвПРЩЗ
	ПТ
	0,8
	ні

	20/Ж/43
	КвПРЩЗ
	ПТ
	1,2
	так

	21/Ж/38
	ДсПРЩЗ
	ПТ
	2,2
	ні

	22/Ж/61
	СвПРЩЗ
	См/Вм
	1,5
	ні

	23/Ж/48
	ФвПРЩЗ
	ПТ
	1,6
	ні

	24/Ж/47
	КвПРЩЗ
	ПТ
	2,4
	так

	25/Ж/71
	КвПРЩЗ
	См/Км/Вм
	0,9
	ні

	26/Ж/46
	ДсПРЩЗ
	ПТ
	1,7
	ні

	27/Ч/63
	КвПРЩЗ
	ПТ/См
	2,2
	ні

	28/Ж/66
	КвПРЩЗ
	ПТ/См
	1,7
	ні

	29/Ж/58
	КвПРЩЗ
	ПТ/Вм
	1,3
	ні

	30/Ж/59
	КвПРЩЗ
	См/Вм
	1,2
	ні


Примітки. КвПРЩЗ – класичний варіант папілярного раку; ФвПРЩЗ – фолікулярний варіант папілярного раку, ВвПРЩЗ –високо клітинний варіант папілярного раку, ДсПРЩЗ –дифузно-склеротичний варіант папілярного раку; СвПРЩЗ – солідний варіант папілярного раку; ПТ – псамомні тільця, Км – мінералізація капсули; См – стромальна мінералізація, Вм – васкулярна мінералізація. 

Таблиця 3.3
Клінічна та морфологічна інформація про пацієнтів ІІ серії

	№ випадку/стать/
вік
	Гістологічний варіант ПРЩЗ
	Розмір пухлини, см
	Наявність метастазів у л/в

	1/Ж/37
	КвПРЩЗ
	1,6
	ні

	2/Ж/65
	КвПРЩЗ
	1,2
	ні

	3/Ж/66
	ВвПРЩЗ
	2,2
	ні

	4/Ж/51
	КвПРЩЗ
	0,9
	так

	5/Ж/68
	ФвПРЩЗ
	1,2
	ні

	6/Ж/58
	КвПРЩЗ
	2,5
	ні

	7/Ж/53
	КвПРЩЗ
	1,4
	ні

	8/Ж/55
	КвПРЩЗ
	1,8
	ні

	9/Ж/26
	КвПРЩЗ
	1,5
	ні

	10/Ж/61
	КвПРЩЗ
	1,7
	ні

	11/Ч/49
	КвПРЩЗ
	1,2
	ні

	12/Ч/43
	КвПРЩЗ
	1,5
	ні

	13/Ж/59
	КвПРЩЗ
	0,8
	ні

	14/Ж/52
	ФвПРЩЗ
	2,4
	ні

	15/Ч/54
	КвПРЩЗ
	1,7
	ні

	16/Ж/43
	ФвПРЩЗ
	1,8
	ні

	17/Ж/43
	КвПРЩЗ
	2,4
	так

	18/Ж/54
	КвПРЩЗ
	1,4
	ні

	19/Ж/47
	КвПРЩЗ
	1,0
	ні

	20/Ж/42
	КвПРЩЗ
	1,2
	так

	21/Ж/52
	ФвПРЩЗ
	1.5
	ні

	22/Ж/43
	ФвПРЩЗ
	1.4
	ні

	23/Ж/64
	КвПРЩЗ
	1.2
	так

	24/Ч/65
	КвПРЩЗ
	1.4
	так

	25/Ж/52
	КвПРЩЗ
	0.8
	ні

	26/Ж/34
	КвПРЩЗ
	1.4
	так

	27/Ч/44
	КвПРЩЗ
	1.2
	так

	28/Ж/72
	КвПРЩЗ
	0.8
	так

	29/Ч/43
	КвПРЩЗ
	1.4
	ні

	30/Ж/66
	КвПРЩЗ
	1.7
	ні


Примітки. КвПРЩЗ – класичний варіант папілярного раку; ФвПРЩЗ – фолікулярний варіант папілярного раку, ВвПРЩЗ –висококлітинний варіант папілярного раку. 

Патологічна мінералізація тканини ПРЩЗ в досліджуваній групі проявлялась у вигляді ПТ (24 випадки), кальцифікації строми і капсули пухлини (12 випадків), мінералізації судин (5 випадків) (рис. 3.7).
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Рис. 3.7. Типи біомінералізації ПРЩЗ. А - ПТ в ДсвПРЩЗ; Б – стромальна мінералізація; В – біомінералізації капсули; Г – васкулярна біомінералізація. Всі препарати забарвленні гематоксилін-еозином, зб. х100.

Вміст сполук кальцію у біомінеральних утвореннях ЩЗ верифікувався за допомогою гістохімічної реакції фон Коса та забарвленням алізариновим червоним S за МакГі в модифікації Даля (рис. 3.8) .

Псамомні тільця є важливою діагностичною ознакою ПРЩЗ. Морфологічно представляють собою округлі мінеральні утворення. ПТ слід відрізняти від мікросферолітів, що також є округлими або сферичними, проте не мають ламелярної (слоїстої) структури. 

[image: image8.jpg]



Рис. 3.8. Верифікація присутності сполук кальцію в біомінеральних утвореннях ПРЩЗ. А. 1 – грубі відкладення кальцифікованого матеріалу в капсулі, 2 – тканина ЩЗ, Б. 1 – псамомні тільця, оточені тканиною ЩЗ фолікулярної будови, 2 – «кальцієве» гало навколо ПТ; В. 1 – відкладення кальцифікатів в стромі сосочків ПРЩЗ, 2 – ПТ, Г. 1 – відкладення кальцієвих біомінералів у капсулі вузла. Забарвлення алізариновим червоним. Зб. х 100.
ПТ мали переважно внутрішньопухлинну локалізацію в стромі сосочків, рідше в субкапсулярній частині пухлинного вузла (20 випадків). Поза пухлиною (в деяких випадках спостерігалося поєднання внутрішньо- і позапухлинної локалізації) ПТ можна було виявити у міжфолікулярній сполучній тканині (у перетинках) (4 випадки), лімфатичних вузлах (3 випадки), контрлатеральних частках ЩЖ (1 випадок) (рис. 3.8 Б). Нами було проведено морфометричне дослідження ПТ у цих 24 випадках (табл. 3.4). Для вимірювання відбиралися ПТ з явною ламелярною структурою та округлої чи овальної форми, фіксувалися найбільший діаметр утворень, товщина шару, ширина «кальцієвого гало» навколо ПТ.

Таблиця 3.4
Морфометричне дослідження ПТ
	№ випадку, стать, вік
	Розмір ПТ

	
	мкм
	N (заміри)
	σ

	1/Ж/75
	62,88
	6
	4,41

	3/Ж/49
	80,84
	1
	-

	4/Ж/65
	54,03
	6
	2.11

	6/Ж/48
	51
	3
	2,45

	7/Ж/66
	63,5
	2
	5,5

	8/Ж/75
	58,4
	1
	-

	9/Ж/70
	68,31
	1
	-

	10/Ж/72
	63,54
	4
	2,74

	11/Ж/54
	78,16
	1
	-

	12/Ж/53
	65,23
	1
	-

	13/Ж/69
	53,62
	6
	7,77

	15/Ж/64
	56,29
	2
	2,56

	16/Ж/22
	70,59
	3
	2,35

	17/Ч/47
	66,65
	3
	1,46

	18/Ч/63
	45,19
	2
	3,63

	19/Ж/54
	181,87
	1
	-

	20/Ж/43
	62,99
	6
	4,41

	21/Ж/38
	108,82
	1
	-

	23/Ж/48
	136,57
	1
	-

	24/Ж/47
	102,88
	1
	-

	26/Ж/46
	155,37
	3
	10,84

	27/Ч/63
	39,79
	6
	6,67

	28/Ж/66
	54,4
	3
	3,86

	29/Ж/58
	78,76
	5
	13,44

	Загалом
	77,49
	
	7,24


Кількість виявлених ПТ у кожному випадку варіювала від одного до кількох десятків. Діаметр ПТ також знаходився у широкому діапазоні значень – від 39,79 до 181,87 мкм. У більшості випадків вдавалося провести вимірювання товщини шару (ламели) у ПТ (рис.3.9 А, В, Г), вона коливалася від 3,5 до 9,3 мкм. При забарвленні зразків мінералізованих ПРЩЗ навколо ПТ виявляється «ореол» або «гало» барвника меншої інтенсивності забарвлення, ніж основне тіло ПТ. Дифузія барвника навколо ПТ нерівномірна, але коливається у відносно вузьких межах і має направлене відцентрове поширення у всі сторони (рис. 3.9 В). Ширина «гало» коливається в межах 4,93 – 9,43 мкм, в середньому складаючи 7,89±0,59 мкм (рис. 3.9 Г).
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Рис. 3.9. Морфометричне дослідження ПТ. А. Типове вимірювання діаметра ПТ, заб. гематоксилін-еозином, зб. х100; Б. Типове вимірювання шарів (ламел) в ПТ, заб. гематоксилін-еозином, зб. х400; В. 1 – «Кальцієве гало» навколо ПТ, заб. алізариновим червоним S, зб. х100, Г. Типове вимірювання одного шару (ламели) в ПТ, заб. гематоксилін-еозином, зб. х400.
Табиця 3.5
Морфометричне дослідження ПТ
	Показник
	Значення

	Діаметр ПТ
	77,49±7,24

	Ширина ламелли
	7,08±0,91

	Ширина гало
	7,89±0,59


Окрім ПТ, при гістологічному дослідженні ПРЩЗ виявлялися грубі відкладення сполук кальцію в оточуючих тканинах та в стінках судин (рис. 3.7). 

Патологічна біомінералізація строми і капсули пухлини (12 випадків) (рис. 3.10. Б, В) вважається одним і тим самим процесом [41]. Дійсно, чітку межу провести між цими явищами важко, особливо у випадках поширення кальцифікації з капсули на сполучнотканинні перетинки в пухлині. Як правило, мінералізація в капсулі не є монолітною, а складається з окремих «рукавів» чи пластин, що обмежують пухлинні маси, знаходячись у контакті з ними. Стромальна мінералізація у великих перетинках може формувати великі, грубі кальцифікати з нерівними контурами. Іноді всередині стромального кальцифікату можна виявити ПТ (рис. 3.10 Б). Часто у процеси патологічної біомінералізація залучаються більш дрібні сполучнотканинні перетинки, утворюючи суцільні конгломерати, що зливаються (рис. 3.10 В). На більш детальних мікрофото навколо крупних фрагментів кальцифікатів («брил») спостерігається поширення дрібних піскоподібних вогнищ мінералізації. Окрім ПТ, всередині сосочків ПРЩЗ часто виявляється розвиток масивних неструктурованих кальцифікатів (рис. 3.10 Г). 
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Рис. 3.10. Мінералізація строми та капсули ПРЩЗ. А. – мінералізація капсули пухлини; Б – ПТ всередині стромальної мінералізації; В – масивна стромальна мінералізація за типом «повені»; Г – утворення масивних кальцифікатів у стромі сосочків. Заб. гематоксилін-еозин, зб. х100.

Важливим проявом патологічної біомінералізації в тканині ПРЩЗ є кальцифікація стінок судин. Цей феномен менш поширений у порівнянні з ПТ та стромальною кальцифікацією, але є стійким і повторюваним у різних зрізах і випадках. Васкулярній мінералізації підлягають переважно судини більшого калібру, частіше венозні. У цих судинах патологічна мінералізація переважно уражує внутрішній і середній шар. Проте також патологічна біомінералізації відмічається і в дрібних судинах (рис. 3.11). Стінка капілярів, як правило, уражується повністю, що, очевидно, призводить до їх запустівання. Деякі автори припускають зв’язок біомінералізації ендотелію судин різних раків і схильністю цих пухлин до метастазування в кістки [45]. 
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Рис. 3.11. Патологічна мінералізація в судинах ПРЩЗ. А – ураження внутрішнього шару артеріальної судини, Б – ураження середнього шару судини. Зб. х100. В – повна кальцифікація дрібної судини, Г – початок розвитку біомінералізації у гемокапілярі. Зб. х 400. Забарвлення гематоксилін-еозином.

