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Матеріалом для морфологічних досліджень послужили гістологічні препарати 162 випадків, прооперованих з приводу протокового РГЗ за період з 2013 по 2016 рр.
Для прогнозу метастазування використовували пороги реєстрації, перевищення яких свідчило про ризик виникнення метастазів. Це здійснювалось шляхом порівняння значень результатів досліджень між групами з метастазами та без них шляхом підбору показника таким чином, щоб він у більшості випадків групи з метастазами відрізнявся від випадків групи без метастазів.
Властивості пухлин вивчали на клітинному, тканинному та молекулярному рівнях. Основні властивості встановлювали та порівнювали між собою у ПК та СТВ. 

Для об’єктивної оцінки ризику виникнення метастазів протокового РГЗ залежно від віку проаналізовано особливості раку у різних вікових періодах протягом 10 років. У жінок віком 30-49 років домінують метастатичні форми раку, а у віковому періоді 50–59 років кількість випадків з та без метастазів практично зрівнялися. Загалом найчисельніша група хворих у віці 60–69 років, але кількість випадків з метастазами зменшується. У пацієнтів після 70 років знижується як захворюваність на РГЗ, так і кількість метастатичних форм. 

Найчисельніша категорія за розміром пухлини була рТ2, у групі з метастазами – 41,36% випадків, а у групі без метастазів – 30,25%. Кількість випадків з метастазами становила 59,88%, без метастазів  – 40,12% випадків. 

Встановлено, що домінуюча роль у канцерогенезі та поширенні ракового процесу належить порушенню структури та функції загальних білків. Забарвлення бромфеноловим синім на «кислі» та «основні» білки за Mikel Calvo, встановили, що паренхіма ПРГЗ накопичує карбоксильні групи білків більш інтенсивно, ніж строма. 
У ПК та СТВ метастазуючого ПРГЗ «кислі» білки переважають над «основними» порівняно з групою без метастазів. У хворих на ПРГЗ з метастазами коефіцієнт R/B у ПК у 1,2 рази більший, ніж у групі без метастазів, а у СТВ – більший у 1,4 рази. Це домінуюче співвідношення карбоксильних груп білків над аміногрупами свідчило про вищу інтенсивність пошкодження структур пухлини, порівняно з пухлинах без метастазів. Накопичення кислих білків у тканинах спричиняє виникнення ацидозу, дегенеративних проявів у клітинах паренхіми та строми, порушення бар’єрних властивостей строми і метастазування.

У групі з метастазами рівень вільних NH2 груп білків у ПК був на 45% вищий порівняно з групою спостережень без а у СТВ І зони був нижчим на 14,8%.
Вищий рівень вільних NH2 груп білків у ПК метастатичних раків свідчив про вищу інтенсивність обмеженого протеолізу, ніж у групі без метастазів. Результати дослідження обмеженого протеолізу у СТВ виявилися протилежними. Цей факт можна пояснити тим, що ПК більше піддаються генетичним мутаціям, тоді коли у стромальному компоненті пухлин виникає денатурація білків. Для оцінки вільних NH2 груп білків у ПК та СТВ між групами дослідження застосований ПСК поріг реєстрації встановлений на рівні «1». У групі з метастазами ПСК більше 1 виявлено у 91,75% випадків, а у групі без метастазів – лише у 9,32% випадків.

При дослідженні особливостей експресії рецепторів до ER, PR та Her2/neu результати виявилися статистично не вірогідними (р>0,05). Відсутність значної розбіжності між результатами досліджень ER, PR та Her2/neu у групах з метастазами та без них не дозволила використати їх для встановлення порогів реєстрації прогнозу метастазів. 

За результатами експресії фактора проліферації kі-67 у групі метастатичного раку кількість випадків вище порогу реєстрації була у 74,22% випадків, а у групі без метастазів результат вище порогу реєстрації був у 43,07% випадків. Зростання маркера проліферації свідчить про вищу агресивність пухлини і вищий ризик щодо метастазування. 
У групі з метастазами позитивна експресія віментину у ПК вище порога реєстрації виявлена у 91,75% випадків, а у групі без метастазів –у 21,54% що свідчило про здатність до епітеліально-мезенхімальної трансформації і негативний прогноз на виникнення метастазів. 

За експресією білка р53 у ПК встановлено, що перевищення експресії 15% клітин у полі зору свідчить про зростання ризику виникнення метастазів. У хворих на з метастазами ПРГЗ результати вище порогу були у 87,62%, а у групі без метастазів – 30,76%.
Експресія білка bcl-2 вище ≥15% клітин має негативний прогноз щодо ризику метастазів. У групі з метастазами, кількість випадків вище порогу реєстрації була у 93,81% випадків, у групі без метастазів – у 47,69% випадків.
Високі значення експресії ММП-2 були характерними для метастатичного раку. У групі з метастазами 90,7% випадків забарвлення було вище порогу реєстрації, що у 2,47 рази більше, ніж у групі без метастазів.

У 77,3% випадків групи з метастазами результати експресії ММП-9 був вище 0.300 відн. од. опт. густ., а у групі без метастазів – всього у 26,15% випадках. Зростання ММП-9 свідчить про несприятливий виникнення метастазів у хворих на ПРГЗ без метастазів.
Для фактора Віллебранда поріг реєстрації встановлено на рівні 0,492 відн од. опт густ. У групі з метастазами кількість спостережень вище порогу реєстрації більша на 50%, ніж у групі без метастазів.

Методом кластерного аналізу хворих без метастазів з протоковим РГЗ розділили на два кластери. Перший кластер – це спостереження протокового раку з помірним ризиком метастазів, в яких вивчені показники переважно нижчі або на рівні порогів реєстрації ризику метастазів. Другий кластер – це випадки з високим ризиком метастазів, у яких більшість показників була вищою за встановлені пороги реєстрації ризику метастазів. До першого кластера потрапило 70,8% (n=46) спостережень, до другого кластера – 29,23% (n=19). 

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше встановлено, що у пухлинних клітинах метастазуючого протокового раку грудної залози стан загальних та специфічних білків у середньому відрізняються від спостережень без метастазів. Зокрема, змінюється співвідношення між карбоксильними та аміногрупами білків з переважанням карбоксильних груп, посилюються процеси обмеженого протеолізу, зростає середній рівень таких протиапоптотичних білків, як bcl-2, р53, експресія віментину, металопротеїнази-2 та металопротеїнази-9, фактора Віллебранда, ki-67. Встановлено, що у стромальному компоненті пухлини та перитуморозній зоні метастатичного протокового раку у порівнянні зі спостереженнями без метастазів відбуваються зміни стану сполучнотканинних волокон, про що свідчать збільшення співвідношення між карбоксильними та аміногрупами білків, а також зростання процесів обмеженого протеолізу в сполучнотканинних волокнах. Для кожного з них вивчені пороги реєстрації підвищеного ризику метастазів протокового раку грудної залози.

Вперше з метою застосування показників стану пухлинної тканини та перитуморозної зони для прогнозування ризику метастазів протокового раку грудної залози вивчені морфологічні показники за величиною відносного ризику метастазів ранжовані на три категорії. До першої категорії з відносним ризиком >6 віднесено: коефіцієнт R/B у пухлинних клітинах, коефіцієнт R/B у сполучнотканинних волокнах, паренхіматозно-стромальний коефіцієнт за вільними NH2 групами білків, експресія віментину у пухлинних клітинах. До другої категорії з відносним ризиком від 6 до 3 включені показники: протеїну bcl-2, металопротеїнази-2, білку р53 у пухлинних клітинах. До третьої категорії з відносним ризиком метастазів <3 віднесені показники: металопротеїнази-9, kі-67 у пухлинних клітинах, фактора Віллебранда в ендотеліоцитах.

Вперше відповідно до кластерного аналізу серед спостережень протокового раку без метастазів виділено два кластери та встановлена вірогідність виникнення метастазів протягом перших трьох років у кожному кластері. Перший кластер (високий ризик метастазів) включає жінок, у яких більшість морфологічних показників є вищими за встановлені пороги реєстрації ризику метастазів. Другий кластер (помірний ризик метастазів) – це спостереження протокового раку, в яких вивчені показники здебільшого є нижчими, або на рівні порогів реєстрації ризику метастазів. 

Практичне значення отриманих результатів. Отримані прогностичні результати морфологічного дослідження дозволяють покращити результати індивідуального прогнозування метастазів протокового раку грудної залози і можуть бути враховані онкологами для організації динамічного спостереження і корегування лікування протокового раку грудної залози з різним ризиком метастазів. Про доцільність застосування гістохімічних методів для дослідження обмеженого протеолізу і модифікації білків свідчать найвищі результати ранжування за відносним ризиком. 

Ранжування показників за відносним ризиком дозволило запропонувати лікарям патологам та клініцистам мінімальний спектр методів дослідження для достовірного прогнозу метастазів.
Ключові слова: протоковий рак грудної залози, прогнозування метастазів, пороги реєстрації, відносний ризик, групи ризику метастазів.
SUMMARY
Lazaruk O.V. Prognosis of metastases of ductal breast cancer following the pathomorphological characteristics of the tumour and tissues around the tumour. – Manuscript. 
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162 observations with ductal breast cancer were selected for the research. The histological conclusion was carried out at the department of pathologic anatomy in the Chernivtsi Regional Clinical Oncology Center in the period from 2013 to 2015.

All observations were divided into 2 groups: a group with ductal breast cancer without tumour metastases (n = 65) and a group with metastases (n = 97).
Registration thresholds were used for the metastatic prognosis. This was done by comparing the values of the studies’ results between the groups with metastases and without them.

The properties of the tumours were studied on the cellular, tissue and molecular levels. The main properties were installed and compared with each other in tumour cells and connective tissue fibers.

For the estimation of the metastases’ risk the features of cancer in different age periods for every 10 years have been analyzed. In women aged 30-49 metastatic forms of cancer dominated, and in the age group of 50-59 years, the number of cases with metastases and without them were almost equal. In general, the most numerous group of patients was aged 60-69 years, but the number of cases with metastases in this group was less. In patients after 70 years, the morbidity of ductal breast cancer and the number of metastatic forms decreased.

The largest category of tumour size was pT2: in the group with metastases - 41.36% of cases and in the group without metastases - 30.25%. The number of cases with metastases was 59.88%, and without metastases – 40.12%.

It has been established that the dominant role in carcinogenesis and the spread of this process belongs to the violation of the structure and function of common proteins. The coloration of bromphenol blue to "sour" and "basic" proteins by Mikel Calvo found that the parenchyma ductal breast cancer accumulates carboxyl groups of proteins more intensively than the stroma.

In tumour cells and connective tissue fibers of metastatic ductal breast cancer "sour" proteins predominate over "basic" compared to non-metastatic groups. 

According to the results of the study, the coefficient R/B of the tumour cells in group of patients with metastases is 1.2 times higher than in the group without metastases, and in the tumour connective tissue fibers - 1.4 times higher. This shows a higher rate of tumour structures damage than in tumours without metastases. Accumulation of sour proteins in tissues causes acidosis, degenerative manifestations in parenchymal and stromal cells, breaking of barrier properties of stroma and occurring metastases.

A higher level of free NH2 protein groups in the metastatic carcinoma of the tumour cells showed a higher intensity of limited proteolysis than in the non-metastatic group. The results of limited proteolysis studies in connective tissue fibers were reversed. This can be explained by the fact that tumour cells are more susceptible to genetic mutations, whereas in the stromal component of the tumours denaturation of proteins occurs. For the evaluation of free NH2 protein groups in the tumour cells and connective tissue fibers between the study groups has applied the registration threshold – "1". In the group with metastases more than "1" was detected in 91.75% of cases, and in the group without metastases - only in 9.32% of cases. 

In the study of the specificity of receptor expression to ER, PR and Her2/neu, the results were statistically unlikely (p> 0.05). The absence of significant differences between the ER, PR and Her2/neu study results in groups with metastases and without them did not allow to use them as a prognostic factor to establish metastases.

As a result of the ki-67 proliferation factor expression, the number of cases above the registration threshold was in 74.22% of cases in the metastatic cancer group and in the group without metastases the result above the registration threshold was in 43.07% of cases.

Positive vimentin expression in the tumour cells registered the result above the threshold was in 91.75% of cases in a group with metastases, and in the group without metastases – 21.54%. 

By expression of the p53 protein in the tumour cells the registration threshold was set at 15% of the cells. In patients with ductal breast cancer with metastases, the results above the threshold were 87.62%, and in the group without metastases - 30.76%.

Expression of protein bcl-2 was set threshold ≥15% of the cells for the metastases prognosis. In a group with metastases, the number of cases above the threshold for registration was in 93.81% of cases, in the group without metastases – in 47.69% of cases.

High expression values of MMP-2 are characteristic for metastatic cancer. In the group with metastases 90.7% of the cases were higher than the registration threshold, which is 2.47 times higher than in the non-metastatic group.

The expression of MMP-9 in the group with metastases in 77.3% cases the results were higher than the registration threshold, and in the group without metastases – only in 26.15% of the cases.

For the Willebrand Factor the number of observations above the registration threshold is higher by 50% in the group with metastases than in the non-metastatic group.

By means of cluster analysis method, patients without metastases with ductal breast cancer were divided into two clusters. The first cluster was the observation of ductal cancer with moderate risk of metastases, in which the indicators were studied, which are generally lower or at the thresholds for metastases risk registration. The second cluster includes cases with high risk of metastases, in which most of the indicators were higher than the established thresholds for metastases risk registration. The first cluster – 70.8% of observations (n = 46), the second cluster – 29.23% (n = 19).

Scientific novelty of the obtained results. For the first time, it has been found that in the tumour cells of the metastatic ductal breast cancer the state of the total protein and specific proteins on average differed from the observations without metastases. In particular, the ratio between carboxyl- and aminogroups of proteins with a predominance of carboxyl groups was altered, proteolytic processes were increased, and the average level of such proteins as bcl-2, p53, vimentin, metalloproteinase-2 and metalloproteinase-9, Willebrand factor, ki-67 increased. It was determined that changes in the state of connective tissue fibers in the tumour stromal component and the zone around the tumour with metastases were observed. We noticed increased ratio between the carboxyl- and aminogroups of proteins and proteolytic proteins in connective tissue fibers.

For the first time, in order to make decisions about the priority use of the indicators state of tumour tissue and zone around the tumour in practice all studied morphological parameters were ranked in three categories. The first category (with a relative risk of> 6) included: R/B ratio in tumour cells, R/B ratio in connective tissue fibers, parenchymal-stromal ratio for free NH2 protein groups, and vimentin content in tumour cells. The second category (with a relative risk between 6 and 3) included indicators: protein bcl-2, metalloproteinase-2, protein p53 in tumour cells. The third category (with relative risk of metastases <3) included indicators: metalloproteinase-9, ki-67 in tumour cells, Willebrand factor in endothelial cells.

For the first time, two clusters have been identified among observations of ductal breast cancer without metastases and the probability of occurrence of metastases during the first three years in each cluster has been determined. The first cluster (high risk of metastases) included women whose most morphological parameters were higher than the established thresholds for metastases risk registration. The second cluster (moderate risk of metastases) was the observation of ductal breast cancer, in which the studied parameters were mostly lower or at the threshold of metastases risk registration. 

The practical value of the obtained results. The obtained prognostic results of the morphological study allowed to improve the results of individual prediction of prognosis of metastases of the ductal breast cancer and can be taken into account by oncologists for the organization of dynamic monitoring and correction of the treatment of patients with ductal breast cancer with a different risk for metastases. The expediency of histochemical methods application for the study of limited proteolysis and protein modification was evidenced by the highest rankings of relative risk.

Ranking of indicators with relative risk has allowed to offer doctors and clinicians a minimum range of research methods for a reliable prediction of metastases.

Key words: ductal breast cancer, metastases prognosis, registration thresholds, relative risk, metastases risk groups.
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ВСТУП

Актуальність теми дослідження. Рак грудної залози у жінок займає перше місце серед усіх локалізацій злоякісних пухлин у промислово розвинених країнах. У 90% випадків причиною смерті хворих з РГЗ є наслідки метастазування [115]. В Україні в середньому з моменту встановлення діагнозу РГЗ лише 60% пацієнтів проживають наступні 5 років [21]. Для порівняння у країнах Європи ця цифра становить 85%, у США – до 90% [83, 84]. Проте, всі ці показники залежать від гістоструктури пухлини, ступеня її диференціювання, злоякісності і проліферативної активності, та, головне, наявності метастазів. 

Показники захворюваності і смертності від (РГЗ) в Україні переважають над середньостатистичними Європейськими даними [84]. Рівень захворюваності на рак грудної залози в Україні у 2016 році становив 74,4 на 100 тис. населення. За уточненою інформацією найвищі показники захворюваності на рак грудної залози серед областей України реєструються у м. Київ (95,1), Запорізькій (87,7), Харківській (82,6), Одеській (77) областях. Значно нижчий рівень у Закарпатській (48,6), Волинській (47,8), Івано-Франківській (46,5) областях [64]. 

У Чернівецькій області порівняно з іншими областями рівень захворювання на РГЗ один з найнижчих, але, тим не менш, повільно зростає. Протягом 2013 - 2015 років зростав прогресивно, а у 2016 порівняно із 2015 знизився на 0.7%. У 2013 році рівень захворюваності становив - 47,3 на 100 тис. населення, у 2014 – 51,6 на 100 тис. населення, у 2015 – 54,1 на 100 тис. населення, у 2016 – 53,7 на 100 тис. жіночого населення [62, 63, 64].

За ретроспективним аналізом бюлетнів канцер-реєстру, основним прогресом щодо захворюваності на РГЗ є порівняно незначне збільшення кількості випадків на ранніх стадіях (І-ІІ) у загальному співвідношенні [84]. На момент звернення жінок з клінічними проявами раку пухлина знаходиться вже на етапі інвазії. У той час у ПК відбуваються множинні мутації необхідні для метастазування, а у перитуморозній зоні відбувається зміна стромального компоненту – «утворення пухлинних ніш» [120, 158, 175, 211]. 

В останніх публікаціях присвячених дослідженню метастазування, вивчають пухлинні мутації, які викликають здатність до саморегуляції пухлини. Встановлено, що первинна пухлина здатна до метастазування на будь-якій стадії розвитку [112]. Описано раннє метастазування раку грудної залози, коли ще сама первинна пухлина є на етапі власного формування [127]. 

Переважання тієї чи іншої гістологічної форми є мінливим фактором. Ще 30-40 років тому на першому місці серед гістологічних форм виступав плоскоклітинний рак. Після нього на перше місце вийшов скірозний тип. Останнім часом з поміж усіх гістологічних типів РГЗ частка протокового раку за різними джерелами складає 60-80%, що робить його одним із найпоширеніших типів [8]. Тим більше, відомо, що інвазивний протоковий рак частіше метастазує порівняно із часточковим та медулярним типами РГЗ [21].

Одними із перших і основних показників, які використовувалися для виживаності та прогнозу метастазів РГЗ були і є розмір первинного вузла, локалізація пухлини в самій залозі та на стороні ураження, а також, ступінь диференціювання [111, 154, 191]. Також використовують гістологічний варіант, кількість мітозів, вторинні зміни у вузлі, молекулярні типи. Чим нижчий ступінь диференціювання пухлини, тим агресивніший її перебіг і вища ймовірність виникнення метастазів [90, 113, 150, 179, 193]. Одним із основних параметрів, що використовується для лікування і прогнозу є шифр пухлини за класифікацією рTNM [111, 126, 142, 201]. Окремо досліджують перебіг раку у жінок різних вікових груп [14, 95, 100, 113, 117, 150].

Колегією американських патологів у 1999 році розроблено комплекс прогностичних чинників, що мають принципове значення при РГЗ. За рівнем клінічної значущості вони структуровані у 3 категорії. До першої категорії входять розмір пухлини, статус лімфовузлів, гістологічна форма та ступінь диференціації пухлини, число мітотичних фігур, визначення рецепторів до ER та PR [111, 126]. До другої категорії віднесені експресія Her2/neu, p53 - онкопротеїна, kі-67 – маркера проліферації та наявність інвазії у лімфатичні або кровоносні судини [128, 133, 165]. До третьої категорії включені показники плоїдності пухлини, активності ангіогенезу, експресія pS2-протеїну, bcl-2-онкопротеїну, катепсину-D, EFGF [1, 6, 48].

Для оцінки параметрів пухлинного вузла широко використовується Ноттінгемський прогностичний індекс (NPI Nottingam prognostic index). Індекс розраховується за формулою НПІ = [0,2 х S] + N + G, де: S – розмір індексу ураження в сантиметрах; N – стан вузла: 0 вузлів = 1, 1-4 вузлів = 2,> 4 вузлів = 3; G – оцінка пухлини: ступінь I = 1, ступінь II = 2, III ступінь = 3 [3, 31, 35].

Механізм прогнозу метастазів може включати вивчення особливостей пухлини на різних ланках процесу, а саме: зміни в геномі, ЕМТ вплив на ЕЦМ, інвазію, неоангіогенез, циркуляцію пухлинних клітин в кровоносних і лімфатичних судинах, екстравазацію, формування вторинного вогнища. 

Загалом, для прогнозу метастазів найчастіше використовують ті ж методи досліджень, що й для досліджень властивостей первинної пухлини. Широко вивчені рецептори до ER, PR, Her2/neu та їх комбінації [96, 108]. За останні роки активно досліджуються процеси, які впливають на епітеліально-мезенхімальну трансформацію. Досліджують мутації необхідні для інвазивних властивостей ПК та здатність до метастазування. Досліджують механізми, міграції ПК та вплив на судини, у тому числі, на неоангіогенез [25, 38, 100, 109, 133]. 

Відносно новим напрямком є дослідження складних процесів для метастазування – досягнення спеціальних місць імплантації мігруючих ПК – "ніш" [121, 137, 158, 175, 198, 211]. У сучасних дослідженнях прогнозу перебігу пухлинного процесу широко використовують гістохімічні та імуногістохімічні методи діагностики з моменту порушення росту і розвитку клітин [37, 45, 102, 168, 206]. Крім змін епітеліальних клітин вивчають активність процесів компонентів строми, що безпосередньо оточують ПК та за межами пухлинного вузла [165].

Отже, визначення метастатичного потенціалу пухлини та прогнозування метастазування досліджують шляхом вивчення активності пухлинних клітин та стромального компоненту [166, 181, 196, 197].

Про необхідність дослідження критеріїв прогнозу перебігу ПРГЗ у жінок з та без метастазів за групами ризику свідчать високі показники захворюваності та кількість щорічний показник смертності жінок з РГЗ [81, 168]. 

Тема прогнозу метастазів ПРГЗ – напрямок, що остаточно не досліджений. У сучасній літературі знайдено не мало повноцінних досліджень прицільно спрямованих на прогноз метастазів раку грудної залози, але із широко застосованими статистичними методами, без яких прогнозування просто не можливе – мало. Залишилися відкритими запитання щодо розподілу методів за кращим результатом. Не знайдено механізмів розподілу жінок з ПРГЗ за ступенем ризику виникнення метастазів. Не описано рекомендацій чи можливо або як саме застосовувати прогноз метастазів для вибору тактики лікування [57]. 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконувалася у рамках науково-дослідної роботи кафедри онкології та радіології Вищого державного навчального закладу України "Буковинський державний медичний університет" "Нові підходи до патогенезу діагностики та лікування найпоширеніших злоякісних новоутворень у мешканців Чернівецької області" (№ державної реєстрації 0111U006498, термін виконання 2011-2015 рр.) та "Розробка нових методів діагностики та лікування найбільш поширених форм злоякісних новоутворень" (№ державної реєстрації 0116U002930 термін виконання 2016-2020 рр.). 

Тема дисертаційної роботи затверджена на засіданні Вченої ради Вищого державного навчального закладу України "Буковинський державний медичний університет" (протокол № 2 від 26 вересня 2013 року) та уточнена після методичної корекції Проблемною комісією "Патологічна анатомія" МОЗ й НАМН України (протокол № 4 від 19 грудня 2013 року). 

Мета дослідження – встановлення прогностичних критеріїв метастазування протокового раку грудної залози з їхньою кількісною оцінкою за патоморфологічними властивостями пухлини та перитуморозних тканин.

Завдання дослідження: 

1. Вивчити основні клініко-морфологічні параметри протокового раку грудної залози: вік, показники рТ і рN, ступінь диференціювання пухлин для прогнозу метастазів.

2. Гістологічними, гістохімічними та імуногістохімічними методами з’ясувати відмінності у властивостях пухлинних клітин протокового раку грудної залози у спостереженнях з лімфогенними метастазами у порівнянні зі спостереженнями без метастазів.

3. Встановити морфологічні розбіжності у структурах стромального компонента пухлини та перитуморозної зони протокового раку грудної залози у порівнянні зі спостереженнями без метастазів.

4. Знайти для вивчених показників стану пухлинної та перитуморозних тканин значення перевищення яких є критеріями (порогами) підвищеного ризику метастазів протокового раку грудної залози.

5. Розробити градації величин відносного ризику метастазів протокового раку грудної залози для всіх досліджених показників. 

6. Методом кластерного аналізу виділити групи ризику метастазування для жінок з протоковим раком грудної залози без метастазів на момент обстеження шляхом динамічного спостереження протягом трьох років після постановки діагнозу. 

Об‘єкт дослідження: протоковий рак грудної залози.

Предмет дослідження: прогноз метастазів протокового раку грудної залози за патоморфологічними властивостями пухлини та перитуморозних тканин.

Методи дослідження: макроскопічні, гістологічні, гістохімічні, імуногістохімічні, морфометричні (комп’ютерна мікроденситометрія, комп’ютерна мікроспектрофотометрія), статистичні.

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше встановлено, що у пухлинних клітинах метастазуючого протокового раку грудної залози стан загальних та специфічних білків у середньому відрізняються від спостережень без метастазів. Зокрема, змінюється співвідношення між карбоксильними та аміногрупами білків з переважанням карбоксильних груп, посилюються процеси обмеженого протеолізу, зростає середній рівень таких протиапоптотичних білків, як bcl-2, р53, експресія віментину, металопротеїнази-2 та металопротеїнази-9, фактора Віллебранда, ki-67. Встановлено, що у стромальному компоненті пухлини та перитуморозній зоні метастатичного протокового раку в порівнянні зі спостереженнями без метастазів відбуваються зміни стану сполучнотканинних волокон, про що свідчать збільшення співвідношення між карбоксильними та аміногрупами білків, а також зростання процесів обмеженого протеолізу в сполучнотканинних волокнах. Для кожного з них вивчені пороги реєстрації підвищеного ризику метастазів протокового раку грудної залози.

Вперше з метою застосування показників стану пухлинної тканини та перитуморозної зони для прогнозування ризику метастазів протокового раку грудної залози вивчені морфологічні показники за величиною відносного ризику метастазів ранжовані на три категорії. До першої категорії з відносним ризиком >6 віднесено: коефіцієнт R/B у пухлинних клітинах, коефіцієнт R/B у сполучнотканинних волокнах, паренхіматозно-стромальний коефіцієнт за вільними NH2 групами білків, експресія віментину в пухлинних клітинах. До другої категорії з відносним ризиком від 6 до 3 включені показники: протеїну bcl-2, металопротеїнази-2, білку р53 у пухлинних клітинах. До третьої категорії з відносним ризиком метастазів <3 віднесені показники: металопротеїнази-9, kі-67 в пухлинних клітинах, фактора Віллебранда в ендотеліоцитах.

Вперше відповідно до кластерного аналізу серед спостережень протокового раку без метастазів виділено два кластери та встановлена вірогідність виникнення метастазів протягом перших трьох років у кожному кластері. Перший кластер (помірний ризик метастазів) – це спостереження протокового раку, в яких вивчені показники здебільшого є нижчими, або на рівні порогів реєстрації ризику метастазів. Другий кластер (високий ризик метастазів) включає жінок, у яких більшість морфологічних показників є вищими за встановлені пороги реєстрації ризику метастазів. Згідно біномінального методу обрахунків довірчих інтервалів з вірогідністю р=0,05 серед жінок першого кластеру протягом першого року – у 4,9–26,3% осіб, протягом другого року – у 4,9–26,3% осіб, протягом третього року – у 21,4–50,3% осіб, а серед жінок другого кластеру протягом першого року після видалення пухлини встановлено прогноз появи метастазів у 24,5–71,1% осіб, протягом другого року – у 20,3–66,5% осіб, третього року – 0,1–26,% осіб.
Практичне значення отриманих результатів. Отримані прогностичні результати морфологічного дослідження дозволяють покращити результати індивідуального прогнозування метастазів протокового раку грудної залози і можуть бути враховані онкологами для організації динамічного спостереження і корегування лікування протокового раку грудної залози з різним ризиком метастазів. Про доцільність застосування гістохімічних методів для дослідження обмеженого протеолізу і модифікації білків свідчать найвищі результати ранжування за відносним ризиком. 

Ранжування показників за відносним ризиком дозволило запропонувати лікарям патологам та клініцистам мінімальний спектр методів дослідження для достовірного прогнозу метастазів.

У ході дослідження розроблено патент на корисну модель України № 121014 UA. Лазарук О.В., Давиденко І.С., Іващук О.І., Лазарук Т.Ю. Спосіб прогнозування метастазів протокового раку грудної залози. Опубл. 27.11.2017. Бюл. № 22. (додаток А).

Результати дисертаційного дослідження впроваджені у діагностичну роботу: комунального закладу Львівської обласної ради "Львівське обласне патологоанатомічне бюро", м. Львів; обласної комунальної медичної установи "Патологоанатомічне бюро", м. Чернівці; обласної комунальної установи «Чернівецький обласний клінічний онкологічний диспансер», м. Чернівці; Державного патологоанатомічного центру України, м. Хмельницький, а також у навчальний процес наступних установ: кафедри патологічної анатомії з секційним курсом та судовою медициною Тернопільського державного медичного університету імені І.Я. Горбачевського; кафедри патоморфології та судової медицини Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького; кафедри патологічної анатомії Вищого державного навчального закладу України "Буковинський державний медичний університет" ; кафедри патологічної анатомії Харківського національного медичного університету (додаток Б).

Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є самостійним завершеним дослідженням автора. Внесок здобувача є основним і полягає у виборі напрямку дослідження разом із керівником дисертації: об’єму і методів дослідження. Сумісно з науковим керівником сформульовано мету, завдання наукової роботи та обрані методи дослідження. Самостійно виконано аналіз літературних джерел, патентно-інформаційний пошук, дослідження та обробку фактичного матеріалу, аналіз отриманих результатів дослідження, написано усі розділи дисертаційної роботи, сформульовано висновки, практичні рекомендації та підготовлено матеріал до друку. Дисертант брав участь в обробці біопсійного та операційного матеріалу, забраного прижиттєво, встановленні діагнозу, проводив гістологічні, гістохімічні та ІГХ дослідження. Самостійно опрацьовував отримані результати за допомогою методів статистичного аналізу, включених у дослідження. 

Персональний внесок здобувача у наукових працях, опублікованих із співавторами становить 80–95%, з чим погодились співавтори публікацій. Спільно з співавторами здійснювалися аналіз отриманих результатів досліджень, збір додаткової інформації, статистична обробка даних, зокрема тих, які неможливо здійснювати самостійно. При цьому, здобувачем не були використані результати та ідеї співавторів публікацій.