Отже, найбільшу спорідненість до розвитку біомінералізації виявлена у дифузно-склеротичного варіанту ПРЩЗ, у інших гістологічних варіантів цього раку залежність відсутня. Частота виявлення біомінералізації ПРЩЗ у чоловіків нижча, ніж у жінок. Основними типами біомінералізації ПРЩЗ є псамомні тільця, стромальна та васкулярна біомінералізація. Забарвлення біомінералізованих об’єктів за допомогою алізарінового червоного показує, що вони складаються зі сполук кальцію, а ПТ оточені «кальцієвим» гало. 
3.2.2. Морфологічний і фізико-хімічний аналіз мінеральної складової тканини ПРЩЗ

Патологічна мінералізація при ПРЩЗ була представлена сполуками кальцію, що підтверджувалося забарвленням препаратів за допомогою алізаринового червоного (рис.3.7) та проведенням СЕМ з рентгенівським мікроаналізом (SEM/EDX). SEM/EDX була виконане для мінералізованої капсули пухлинного вузла та псамомних тілець (рис.3.12). На електронних сканограмах мінералізовані елементи виявлялися у вигляді об’єктів біло-сірого кольору з ознаками деструкції у вигляді фрагментації та тріщин (артефактне пошкодження матеріалу при зрізанні зразків). Мінеральний компонент капсули вузла був пов’язаний із сполучнотканинним компонентом, в одних місцях розшаровуючи волокна, в інших плавно переходячи в навколишню строму. При СЕМ тканини ПРЩЗ ПТ локалізувалися в стромі пухлинних сосочків, оточуючій сполучній тканині. Було виявлено, що більшість ПТ мали розміри 40-80 мкм, ритмічну (шарувату) структуру, як правило залягають в округлих ложах, вірогідно, в просвітах кровоносних і/або лімфатичних судин (рис.3.12). Рентгенівські дифрактограми мінералізованих компонентів капсули та ПТ показують подібний хімічний склад і співвідношення кальцію та фосфору.

Згідно з даними СЕМ, мінералізований матеріал депозитів складався з різнорозмірних частинок довільної форми з ознаками крихких зламів по краях. У ряді випадків спостерігалися великі частки, що представляють собою подобу зліпка (або відбитка) з поверхні м'яких тканин залози і повторюють їх форму (рис. 3.13 А, Б; Thyroid 13 і Thyroid 14). З наведених знімків помітно, що біомінерал утворював тверду оболонку (кірку) або «шкаралупу» з гладкою чи складчастої поверхнею на поверхні залози. Товщина такої «шкаралупи» в деяких випадках мала характерний розмір (5-10 мкм). Такі мінералізовані «шкаралупи» очевидно співвідносяться з капсулою (оболонкою) пухлинного вузла. 
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Рис. 3.12. Скануюча електронна мікроскопія з рентгенівським мікроаналізом. Верхній ряд: капсула пухлини та рентгенівська дифрактограма мінералізованої тканини (5/Ж/55); Нижній ряд: ПТ та рентгенівська дифрактограма мінерального компоненту (3/Ж/49). Білим хрестиком відмічені точки проведення мікроаналізу. Збільшення та маркер вказані у правому нижньому куті мікрофотографії.
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Рис. 3.13. СЕМ біомінеральних відкладень ЩЖ після низькотемпературного спалювання (200°С). А – біомінеральний «зліпок» з тканини залози, Б – «шкаралупа» або мінералізована оболонка, В – «ніздрювата» структура біомінералу ЩЗ.

Значний інтерес представляє визначення переважної кристалографічного орієнтування мінералу щодо поверхні залози [49]. У деяких випадках при великих збільшеннях зламів спостерігалася пористість (губчаста, «ніздрювата» структура) мінеральних відкладень (рис. 3.13 В, Thyroid 16), що знаходить свої відповідники в гістологічному дослідженні (рис. 3.9 В).

У EDX спектрах, крім основних ліній Са і Р, часто присутні слабкі лінії S, K, Cl і деяких інших елементів. Співвідношення інтенсивностей ліній Са і Р близьке до такого, яке характерне для апатиту Ca10 (PO4) 6 (OH) 2 (1,67 ат.%), Хоча розкид значень досить великий і залежить від вибору точки накопичення сигналу.

Рентгенівські дифрактограми кальцифікатів (рис. 3.14) характеризуються розмитими лініями, як частоі перекриваються. Фазовий склад зразків в більшості випадків представлений виключно апатитом з різним ступенем кристалічності. У деяких деяких випадках (рис. 3.14 А) виявляються слабкі ознаки другої фази - β ТКМФ (трікальціймагнійфосфат). На багатьох дифрактограмах у районі 2θ ~ 21 22 θ видно гало (рис. 3.14 Б), характерне для матеріалу кювети, яке може бути викликане малою кількістю зразка, які покривають лише центральну частину кювети. Для більшості зразків оцінка розмірів кристалітів по Шеррер [206] в напрямку нормалі до площини (002) дає розкид значень від 14 до 30 нм.

Дані ІЧ спектроскопії добре узгоджуються з наведеними вище результатами структурного аналізу і підтверджують апатитову природу біомінералів. Крім того, ІЧ спектри (рис. 3.15) демонструють смуги поглинання, які відповідають карбонатним заміщенням у структурі апатиту. Виявлений карбонатний апатит має переважно ознаки B-типу, тобто часткового заміщення фосфат-іонів карбонат-іонами (пік поглинання 870-875 см-1) [206].
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Рис. 3.14. Типові дифрактограми біомінеральних депозитів ЩЗ (символом ♦ позначений основний пік β ТКМФ, індексами hkl (002) відмічена лінія апатиту, з-за розширення якої оцінювалися розміри кристалітів).

Дані ПЕМ і ЕД, у порівнянні з результатами описаних вище методів, відрізняються більшою різноманітністю і допускають деякі варіації трактувань. Проте, ЕД впевнено підтверджує наявність апатиту у всіх досліджених депозитах ЩЗ. Згідно ПЕМ кристали апатиту можуть бути приблизно монодисперсними або частіше полідисперсними; картини ЕД здебільшого полікристалічні, хоча є особливості, які властиві картинам дифракції від окремих монокристалів. У ряді випадків очевидне виражене орієнтування кристалічних частинок щодо підкладки тримача зразків.
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Рис.3.15. Типовий ІЧ спектр патологічного біомінерала ЩЗ.

Мікрофотографія на рис. 3.16 А демонструє високу ступінь полідисперсності кристалів патологічних біомінералів ЩЗ. Відповідна картина мікродифракції (рис. 3.16 Б) також характерна для матеріалу різної дисперсності, коли дрібні кристали дають розмите кільце (гало), а відносно великі - окремі відображення, властиві для ЕД на монокристалах. Гало на електронограмі має розриви, що свідчить про деяку орієнтованість (текстурування) відражаючих кристалітів. Одиночним рефлексам (002) відповідають дрібні розмиті відображення на кільцях того ж радіуса. В іншому випадку (рис. 3.17) на електронно-мікроскопічному зображенні помітно великі кристали (до сотень нанометрів) в оточенні порівняно маленьких кристалічних частинок.
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Рис.3.16. Просвічуюча електронна мікроскопія нанокристалів (А) і картина ЕД (Б) зразка біомінерального утворення (Thyroid 13).

На рис. 3.17 А представлений випадок дрібнодисперсних частинок апатиту. Є ознаки переважного орієнтування: на електронно-мікроскопічному зображенні (рис. 3.15 Б) видно ланцюжки кристалів, на електронограмі - чергуються розриви і потовщення дифракційних кілець.

Представлені дані демонструють широке розмаїття розмірів, форми і орієнтації кристалів кальцифікатів ЩЗ. Вони підтверджують їх фазову належність до апатитів кальцію.
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Рис.3.17. Просвічуюча електронна мікроскопія нанокристалів (А) і картина ЕД (Б) зразка біомінерального утворення (Thyroid 24).

Оскільки дослідження методами ПЕМ і ЕД не вимагають великої кількості матеріалу проби (в порівнянні з рентгенівською дифракцією), це дозволило провести аналіз патологічних біомінералів різної величини і локалізації. Також результати дослідження дали можливість зрозуміти структурні та морфологічні особливості біомінералів у зв'язку з їх місцем локалізації в патологічному утворенні або ЩЗ в цілому. 

Матеріали з даного розділу висвітлені в наступних публікаціях:

8. Данильченко С.Н. Структура и морфология нанокристаллических кальцификатовщитовидной железы / С.Н.Данильченко, А.С. Станиславов, В.Н. Кузнецов, А.В. Коченко, Т.Г. Калиниченко, А.В. Резник, В.В. Стариков, Р.А. Москаленко, А.Н. Романюк // Ж. нано- та электроннойфизики. – 2016. – Т.8, №1. – С. 01031-6.

9. Москаленко Р.А. Морфологічне дослідження щитоподібної залози при захворюваннях, які супроводжуються біомінералізацією / Р.А. Москаленко, А.В. Рєзнік, А.В. Гапченко, А.Г. Прокопьєва, А.С. Мальцева // Вісник біології і медицини. – 2015. - Вип.2, Т.3 (120). - С. 324-331.

10. Москаленко Р.А. Папілярний рак з біомінералізацією: клініко-морфологічні особливості / Р.А. Москаленко, А.М. Романюк, А.В. Рєзнік [та ін] // Патологія. – 2016. - №1. 

3.3. Імуногістохімічне дослідження тканини ПРЩЗ

3.3.1. Імуногістохімічне дослідження тканини ПРЩЗ на експресію білків Ki-67

Для вивчення проліферативної активності пухлинних клітин у ПРЩЗ застосовувалося імуногістохімічне дослідження експресії ядерного білка Кі-67. Забарвлення ядер хромогеном означало початок поділу (фази премітотичної підготовки - G1, S або G2 фази) або стан поділу (М фаза) клітини. Таким чином, дослідження експресії білка Кі-67 дозволяє оцінити увесь проліферативний потенціал пухлинної тканини ПРЩЗ.

При проведенні імуногістохімічної реакції ми виявили, що експресія Кі-67 у тканині ПРЩЗ з проявами біомінералізації у всіх випадках показувала різну інтенсивність активності білка Кі-67 (кількість (n) позитивно-забарвлених ядер клітин >1%) (табл. 3.6). Кількість проліферуючих клітин у пухлинній тканині ПРЩЗ у всіх випадках перевищувала кількість таких же клітин у оточуючій не пухлинній тканині ЩЗ. Серед досліджуваних випадків ПРЩЗ у 6 (20%) реакцію вважали слабкопозитивною (1%<n<10%). Окремі випадки мінералізованого ПРЩЗ на перший погляд мали високу проліферативну активність, але при дослідженні на великому збільшенні (х400) виявлялося, що частину проліферуючих клітин складають фібробласти, лімфоцити та інші клітинні елементи пухлинного мікрооточення. Особливо яскраво це помітно у лімфатичних вузликах (рис 3.18), де експресія Кі-67 найбільш виразно проявляється у центрах розмноження. 18 випадків ПРЩЗ (60%) характеризувалися помірнопозитивною реакцією (10%<n<20%). У 6 випадках (20%) в ядрах пухлинних клітин була визначена сильнопозитивна імуногістохімічна реакцію Кі-67 (20%<n<100%). 
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Рис. 3.18. Імуногістохімічне дослідження експресії білка Кі-67 в тканині ПРЩЗ з явищами біомінералізації. А – експресія Кі-67 в переважно лімфоцитах, слабка реакція у пухлинних клітинах; Б – помірнопозитивна реакція Кі-67 в тканині ПРЩЗ. Дофарбовування гематоксиліном Майєра. Збільшення х400.

Таблиця 3.6
Експресія білка Кі-67 в клітинах ПРЩЗ І групи
	Експресія білка
	Бали
	Кількість випадків
	Відсоток від загального

	Негативна
	0
	0
	0

	
	1
	0
	

	
	2
	0
	

	Слабкопозитивна
	3
	3
	20

	
	4
	3
	

	Помірнопозитивна
	5
	6
	60

	
	6
	12
	

	Сильнопозитивна
	7
	3
	20

	
	8
	3
	


Оцінка імуногістохімічної експресії Кі-67 у тканині ПРЩЗ ІІ групи показала позитивну імуногістохімічну реакцію білка Кі-67 у всіх досліджуваних випадках (табл. 3.7). Пухлинна тканина за своїм проліферативним потенціалом переважає над навколишніми інтактними тканинами ЩЗ. Кі-67-позитивні клітини локалізувалися в пухлинних псевдофолікулах та сосочках (рис 3.18 Б). Кількість випадків із слабко позитивним забарвленням ядер пухлинних клітин ПРЩЗ без явищ мінералізації дорівнювало 6 (20%), що відповідало такому ж показнику І групи. Тільки у 3 випадках ПРЩЗ (10%) відзначалась сильнопозитивна імуногістохімічна експресія Кі-67 (рис 3.19 А). Основну масу у ІІ групі ПРЩЗ складали зразки з помірнопозитивною реакцією - 21 (70%) (табл. 3.7).