Апробація результатів дисертації. Основні матеріали дисертації та наукові положення були оприлюднені на: XI International congress of medical sciences – (Sofia, Bulgaria 2012), 
ІХ 
конґресі 
патологів України "Актуальні проблеми патологів" (м. Луганськ, 2013 р.), ІV щорічній конференції молодих вчених "Сучасні методи діагностики і лікування злоякісних новоутворень" (м. Київ, 2013 р.), І міжнародному медико-фармацевтичному конґресі студентів і молодих вчених – (Чернівці, 2014 р.), 74-тій Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю, присвячена дню науки "Сучасні аспекти медицини і фармації" (м Запоріжжя, 2014 р.), 83-ій науково-практичній конференції студентів і молодих учених із міжнародною участю "Інновації в медицині"(м. Івано-Франківськ, 2014 р.), XI mezinarodni vědecko – prakticka konference "Věda a technologie: krok do dudoucnosti" (Прага, 2015 р.), XI international research and practice conference "Cutting-edge science – 2015" (Sheffield, UK 2015), ІІІ Міжнародна науково-практична конференція студентів та молодих вчених 
"Актуальні питання теоретичної та практичної медицини" (Суми, 2015-17 рр.), 
Конґрес Всеукраїнського лікарського товариства СФУЛТ (Чернівці, 2014-16 рр.), Научной конференции студентов-медиков с международным участием "Актуальные проблемы современной медицинской науки" (Самарканд, 2015-17 рр.), ХХ Міжнародному медичному конґресі студентів та молодих вчених (Тернопіль, 2016 р.), III International scientific-practical conference of students and young scientists "Science and medicine: a modern view of youth", dedicated to the 25th anniversary of independence of the republic of Kazakhstan (Almaty, 2016), 39th International medical scientific congress (Ohrid, Macedonia, 2016) (додаток В).

Публікації. За темою дисертації опубліковано 25 наукових праць, зокрема 7 статей, з яких 1 – в закордонному виданні медичного напрямку (Естонія), 6 – у наукових фахових виданнях, рекомендованих МОН України, 5 з яких в фахових періодичних виданнях, що індексуються в міжнародних наукометричних базах, 17 – матеріали науково-практичних конференцій; отримано один патент на корисну модель. 

Структура і обсяг дисертації. Матеріали дисертації викладені українською мовою на 203 сторінках комп’ютерного друку. Робота складається зі вступу, огляду літератури, матеріалів та методів, розділу власних досліджень, який складається з п’яти підрозділів, аналізу і узагальнення результатів дослідження, висновків, списку використаних джерел, додатків. Дисертаційна робота ілюстрована 36 рисунками та 25 таблицями. Список літературних джерел містить 211 найменувань (обсягом 28 сторінок), з них 79 – кирилицею, 132 – латиницею. 

РОЗДІЛ 1

ПРОГНОЗУВАННЯ МЕТАСТАЗІВ ПРОТОКОВОГО РАКУ ГРУДНОЇ ЗАЛОЗИ (ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)

1.1 Епідеміологія раку грудної залози в Україні та світі
Рак грудної залози є найпоширенішою злоякісною пухлиною у жінок. В Україні за даними канцер-реєстру рак грудної залози (РГЗ) займає стійке лідируюче місце у структурі злоякісних онкологічних захворювань у жінок, а кількість випадків захворювання повільно зростає з кожним роком [47, 62]. За абсолютними цифрами у світі офіційно щороку реєструється більше 1,8 млн. випадків раку грудної залози (РГЗ) та близько 600 тис. осіб помирає. [84]. Згідно даних Американської спілки боротьби з раком у США протягом 2017 року зареєстровано близько 253 тис. нових випадків раку грудної залози і близько 40,6 тис. жінок померло [26, 83, 119]. Порівняно у 2016 році в Україні кількість жінок хворих на РГЗ становила – 14406, а померло – майже 5,9 тис. [62, 63, 64]. Співвідношення випадків смерті до кількості зареєстрованих хворих з РГЗ у 2016 році становило 40,6%. Кількість жінок з діагностованим РГЗ, які не прожили одного року, становить 9,8% [64].

Показники захворюваності і смертності від РГЗ в Україні переважають над середньостатистичними Європейськими даними [84]. Рівень захворюваності на рак грудної залози в Україні у 2016 році на 100 тис. населення становив 74,4. За уточненою інформацією найвищі показники захворюваності на рак грудної залози серед областей України реєструються у м. Київ - 95,1, Запорізькій - 87,7, Харківській - 82,6, Одеській – 77 областях. Значно нижчий рівень у Закарпатській - 48,6, Волинській - 47,8, Івано-Франківській - 46,5 областях. 

У Чернівецькій області рівень захворювання на РГЗ протягом 2013 - 2015 років прогресивно зростав, а у 2016 порівняно із 2015 знизився на 0.7%. У 2013 році рівень захворюваності становив - 47,3 на 100 тис. населення, у 2014 – 51,6 на 100 тис. населення, у 2015 – 54,1 на 100 тис. населення, у 2016 – 53,7 на 100 тис. населення [62, 63, 64].

Незважаючи на достатньо вивчені механізми пухлинного процесу, методи прогнозу метастазів протокового раку грудної залози (ПРГЗ) залишаються відкритою територією для дискусій. Між науковцями медичної спільноти існують різні думки щодо цінності прогнозу метастазів раку [95].

Майже у 50% хворих на РГЗ, виникають рецидиви або метастази [1, 82]. Метастазування має велике значення для клінічного перебігу раку та прогнозу на безрецидивне виживання із виникненням метастазів. Лише 10 % хворих на  РГЗ з метастазами вдається одужати. [115, 125, 157]. 

При значній кількості наукових робіт у цьому напрямку, макроскопічне та гістологічні дослідження так і залишаються «золотим стандартом» морфологічної діагностики для прогнозування перебігу РГЗ, вибору тактики лікування пухлини [59, 111, 191]. Додаткові методи прогнозу метастазів найчастіше направлені на вивчення особливостей пухлини на різних ланках процесу.

1.2 Методи прогнозу перебігу та метастазування раку грудної залози

Ще у 1999 р. колегією американських патологів за рівнем клінічної значущості розроблено комплекс прогностичних чинників, що мають принципове значення при РГЗ, які були структуровані у 3 категорії. До першої категорії входять розмір пухлини, статус лімфатичних вузлів, гістологічний тип та ступінь диференціювання пухлини, число мітотичних фігур, визначення рецепторів до ER та PR [111, 126]. До другої категорії віднесені методи дослідження експресії Her2/neu, антиапоптотичного p53-онкопротеїна, маркера проліферації kі-67 та дослідження інвазії раку у лімфатичні або кровоносні судини [128, 133, 165]. До третьої категорії включені показники плоїдності пухлини, активності ангіогенезу, експресія pS2-протеїну, bcl-2-онкопротеїну, катепсину-D, EFGF [1, 6, 48]. Про необхідність дослідження критеріїв прогнозу для розподілу жінок з раком грудної залози без метастазів за групами ризику свідчить рівень захворюваності та щорічний показник смертності жінок з РГЗ [81, 168].
Також для оцінки параметрів пухлинного вузла використовують Ноттінгемський прогностичний індекс (NPI Nottingam prognostic index). Індекс розраховується за формулою НПІ = [0,2 х S] + N + G, де: S – розмір індексу ураження в сантиметрах; N – стан вузла: 0 вузлів = 1, 1-4 вузлів = 2,> 4 вузлів = 3; G – оцінка пухлини: ступінь I = 1, ступінь II = 2, III ступінь = 3 [4, 31, 35].

У ранніх наукових роботах для прогнозування метастазування, як правило, базується на властивостях пухлинних клітин [14, 121, 150].

Великого значення для прогнозу метастазів набув розмір самого пухлинного вузла [111, 126, 142]. Цей параметр використовують для класифікування пухлини за TNM та прогнозу перебігу хвороби [201]. Також використовують інші властивості пухлинного вузла, зокрема, G-grade, гістологічний варіант, кількість мітозів, наявність альвеолярних структур. Ступінь диференціювання пухлини чим нижчий, тим агресивніший її перебіг і вища ймовірність метастазів [90, 113, 150, 179, 193]. Окремо досліджують перебіг раку і метастазування у жінок різних вікових груп [14, 95, 100, 117, 150].

Відносно нові напрямки дослідження механізмів метастазування стосуються вивчення складних процесів для досягнення спеціальних місць імплантації мігруючих пухлинних клітин – "ніш" [121, 137, 158, 175, 198, 211]. У сучасних дослідженнях прогнозу перебігу пухлинного процесу широко використовують гістохімічні та імуногістохімічні методи діагностики з моменту порушення росту і розвитку клітин [102, 168, 206]. Крім змін епітеліальних клітин вивчають зміни морфологічних структур строми, що безпосередньо оточують ПК та за межами пухлинного вузла [165]. У літературі використовують різні назви для їх визначення. Найчастіше використовують термін "мікрооточення" або "перитуморозна зона" [97, 125, 136, 137, 161, 176, 181, 189]. Порушення стромально-паренхіматозного бар’єру оцінюється як один із прогнозів перебігу РГЗ (Т.П. Якимова, 1985).
1.3  Використання імуногістохімічних методів для прогнозу перебігу раку грудної залози
За результатами ІГХ методів дослідження можна отримати уявлення про основні властивості пухлини. З цією метою визначають окремі відомі специфічні білки або їх комплекси. Для дослідження властивостей РГЗ широко досліджують рецепторний статус пухлини [122]. Гормональну чутливість пухлини вивчають шляхом визначення експресії естроген-рецепторів (ER), прогестерон-рецепторів (PR), Her2/neu – епідермального фактора росту, EGFR [27, 119]. Проліферативну активність пухлин досліджують за kі-67. Апоптоз, зазвичай, досліджують за рівнем експресії антиапоптотичного протеїну p53 та антиапоптотичного білка bcl-2. Експресію віментину в пухлинних клітинах та активність неоангіогенезу визначають для оцінки ступеня диференціювання та епітеліально-мезенхімальної трансформації [58]. 

Прогноз метастазів потребує комплексного підходу із дослідженням адекватних факторів достатніх для інтерпретації результатів. Обмежень у методах немає, але має бути неупереджене та об'єктивне ставлення до отриманих результатів [112, 152, 154, 176, 198, 204].

Шляхи встановлення метастатичного потенціалу пухлини можна прослідкувати за етапами трансформації пухлини та наступним її прогресуванням. На кожному етапі існує ряд індивідуальних особливостей, зміна яких може свідчити про особливість пухлинного процесу. Так, на самому початку пухлинного перетворення епітеліальної клітини протоків виникає ряд мутацій геному [53, 157].

Для визначення активації ферментів, які впливають на транскрипцію, існують окремі програми Twist, Slug, Snail, ZEB1, ZEB2 і miR-200s.43 Ці фактори реагують на зовнішні подразники, такі як TGFβ, WNT або гіпоксія, і діють узгоджено, щоб викликати зміни на поверхні молекул, включаючи втрату Е-кадгерину і посилення N-кадгерину або віментину [102, 131, 155, 190]. Процеси, які передують пухлинній трансформації характеризуються накопиченням в тканинах активних форм та вільних радикалів кисню [88, 130, 132, 159, 207]. Вони постійно генеруються в клітинах в процесі метаболічних реакцій. Дисбаланс між активацією та інактивацією О2 із наростанням концентрації останнього та метаболітів відіграє провідну роль в розвитку патологічних станів. Одним з неклітинних мікроекологічних чинників, що сприяють злоякісності пухлин, є кислотний перитуморальний рН [9, 199, 200]. 

Зміни геному відбуваються через структурні зміни білкового компоненту у ДНК внаслідок окислювального стресу [20, 207]. Внаслідок накопичення модифікованих білків із зміною їхніх амінокислотних залишків на корбоксильні або гідроксильні групи їх властивості теж змінюються [5, 23, 30, 50]. Дослідження окиснювальної модифікації білків направлені на вивчення змін складу білків і вплив на онкопроцес [207]. Активність процесів у мутованому геномі та тканинах може розглядатися як ознака неотрансформаційної нормальної тканини грудної залози [23, 30, 115].

На теренах сучасної України окиснювальну модифікацію білків інтенсивно досліджує професор Давиденко І.С. [23]. Збільшення інтенсивності окиснювальної модифікації білків у цитоплазмі паренхіматозних клітин пухлини грудної залози може пояснити підвищення проліферативної активності пухлини, що оцінюють як фактор ризику онкологічного процесу [179]. Визначення кількісних та якісних змін при модифікації білків, проводять шляхом розподілу на "кислі" та "основні" за методикою забарвлення бромфеноловим синім за Mikel Calvo. Вони залежать від протеїнових залишків [5, 50]. Відмінність показників визначається за коефіцієнтом R/B із застосуванням комп'ютерного мікроспектрофотометричного аналізу [29, 30, 107].

Порушення стану строми пухлини та тканини вивчають за допомогою обмеженого протеолізу, що спричиняє руйнування її бар'єрної функції.

Стресові дисгормональні та запальні процеси провокують наростаючу гіпоксію тканин із пошкодженням ДНК клітини [20]. Активуються онкогени із розвитком генетичних мутацій [19, 209]. Білок р53, основний проапоптотичний білок-онкосупресор, переходить з неактивного в активний стан. Разом з тим, виникає його модифікація і він стає антиапоптотичним. За нормальних умов протеїн р53 має короткий період існування. Руйнація відбувається шляхом убіквітин залежного протеолізу [76, 153]. Нещодавно було показано, що при генотоксичному стресі р53 регулює клітинну відповідь не тільки за рахунок активації експресії кодуючих генів-мішеней (р21, PUMA, BAX та інші), але і за рахунок некодуючих малих РНК [65, 153, 162].

Мутації ТР53 ведуть до активації р53. За різними даними спостерігається 20–30% карцином грудної залози і є причиною первинної резистентності до стандартної системної терапії [19, 65]. Описано близько 1400 мутацій ТР53 при РГЗ [73]. Більшість цих мутацій повністю або частково інактивують р53. За даними літератури кількість псевдопозитивних і псевдонегативних результатів при визначенні мутацій р53 у клітинах ПРГЗ ІГХ методом у сумі не перевищує 25% [172, 204].

Функціонально мутації в p53 можуть спричинити втрату саморегуляції некрозу ядра клітин, пригнічення властивостей клітини або посилення онкогенної активності [6, 75]. Цей процес особливо виражений при зв'язуванні з ДНК, коли виникають безладні мутації домену. Онкогенна діяльність, отримана мутантами р53 включає підвищену проліферацію і характеризується посиленим потенціалом до метастазування та набуття стійкості до протипухлинної терапії. Описано, що мутований р53 зустрічається у найбільш агресивних раках, одним із них є тричі негативний рак грудної залози [69]. Описані дослідження щодо особливостей експресії nf-κb та odc у пухлинах у жінок з раком грудної залози з різним молекулярним профілем. У дослідженні пухлини були зазвичай низько диференційованими, мали позитивний статус р53, високий рівень проліферації, низький рівень експресії bcl-2 та Е-cadherin, високе значення НПІ [155]. Крім цього, виявлено, що такі пухлини часто характеризуються високим рівнем ядерної експресії обох субодиниць NF-κB, що веде до його активації та впливу на транскрипцію генів-мішеней [68]. Усі ці характеристики можуть пояснювати дані літератури щодо підвищеної злоякісності рецептор-негативних пухлин, їх резистентності до хіміотерапії та несприятливого прогнозу перебігу захворювання [1, 19, 70]. У дослідженнях апоптотичного білка р53 (Щуров Н.Ф., 2014) описував, що експресія білка р53 виявлена більше, ніж в половині досліджуваних випадків РГЗ, що відповідає даним досліджуваної літератури щодо високої частоти мутації гену р53 в пухлинах різних локалізацій, включаючи і злоякісні новоутворення грудної залози. Пацієнтів, залежно від рівня експресії р53, розділили на чотири групи: 1-а - рівень експресії 0–10%, 2-а - 11–30%, 3-а - 31–50% і 4-а > 50%. Аналіз 3- та 5-річного загального та безрецидивного виживання залежно від рівня експресії р53 в пухлині показав, що при рівні р53 в < 10% клітин в стадії Т1–2N0M0 не відрізнявся і склав в обох групах 100% [76]. При підвищенні експресії р53 поступово знижувався рівень виживання в групі > 50% виживання – найнижче: загальне виживання – 31,4%, безрецидивне – 18,6% (р<0,05). У підгрупах з експресією р53 в 11–30% і 31–50% показники в межах 58–47% й 37–31% відповідно (р<0,05) [75, 209]. Дослідження р53 проводять не лише для дослідження властивостей пухлини, його можуть використовувати і як прогностичний фактор [169]. Для прогнозу перебігу пухлини досліджують не лише зміни у пухлинних клітинах. Описані дослідження, в яких використовують зміни в стромі та перитуморозних тканинах [77].

Блокуванням апоптозу в ядрах з мутованим генетичним апаратом пов'язана з активацією bсl-2 [12, 19, 92]. Природно, що мутації генів ТР53 та bсl-2 порушують захисні механізми геному нормальної клітини, призводячи до генетичної нестабільності та різко збільшують вірогідність появи постійно проліферуючого патологічного клітинного клону [207]. Накопичення мутацій, генетична нестабільність або аномалії системи генетичного контролю призводять до активації так званого функціонального онкогеному [92]. Імуногістохімічне дослідження bcl-2 є високо інформативним і показним прогностичним маркером [94, 104]. У процесі збільшення клітинного пулу клітини змушені уникати апоптозу через підвищення регуляції антиапоптотичних білків та / або регуляцію проапоптотичних білків [162]. Типи протеїнів bcl-2 є регуляторами апоптозу і за своїм впливом на апоптоз розділені на антиапоптичні і проапоптичні протеїни. Антиапоптотичні представники bcl-2 надмірно експресуються раковими клітинами через генетичні зміни, такі як хромосомна транслокація bcl-2 або посилення bcl-xL і Mcl-1. Ці антиапоптотичні білки містять гідрофобні контакти, через які зв'язуються з проапоптотичними білками Bax та Bak, які є необхідними ефекторами, відповідальні за зовнішню мембрану мітохондрій. Баланс між цими двома типами має вирішальне значення для визначення долі клітини. 

Мутований bcl-xL при дефектному апоптозі сприяє епітеліально-мезенхімальному переходу і міграції пухлинних клітин, зокрема у нейроендокринній пухлині підшлункової залози panNET і клітинних лініях раку грудної залози [94]. У інших дослідженнях вказують на антиапоптотичну функцію сімейства генів bcl-2, шляхом запобігання вивільненню цитохрому C від мітохондрії до цитозолу, наприклад, bcl-2,8,9. Bcl-xL запобігає втраті мітохондріальної зовнішньої мембранної цілісності, блокуючи як гіперполяризацію мембрани, так і мітохондріальний набряк у відповідь на стимуляцію. Крім того, останні дослідження повідомляють, що білок Bcl-xL взаємодіє з Apaf-1, щоб гальмувати активацію каспасу при апоптозі. Гіперекспресія bсl-2 або bсl-xL може зумовити стійкість до значної апоптотичної стимуляції [92]. При раку грудної залози надмірна експресія bсl-xL може характеризувати зменшення або зупинку апоптозу епітеліальних клітин при пухлинній трансформації p53-опосередкованого апоптозу [104], який у переважній більшості випадків зустрічається у недиференційованих типах пухлини. Але в експерименті продемонстрували, що його експресію можна моделювати в пухлини грудної залози in vivo [94, 205].

(Білик О.О. і співавт., 2014) досліджували особливості експресії Kі-67 при інфікуванні вірусом папіломи людини 16-го та 18-го типів. В епітеліальних клітинах маткових труб та яєчника у жінок з високим ризиком розвитку раку яєчника отримали експресією маркера проліферуючих клітин kі-67 в епітелії маткових труб у 57,1% та яєчника у 71,4% випадків [6]. Генетичні мутації і здатність блокування апоптозу мутованим генетичним апаратом ведуть до автономності пухлинних клітин [26]. На сьогодні найпоширенішим методом визначення проліферативної активності в пухлині є імуногістохімічне дослідження експресії kі-67 [57, 167, 202]. Цей білок з’являється в клітині в пізній G1 фазі та залишається протягом подальших фаз клітинного циклу [109, 164]. Така властивість kі-67 дозволяє визначати прихований проліферативний потенціал пухлини [171]. Інтенсивність імуногістохімічної реакції до kі-67 у ділянках інвазивного росту залежить від ступеня диференціювання пухлини. Для порівняння, у незроговілій карциномі позитивна ядерна реакція виявилася у більшій кількості клітин без видимої закономірності, тоді як у зроговілому раку були присутні як клітини з позитивною, так і негативною експресією [133]. Рівень проліферації оцінюють залежно від відсотка позитивно забарвлених клітин до kі-67: 0 – відсутність ядерного забарвлення пухлинних клітин; 1 – 1-10% забарвлених ядер; 2 – 11–20%; 3 – 21-50%; 4 – >50%. У пухлинах з рівнем експресії kі-67 "0" та "1" рівень проліферації вважали низьким; а з рівнем "2", "3" та "4" – високим. Рівень проліферації kі-67 у 31% випадків був низьким, а в 69% - високим [70]. Показано зниження загальної та безрецидивної виживаності хворих на РГЗ, рак яєчника, товстої кишки та інших локалізацій зі зростанням рівня проліферативної активності, що робить kі-67 маркером негативного прогнозу [69, 170]. Окрім того, його використовують з метою додаткової інформації для встановлення молекулярних типів раку грудної залози [128, 133]. За різними критеріями оцінювання за крапку відліку приймають наявність 14% kі-67-позитивних клітин, інші – 20%, ще інші – 30%; для прогнозування клінічного перебігу захворювання прийнято поділ на групи 20; 40 і > 40% kі-67-експресуючих клітин. Високий ризик розвитку рецидивів захворювання мають пацієнтки з експресією kі-67 більше, ніж у 50% клітин [1]. Результати збігаються з найбільшим комплексним закордонним дослідженням, в яке включено дані шести наукових інститутів разом із університетськими клініками та приватними медичними установами, а також даними із пухлинного центру Регенсбург (Баварія, Німеччина) [112, 127, 156].

У багатовимірному аналізі kі-67 може бути самостійним параметром щодо безрецидивного виживання і загального виживання у пацієнтів з пухлинами, що мали високий індекс kі – 67, а саме, 25% і вище [126, 127, 167, 202].

Аналогічні дослідження проліферативної активності клітин пухлин раку маткових труб низької диференціації характеризуються значенням експресії kі-67 від 70,0% до 95,0%, а середня величина проліферативної активності складала 84,8% ± 2,5% У високо диференційованої аденокарциноми рівень знаходився в діапазоні від 15,0% до 28,0%, в середньому 22,0 ± 3,24%. Для помірного ступеню диференціювання значення kі-67 склав 35-82%, при цьому середнє значення було – 52,9 ± 3,7% [6, 28, 29]. 

Рівень kі-67 імуногістохімічних досліджень у біоптатах раку шлунка 0 – II стадії був від 3% до 20%. При III – IV стадії рівень kі-67 склав від 25% до 45% [24]. 

Проліферативну активність панкреатичних клітин за експресією кi-67, оцінювали напівкількісним методом у балах за B. Risberg et al. (2002): 0 балів = 0–5% клітин з імунопозитивними ядрами, 1 бал = 6–25%, 2 бала = 26–50%, 3 бала = 51–75%, 4 бала = 76–100%. При цьому 0 і 1 бал відповідають низькому рівню експресії kі-67, 2 і 3 бали – помірному, а 4 бали – високому рівню експресії маркера клітинної проліферації [61]. Всі дослідження за своєю суттю подібні [185].

При наявності пухлинних метастазів спостерігали тенденцію до наростання проліферативної активності по мірі зниження диференціювання неоплазії. Одночасно в зоні диференціювання відсутня експресія до маркеру kі-67, що свідчить про втрату клітинами здатності до ділення [55, 66].

Ступінь експресії Kі-67 є незалежним прогностичним маркером для N-статуса, тобто сприяє виділенню пацієнток у "групи ризику" [6, 128]. 

В основі формування високозлоякісного і метастатичного фенотипу пухлинних клітин лежить процес епітеліально-мезенхімального переходу (ЕМП) [163, 172, 204]. Це можна пояснити тим, що у розвитку ЕМТ реалізуються програми, які беруть участь у регуляції ембріонального морфогенезу [11, 26, 98]. ПК індукують зміни в фібробластах, які з ними контактують [101], перетворюючи їх у міофібробласти, які активують програму епітеліально-мезенхімального переходу (ЕМП) у ПК, внаслідок чого починають домінувати в останніх [102, 200]. Їхня активація формує високометастатичний фенотип клітин та максимально наближає їх до стовбурових клітин з високим рівнем лікувальної резистентності [3, 155, 199]. 

Досліджено роль екстрацелюлярного матриксу у перепрограмуванні фібробластів та його вплив на диференціювання ембріональних стовбурових клітин людини [102]. У дослідженні доведено, що екстрацелюлярний матрикс та мезенхімально-стромальні клітини володіють пухлинно-супресивним ефектом і це впливає на вироблення WHCO1 і MDAMB 231. При перепрограмуванні пухлинних клітин на менш агресивний фенотип знижується проліферація та підвищуться рівень апоптозу [86, 101, 200].

Втрата клітинної адгезії при ЕМТ обумовлена зниженням експресії кадгерину пухлинними клітинами, а також маркерів епітелію цитокератинів (панцитокератина АЕ1/АЕ3) у тяжах епітелію, що вростають у строму при збереженні його експресії в основному пласті [79, 166, 197]. У ділянках з втратою експресії цитокератину одночасно можна побачити і зміну форми пухлинних клітин, витягнутих у вигляді фібробластів. Але немає інших характерних ознак ЕМТ, таких як зниження проліферативної активності (більше половини клітин екс пресували kі-67 в ядрах). При дослідженні І.В. Василенко та ін. виділяють ЕМТ 1-го типу зі збереженням округлої або полігональної форми пухлинних клітин з наявним міжклітинним зв'язком. ЕМТ 2-го типу клітини відокремлені і змінюються в формі, стають витягнутими, веретеноподібними, з відростками, фібробластоподібної форми [11]. Відомо, що в основі інвазії та метастазування лежить стійка дестабілізація міжклітинних контактів. Серед останніх виділяють гомологічні зв’язки між однорідними клітинами і гетерологічні зв’язки між неоднорідними клітинами або між клітинами та іншими структурами. Саме зміна типу адгезійності – від гомологічної до гетерологічної, є фактором, що обумовлює дисемінацію ПК, оскільки збільшується можливість вже відокремлених ПК вступати в контакти з іншими структурами (клітинами, тканинами). Типи А можуть обумовлювати кадгерини, що підтверджується результатами клінічних досліджень [54, 139]. При втраті контактів знижуються їх адгезивні властивості, вони набувають здатності до інвазії та міграції. Однак, коли такі клітини досягають свого "місця призначення" відбувається зворотний процес – мезенхімально-епітеліальний перехід, при якому вони знову набувають епітеліального фенотипу з підвищеною адгезією, що дає можливість їм прикріпитися до субстрату та дати ріст вторинному метастатичному вогнищу [3, 87]. Більшість пухлинних клітин експресувало віментин в базальному полюсі або по всій цитоплазмі, що відповідає повній ЕМТ. Експресія віментину була пов'язана з низьким ступенем диференціювання та метастазуванням недрібноклітинного раку легень [11, 12]. В печінково-клітинному раку повну ЕМТ з експресію віментину спостерігали у 86,7%, а при раку легень – 37% [25].

Експресія віментину – ще один маркер активності пухлинного процесу в якості перетворення епітеліальних клітин на такі, що мігрують. Для міграції та відокремлення від позаклітинної матриці ПК грудної залози формують унікальні виступи на основі тубуліну, формування виступів у вигляді мікротрубочок. Їх наявність може свідчити про високий метастатичний потенціал пухлини [93]. 

Експресія віметину в епітеліальних пухлинних клітинах та стромі може свідчити про здатність до інвазії та зміни базальної мембрани. У 50% випадків тричі негативного раку грудної залози виявили позитивну експресію віментину. І у 30% випадків раку in-situ та з інфільтративною карциномою грудної залози не показано ніяких значних відмінностей. У 22% випадків метастазування у лімфатичні вузли, виявляють експресію віментину. Дослідження віментину може бути використане у ролі маркера неоплазії в пухлинних клітинах [172]. У недрібноклітинному раку легень експресія віментину пов'язана з низьким диференціюванням та метастазуванням [11, 12, 121]. У нирково-клітинному раку повну ЕМТ з експресією віментину зустрічали у 13 з 15 спостережень, що склало 86,7%. Із 46 випадків раку легень повна ЕМТ з експресією віментину в пухлинних клітинах присутня у 17 спостереженнях (37%), що може мати прогностичне значення [135]. 

При вивченні експресії віментину в інвазивному компоненті протоків виявили, що 85% пухлинних клітин експресують віментин. В оцінці значення експресії віментину в клітинах злоякісних пухлин різних органів слід враховувати джерело ембріонального розвитку [172].

Внаслідок гіпоксії, О2-залежної активації ММП, (Zn2+-SH- зв’язків) активуються матриксні металопротеїнази (ММП) вони забезпечують дисемінацію пухлинних клітин шляхом інвазії, що сприяє метастазуванню [10, 108, 203]. ММП – ключові медіатори для ремоделювання тканин, процесів запалення, навіть впливу на місця наступної імплантації метастазів –"метастатичні ніші". Взаємодія РФК з SH-групами цистеїнових залишків зворотня. Модифікація цих зв’язків є ключовою подією аутоактивації ММП. Найбільш досліджені та важливі для пухлинної прогресії ММП-2, -9. [16, 18]. Найбiльш пoтyжнy прoтеoлiтичнy дiю на бiлки ЕЦМ проявляють ММП, особливо желатинази А (ММП-2) та В (ММП-9), основним субстратом яких є колаген ІV типу, що становить структурну основу базальних мембран. Біологічним потенціалом ММП-9 є здатність руйнувати білки екстрацелюлярного матриксу через вплив на колаген IV типу та участь у пухлинному неоангіогенезі [60, 71, 106, 136]. ММП-9 зберігається в цитоплазматичних везикулах, які локалізовані біля плазматичної мембрани клітин ендотелію [74, 106]. У процесах розщеплення ЕЦМ при інвазії основна участь у протеолізі ММП [198, 203, 210]. Практично всі ММП секретуються в латентних формах (proММР). Гіпотеза про можливу регуляцію нейрогормонами активності ММП-2 і ММП-9 була підтверджена в серії повідомлень [22, 74, 183, 190].

Хоча більшість досліджень активності раку грудної залози зосереджені на пухлинних клітинах, накопичені дані показують, що стромальний компонент у межах мікросередовища пухлини, таких як фібробласти, МСК, ендотеліальні та імунні клітини сприяють різним шляхам розвитку та прогресуванню пухлин [109, 120, 136, 181].