Результати бальної оцінки імуногістохімічного дослідження експресії Кі-67 в тканині ПРЩЗ за наявності (5,6±0,25) та відсутності (5,23±0,26) явищ біомінералізації, показують факт відсутності достовірної різниці рівнів експресії цього маркера проліферації (р>0,22).
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Рис. 3.19. Імуногістохімічне дослідження експресії Кі-67 в тканині ПРЩЗ без біомінералізації. А – помірна експресія білка Кі-67, зб. х400; Б – сильнопозитивна реакція Кі-67 в ядрах пухлинних клітин ПРЩЗ, зб. х100. Дофарбовування гематоксиліном Майєра. 
Таблиця 3.7
Експресія білка Кі-67 в ядрах клітин ПРЩЗ ІІ групи
	Експресія білка
	Сума балів 
	Кількість випадків
	Відсоток від загального

	Негативна
	0
	0
	0

	
	1
	0
	

	
	2
	0
	

	Слабкопозитивна
	3
	4
	20

	
	4
	2
	

	Помірнопозитивна
	5
	12
	70

	
	6
	9
	

	Сильнопозитивна
	7
	1
	10

	
	8
	2
	


3.3.2. Імуногістохімічне дослідження експресії білків bax та bcl-2 у тканини ПРЩЗ.

Сімейство білків bcl-2 складають 17 клітинних білків, які мають широкий спектр активності відносно апоптотичних процесів. Субсімейство близьких до bcl-2 за морфологією білків (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w та ін.) пригнічують апоптоз, в той час як білки субсімейств Bax и BH3 активують апоптотичні процеси. Функціональна різниця між близькими за структурою молекулами цього сімейства білків полягає у впливі на вивільнення цитохрому С з мітохондрій. Bax та близькі до нього білки формують канали в мембрані мітохондрій, через які в цитоплазму клітини виходить цитохром С. Білки-антагоністи bcl-2 та bcl-XL пригнічують вивільнення цитохрому С шляхом зниження здатності білка Bax до формування каналів. Крім того, Bcl-2 та Bcl-XL здатні безпосередньо зв’язувати цитохром С і витісняти його з апоптосоми, попереджуючи таким чином активацію каспаз. 
Для білка bax характерна цитоплазматична локалізація. Експресія гену Bax регулюється білком р53, що показує його залучення до р53-опосередкованого апоптозу [158].

При оцінці імуногістохімічної реакції на білок bax у тканині ПРЩЗ зразків І групи позитивну імуногістохімічну реакцію була наявна у всіх досліджуваних випадках (табл. 3.8). Пухлинні клітини характеризуються інтенсивною експресією проапоптотичного білка bax: тканинні структури пухлини (сосочки, псевдофолікули, солідні ділянки) та окремі ракові клітини чітко забарвлюються, що особливо помітно на фоні інтактних тканин ЩЗ та стромального компоненту (рис 3.20 А). Основна маса зразків – 20 (66,67%) мала сильнопозитивну експресію bax, 8 випадків мали помірну експресію цього білка (26,6%) (рис 3.20 Б). Лише у 2 випадках ПРЩЗ (6,67%) відзначалась слабкопозитивна імуногістохімічна експресія bax.
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Рис. 3.20. Імуногістохімічне дослідження експресії bax в тканині ПРЩЗ з біомінералізацією. А – виражена експресія білка bax, зб. х100; Б – сильнопозитивна реакція bax у цитоплазмі клітин ПРЩЗ, зб. х400. Дофарбовування гематоксиліном Майєра. 

Таблиця 3.8
Експресія білка bax в цитоплазмі клітин ПРЩЗ І групи
	Експресія білка
	Бали 
	Кількість випадків
	Відсоток від загального

	Негативна
	0
	0
	0

	
	1
	0
	

	
	2
	0
	

	Слабкопозитивна
	3
	0
	6,67

	
	4
	2
	

	Помірнопозитивна
	5
	2
	26,67

	
	6
	6
	

	Сильнопозитивна
	7
	8
	66,67

	
	8
	12
	


Дослідження рівня експресії bax в тканині ПРЩЗ без біомінералізації показує її значно меншу інтенсивність. Так, у пацієнтів ІІ групи спостерігається переважання слабкопозитивної (16 випадків) та помірнопозитивної (11 випадків) експресії білка bax (рис. 3.21). Як екстремальні результати, сильнопозитивна і негативна реакції зустрічалися в 2 і 1 випадках відповідно (табл. 3.9). 
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Рис. 3.21. Імуногістохімічне дослідження експресії bax в тканині ПРЩЗ без ознак мінералізації. А – помірна експресія білка bax, зб. х100; Б – помірнопозитивна реакція bax у цитоплазмі клітин ПРЩЗ, зб. х400. Дофарбовування гематоксиліном Майєра. 
Таблиця 3.9
Експресія білка bax в цитоплазмі клітин ПРЩЗ ІІ групи
	Експресія білка
	Бали 
	Кількість випадків
	Відсоток від загального

	Негативна
	0
	0
	3,33

	
	1
	1
	

	
	2
	0
	

	Слабкопозитивна
	3
	8
	53,33

	
	4
	8
	

	Помірнопозитивна
	5
	8
	36,67

	
	6
	3
	

	Сильнопозитивна
	7
	1
	6,67

	
	8
	1
	


Експресія білка bсl-2 в «мінералізованій» тканині ПРЩЗ оцінюється як не інтенсивна, якщо порівнювати із експресією спорідненого білка bax. У пацієнтів І групи переважає слабкопозитивна (18 випадків) імуногістохімічна реакція на присутність bсl-2. Інші зразки відповідали помірнопозитивній (6 випадків), негативній (5 випадків) експресії антиапоптотичного білка bcl-2 (рис. 3.22). Як виняток, в 1 зразку ПРЩЗ була виявлена сильнопозитивна реакція (табл. 3.10).
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Рис. 3.22. Імуногістохімічне дослідження експресії bcl-2 в тканині ПРЩЗ з біомінералізацією. А – слабка експресія білка bcl-2, зб. х100; Б –помірнопозитивна реакція bcl-2 у цитоплазмі окремих клітин ПРЩЗ, зб. х400. Дофарбовування гематоксиліном Майєра. 
Таблиця 3.10
Експресія білка bcl-2 в цитоплазмі клітин ПРЩЗ І групи
	Експресія білка
	Бали
	Кількість випадків
	Відсоток від загального

	Негативна
	0
	1
	16.67

	
	1
	2
	

	
	2
	2
	

	Слабкопозитивна
	3
	12
	60

	
	4
	6
	

	Помірнопозитивна
	5
	4
	20

	
	6
	2
	

	Сильнопозитивна
	7
	1
	3,33

	
	8
	0
	


Визначення експресія білка bсl-2 у зразках ІІ групи ПРЩЗ показало переважання слабкопозитивної (19 випадків) імуногістохімічної реакції (рис. 3.23 А, Б). Також у цій же групі спостерігалися помірнопозитивна (6 випадків), негативна (4 випадки) імуногістохімічна реакція на виявлення білка bcl-2. Аналогічно до першої групи, в 1 зразку ПРЩЗ була виявлена сильнопозитивна експресія bcl-2 (табл. 3.11).
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Рис. 3.23. Імуногістохімічне дослідження експресії bcl-2 в тканині ПРЩЗ без ознак мінералізації. А – помірна експресія білка bcl-2, зб. х100; Б – помірнопозитивна реакція bcl-2 у цитоплазмі клітин ПРЩЗ, зб. х400. Дофарбовування гематоксиліном Майєра. 
Таблиця 3.11
Експресія білка bcl-2 в цитоплазмі клітин ПРЩЗ ІІ групи
	Експресія білка
	Бали 
	Кількість випадків
	Відсоток від загального

	Негативна
	0
	1
	13.33

	
	1
	2
	

	
	2
	1
	

	Слабкопозитивна
	3
	12
	63,33

	
	4
	7
	

	Помірнопозитивна
	5
	3
	20

	
	6
	3
	

	Сильнопозитивна
	7
	1
	3,33

	
	8
	0
	


При порівнянні результатів імуногістохімічного дослідження експресії білків bax у тканині І групи ПРЩЗ (6,87±0,22) та ІІ групи ПРЩЗ (4,33±0,26) виявлено її достовірно вищий рівень у групі пацієнтів з явищами біомінералізації (р>0,05). Це може вказувати на можливий проапопточний вплив біомінералізації на пухлинні клітини ПРЩЗ. На відміну від bax, порівняння кількості експресованого антиапоптотичного білка bcl-2 у досліджуваних групах не відрізняється (відповідно 3,5±0,28 та 3,6±0,28; р>0,8).
3.3.3. Імуногістохімічне дослідження експресії білка р53 у тканині ПРЩЗ.

Для дослідження здатності тканини ПРЩЗ до апоптозу було проведене дослідження рівня експресії білка р53. Імуногістохімічна реакція вважалася позитивною при умові забарвлення більше 5% ядер пухлинних клітин.

У першій групі отримані наступні результати: у 18 випадках (60%) ПРЩЗ були виявлена слабкопозитивна реакція (5%<n<20%), забарвлювалися ядра окремих пухлинних клітин (рис. 3.24 Б). У 6 випадках (20%) результат відповідав помірній експресії р53 (20%<n<50%), в 1 зразку (3,33%) була встановлена сильнопозитивна реакція (50%<n<100%) на наявність цього антиапоптичного білка. Як правило, р53-позитивно забарвлені ядра належали клітинам пухлинного епітелію сосочків (рис. 3.3.7 А). Для 5 зразків мінералізованої тканини ПРЩЗ (16,67%) імуногістохімічна реакція була оцінена як негативна (n<5%) (табл. 3.12). 
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Рис. 3.24. Імуногістохімічне дослідження експресії р53 в тканині ПРЩЗ з біомінералізацією. А – виражена експресія білка р53, зб. х100; Б – слабкопозитивна реакція р53 у цитоплазмі клітин ПРЩЗ, зб. х400. Дофарбовування гематоксиліном Майєра. 

Таблиця 3.12
Експресія білка р 53 в цитоплазмі клітин ПРЩЗ І групи
	Експресія білка
	Бали 
	Кількість випадків
	Відсоток від загального

	Негативна
	0
	3
	16.67

	
	1
	1
	

	
	2
	1
	

	Слабкопозитивна
	3
	9
	60

	
	4
	9
	

	Помірнопозитивна
	5
	4
	20

	
	6
	2
	

	Сильнопозитивна
	7
	1
	3,33

	
	8
	0
	


Для групи випадків ПРЩЗ без наявної біомінералізації також була виявлена низька експресія білка р53 (рис. 3.25). Частина випадків (9) характеризувалися відсутністю експресії р53, імуногістохімічна реакція вважалася негативною (30%). У 12 випадках (40%) була виявлена слабкопозитивна імуногістохімічна реакція, у 6 випадках (20%) – помірнопозитивна реакція та в 3 зразках (10%) була встановлена сильнопозитивна реакція на білок р53 (табл. 3.13).
При порівнянні результатів бальної оцінки імуногістохімічного дослідження експресії р53 в тканині ПРЩЗ за наявності (3,5±0,31) та відсутності (3,7±0,35) явищ біомінералізації, показують факт відсутності достовірної різниці рівнів експресії цього маркера проліферації (р>0,42).
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Рис. 3.25. Імуногістохімічне дослідження експресії р53 в тканині ПРЩЗ без ознак мінералізації. А – помірна експресія білка р53, зб. х100; Б –негативна реакція р53 у цитоплазмі клітин ПРЩЗ, зб. х400. Дофарбовування гематоксиліном Майєра. 

Таблиця 3.13
Експресія білка р 53 в цитоплазмі клітин ПРЩЗ ІІ групи
	Експресія білка
	Бали 
	Кількість випадків
	Відсоток від загального

	Негативна
	0
	2
	30

	
	1
	3
	

	
	2
	4
	

	Слабкопозитивна
	3
	8
	40

	
	4
	4
	

	Помірнопозитивна
	5
	5
	20

	
	6
	1
	

	Сильнопозитивна
	7
	1
	10

	
	8
	2
	


3.3.4. Імуногістохімічне дослідження експресії білка ОРN у тканині ПРЩЗ.

Остеопонтин (OPN) - кислий фосфопротеїн, який бере участь у багатьох клітинних процесах, включаючи міграцію, розмноження і міжклітинні взаємодії [103, 225]. Він являється прозапальним цитокіном, що підсилює ремоделювання судин і ангіогенез, попереджує апоптоз клітин. Також було показано, що OPN входить до складу ниркових каменів і впливає на їх формування, беручи таким чином участь в процесах біомінералізації [147]. OPN продукується клітинами різних типів, найбільш важливі з яких остеобласти, макрофаги, фібробласти, дендритні клітини [162, 176]. Злоякісні пухлинні клітини різних локалізацій показують експресію OPN [91, 139].

Переважна більшість зразків ПРЩЗ з біомінералізацією (90%) при імуногістохімічному дослідженні показала сильно-позитивну (15 випадків) і помірно-позитивну (12 випадків) реакцію на присутність OPN (рис. 3.26). Лише в 3 випадках (10%) реєструвалася слабко-позитивна експресія білка (табл. 3.14). Високий рівень експресії OPN демонстрували як пухлинні клітини, так і клітини пухлинного мікрооточення.
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Рис. 3.26. Імуногістохімічне дослідження експресії OPN в тканині ПРЩЗ з біомінералізацією. А – виражена експресія білка OPN, зб. х100; Б – сильнопозитивна реакція OPN у цитоплазмі клітин ПРЩЗ, зб. х400. Дофарбовування гематоксиліном Майєра. 

Таблиця 3.14
Експресія білка OPN в клітинах ПРЩЗ І групи
	Експресія білка
	Бали 
	Кількість випадків
	Відсоток від загального

	Негативна
	0
	0
	0

	
	1
	0
	

	
	2
	0
	

	Слабкопозитивна
	3
	0
	10

	
	4
	3
	

	Помірнопозитивна
	5
	3
	40

	
	6
	9
	

	Сильнопозитивна
	7
	9
	50

	
	8
	6
	


При дослідженні імуногістохімічної експресії OPN у тканині ПРЩЗ без ознак мінералізації відмічалося превалювання помірно-позитивної реакції – 24 випадки (80%). В 1 випадку (3,33%) ПРЩЗ була зареєстрована негативна реакція, а в 5 зразках (16,67%) – слабко позитивна експресія OPN (табл. 3.15). Головною локалізацією експресії OPN була цитоплазма пухлинних клітин. Також спостерігалась псевдо-позитивна реакція анти-OPN антитіл з колоїдом, яка, очевидно, ґрунтується на молекулярній схожості глікопротеїнів колоїду та OPN (рис. 3.27).

У ході порівняння рівня експресії білка OPN у групі зразків ПРЩЗ з явищами біомінералізації (5,97±0,27) та у групі зразків ПРЩЗ без ознак біомінералізації (4,07±0,23) виявлено достовірну їх різницю (р<0,001). Цей факт дозволяє констатувати очевидний зв’язок експресії OPN та процесів кальцифікації при ПРЩЗ.

Таблиця 3.15
Експресія білка OPN в клітинах ПРЩЗ ІI групи
	Експресія білка
	Бали 
	Кількість випадків
	Відсоток від загального

	Негативна
	0
	0
	3,33

	
	1
	0
	

	
	2
	1
	

	Слабкопозитивна
	3
	3
	16,67

	
	4
	2
	

	Помірнопозитивна
	5
	16
	80

	
	6
	8
	

	Сильнопозитивна
	7
	0
	0

	
	8
	0
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Рис. 3.27. Імуногістохімічне дослідження експресії ОРN в тканині ПРЩЗ без ознак біомінералізації. А – слабка експресія білка OPN, зб. х100; Б – помірнопозитивна реакція OPN у цитоплазмі клітин ПРЩЗ, зб. х400. Дофарбовування гематоксиліном Майєра. 

3.3.5. Імуногістохімічне дослідження експресії білка MMP1 у тканині ПРЩЗ.

Матриксна металопротеіназа 1 (ММР1) відносяться до сімейства цинквмісних металопротеїназ, маючи в активному центрі Zn2+ [129]. У пухлинній тканині ММР1, руйнуючи колаген, розщеплює екстрацелюлярний матрикс, що сприяє процесам інвазивного росту та метастазування злоякісних клітин [22]. Таким чином, експресія ММР1 відноситься до прогностично несприятливих факторів, характеризуючи інвазивну спроможність пухлини та її метастатичний потенціал. 
У ході імуногістохімічного дослідження виявлено, що переважна частина зразків «мінералізованих» ПРЩЗ має сильно- та помірно виражену експресію ММР1: у 8 (26,67%) та 10 випадках (33,33%) відповідно (рис. 3.28). Головною локалізацією експресії білка була цитоплазма пухлинних клітин, крім цього імуногістохімічне забарвлення спостерігалось і в клітинах пухлинного мікрооточення (фібробластах, макрофагах). Також у 6 випадках ПРЩЗ були виявлена слабко позитивна реакція (20%), а в інших 6 зразках (20%) експресія ММР1 оцінювалася як негативна (табл. 3.16).
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Рис. 3.28. Імуногістохімічне дослідження експресії ММР1 в тканині ПРЩЗ з біомінералізацією. А – виражена експресія білка ММР1, зб. х100; Б – сильнопозитивна реакція ММР1 у цитоплазмі клітин ПРЩЗ, зб. х400. Дофарбовування гематоксиліном Майєра. 
Табл.иця 3.16
Експресія білка MMP1 в цитоплазмі клітин ПРЩЗ І групи
	Експресія білка
	Бали 
	Кількість випадків
	Відсоток від загального

	Негативна
	0
	0
	20

	
	1
	3
	

	
	2
	3
	

	Слабкопозитивна
	3
	3
	20

	
	4
	3
	

	Помірнопозитивна
	5
	6
	33,33

	
	6
	4
	

	Сильнопозитивна
	7
	4
	26,67

	
	8
	4
	


Імуногістохімічне дослідження експресії ММР1 у ІІ групі зразків показували наступний результати (рис 3.29): у 3 випадках (10%) експресії ММР1 не виявлено, 13 випадків (43,37%) ПРЩЗ мали слабкопозитивну реакцію, у 8 випадках (26,67%) виявлена помірно позитивна експресія та у 6 випадках (20%) – сильнопозитивна експресія ММР1 відповідно (табл. 3.17).
При дослідженні експресії ММР1 між І і ІІ групами зразків ПРЩЗ не було виявлено статистично достовірної різниці (р>0,05). Обидві групи мали у своєму складі 7 і 8 випадків з наявністю метастазів у периферичні лімфатичні вузли, що впливало на формування правильного розподілу статистичних даних. У ході статистичного аналізу результатів імуногістохімічного дослідження експресії ММР1 між І групою (4,8±0,4) та ІІ групою (4,77±0,31) зразків ПРЩЗ достовірної різниці не було виявлено (р>0,95).
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Рис. 3.29. Імуногістохімічне дослідження експресії ММР1 в тканині ПРЩЗ без ознак біомінералізації. А – виражена експресія білка ММР1, зб. х100; Б – сильнопозитивна реакція ММР1 у цитоплазмі клітин ПРЩЗ, зб. х400. Дофарбовування гематоксиліном Майєра.

Таблиця 3.17
Експресія білка MMP1 в цитоплазмі клітин ПРЩЗ ІІ групи
	Експресія білка
	Бали 
	Кількість випадків
	Відсоток від загального

	Негативна
	0
	0
	10

	
	1
	0
	

	
	2
	3
	

	Слабкопозитивна
	3
	3
	43,37

	
	4
	10
	

	Помірнопозитивна
	5
	4
	26,67

	
	6
	4
	

	Сильнопозитивна
	7
	4
	20

	
	8
	2
	


3.3.6. Імуногістохімічне дослідження експресії білка VEGF у тканині ПРЩЗ.

Фактор росту ендотелію судин (VEGF) – є центральним стимулятором росту нових судин. Цей білок збільшує судинну проникність, посилює проліферацію та міграцію ендотеліальних клітин, активацію протеаз (в т.ч. ММР1), пригнічує апоптоз ендотеліоцитів, стабілізує судини [22]. Експресія VEGF залежить від ступеню гіпоксії тканини, ацидозу, активації онкогенів, деяких цитокінів та гормонів [106].
Імуногістохімічне дослідження мінералізованої тканини ПРЩЗ на предмет експресії фактора росту ендотелію судин демонструє переважно сильно- (30%) та помірно позитивну (43,33%) реакцію. Також у 5 (16,67%) та 3 (10%) випадках ПРЩЗ було виявлено слабко позитивну та негативну експресії VEGF (табл. 3.18). У переважній більшості випадків досліджуваний білок локалізувався в цитоплазмі пухлинних клітин, які формували пухлинні сосочки та псевдофолікули (рис. 3.30). 
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Рис. 3.30. Імуногістохімічне дослідження експресії VEGF в тканині ПРЩЗ з біомінералізацією. А – виражена експресія білка VEGF, зб. х100; Б – сильнопозитивна реакція VEGF у цитоплазмі клітин ПРЩЗ, зб. х400. Дофарбовування гематоксиліном Майєра.

Таблиця 3.18
Експресія білка VEGF в цитоплазмі клітин ПРЩЗ І групи
	Експресія білка
	Бали 
	Кількість випадків
	Відсоток від загального

	Негативна
	0
	0
	10

	
	1
	0
	

	
	2
	3
	

	Слабкопозитивна
	3
	2
	16,67

	
	4
	3
	

	Помірнопозитивна
	5
	6
	43,33

	
	6
	7
	

	Сильнопозитивна
	7
	3
	30

	
	8
	6
	


При вивченні особливостей експресії VEGF (рис 3.31) в тканині пухлини ПРЩЗ було встановлено сильно позитивну імуногістохімічну реакцію в 5 випадках (16,67%), помірнопозитивну реакцію - в 9 випадках (30%), слабкопозитивну реакцію – в 12 випадках (40%) ПРЩЗ без ознак мінералізації. 4 (13,33%) зразки ПРЩЗ були без явної експресії VEGF (табл 3.19).
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Рис. 3.31. Імуногістохімічне дослідження експресії VEGF в тканині ПРЩЗ без ознак біомінералізації. А –слабка експресія білка VEGF, зб. х100; Б – помірнопозитивна реакція VEGF у цитоплазмі клітин ПРЩЗ, зб. х400. Дофарбовування гематоксиліном Майєра.

Табиця. 3.19. 
Експресія білка VEGF в тканині ПРЩЗ ІІ групи.

	Експресія білка
	Бали 
	Кількість випадків
	Відсоток від загального

	Негативна
	0
	0
	13,33

	
	1
	2
	

	
	2
	2
	

	Слабкопозитивна
	3
	6
	40

	
	4
	6
	

	Помірнопозитивна
	5
	5
	30

	
	6
	4
	

	Сильнопозитивна
	7
	2
	16,67

	
	8
	3
	


Статистична оцінка достовірності різниці результатів імуногістохімічного дослідження білка VEGF показує достовірність різниці його експресії між групою зразків з явищами біомінералізації (5,5±0,34) та групою зразків з відсутністю проявів кальцифікації (4,5±0,36) (р<0,049).
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3.4. Статистичний аналіз результатів, отриманих у ході дослідження 

Обробка даних проводилася прикладними статистичними методами, за допомогою програми Microsoft Excel 2010 з додатком AtteStat 12.0.5.

Результати досліджень були перевірені на нормальний розподіл (НР) за критерієм Шапіро-Уїлка (Shapiro-Wilk). Більшість результатів вимірювань та імуногістохімічних досліджень мали неправильний розподіл, тому для оцінювання статистичної значущості використали непараметричний  критерій Манна-Уітні (Mann-Whitney). У випадку, якщо вибірки даних мали правильний розподіл, їх порівняння проводилося за допомогою параметричного t- критерію Стьюдента за умови підтвердження випадковості розбіжностей (Fкрит>Fексп) згідно критерію Фішера. Якщо tекс≥tкрит, то різниця вважалась достовірною.

Взаємозв’язок між досліджуваними показниками оцінювали згідно критерію кореляції Пірсона та Спірмена (r). Результати вважали статистично достовірними при ступеню вірогідності більше 99% (р<0,01) за умови rексп≥rкритичне. 

Таблиця 3.20
Визначення достовірності різниці між результатами ІГХ дослідження

І та ІІ груп зразків ПРЩЗ
	Маркер
	І група
	ІІ група
	р
	Статистичний критерій

	
	розподіл

даних
	Середнє значення, М
	σ
	розподіл

даних
	Середнє значення, М
	σ
	
	

	Ki-67
	н
	5,6
	0,25
	ннр
	5,23
	0,23
	0,22
	Манна-Уїтні

	p53
	н
	3,5
	0,31
	н
	3,7
	0,35
	0,42
	Ст’юдента

	bax
	ннр
	6,87
	0,22
	н
	4,33
	0,26
	0,001
	Манна-Уїтні

	bcl-2
	н
	3,5
	0,28
	н
	3,6
	0,28
	0,8
	Ст’юдента

	OPN
	ннр
	6,4
	0,22
	ннр
	5
	0,16
	0,001
	Манна-Уїтні

	MMP1
	н
	4,8
	0,4
	н
	4,76
	0,31
	0,94
	Ст’юдента

	VEGF
	н
	5,5
	0,34
	н
	4,5
	0,36
	0,049
	Ст’юдента


Примітка. * - р<0,05, нр – нормальний розподіл даних, ннр- ненормальний розподіл даних.

Таким чином, при порівнянні рівня експресії білків було виявлено достовірну різницю між результатами І та ІІ груп при імуногістохічному дослідженні білків bax (р<0,001) та VEGF (р<0,05) (табл 3.20.). Різниця між результатами імуногістохімічного дослідження експресії bax, OPN, VEGF у групах зразків ПРЩЗ з наявністю та відсутністю біомінералізації свідчить про їх участь у процесах патологічної біомінералізації за умов даної патології. 