Фібробласти, клітини строми присутні у більшості видів раку і приймають участь у розвитку та прогресуванні пухлинного процесу багатьох епітеліальних раків [97, 101, 120, 161, 176]. Їх зростання свідчить про те, що інвазію викликають пошкодження місцевої тканини і травма, яка згодом активізує механізм відновлення [92, 103, 176]. Сполучна тканина навколо новоутворених судин представлена пучками пухких тонких блідо-забарвлених колагенових волокон. У сполучній тканині, що оточує судини визначається значна кількість тучних клітин (перитуморозна зона). Окремо звертає увагу зміна мікроциркулярного русла зі збільшенням новоутворених судин [90]. Роль ангіогенезу в прогресуванні пухлини та метастазуванні залежить від прогресії пухлинного росту та фази, виділяють аваскулярну та васкулярну [151]. Пухлина в аваскулярній фазі знаходиться у "дрімотному стані", який може тривати необмежений час, без клінічної симптоматики та відповідає карциномі in situ. Перехід у васкулярну фазу ангіогенезу індукується гіпоксією, яка запускає цілий ряд каскадних реакцій, що модулюють рівень експресії гіпоксія-залежних транскрипційних факторів (гіпоксія-індукуючий фактор та ін.), мутації генів-супресорів пухлинного росту [91, 97, 105, 194]. Все це сприяє синтезу проангіогенних цитокінів (фактор росту ендотеліальних судин, фактор росту фібробластів, тромбоцитарний фактор росту та ін.), що стимулюють проліферацію ендотеліальних клітин [108, 151]. У більшості випадків розташовані навколо пухлини судини не мають м'язової оболонки і відсутнє диференціювання на артерії чи вени (перитуморозна зона) [97]. Для пухлин зі ступенем анаплазії G1–2 були більш характерні структури, які мають лакунарну будову, а для G3–4 – судини капілярного типу, утворені одним шаром ендотеліоподібних клітин. У якості сигнальних у формуванні стромального мікрооточення ПК беруть участь молекули ММП [99]. Про значну роль строми та перитуморозної зони пухлини свідчать дослідження впливу її на лікування [120, 189]. 

Ангіогенез у перитуморозній зоні є надважливим процесом, який спрямований на збільшення живлення зростаючої маси пухлини, при яких вони стають інвазивними і здатними до метастазування [91, 99, 178, 180].

Що стосується ролі ММП-2 у розвитку ангіогенезу, то результати досліджень неоднозначні. Дефіцит ММП-9 веде до часткового перекривання перицитами судин мікроциркуляторного русла, разом з тим, спостерігається дефіцит прозапальних клітин. Введення ММП-9 knock-out мишам відновлювала кількість запальних клітин та рівень неоваскуляризації [10, 90]. 

Роль перитуморозної зони у розвитку пухлинного процесу досліджена через призму визначення країв резекції при мастектомії або перитуморозної зони [97], а також вплив на резистентність до лікування [189]. У жінок видаляли тканини, що оточували пухлину, формували "негативні краї" У жінок з повторно видаленими краями безрецидивний період виживання 6 років у 97% спостережень і 86% у жінок з позитивними краями (при застосуванні хіміо-променевої терапії). Крім пухлинних клітин і змінених білкових компонентів у метастазуванні беруть участь ендотеліальні клітини та макрофаги [165, 181].

Окремо слід відмітити роль міоепітеліальних клітин у пухлинній інвазії [129, 150]. У пухлині грудної залози α-SMA+ міоепітеліальні клітини є природнім бар'єром на межі епітеліальних клітин та оточуючої перитуморозної тканини. Молекули зі строми повинні проникнути через ряд міоепітеліальних клітин [123].

Першими предиктивними молекулярно-біологічними маркерами для РГЗ стали рецептори естрогену (ER) та рецептори прогестерону (PR) [184, 191]. Це протеїни, які специфічно зв’язують дані стероїдні гормони і після цього індукують транскрипцію генів, задіяних у процеси диференціювання, проліферації, адаптації та біосинтезу білка (Prat). Важливе прогностичне значення пов’язане, перш за все, з високою чутливістю ER - та PR-позитивних пухлин до гормональної терапії антиестрогеновими препаратами. Багатьма дослідженнями доведено, що зі зростанням рівня експресії ER та PR посилюється й ефект гормональної терапії [173]. Так, наприклад, ER+/PR- - пухлини чутливі до гормонотерапії в 55–60% випадків, а ER+/PR+-пухлини – у 80% [69, 89, 174, 187]. Виявлено, що у 47 пацієнток (76%) були ER-позитивні пухлини, у 15 випадках (24%) – ER-негативні. Пухлини у 42 пацієнток (68%) були PR-позитивні, у 20жінок (32%) – PR-негативні. У 25 випадках (40%) було виявлено гіперекспресію Her2/neu (2+, 3+), у 37 (60%) – пухлини мали негативний Her2/neu-статус (0; 1+) [74, 89, 159, 185]. При вивченні взаємозв’язку між клініко-морфологічними характеристиками пухлин та експресією в них молекулярно-біологічних маркерів виявлено обернену кореляцію між ступенем диференціювання пухлини (Grade) та експресією ER (r= -0,999, p<0,05) і PR (r = -0,964, p=0,086). Інакше кажучи, збільшення Grade в пухлині корелює зі зниженням рівня експресії рецепторів стероїдних гормонів (ER та PR), що знаходить підтвердження у літературних джерелах [184].

Позитивна експресія ER була пов'язана з дуже пізніми рецидивами пухлини, що відповідає попереднім дослідженням. Гетерогенність ER-експресії в окремих пухлинах між первинною пухлиною та їх метастазами є відомим феноменом [82, 114, 174]. Позитивний статус рецепторів ER при раку грудної залози пов'язаний з гарним прогнозом для перебігу пухлини, тривалим безрецидивним і загальним виживанням. 

У дослідженні з позитивною експресію PR між метастазами та первинними пухлинами більшою мірою виявилися негативними щодо метастазів.

У загальній популяції хворих на рак грудної залози 20–30% характеризуються гіперекспресією або ампліфікацією гену епідермальний фактор росту ІІ типу - (Her2/neu). Відомо, що захворювання у когорти хворих протікає агресивно, спостерігається високий ризик метастазування і низький рівень виживання пацієнтів [173].

Позитивний прогноз на перебіг ПРГЗ при позитивній експресії ER і PR пов'язаний з кращою відповіддю на лікування [116]. Оцінку гормонального статусу пухлини (Hеr2/neu, ErbB2) та маркера проліферації Kі-67 використовують для молекулярної класифікації пухлини [31]. Встановлено, що люмінальні типи А і В пов'язані з менш агресивним перебігом пухлини і кращим прогнозом, порівняно Her2+ тип та тричі негативний типи гірше піддаються лікуванню і мають гірший прогноз на одужання [93]. Клінічно значимий Her2/neu-позитивний фенотип був описаний більше 20 років тому, механізм ампліфікації гена Her2/neu частково, як і механізми ампліфікації в цілому, залишаються невивченими. Але доведена його роль у активації ЕМТ [64].

П’ятирічне безрецидивне виживання гірше у хворих жінок з люмінальним типом В та тричі негативним типом ПРГЗ (42 і 45% відповідно) у порівнянні з пацієнтами з люмінальним А типом. Позитивний статус Her2/neu асоціюється з клініко-морфологічними параметрами пухлини, які мають поганий прогноз хвороби. Позитивний статус рецепторів 2-го типу епідермального фактора росту людини має достовірно негативний вплив на прогноз у пацієнтів з ПРГЗ з метастазами в печінку [48, 58]. 

Ріст пухлини без достатнього живлення не можливий. Досліджено, що пухлини досягаючи 2-3 мм далі не можуть рости без кровопостачання пухлинного вузла. По новоутвореним судинам постачаються поживні речовини та кисень і видаляються продукти метаболізму. Ріст пухлини суворо залежить від неоангіогенезу, а блокування його може сповільнити ріст пухлини або й пригнічувати. Доведено, що пухлини, які володіють здатністю дочасного синтезу різних ангіогенних факторів частіше метастазують [91, 178]. Ще одним показником активності процесу є зміни судинного русла у пухлинному вузлі та за його межами. Звертають увагу кількісні та якісні зміни судинного компоненту та співвідношення "старих" та новостворених судин, як показник неоангіогенезу [178, 180]. Для вивчення змін використовують різні методики, широко використовують дослідження фактора Віллебранда . Сформовані ендотеліоцити, зазвичай, вміщують більшу кількість фактора Віллебранда , ніж у звичайних судинах. Вони по мірі диференціювання можуть бути у формі канатиків або трубочок, і є першими кровоносними судинами. Ендотеліальні клітини трубочок у подальшому індукують диференціювання примітивних мезенхімальних клітин у гладком’язевих клітинах та перицитах судинної стінки [180, 20]. 

1.4 Використання статистичних методів з метою прогнозу метастазів раку грудної залози

Для прогнозу метастазів на основі будь-яких досліджень, у той же час результатів морфологічних досліджень, потребує використовувати статистичні методи. Вони дають можливість об’єктивно оцінити кількісну вірогідність певної події, - вірогідність розвитку метастазів пухлини.

(Rohan T.E. et al., 2014) досліджували ризик віддалених метастазів при метастазуванні в пухлинне мікрооточення [136, 162, 176, 181]. У їх дослідженнях з метою прогнозу використовували відношення шансів та відносного ризику за клінічними ознаками: розмір пухлини, наявність метастазів в лімфатичних вузлах, ступінь диференціювання. Вираховували значення ризику віддалених метастазів у пухлині грудної залози за ER, PR, Her2/neu, Ki-67. ER + Her2 - OR становив = 2.70, довірчі інтервали при 95% були в межах 1.39 - 5.26% [59, 168, 206]. Використання комп'ютерних програм з метою прогнозу додає об'єктивності дослідженням і знижує вплив суб'єктивної думки дослідника у трактуванні отриманих явищ. Основною метою є правильний підбір методу, даних, і правильний алгоритм дій [67, 80, 81, 107, 154]. Досить великим є набір програм для статистики та обрахунку медичних статистичних даних із відкритою ліцензією [193, 206]. Також кластерний аналіз використовують для попередньої обробки або як проміжний етап для класифікації та прогнозування [79]. В задачах data mining за допомогою кластерного аналізу створюється комплексне зведення даних для класифікації, відбувається виявлення шаблонів, формування і перевірка гіпотез [57, 206]. Кластерний аналіз - Data clustering – це задача розподілу заданої вибірки об’єктів (ситуацій) на підмножини, які називаються кластерами, так, щоб кожен кластер складався з подібних об’єктів, а об’єкти різних кластерів істотно відрізнялися [49, 67, 206]. Крім того, кластерний аналіз часто застосовується для виявлення даних, що "вибиваються" з-поміж інших [78]. 

Для встановлення інформативності критеріїв прогнозу метастазів та перебігу пухлинного процесу використовують дослідження кореляційних зв'язків між якісними та кількісними змінами пухлини, зокрема показників гістохімічних та імуногістохімічних досліджень [116, 166, 185]. З цією метою для параметричних значень використовують метод бінарних кореляційних зв’язків за Пірсоном [191].

У підсумку, проведеного огляду літературних джерел виявили:

1. Основна маса досліджень, направлених для дослідження раку грудної залози базуються на вивченні властивостей первинної пухлини від етапу ініціації пухлини і до розвитку метастазів. З цією метою використовують значний арсенал морфологічних методів дослідження. Одночасно досліджують механізми метастазування та процеси, які відбуваються в пухлині внаслідок запуску метастазування. Але є ряд невияснених питань, яким присвячено мало досліджень.

2. У сучасних виданнях опубліковано незначну кількість робіт, які б досліджували механізми виявлення жінок з високим або низьким рівнем ризику метастазів. 

3. Не було знайдено критеріїв для розподілу жінок з інвазивним протоковим раком грудної залози на групи ризику метастазування. Недостатньо описані значення для гістологічних, гістохімічних та імуногістохімічних досліджень, за якими можна було б вносити корекцію до стандартного лікування. 
РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1 Матеріали дослідження
Дисертаційна робота виконувалася у Вищому державному навчальному закладі України «Буковинський державний медичний університет». Клінічною базою послужив Чернівецький обласний клінічний онкологічний диспансер. 

Усі пацієнти з ПРГЗ були поінформовані про мету, завдання дослідження. Окремо матеріал для дослідження не забирався. Використовувалися зразки гістологічного матеріалу із видаленого при оперативних втручаннях і направленого для встановлення або уточнення патологоанатомічного заключення. У кожному випадку було проведене передопераційне лікування хіміоперепаратами.
Всі 162 відібраних випадки відповідали вимогам.

Комісією з питань біоетики Вищого державного навчального закладу України "Буковинський державний медичний університет" (протокол № 4 від 18 квітня 2016 р.) встановлено: порушень морально-етичних норм при виконанні дисертаційної роботи не виявлено.
2.2 Методи дослідження

Для дослідження прогнозу метастазів ПРГЗ застосували наступні методи дослідження: 

1. Морфологічний (макроскопічний та гістологічний);

2. Гістохімічний

3. Імуногістохімічний;

4. Комп'ютерний аналіз зображень (мікроспекторофотометричний, мікроденситометричний) та статистичні методи дослідження.
Дослідження пухлинного процесу починали з макроскопічного оцінювання форми, розміру пухлини, особливостей росту та її поширення на прилеглі тканини, перитуморозну зону. Пухлину з оточуючими тканинами фіксували у забуференому 10% розчині формаліну. Після 12-24 годинної фіксації видаленого операційного матеріалу, проводили забір матеріалу для подальшого мікроскопічного дослідження. Шматки пухлини розміром 1,0 х 1,0 х 0,3 см вирізали з товщі пухлинного вузла, щоб візуальний край був на середині зрізу і обов’язково потрапили перитуморозні тканини. Після проведення парафінової проводки, яку зазвичай використовують у гістологічних лабораторіях патологоанатомічних відділень, проводили забарвлення зрізів гематоксиліном і еозином, а також іншими специфічними методами [2].

Із жирової клітковини відбирали реґіонарні лімфатичні вузли: підключичні, підпахвинні та підлопаткові, та макро і мікроскопічно визначали у них метастази раку. 

Зневоднення тканини проводили в апараті карусельного типу "ТМ-4М" протягом доби. Використовували серію спиртів наростаючої концентрації (50% – 100%). На санному мікротомі "МС-2" виготовляли зрізи товщиною 5-6 мкм. При температурі 55–560С видаляли зайвий парафін зі зрізу та фіксували його до скла.
Вивчення гістологічного матеріалу проводили за допомогою мікроскопа Delta Optical Evolution 100 (планахроматичні об'єктиви) при різних збільшеннях: окуляр Х10, об’єктиви Х 10-20-40-100. 

Мікроскопічно акцентували увагу на інвазивному протоковому раку грудної залози, досліджували гістологічні типи, ступінь злоякісності пухлини (G1-4), поширення, вторинні зміни пухлинного процесу, морфологічні зміни, досліджували наявність метастазів у реґіонарних лімфатичних вузлах, особливості перитуморозної зони (стан судин, сполучнотканинного компоненту та вивчали тканини, на які поширюється пухлина). Після гістологічного дослідження інформацію шифрували за міжнародною класифікацією TNM (рTNM) [26]. 
Прогноз метастазування базувався на використанні методу підбору величини порогу реєстрації підвищеного ризику метастазів. Він полягав у порівнянні значень результатів досліджень між групами з метастазами та без них шляхом фіксування показника таким чином, щоб він у максимальній кількості випадків групи з метастазами відрізнявся від випадків групи без метастазів. Для кожного застосованого морфологічного методу нами обраховані пороги реєстрації підвищеного ризику метастазів. Це значення, перевищення якого свідчило про підвищений ризик виникнення метастазів. 

2.3 Гістологічне макро-, мікроскопічне та гістохімічне дослідження тканини грудної залози

Застосовані гістохімічні методи дослідження дозволили порівняти стан загального білка у пухлинах без метастазів з метастазуючими пухлинами. Результати використали для визначення порогів реєстрації, перевищення цих порогів свідчило про прогноз метастазів [23]. 

Для дослідження зрілості сполучнотканинних волокон та чіткого оптичного орієнтування у структурах пухлини (ПК та СТВ) застосували гістохімічний метод забарвлення "хромотропом 2В" – "водним блакитним" за методикою Н.З. Слінченко (1964) [2]. Різниця у забарвлені сплучнотканинних волокон свідчить про різний ступінь зрілості. Знижена інтенсивність забарвлення може свідчити як про низьку зрілість, так і про дезорганізацію (розгортання спіральної структури молекули). Це свідчить про низьку опірність строми у якості бар’єру для пухлинного процесу. Особливість до накопичення барвника сполучнотканинними волокнами строми пухлини та перитуморозної зони дала можливість вивчити їх морфологічні особливості відносно розташування. Також методика за Слінченко дозволила встановити морфологічну відмінність між сполучнотканинними волокнами з колагеновими волокнами від ділянок з переважанням фібрину, який забарвлювався у червоний колір.

Модифікація білків у пухлині це збірне поняття стану білків та їх комплексів внаслідок пухлинного процесу. Може включати в себе окислювально модифіковані білки, активовані ферментами та синтезовані пухлиною нові, невідомі білки внаслідок мутацій. Встановити їх конкретну приналежність або будову поки неможливо, але виявити їх присутність та окремі властивості можна за допомогою визначення співвідношення білкових залишків. Гістохімічний метод забарвлення бромфеноловим синім за Mikel Calvo (1957) використовували для визначення різниці модифікації білків у ПК та СТВ у пухлині та перитуморозній зоні між випадками групи спостереження з метастазами та без них. Цим методом оцінювали співвідношення між аміногрупами та карбоксильними або гідроксильними групами білків за особливостями їхнього забарвлення. Оцінку здійснювали кількісно методом комп'ютерної мікроспектрофотометрії [12, 28]. За допомогою цифрової фотокамери оптичні зображення з мікроскопа переводили в цифрові. 

Для визначення коефіцієнта R/B цифрові зображення аналізували у спеціалізованій для гістологічних досліджень комп'ютерній програмі ImageJ (1.48v, вільна ліцензія, W. Rasband, National Institute of Health, USA 2015). Гістохімічним методом забарвлення з бромфеноловим синім за Mikel Calvo "кислі" білки забарвлювалися у відтінки червоного, зеленого та жовтого. Це свідчить про переважання у них карбоксильних та гідроксильних груп. "Основні" білки забарвлюються у відтінки синього, у них переважають аміногрупи. Досвід застосування комп’ютерної мікроспектрофотометрії на різних об’єктах дозволив дійти висновку, що достатньо оцінювати співвідношення лише між червоним (Red) та синім (Blue) компонентами забарвлення [23, 29]. Для визначення співвідношення використовували термін – коефіцієнт R/B (від назви кольорів), який, відповідно, служить мірою співвідношення між "кислими" та "основними" білками. Вимірювання проводили окремо у ПК та сполучнотканинних волокнах. На оптичних зображеннях визначення червоного та синього відтінку проводили окремо. На різних ділянках зрізів визначали середні значення, які далі використовували для обрахунку коефіцієнта R/B [29]. Для визначення обмеженого протеолізу в структурах пухлини проводили нінгідриново-шифовську реакцію за A.Yasuma і T.Ichikava (1953) [2, 23]. Суть визначення обмеженого протеолізу полягає у дослідженні аміногруп білків у ПК та СТВ в групі з метастазами та без них для виявлення розбіжності в кількісних показниках. Для оцінки результатів застосований робочий термін "паренхіматозно-стромальний коефіцієнт" (ПСК) для вільних NH2-груп білків. Суть коефіцієнта полягає у співвідношенні кількісного показника пухлинних клітин до показника СТВ. Величина ПСК понад одиницю означала, що оптична густина забарвлення на вільні NH2-групи білків в епітеліальних пухлинних клітинах у конкретної пацієнтки перевищувала оптичну густину забарвлення на вільні NH2-групи білків у СТВ. Відповідно, при величині ПСК нижче одиниці тлумачення були протилежними. Величина ПСК, на відміну від окремо визначеної оптичної густини забарвлення у клітинах чи СТВ, практично не залежала від товщини типових гістологічних зрізів, бо технічно визначалася на одному і тому ж гістологічному зрізі для окремого спостереження. 

Вимірювання проводили на цифрових фотокопіях зображень мікропрепаратів шляхом комп’ютерної мікроденситометрії з використанням комп'ютерного програмного устаткування ImageJ (1.48v, вільна ліцензія, W. Rasband, National Institute of Health, USA, 2015). Кількісною одиницею виміру обмеженого протеолізу служила величина відносної оптичної густини від 0 – відсутність забарвлення, абсолютна прозорість, до 1 – максимальне забарвлення, абсолютна непрозорість. Вимірювали показники у ПК та СТВ і визначали ПСК. 

2.4 Імуногістохімічне дослідження тканин протокового раку грудної залози
Для прогнозу лімфогенних метастазів інвазивного протокового раку грудної залози нами були використані імуногістохімічні методи для визначення специфічних білків і білкових комплексів (ki-67, p53, bcl-2, віментин, ММП-2, -9, фактора Віллебранда, ER, PR, Her2/neu). Їх роль широко вивчена, а ER, PR, Her2/neu, ki-67 практично на постійній основі використовуються для діагностики властивостей ПРГЗ [8]. Ми намагалися підібрати методи, які мають широке застосування і доведену цінність для діагностики РГЗ. 

Обов'язковою умовою для достовірності імуногістохімічного дослідження було чітке дотримання вимог процесу забарвлення. Із парафінових блоків за допомогою апарату "МС-2" виготовляли серійні зрізи 5-6 мкм. Імуногістохімічне дослідження проводили за протоколами, рекомендованими виробником реактивів "DAKO". У 2-х порціях ортоксилолу по 5 хвилин проводили депарафінування, далі у 2-х порціях 96% спирту проводили дегідратацію. Після цього готовим розчином (Peroxidase and Alkaline Phosphatase Blocking Reagent) проводили блокування пероксидази. Демаскування антигенів проводили в мікрохвильовій печі протягом 20 хвилин при 700 Вт у розчині цитратного буфера (рН=6,0). В окремих випадках демаскування проводили на водяній бані із дотриманням температурного режиму 95-980С протягом 30 хв. Інкубування з первинними антитілами проводили у вологій камері протягом 20 хв, а з вторинними антитілами – протягом 40 хвилин у вологій камері у термостаті при температурі 370С. Реакцію візуалізації антигенів проводили із використанням системи детекції "Ultra Vision Quanto Detection System HRP Діамінбензидином - DAB Chromogen" (Thermo Fisher Scientific). Дофарбовували гематоксиліном Маєра. Оцінювали результат при мікроскопії із збільшенням 400 х -1000 х. Перелік використаних реактивів для ІГХ дослідження представлені у (табл. 2 1).

Таблиця 2.1
Панель використаних ІГХ методів та їх антитіл для дослідження прогнозу метастазів
	Антитіла
	Клон
	Локалізація специфічних білків у клітині

	ER
	SP1
	ядро

	PR
	PRr 636
	ядро

	HER2/neu
	SP3

(c-erb B2 oncoproteine)
	мембрана

цитоплазма

	ki-67
	monoclonal mouse anti – human MIB-1
	ядро

	bcl-2
	monoclonal mouse anti - human BCL2 Oncoprotein, Clone 124
	цитоплазма

	p53
	monoclonal mouse Anti – Human, clone monoclonal mouse monoclonal mouse DO-7
	ядро

	MMP-2
	polyclonal rabbit anti – human MMP-2
	цитоплазма

	MMP-9
	polyclonal rabbit anti – human MMP-9
	цитоплазма

	віментин
	Mouse Anti-, clone V9
	цитоплазма

	фактор Віллебранда
	Polyclonal Rabbit Anti – Human F8/86
	цитоплазма


Найбільш широко у науковій літературі представлені дослідження властивостей РГЗ за рецепторами до статевих гормонів [26]. Для прогнозу метастазів використали загальний принцип оцінювання ІГХ метода експресії ER та PR. У кожному випадку обраховували кількість позитивних клітин, визначали середнє значення для груп дослідження. Оцінювання результатів проводили згідно інструкції до використання виробником реактивів [56, 68, 69]. Окремо оцінювали за шкалою від 0 до ІІІ балів. 0 – реакція негативна, І –ядра пухлинних клітин із слабко вираженим коричневим відтінком, ІІ – ядра пухлинних клітин насиченого коричневого кольору, ІІІ – різко виражене інтенсивне забарвлення ядер. Результати обраховували у відсотках позитивно забарвлених у 10-ти полях зору зі збільшенням від x 100 до 1000.

Для прогнозу метастазів для кожного застосованого морфологічного дослідження визначали поріг реєстрації. Це значення, яке максимально відрізнялося між групами дослідження і відображало критичну межу, перевищення якої свідчило про ризик метастазів. 

Пороги реєстрації використовували для порівняння та оцінки методів дослідження статистичними методами.

ІГХ визначення Her2/neu також є одним із найбільш досліджених представників фактору росту, який свідчить про активність пухлинного процесу і негативний прогноз для пухлини, погану відповідь на лікування [133, 191]. Ще однією негативною функцією Her2/neu є активація ЕМТ, що також пояснює негативний прогноз пухлини та прогноз щодо метастазів [11, 24]. 

Визначення проліферативної активності в пухлинних клітинах проводили за експресією kі-67. Його також часто використовують з прогностичною метою перебігу пухлини та молекулярної класифікації [6, 55, 57, 66, 191].

Підвищення експресії проапоптотичного ядерного білка р53 у пухлини відбувається за рахунок мутацій геному пухлинних клітин, внаслідок чого відбувається супресія апоптозу клітини [73, 75, 76]. Підвищення рівня р53 є непрямим доказом мутацій у геномі ПК. Визначення особливості експресії антиапоптотичного білка bcl-2 проводили для визначення у цитоплазмі пухлинних клітин, щоб встановити поріг реєстрації прогнозу лімфогенних метастазів [133, 191].

Імуногістохімічний метод дослідження ММП-2, -9 проводили в якості індикатора протеолітичних процесів. Позитивну реакцію вивчали у цитоплазмі пухлинних клітин для прогнозу метастазів ПРГЗ. За співставленими результатами між групами з метастазами та без них встановлено пороги реєстрації. Їх використовували для розподілу на групи ризику метастазів ПРГЗ [60, 74].

Дослідження віментину проводили з метою визначення особливості ПК епітеліального походження до його накопичення, а також встановити пороги реєстрації [12, 135, 172].

Імуногістохімічний метод дослідження фактора Віллебранда використовували для виявлення різниці судинного компоненту в пухлинах та за її межами у групі з метастазами та без них. Оцінювання кількісних показників проводили методом комп'ютерної мікроденситометрії на цифрових зображеннях із застосуванням мікроскопа та цифрової фотокамери у середовищі комп'ютерної програми ImageJ J. Інтенсивність забарвлення судин мікроциркуляторного русла та окремих скупчень фібробластів обраховували в одиницях відносної оптичної густини. Після порівняння результатів у групах дослідження встановили значення, яке якнайкраще вказувало на відмінність між групами дослідження. Це значення (поріг реєстрації) було використано для розподілу всіх спостережень із групи без метастазів на групи ризику виникнення метастазів.

Критерієм оцінювання для імуногістохімічного дослідження віментину у пухлинних клітинах було позитивне забарвлення цитоплазми та клітинної стінки ПК виражене у одиницях відносної оптичної густини. 
Оцінку отриманих результатів гістохімічних та імуногістохімічних досліджень здійснили шляхом підрахунку: 

- відсоткових значень кількості позитивно забарвлених клітин для ER, PR, Her2/neu, bcl-2, ki-67, p53;

- визначенням відносної оптичної густини забарвлення для ММП-2, -9, віментин, фактора Віллебранда, вільних NH2 групи білків у ПК та СТВ І зони, що знаходяться навколо ПК; 

- значення коефіцієнта R/B у ПК та СТВ І зони, ПСК для вільних аміногруп за A. Yasuma і T. Ichikava.

Обробку статистичних даних проводили із використанням параметричних та непараметричних методів статистики. Обраховували середні арифметичні та їх похибки, а також ліміти для груп дослідження. Перевіряли на нормальність розподілу у вибіркових сукупностях методом Shapiro-Wilk. Розбіжність між вибірковими сукупностями у середніх тенденціях параметричних за непарним методом Стьюдента та непараметричним критерієм Mann-Whitney. Розбіжності даних у відсотках оцінювали за допомогою біномінального методу. Усі статистичні обрахунки вели за допомогою комп’ютерної програми PAST (v3.16, вільна ліцензія, O. Hammer, 2015).

Визначення довірчих інтервалів використовували складним математичним алгоритмом, який і є найбільш математично обґрунтованим посеред методів-аналогів (наприклад, "інтервал Wilson’s" або "інтервал Argesti-Coull"), тому і називається також "точний метод" і дозволяє обрахувати довірчі інтервали з урахуванням асиметричної особливості частот, надто тоді, коли аналізуються малі або великі частоти. Слід зауважити, що внаслідок асиметричних властивостей частот не вірно було б використовувати раніше популярний метод обрахунку довірчих інтервалів шляхом симетричного застосування похибки частоти. Для прогнозування частоти метастазів протокового раку грудної залози використовували біномінальний метод обрахунку довірчих інтервалів відсотків. Для популяційного прогнозу були використані дані з міжнародної класифікації рTNM. Довірчі інтервали обраховували при р=0,05 біномінальним методом. Вираховували відсоткове співвідношення за категоріями класифікації TNM, кількісне та відсоткове співвідношення позитивних та негативних результатів імуногістохімічних досліджень. Розбіжність між середніми показниками (р) вважали статистично вірною при показнику рівня вірогідності р<0,05 і вище (біномінальний метод). 

За кількісними значеннями гістохімічних та імуногістохімічних методів визначали відносний ризик та відношення шансів. Визначення відношення шансів проводили з метою встановлення зв'язку між метастазами та порогами реєстрації для кожного методу і для перевірки достовірності результатів, отриманих при використанні відносного ризику. Відносний ризик (RR) дозволив оцінити інформативність кожного застосованого морфологічного метода з метою використання його для прогнозу метастазів. Оцінювання методів проводили за результатами відносного ризику шляхом ранжування. Після розподілу були сформовані практичні рекомендації щодо їх використання. Для кожного методу обраховували його чутливість та специфічність із використанням програми PAST 3.16 (вільна ліцензія). 

Критеріями оцінювання морфологічних методів за відносним ризиком були:

- високий ризик >6;

- помірний 6-3;

- низький <3.

Лінійна кореляція. Лінійний кореляційний зв'язок для емпіричних даних, виміряних за шкалою інтервалів або відношень, оцінювали за допомогою коефіцієнта кореляції Пірсона. Параметрами оцінки кореляційних зв'язків вважали:

- сильні кореляційні зв'язки г≥0,7;

- кореляційні зв'язки помірної сили г 0,7-0,3;

- слабкі кореляційні зв'язки г ≤0,3.

Для об’єктивного виділення двох груп різного ризику розвитку метастазів застосували метод кластерного аналізу, а саме, його різновид (k-середніх) із використанням програми PAST 3.16 (вільна ліцензія). 

Таким чином, для нашого дослідження було використано морфологічні дослідження, за якими можна дослідити відмінність між кількісними значеннями у групах спостереження з метастазами та без них. Статистичні методи дозволили обрахувати відносний ризик та відношення шансів для застосованих гістохімічних та імуногістохімічних методів дослідження. Також використовували їх з метою перевірки достовірності отриманих результатів та розробки методів використання для прогнозу метастазів. На основі отриманих результатів були створені рекомендації щодо їх використання для прогнозу метастазів та розподіл спостережень за кластерним аналізом на групи ризику метастазів ПРГЗ.

Результати досліджень розділу 2 викладені у статтях [40, 43], апробовані на наукових форумах [44].