Одним із завдань нашого дослідження було проведення порівняльного аналізу випадків ПРЩЗ з метастазами у лімфатичні вузли за умов присутності і відсутності ознак біомінералізації. Відповідно у обох групах досліджуваних пацієнтів було 7 і 8 випадків метастазування у лімфатичні вузли шиї. У цих підгрупах (Іа і ІІа) всі випадки були порівняні за віком, розмірами пухлин, рівнями експресії імуногістохімічних маркерів Ki-67, p 53, bcl-2, bax, OPN, MMP1, VEGF (табл. 3.21).

Таблиця 3.21
Визначення достовірності різниці між результатами ІГХ дослідження

І та ІІ груп зразків ПРЩЗ
	Маркер
	І група
	ІІ група
	р
	Статистичний критерій

	
	розподіл

даних
	Середнє значення, М
	σ
	розподіл

даних
	Середнє значення, М
	σ
	
	

	Ki-67
	нр
	5,28
	0,47
	нр
	5,88
	0,23
	0,26
	Ст’юдента

	p53
	нр
	3,14
	0,59
	ннр
	3,13
	0,44
	0,45
	Манна-Уїтні

	Bax*
	нр
	6,57
	0,37
	нр
	4,13
	0,3
	0,001
	Ст’юдента

	bcl-2*
	нр
	3,0
	0,49
	нр
	4,5
	0,46
	0,04
	Ст’юдента

	OPN*
	ннр
	6,43
	0,3
	нр
	4,88
	0,35
	0,008
	Манна-Уїтні

	MMP1
	нр
	3,86
	0,7
	нр
	3,88
	0,51
	0,98
	Ст’юдента

	VEGF*
	ннр
	5,71
	0,42
	нр
	3,75
	0,67
	0,012
	Манна-Уїтні

	Вік
	нр
	49,43
	6,0
	нр
	51,88
	4,78
	0,75
	Ст’юдента

	Розмір пухлини
	нр
	2,09
	0,2
	нр
	1,31
	0,17
	0,02
	Ст’юдента


Примітка. * - р<0,05, нр – нормальний розподіл даних, ннр- ненормальний розподіл даних.

При порівнянні зазначених показників у групах Іа (ПРЩЗ з метастазами і мінералізацією) та ІІ а (ПРЩЗ з метастазами і без мінералізації) було отримано наступні результати. Між показниками двох порівнюваних груп не було виявлено достовірної різниці по віку пацієнтів (р>0,05), експресії маркера проліферації Кі-67 (р>0,05), білків р53 (р>0,05) та ММР1 (р>0,05). У той же час, виявилося, що мінералізовані зразки ПРЩЗ досягають більших розмірів у порівнянні з випадками без проявів кальцифікації (р<0,02). 

Важливий результат був виявлений при порівнянні даних імуногістохімічного дослідження експресії білків апоптозу bax та bcl-2, які знаходяться в антагоністичних відносинах [52]. Так, проапоптотичний білок bax мав достовірно вищу експресію у ПРЩЗ Іа групи, що свідчить про можливу участь біомінералізації у процесах апоптозу пухлинної тканини. З іншого боку, експресія антиапоптотичного білка bcl-2 вище в зразках ПРЩЗ без ознак мінералізації. Як відомо, білок bcl-2 блокує апоптотичних шлях, який активується білком bax, нівелюючи його ефект [205]. Таким чином, можна припустити, що за відсутності біомінералізації процеси апоптозу у пухлинній тканині блокуються.

Також у Іа групі ПРЩЗ було виявлено достовірно вищий рівень експресії остеопонтину (р<0,008) і судинного фактора росту ендотелію (р<0,012). Відомий прямий позитивний зв’язок обох білків з гіпоксією [22, 59, 102, 157,] та один з одним [161]. Отже, високий рівень експресії OPN та VEGF може свідчити про гіпоксію в умовах присутності біомінералізації. Білок OPN є фактором протидії мінералізаційним процесам [197], що може бути проявом захисної реакції пухлинних клітин. 
Отже результати статистичного аналізу імуногістохімічного дослідження показали наявність тісних взаємозв’язків між експресією різних білків у мінералізованій тканині ПРЩЗ, що вказує на спільні механізми взаємодії пухлинної тканини з організмом. Патологічна біомінералізація сприяє підвищенню рівня апоптозу в пухлинних клітинах (bax), продукції протеїнів, які пригнічують утворення біомінералів (OPN). Високий рівень експресії фактору росту ендотелію (VEGF) може свідчити про більш високий рівень гіпоксії в тканині мінералізованого ПРЩЗ. 
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РОЗДІЛ 4

АНАЛІЗ І УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ВЛАСНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ

За останні роки рівень захворюваності на РЩЗ в Сумській області вийшов на перші позиції в Україні, підвищуючи рівень онкологічної патології у загальнодержавному масштабі. Показники захворюваності на РЩЗ в Сумській області досягли рівня США, які є одними з світових лідерів у розповсюдженні даної патології. Так, в США, захворюваність на РЩЗ в 2012 р. становила 14,9 на 100 тис. нас., в Україні - коливалась в межах 6,6 (2012 р) – 7,5 (2013 р) -6,8 (2014 р) на 100 тис. нас, на Сумщині – зростала з 10,3 (2012 р) та 11,2 (2013 р.) до 15,1 (2014 р) на 100 тис. нас. (рис.4.1) [31, 189].
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Рис.4.1. Порівняння захворюваності на злоякісні новоутворення ЩЗ в Сумській області, Україні та США. Для Сумської області та України дані 2004-2014 років, США – дані 2004-2012 років.

Очевидно, що на зростання кількості хвороб ЩЗ у Сумському регіоні здійснюють вплив комплекс різних факторів, тому що на даній території відсутня виражена дія окремих тиреопатогенів. На Сумщині переважає аграрний сектор економіки, відсутнє виражене забруднення промисловими відходами (з урахуванням економічного спаду), регіон не вважається постраждалим від наслідків аварії на Чорнобильській АЕС [6].

Відомо, що близько 80-85% злоякісної патології ЩЗ зумовлені йододефіцитом та йододефіцитними станами [216]. Щодо поширення йододефіцитних захворювань (ЙДЗ) в Сумській області було проведене дослідження, згідно якого територія області була поділена на зони високого, помірного і низького ризику виникнення ЙДЗ на основі аналізу захворюваності на тиреоїдну патологію, кліматичних та геолого-геохімічних особливостей регіону, складу грунтів та їх кислотності [14]. У зону з високим ступенем ризику виникнення ЙДЗ була включена територія Шосткинського, Ямпільського, частини С.-Будського та Кролевецького районів. У зону помірного ризику виникнення йододефіцитних захворювань були включені Глухівський, Путивльський, частина Кролевецького, Середино-Будського, В.-Писарівського, Охтирського, Роменського, Недригайлівського районів, Зоною низького ризику розвитку ЙДЗ вважали територію Буринського, Білопільського, Тростянецького, Липово-Долинського, Краснопільського, Сумського, частини Велико-Писарівського, Охтирського, Роменського, Недригайлівського районів. Потрібно відмітити, що відносно захворюваності на РЩЗ дані дослідження співпадають лише частково і стосуються в основному зони високого ризику виникнення ЙДЗ (Шосткінський район) [23].

Значна кількість досліджень присвячена впливу радіації та аварії на ЧАЕС на рівень захворюваності злоякісними пухлинами ЩЗ [194]. Північні райони Сумської області (Шосткінський р-н, частково Ямпільський та Середино-Будський) були віднесені до ІV зони радіоекологічного контролю від забруднень цієї території радіонуклідами та солями важких металів. Наприклад, забрудненість радіоцезієм території Шосткінського району у 1991-1992 роках складала 2,78-4,37 Кю/км2) [9]. 

Суттєвим екзогенним чинником, який впливає на морфологію і функцію ЩЗ, також вважається надходження в організм токсичних доз мікроелементів – важких металів, що викликає порушення гормонального метаболізму в тканині залози [16, 27, 144]. У дослідженні Саннікова і співавт. Показані результати дослідження волосся дітей на вміст металів (Co, Cu, Ni, Po, Zh, Hg) за допомогою атомно-абсорбційної спектроскопії [9]. Було встановлено позитивний кореляційний зв’язок між підвищенням рівня свинцю і ртуті у волоссі з підвищенням частоти захворюваності на тиреоїдину патологію. Дослідження інших науковців з визначення важких металів у тканині проліферативної патології ЩЗ показало підвищення рівня  вмісту Co та Ni та зниження рівня Mn у злоякісних пухлинах ЩЗ [27]. Також була проведена серія експериментальних досліджень на щурах різного віку, в яких моделювалось підвищене надходження  різних комбінацій солей важких металів з питною водою (Zn, Cu, Mn, Cr, Pb, Fe) [19, 27, 28, 144]. В експериментах було доведено струмогенну дію комбінації солей важких металів, що спочатку призводило до гіперплазії ЩЗ, а із збільшенням терміну впливу несприятливого фактора виникають дистрофічні і атрофічні зміни органа та його морфо-функціональної депресії [16, 28].

Високий рівень захворюваності на РЩЗ також характерний для обласного центру та міст обласного підпорядкування (Конотоп, Ромни, Глухів, Шостка), що може бути пов’язане з погіршеними екологічними умовами в містах – наявність підвищеної кількості автотранспорту, промисловими викидами, тощо.

При співставленні територій Сумської області, віднесених до ІV зони радіоекологічного контролю і захворюваності на РЩЗ відмічається їх значне співпадіння, яке до того ж, посилюється накладенням на них району з підвищеним ризиком йододефіциту [14]. Звичайно, часткове або значне співпадіння районів з високою захворюваністю на РЩЗ і територіями, забрудненими радіацією, СВМ чи такими, які мають низький вміст йоду в навколишньому середовищі, не може пояснити високих показників РЩЗ в районах, де таких чинників немає. 

У невеликих районах і невеликих містах та селищах міського типу загалом спостерігаються значні коливання захворюваності, в чому є значний елемент випадковості: кілька додатково виявлених хворих можуть значно змінити статистику у малонаселених місцевостях. Також очевидно, що наявність/відсутність у районах вузького спеціаліста - ендокринолога, радіолога або сучасного апарата УЗД діагностики, можуть кардинально впливати на статистичні показники.

Одним з найбільш важливих факторів значного зростання захворюваності на РЩЗ в Сумській області є покращення інструментальних методів діагностики. За останні роки з’явилась достатня кількість сучасних апаратів ультразвукової діагностики з високою роздільною здатністю, комп’ютерних томографів та кваліфікованих спеціалістів. Стала доступною лабораторна діагностика не тільки в обласному центрі, але й в усіх містах області. Доволі значний вклад у виявлення хворих вносять приватні медичні центри, які, як правило, добре оснащені та мають кваліфікованих спеціалістів. Окремо необхідно виділити ефект запровадження тонкоголкової аспіраційної біопсії ЩЗ, що підвищило виявлення пухлин ЩЗ на новий якісний рівень. Значна роль належить добре налагодженій роботі обласного онкологічного диспансеру, що підтверджується своєчасним виявленням хворих і адекватним лікуванням.

За результатами численних досліджень, найбільшу питому частку (70-80%) має ПРЩЗ, при чому епідеміологічна картина відповідає більшості регіонів світу [58]. Не виключенням є північно-східний регіон України. Так, в Сумській області серед усіх гістологічних типів РЩЗ значну перевагу має ПРЩЗ, питома частка якого коливалася впродовж періоду спостереження 2004-2014 років від 70,37% до 81,75% від загальної кількості (рис. 4.2). 
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Рис. 4.2. Питома частка гістологічних типів РЩЗ впродовж 2004-2014 рр. ПРЩЗ – папілярний рак, ФРЩЗ – фолікулярний рак, МРЩЗ – медулярний рак, АРЩЗ – анапластичний рак.

Як показали спостереження впродовж 2004-2014 років, на території Сумської області майже ¾ кількості пацієнтів (74%) зі злоякісними пухлинами ЩЗ хворіють на ПРЩЗ. Це підтверджує надзвичайну епідеміологічну та соціально-економічну важливість проблеми ПРЩЗ та необхідність більш глибокого дослідження механізмів його виникнення, розвитку та лікувального патоморфозу. Значну цінність представляє проблема прогнозування перебігу цієї надзвичайно поширеної патології.

Загальне виживання для більшості хворих залежить від гістологічних особливостей пухлини та багатьох інших предикторів. Одним із таких прогностичних факторів ПРЩЗ є патологічна біомінералізація, яка особливо часто є першим «тривожним дзвоником» при ультразвуковому дослідженні (УЗД) ЩЗ. Саме для ПРЩЗ характерний такий прояв мінералізації, як псамомні тільця (ПТ), що практично використовується для діагностики [114]. Однак клінічне значення кальцифікації залишається невстановленим.

Оскільки розвиток та запровадження ультразвукової діагностичної техніки має помітний вплив на епідеміологічні показники патології ЩЗ та ПРЩЗ безпосередньо, важливо зупинитися на особливостях УЗД-діагностики. УЗД ЩЗ пацієнтів обох груп проводилося за допомогою сучасного апарату Toshiba Aplio MX з лінійним мультичастотним датчиком 6-12 МГц (Японія). Всі ультрасонограми були інтерпретовані двома досвідченими фахівцями [25].

При проведенні УЗД процедур найбільшу увагу привертали ознаки біомінералізації, які надзвичайно тісно поєднуються з ПРЩЗ [25, 46, 209]. Найбільш часто виявляються вогнищеві мікрокальцифікати округлої або неправильної форми (80%) (рис. 4.3). Рідше виявляються випадки з грубими відкладеннями кальцифікованої тканини. У частині випадків ПРЩЗ при УЗД не виявлялися ознаки мінералізації, але вони були знайдені при гістологічному дослідженні. Так, у 24 випадках І групи ПРЩЗ при мікроскопічному дослідженні були виявлені ПТ – округлі об’єкти, які складалися з концентричних мінералізованих нашарувань. Окрім ПТ, у половині досліджених випадків виявлялися грубі відкладення біомінералів у оточуючих тканинах та в стінках судин. Для ПРЩЗ також характерна мінералізація метастазів з утворенням ПТ у контрлатеральній частці ЩЗ та у лімфатичних вузлах [41].

Мікрокальцифікати при УЗД виявляються як яскраві вогнищеві гіперехогенні сигнали. Вони мали найбільшу акустичну щільність. Більшу частину мікрокальцифікатів складали псамомні тільця (ПТ). ПТ найбільш характерні для пухлин папілярної будови, хоча вони зустрічаються і в ПРЩЗ фолікулярної будови [105, 209]. Виявлення ПТ у тканині ЩЗ є дуже важливою діагностичною ознакою ПРЩЗ [115]. Особливістю будови ПТ є округла форма та шарувата структура. Необхідно наголосити, що за допомогою УЗД виявляються тільки відносно великі ПТ (>100 мкм), менші об’єкти, виходячи з можливостей діагностичного методу, пропускаються і можуть бути виявлені лише при гістологічному дослідженні [25].

При обстеженні пацієнтів ІІ групи (ПРЩЗ без біомінералізації) виявляються гіпоехогенні утворення різного діаметру (від 0,5 до 3,5 см), неоднорідні за ехоструктурою, з нечіткими контурами, відсутністю анехогенного обідця, аваскулярним типом судинного рисунка. Вищевказані ознаки виявлялися і у хворих І групи, так як вони є характерні для ПРЩЗ взагалі.
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Рис. 4.3. Ультрасонограма ПРЩЗ. Вогнищеві депозити мінералізованої тканини (гіперехогенні включення - мікрокальцифікати).
Поєднання процесів біомінералізації з різноманітною патологією ЩЗ дещо ускладнює її диференційну діагностику. Єдиної точки зору у трактуванні значення патологічної біомінералізації ЩЗ не існує [109, 222]. Важливого значення ектопічній кальцифікації у ЩЗ надає її можливий зв’язок з злоякісними пухлинами, при чому частота такої асоціації коливається у широкому діапазоні [49, 109, 188, 222].

Для кожної нозології характерні різні варіанти поєднання структурних типів мінералізації тканини. У значному ступені характер біомінералізації обумовлює патогномонічність зображень, які виявляються за допомогою ультрасонографії. Так, при УЗД ЩЗ діагностуються різноманітні за формою, контурами та розмірами мінералізовані утворення: точкові мікрокальцифікати, груба кальцифікація з неправильними контурами, кальцифікати з гладкими (овальними) контурами, дуго- (арко-) і кільцеподібних утворення, які мають рифлені або гладенькі краї [109].

Процес утворення і розвитку дуго- і кільцеподібних об’єктів ЩЗ тісно пов’язаний з вузлоутворенням (нодулогенез). Нодулогенез характерний для більшості зобів, доброякісних і злоякісних пухлин ЩЗ. Для ПРЩЗ додатково характерне утворення кіст, всередині яких знаходиться пухлинний вузол з папілярними розростаннями [22]. В основі нодулогенезу знаходиться автономна проліферація окремих мікрочасточок, частково обумовлена гістофізіологією ЩЗ [17, 26]. Проліферація вузлів створює механічний тиск на оточуючі тканини органу. Стиснуті тканини ЩЗ знаходяться в умовах гіпоксії, що згодом призводить до атрофії та розвитку сполучної тканини. Таким чином, з атрофованої та фіброзованої паренхіми формується капсула вузла або кісти. При збільшенні тривалості процесу у капсулі виникають явища біомінералізації, яка при УЗД обумовлює виникнення «дуг», «арок», а при повній мінералізації – паттерна «кільця» (рис. 4.4) [26].

Диференційна діагностика округлих кальцифікованих утворень (“кілець”, “арок”, "дуг”) при захворюваннях ЩЗ потребує подальшого уточнення. 
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Рис. 4.4. Схема формування капсули вузла з дистрофічними змінами. 1 – сполучнотканинна капсула, 2 – залишки фолікулярного епітелію, 3 – дистрофічна мінералізація, 4 - оточуюча тиреоїдна паренхіма.

Наприклад, найчастіше генезис біомінеральних об’єктів з гладенькими округлими контурами пов’язаний з доброякісними новоутвореннями (ФА, ЗЗ) ЩЗ. Це пояснюється тим, що повільний експансивний ріст вузла поступово створює у тканині тиск і відтісняє тканину, не порушуючи базальних мембран і міжчасточкових септ.

Згідно останнього видання «Classification of tumors, pathology and genetics of tumors of endocrine organs» ВООЗ (Lyon, 2004), у ЩЗ відсутні передракові стани. Ввважається, що розвиток злоякісних пухлин відбувається de novo [122]. Для раку характерний інфільтративний ріст, який може спричинити поширення мінералізації вздовж проліферуючих тяжів пухлинних клітин і обумовити нерівні контури утворення кальцифікатів у тканині пухлини (рис. 4.5). Нерівність кальцифікованої капсули ракових вузлів може спричинятися мультицентричністю поширення пухлини, її «неритмічною» проліферацією. Біомінеральні утворення часто локалізовані субкапсулярно з доцентровими відрогами у тканини пухлини. 

Вивчення морфогенетичного впливу біомінералізації за умов тиреоїдної патології дозволить у значній мірі зрозуміти генезис ультразвукової семіотики, дозволить визначити більш чіткі диференційно-діагностичні критерії. 
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Рис. 4.5. Схема розміщення біомінерального компоненту у тканині ПРЩЗ. 1 – тяжі проліферуючих атипових пухлинних клітин, 2 – сполучна тканина, 3 – відкладення сполук кальцію. Стрілками вказано напрями росту пухлинних тяжів.

Серед біомінеральних утворень, які виявляються при ПРЩЗ, осторонь від основної групи знаходяться кальцифіковані об’єкти всередині пухлинного вузла без мінералізації капсули. Часто у таких випадках біологічна поведінка пухлини відрізняється від традиційного перебігу ПРЩЗ, швидше за все у бік агресивного фенотипу. Такі солітарні біомінеральні утворення у злоякісних вузлах можуть мати інший механізм генезису, ніж у ПРЩЗ з індолентним (доброякісним) перебігом. 

Узагальнюючи досліджені прояви патологічної біомінералізації в ЩЗ, можна виділити такі її типи, як кальцифікація капсули вузла, утворення поодиноких та зливних кальцифікатів у ділянках вторинних змін в паренхімі пухлин, мінералізація колоїду, кальцифікація стінок судин та псамомні тільця (рис. 4.6).


Рис. 4.6. Схема проявів патологічної біомінералізації в ЩЗ.

Клініко-морфологічне дослідження матеріалу пацієнтів І групи з ПРЩЗ, у яких були виявлені ознаки патологічної біомінералізації, співвідношення чоловіків і жінок складало 1:9 (3 чоловіків та 27 жінок), їх середній вік становив 56,93±2,18 років. У ІІ групі хворих ПРЩЗ (контрольна група, без ознак мінералізації) співвідношення чоловіків і жінок відповідало 1:4 (6 чоловіків та 24 жінок), середній вік склав 52,03±2,02 року. При порівнянні вікових показників двох досліджуваних груп достовірної різниці не було виявлено (р>0,05). Таким чином, присутність явищ біомінералізації у хворих на ПРЩЗ не залежить від віку пацієнтів. На жаль, з об’єктивних причин відсутні дані про тривалість захворювання перед оперативним втручанням. Оскільки лікування ПРЩЗ завжди радикальне (тотальна тиреоїдектомія), період спостереження між виявленням злоякісної пухлини і операцією був мінімальним. 

При макроскопічному дослідженні препаратів І групи, було встановлено, що максимальний розмір пухлинного вузла в середньому становив 1,84±0,13 см, а в групі пацієнтів ПРЩЗ без біомінералізації цей показник становив 1,44±0,09 см (р<0,07). В обох групах пацієнтів у частині випадків (7 – І група, 8 – ІІ група) були виявлені метастази у лімфатичні вузли шиї. Це дозволило сформувати додаткові групи порівняння для оцінки можливого зв’язку або впливу між біомінералізацією та метастазуванням. За умов наявності метастазів у пацієнтів І групи максимальний розмір первинної «мінералізованої» пухлини у середньому складав 2,09±0,2 см, цей же показник у пацієнтів ІІ групи з «м’якими» пухлинами відповідав 1,31±0,17 см. Порівнюючи випадки з метастазами в обох групах, було виявлено, що за умов наявності патологічної біомінералізації у хворих розмір пухлини був достовірно більший, ніж при її відсутності (p<0,02). 

При аналізі випадків ПРЩЗ без метастазування не виявлено різниці між розмірами пухлин за наявності (група І) та відсутності (група ІІ) кальцифікатів (рис. 4.7). 
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Рис. 4.7. Порівняння розмірів пухлин ЩЗ І групи та ІІ групи. На рисунку використано наступні позначення: ЗМ, метастази – випадки ПРЩЗ з мінералізацією та метастазами; БМ, метастази – випадки ПРЩЗ з метастазами, але без мінералізації; ЗМ – випадки  ПРЩЗ з мінералізацією, без метастазів, БМ – випадки ПРЩЗ без мінералізації і метастазів; ЗМ, усі – всі випадки ПРЩЗ І групи (з мінералізацією), БМ, усі – всі випадки ПРЩЗ ІІ групи (без мінералізації); ННР – ненормальний розподіл даних; НР – нормальний розподіл даних; * - показує, що статистична значимість менша, ніж 5% (p<0.05); цифри над зразками вказують величини статистичної значимості; біла риска показує медіану; горизонтальні пунктирні риски вказують на довірчі інтервали медіани (0.05, 0.90) отримані за допомогою методу бутстрепу (BCa).

Отже, у випадку наявності метастатичного процесу (верифікованими метастазами в лімфатичні вузли шиї), відмічається зв’язок біомінералізації з величиною первинної пухлини: «мінералізовані» новоутворення мають більші розміри. Більшість випадків ПРЩЗ характеризується млявим перебігом і повільним ростом [120], тому розмір пухлини може слугувати певним хронологічним маркером. Процеси утворення біомінералів сполук кальцію також потребують певного часу для розвитку. Наявність зв’язку між розміром пухлини та біомінералізацією, очевидно, пояснюється тим, що більша за розміром пухлина, як правило, довше існує, а кальцифікація потребує часу для розвитку. Схоже на те, що наявність біомінералізації відтерміновує появу метастазів. Отже, думка про біомінералізацію у ЩЗ як активний процес, котрий стримує ріст і поширення пухлинних клітин [11], має певне підтвердження в результатах нашого дослідження.

Обидві досліджувані групи були порівняні за якісним гістологічним складом ПРЩЗ. У пацієнтів І групи було діагностовано наступні гістологічні варіанти ПРЩЗ: 22 випадків  класичного варіанту ПРЩЗ, 3 випадки дифузно-склеротичного варіанту ПРЩЗ, по 2 випадки фолікулярного варіанту ПРЩЗ та висококлітинного варіанту ПРЩЗ і 1 випадок  солідного варіанту ПРЩЗ. Більшість пацієнтів ІІ групи мали класичний гістологічний варіант ПРЩЗ (24 особи), інші варіанти представлені 5 випадками фолікулярного варіанту ПРЩЗ і 1 – висококлітинного варіанту ПРЩЗ.

При співставленні гістологічного типу ПРЩЗ і проявів біомінералізації, можна зробити висновок про відсутність чіткого зв’язку між цими показниками. Виключення становить лише дифузно-склеротичний варіант ПРЩЗ, усі випадки якого супроводжувалися відкладенням мінеральної речовини у вигляді ПТ. Це може свідчити про зв’язок між розвитком сполучної тканини у пухлині і відкладенням мінеральних сполук кальцію. Проте, вирішення питання, який процес є первинним, а який - вторинним, потребує подальших досліджень [57]. 

Дослідження патогенетичних особливостей біомінералізації на фоні перебігу ПРЩЗ накопичує все більше фактів не тільки про те, що цей процес є за своєю сутністю захисним (компенсаторно-пристосувальним), але й те, що цей процес є активним (з боку організму). 