РОЗДІЛ 3

РЕЗУЛЬТАТИ ВЛАСНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ

У цьому розділі наводяться результати досліджень, які пропонується використовувати для прогнозування лімфогенних метастазів інвазивного протокового раку грудної залози (рис.3.1).
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Рисунок 3.1 – Схема основних напрямків та методів досліджень, використаних для досягнення основного завдання наукової роботи

3.1 Макроскопічна та гістологічна характеристика пухлинної тканини залежно від метастатичного процесу протокового раку грудної залози

Дослідження розпочали з макроскопічного огляду та опису видаленого матеріалу. За вимогами ВОЗ перед усім враховували розміри пухлин, кількість видалених регіональних лімфатичних вузлів, їх розмір наявність змін та видимих метастазів. Макроскопічно видалені пухлини на поверхні розрізу мали вигляд сірувато-жовтого вузла. При малих розмірах пухлин до 2-х см вони часто мали вигляд широкого тяжа (рис. 3.2 А). На дотик пухлинні вузли були хрящоподібної консистенції іноді з візуальною зернистістю при наявності дрібних ділянок некрозу або з крововиливами, рідко в пухлинах виявлялися мікрокальцифікати (рис. 3.2 Б). На межі пухлини край не чіткий, але відрізнявся від прилеглих тканин, в які проростає пухлина, кольором та щільністю.
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Рисунок 3.2 – Макроскопічний вигляд грудної залози з ПРГЗ

А – Ділянка ПРГЗ на межі із здоровими тканинами. Б – ПРГЗ у вигляді вузла, край пухлини на межі з перитуморозною зоною без чітких меж. 

Розміри пухлин відібраних для досліджень були від 0,5 до 8 см у діаметрі без чітких контурів. У 53% хворих на ПРГЗ переважала лівостороння локалізація пухлини, а у 46% - правостороння. В 1,23% випадків виявлено двостороннє ураження. Розподіл за локалізацією пухлин в грудній залозі представлена у (табл. 3.2). 
Таблиця 3.2

Локалізація раку у грудній залозі

	Локалізація раку, квадранти
	Зовнішні квадранти
	Внутрішні квадранти
	Центральний відділ
	Всього

	
	Верхньо-зовнішній
	Нижньо-зовнішній
	Верхньо-внутрішній
	Нижньо- внутрішній
	Центральна
	

	Частота локалізації, %
	33,33
	17,28
	22,84
	7,41
	19,14
	100,0

	Абсолютна кількість
	54
	28
	37
	12
	31
	162


В обох грудних залозах найчастіше рак локалізувався у зовнішніх квадрантах – 50,6% випадків, досить часто пухлина розташовувалася у внутрішніх квадрантах – 30,2% випадків, а також у центральній ділянці – 19,2 % випадків. Найчастіше пухлина розташовувалася у верхньо-внутрішньому квадранті – 33,3%, а найрідше – у нижньо-внутрішньому – 7,4%.

За даними (Якимової Т.П., 1985) неблагоприємними локалізаціями раку грудної залози є центральний та внутрішній квадранти. Це пояснюється тим, що метастазування, йдучи по парастернальним лімфатичним вузлам, часто відбувається не тільки лімфогенно, а й гематогенно. Тобто, у нашому дослідженні у майже у 50% випадків локалізація пухлини була характерна для гіршого прогнозу. Та все ж найважливішим є індивідуальний прогноз, диспансеризація, призначення патогенетичного лікування та корекції призначеної комбінованої терапії. 

Дослідження хворих на ПРГЗ за віком мало досить широкий діапазон, який становив від 33 до 80 років. Середній вік жінок по всій вибірці (n=162) склав 58,25 ± 0,982 років, у жінки групи з метастазами середній вік становив 56,87 ± 1,193, а у групі без метастазів – 59,63 ± 1,364 років. Порівняння випадків між групами з метастазами та без них найзручніше було за віковими проміжками в 10 років. Отримані дані представлено в (табл 3.3).

Таблиця 3.3
Розподіл хворих жінок за віком та наявністю лімфогенних метастазів

	Розповсюдження процесу
	Розподіл за віком – роки, %

	
	30-39 років
	40-49 років
	50-59 років
	60-69 років
	70-79 років

	З метастазами у лімфатичні вузли, %
	8,25
	19,59
	28,87
	29,89
	13,40

	Довірчі інтервали, %
	3,62-15,61
	12,22-28,89
	3,62-15,61
	20,11-38,95
	7,33-21,83

	Без метастазів, %
	4,42
	9,23
	26,15
	40,0
	20,0

	Довірчі інтервали, %
	0,96-12,90
	3,46-19,02
	16,03-38,54
	28,04-52,90
	11,10-31,77


Судячи з наведених даних, у молодому віці (30-39 років) кількість хворих з метастазами у лімфатичні вузли невелика – 8,25%, але це у 2 рази більше, ніж кількість хворих без метастазів. У той же час, за одне десятиріччя (40-49 років) спостерігаємо зростання кількості хворих з метастазами більше, як у 2 рази. В перше десятиріччя після настання менопаузи (50-59 років) кількість хворих з метастазами та без них в обох групах майже зрівнялася. І даний період найважливіший для прогнозу метастазів. Гіперестрогенія в менопаузі – один із етіопатогенетичних факторів розвитку раку. Саме ця група, як і група хворих віком 60-69 років має особливості щодо гормональної корекції при ПРГЗ. У той же час, у віковому проміжку 60-69 років зростає кількість хворих без метастазів. Тобто, після 60 років знижується біологічна активність пухлин і її агресивність.

Виявлена найбільша кількість випадків у віці з 50 по 69 років свідчить, що саме ця вікова категорія потребує диспансеризації і особливої уваги лікарів. Це віковий пік захворюваності, але, тим не менш, агресивність раку суттєво зменшується. 

Мікроскопічно інвазивний протоковий раку грудної залози характеризувався типовими для злоякісних пухлин ознаками і скупченням пухлинних клітин у вигляді гнізд різних розмірів, оточених СТВ. ПК характеризувалися вираженим атипізмом, поліморфізмом, гіперхромними ядрами та патологічними мітозами. Співвідношення об'єму ядер до цитоплазми переважало. Патологічні мітози безсистемно розташовувалися в скупченнях пухлинних клітин, залежно від ступеню диференціювання їх кількість зростала. 

Пухлинні поля із ПК формували переважно трабекулярні структури або папілярні розростання. У окремих випадках зустрічали солідні скупчення ПК. Пухлинні поля по периферії оточувалися клітинами круглої та видовженої форми, а за морфологією та локалізацією це були пухлинно змінені міоепітеліальні клітини. За ними розташовувалися сполучнотканинні волокна. Скупчення ПК на межі пухлинного вузла переходили в дуги, які інфільтрували оточуючі тканини. 

Звертає на себе увагу щільність паренхіматозного компоненту, наявність дистрофічних та атрофічних змін у клітинах пухлин, присутність некротичних ділянок. У стромальному компоненті, особливо поблизу судин, ПК витягуються і стають видовженими. Вони лежать дещо відокремлено одна від одної і одним краєм контактують зі стінкою капілярів. У самій стромі не виявлено пучкової направленості колагенових волокон, не видно макрофагів або інших імунокомпетентних клітин. Іноді ступінь диференціювання не виразний або варіює, а у окремих ділянках пухлинна тканина нагадує неепітеліальні структури.

Солідний та медулярний типи росту пухлин з низьким ступенем диференціювання G3-4 мали більш виражені вторинні зміни у вигляді некрозів та крововиливів. Периферія самого пухлинного вузла, яка переважно представлена сполучнотканинними волокнами, межувала з жировою клітковиною, окремими фібробластами, кровоносними та лімфатичними судинами (рис. 3.3).
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Рисунок 3.3 – Краї пухлинного вузла представлені цугами пухлинних клітин. Перитуморозна зона представлена жировою клітковиною, судинами та сполучнотканинним компонентом. Забарвлення гематоксиліном і еозином. Збільшення х200.

За розподілом спостережень згідно класифікації рTNM 7-го перегляду (2009) відносно категорії pN, група з метастазами становить 59,88%, а без метастазів – 40,12%. Найчисельніша категорія Т2 у групі з метастазами виявлена у – 41,36% спостережень, у групі без метастазів – 30,25% (табл. 3.4).
Таблиця 3.4
Розподіл випадків ПРГЗ за категоріями pTNM

	Групи
	N0
	Всього

N1+ N2+ N3
	N1
	N2
	N3

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Т1b
	3
	1,85
	1
	0,62
	1
	0,62
	0
	0
	0
	0

	Т1с
	8
	4,93
	16
	9,88
	10
	6,17
	2
	1,23
	4
	2,64

	Т2
	49
	30,25
	67
	41,36
	29
	17,90
	15
	9,26
	23
	14,20

	Т3
	2
	1,23
	2
	1,23
	1
	0,62
	0
	0
	1
	0,62

	Т4b
	2
	1,23
	11
	6,79
	6
	3,70
	1
	0,62
	4
	2,46

	Т4с
	1
	0,62
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	Всього
	65
	40,12
	97
	59,88
	47
	29,01
	18
	11,11
	32
	19,75


Результати розподілу спостережень за категорією рТ класифікації pTNM наступні: рТ1 зустрічалася у 28 випадках, рТ2 – 116, рТ3 – 4 та рТ4 – 14 відображені у (табл. 3.5).

Таблиця 3.5

Розподіл випадків ПРГЗ за категорією рТ 

	Кількість випадків
	Т1
	Т2
	Т3
	Т4

	N
	n=28
	n=116
	n=4
	n=14

	Довірчий інтервал 95%
	17,28

11,80-24,0
	71,61
64,0-78,40
	2,47

0,68-6,20
	8,64

4,80-14,07


Клінічно даних про категорію рМ не було. Судячи з представлених у таблиці даних, найбільша кількість хворих мали pT2N0Mх та pT2N0-1Mх стадії.

Аналізуючи ПРГЗ за категоріями T, слід зазначити, що Т2 значно переважає і становить 71,6% всіх випадків.

Найбільша кількість випадків крім помірного поширення пухлини рТ2 мали помірний ступінь диференціювання (G2) і становили 87,07% випадків. Загалом, 95,67% пухлин мали помірний та низький ступінь диференціювання. При співвідношенні ступеня диференціювання та стадії розповсюдження процесу у категоріях Т3 та Т4 високого ступеня диференціювання (G1) не виявлено, але низький ступінь диференціювання (G3) спостерігається у 7,14% випадків категорії Т1 та в 11,2% у категорії пухлин Т2. Найбільша кількість пухлин (35,71%) низького ступеня диференціювання G4 виявлена при категорії T4.
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Рисунок 3.4 – Розподіл спостережень із протоковим раком грудної залози залежно від наявності метастазів та за категорією рТ класифікації рTNM
Несподівано для нас, у категорії Т3 ні високого, ні низького ступеня диференціювання зареєстровано не було. У нашому дослідженні в категорії Т3 було виявлено пухлини тільки G2. Припускаємо, що ці пухлини мали такий же термін росту, як і Т1 та Т2, проте швидкість росту останніх була вищою (табл.3.6).

Ступінь диференціювання (G1) виявлено виключно у спостереженнях Т1-2, всього 7 випадків. У комбінації з T1 виявили 1 випадок, а у  комбінації з T2  – 6 випадків. Ступінь диференціювання (G2) виявлено у 135 спостереженнях, з них в комбінації з T1 – 26, T2 – 95, Т3 – 3, Т4 – 11. Ступінь диференціювання G3 виявлено у 20 спостереженнях, з них в комбінації з T1 – 2, T2 – 13, Т4 – 5.

Таблиця 3.6

Частота різного ступеня диференціювання пухлини при різних величинах пухлин

	Ступінь диференціювання пухлини
	Категорії розміру пухлини за TNM

	
	T1
	T2
	T3
	T4

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%


	G1
	1
	3,45
	6
	5,26
	0
	0
	0
	0

	G2
	26
	89,65
	95
	83,33
	3
	100
	11
	68,75

	G3
	2
	6,90
	13
	11,41
	0
	0
	5
	31,25

	Всього n=162
	29
	17,90
	114
	70,37
	3
	1,85
	16
	9,88


Співвідношення виникнення комбінацій з G3 наступне: комбінація з Т4 в чотири рази частіше виникає, ніж при Т1 і втричі частіше, ніж при Т2. При макроскопічному вивчені реґіонарних лімфатичних вузлів їх розмір у 70% був 0,3-0,6 см. Метастази у реґіонарні лімфатичних вузлах у більшості випадків гістологічно нагадували первинні пухлини (рис.3.5).

Лімфатичні вузли більшого розміру, як правило, зустрічалися при Т4. В окремих випадках протокової карциноми виявлена лімфоїдна гіперплазія реактивного ґенезу, а лімфатичні вузли розміром >0,7 см були вільні від метастазів.
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Рисунок 3.5 – Трабекулярний характер росту метастатичної карциноми в підключичному лімфатичному вузлі співпадає із гістоструктурою первинної пухлини. Забарвлення гематоксиліном і еозином. Збільшення. х100
Основну кількість лімфатичних вузлів з метастазами виявлено у жировій клітковині пахвинної ділянки N1-3. Інколи гістологічна будова метастазів у лімфатичних вузлах і первинних пухлинах відрізнялася. Ця особливість була притаманна для пухлинних вузлів великих розмірів та низького ступеня диференціювання первинних пухлин (рис. 3.6).
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Рисунок 3.6 – Порівняння пухлинних метастазів протокового раку грудної залози у реґіонарних лімфатичних вузлах. 

Забарвлення гематоксиліном і еозином. Збільшення х100
Морфологічні особливості визначені гістологічними методами дослідження з метою прогнозу лімфогенних метастазів протокового раку грудної залози можуть бути використані в якості популяційного прогнозу.

На підставі клініко-морфологічного дослідження ПРГЗ нами встановлено його агресивний характер, а саме: наявність метастазів у реґіонарних лімфатичних вузлах у 59,88%, розвинена стадія пухлинного процесу у 82,09% з категоріями Т2-4, помірний G2 та низький G3 у 95,67% випадків, несприятлива локалізація пухлини у самій грудній залозі у 50% хворих.

Результати власних досліджень розділу 3 підрозділу 3.1 викладені у статтях [172], апробовані на наукових форумах [165, 176].
3.2 Результати гістохімічного дослідження пухлинної тканини протокового раку грудної залози
Домінуюча роль у канцерогенезі та поширенні ракового процесу належить порушенню структури та функції загальних білків. Вивчення властивостей пухлин вивчали на клітинному, тканинному та молекулярному рівнях. Основні властивості встановлювали та порівнювали між собою у ПК та СТВ. Застосований метод забарвлення "хромотропом 2В"-"водним блакитним" за методикою Н.З.Слінченко (рис. 3.7). 

Нами встановлено, що цитоплазма епітеліальних клітин фарбувалася у відтінки рожевого кольору, а ядра у відтінки фіолетового. Забарвлення СТВ було неоднорідним. Найменш інтенсивно фарбувалися СТВ розташовані між групами ПК, які об'єднувалися у пухлинні поля. Товщина інтратуморальних СТВ була помітно меншою за нормальну, що локалізується за межами пухлинного росту. Інтратуморальна строма розрихлена, гомогенізована, має характеристики дезорганізації, що знижує її бар’єрні функції. СТВ з інтенсивним забарвленням свідчать про наявність амінокислот.

Найвища інтенсивність забарвлення СТВ виявлена на периферії пухлини на межі з оточуючою тканиною перитуморозної зони.

Необхідні результати для прогнозу метастазів ми отримали лише при використанні комп’ютерної мікроспектрофотометрії. При порівнянні інформативності забарвлення пухлин двома методиками "хромотропом 2В"-"водним блакитним" за методикою Н.З. Слінченко та забарвлення з бромфеноловим синім на "кислі" та "основні" білки за Mikel Calvo (рис. 3.7).
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Рисунок 3.7 – Дезорганізація стромальних структур, накопичення «кислих» білків в центрі та збереження «основних» білків синього кольору на периферії. Забарвлення "хромотропом 2В"-"водним блакитним" за методикою Н.З.Слінченко. Збільшення:х100

виявилося, що паренхіма ПРГЗ накопичує карбоксильні групи білків більш інтенсивно, ніж строма. У ряді пухлинних комплексів ще візуалізуються базальна мембрана, чіткі форми клітин та ядер. В стромі (зона І) виразно видно набряк розволокнення пучків, локальний протеоліз СТВ і ПК. На межі пухлинних комплексів з оточуючою стромою по краю пухлини (зона ІІ) СТВ зберегли свою структуру, про що свідчить інтенсивне синє забарвлення і чіткі межі пухлинних комплексів, а, отже, і збережена бар’єрна функція строми. Забарвлення тканини бромфеноловим синім більш детально дозволяє розгледіти спотворення структур білків паренхіми та строми пухлин, а також пошкодження не тільки структур СТВ та епітеліальної складової ПРГЗ, а й базальних мембран. 
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Рисунок 3.8 – (А) Забарвлення "хромотропом 2В"-"водним блакитним" за методикою Н.З. Слінченко – добре візуалізує пошкоджені білки у ПК на фоні частково збереженої строми. (Б) –Забарвлення бромфеноловим синім за Mikel Calvo візуалізує ступінь пошкодження строми, паренхіми та базальних мембран пухлинних комплексів. Збільшення: х100

Забарвлення тканин раку бромфеноловим синім дозволяє оцінити масштаби порушення стромально-паренхіматозних відносин ПРГЗ. Видно, що вплив протеолізу поширюється у першу чергу на строму, а далі і на інші структури пухлини. Можна припустити, що в канцерогенезі пухлинна паренхіма розвивається на структурно і функціонально зміненому полі сполучної тканини грудної залози, що є тотожним з теорією пухлинного поля Willis. Гістохімічний метод забарвлення з бромфеноловим синім за Mikel Calvo застосовували для вивчення особливостей пухлинних клітин та сполучнотканинних волокон в групах з метастазами та без них. Визначення "кислих" та "основних" білків дозволило оцінити співвідношення між аміногрупами та карбоксильними або гідроксильними групами білків за особливостями їхнього забарвлення (рис. 3.9). Забарвлення "хромотропом 2В"-"водним блакитним" за методикою Н.З.Слінченко свідчить про значне пошкодження білкових структур у ПК порівняно із менш ушкодженим стромальним компонентом. Між тим, на рис.3.7 продемонстровано значне ушкодження ракових комплексів у набряклому осередку строми.
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Рисунок 3.9 – Визначення модифікації білків за коефіцієнтом R/B у структурах протокового раку грудної залози: А- визначення синього відтінку у ПК, Б- визначення синього відтінку у СТВ, В- визначення червоного відтінку у ПК, Г- визначення червоного відтінку у СТВ. Гістохімічна методика з бромфеноловим синім на "кислі" та "основні" білки. Збільшення х100
При порівнянні змін забарвлених зрізів пухлин можна констатувати, що клітинні комплекси накопичують карбоксильні або гідроксильні групи білків на фоні вже зміненої строми з дезорганізованими колагеновими волокнами (рис. 3.9). Подальший прогрес пухлин супроводжується подальшими змінами всіх складових тканин. По мірі прогресування пухлини помітно зростає інтенсивність забарвлення паренхіми і строми пухлини, що пояснюється порушенням білкового складу пухлинного поля.

Порушення синтезу клітинних амінокислот, як основної структури білків, дає підставу вважати, що карбоксильні групи білків сприяють порушенню сприймання клітинами впливу регуляторних систем організму, які регулюють проліферацію та диференціацію клітин. На клітинному рівні – це підвищення проліферативної активності, нерегульований ріст. З боку стромальних СТВ також є спотворення синтезу амінокислот та білків порушення стромально-паренхіматозного співвідношення, порушення бар’єрних функцій строми, утворення стромальних «ніш», що сприяє метастазуванню.
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Рисунок 3.10 – Помірний ступінь диференціювання ПРГЗ. Набряк та гомогенізація СТВ, дистанційність, збільшення проникливості строми. Забарвлення бромфеноловим синім на "кислі" та "основні" білки. Збільшення: х100

Порушена структура і функція клітинних і стромальних елементів пухлинних тканин підтверджується частотою відхилень коефіцієнта співвідношення R/B від рівня порога реєстрації. 

Показник коефіцієнта R/B вище порога реєстрації виявлений як у пухлинних клітинах, так і у сполучнотканинних волокнах. Частота майже однакова при метастатичних випадках раку (92,8%) та у пацієнток без метастазів (93,8%). Це важливе підтвердження взаємозв’язаної частоти патології білка – основної структурної складової живого організму. Порушення білкового обміну впливає на структуру клітин і тканин, а також спричиняє порушення дозрівання і диференціювання клітин і утворення атипової структури та функції. У (табл. 3.7) представлено величини коефіцієнта R/B в епітеліальних пухлинних клітинах та стромі пухлин. 

Таблиця 3.7
Визначення коефіцієнта R/B у ПК та СТВ (зона І) у випадках ПРГЗ

	Показники
	Група ПРГЗ з метастазами, 

n=97
	Група ПРГЗ без метастазів, 

n=65

	Середнє значення коефіцієнта R/B у ПК
	1,41±0,011
	1,22±0,010

р<0,001

	Середнє значення коефіцієнта R/B у СТВ І зони
	1,88±0,014
	1,38±0,011

р<0,001


Аналізуючи результати дослідження, величина коефіцієнта R/B у групі ПРГЗ з метастазами вірогідно більша, ніж в епітеліальних клітинах у 1,2 рази, а у стромальних структурах пухлини у 1,4 рази. Це домінуюче співвідношення карбоксильних та гідроксильних груп над аміногрупами сприяє пошкодженню всіх складових пухлин в більшій мірі, ніж у пухлинах без метастазів.

Накопичення кислих білків у тканинах спричиняє виникнення ацидозу, дистрофічних проявів у клітинах паренхіми та строми, порушення бар’єрних властивостей строми і метастазування.
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Таблиця 3.8

Частота ПРГЗ за коефіцієнтом R/B

	Умови для коефіцієнту R/B
	Група ПРГЗ з метастазами, 

n=97
	Група ПРГЗ без 

метастазів, 

n=65

	
	n
	%
	n
	%

	Коефіцієнт R/B >1,34 в ПЕК
	90
	92,8
	4
	6,2

	Коефіцієнт R/B <1,34 в ПЕК
	7
	7,2
	61
	93,8

	Коефіцієнт R/B >1,64 у СТВ зони І
	89
	91,8
	5
	7,7

	Коефіцієнт R/B <1,64 у СТВ зони І
	8
	8,2
	60
	92,3


Ступінь ремоделювання епітеліальних та стромальних компонентів пухлин можна визначити дослідженням вільних NH2 груп білків за кількісними характеристиками обмеженого протеолізу (рис. 3.11). 

Обмежений протеоліз проявлявся альтерацією внутрішньої структури тканин на молекулярному та клітинному рівнях у вигляді денатурації та коагуляції білків без зменшення загальної кількості білка. Це може виникати при значному розростанні пухлини, коли судини не встигають за швидкістю росту, що веде до дистрофії та некрозу, особливо для пухлин з низьким ступенем диференціювання, а також при поєднанні цих властивостей. 

У ПК групи без метастазів середнє значення оптичної густини становило 0,102±0,0012 відн. од. опт. густ., у СТВ першої зони - 0,169 ±0,0011 відн. од. опт. густ. У групі з метастазами у ПК рівень вільних NH2 груп білків був вищий на 45% порівняно з групою без метастазів і становить - 0.184±0,0014 відн. од. опт. густ, а у СТВ першої зони – нижчий на 14,8%, і становить - 0,144 ±0,0011.
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Рисунок 3.11 – Переважання обмеженого протеолізу залежно від інтенсивності забарвлення структур пухлини. А – переважання рівня вільних NH2 груп сполучнотканинних волокон порівняно з ПК у групі без метастазів. Збільшення х400. В – переважання рівня вільних NH2 груп у ПК свідчить про вищий рівень обмеженого протеолізу при метастатичному раку. Нінгідриново-шифовська реакція за A.Yasuma і T.Ichikava. Збільшення х100

Як свідчать результати визначення вільних NH2 груп білків у ПК метастатичного раку, інтенсивність активності обмеженого протеолізу вища, ніж у групі без метастазів (табл. 3.9). Вищий ступінь обмеженого протеолізу у ПРГЗ з метастазами спостерігається у паренхімі клітин, порівняно зі стромальними СТВ. Це пояснюється тим, що молоді незрілі клітини пухлини більше піддаються впливу ніж стромальні структури. У іншій групі рівень вільних NH2 груп білків нижчий, що може пояснюватися слабшим впливом факторів, внаслідок яких розвиваються дистрофія і некроз у пухлині.

Ми виявили цікавий факт, у групі без метастазів рівень вільних NH2 груп білків у СТВ вищий, ніж у метастазуючих пухлинах. Це може бути пов’язано з тим, що в цих ділянках не виникає некроз, а зміна структури загальних білків які проявляються у вигляді денатурації і коагуляції стромального компонента. Проте з у цих ділянках втрачаються бар’єрні функції строми, про що свідчать виникнення метастазів у групі без метастазів у наступні перші 3 роки після операційного періоду.
Таблиця 3.9 

Визначення вільних NH2 груп білків у ПК та СТВ у групах ПРГЗ з метастазами та без них

	Показники
	Група ПРГЗ з метастазами, 

n=97
	Група ПРГЗ без метастазів, 

n=65

	Оптична густина вільних NH2 груп білків у ПК, 

відн. од. опт. густ.
	0,184 ±0,0014
	0,102±0,0012

	Оптична густина вільних NH2 груп білків у СТВ І зони, відн. од. опт. густ.
	0,144±0,0016
	0,169±0,0011

р<0,001


За результатами дослідження вільних NH2 груп білків у ПК та сполучнотканинних волокнах першої зони визначили поріг реєстрації для прогнозу метастазів ПРГЗ. Розподіл випадків за порогом реєстрації відображений у (табл. 3.10).

Таблиця 3.10 

Результати ПСК у групах ПРГЗ з метастазами та без них

	Показники
	Група ПРГЗ з метастазами,

n=97
	Група ПРГЗ без метастазів,

n=65

	
	n 
	%
	n
	%

	Паренхіматозно-стромальний коефіцієнт > 1
	89
	91,75
	6
	9,23

	Паренхіматозно-стромальний коефіцієнт < 1
	8
	8,25
	59
	90,77


Підсумовуючи результати гістохімічного дослідження ПРГЗ на молекулярному, клітинному та тканинному рівнях, встановлено, що величина коефіцієнта R/B у групі ПРГЗ з метастазами в більша у ПК у 1,2 рази, у СТВ у 1,4 рази порівняно з групою без метастазів. Переважання карбоксильних та гідроксильних груп над аміногрупами у метастазуючих раках свідчить про пошкодження всіх складових пухлин в більшій мірі, ніж у пухлинах без метастазів.

Накопичення кислих білків у тканинах веде до ацидозу, дистрофічних проявів паренхіми та строми клітин, порушення бар’єрних властивостей строми і метастазування.

Зміни загальних білків за карбоксильними та гідроксильними групами білків, а також обмежений протеоліз за вільними NH2 групами білків відображають зміни у паренхімі та стромі пухлини, пов'язані з ацидозом та гіпоксією. Перебудова паренхіми пухлини, фібротизація строми, відсутність нормальних фібробластів, судин чи імунокомпетентних клітин сприяє агресивному перебігу раку.

Результати власних досліджень розділу 3 підрозділу 3.2 викладені у статтях [174, 175], апробовані на наукових форумах [62, 64, 169, 177], додатково відображені [52].

3.3 Імуногістохімічні особливості пухлинної тканини протокового раку грудної залози

У практиці онкологів обов’язковими морфологічними методами дослідження РГЗ є імуногістохімічний метод наявності рецепторів до ER та PR, індексу проліферації kі-67 та активатора росту пухлин та епітеліально-мезенхімальної трансформації – критерія негативного прогнозу Her2/neu.

Дослідження особливостей експресії рецепторів до ER виявили, що позитивне забарвлення ядер у групі без та з метастазами спостерігали приблизно в однакової кількості випадків за відсотковими значеннями – 76,92% випадків та 80,43% відповідно (рис. 3.12). Для оцінки інтенсивності використовували трибальну шкалу від І до ІІІ. 
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Рисунок 3.12 Слабка експресія рецепторів ER у ПК на периферії пухлинних полів. Імуногістохімічне забарвлення з моноклональними антитілами. Збільшення.х100. 

За інтенсивністю забарвлення у групі з метастазами результати отримали наступні: у 27,02% випадків виявили слабко позитивну реакцію I, помірне забарвлення ІІ – у 47,29% випадків, а виражене імуногістохімічне забарвлення ІІІ виявили у 25,67% випадків (рис. 3.13). 
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Рисунок 3.13 – Виражена позитивна ядерна експресія рецепторів до ER у ПК. Імуногістохімічне забарвлення з моноклональними антитілами. 

Збільшення х400.
У випадках зі слабким ступенем забарвлення розташування позитивно фарбованих ПК було хаотичним. Біля краю пухлинного поля ПК мали дещо витягнуту форму із більш вираженою експресією. За своїми морфологічними характеристиками вони відповідали міоепітеліальним клітинам. У групі без метастазів кількість випадків з позитивною експресією рецепторів становила 76,92% (рис. 3.14), слабко виражена – 26,00% , помірна – 52,00% (n=26), виражена – 22,00%. Результати дослідження представлені у (табл 3.11).

Отримані результати свідчать про роль ER у патогенезі ПРГЗ, але вони ніяк не впливають на метастазування. Навпаки, у групі хворих з метастазами виявлено дещо вищий вміст ER з помірною концентрацією у клітинах пухлини, ніж у випадках без метастазів.

При порівнянні результатів верифікації рецепторів до ER у метастатичних пухлинах і без метастазів виявлено однонаправлений характер інтенсивності забарвлення клітин.

Таблиця 3.11

Рецепторний стан ER та PR ПРГЗ у хворих з різним розповсюдженням пухлинного процесу

	Групи хворих, види рецепторів
	Ступінь забарвлення

	
	Слабкий І
	Помірний ІІ
	Виражений ІІІ

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	ER у групі з метастазами
	13
	26,00
	26
	52,00
	11
	22,00

	ER у групі без метастазів
	20
	27,02
	35
	47,29
	19
	25,64

	PR у групі з метастазами
	27
	54,00
	17
	34,00
	6
	12,00

	PR у групі без метастазів
	36
	47,64
	25
	33,78
	13
	17,54
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Рисунок 3.14 – Виражена експресія рецепторів до ER. Імуногістохімічне забарвлення з моноклональними антитілами. Збільшення х200. 

У обох групах пухлин домінує помірний ступінь експресії рецепторів до ER, але у групі неметастатичних форм раків клітин з помірною експресією більше (р<0,05), що характерно для пухлин з високим ступенем диференціювання.

Визначення експресії рецепторів PR у ядрах ПК у хворих жінок на ПРГЗ групи з метастазами виявило їх у 80,43% випадків (рис. 3.15). Слабка реакція виявлена у 48,64% випадках, помірна реакція виявлена у 33,78% і виражена – у 17,56%. У групі без метастазів позитивна реакція виявлена у 76,9% випадків, слабка реакція – у 54,0%, помірна – у 34,0%, у 12,0% виявили виражену експресію. При аналізі визначення експресії рецепторів PR виявили дещо інший характер забарвлення ядер ПК, ніж дослідженні експресії рецепторів ER. Характер експресії рецепторів PR у клітинах пухлин був переважно слабкий. У неметастатичних формах раку виявлена вища концентрація рецепторів PR зі слабким та вираженим забарвленням, ніж у групі з метастатичним раком.
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Рисунок 3.15 – Виражена експресія рецепторів до PR у ядрах пухлинних клітин. Імуногістохімічне дослідження з моноклональними антитілами Збільшення х200

Імуногістохімічним методом також визначали цитоплазматичний маркер первинних антитіл Her2/neu. У групі з метастазами позитивне забарвлення виявили у 28,9% випадків (n=28). З них, у 25% (n=7) слабке забарвлення, у 35,7% (n=10) – помірне, у 39,3% (n=11) – виражене (рис. 3.16). 
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Рисунок 3.16 – Різко виражена експресія у цитоплазмі пухлинних клітин до Her2/neu у спостереженнях з інвазивним протоковим раком грудної залози з метастазами. Імуногістохімічне дослідження. Збільшення х000
У групі без метастазів результати наступні: позитивна реакція виявлена у 23,1% випадків (n=15), з них: слабка – у 33,3% (n=5), помірна – у 40% (n=6), виражена – у 26,7% (n=4) (рис. 3.17). 
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Рисунок 3.17 - Позитивнна експресія до Her2/neu у пухлинних клітинах на межі з перитуморозною зоною. Імуногістохімічна методика. 
Збільшення х100.

За результами імуногістохімічних досліджень всі спостереження розділили за молекулярною класифікацією (табл. 3.12) і виявили, що у 2/3 всіх випадків був Люмінальний тип А. Для прогнозу пухлин він володіє найкращими характеристиками, але для прогнозу метатазування у нашому дослідженні – ні.

За розподілом випадків за молекулярною класифікацією найбільш чисельним виявився Люмінальний тип А. У групах хворих на ПРГЗ у групі без метастазів частота Люмінального типу А була на 4% вищою порівняно з метастатичним раком. Ці показники свідчать про відносно сприятливий перебіг у групі без метастазів для перебігу хвороби та лікування. Щодо інтенсивності забарвлення, яка відповідає вмісту рецепторів у клітинах пухлини, то найбільша кількість ПК характеризується помірним ступенем забарвлення з невеликою перевагою 52,01%, ER у групи хворих без метастазів – в 47,30%. 

Таблиця 3.12 

Розподіл випадків протокового раку

між групами з метастазами та без них за молекулярною класифікацією

	
	Люмінальний тип А ER+, РR+, Her2/neu-
	Люмінальний тип В ER+, РR+, Her2/neu+
	Тричі негативний ER- РR- Her2/neu-
	ER- РR- 

Her2/neu +

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Група без метастазів
	42
	64,62
	8
	12,31
	8
	12,37
	8
	10,70

	Група з метастазами
	59
	60,82
	15
	15,46
	10
	10,31
	13
	13,40

	Разом
	101
	62,32
	23
	14,2
	18
	11,1
	20
	12,4


Динаміка вмісту рецепторів прогестерону у групах ПРГЗ без метастазів і з ними подібна. Найбільша кількість випадків ПРГЗ має слабкий ступінь забарвлення (48,58% випадків). У хворих з метастазами кількість результатів з вираженою експресією PR склала 17,58% випадків і перевищує результати групи без метастазів. 

В цілому, однакова направленість ступеня забарвлення, тобто вмісту ER та PR у обох групах, з метастазами та без них у нашому випадку свідчить, про неінформативність їх результатів для прогнозу метастазів ПРГЗ.

Проліферативний індекс kі-67 дозволяє визначити злоякісность пухлини. Високі значення експресії свідчить про високу активність пухлини. У результаті ІГХ дослідження фактора проліферації kі-67 було встановлено, що поріг реєстрації підвищеного рику метастазів був на рівні 10% ПК з позитивною ядерною експресією. У групі метастатичного раку позитивна експресія виявлена на 31% випадків більше, порівняно із групою без метастазів (табл. 3.13).

Таблиця 3.13
Частота виявлення kі-67 у хворих ПРГЗ відповідно прогностичної величини

	Поріг реєстрації
	Група ПРГЗ з метастазами

n=97
	Група ПРГЗ без метастазів

n=65

	
	n
	%
	n
	%

	≥ 10%
	72
	74,22
	28
	43,07

	≤ 10%
	25
	25,78
	37
	56,93


За особливістю характеру експресії kі-67 між групами з метастазами та без них встановлено, що вищий проліферативний потенціал пухлин у групі з метастазами свідчить про пошкодження строми з втратою її бар'єрної функції, інвазивну активність пухлин та прихований потенціал до метастазування (рис. 3.18).

[image: image17.jpg]



Рисунок 3.18 – Виражене забарвлення ядер пухлини до білка kі-67. 

Імуногістохімічна методика визначення з моноклональними антитілами. Збільшення х200.
Досить важливим прогностичним показником для метастазування злоякісних пухлин є наявність віментину. 

Імуногістохімічне дослідження співвідношення кількості пухлинних клітин з позитивним забарвленням на віментин порівнювали між обома групами та методом підбору величини був встановлений поріг реєстрації метастазів. 

У групі з метастазами середня кількість віментин-позитивних ПК, становила 60%, а у групі без метастазів кількість віментин-позитивних ПК була нижча майже удвічі і становила 38%. Незважаючи на значно нижчий рівень віментин- позитивних ПК у ПРГЗ без метастазів, привертає увагу відносно високий рівень пухлин знатних до ЕМТ. Отримані результати дослідження віментину у ПК неметастатичного раку свідчить про високий потенціал до метастазування у 38% спостережень.
При дослідженні скупчень віментин-позитивних клітин у пухлинних полях встановили, що такі клітини розташовувалися у центральній зоні, але таке розташування, здебільшого, спостерігається у жінок групи з метастазами (рис. 3.19).
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Рисунок 3.19 –Експресія віментину структурами пухлини. А – помірна експресія віментину пухлинними клітинами; Б – виражена експресія віментину сполучнотканинними волокнами. ІГХ дослідження експресії віментину. Збільшення ×100.

ПК з позитивним забарвленням на віментин якісно відрізнялися між собою залежно від розташування віментину. У клітинах І типу віментин локалізувався у клітинній стінці окремими скупченнями, контури клітин дифузно профарбовувалися з незначним їх потовщенням. У сукупності позитивно фарбованих клітин цього типу було 40,12%. Мікроскопічно – це були клітини овальної форми, цитоплазма яких оптично пуста, ядро довгасте, розташоване ближче до периферії (рис. 3.20).
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Рисунок 3.20 Нерівномірна експресія віментину у ПК ПРГЗ. 

А – віментин негативні ПК;Б - віментин-позитивні ПК

ІГХ дослідження віментину з (Clone V9). Збільшення х100 

ПК 2 типу займають 59,88% площі пухлинних полів, характеризуються середніми розмірами, округлими ядрами. Відношення площі ядра до цитоплазми рівнозначне. Віментин у клітинах має вигляд пилоподібних включень по всій площі цитоплазми. За інтенсивністю забарвлення вміст віментину за чотирибальною шкалою (від 0-ІІІ бали) у наших дослідженнях дорівнював ІІ балам. Для точнішого вимірювання та з метою визначення відмінності у кількості віментину в клітинах було використано метод комп’ютерної мікроденситометрії.

У результатах дослідження експресії віментину у ПК, спостерігалася висока розбіжність. Це свідчить про те, що у них мутації у геномі відрізнялися і вони володіли різним потенціалом щодо мезенхімальної трансформації. Відповідно, ризик до міграції та метастазування у них різний. Ризик щодо метастазування за рівнем віментину визначали за порогом реєстрації. Поріг реєстрації для віментин-позитивних клітин встановлено на рівні - 0,529 відн. од. опт. густ.. Найнижче значення було отримано у групі спостереження без метастазів і становило 0,473 відн. од. опт. густ. Найвище значення віментину у ПК отримали у групі ПРГЗ з метастазами, яке становило 0,624 відн. од. опт. густ. Аналізуючи отримані результати досліджень виявили, що наявність високої концентрації віментину свідчить про вищий потенціал ПК до метастазування. 

Середнім значенням для групи спостереження без метастазів був показник 0,503(0,003 відн. од. опт. густ., а для групи з метастазами – 0,555±0,0005 відн. од. опт. густ.
Критерієм прогнозу метастазів встановлено середню величину – 0,529±0,0009 відн. од. опт. густ. вмісту віментину групи без метастазів та групи з метастазами. Встановили, що при розподілі спостережень обох груп за порогом реєстрації у групі без метастазів показник у 75,21% нижчий (табл. 3.14).

Таблиця 3.14 

Розподіл випадків ПРГЗ відносно середнього показника віментину у ПК

	Поріг реєстрації

(відн. од. опт. густ.)
	Група ПРГЗ з метастазами, 

n=97
	Група ПРГЗ без метастазів, 

n=65

	
	n
	%
	n
	%

	≥0,529
	89
	91,75
	14
	21,54

	≤0,529
	8
	8,25
	51
	78,46


Розвиток пухлин і їх прогресування можливе лише за умов мутації генів та зміни процесів апоптозу. Дослідженням процесів р53 в ядрах ПК встановили відсоток клітин з позитивно забарвленими ядрами для кожного спостереження (рис. 3.21). Діагностичним критерієм можливого метастазування для обох груп вважали позитивний результат, який становив ≥15% ПК з вираженим забарвленням при контрастності ІІ-ІІІ бали за чотирибальною шкалою від 0 до ІІІ. На гістологічних зрізах ПК з позитивною реакцією розташовувались у пухлинних полях без видимої залежності і були оточені стромальними елементами.

[image: image20.jpg]



Рисунок 3.21 – Виражена експресія р53 у ПК ПРГЗ. Імуногістохімічна методика з моноклональними мишачими антитілами 

Збільшення х100

ПК з позитивною ядерною експресією розташовувалися у паренхімі хаотично і дифузно між клітинами з негативною ядерною реакцією. Візуальних відмінностей між клітинами з та без позитивної експресії не було, але різниця у свідчила про наявність мутацій. Наявність мутованого р53 свідчить про більш виражену агресивність пухлини і ризик метастазування. Шляхом порівняння отриманих результатів та підбору величини за експресією р53 між випадками обох груп було встановлено поріг реєстрації. Порогом реєстрації за експресією р53 стало 15% ПК з позитивним забарвленням ядра. Високі рівні мутантного білка р53 у пухлинах більшості хворих на ПРГЗ з метастазами має підставу для визначення його як критерію прогнозу, але і у групі без метастазів кількість випадків становила 30,76% (табл. 3.15). 

Таблиця 3.15

Розподіл випадків у кількісних та відсоткових значеннях вище та нижче середнього показника для р53 за кількістю пофарбованих клітин

	Поріг реєстрації
	Група ПРГЗ з метастазами,

n=97
	Група ПРГЗ без метастазів,

n=65

	
	n
	%
	n
	%

	≥15%
	85
	87,62
	20
	30,76

	≤15%
	12
	12,38
	45
	69,24


За результатами імуногістохімічного дослідження експресія bcl-2 у пухлинній паренхімі обох груп дослідження відрізнялася. Кількість клітин з позитивно фарбованою цитоплазмою у кожному випадку варіювала, із переважанням у групі з метастазами (рис. 3.22). 
[image: image21.jpg]


 
Рисунок 3.22 – Помірна виражена експресія bcl-2 у ПК ПРГЗ. ІГХ методика з моноклональними антитілами (Clone 124). Збільшення х100

Високий рівень експресії, у нашому випадку, асоціювався із негативним прогнозом щодо метастазування. У групі метастатичного раку рівень bcl-2 майже на 45% вищий порівняно з раком без метастазів. У групі без метастазів частота спостережень з слабкою експресією bcl-2 переважала у двічі.

У групі без метастазів переважала слабка і помірна експресія bcl-2 (рис. 3.23). У окремих випадках зустрічалася негативна  експресія bcl-2 ( рис.3.24). 
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Рисунок 3.23 – Слабкопозитивна експресія bcl-2 ≥15% ПК.

ІГХ методика з моноклональними антитілами (Clone 124).

 Збільшення х100

Виявлено, що у групі з метастазами кількість позитивно забарвлених клітин, за виключенням окремих випадків, коливалась від 15 до 70%, а у групі без метастазів цей показник становив 10-28% клітин. Порівняно з р53 прогностична цінність супресора апоптозу bcl-2 була не такою чіткою. Діагностичним критерієм встановлена величина ≥15% клітин. 

У групі з метастазами результат у відсотковому значенні кількість випадків вище порогу реєстрації був у 1,96 разів вищим порівняно із групою без метастазів (табл. 3.16).
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Рисунок 3.24 – Негативна експресія рецепторів до bcl-2 у ПК групи без метастазів. Імуногістохімічна методика з моноклональними антитілами 

(Clone 124). Збільшення х100

Таблиця 3.16

Розподіл результатів ІГХ досліджень вмісту bcl-2 відносно порога реєстрації у різних групах хворих на ПРГЗ

	Поріг реєстрації


	Група ПРГЗ з метастазами,

n=97
	Група ПРГЗ без метастазів,

n=65

	
	n
	%
	n
	%

	≥15%
	91
	93,81
	31
	47,69

	≤15%
	6
	6,19
	34
	52,31


Виражена експресія ММП-2 свідчила про пошкодження стромального матриксна та базальних мембран епітелію, що сприяє інвазії пухлини та метастазуванню. У хворих жінок з метастазами результати експресії ММП-2 у цитоплазмі ПК були вищими ніж у випадках без метастазів. Для дослідження критерію прогнозу метастазів застосували комп’ютерну мікроденситометрію (рис. 3.25). 
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Рисунок 3.25 – Виражена експресія матриксних металопротеїназ-2 у цитоплазмі ПК на межі з перитуморозною зоною. ІГХ з проективними антитілами (Clone VB3).Збільшення х400. 

Максимальним значенням ММП-2 у ПК було 0,272±0,0009 відн. од. опт. густ. Ця величина встановлена у групі з метастазами. Мінімальним значенням експресії ММП-2 було 0,221 відн. од. опт. густ цей результат було отримано в одному з випадків групи з метастазами. Результати порівняння були вищими у групі з метастазами. Шляхом підбору величини для порогу реєстрації вибрано значення – 0,247 відн. од. опт. густ. (табл. 3.17). 

Таблиця 3.17

Розподіл результатів ІГХ дослідження ММП-2 між групами дослідження хворих на ПРГЗ 

	Поріг реєстрації

відн. од. опт. густ. 
	Група ПРГЗ з метастазами,

n=97
	Група ПРГЗ без метастазів,

n=65

	
	n
	%
	n
	%

	≥ 0,247
	88
	90,72
	24
	36,92

	≤ 0,247
	9
	9,27
	41
	63,08


У групі з метастазами результат 90,7% випадків був вище порогу реєстрації, що на 53% більше, ніж у групі без метастазів. Порівняно з попереднім показником, результати виявилися дуже близькими.

Порівнюючи отримані результати експресії ММП-9 у групі з метастазами та без них встановлено, що шляхом візуального контролю відмінності у результатах між групами чітко встановити неможливо (рис. 3.26).
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Рисунок 3.26. Помірна експресія матриксної металопротеїнази-2 у цитоплазмі пухлинних клітин. Імуногістохімічна методика з проективними антитілами (Clone VB3). Збільшення х400. 
В обох групах з метастазами та без них експресія ММП-9 була неоднорідною (рис. 3.27). 

Для встановлення порогу реєстрації ризику метастазів використали метод комп’ютерної мікроденситометрії. Крайні величини для експресії ММП-9 були встановлені у межах 0,284-0,316 відн. од. опт. густини. Середнє значення для обох груп дослідження було 0.300±0,0006, яке було використано в якості порогу реєстрації (табл.3.18). 
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Рисунок 3.27 – Слабка експресія матриксної металопротеїнази-9 пухлинними клітинами протокового раку грудної залози. Імуногістохімічна методика з проективними Anti-MMP-9 antibody. Збільшення х200.

Таблиця 3.18 

Розподіл результатів ІГХ ММП-9 між групами спостереження

 за порогом реєстрації 

	Поріг реєстрації

відн. од. опт. густ. 
	Група ПРГЗ з метастазами,

n=97
	Група ПРГЗ без метастазів,

n=65

	
	n
	%
	n
	%

	≤0,300
	75
	77,32
	n=17
	26,15

	≥0,300
	22
	22,68
	n=48
	73,85


Кількість випадків групи з метастазами з результатами вище порогу реєстрації була більша на 51%, ніж у групі без метастазів. Більше виражена експресія ММП-9 у пухлинах з метастазами ПРГЗ свідчила про вищу активність процесів деградації міжклітинних зв’язків між ПК і зниження опірної властивості базальної мембрани епітеліальних клітин. Втрата щільних зв’язків між ПК дозволила їм легше проникати в оточуючі тканини та була необхідною умовою для розвитку метастазів. У цьому підрозділі висвітлені результати імуногістохімічних досліджень специфічних білків у випадках з ПРГЗ з та без метастазів. Досліджено влив їх на прогресування пухлинного процесу та визначено особливості їхньої експресії між випадками з та без метастазів. За кількісними значеннями для кожного методу ІГХ дослідження окремо були встановлені пороги реєстрації. У спостереженнях з результатами досліджень вище порогів реєстрації ризик виникнення метастазів виявився вищим порівняно зі спостереженнями з результатами нижче значень порогів реєстрації.

Результати власних досліджень розділу 3 підрозділу 3.3 викладені у статтях [66, 170], апробовані на наукових форумах [63, 68, 69, 70, 166, 167, 168, 171].

3.4 Морфологічні особливості перитуморозної зони протокового раку грудної залози

Дослідження особливостей структур перитуморозної зони проводились за такими ж принципами і згідно такої ж послідовності, як і у пухлинних клітинах у групах ПРГЗ з метастазами та без них. Для прогнозування метастазування найбільший інтерес у перитуморозній зоні представляли зміни білкового складу сполучнотканинних волокон (СТВ), судинного компоненту пухлини, волокнистих структур. Забарвлення гематоксиліном і еозином було достатньо для первинної оцінки стану мікроциркуляторного русла та ідентифікації типу судин, наявність перитуморозної лімфо-лейкоцитарної інфільтрації. Але додаткові методи дослідження виявилися більш інформативними і за їх допомогою визначали співвідношення кислих та основних білків, як це робили у ПК. Різниця у інтенсивності забарвлення СТВ залежно розташування встановлена при забарвленні "хромотропом 2В" –"водним блакитним". Встановлено, що найтовстіші скупчення СТВ знаходилися на межі пухлини з перитуморозною зоною. СТВ між ПК мали найнижчу інтенсивність забарвлення (рис. 3.28).
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Рисунок 3.28 – А – Накопичення кислих білків у ПК сприяє збільшенню їх можливості лишатися контактів і збільшенню їх проникливості у оточуючі тканини. Б - сполучнотканинні волокна блакитні. Гістохімічне забарвлення "хромотропом 2 В"-"водним блакитним" за Н.З.Слінченко. 

Збільшення х200.

Для дослідження участі у пухлинному процесі стромального компоненту пухлини та тканин перитуморозної зони досліджували морфологічні властивості, зокрема, співвідношення основних та кислих білків у СТВ цих локалізацій. Відмінність значень за коефіцієнтом R/B у СТВ дозволила виділити три зони розташування. Перших дві зони розташовуються безпосередньо у пухлині (рис. 3.29).
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Рисунок 3.29 – Вищий коефіцієнт R/B у структурах пухлини свідчить про перевагу "кислих" білків. А – сполучнотканинні волокна фіолетового відтінку. Б – ПК сині. Гістохімічна методика з бромфеноловим синім за Mikel Calvo. Збільшення х100.
СТВ І зони розташовувалися безпосередньо навколо ПК і їх базальної мембрани. Значення у цій зоні обох груп ПРГЗ були у межах 1,06-1,62. СТВ зони ІІ, які оточували пухлинні поля, формували щільніші пучки і значення коефіцієнту R/B для них було вищим, від 1,65 до 2,36. Найвищі значення коефіцієнту R/B отримали СТВ перитуморозної зони. Мінімальне значення коефіцієнту R/B для цієї локалізації було 2,06, а максимальне встановлене на рівні 2,62, порівнюючи із результатами зони І, вище у 1,62 рази. Це пояснюється найвищою активністю процесів загальних білків на межі пухлини. Середнє значення з похибкою найкраще відображає різницю між встановленими зонами (табл. 3.19).

Таблиця 3.19 

Результати дослідження модифікації білків за коефіцієнтом R/B

	Типи структур
	Коефіцієнт R/B

	
	середнє значення
	крайні значення

	Пухлинні епітеліальні клітини
	1,34±0,011
	1,06-1,62

	СТВ строми пухлини І зони 
	1,64±0,018
	1,18-2,09

	СТВ строми пухлини ІІ зони
	2,01±0,014
	1,65-2,36

	СТВ перитуморозної зони ІІІ зона 
	2,34±0,011
	2,06-2,62


Крім віментин-позитивних ПК експресія відмічається у стромальному компоненті. Особливо інтенсивно фарбувалися на віментин СТВ строми пухлини, проте вони проявляли гетерогенність (рис. 3.30).
[image: image29.jpg]



Рисунок 3.30– Виражене забарвлення елементів строми (ліпаритів, сполучнотканинних волокон, лімфатичних судин). Імуногістохімічна методика на експресію віментину (clone V9.) Збільшення х100.

Інтенсивність їх забарвлення навколо судин відповідала ІІ балам. Пучки фібробластів мали чітку спрямованість, а далі від пухлинного процесу розташовувалися більш хаотично. 

У судинному компоненті пухлин найбільшу інтенсивність забарвлення мали клітини у судинах дрібного калібру та тяжистих структурах між епітеліальними клітинами, що дає можливість запідозрити неоангіогенез.

Зміни у судинному компоненті також мають прогностичну цінність оскільки неоангіогенез посилює ріст пухлини, інвазію і, у подальшому, метастазування. За допомогою гістологічного методу встановити особливості у судинах пухлини не вдалося. Можна було лише встановити наявність стромального компоненту і зрідка периваскулярне розташування ПК без видимої інвазії (рис. 3.31). 
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Рисунок 3.31 – Дослідження судинного компоненту протокового раку у перитуморозній зоні. Забарвлення гематоксиліном і еозином. 

Збільшення х400.

Для дослідження кількісних і якісних змін судинного компоненту та характеристики пухлинного ангіогенезу, ми використовували один із найбільш ефективних методів. Визначення фактора Віллебранда у судинному компоненті дозволив дослідити різницю залежно від розміру судин та їх розташування відносно пухлинного вузла. В окремо представлених ендотеліоцитах та тих, що розташовувалися в стінці судин дрібного калібру, інтенсивність забарвлення була вищою порівняно із судинами великого діаметру (рис. 3.32). 
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Рисунок 3.32 – Неоангіогенез пухлин різного ступеня. Експресія фактора Віллебранда. ІГХ з поліклональними антитілами (F8186). 

Збільшення х100. 

Дослідження проводили за визначенням експресії у внутрішньому шарі стінки судин, яка забарвлювалася у відтінки коричневого від І до ІІІ балів. Найінтенсивніше фарбувалася стінка судин на межі пухлини та у перитуморозній зоні. 

Шляхом порівняння забарвлення судин різного діаметру ми дійшли висновку, що найкраще фарбуються новостворені судини або елементи, з яких вони утворюються внаслідок пухлинного неоангіогенезу. Для встановлення порогу реєстрації прогнозу метастазів ПРГЗ кількісні значення порівнювали між групами спостереження (рис. 3.33). 
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Рисунок 3.32 – Новостворені судини у пухлинних полях ПРГЗ з позитивною експресією фактора Віллебранда. Імуногістохімічне дослідження з поліклональними антитілами (F8186).
Збільшення х100. 

Візуально різницю вмісту фактора Віллебранда у структурах груп з метастазами та без них оцінити не можливо. Тому нами використано комп’ютерну мікроденситометрію.

При вимірюванні у дрібних капілярах, мінімальний показник становив 0,444 максимальний – 0,540 відн. од. опт. густ. Середню величину виведену за крайніми числами використали у якості порогу реєстрації і становила 0,492±0,0017 відн. од. опт. густ. При порівнянні результатів дослідження фактора Віллебранда між групами дослідження за порогом реєстрації у групі з метастазами результат виявився вищим на 50% (табл. 3.20). 

Таблиця 3.20 

Результати імуногістохімічного дослідження фактора Віллебранда

	Поріг реєстрації

відн. од. опт. густ. 
	Група ПРГЗ з метастазами,

n=97
	Група ПРГЗ без метастазів,

n=65

	
	n
	%
	n
	%

	>0,492
	77
	79,4
	19
	29,2

	<0,492
	20
	20,6
	46
	70,8


Фактор Віллебранда у судинах пухлин характеризувався різко вираженою експресією без чіткої залежності від діаметру судин. Різниця забарвлення фібробластів варіювала від 0,444 до 0,673 відн. од. опт. густ. Порогом реєстрації для фактора Віллебранда встановлено 0,492±0,0017 відн. од. опт. густ.

У підрозділі 3.4 викладені матеріали дослідження морфологічних властивостей структур перитуморозної зони гістохімічними та імуногістохімічними методами дослідження. СТВ перитуморозної зони було розділено на три зони за морфологічними властивостями. Для порівняння гістохімічних особливостей пухлинних клітин та стромального компоненту використали особливості сполучнотканинних волокон (зона І). Для встановлення пухлинного впливу на лімфатичні судини проводили імуногістохімічне дослідження фактора Віллебранда. Встановлено особливості до накопичення віментину стромального компоненту пухлини та структурами перитуморозної зони.

Результати власних досліджень розділу 3 підрозділу 3.4 викладені у статтях [66, 173], апробовані на наукових форумах [65, 67, 69, 70, 165, 178].

3.5 Статистична оцінка застосування морфологічних методів для прогнозування метастазів протокового раку грудної залози

З метою застосування статистичних методів для прогнозу виникнення метастазів інвазивного протокового раку грудної залози результати проведених досліджень відображали у кількісних значеннях. При виконанні досліджень перевіряли результати на достовірність, вираховували похибку, довірчі інтервали (Cl), відносний ризик та відношення шансів.

При розподілі випадків протокового раку грудної залози у кожній із категорій вираховували довірчі інтервали, достовірність, відсоткові вибірки показників. 

Для прогнозу метастазів ПРГЗ використовували біномінальний метод обрахунку довірчих інтервалів відсотків. Визначення довірчих інтервалів для категорій міжнародної класифікації рTNM дозволило нам встановити популяційний прогноз метастазів ПРГЗ, результати представлені у (табл. 3.21).

Таблиця 3.21 

Розподіл спостережень груп дослідження за категоріями класифікації рТNМ з обрахунком відсоткових значень та довірчих інтервалів

	Категорії
	N0
	Всього

N1+ N2+ N3
	N1
	N2
	N3

	
	%
	Довірчий інтер вал %
	%
	Довір чий інтер вал %
	%
	Довір чий інтервал %
	%
	Довір чий інтер вал %
	%
	довірчий інтервал %

	Т1b
	1,85
	0,38-5,32
	0,62
	0,15-3,39
	0,62
	0,15-3,39
	0
	0-2,25
	0
	0-2,25

	Т1с
	4,93
	2,16-9,49
	9,88
	5,75-15,54
	6,17
	3,00-11,06
	1,23
	0,15-4,39
	2,64
	0,68 -6,20

	Т2
	30,25
	23,29-37,95
	41,36
	33,69-49,35
	17,90
	12,33-24,69
	9,26
	5,28-14,81
	14,20
	9,22-20,54


Продовження таблиці 3.21

	Т3
	1,23
	0,15-4,39
	1,23
	0,15-4,39
	0,62
	0,15-3,39
	0
	0-2,25
	0,62
	0,15-3,39

	Т4b
	1,23
	0,15-4,39
	6,79
	3,44-11,82
	3,70
	1,37-7,88
	0,62
	0,15-3,39
	2,46
	0,68-6,20

	Т4с
	0,62
	0,15-3,39
	0
	0-2,25
	0
	0-2,25
	0
	0-2,25
	0
	0-2,25

	Всього
	40,12
	32,51
-
48,10
	59,88
	51,90
-
67,49
	29,01
	22,16
-
36,65
	11,11
	6,72-16,99
	19,75
	13,92-26,73


При підрахунку результатів у величинах відносної оптичної густини визначали похибку. Результати представлені в таблицях підрозділів 3.2 та 3.3 та описані в контексті співставлення за різними варіаціями, вираховувався довірчий інтервал відсотка згідно біномінального методу при р=0,05. Усі обраховані результати проаналізовано та створено критерії прогнозування у межах довірчого інтервалу.

У результати проведеного кореляційного аналізу за методом Пірсона передбачають, що дані відповідають нормальному розподілу, але це не завжди так. Для виявлення причинного зв'язку дослідили зв'язки між парами, які характеризують зміни у загальних та специфічних білках. Для коефіцієнту R/B у ПК сильні кореляційні зв’язки наявні з наступними величинами: ПСК та коефіцієнтом R/B у СТВ – r=0,828 (р<0,001); віментином у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітинах (відн. од. опт. густ.) – r=0,725 (р<0,001); вільними NH2 групами білків у ПК (відн. од. опт. густ.) – r=0,715 (р<0,001); ММП-9 у цитоплазмі ПК – r=0,714 (р<0,001); ММП–2 у цитоплазмі позитивно фарбованих ПК – r=0,712 (р<0,001), порогом для bcl-2 є r=0,704 (р<0,001), оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на фактор Віллебранда в ендотеліоцитах кровоносних судин (відн. од. опт. густ.) – r=0,628 (р<0,001). Кореляційні зв’язки помірної сили встановлені для коефіцієнту R/B у пухлинних клітинах з такими показниками: відсотком пухлинних клітин з позитивно забарвленими ядрами на р53 – r=0,482 (р<0,001) та відсотком пухлинних клітин з позитивно забарвленими ядрами на kі-67 – r=0,465 (р<0,001), а слабкі кореляційні зв’язки зафіксовані з відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на Her2/neu – r=0,221 (р<0,05), відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до прогестерону – r=0,216 (р<0,05), відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до естрогену – r=0,214 (р<0,05).

Результатом проведених досліджень кореляційного зв'язку оптичної густини імуногістохімічного забарвлення на фактор Віллебранда в ендотеліоцитах кровоносних судин (відн. од. опт. густ.) встановлено, що для цього показника сильні кореляційні зв’язки присутні з оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на віментин в цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітинах (відн. од. опт. густ.) – r=0,814 (р<0,001); ПСК при застосуванні гістохімічної методики на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava – r=0,658 (р<0,001); коефіцієнтом R/B у пухлинних клітинах  – r=0,628 (р<0,001); оптичною густиною гістохімічного забарвлення на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava (відн. од. опт. густ.) - r=0,624 (р<0,001); оптичною густиною ММП-2 у цитоплазмі ПК – r=0,549 (р<0,001); ММП -9 в цитоплазмі пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,514 (р<0,001). Кореляційні зв’язки помірної сили встановлені для фактора Віллебранда у судинах та протиапоптотичного білка р53– r=0,464 (р<0,001); на bcl-2 у пухлинних клітинах – r=0,422 (р<0,001) kі-67 – r=0,412 (р<0,001). Слабкі кореляційні зв’язки зафіксовані з рецепторами до естрогену – r=0,231 (р<0,05); експресією Her2/neu – r=0,228 (р<0,05) та рецепторами до прогестерону – r=0,219 (р<0,05).

В результаті проведеного дослідження кореляційного зв'язку оптичної густини імуногістохімічного забарвлення на віментин у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) встановлено, що для цього показника сильні кореляційні зв’язки спостерігалися з оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на фактора Віллебранда в ендотеліоцитах кровоносних судин (відн. од. опт. густ.) – r=0,814 (р<0,001); коефіцієнтом R/B у пухлинних клітинах гістохімічний метод забарвлення бромфеноловим синім на "кислі" та "основні" білки за Mikel Сalvo – r=0,725 (р<0,001); ПСК гістохімічна методика на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava – r=0,706 (р<0,001); оптичною густиною гістохімічного забарвлення на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava у пухлинних клітинах (відн. од. опт. густ.) – r=0,672 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-2 у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густини) – r=0,544 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-9 у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,527 (р<0,001). Кореляційні зв’язки помірної сили встановлені для віментину у пухлинних клітинах з відсотком пухлинних клітин з позитивно забарвленими ядрами на р53 – r=0,465 (р<0,001) відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на bcl-2 – r=0,428 (р<0,001), та відсотком пухлинних клітин з позитивно забарвленими ядрами на kі-67 – r=0,416 (р<0,001), а слабкі кореляційні зв’язки зафіксовані відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням на рецептори до прогестерону – r=0,232 (р<0,05); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на Her2/neu – r=0,217 (р<0,05), з відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до естрогену – r=0,208 (р<0,05).