В окремих літературних джерелах висловлюється думка про можливу протективну роль ПТ на прикладі ПРЩЗ [57]. У групі зразків ПРЩЗ з біомінералізацією у 80% випадків виявлялися ПТ, тому це питання буде висвітлене більш детально. Важливо відмітити різницю між ПТ і калькосферолітами, які подібні округлою формою і складаються зі сполук кальцію, але: перші завжди мають ламелярну (шарувату) структуру, другі – ні. 

Серед 24 пацієнтів з виявленими ПТ, їх кількість у кожному випадку варіювала від одного до кількох десятків. Величина діаметра ПТ варіювала від 39,79 до 181,87 мкм. ПТ за величиною можна розділити на 3 групи: малі (40-60 мкм), середні (61-100 мкм) та великі (101-200 мкм і більше). У великих та частково середніх (в залежності від якості мікропрепарата) ПТ представлялося можливим провести вимірювання товщини шару (ламели) у ПТ. Вона коливалася від 3,5 до 9,3 мкм. За нашими результатами, які співпадають з даними літературних джерел [105], існування ПТ нерозривно пов’язане з судинами різного калібру (рис. 4.8). Саме прикріплення пухлинного емболу до стінки судини та послідуюча загибель ракових клітин дає початок ПТ. У цьому разі величина діаметру судини обумовлює величину діаметру і форму ПТ. Фактично, ПТ є кальцифікованою «пробкою» овальної, циліндричної або сферичної форми, яка призводить до запустіння (виведення з ладу, загибелі) судини і дегенерації пухлинного сосочка. У цьому факті логічно можна вбачати протидію організму поширенню злоякісних пухлинних клітин за допомогою процесів біомінералізації. Це підтверджується нещодавніми дослідженнями, за якими пухлини з інтенсивним кровопостачанням мають статистично частіше більший розмір, ніж пухлини зі зниженим кровопостачанням [73].
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Рис. 4.8. Псамомні тільця. А. ПТ великого діаметру (d=155 мкм) з чіткою ламелярною структурою; Б. ПТ малого діаметру (d=45 мкм), оточене помітними залишками судинної стінки. Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення х400. 

Для верифікації вмісту сполук кальцію у ПТ було використано забарвлення парафінових зрізів алізариновим червоним S. Цей барвник цінний також тим, що використовується для спектрофотометричного визначення іонів Са2+ та деяких інших двохвалентних металів. Іншими словами, інтенсивність забарвлення алізариновим червоним S прямо пропорційна кількісному вмісту іонів Са2+ [87].

У ході забарвлення зрізів мінералізованих ПРЩЗ нами було помічено «ореол» або «гало» навколо ПТ барвника меншої інтенсивності забарвлення, ніж основне тіло ПТ. Дифузія барвника навколо ПТ відносно нерівномірна, але коливається у відносно вузьких межах і має направлене відцентрове поширення у всі сторони (в середньому складаючи 7,89±0,59 мкм) (рис. 4.9). Значення цього феномену не зовсім зрозуміле. Можливо, підвищення рівня іонів кальцію веде до включення кальцієвих механізмів ушкодження пухлинних клітин [1], пригнічуючи їх ріст. 
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Рис. 4. 9. Схема дифузії іонів Са 2+ з ПТ в оточуючі тканини. Червоне ядро з бузковим обідком – ПТ, трикутники показують напрям дифузії, червоним колом обмежена зона дифузії.

ПТ є доволі дослідженим об’єктом, проте за допомогою оригінальної методики нам вдалося більш точно встановити тип кальцієвої сполуки, з якої вони складаються [18]. СЕМ з мікроаналізом ПТ ПРЩЗ показує, що співвідношення Са та Р відповідає мінералу гідроксиапатиту. Додатково у складі мінералу було виявлено незначний вміст іонів Fe. Походження іонів Fe можна пояснити тим, що у тканині ЩЗ присутня велика кількість залізовмісних ферментів та інтенсивне кровопостачання (гемоглобін) [19]. 

Інші типи біомінералізації ПРЩЗ також були досліджені гістологічними та електронно-мікроскопічними методами. 

Між біомінералізацією строми і капсули пухлини важко провести чітку межу, особливо у випадках їх поєднання та взаємних переходів. За невеликими винятками, біомінералізація капсули не є монолітною. Вона розгалужується на окремі пластини та «барикади», що обмежують пухлинні маси, знаходиться в контакті з ними. 

Утворення великих та середніх за розмірами біомінеральних об’єктів з нерівними контурами у міжфолікулярних септах відноситься до стромальної мінералізації. Коли процес утворення біомінералів стає повзучим, із залученням більш дрібних сполучнотканинних перетинок, «кам’яніють» доволі великі ділянки не тільки пухлинного вузла, але й органа в цілому. У таких випадках для проведення рутинного гістологічного дослідження необхідна демінералізація. Для цього типу біомінералізації характерна присутність сателітних піскоподібних вогнищ відкладення кальцієвих мінералів. Формування великих неструктурованих кальцифікатів всередині сосочків або їх тотальну кальцифікацію також можна віднести до проявів стромальної мінералізації. Морфологію стромальної біомінералізації в об’ємному зображенні можна спостерігати на світлинах скануючої електронної мікроскопії (рис. 3.11. В). При цьому була виявлена пористість та губчастість структури мінеральних депозитів. Приблизний аналог у гістологічному вимірі представлений на світлині 3.7 В.

Важливим проявом патологічної біомінералізації в тканині ПРЩЗ є васкулярна мінералізація (Вм), яка уражає стінки судин. Цей феномен менш поширений у порівнянні з ПТ та стромальною кальцифікацією, але є стійким і повторюваним в різних зрізах і випадках. Цікаво, що судинна біомінералізація ушкоджує переважно внутрішній і середній шар венозних судини середнього та великого діаметру, що відрізняється від подібного процесу при атеросклерозі [1]. Пошкодження капілярів веде до їх «консервації» у вигляді статичних наслідків патологічного процесу.

Результати СЕМ з мікроаналізом інших типів біомінералізації ПРЩЗ показує подібний хімічний склад і співвідношення Са та Р у капсулах пухлинних вузлів, стромі та ПТ при ПРЩЗ відповідає гідроксиапатиту. Присутність гідроксиапатиту є характерним також для інших локалізацій патологічних процесів з проявами кальцифікації [142, 143, 206]. 

Пробопідготовка для СЕМ також була проведена після термічної обробки матеріалу. Спалена мінералізована тканина (200°С впродовж 60 хв) подрібнювалася у фарфоровій ступці, потім її переносили у дистильовану воду і оброблялася ультразвуком на протязі 10 хв на апараті УЗДН-А (SELMI, Україна) при питомій потужності 15-20 Вт/см2 і робочій частоті випромінювача 22 кГц. Ця процедура виконується для того, щоб відокремити неорганічний компонент від залишків органічної речовини. Кілька краплин отриманої суспензії наносили на направлений вертикально вверх випромінювач УЗДН-А і розпилювали 2-3 секунди, змінюючи потужність установки. Розпилений аерозоль розміщували на тонку вуглецеву плівку (10-20 нм), розташовану на мідній сіточці тримача зразків. 

Згідно з даних СЕМ, мінералізований матеріал депозитів складався з різнорозмірних частинок довільної форми з ознаками крихких зламів по краях. Значний інтерес представляє визначення переважного кристалографічного орієнтування мінералу щодо поверхні залози [107].

У EDX спектрах, крім основних ліній Са і Р, часто присутні слабкі лінії S, K, Cl і деяких інших елементів. Співвідношення інтенсивностей ліній Са і Р близько до характерного для апатиту Ca10 (PO4)6(OH)2 (1,67 ат.%). Представлені дані демонструють широке розмаїття розмірів, форми і орієнтації кристалів кальцифікатів ЩЗ, хоча підтверджують їх фазову належність до нанокристалічного дефектного апатиту кальцію зі значним вмістом карбонатних заміщень у решітці. За даними ПЕМ, кристалічні частинки біомінералів, як правило, полідисперсні (різнорозмірні) и діапазон їх розмірів може бути доволі значним. Взагалі, за сумарною оцінкою морфології і розмірів кристалів, утвореної ними картини електронної дифракції, кожен зразок має свої специфічні особливості.

Для збереження більш великих фрагментів біомінеральних утворень після термічної обробки ми пропускали етап подрібнення неорганічної речовини у фарфоровій ступці. Таким чином вдалося зберегти комплексні фрагменти мінеральної речовини у вигляді відбитків, які тісно прилягали до м’яких тканин і зберегли їх форму. Дуже цінною знахідкою було виявлення «будівельного матеріалу», з якого складалися кальцифіковані капсули і оболонки, який мав вигляд бетонних плит, суцільних та гофрованих пластин (рис. 3.11 А, Б). Особливо вражає те, що в деяких випадках пластини мають характерну чітку товщину (5-10 мкм) та високі тривкісні характеристики, що обумовлено гідроксиапатитовою складовою конструкції. Безсумнівно, такі мінералізовані утворення, які співвідносяться з капсулою (оболонкою) пухлинного вузла, можуть бути надійною перепоною на шляху поширення злоякісних пухлинних клітин.

Важливу інформацію у вивченні процесів біомінералізації ПРЩЗ надає імуногістохімічне дослідження. Мішенями імуногістологічного дослідження стали білки, які, на нашу думку, пов’язані з ключовими подіями пухлинного росту і процесу утворення біомінералів. Взагалі, біомінералізація – це процес синтезу мінералів живим організмом [44]. Тканини, в яких утворюються мінерали називаються мінералізованими. У патології явища біомінералізації виникають як результат ушкодження тканини та загибелі клітин. На внутрішньоклітинний початок біомінералізації вказує наявність інтенсивної внутрішньоклітинної реакції при забарвленні препаратів алізариновим червоним S (рис 3.5). До того ж кальцієві механізми ушкодження клітин є одними з основних при ушкодженні клітини [1]. Часто це трапляється у ділянках некрозів, так як вивільнення активованих фосфатаз призводить до зв’язування іонів кальцію фосфоліпідами мембран [138]. Отже, будівельним матеріалом для об’єктів патологічної біомінералізації є загиблі клітини.

Наша увага зосередилася на можливому зв’язку біомінералізації з проліферативним потенціалом пухлинних клітин (Кі-67), способом їх загибелі/елімінації (p53, bax/bcl-2), васкуляризацією і оксигенацією патологічного вогнища (VEGF), схильністю до інвазії та метастазування (MMP1) та процесами протидії мінералоутворення (OPN). 

Результати бальної оцінки імуногістохімічного дослідження експресії Кі-67 в тканині ПРЩЗ за наявності (5,6±0,25) та відсутності (5,23±0,26) явищ біомінералізації, показують факт відсутності достовірної різниці рівнів експресії цього маркера проліферації (р>0,22). 

При порівнянні результатів імуногістохімічного дослідження експресії білків bax у тканині І групи ПРЩЗ (6,87±0,22) та ІІ групи ПРЩЗ (4,33±0,26) виявлено її достовірно вищий рівень у групі пацієнтів з явищами біомінералізації (р<0,001). Це може вказувати на можливий проапоптотичний вплив біомінералізації на пухлинні клітини ПРЩЗ. На відміну від bax, порівняння кількості експресованого антиапоптотичного білка bcl-2 у досліджуваних групах не відрізняється (відповідно 3,5±0,28 та 3,6±0,28; р>0,8). 

При порівнянні результатів оцінки імуногістохімічного дослідження експресії р53 в тканині ПРЩЗ за наявності (3,5±0,31) та відсутності (3,7±0,35) явищ біомінералізації, очевидна відсутність достовірної різниці рівнів експресії цього маркера (р>0,42). Низька експресія білка р53, очевидно представленого «диким» типом, характерна для обох груп ПРЩЗ. Важливою функцією «дикого» типу білка р53 є блокування синтезу антиапоптичного білка bcl-2, який запобігає виходу цитохрому С з гігантських пор мітохондрій та зв’язує фактор APAF1, що ініціює апоптоз [52, 215]. Як бачимо, результати нашого дослідження показують відносно рівні експресії р53 та bcl-2 в обох групах, що не підтверджує їх можливу участь у розвитку та перебігу біомінералізації.

При дослідженні експресії ММР1 між І групою (4,8±0,4) та ІІ групою (4,77±0,31) зразків ПРЩЗ достовірної різниці не було виявлено (р>0,95).

Статистична оцінка достовірності різниці результатів імуногістохімічного дослідження білка VEGF показує достовірність різниці його експресії між групою зразків з явищами біомінералізації (5,5±0,34) та групою зразків з відсутністю проявів кальцифікації (4,5±0,36) (р<0,049).

Таким чином, різниця між результатами імуногістохімічного дослідження експресії bax (р<0,001), OPN (р<0,001) та VEGF (р<0,05) у групах зразків ПРЩЗ з наявністю та відсутністю біомінералізації може свідчити про їх участь у процесах патологічної біомінералізації за умов даної патології. 

Так, наявність біомінералізації поєднується з достовірно вищим рівнем експресії bax у тканині злоякісної пухлини ЩЗ. Висока експресії білка bax та низька експресія його антагоніста bcl-2 свідчить про посилення і завершеність апоптозу у пухлинних клітинах. 

Наявність патологічної біомінералізації призводить до високих рівнів експресії білка OPN у тканині ПРЩЗ. З іншого боку, зразки ПРЩЗ без кальцифікатів мають достовірно нижчий рівень експресії цих білків. Відомо, що остеопонтин є кислим фосфопротеїном, що експресується у мінералізованих тканинах і інгібує утворення гідроксиапатиту, зв'язуючись з поверхнею кристалів [186, 197]. Можна припустити, що гіперпродукція остеопонтину пухлинними клітинами є фактором протидії біомінералізації ПРЩЗ.

При імуногістохімічному дослідженні OPN у тканині ПРЩЗ з ПТ був виявлений гістологічний феномен, який може сприяти встановленню причин ламінарності будови (рис. 4.10). На поверхні частини ПТ було виявлено відкладення рівного шару OPN. Раніше вважалося, що OPN конститутивно входить до складу ПТ [210]. Оскільки відомо про доведену властивість цього білка зв’язуватися з кристалічною поверхнею, варіанти артефактного осадження хромогену або входження остеопонтину, як структурної основи ПТ, ми вважаємо хибним [163]. Молекула OPN, з’єднуючись з сполуками кальцію, стимулює їх ущільнення і порядкування, приймаючи участь у формуванні чергового шару (рис. 4.11) [198, 207]. 
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Рис. 4.10. Імуногістохімічне дослідження експресії OPN у тканині ПРЩЗ з ПТ. А. Збільшення х100. Б. Збільшення х400. Хромоген – діамінобензидин. OPN локалізується навколо ПТ, оточуючи його. Також наявна експресія OPN у клітинах пухлини та мікрооточення.

Очевидно, що як пухлинний ріст, так і формування кристалів мінералів є аритмічними у своєму перебігу [22, 106, 154]. Хвилеподібний перебіг циклу «загибель пухлинних і непухлинних клітин → ріст кальцифікату → синтез OPN і ріст пухлини → зупинка мінералізації → загибель пухлинних і непухлинних клітин» може обумовлювати шарувату структуру ПТ.
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Важливою прогностичною ознакою для ПРЩЗ є рівнь васкуляризації [11]. Як показують результати дослідження, пухлинна тканина за умов наявності і відсутності біомінералізації має різний ступінь рівня експресії VEGF. Було виявлено перевищення експресії фактору росту ендотелію у групі зразків ПРЩЗ з кальцифікацією над групою ПРЩЗ без неї (р<0,05). Так як білок VEGF відповідає за відновлення подачі кисню до тканин в ситуації, коли циркуляція крові недостатня [69], це може свідчити про більш високий рівень гіпоксії у мінералізованих тканинах ПРЩЗ. Більшість випадків ПРЩЗ містять псамомні тільця (у 24 випадках з 30), які утворюються у просвітах дрібних і середніх судин; у 5 випадках ПРЩЗ спостерігалася кальцифікація стінок судин. Біомінералізація у зазначених випадках призводить до ушкодження ендотелію і гіпоксії, що могло викликати підвищення експресії VEGF у відповідь. Гіпоксичне навантаження може додатково індукувати апоптоз шляхом білка р 53, так як він накопичується через HIF - 1α (фактор, індукований гіпоксією) – залежний механізм [22, 76].
Цікаво, що значно частина ПРЩЗ має вигляд кісти з щільною сполучнотканинною капсулою, заповненою червонуватою або бурою рідиною з папілярними розростаннями всередині. Значний відсоток ПРЩЗ містить у собі прояви кальцифікації у вигляді біомінералізації капсули, строми, ПТ чи поєднання різних типів. Ця пухлина, як і ЩЗ взагалі, добре кровопостачається і представляє собою низькоагресивну (індолентну) пухлину, яка може розвиватися роками і навіть десятками років. Також низький рівень агресивності ПРЩЗ відображається в низькій експресії фактора проліферації Кі-67, що підтверджується і нашими дослідженнями.

У чому ж секрет такого самодостатнього існування злоякісної пухлини?

Існує цікава гіпотеза вітчизняного вченого М.П. Федченка про те, що канцерогенез повторює ембріогенез: на початкових стадіях канцерогенезу відбувається формування структур, схожих на ембріональну морулу, бластулу та гаструлу [31]. Необхідно зауважити, що відносно ПРЩЗ прослідковується певна схожість атипових фолікулів з ембріональними структурами. У «гаструло»-подібному пухлинному фолікулі відбувається інтенсивна десквамація пухлинних клітин у його порожнину. На гістологічних препаратах ПРЩЗ привертає увагу еозинофілія злущених клітин, що є ознакою їх апоптотичної загибелі [13]. Ці клітини підлягають елімінації шляхом «перетравлення» (аналог гістіотрофного харчування) і є джерелом поживних речовин та іонів кальцію. «Самоперетравлювання» у пухлинній системі може бути фактором підтримки індолентної поведінки пухлини. 

Інтенсивність метастазування залежить від рівня адгезії між клітинами пухлини [8, 22]. Важливу роль у міжклітинній адгезії відіграють іони кальцію, як правило в пухлинах його кількість буває зниженою [31].

Таким чином, наявність біомінералізації і кальцифікованих об’єктів у ПРЩЗ як джерела дифузії іонів кальцію може бути біохімічною перепоною на шляху поширення пухлини в інші органи і тканини через стабілізацію міжклітинних з’єднань. 

Загалом, оцінюючи вплив біомінералізації на перебіг ПРЩЗ, можна стверджувати про її сприяння захисним силам організму, яке полягає в посиленні апоптозу в пухлині, механічному і біохімічному обмеженню поширення та росту пухлини. 

Отримані дані в перспективі дозволять переглянути стандарти лікування папілярного раку щитоподібної залози з біомінералізацією у бік зниження агресивності лікувального процесу.
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ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі представлено теоретичне узагальнення і нове вирішення наукового завдання, яке стосується покращення якості діагностики раку щитоподібної залози шляхом виявлення особливостей морфогенезу папілярного раку щитоподібної залози з біомінералізацією та з’ясування патогенетичних особливостей канцерогенезу за умови розвитку патологічної кальцифікації у пухлинній тканині. У роботі було досліджено структуру злоякісних пухлин щитоподібної залози у Сумській області, визначено характер біологічної поведінки ПРЩЗ.

1. Захворюваність на РЩЗ в Сумській області за період з 2004 по 2014 рр. в середньому склала 8,22±0,83‰, тоді як цей показник по Україні складає 5,3±0,49‰. Має місце зростання захворюваності на РЩЗ в Сумській області з 6,9 на 100 тис. населення в 2004 р. до 15,1 на 100 тис. населення в 2014 р. Пік захворюваності на РЩЗ відмічався у хворих від 40 до 59 років (49,55±4,15). Із зареєстрованих 1131 випадків РЩЗ питома частка ПРЩЗ склала 837 (в середньому – 74,0%), ФРЩЗ – 226 випадки (20%), МРЩЗ – 45 випадки (4%), інші форми – 23 випадки (2%).

2. При біомінералізації ПРЩЗ було виділено такі її типи: псамомні тільця, стромальна та васкулярна біомінералізація. При аналізі випадків ПРЩЗ не виявлено різниці між розмірами пухлин за наявності та відсутності кальцифікатів (р>0,05). Частота виявлення біомінералізації ПРЩЗ у чоловіків нижча, ніж у жінок. Зв’язку між біомінералізацією та віком пацієнтів не було виявлено.

3. Результати рентгенівської дифракції (XRD-EDS) та СЕМ з мікроаналізом показують подібний хімічний склад і співвідношення Са та Р у всіх типах біомінералізації ПРЩЗ, який відповідає нанокристалічному дефектному гідроксиапатиту кальцію зі значним вмістом карбонатних заміщень у решітці. У EDX спектрах, крім основних ліній Са і Р, часто присутні слабкі лінії Fe, S, K, Cl і деяких інших елементів. Згідно з даними скануючої та просвічуючої мікроскопії, мінералізований матеріал депозитів складався з різнорозмірних частинок довільної форми з ознаками крихких зламів по краях. Кристалічні частинки біомінералів були полідисперсні у широкому діапазоні. За сумарною оцінкою морфології і розмірів кристалів, електронної дифракції, кожен зразок має свої специфічні особливості.

4. Встановлена різниця між результатами імуногістохімічного дослідження експресії bax (р<0,001), OPN (р<0,001) та VEGF (р<0,05) у групах зразків ПРЩЗ з наявністю та відсутністю біомінералізації, що свідчить про їх участь у процесах патологічної біомінералізації за умов даної патології. Висока експресії білка bax та низька експресія його антагоніста bcl-2 у мінералізованій тканині ПРЩЗ свідчить про посилення апоптозу у пухлинних клітинах. Виявлена гіперпродукція OPN пухлинними клітинами є можливим фактором протидії біомінералізації ПРЩЗ. Високий рівень експресії VEGF може свідчити про більш високий рівень гіпоксії в тканині мінералізованого ПРЩЗ.

5.
Порівнюючи випадки ПРЩЗ з наявністю метастазів, відзначили, що мінералізовані зразки пухлин досягають більших розмірів у порівнянні з випадками без проявів кальцифікації (р<0,02), у них виявлено достовірно вищий рівень експресії bax (р<0,001), OPN (р<0,008) і VEGF (р<0,012). У групі зразків ПРЩЗ без мінералізації виявлено вищий рівень експресії bcl-2 (р<0,04). Таким чином, оцінюючи вплив біомінералізації на перебіг ПРЩЗ, можна стверджувати про її сприяння в обмеженні росту та поширенню пухлини.

6.
У групі хворих на ПРЩЗ з біомінералізацією псамомні тільця виявлялися у 80%, їх кількість у кожному випадку варіювала від одного до кількох десятків. Величина діаметра ПТ варіювала від 39,79 до 181,87 мкм (в середньому 77,49±7,24 мкм). Товщина шару (ламели) псамомного тільця коливалася від 3,5 до 9,3 мкм (7,08±0,91 мкм). Остеопонтин, відкладаючись на поверхні псамомних тілець і з’єднуючись зі сполуками кальцію, стимулює їх ущільнення та організацію, приймаючи участь у формуванні їх шаруватої структури.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Визнання біомінералізації як сприятливого прогностичного фактору дозволить диференційовано підходити до лікування пацієнтів з папілярним раком щитоподібної залози.

2. Лікарі-радіологи, хірурги та патологоанатоми повинні враховувати не лише гістологічний варіанти папілярного раку щитоподібної залози, але й особливості типу біомінералізації. Наявність псамомних тілець в лімфовузлах або здоровій щитоподібній залозі є ознакою прихованого папілярного раку щитоподібної залози.

3. Запропонований діагностичний алгоритм з урахуванням наявності і типу біомінералізації має бути врахованим у клінічній практиці, що дозволить оптимізувати діагностику папілярного раку щитоподібної залози та індивідуалізувати прогноз перебігу цієї хвороби.

4. Отримані дані в перспективі дозволять переглянути стандарти лікування папілярного раку щитоподібної залози з біомінералізацією у бік зниження агресивності лікувального процесу.
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Москаленко Р.А. – надавав грунтовні і корисні консультації під час вирішення проблемних питань за темою дисертації, брав участь у спільних морфологічних дослідженнях, обговоренні результатів та підготовці статей.
Данильченко С.М. та Гапченко А.В. – брали участь у спільних фізико-хімічних та ультрасонографічних дослідженнях, обговоренні результатів та підготовці наукових публікацій.
Вважаю своїм приємним обов’язком висловити щиру подяку науковому керівнику професору, д.мед. н Романюку Анатолію Миколайовичу за вибір тематики, керівництво, мотивацію до роботи і постійну допомогу та підтримку. Окрема подяка завідувачу кафедри технології машинобудування, верстатів та інструментів СумДУ, д.т.н, проф.Залозі В.О - за можливість проведення скануючої електронної мікроскопії та завідувачу відділу радіаційної біофізики Інституту прикладної фізики Національної академії наук України, к. ф-т. н, ст.н с. Данильченку С.М. за можливість проведення та допомогу фізико-хімічного та фазового аналізу біомінеральних депозитів щитоподібної залози. Особлива подяка та світла пам’ять завідувачу патологоанатомічного відділення Сумського обласного клінічного онкологічного диспансеру                              за сприяння та допомогу у наборі клінічного матеріалу. 
Виражаю щиру подяку всьому колективу кафедри патологічної анатомії СумДУ за моральну підтримку, допомогу та активне обговорення результатів дисертаційної роботи на наукових семінарах.
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