У результаті проведеного кореляційного аналізу за методом Пірсона щодо оптичної густини імуногістохімічного забарвлення на металопротеїназу–2 у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) встановлено, що для цього показника сильні кореляційні зв’язки спостерігалися з оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення цитоплазми пухлинних клітин на ММП-9 (відн. од. опт. густ.) – r=0,886 (р<0,001); ПСК за гістохімічною методикою на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava – r=0,773 (р<0,001); оптичною густиною гістохімічного забарвлення пухлинних клітин на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava (відн. од. опт. густ.) – r=0,754 (р<0,001); коефіцієнтом R/B у пухлинних клітинах гістохімічною методика забарвлення бромфеноловим синім на "кислі" та "основні" білки за Mikel Сalvo) – r=0,712 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на фактора Віллебранда в ендотеліоцитах кровоносних судин (відн. од. опт. густ.) – r=0,549 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на віментин в цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітинах (відн. од. опт. густ.) – r=0,544 (р<0,001); з відсотком пухлинних клітин в цитоплазмі позитивно фарбованих на bcl-2 (відн. од. опт. густ.) – r=0,529 (р<0,001). Кореляційні зв’язки помірної сили встановлені з відсотком клітин з позитивно забарвленими ядрами на kі-67 – r=0,487 (р<0,001) та р53 – r=0,445 (р<0,001). Слабкі кореляційні зв’язки зафіксовані з відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на Her2/neu – r=0,224 (р<0,05); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до естрогену – r=0,217 (р<0,05); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до прогестерону r – 0,209 (р<0,05).

У результаті проведеного кореляційного аналізу за методом Пірсона щодо оптичної густини імуногістохімічного забарвлення на металопротеїназу-9 у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) встановлено, що для цього показника сильні кореляційні зв’язки спостерігалися з оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-2 у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,886 (р<0,001); ПСК при застосуванні гістохімічної методики на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava – r=0,780 (р<0,001); оптичною густиною гістохімічного забарвлення на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava в пухлинних клітинах (відн. од. опт. густ.) – r=0,759 (р<0,001); коефіцієнтом R/B у пухлинних клітинах гістохімічним методом забарвлення бромфеноловим синім на "кислі" та "основні" білки за Mikel Сalvo – r=0,714 (р<0,001); з відсотком пухлинних клітин з позитивно фарбованою цитоплазмою на bcl-2 (відн. од. опт. густ.) – r=0,581 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на віментин в цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітинах (відн. од. опт. густ.) – r=0,527 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на фактор Віллебранда в ендотеліоцитах кровоносних судин (відн. од. опт. густ.) – r=0,514 (р<0,001). Кореляційні зв’язки помірної сили встановлені з відсотком клітин з позитивно забарвленими ядрами на kі-67 – r=0,436 (р<0,001) та р53 –r=0,416 (р<0,001). Слабкі кореляційні зв’язки зафіксовані з відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на Her2/neu – r=0,231 (р<0,05); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до естрогену – r=0,222 (р<0,05); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до прогестерону – r=0,219 (р<0,05).

У результаті проведеного кореляційного аналізу за методом Пірсона щодо відсотка пухлинних клітин з позитивно забарвленими ядрами на р53 встановлено, що для цього показника сильні кореляційні зв’язки спостерігалися з відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на bcl-2 – r=0,780 (р<0,001); відсотком клітин з позитивно забарвленими ядрами на kі-67 – r=0,738 (р<0,001); ПСК при застосуванні гістохімічної методики на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava – r=0,701 (р<0,001); оптичною густиною гістохімічного забарвлення на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava (відн. од. опт. густ.) – r=0,618 (р<0,001). Кореляційні зв’язки помірної сили встановлені з коефіцієнтом R/B у пухлинних клітинах (на основі гістохімічного методу забарвлення бромфеноловим синім на "кислі" та "основні" білки за Mikel Сalvo) – r=0,482 (р<0,001 ); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на віментин в цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітинах (відн. од. опт. густ.) – r=0,465 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на фактора Віллебранда в ендотеліоцитах кровоносних судин (відн. од. опт. густ.) – r=0,464 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-2 в цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,445 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-9 у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,416 (р<0,001); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на Her2/neu – r=0,341 (р<0,05). Слабкі кореляційні зв’язки зафіксовані з відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до прогестерону – r=0,294 (р<0,05); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до естрогену – r=0,282 (р<0,05).

У результаті проведеного кореляційного аналізу за методом Пірсона щодо відсотка пухлинних клітин з позитивно забарвленими ядрами на kі-67 встановлено, що для цього показника сильні кореляційні зв’язки спостерігалися з відсотком клітин з позитивно забарвленими ядрами на p53 – r=0,738 (р<0,001); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на bcl-2 – r=0,722 (р<0,001); ПСК при застосуванні гістохімічної методики на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava – r=0,708 (р<0,001); оптичною густиною гістохімічного забарвлення на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava (відн. од. опт. густ.) – r=0,606 (р<0,001). Кореляційні зв’язки помірної сили встановлені з оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-2 в цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,487 (р<0,001); коефіцієнтом R/B у пухлинних клітинах гістохімічний метод забарвлення бромфеноловим синім на "кислі" та "основні" білки за Mikel Сalvo – r=0,465 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-9 у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,436 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на віментин у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітинах (відн. од. опт. густ.) – r=0,416 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на фактор Віллебранда в ендотеліоцитах кровоносних судин (відн. од. опт. густ.) – r=0,412 (р<0,001); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на Her2/neu – r=0,306 (р<0,05). Слабкі кореляційні зв’язки зафіксовані з відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до естрогену – r=0,292 (р<0,05); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням на рецептори до прогестерону – r=0,283 (р<0,05). 

У результаті проведеного кореляційного аналізу за методом Пірсона щодо відсотка пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на bcl-2 встановлено, що для цього показника сильні кореляційні зв’язки спостерігалися з ПСК при застосуванні гістохімічної методики на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava – r=0,785 (р<0,001); відсотком клітин з позитивно забарвленими ядрами на p53 – r=0,780 (р<0,001); відсотком пухлинних клітин з позитивно забарвленими ядрами на kі-67 – r=0,722 (р<0,001); оптичною густиною гістохімічного забарвлення пухлинних клітин на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava (відн. од. опт. густ.) – r=0,712 (р<0,001); коефіцієнтом R/B у пухлинних клітинах (на основі гістохімічного методу забарвлення бромфеноловим синім на "кислі" та "основні" білки за Mikel Сalvo) – r=0,704 (p<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-9 у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,581 (р<0,001), оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-2 у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,529 (р<0,001). Кореляційні зв’язки помірної сили встановлені з оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на віментин в цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітинах (відн. од. опт. густ.) – r=0,428 (р<0,001), оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на фактор Віллебранда в ендотеліоцитах кровоносних судин (відн. од. опт. густ.) – r=0,422 (р<0,001). Слабкі кореляційні зв’язки зафіксовані з відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до прогестерону – r=0,283 (р<0,05); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на Her2/neu – r=0,262 (р<0,05); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до естрогену – r=0,245 (р<0,05). 

У результаті проведеного кореляційного аналізу за методом Пірсона щодо оптичної густини гістохімічного забарвлення на вільні NH2 груп білків у пухлинних клітинах за A. Yasuma і T. Ichikava (відн. од. опт. густ.) встановлено, що для цього показника сильні кореляційні зв’язки спостерігалися з ПСК при застосуванні гістохімічної методики на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava – r=0,948 (р<0,001), оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-9 у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,759 (р<0,001), оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-2 у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,754 (р<0,001), коефіцієнтом R/B у пухлинних клітинах фарбованих гістохімічним методом бромфеноловим синім на "кислі" та "основні" білки за Mikel Сalvo) - r=0,715 (р<0,001), відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на bcl-2 – r=0,712 (р<0,001), оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на віментин в цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітинах (відн. од. опт. густ.) – r=0,672 (р<0,001), оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на фактор Віллебранда в ендотеліоцитах кровоносних судин (відн. од. опт. густ.) – r=0,624 (р<0,001), відсотком клітин з позитивно забарвленими ядрами на p53 – r=0,618 (р<0,001), відсотком пухлинних клітин з позитивно забарвленими ядрами на kі-67 r=0,606 (р<0,001). Кореляційні зв’язки помірної сили встановлені не були. Слабкі кореляційні зв’язки зафіксовані з відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на Her2/neu – r=0,240 (р<0,05), відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до прогестерону – r=0,234 (р<0,05), відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до естрогену – r=0,212 (р<0,05).

У результаті проведеного кореляційного аналізу за методом Пірсона щодо ПСК при застосуванні гістохімічної методики на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava встановлено, що для цього показника сильні кореляційні зв’язки спостерігалися з оптичною густиною гістохімічного забарвлення пухлинних клітин на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava (відн. од. опт. густ.) – r=0,948 (р<0,001); коефіцієнтом R/B у пухлинних клітинах (на основі гістохімічного методу забарвлення бромфеноловим синім на "кислі" та "основні" білки за Mikel Сalvo) – r=0,828 (р<0,001); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на bcl-2 – r=0,785 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-9 у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,780 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-2 у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,773 (р<0,001); відсотком пухлинних клітин з позитивно забарвленими ядрами на kі-67 – r=0,708 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на віментин в цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітинах (відн. од. опт. густ.) – r=0,706 (р<0,001); відсотком клітин з позитивно забарвленими ядрами на p53 – r=0,701 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на фактор Віллебранда в ендотеліоцитах кровоносних судин (відн. од. опт. густ.) – r=0,624 (р<0,001). Кореляційні зв’язки помірної сили встановлені не були. Слабкі кореляційні зв’язки зафіксовані з відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до прогестерону – r=0,289 (р<0,05); відсотком пухлинних клітин із позитивним забарвленням цитоплазми на Her2/neu – r=0,276 (р<0,05); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до естрогену – r=0,238 (р<0,05).

У результаті проведеного кореляційного аналізу за методом Пірсона встановлено, що для цього показника сильні кореляційні зв'язки отримали з відсотком пухлинних клітин із позитивним забарвленням ядер на рецептори до естрогену – r=0,684 (р<0,05); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на Her2/neu – r=0,650 (р<0,05). Помірних кореляційних зв’язків не виявили. Слабкі кореляційні зв’язки зафіксовані з відсотком клітин з позитивно забарвленими ядрами на p53 – r=0,294 (р<0,001); ПСК при застосуванні гістохімічної методики на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava – r=0,289 (р<0,05); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на bcl-2 – r=0,285 (р<0,001); відсотком пухлинних клітин з позитивно забарвленими ядрами на kі-67 – r=0,283 (р<0,001); оптичною густиною гістохімічного забарвлення на вільні NH2 групи білків за A. Yasuma і T. Ichikava (відн. од. опт. густ.) – r=0,234 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на віментин в цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітинах (відн. од. опт. густ.) - r=0,232 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на фактор Віллебранда в ендотеліоцитах кровоносних судин (відн. од. опт. густ.) – r=0,219 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-9 у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,219 (р<0,001); коефіцієнтом R/B у пухлинних клітинах за гістохімічним методом забарвлення бромфеноловим синім на "кислі" та "основні" білки за Mikel Сalvo – r=0,216 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-2 у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,209 (р<0,001).

У результаті проведеного кореляційного аналізу за методом Пірсона щодо відсотка пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до естрогену встановлено, що для цього показника сильні кореляційні зв'язки з відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до прогестерону – r=0,684 (р<0,05), відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на Her2/neu – r=0,641 (р<0,05). Помірних кореляційних зв’язків не виявили. Слабкі кореляційні зв’язки зафіксовані з: відсотком пухлинних клітин з позитивно забарвленими ядрами на kі-67 – r=0,292 (р<0,001); відсотком клітин з позитивно забарвленими ядрами на p53 – r=0,282 (р<0,001); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на bcl-2 – r=0,245 (р<0,001); ПСК при застосуванні гістохімічної методики на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava – r=0,238 (р<0,05); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення фактора Віллебранда  в ендотеліоцитах кровоносних судин (відн. од. опт. густ.) – r=0,231 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-9 в цитоплазмі позитивно забарвлених пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,222 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-2 у цитоплазмі позитивно забарвлених пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,217 (р<0,001); коефіцієнтом R/B у пухлинних клітинах (на основі гістохімічного методу забарвлення бромфеноловим синім на "кислі" та "основні" білки за Mikel Сalvo) – r=0,214 (р<0,001); оптичною густиною гістохімічного забарвлення на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava (відн. од. опт. густ.) – r=0,212 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на віментин у цитоплазмі позитивно забарвлених пухлинних клітинах (відн. од. опт. густ.) – r=0,208 (р<0,001).

У результаті проведеного кореляційного аналізу за методом Пірсона щодо відсотка пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на Her2/neu встановлено, що для цього показника сильні кореляційні зв'язки з відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до прогестерону – r=0,650 (р<0,05); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням ядер на рецептори до естрогену – r=0,641 (р<0,05). Помірних кореляційних зв’язків не виявили. Слабкі кореляційні зв’язки зафіксовані з відсотком клітин з позитивно забарвленими ядрами на p53 – r=0,341 (р<0,001); відсотком пухлинних клітин з позитивно забарвленими ядрами на kі-67 – r=0,306 (р<0,001); ПСК при застосуванні гістохімічної методики на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava – r=0,276 (р<0,05); відсотком пухлинних клітин з позитивним забарвленням цитоплазми на bcl-2 – r=0,262 (р<0,001); оптичною густиною гістохімічного забарвлення на вільні NH2 груп білків за A. Yasuma і T. Ichikava (відн. од. опт. густ.) – r=0,240 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-9 у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,231 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на фактор Віллебранда в ендотеліоцитах кровоносних судин (відн. од. опт. густ.) – r=0,228 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на ММП-2 у цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітин (відн. од. опт. густ.) – r=0,224 (р<0,001); коефіцієнтом R/B у пухлинних клітинах (на основі гістохімічного методу забарвлення бромфеноловим синім на "кислі" та "основні" білки за Mikel Сalvo) – r=0,221 (р<0,001); оптичною густиною імуногістохімічного забарвлення на віментин в цитоплазмі позитивно фарбованих пухлинних клітинах (відн. од. опт. густ.) – r=0,217 (р<0,001).

Дослідження відносного ризику та відношення шансів за допомогою комп’ютерної програми використовували для визначення значимості застосованих методів для прогнозу метастазів ПРГЗ. За кількісними показниками методів було проведене ранжування величини відносного ризику за шкалою від 1 до 10, які використали для розробки рекомендацій розподілу жінок групи спостереження без метастазів на групи ризику виникнення метастазів. Разом відносним ризиком та відношенням шансів для кожного методу дослідження було обраховано чутливість і специфічність методів. Чутливість і специфічність дозволили оцінити доцільність застосованих гістохімічних та імуногістохімічних методів саме для прогнозу метастазів протокового раку грудної залози. Результати визначення чутливості та специфічності для кожного використаного методу показали, що застосовані методи є цілком відтворюваними та, з високою вірогідністю, можуть бути застосовані у практичній медицині. Кількісні значення OR відповідають ранжуванню за RR і можуть умовно використовуватися як метод перевірки методу при використанні комп’ютерної програми PAST вільна ліцензія (табл. 3.22).

Таблиця 3.22 

Ранжування використаних методів дослідження прогнозу метастазів ПРГЗ за відносним ризиком та відношенням шансів 

	Метод дослідження
	RR
	95% довірчий інтервал
	OR
	95% довірчий інтервал
	Специ-фічність
	Чутли-вість

	коефіцієнт R/B у ПК
	9,30
	4,61-18,78
	196,07
	55,02-698,73
	93,85
	92,78

	коефіцієнт R/B у СТВ
	8,05
	4,19-15,46
	133,50
	41,67-427,70
	92,31
	91,75

	ПСК
	7,85
	4,09-15,07
	109,4
	36,11-331,4
	90,77
	91,75

	віментин
	6,37
	3,33-12,19
	40,53
	15,92-103,20
	73,85
	91,75

	bcl-2
	4,94
	2,36-10,47
	16,63
	6,38-43,39
	52,31
	93,81

	ММП-2
	4,37
	2,39-7,95
	16,70
	7,13-39,12
	63,08
	90,72

	р53
	3,85
	2,30-6,41
	15,94
	7,15-35,53
	69,20
	87,60

	фактор Віллебранда
	2,65
	1,81-3,87
	9,32
	4,50-19,27
	70,77
	79,38

	ММП-9
	2,59
	1,81-3,72
	9,63
	4,62-19,96
	73,85
	77,32

	ki-67
	1,80
	1,31-2,50
	3,90
	2,03-7,73
	56,92
	74,23


Метастазування ПРГЗ гістохімічних та імуногістохімічних методик проводили ранжування за відносним ризиком. Методи визначення кофіцієнта R/B у ПК та СТВ та визначення обмеженого протеолізу ПСК за ранжуванням RR володіють найкращими результатами. Серед ІГХ методів найвищий результат у метода визначення віментину, а найнижчий – ki-67 (рис. 3.33).


[image: image32.emf]9,3

8,05

7,85

6,37

4,94

4,37

3,85

2,65

2,59

1,8

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

коефіцієнт R/B для ПК коефіцієнт R/B для СТВ ПСК віментин bcl-2 MMP2p53

vWf

MMP9Ki-67


Рисунок 3.33 – Ранжуванням результатів гістохімічних та ІГХ досліджень за відносним ризиком для визначення значимості методів для прогнозу метастазів ПРГЗ

При використанні статистичного дослідження відношення шансів отримали результати, які практично підтверджують отримані результати при обрахунку відносного ризику, що може бути використаним у якості перевірки відповідності результатів при проведенні інших досліджень (рис. 3.34). За отриманими результатами проводили ранжування показників – від найвищого до найнижчого. Найвищий результат дослідження відносного ризику показала гістохімічна методика забарвлення на "кислі" та "основні" білки з бромфеноловим синім для встановлення критерія прогнозування.
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Рисунок 3.34 – Ранжуванням результатів гістохімічних та ІГХ досліджень за відношенням шансів для визначення значимості методів для прогнозу метастазів ПРГЗ

Кластерний аналіз методом k-середніх проводили з метою розподілу спостережень за їхніми порогами реєстрації у спостереженнях без метастазів (n=65). Методом підбору встановили, що найкращий результат при поділі на два кластери. Для кластерного аналізу результати були відображені в градаціях (0-1), де 0 відповідав значенням результатів нижче порогу реєстрації, а 1 ставили коли результати були на рівні або вище порогів реєстрації. До першого кластера потрапило 70,8% спостережень (n=46). За кількістю градацій 1 розподіл наступний: жодного показника у 4,35% (n=2), 1 показник у 10,87% (n=5), 2 показники 26,08% (n=12), 3 показники 21,74% (n=10), 4 показники 19,56% (n=9), 5 показників 8,70% (n=4), 6 показників 4,35% (n=2), 7 показників 4,35% (n=2). Аналіз критеріїв, за якими вони були віднесені до другого кластера показав, що більшість спостережень показників мали результати вищі або на рівні порогу реєстрації. До другого кластера розподілило 29,23% спостережень (n=19) За кількістю градацій 1 розподіл наступний: 3 показники 10,53% (n=2), 4 показники 5,26% (n=1), 5 показників 10,35% (n=2), 6 показників 10,53% (n=2), 7 показників 21,05% (n=4), 8 показників 26,32% (n=5), 9 показників 15,79 (n=3). 

З метою можливості прогнозування метастазів протокового раку у жінок з різним ризиком цього процесу нами були визначені довірчі інтервали для отриманих відсотків на рівні р=0,05. Ці інтервали дозволяють спрогнозувати з вірогідністю у 95% діапазони, в яких слід очікувати метастази залежно від конкретної групи ризику.

Згідно отриманих даних у спостереженнях з вищим ризиком метастазів (ІІ-й кластер) метастази протягом першого року можуть виникнути у 24,5-71,1% спостережень, у спостереженнях із нижчим ризиком метастазів (І-й кластер) – у 4,9-26,3%. Протягом другого року прогнозовано метастази протокового раку можуть виникнути у спостереженнях з ІІ-го кластера у 20,3-66,5%, тоді як у спостереженнях І-го кластера – у 4,9-26,3%. Протягом третього року після встановлення діагнозу, метастази можуть виникнути у спостереженнях з ІІ-го кластера у 0,1-26,%, а у спостереженнях з І-го кластеру – у 21,4- 50,3%.

Обрахунок проводили найбільш точним на сьогодні методом – біномінальним в середовищі комп’ютерної програми PAST v3.16 (рис. 3.35).

У цьому підрозділі представлені основні статистичні методи, якими ми користувались для оцінки значимості отриманих порогів реєстрації морфологічних досліджень. Встановили цінність для кожного з порогів реєстрації. Вирахували відносний ризик та відношення шансів, специфічність та чутливість для кожного методу дослідження. За спільними ознаками провели розподіл спостережень з групи без метастазів на два кластери, які відповідають групам високого та помірного ризику метастазів. За довірчими інтервалами встановили крайні межі для прогнозу метастазів у жінок з групи без метастазів протягом наступних трьох років на кожен рік окремо. 
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Рисунок 3.35 – Дослідження довірчих інтервалів для прогнозу метастазів ПРГЗ 1-3 років у середовищі програми PAST. Ліворуч –спостереження І кластеру; праворуч – спостереження ІІ кластеру

Результати власних досліджень розділу 3 підрозділу 3.5 викладені у статтях [38, 140, 145], апробовані на наукових форумах [36, 37, 40, 143, 146], додатково відображені [52].
РОЗДІЛ 4

АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

Рак грудної залози є найпоширенішою локалізацією злоякісної пухлини у жінок розвинених країн Європи та Америки. Протягом останніх 30 років частота РГЗ у жінок зросла у 3 рази, і його різноманітна гістоструктура еволюціонує. В Україні у 2016 році рівень захворюваності на рак грудної залози склав 74,4 на 100 тис. жіночого населення (З.П. Федоренко, 2017). На даний момент домінуючою гістологічною структурою РГЗ є протоковий рак. Хоча і описано 51 гістоструктура епітеліальних пухлин (Захарцева Л.М. та співавт., 2007), а всього відомо 107 варіантів пухлин грудної залози різного генезу. Велика різноманітність структур РГЗ, ступеня диференціювання, проліферативної активності, стромально-паренхіматозне співвідношення, васкуляризація та імунний статус впливають на перебіг цієї патології, що обумовлює виживаність хворих на РГЗ. Не зважаючи на те, що останні десятиріччя онкологія отримала у арсеналі діагностичних та терапевтичних засобів нові інструментальні методи, хіміотерапевтичні, та гормональні засоби нових поколінь та апаратуру для променевої терапії, п’ятирічна виживаність знаходиться на тому ж рівні 50-60% [Семиглазов В.Ф., 2005 ]. Тому пошук критеріїв прогнозу кожного випадку РГЗ має велике значення для індивідуалізації корекції терапевтичних засобів. Адже у 69,1% жінок прогресування та рецидиви виявляють у перші 2 роки після верифікації діагнозу та лікування.

Проблема прогнозування перебігу РГЗ у жінок також полягає у пізньому зверненні за медичною допомогою на тлі швидкого метастазування пухлини, оскільки первинна пухлина здатна до метастазування на будь-якій стадії розвитку [112]. Раннє метастазування РГЗ може виникати, коли первинна пухлина ще етапі власного формування [127]. Проблема прогнозування метастазування РГЗ є актуальною тому, що у 90% пацієнток причиною смерті є саме метастазування [Guan X., 2015]. 
Особливістю нашого дослідження був багатофакторний аналіз прогностичних критеріїв ПРГЗ у жінок міста Чернівці та області. 

Значну роль у діагностиці РГЗ жінок, окрім гістологічного методу, у інтра- та постопераційному періоді відіграють імуногістохімічні методи, які визначають наявність сполучної характеристики пухлинної паренхіми та строми, гормональну залежність, проліферативну активність, ступінь злоякісності, наявність некрозів, стан апоптозу, зміни, пов’язані з порушенням гемодинаміки та інші. Вивчення прогностичних факторів раку будь-якої локалізації, особливо протокового РГЗ, є важливим та актуальним для клінічних онкологів. 

Нами було вивчено відмінність між вищезазначеними властивостями у хворих на ПРГЗ з метастазами та без метастазів. При клінічно-морфологічному досліджуванні ПРГЗ нами встановлено, що вік хворих жінок був від 33 до 80 років, у середньому складав 58,25±0,982 років. Середній вік хворих у групі з метастазами був нижчим порівняно з хворими без метастазів на 3 роки. Нами було проаналізовано особливості ПРГЗ різних вікових груп з кроком в 10 років. У віці до 40 років кількість випадків з метастатичним раком удвічі переважала кількість випадків з групи без метастазів. У віковому проміжку 40-49 кількість випадків у обох групах подвоюється порівняно з попереднім віком, але тенденція щодо метастазування залишається. У пацієнтів 50-59 років відсоток хворих в обох групах практично зрівнюється і становить у групі з метастазами 28,87% проти 26,15% у групі без метастазів. У віковому проміжку 60-69 років кількість випадків у групі без метастазів вперше стає вищим – 40,0 %, ніж у групі з метастазами – 29,89%. У віці 70-79 років у групі з метастазами кількість випадків нижча на 13,4% порівняно з групою без метастазів – 20,0%.

Зважаючи на отримані результати, можна сказати, що вікові параметри можна використовувати як самостійний фактор для прогнозу метастазування. Метастазуючий рак характеризується агресивнішим перебігом і більш характерний для молодого віку. У жінок старшого віку з більшою ймовірністю розвивається ПРГЗ без метастазів. У роботах Федоренко З.П. та ін. (2016) відстежили приріст випадків РГЗ у віковому проміжку 0-39 років і пов’язали із радіоактивним забрудненням у Житомирській, Київській та Чернігівській областях після аварії на Чорнобильській АЕС. Для порівняння у країнах Європи, як описано у роботі Altobelli E. (2014) захворюваність підвищується за рахунок виявлення пухлин на ранніх стадіях шляхом активного скринінгу [84].

Для прогнозу метастазів ПРГЗ нами було проведено пошук властивостей пухлинної тканини та перитуморозної зони між випадками з та без метастазів. Порівнювали результати морфологічних досліджень між собою і визначали поріг, який максимально показував відмінність обох груп, шляхом об’єктивної реєстрації величини кожного перспективного показника, при якій досягалися максимальні величини відносного ризику та відношення шансів. Ці величини визначили як пороги реєстрації, перевищення яких свідчило про ризик метастазів. 

Використання розміру пухлини з метою прогнозу ризику метастазування є найбільш дискусійним питанням [150, 179]. У сучасній літературі зустрічаються суперечливі дані щодо залежності метастазування та розміру пухлини. Часто це залежить від гістологічного типу пухлини та ступеня диференціювання. 

Макроскопічний та гістологічний методи використовували, як правило, для верифікації діагнозу та вивчення морфологічних характеристик пухлини у жінок з метастазами та без них та класифікації за категоріями рTNM [201]. 

У нашому дослідженні встановили, що не всі пухлини в стадії T3-4 дали метастази, тоді як вони були присутні у деяких випадках Т1. Розбіжність між дослідженими випадками за розміром пухлинного вузла не мала ніякої залежності, тому можемо стверджувати, розмір пухлини не має значення для прогнозування метастазування.

Із досліджених 162 випадків з протоковим раком грудної залози кількість хворих з метастазами становила майже 60% випадків. У групі без метастазів відсоток пухлин з категорією рТ1 вищий в 3 рази, ніж рТ2, а в категорії рТ4 – нижчий в 4 рази. Встановлено, що у групі пухлин без метастазів частота Т1 була 16,9%, Т2-75,4%, Т3-3,1%, Т4-4,62%. Найчастіше метастазування спостерігалося при розмірі пухлини, яка відповідає рТ2. Це пояснюється тим, що пухлина з такими розмірами добре пальпуєтся і жінки самостійно зверталися за допомогою. При використанні ступеня диференціювання пухлини для прогнозу метастазів ПРГЗ помітили певну залежність між ступенем G3 та категорією N3а. Із всіх метастазуючих пухлин G3 спостерігалася у 59,87% випадків у комбінації з N3а, і майже 30% спостережень із N2, а наявність інших варіацій за класифікацією TNM виявилися статистично недостовірними. Цілком ймовірно, що при більшій вибірці їх можна використати для визначення порогу реєстрації у якості прогнозу метастазів.

З метою встановлення порогів реєстрації критеріїв прогнозу метастазів ПРГЗ та визначення методів з найкращими результатами провели дослідження стану загальних та окремих специфічних білків – р53, kі-67 , bcl-2, MMП-2,-9, віментину, фактора Віллебранда . 

При оцінці взаємовідносин між паренхімою та стромою пухлинного вузла та перитуморозних тканин за допомогою забарвлення «хромотропом 2В» з «водним блакитним» за Н.З.Слінченко (1964) [28, 29]. Найбільшими СТВ виявилися на межі візуального краю інвазії у перитуморозних тканинах (зона ІІІ). Пучки сполучної тканини ІІ зони розпушені, набряклі. Строма пухлин ІІ зони, яка відмежовує групи пухлинних полів, візуально є грубоволокнистою і менш щільною, ніж у і ІІІ зоні. Найтонші за об’ємом та за інтенсивністю забарвлення виявилися СТВ зони ІІІ. Вони розташовувалися безпосередньо навколо груп ПК у вигляді видовжених тяжів, скупчені у малі пучки з блакитно-фіолетовим відтінком. Зміна морфологічних властивостей пояснюється деструктивними процесами, які захоплюють не тільки ПК, але і строму пухлини, і свідчить про порушення бар’єрної функції строми. Ця різниця між СТВ різних зон є ознакою, що вони неоднаково беруть участь у пухлинному процесі. Схожий результат було отримано при вивчені стану сполучної тканини при дослідженні аденокарциноми та плоскоклітинного раку шийки матки (Зелінська та ін. 2013). Подібність отриманих результатів при раках різної локалізації свідчить про типові зміни строми при канцерогенезі та вірність оцінки нами отриманих результатів. Такий гістохімічний метод доцільно використовувати для чіткої візуальної орієнтації між компонентами пухлини разом із іншими гістохімічними методами, у яких межі між компонентами пухлини гірше візуалізуються та менш чіткі. 

При використанні гістохімічного методу з бромфеноловим синім методом (Mikel Calvo, 1957) встановлено особливості загальних білків та їх комплексів між пухлинами з метастазами та без них. 

Варто зазначити, що у пухлинних процесах, коли йде мова про порушення геному, окрім активації та пригнічення функцій білків, що впливають на його склад, ймовірно, можуть синтезуватися білки зі зміненим співвідношенням між аміно- та карбоксильними групами. Передбачити співвідношення між групами білків неможливо, і зміни можуть залежати від особливостей порушень у геномі [23, 29, 159, 192, 203, 207]. 

Нами встановлено що у ПРГЗ з метастазами коефіцієнт R/B у ПК та СТВ був вищим, ніж у групі без метастазів і свідчив про переважання «кислих» білків. Цей факт підтверджує вищу активність білків пухлини при метастазуванні і відображає вищий ризик метастазування ПК та зниження бар’єрної функції СТВ. Це обумовлено багатьма факторами: вираженою гіпоксією, дією протеолітичних ферментів, модифікацією, активацією синтезу нових білків, які беруть участь у метастазуванні. За середніми значеннями коефіцієнта R/B обох груп обраховано поріг реєстрації для ПК – 1,34, для сполучнотканинних волокон строми пухлини І зони – 1,64. У жінок з ПРГЗ без метастазів результати коефіцієнта R/B у ПК – 1,41, а у СТВ І зони 1,88, перевищують поріг реєстрації, що свідчить про вищу активність загальних білків за рахунок їх окиснення та вищий ризик виникнення метастазів. Модифіковані білки краще піддаються повному протеолізу із їх розплавленням, що веде до втрати бар’єрної функції або до неповного протеолізу із подальшою денатурацією білків.

Коефіцієнт R/B у зоні І виявився нижчим порівняно із високими значеннями СТВ зони ІІ – 2,01±0,014 та зони ІІІ – 2,34±0,011. Це може свідчити про активність пухлинного процесу за межами пухлинного вузла, модифікацію білків у відповідних ділянках строми та зміни характерні для подальшої інвазії та метастазування.

При визначенні порогів реєстрації за відносним ризиком для ПК який дорівнював 9,3 (при максимальному значенні методу – 10), а відношення шансів для цього показника становив 197,07. Поріг реєстрації для СТВ зони І за відносним ризиком був 8,05, а відношення шансів становив 133,5. Специфічність методу становила для ПК – 93,85%, для СТВ І зони результат був – 92,31%; чутливість для ПК була – 92,78%, а для СТВ – 91,75%. Це був найвищий результат серед усіх застосованих методик, що свідчить про найвищу інформативність для прогнозу метастазів ПРГЗ. 

Ефективність застосування методу Mikel Calvo для дослідження модифікації білків описав і обґрунтував Давиденко І.С. у 2013 році [23]. У роботі (Зелінської Н.В. та ін. 2012), отримано підвищення коефіцієнта R/B при потраплянні у мазки з шийки матки ПК [29]. Зростання коефіцієнта R/B тканинах злоякісних епітеліальних пухлин може свідчити про однаковий патогенез модифікації білків у ПК при канцерогенезі, а підвищення коефіцієнта R/B у СТВ підтверджує достовірність отриманого результату.

Обмежений протеоліз загальних білків без зміни маси пов’язаний з їх модифікацією, внаслідок чого вони легше змінюють свою структуру, зокрема денатуруються. 

Нами було виявлено, що у ПК групи з метастазами рівень вільних NH2-групи білків був 0,184 ±0,0014 відн. Од. опт. густ і перевищував рівень вільних NH2-групи білків ПК групи без метастазів 0,102±0,0012 відн. Од. опт. густ. Високі значення обмеженого протеолізу свідчать про несприятливий прогноз пухлини [28, 29]. Нами встановлено цікаву особливість, що у СТВ зони І групи без метастазів рівень обмеженого протеолізу вищий, порівняно із СТВ зони І групи з метастазами. Вважаємо, що це може свідчити про денатурацію білків без втрати маси загальних білків у групі без метастазів. У групі з метастазами у СТВ зони І виникає повний протеоліз внаслідок активації протеолітичних ферментів. Активність протеолітичних процесів при раку грудної залози за біохімічними показниками досліджувала Лихолат Т.Ю. (2012), яка встановила, що при пухлинному процесі протеоліз білків значно посилений порівняно з нормальними тканинами [47]. У нашому дослідженні, окрім вивчення значень обмеженого протеолізу, ми встановили поріг реєстрації для прогнозу метастазів. За співвідношенням ПК до СТВ нами встановлено паренхіматозно-стромальний коефіцієнт (ПСК), який ми використали у якості порогу реєстрації зі значенням «1». У більшості жінок групи без метастазів ПСК був вище «1» і, відповідно, свідчив про менший ризик метастазування, а у групі з метастазами він був меншим за «1». У рейтингу ранжування за відносним ризиком для прогнозу метастазів ПСК знаходиться на третьому місці з результатом 7,85, а значення відношення шансів становило 109,4. Встановлені сильні кореляційні зв’язки між значеннями ПСК та коефіцієнта R/B у ПК (r = 0,828).

Із розвитком гіпоксії пов’язаній з підвищенням коефіцієнта R/B у пухлинному вогнищі активуються ММП, значення яких для перебігу раку вивчені досить широко [15, 16, 18, 22, 74, 137]. Ми встановили, що рівень ММП-2 вищий у групі з метастазами у порівнянні з групою без метастазів, про що свідчить руйнування зрілих клітин і колагену базальних мембран, яке сприяє метастазуванню. Це підтверджує рівень кореляції ПСК з показником обмеженого протеолізу – r = 0,773 та коефіцієнтом R/B – r = 0,712. При порівнянні результатів груп дослідження відносно порогу реєстрації 0,247 відн. Од. опт. густ виявили, що результати вище порога реєстрації у групі з метастазами виявлені у 90,72% випадків, а у групі без метастазів у 36,92% випадків. Це вказує на різний ризик виникнення метастазів у жінок групи без метастазів. При дослідженні рівня інформативності за RR ММП-2 зайняв шосте місце серед усіх методів і третє серед імуногістохімічних, результат дорівнював – 4,37, а результат ОR становив – 16,7. Специфічність цього методу була 63,08%, а чутливість 90,72 %, що характеризує його як метод з низькою похибкою.

Порівнюючи отримані результати імуногістохімічного дослідження ММП-9 виявилося, що поріг реєстрації дорівнював 0,300 відн. Од. опт. густ. У 77% випадків при метастазуючому ПРГЗ результати були вищими або на рівні порогу реєстрації. У групі без метастазів лише у 20% випадків були з вищим результатом. Тому при ранжуванні за RR метод визначення ММП-9 знаходиться на передостаньому місці з результатом 2,59, результат ОR становив – 9,63. Дослідники ролі ММП-9 у злоякісних пухлинах за даними літератури мають суперечливі дані щодо їх прогностичної цінності [15, 17, 18, 22 ]. Зокрема, при меланомах, за даними Ганусевич І.І. (2010), ММП-9 не визначено як прогностичний фактор. А в експериментальних моделях спонтанного метастазування раку грудної залози у щурів рівень ММП-9 в сироватці та плазмі крові асоційований з розвитком метастазів в легені та лімфовузли. ММП є самостійними прогностичними факторами для прогнозу ПРГЗ. Чутливість ІГХ дослідження ММП-9 для прогнозу метастазів на рівні 77% та специфічність майже 74% свідчать про його високу інформативність для прогнозу метастазів. Виявлений нами сильний корелятивний зв’язок між ММП-2 та 9 (r= 0,886) свідчить про певну залежність цих обох методів та доцільність використання їх для прогнозу. Відносний ризик для ММП-9 становив 2,59, а відношення шансів – 9,63. Чутливість методу становить 77,32%, а специфічність – 73,85%. Величина відносного ризику, порівняно з іншими імуногістохімічними дослідженнями, є невисокою, проте метод має досить високу чутливість та специфічність, і відповідно, відтворюваність.

Роль мутованого білка р53 для пухлини описана багатьма вченими (). Зокрема, у тканинах незмінених пухлиною він виступає у ролі проапоптотичного білка. У пухлинному процесі через його мутацію властивості змінюються, мутований р53 володіє протиапоптотичними властивостями. У дослідженні Щурова Н.Ф. (2015) описано зворотню кореляцію між рівнем р53 та загальною виживаністю. Бондарєва В.А. (2007) описала гіперекспресію р53, що свідчить про несприятливий перебіг пухлини з низьким ступенем диференціювання та раннім метастазуванням. Мутація гену р53, як супресора апоптозу та активатора проліферації пухлини є негативним фактором прогнозу [7, 73, 75]. Наші дослідження експресії білка р53 для прогнозу метастазів показали розбіжність у групах при 15% позитивно фарбованих клітин. Результати вище або на рівні порогу реєстрації у групі з метастазами були у 87% спостережень, а у групі без метастазів у майже 30,8%. При ранжуванні за RR р53 займає четверте місце із семи використаних нами ІГХ методів із результатом 3,85, результат при ранжуванні за OR становив 15,94.

Ще один антиапоптотичний білок bcl-2 описаний у літературі, як самостійний фактор для прогнозу перебігу злоякісної пухлини у аденокарциномі підшлункової залози (Туманський В.А. та ін., 2014), та у пухлинах грудної залози (Бондарєва В.О. та ін., 2007) [1, 7]. Нами було досліджено особливості експресії bcl-2 саме для прогнозу метастазів протокового раку грудної залози. Окрім того, ми встановили поріг реєстрації на рівні 15% позитивно фарбованих ПК. Гіперекспресія bcl-2 у групі з метастазами спостерігалася у 93,6% випадків спостережень, що свідчить про високу проліферативну активність внаслідок блокування апоптозу у ПК та, відповідно, негативний прогноз перебігу ПРГЗ. А результати вищі порогу реєстрації свідчать про високий ризик метастазів порівняно із дослідженнями, у яких результат експресії bcl-2 був нижчим. Пошук критерію прогнозу метастазів проводили шляхом вибору значення, за яким різниця між досліджуваними групами була максимальною. Встановили, що найточнішим значенням для прогнозу метастазів було 15% ПК з позитивною експресією у цитоплазмі. За результатами наших досліджень експресії bcl-2 виявлено в обох групах спостереження 15% пухлинних клітин з позитивною експресією. Результат за відносним ризиком був одним з найвищих із імуногістохімічних методів – 4,94, відношення шансів – 16,63. Чутливість методу дослідження склала 93,81%, а специфічність – 52,31.

Значення експресії kі-67 у якості маркера проліферації для перебігу злоякісних пухлин широко використовується для дослідження біологічної активності пухлин і прогнозу щодо виникнення метастазів [24, 156, 164, 167, 170, 202]. Разом з тим, у жодному із досліджень прогнозу метастазів раку грудної залози не вказано чутливість та специфічність методу, не описана цінність методу для визначення ризику метастазування. Немає відомостей, у якій комбінації та з якими методами дослідження слід його використовувати для більшої інформативності прогнозу виникнення метастазів та розподілу на групи ризику їх виникнення [127, 128]. Для прогнозу метастазування ПРГЗ ми порівнювали отримані результати у групах і встановили поріг реєстрації для кі-67 – 10 % ПК з позитивною ядерною експресією. Це значення дозволило максимально встановити розбіжність між досліджуваними групами.

У жінок групи з метастазами у 74% спостережень проліферативний індекс кі-67 був вищий, ніж 10%, а у групі без метастазів – лише у 43%. Результат ранжування за RR становив – 1,81, а ОR – був 3,90. У шкалі ранжування це був найнижчий результат, проте для прогнозу метастазів, для більшої інформативності, його слід використовувати, але у комбінації з іншими методами. Щоб підкреслити можливість використання індексу проліферації кі-67 встановили чутливість методу, яка становила 74,23% та специфічність методу – 59,92%. Особливо індекс проліферації кі-67 інформативний, як критерій прогнозу у групах з більшою вибіркою. Гіперекспресія кі-67 та мутованого р53 свідчить про значну проліферативну активність пухлини і накопичення мутацій пухлинних клітин. Між цими білками встановлено сильний кореляційний зв’язок r=0,738.
Разом із проліферативним фактором кі-67 про біологічну активність пухлин свідчать рівень експресії ER. Чим більшою кількістю рецепторів володіє пухлина, тим більша ймовірність ефективності гормональної терапії. Це дослідження у практиці стало обов’язковим методом для вибору тактики лікування. Проте результати наших досліджень, як і дані сучасної літератури, вказують, що наявність рецепторів до ER не вважається прогностичним фактором метастазів. 

У зв’язку з тим, що у групі з метастазами кількість ER-позитивних пухлин склала близько 64%, а у групі без метастазів – 72%, в обох групах результати були статистично не вірогідними (р<0,05). Була проведена спроба використати інші характеристики цього методу, проте отримати пороги реєстрації для прогнозу метастазів не вдалось.

Одночасно із визначенням ER отримали результати імуногістохімічного методу дослідження експресії PR. Розбіжність між результатами дослідження обох груп становила менше двох відсотків. Нами встановлено позитивний кореляційний зв’язок з експресією ER (r=0,641) та PR (r=0,684). Аналізуючи молекулярні типи раку грудної залози, відсоток PR-негативних пухлин дещо менший, порівняно із ER. За даними закордонних науковців, близько третини пухлин (дані варіюють від ¼ до ½) з позитивним гормональним статусом можуть бути нечутливими до гормональних препаратів [127, 128, 192]. Експресія Her2/neu вважається самостійним прогностичним фактором, який свідчить про негативний прогноз щодо пухлини грудної залози та ризик виникнення метастазів [24, 68]. Встановлено, що перебіг та прогноз пухлинного процесу залежить від їх комбінації, молекулярної класифікації [192]. Так, люмінальний тип Б з наявними рецепторами Her2/neu має кращий прогноз, ніж тричі негативний рак, але обидва мають гірший перебіг порівняно з люмінальним типом А, в якому Her2/neu статус негативний [127, 128].

За нашими результатами кількість випадків з позитивною експресією Her2/neu на 5,8% переважала у групі з метастазами у порівнянні з групою без них. При спробі нами встановити поріг реєстрації згідно результатів груп дослідження отримали статистично невірогідний результат через незначну розбіжність між результатами груп дослідження. Проте, наявність 15 випадків позитивної експресії Her2/neu у групі без метастазів свідчить, що у них вищий ризик виникнення метастазів порівняно з іншими випадками тієї ж групи.

Найбільш інформативним у негативному прогнозі метастазів ПРГЗ є наявність віментину у значній кількості у ПК, що свідчить про зміни фенотипу пухлини. Віментин та інші білки беруть участь у епітеліально-мезенхімальній трансформації, коли порушуються клітинні контакти. ПК набувають підвищеної здатності до міграції та тривимірної інвазії, стійкість до апоптозу [12, 32]. Віментин провокує високий інвазивний потенціал пухлини, здатність активувати пухлинний неоангіогенез та ризик метастазування [135]. За особливістю його розташування нами визначено, що клітини з позитивним забарвленням на віментин відрізняються між собою. За морфологічними особливостями ми розділили клітини на основні два типи, в яких простежуються явні відмінності. У клітинах першого типу віментин локалізується у цитолемі окремими скупченнями, або дифузно профарбовує контури клітини з незначним її потовщенням. Таких клітин серед позитивно забарвлених близько 40%. Клітини другого типу вміщують віментин у цитоплазмі у вигляді дрібних гранул. Вони скупчуються у центральній частині пухлинних полів. Мікроскопічно – це овальні клітини, цитоплазма яких забарвлюється слабко, ядро видовжене, розташоване ближче до периферії. 

За порогом реєстрації віментину – 0,529 відн. Од. опт. густ. результат RR становив 6,372, відношення шансів – 40,527. Це є найвищим значенням відносного ризику між всіма використаними нами ІГХ методів у дослідженні. 

У групі з метастазами 91,8% випадків перевищували поріг реєстрації – 0,529 відн. Од. опт. густ., а у групі без метастазів результати вище порога реєстрації виявили у 21,5% випадків. Вища концентрація віментину свідчила про більший ризик метастазів, відповідно про значнішу інвазивну активність, що може пояснити епітеліально-мезенхімальна трансформація. 

Вибір ІГХ методу дослідження фактора Віллебранда  ми вибрали через його здатність ремоделювати ангіогенез, який сприяє трофічному забезпеченню та росту пухлини [178]. Нашою метою було визначити особливості судин у випадках метастазуючого ПРГЗ та без метастазів. Результати експресії фактора Віллебранда  дозволили у обох групах встановити поріг реєстрації, який у групі з метастазами у 80% випадків результат виявився вищим. Для порівняння у групі без метастазів фактор васкуляризації виявися вищим лише у 30% випадків. У рейтингу ранжування за RR результат був кращим лише за кі-67 та ММП-9 і становив 2,65, ранжування за OR – 9,32, і, за результатами цієї шкали, був на передостанньому рівні. Незважаючи на низьку позицію за RR, чутливість даного методу становила 79,38%, а специфічність – 70,77%. Дослідження корелятивних зв’язків проводили для перевірки взаємозалежності змін досліджуваних показників [116, 123, 142, 162, 185]. Для дослідження кореляційних зв’язків застосували метод Пірсона.

Найсильніші кореляційні зв’язки виявили між значеннями кислих та основних білків та маркером мезенхімальних тканин віментином; фактором судинної проліферації та васкуляризації пухлин, фактором Віллебранда ; вмісту ММП-2 та ММП-9; антиапоптозних білків bcl-2 та вільних NH2 груп білків при руйнуванні стоми пухлини та їх бар’єрної функції; р53. Нами встановлено сильні кореляційні зв’язки між показниками, які відображають стан загальних білків у пухлинних клітинах за коефіцієнтом R/B у ПК та ПСК, який відображає обмежений протеоліз. Пояснити це можна тим, що внаслідок накопичення мутацій і активації ферментів бар’єрна функція строми втрачається. За рахунок розчинення та/або денатурації білків базальної мембрани відбувається інвазія пухлини в оточуючі тканини та метастазування. Сильна кореляція відображає процеси у загальних білках без втрати їх загальної маси і відповідає денатурації білків або трансформації у нові білкові структури, наприклад, мутації. Високі показники коефіцієнта R/B свідчать про переважання «кислих» білків через домінування карбоксильних груп внаслідок гіпоксії. Наростання гіпоксії є основною причиною для активації ММП із подальшим ушкодженням біологічних бар’єрів. Сильні кореляційні зв’язки було виявлено між ММП-9 та ММП-2, а також між коефіцієнтом R/B у (ПК) та ММП-2, ММП-9. Також було встановлено сильну кореляцію між віментином, одним із представників, які свідчать про ЕМТ та фактором Віллебранда , як представника пухлинно-асоційованої модифікації судин, у тому числі ангіогенезу. Наявні сильні кореляційні зв’язки між специфічними білками, які свідчать про проліферативну активність ПК: кі-67 та протиапоптотичних білків p53 та bcl-2, активність яких свідчить про негативний прогноз для перебігу пухлини та метастазування. Усі значення кореляційних зв’язків критеріїв прогнозу метастазів відображені у таблиці 4.23.
Таблиця 4.23

Пари морфологічних критеріїв прогнозу із сильними кореляційними зв’язками (r>0,7)

	коефіцієнт R/B у ПК
	віментин
ММП-2
ММП-9
ПСК

bcl-2
	r=0,725
	р<0,001

	
	
	r=0,712
	р<0,001

	
	
	r=0,714
	р<0,001

	
	
	r=0,828
	р<0,001

	
	
	r=0,704
	р<0,001


Продовження таблиці 4.23

	




коефіцієнт R/B у СТВ
	віментин

ММП-9

kі-67

р53

bcl-2

ММП-2
	r=0,706
	р<0,001

	
	
	r=0,780
	р<0,001

	
	
	r=0,708
	р<0,001

	
	
	r=0,701
	р<0,001

	
	
	r=0,785
	р<0,001

	
	
	r=0,773
	р<0,001

	фактор Віллебранда 
	віментин
	r=0,814
	р<0,001

	ММП-2
	ММП-9
	r=0,886
	р<0,001

	ki-67
	bcl-2

р53
	r=0,722
	р<0,001

	
	
	r=0,738
	р<0,001


Оцінюючи результати дослідження критеріїв прогнозу метастазів із сильними кореляційними зв'язками, ми дійшли висновку, що їх значення пов'язані більше із спільними характеристиками канцерогенезу. Аналіз імуногістохімічних досліджень та визначення їх кореляційних зв’язків дає можливість виявити певний морфоімуногенез ПРГЗ та запропонувати найбільш прогностично важливі методики до рутинного використання у практиці патологоанатома. Як видно із дослідження кореляційних зв'язків, першою ланкою у канцерогенезі є порушення структури та функції загальних білків, їх співвідношення. Накопичення кислих білків, а саме домінування карбоксильних над аміногрупами, порушує баланс у співвідношенні паренхіми до строми, про що свідчить сильний кореляційний зв'язок між коефіцієнтом R/B та ПСК, r=0,828. Зміни загальних білків у ПК та СТВ пухлини не можуть відбуватися без змін специфічних білків, це підтверджують сильні кореляційні зв'язки між коефіцієнтом R/B та віментином, ММП-2, ММП-9, bcl-2. Аналогічні показники отримали з ПСК, який також відображає зміни загальних білків. Мутації у ПК впливають на накопичення віментину у ПК, що доводить сильний кореляційний зв'язок з критерієм модифікації білків коефіцієнтом R/B у ПК. Накопичення віментину у ПК свідчить про зниження між клітинами адгезивних властивостей, втрату контактів та підвищення їх метастатичної активності. Також це стосується ММП-2 та ММП-9, з якими було встановлено кореляційні зв’язки помірної сили. При порушенні ПСК значно порушується апоптоз, що підтверджують сильні кореляційні зв’язки із bcl-2, r=0,785. Кореляційні зв'язки помірної сили можуть мати більш орієнтовне значення, ніж прогностичне для показників, які використовуються у практичній роботі для оцінки стану пухлинного процесу. При порушенні морфофункціонального стану загальних білків, ПСК, апоптозу, активується індекс проліферації кі-67. Слід зазначити, що за нашими даними пригнічення апоптозу спочатку відбувається за участю bcl-2, а р53 відіграє роль дещо пізніше, про що свідчить помірної сили кореляційний зв’язок r=0,701. При прогресії локального пухлинного процесу продовжується і зміцнюється окислювальна модифікація білків та активується процес ангіогенезу, про що свідчить помірної сили кореляційні зв'язки r=0,628 з індексом проліферації та щільності судин фактором Віллебранда . 
Помірні кореляційні зв'язки між ki-67, p53 та коефіцієнтом R/B у ПК пов'язані з тим, що внаслідок активації пухлинного процесу або мутації, їх рівень збільшується, також зростає коефіцієнт R/B. Роль ММП у метастазуванні та інвазії пухлин досліджувалася Ганусевич І.І., (2010). Остаточна роль ММП-2 у пухлинному неоангеогенезі не встановлена, а ММП-9 вважається тригером пухлинно-індукованого неоагіогенезу. У нашому дослідженні виявлено, що помірні кореляційні зв'язки між ММП та віментином відіграють ключову роль у ЕМТ. Віментин, як критерій ЕМТ, відображає своєю активність міграції та ризик метастазування при деградації бар’єрів строми пухлини. За деградацію строми та ЕЦМ відповідають активовані гіпоксією ММП, про що свідчить помірна кореляція між відповідними показниками. При активації пухлинного процесу та ЕМТ активується ангіогенез, що також сприяє метастазуванню. У дослідженні кореляційних зв'язків між фактором Віллебранда , ММП-9 та ММП-2 нами виявлено зв'язки помірної сили, проте вони можуть свідчити про наявність спільного зростання у механізмі канцерогенезу. Це може вказувати на те, що при ремоделюванні стромального компоненту під час пухлинного процесу відбуваються зміни на рівні судин. Між гормон-рецепторами ER та PR спостерігається помірна кореляція. Для прогнозу перебігу раку вони є одними з ключових прогностичних факторів, а для прогнозу метастазів їх не використовують. Результати помірної кореляції відображені у таблиці 4.24. 
Таблиця 4.24

Пари морфологічних досліджень із кореляційними зв’язками помірної сили (r-0,7-0,3)

	коефіцієнт R/B ПК
	фактор Віллебранда 
p53
Ki-67
	r=0,628
	р<0,001

	
	
	r=0,482
	р<0,001

	
	
	r=0,465
	р<0,001

	фактор Віллебранда 
	ММП-2
ММП-9

ki-67
р53

bcl-2

ПСК
	r=0,549
	р<0,001

	
	
	r=0,514
	р<0,001

	
	
	r=0,412
	р<0,001

	
	
	r=0,464
	р<0,001

	
	
	r=0,422
	р<0,001

	
	
	r=0,658
	р<0,001

	віментин
	ММП-2

ММП-9

р53

ki-67
bcl-2
	r=0,544
	р<0,001

	
	
	r=0,527
	р<0,001

	
	
	r=0,465
	р<0,001

	
	
	r=0,416
	р<0,001

	
	
	r=0,428
	р<0,001

	ММП-2
	р53

ki-67
bcl-2
	r=0,445
	р<0,001

	
	
	r=0,487
	р<0,001


Продовження таблиці 4.24
	
	
	r=0,529
	р<0,001

	ММП-9
	р53

bcl-2

Ki-67
	r=0,529
	р<0,001

	
	
	r=0,529
	р<0,001

	
	
	r=0,529
	р<0,001

	ER
	PR
Her/2neu
	r=0,684
	р<0,05

	
	
	r=0,641
	р<0,05

	PR
	Her/2neu
	r=0,650
	р<0,05


Розбіжність за ER та PR для визначення порогу реєстрації між групами дослідження виявилася статистично невірогідною. Можливо, це і вплинуло на слабку кореляцію між усіма методами дослідження, за виключенням окремих випадків. При дослідженні кореляційного зв’язку виявили слабкі кореляційні зв’язки між парами р53 - ER, р53 - Her2/neu, Bcl-2 – ER та PR, фактором Віллебранда  та PR. На підставі встановлених даних визначення найважливіших гістохімічних критеріїв прогнозу перебігу ПРГЗ ми відтворили схему канцерогенезу та послідовність найважливіших кореляційних зв’язків імуногістохімічних факторів поширення пухлинного процесу та метастазування (рис. 4.36). 
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Рис.4.36. Схема канцерогенезу ПРГЗ, послідовності поширення та метастазування

Як видно зі схеми відтворення етапів канцерогенезу та прогресії ПРГЗ, домінуючу роль у цьому відіграють зміни у паренхіматозно-стромальному компоненті та зміна структури та функції загальних білків. При аналізі помірних кореляційних зв’язків між імуногістохімічними показниками можна сказати, що зміни загального білка в стромі грудної залози більше сприяють канцерогенезу та прогресу пухлинного процесу, ніж клітинні. Тож найсильніші кореляційні зв’язки виявлено щодо ПСК, віментину, ММП-2, ММП-9, факторів, що стимулюють інгібіцію апоптозу у клітинах на ранніх етапах розвитку пухлин за допомогою bcl-2. У подальшому протиапоптозний вплив посилюється під взаємодією обох факторів протиапопозних білків р53 та bcl-2 на фоні активації ММП-2 та ММП-9, що посилює проліферативну активність пухлин через ki-67. 
Кластерний аналіз широко використовують як метод для розподілу вибірки на певні групи, об’єднуючи їх за максимальною схожістю [4, 80, 193]. У досліджуваній літературі не було знайдено жодної інформації, яка б стосувалася використання кластерного аналізу для прогнозу метастазів. Цей метод максимально виключив суб'єктивне ставлення до отриманої інформації і об'єктивізував дослідження через використання складних алгоритмів [4, 67]. Обрахунок нами кількісних показників досліджень методом кластерного аналізу (k-середніх) показав, що найкращий результат отримали при розподілі на два кластери. 

Розподіл на кластери за кількісними параметрами дозволив також врахувати розмір пухлини (категорію T) та ступінь диференціювання пухлини (G) за класифікацією рTNM. На результат розподілу на кластери значення ступеня диференціювання та розмір пухлинного вузла ніяк не вплинули. Проте, такий підхід виявився не достатньо інформативним, оскільки цінність результатів з низькими кількісними значеннями виявилася менш впливовою при розподілі програмою PAST, і показники з відсотковими значеннями лідирували при розподілі порівняно з результатами в одиницях відносної оптичної густини. 

Наступним підходом для кластерного аналізу і, на нашу думку, найбільш уніфікованим є розподіл всіх показників досліджень для прогнозу метастазів за градаціями (0-І). Однією з вимог для правильного розподілу на кластери є точне усвідомлення значення кількісних результатів для прогнозу метастазів. Показники з високим значенням на рівні або вище порогів реєстрації, які відповідають за високий ризик виникнення метастазів і підтверджені результатами інших дослідників, оцінювалися як градація І. А результати досліджень, які свідчили про позитивний перебіг пухлинного процесу і відповідно про позитивний прогноз, здебільшого відповідав значенням результатів нижче порогу реєстрації і оцінювали як градація 0. За розподілом на два кластери хворі жінки з протоковим раком грудної залози без метастазів були розподілені на дві групи. У перший кластер потрапило 46 жінок з ПРГЗ без метастазів, їхні результати морфологічних досліджень були нижчими або на рівні порогів реєстрації. Інші 19 випадків склали другий кластер з високим ризиком виникнення метастазів (додаток Е). У наших спостереженнях виявлена лінійність, що у жінок, яких віднесли до ІІ кластеру (групи високого ризику), у перші три роки захворювання метастази виникли швидше порівняно з випадками з першого кластеру.

Нами проведений ретроспективний аналіз виникнення лімфогенних метастазів інвазивного протокового раку грудної залози у жінок групи без метастазів після видаленої первинної пухлини. У жінок пухлинний процес, який характеризується більш сприятливим перебігом, метастази розвиваються поступово, їхня кількість збільшується щороку. І майже у 30% спостережень метастази не виникли протягом періоду спостереження (1-3 роки) після оперативного лікування з інтервалом в один рік (табл. 4.25). 
Після оперативного лікування у жінок І-го кластеру, яких віднесли до групи помірного ризику метастазування, на першому році метастази виникли у 13,04%. У жінок ІІ-го кластеру, група високого ризику, за аналогічний період метастази з’явилися у 47,37%, (р=0,015). 

Нами встановлено, що у жінок з високим ризиком метастази на першому році виникли у 3,63 рази частіше, ніж у групі з помірним ризиком. Аналіз випадків метастазування на другому році після проведеного лікування показав, що тенденція до метастазування знижується.
Таблиця 4.25

Частота та термін виникнення лімфогенних метастазів хворих з ПРГЗ без метастазів на момент оперативного лікування
	Групи жінок з ризиком метастазів
	Термін появи метастазів та їх частота

	
	1 рік
	2 рік
	3 рік
	не виникло протягом 3-х років

	
	абс
	%
	абс
	%
	абс
	%
	абс
	%

	І кластер n=46

група помірного ризику метастазування
	6
	13,04
	6
	13,04
	16
	34,78
	18
	39,13

	ІІ кластер

n=19 високого ризику метастазування
	9
	47,36
	8
	42,11
	1
	5,26
	1
	5,26

	Всього
	15
	23,08
	14
	21,54
	17
	26,15
	19
	29,23


У групі з високим ризиком метастази виникли у 3,22 рази частіше порівняно з групою з помірним ризиком. Кількість метастазів на третьому році у групі високого ризику метастазів різко знизилася до 5,26%, а у групі помірного ризику, навпаки, зросла у 2,66 рази (р=0,015) порівняно з попередніми двома роками. Ці значення можна пояснити тим, що у групі з помірним ризиком основна кількість метастазування припадає на третій рік життя після оперативного лікування. У групі високого ризику метастазів на третьому році після лікування рівень виникнення метастазів був низьким, тому що у 89,47% випадків метастази виникли раніше. 

Загалом, нами встановлено, що за перші 3 роки у групі хворих ПРГЗ без метастазів метастази виникли у 70,77% хворих. У хворих І кластеру метастази виникли у 60,87% випадків, а хворих ІІ кластеру метастази виникли у 94,74% випадків. 

У 39,13 % жінок з помірним ризиком метастазів не виникло протягом перших трьох років після оперативного лікування. Для порівняння - у групі з високим ризиком метастази не виникли лише у 5,26% випадків. Тобто, якість життя у 73,92% хворих І кластеру перших два роки була кращою, ніж у жінок ІІ кластеру. 

Отже, за результатами наших досліджень встановлено пороги реєстрації, які можна використовувати у клінічній роботі в якості орієнтиру для прогнозу метастазів. Для покращення прогнозування метастазів можна застосовувати інші методи, для яких необхідно встановити пороги реєстрації.

Результати власних досліджень розділу 4 викладені у статтях [38, 42, 43, 140, 145], апробовані на наукових форумах [36, 37, 38, 39, 40, 143, 146], додатково відображені у [52].

ВИСНОВКИ

У дисертації наведене теоретичне узагальнення і практичне вирішення актуального наукового завдання – покращення прогнозування ризику виникнення метастазів протокового раку грудної залози на підставі окремих патоморфологічних властивостей пухлинної тканини та перитуморозної зони з віднесенням пацієнта до групи високого або помірного ризику розвитку пухлинних метастазів відповідно до конкретних величин отриманих гістохімічних та ІГХ показників. Домінуюча роль у канцерогенезі та поширенні ракового процесу належить порушенню структури та функції загальних білків з переважанням в епітеліальному та стромальному компонентах пухлини карбоксильних груп над аміногрупами, з посиленням обмеженого протеолізу.

1. Протоковий рак грудної залози при домінуючому помірному ступені диференціювання – pG2, та поширенням – pТ2 у 70,37% має агресивний перебіг, наявні метастази у 59,88% випадків на момент оперативного лікування, несприятлива локалізація пухлини у 49,40%. Віковий проміжок захворювання склав 33–80 років, у вікових проміжках 30-39 років виявлено випадків з метастазами – 8,25%, без метастазів – 4,42% випадків; у проміжку 40–49 років з метастазами було 19,59%, без метастазів – 9,23%; у проміжку 50 – 59 років – результати практично зрівнялися, 28,87% у групі з метастазами проти 26,15% у групі без метастазів; у проміжку 60–69 років – у групі з метастазами рівень захворювання знизився і становив 29,89% проти 40,0% у групі без метастазів; після 70 років кількість захворювань знижується у групі з метастазами до 13,40%, а у групі без метастазів – до 20,0%. 

2. У пухлинних клітинах метастазуючого протокового раку грудної залози змінюється співвідношення за коефіцієнтом R/B між карбоксильними та аміногрупами з переважанням карбоксильних груп, підсилюється обмежений протеоліз без змін кількості загального білку. У пухлинних клітинах метастазуючого раку рівень специфічних білків: протиапоптотичного – bcl-2 та р53, імуногістохімічних ознак епітеліально-мезенхімальної трансформації віментину, металопротеїнази -2, -9, активатора пухлинного ангіогенезу та метастазування фактора Віллебранда, активатора росту пухлин – ki-67 вищий, ніж у групі без метастазів. Визначення рецепторів до естрогену та прогестерону, а також антигену Her2/neu не показало вірогідних розбіжностей між спостереженнями з пухлинними метастазами та без них (p>0,05).

3. У стромальному компоненті пухлини та перитуморозній зоні метастатичного протокового раку у порівнянні з групою без метастазів відбувається порушення бар’єрної функції строми, що відображає підвищення коефіцієнту R/B у сполучнотканинних волокнах на 36%. Кількість випадків зміни судинного компонента за фактором Віллебранда у групі з метастазами перевищують поріг реєстрації в 4,05 рази порівняно з групою без метастазів. Обмежений протеоліз за вільними NH2 групами білків був нижчим на 15% у групі з метастазами.

4. Критеріями прогнозу метастазування є значення морфологічних методів, які перевищують встановлені пороги реєстрації. Порогами реєстрації для співвідношення між карбоксильними та аміногрупами білків за коефіцієнтом R/B у пухлинних клітинах є 1,34, у сполучнотканинних волокнах – 1,64; для NH2 груп білків у пухлинних клітинах – 0,102 відн. од. опт. густ., у сполучнотканинних волокнах першої зони – 0,169 відн. од. опт. густ., для паренхіматозно-стромального коефіцієнту вільних NH2 груп білків – «1»; для kі-67 – 10% позитивних клітин; для р53 та bcl-2 – 15% позитивних клітин; для металопроїнази-2 – 0,247 відн. од. опт. густ.; для металопроїнази-9 – 0,300 відн. од. опт. густ.; для віментину у пухлинних клітинах – 0,529 відн. од. опт. густ.; для фактора Віллебранда в ендотеліоцитах – 0,490 відн. од. опт. густ.

5. Розроблено градації величин відносного ризику метастазів протокового раку грудної залози для всіх досліджених показників. До першої категорії з відносним ризиком >6 віднесено: коефіцієнт R/B у пухлинних клітинах, коефіцієнт R/B у сполучнотканинних волокнах, паренхіматозно-стромальний коефіцієнт за вільними NH2 групами білків, вміст віментину в пухлинних клітинах. До другої категорії з відносним ризиком 3–6 включені показники: вміст протеїну bcl-2, металопротеїнази-2, білку р53 у пухлинних клітинах. До третьої категорії з відносним ризиком метастазів <3 належать: вміст металопротеїнази-9, kі-67 в пухлинних клітинах, фактора Віллебранда в ендотеліоцитах.

6. Відповідно до кластерного аналізу серед випадків протокового раку без метастазів виділено два кластери та встановлена вірогідність виникнення метастазів протягом перших трьох років у кожному кластері. У групі помірного ризику метастазів, першому кластері, протягом трьох років метастази раку виникли у 60,87% випадків; зокрема, протягом першого року після оперативного лікування метастази раку виникли у 13,04 % випадків, другого року – у 13,04 % випадків, на третьому році – у 34,8% випадків. У групі високого ризику, другому кластері, метастази раку виникли у 94,74% випадків: на першому році у 47,37%, протягом другого року у 42,10% випадків, на третьому році метастази виникли у 5,25% випадків. 

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Морфологічні критерії прогнозу метастазів протокового раку грудної залози рекомендується обраховувати статистичним методом за відносним ризиком. 

2.  Найкращими методами для прогнозу метастазів протокового РГЗ є ті, у яких результати відносного ризику > 6 з урахуванням високих значень чутливості та специфічності методів.

3. Для прогнозу метастазів протокового РГЗ доцільно застосовувати гістохімічне дослідження співвідношення між карбоксильними та аміногрупами білків за коефіцієнтом R/B у пухлинних клітинах, коефіцієнт R/B у сполучнотканинних волокнах, визначення паренхіматозно-стромального коефіцієнта вільних NH2 груп білків та ІГХ метод визначення віментину.
4. Для розподілу на групи ризику метастазів хворих на протоковий РГЗ доцільно використовувати кластерний аналіз, який дозволяє застосовувати різнотипні результати дослідження.
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npo BUAAYY NaTeHTy Ta Bion. Ne 22

HOMep GloneTeHs:
(73) Bnachuk:

BULLW OEPXABHUI
HABYANBHWIA 3AKNAL
YKPAIHU "BYKOBUHCbLKUI
OEPXABHUA MEONYHWUA
YHIBEPCUTET" MO3
YKPAIHU,

nn. TeatpanbHa, 2, M. YepHisuji,
58002, UA

(54) Hassa kopucHoi moaeni:

Cnocis NPOrHO3YBAHHA METACTA3IB MPOTOKOBOIO PAKY MPY[JHOI 3ANO3#

(57) ®dopmyna kopucHoi Mogeni:

Cnoci6 MNpOrHo3yBaHHA MeTacTa3iB NPOTOKOBOro paky rpyAHOI 3ano3n LUNAXOM [OCAIfXEHHA FiCTOMNOrYHOro
MaTepiany nyxnuH, AKAiA BiAPI3HAETBCA TUM, WO B TiCTOMOMYHOMY MaTepiani MPOBOASATL  HiHriApUHOBO-
LWNEOBOBCLKY peakuito Ha BinbHi amiHorpynu 6Ginkis 3a A. Yasuma i T. Ichikava, pani 3a gonomoroio onTU4HOro
Mikpockona Ta UucpoBoi choTokamepy pobnsaTe LMdpPoBi KoNMbopoBi komii ONTUYHIX 306paXxeHs Mikponpenapartis Ta
3a fgonomorolo nporpamu ImageJ BusHavatoTb oBMexeHuit npoTeonis, a came NHx-rpynu GinkiB, B OAMHALSAX
ONTUYHOI TYCTUHM B CTPOMAnbHOMY Ta NapeHXiMaTo3HOMY KOMMOHEHTaX —MyXNMuH, Aani  BUPaxoByioTb
"napexxiMaTo3Ho-cTpoManbHuii koediljieHT" (MCK) WnaxoM BiAHOWEHHA 3Ha4YeHHA oBMexXeHoro npoTeonisy B
napeHxiMaTo3HOMy KOMMOHEHTI A0 3Ha4eHHs1 0GMeXeHoro MpoTeonidy B CTpOManbHMi KoMNOoHeHTi i mpu MCK <1
NPOrHO3YHTb HU3BKWIA PUIMK BUHUKHEHHS METacTa3is NPOTOKOBOro paky rpyAHoi 3ano3u, a npu MCK 21 nporHoayioTe
BUCOKMI PU3NK BUHUKHEHHS! MeTacTaais NPOTOKOBOro paky rpyAHOi 3ano3i.

CropiHka 3 i3 4
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KopucHa moaenb HanexwuTb [0 ranysi MeAMLIMHN, a came A0 OHKOMOTil i NaTonorivyHoi aHaToMmii, Ta
Moxke 6yTU BMKOPUCTaHa ATIs MPOrHO3yBaHHA METacTasyBaHHs MPOTOKOBOTO PaKy rpyAHOT 3a5osu.

B cyyacHiii MeaMUMHI LUMPOKO  BUKOPUCTOBYIOTb  Pi3Hi  METOAM ANA  MPOTrHO3yBaHHS
meTacTasyBaHHsa paky rpyaHoi 3anmo3u. OgHi 3 HuX 6a3syloTbCA Ha AOCMIAXKEHHI PO3MIPIB NyXNWH Ta
meTacTasis, iHWi - Ha AOCMIMXEHHI CTPYKTYpP MyXNfMHW. TpoTe OCTaHHIM YacoMm LUMPOKO novyanm
BUKOPUCTOBYBATK FCTOXIMIYHI Ta iMYHOFCTOXiMiYHI MeToAM. 3a X [OMNOMOro MOoXnuee 6inbLu
rmuboke [OCMifXXeHHA: Ha piBHIi ynbTpacTpykTyp, 6inkiB, peuentopis. Bigomo 6nu3bko n'ATbOX
AecATKiB cnoco0is, NpoTe cuTyalifd He 3MiHMNAacs kapAWHanbHO. TOMY ANs NPaKTUYHOT MEAULMHN €
Hansamqaﬁuo BaXXNnuB1Mm BAOCKOHanNeHHsa MeToAgy npOrHo3yBaHHA BUHUKHEHHA Mertacrasis
NpPOTOKOBOrO paky rpyaHOT 3anosu.

[pOTOTUNOM KOPUCHOT MoZeni € cnocié NporHo3yBaHHA NiMOreHHOro MeTacTasyBaHHA npu
[IBOCTOPOHHIil CUHXPOHHII iHBa3UBHii# kapLueHOMi HecneyudiyHOro TUNy MOMoYHuX 3ano3 [Cnoco6
NpOrH03npoBaHna NUMEOreHHOro MeTacTa3MpoBaHNA NPy ABYXCTOPOHHEN CUHXPOHHON WHBA3WBHON
KapuyHOMeE HecnevunuIeckoro Tuna MonoYHbIX xenes: nat. 2 578 462, Poccuiickas ®eaepauus. Ne
2015103570/15; 3asen. 03.02.2015; ony6n. 03.02.2015, 6ton. Ne 9], B skOMy NPOBOASATL riCTONOriYHe
[OCTiAXXEeHHs1 060X MOMOYHWX 3ano3, NpU AKOMY NPOBOASATb OLiHKY iHCDINbTPAaTUBHOMO KOMMOHEHTa
TKaHWHN HOBOYTBOPEHHS, A€ NiApaxoBYOTb KiNbKiCTb Pi3HMX TUMIB CTPYKTYp BiA 1 Ao 5, cepen sikux
[04aTKOBO BUAINAIOTL anbBEONSPHi, TpabeKynsipHi, ConiaHi CTPYKTYPKW i AUCKPETHI rpynu MyXnuHHUX
KNiTUH. Mpu HAsABHOCTi CTPYKTYP TUMIB IXHS KiNbKICTb OLiHIOETLCS B 6anax. 3a hopMysioto BU3Ha4aThb
3HaYeHHSA NMOBIPHOCTI PO3BUTKY NiMGOreHHNX MeTacTasis.

Heponikamu npoToTuny-cnocoby € Te, L0 He OLiHIITL 0bMexeHuin npoTteonis, a came NH-
rpynu 6inkis, B CTPOMaribHOMY Ta NapeHXiMaTo3HOMY KOMMOHEHTaX NyXIuH.

B ocHOBY KOPMCHOI MOAENi NOCTaBEeHO 3aaayy BAOCKOHANUTM CNoCcid NPOrHO3yBaHHS MeTacTasis
NPOTOKOBOTO paKy TIPYyAHOI 3anmo3u LUMSIXOM TOro, Lo B TiCTONOMYHOMY Matepiani npoBoAsiTh
HiHMAPUHOBO-LUNPOBOBCLKY peakuito Ha BinbHi aMmiHorpynu 6inkie 3a A. Yasuma i T. Ichikava, aani
pobnATE LU POBi KONLOPOBI KOMIT ONTUYHMX 306paxkeHb Mikponpenaparis Ta BU3HaYaloTb 0OMexXeHui
npoteonia, a came NH.-rpynu 6inkiB, B OAMHMUSAX ONTWYHOI TYCTMHM B CTPOManbHOMY Ta
napeHxiMaTO3HOMY KOMMOHEHTax MyXNMH; Aani BUPaxoBYKOTb "NapeHXiMaTO3HO-CTPOMarbHuUi
KoedilieHT" i B 3anexHOCTi BiA WOro 3HAYeHHs MPOrHO3YITb PU3NK BUHUKHEHHA MeTacTasiB
NPOTOKOBOTO paKy rpyAHOT 3ao3u.

CninbHUMKU O3HaKamu NPOTOTMMY Ta KOPUCHOI Mogeni € Te, L0 AOCRIMKYIOTb TCTOMOMYHWI
maTepian nyxnuH.

BiaMiHHMMKM O3HAKamMu KOPMCHOI MoAeni Bia NPOTOTUMY € Te, WO B riCTONOrYHOMY MmaTtepiani
NPOBOASATL HiHripMHOBO-LLM(POBOBCLKY peakuilo Ha BinbHi amiHorpynu Ginkis 3a A. Yasuma i T.
Ichikava, gani 3a 4ONOMOro ONTUYHOMO Mikpockona Ta uMcpoBoi hoTokamepu pobnaTb LUAPOBI
KONMbOPOBi KOMii ONTUMYHUX 306paxkeHb MikponpenapaTiB Ta 3a Aonomorow nporpamu Imaged
BU3HAYalOTb O0OMexeHuin npoteonis, a came NHy-rpynu GinkiB, B OAWHMLSX OMTUYHOI TYCTUHM B
CTPOMasnbHOMY Ta MapeHXxiMaTo3HOMY KOMMOHEHTaX MyXNWH; Aani BMPaxOBYTb "MapeHximaTo3Ho-
cTpomarnbHuii  koedilieHT" (MCK) LWnaAXoM BiAHOLWEHHS 3HA4YeHHA OOGMEXEHOro npoTeonisy B
napeHxiMaTo3HOMY KOMMOHEHTI A0 3HA4Y€HHs1 0OMEXEHOro NPOTEonNi3y B CTPOManbHUA KOMMOHEHTI i
npu NMCK<1 nporHo3yoTb HU3bKWIA PU3NK BUHUKHEHHA METacTasiB NPOTOKOBOrO paky rpyaHoi 3anosu,
a npu MCK21 nporHo3yloTb BUCOKMIA PWU3NK BWHUKHEHHS METAacTasiB MPOTOKOBOIO paky rpyaHoi
3anosu.

Bu3HayeHHs TepMiHiB, siki BUKOPUCTOBYIOTBCS MNPW OMUCI KOPUCHOI MOZENi: MPOTrHO3yBaHHS
mMeTacTasyBaHHs, pak rpygHoi 3ano3u, o6MexeHUin MpoTeonis, CTpoMarbHa KOMMOHEHTa MyXInHM,
napeHxiMaTo3Ha KOMMOHEHTa MyXNNHU, "NapeHXxiMaTo3HO-CTpOMarnbHUin KoedilieHT".

TeopeTUyHi NnepefyMoBH 34iNCHEHHS Cnocody, Lo 3asBNAETbCA.

3anponoHoBaHuit cnocib npoBoaUTbLCA Ha GionciiHoMy Ta onepauiiiHoMy MaTepiani, 3abpaHomy
Bif NauieHTIB MPWKUTTEBO | € B MepLly 4Yepry [iarHOCTUMHUM METOAOM AN MonepemkeHHs Ta
3anobiraHHA BUHMKHEHHA MeTacTasiB paky.

KinbkicHOlO oauHULEl0 BUMIpY OOMEXeHOro npoTeonidy Cnyrye BenMyMHa OMTUYHOI TYCTUHW B
OMHNLAX ONTUYHOT TYCTUHU, Sika BUMIPIOETLCA LLASIXOM KOMM'OTEPHOT MiKpOAEHCUTOMETPIT.

Y KOPMCHIli Mofeni BUKOPUCTOBYIOTH "NapeHxiMaTo3Ho-CTpoManbHuii koediuieHT" (MCK), BenuyHa
SKOTO, Ha BiAMiHY Bifi OKPEMO BM3HAYEHOI ONTMYHOT IYCTUHU 3aGapBMEHHSA Y KIITMHAX YK CMOMYYHO-
TKaHWHHWUX BOMOKHAX, NMPaKTUYHO HE 3anexuTb Bi4 TOBLUMHM TUNOBMX TiCTOMOrYHMX 3pisiB, 60
TEeXHIYHO BM3HAYAETHLCA HA OAHOMY | TOMY XK FCTONOrYHOMY 3pi3i ANt OKPEMOTO CMOCTEPEKEHHS.

Cnoci6 34iNCHIOETLCA HACTYNMHUM YUHOM.

Ons  pocnimkeHHss obmexkeHoro npoteonidy, a came NH,-rpyn 6inkiB, BUKOPUCTOBYHOTH
ricronoriyHmnit matepian ikcoBaHuii npoTarom 24-48 roauH B 3abycepeHomy 3a Jlinni 10 % po3umHi
opmaniHy. ®ikcoBaHy TKaHUHY NPOCOYYIOTb CYMiLLLLIO Bick-napachiv, popmytoTe napadiHosi 6510ku 3
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AKT BOPOBAJXEHHA
1. Hassa BnpoBajuKeHHs:: « BUKOPHCTAHHS TiCTOXIMIYHOTO JOCIIIKEHHsS 00Me-

skeHoro mpoteoiszy (NHa) rpy GiiKiB 3 METOIO TPOTHO3Y METACTAa31B IPOTOKOBOIO
paKky TPyAHOI 3aJI031».

2. YcranoBa po3po0HMK: Bummii jgep:xaBHHMH HaBdaabHuH 3akinan  «by-
KOBMHCBKHH JIep’KaBHUI MeINYHHI yHiBepcHTeT», Il TearpansHa, 2, M. YepHis-
i, 58000, kadeapa naronorigHoi aHatoMii, J.Mea.H., npodecop Jasuaenko 1.C.,
acucteHT Jlazapyk O.B.

xepeno indopmanii:

1) IMar. na xopucuy mozxens Nel21014 UA. MIIK (2006.01) GOIN 33/574.
Crnioci6 MporHo3yBaHHs METacTasiB MPOTOKOBOIO paKy rpyaHoi 3anosu // Jlazapyk
0.B., Jasunenxo 1.C., IBamyk O.l., Jlazapyk T.IO.: 3asBHHMK I NaTeHTOBIACHHK:
Bumuii nepkaBHUil HaBYaapHHWH 3akman YkpaiHM «byKOBHMHCBKMH J€pKaBHHUH
mennunuii yuisepcurer» (UA). — Ne u 2017 05471; 3assn. 02.06.2017; omy6u.
27.11.2017, Bron. Ne22,

2) Jlazapyk O.B. IIporHoCTHYHI TOKa3HUKH METACTa3yBaHHS MPOTOKOBOIO PaKy
IPYAHOT 3034 Ha IMiACTaBl TICTOXIMIYHOIO JOC/IIKEHHs OKPEMHX BIACTHBOCTEH
6inkie / Jlazapyk O.B. dasunenxo 1.C., laBunenko O.M.// EkciepuMeHTanbHa Ta
KJiHIYHA MeaunuHa. — 2017, — No2 (75) — C.104-109.

3. Boposamxkeno y aiarsoctnany pobory K3 JIOP «JIsBiBcbkOro 0061acHOTO

[1aTOJI0r0aHaTOMIYHOTr0 0I0po» M. JIBBIB

4. Tepmin Bnposakennsi: tucronan 2017 p. no civens 2018p.

5. 3arajibHa KiJILKICTH crocTepeskeHb 162 BUMaIKu

6. EQexTuBHICTb BIPOBAIIKEHHSI: TIIBUILYE SAKICTh NiarHOCTHKH JIYXJTHHHOTO
IpOoIECy, MOKPAILLY€ 3/1aTHICTh TPOrHO3Y METACTa3iB i

3ayBazkeHHs1, IPONO3MLIi: 3aCTOCOBYBATH B iarHOCTHYHIH pdBori

BianoBinaabHU 3a BIPOBAUKEHHS
Hagamsauk K3 JIOP
«JIbBiBCHKE O0JIaCHE MATOJI0rOaHaToOMiuHeE 010pO»

“L87 z2pygue  20L% poky
7d

B.11. Pibyn
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AKT BHPOBAngHHﬁ”

1. Ilpomo3uuisi 1Jis BOIPOBAIKEHHS: «HporHeég?a‘z@MMemmasm MMPOTOKOBOIO
paxy rpyAHOI 3aJ1031.

2. VeraHoBa-po3poOHuK: Bunit nepxaBHUM HaBYalbHHUH 3aKnag YKpaiHHu
«ByKOBUHCBKHI [Iep)KaBHUHA MEIMYHUH YHIBEPCUTETY, M. YepHiBui, mnuoma
TeéarpansHa, 2, kadenpa marosoriunoi anarowmii, Jlasapyk O.B., dasupenxo LC.,
IBamyk O.I., Jlazapyx T.1O.

3. I:kepeno iHndopmauii:

IIarenT Ha KopucHy mozens Nel21014 UA. MIIK (2006.01) GOIN 33/574.

Crioci6 MpOrHO3yBaHHA METACTa3iB IPOTOKOBOTO paKy TPyAHOT 3a5103H //
Jlasapyx O.B., J[laBumenxo L.C., IBamyk O.I, Jlasapyk T.IO.: 3asBHHK I
[TATeHTOBIIACHUK: BUINMI AepKaBHUI HaBUaNbHUH 3aki1al YKpainu «byKoBHHCBKUH
Jep>KaBHUN MeIaHH yuiBepcuter» (UA). - Ne u 2017 05471; 3assn. 02.06.2017;
omy6i. 27.11.2017, brom. Ne22,

2.) JTazapyk O.B. IIporHocTH4HI NOKa3sHUKK METacTasyBaHHS MPOTOKOBOIO paxy
rpyaHoi 3a/03d Ha MiACTaBi TiCTOXIMIYHOro HOCITIIKEHHS OKPEMHX BIIACTUBOCTEH
6inkis / Jlasapyk O.B. JaBumenko 1.C., JaBunenko O.M.// ExcnepuMenTanbHa Ta
kiaiHiyHa MeaunuHa. — 2017, - Ne2 (75) — C.104-109.

4. le BIpOBAaJKeHO: B HABUAIBHHUI Mpoliec Kadeapy MaToNOorigHol aHaToMii 3
CeKIIHHMM KypcoM Ta CyJOBOIO MeIULUHOI TepHOmIbCHKOro AepKaBHOTO
MeauuHoro yaiBepcurety imeHi [.f. 'opbayeBchKoro

5. ®opma BNpPOBAaKEHHs: Y HaBYaJIbHUH MpoIlec Ta HayKoBy poboTy Kadenpw,
y MaTepiaiy JIEKIiil Ta IPAaKTHIHUX 3aHSTh 3 HATOJIONYHOI aHATOMII.

6. Tepmin BnpoBaxkeHHsi: rpyaesb 2017 p. — motuii 2018 p.

7. 3ayBaeHHsi, Npomno3uuii 3ayBaxeHb Hemae. Marepianu, Mo nojaHi
3qo0yBaueM Jlazapykom O.B. maroTh TeopeTH4yHe Ta MpaKTUYHE 3HA4YEHHS Ta
JI03BOJIAIOTH IIOKPAIIUTH PE3yIbTaTH IIPOrHO3Y BUHUKHEHHs MeTacTa3iB MIPOTOKOBOIO
paxky rpyJHOI 3aJI03HU.

BianoBimanpHUI 32 BIPOBAIKEHHS:

3aBimyBau kadeapu NaToIOriYHOI aHATOMII 3 CEKLIMHUM KypCOM
Ta CyJ0BOO MEAUIIHOIO TepHONIIbCHKOIo 1epKaBHOr0
MeIu4HOro yHiepcurery imeni [.51. ['opbayeBcpkoro

J.MeJI.H., Ipogecop _ Q s 5A.51. boanap
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AKT BOPOBAJIJKEHHII

1. HailiMeHyBaHHs ~ mpomo3umii  JJsi  BHpoBaJyKeHHsi:  «BuxopucTaHHs
I‘i(;TOXiMi'—IHOI‘O mocimKeHHsT o6MexxeHoro npoteoiizy (NH,) rpyn 6inkiB 3 mMeToro
MIPOTHO3Y METacTa3iB IPOTOKOBOIO PaKy rPyAHOI 3aJI03U».

2. KuM 3anponoHOBaHoO, aapeca, BAKOHaBUi: Bumuii nep:xaBHUN HaBYaJIbHUN
3axnan «ByKOBHHCHKHH JepKaBHHN MeQW4HMil yHiBepcuTer», . TeaTpansHa, 2,
M. UYepniBmi, 58000, xadenpa mnaroioriyHoi aHaToMii, I.MeI.H., Tpodecop
JlaBUOEHKO I.C.,‘ acucteHT Jlazapyk O.B.

3. I:xxepeno  indopmamii: Jlazapyk O.B. IIporHocTWYHi  IOKa3HHUKH
MeTacTa3yBaHHSI IPOTOKOBOTO pPaKy rpy)moi: 3aJI03d Ha IIiICTaBi TiCTOXIMIYHOrO
JOCTiKeHHs OKpeMux BiactuBoctei OinkiB / Jlazapyk O.B. Jaeunmenko I.C.,
Jasunenko O.M.// EkcriepeMeHTanbHa Ta KiIiHi4Ha MemuimHa. — 2017. - Ne2 (75) —
C.104-109.

4. BnpoBaxzkeHo B [lep>kaBHHM ITaToJIOroaHaTOMIiYHUM eHTp YKpainu - 2017p

5. Tepmin BnpoBamgkenHs: aucronan 2017p. no civens 2018p.

6. 3arajibHa KiJIbKICTh criocTepeskeHb 162.

7.3ayBaskeHHsl, NPONO3HMUii 3ayBaXeHb Hemae. Marepiany, IO IOAaHi
3q00yBauem Jlazapykom O.B. MaOTh TeopeTHYHE Ta IIpaKTU4YHE 3HA4YEHHS Ta

.
O3BOJISIIOTH ~ ITOKPAIUTHA  pe3yJbTaThd IPOTHO3y BHHUKHEHHS  MeTacTasiB

IIPOTOKOBOI'O paKy I'PyHOI 3aJI03H.

BignoBinanbHHI 32 BOIPOBaXKeHHS_Z z/W /W//?'q
ez W WZ/&/WM / / T 27 ___{mocana, mianuc)
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AKT BIIPOBAJAXEHHH

1. HaiimeHyBaHHs NpONO3HMLil AJAs  BHOpoBaJ:KeHHs:  «BuKopucTaHHA
ricTroxiMigHOro moCHi/KeHHs oOMexeHoro mpoteoiizy (NHz) rpyn 6inkiB 3 MeToo

NPOTHO3y METACTa3iB IPOTOKOBOTO PaKy IPyIHOI 3a103H.

2. Kum 3anponoHoBaHoO, ajpeca, BHKOHaBLi: Buiwil nep)xaBHHH HaBYalIbHUH
3akia] «ByKOBUHCHKHIT lep)kaBHUM MEeAMYHMH yHiBepcuTeT», 1. TearpansHa, 2,

M. YepHiBui, 58000, xadepa maTonoriuHoi anaToMmil, 1. MeaL.H. ipod. Hasunenxo 1.C.,
ac. Jlasapyk O.B.

3. Iiepeso indopmauii: JIazapyx O.B. IIporHocTHYHI IOKa3HMKM METACTa3yBaHHS
POTOKOBOTO PaKy IPyAHOI 321031 Ha ITiICTaBi FiCTOXiMIiYHOTO JOCIiIKEHHS OKPEMHUX
BrnacTuBocTel OGinkie / Jlasapyk O.B. [asumenko I.C., Hasumenko O.M.//
ExcriepeMeHTaNbHA Ta KIiHIYHA MenuuHa. — 2017, - Ne2 (75) — C.104-109

4. BopoBaasKeHo y NaToJI0roanaToMiuHe Biainenns YepHiserbKoro o61acHoro
KITiHIYHOTO OHKOJIOTI4HOTO JUCIIAHCEePY.

5. Tepmin BnpoBakenHsi: 3 rpyus 2017p. o civens 2018p.
6. 3aranbHa KiabKicTh cnocTepexkens 100.

7. 3ayBaeHHs1, NPONO3MLii 3ayBakeHb HeMae. Marepiany, mo nozaHi 3106yBadem
Jlazapykom O.B. MaloTh TeopeTHYHe Ta INpPaKTHYHE 3HAYEHHA Ta JO3BOJIOTH
MOKpAIUTA DPe3yJbTaTH MPOTHO3y BHHHKHEHHS METacTa3iB IPOTOKOBOTO paky

TPyAHOI 3a]103H.

BiamosifansHuUit 3a BIPOBAIKEHHs ?}Q(;A fwéo U U O eTD A Ul A
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AKT BHOPOBAJXEHHS/I

1. IIpono3uuis ais Buposaxkenus: «[Iporao3yBaHHs MeTacTasiB IPOTOKOBOIO
paKy IpyHoOl 3a7103H».

2. YeranoBa-po3poOuuk: BHINHA epiKaBHHH HaBUQJIbHUH 3aKkian YKpainu
«ByKOBMHCBKMH JepKaBHUN MeIW4HHIT yHIBepcuTeT», M. UepHisi, rur. Teatpansha
2, xad. maromoriynoi anarowmii, Jlazapyx O.B., Jasumenko LC., IBamyk O.I.,
Jlazapyk T.1O.

3. Lxepeso indopmarii:

D)Ilar. na xopucuy wmozmens Nel21014 UA. MIIK (2006.01) GOIN 33/574.
Crioci6 TporHO3yBaHHSI MeTacTasiB MPOTOKOBOTO paky rpyaHol 3anosu // Jlazapyk
O.B., Hasunenko I.C., IBauryk O.l, Jlazapyk T.IO.: 3asiBHMK W NATEHTOBJIACHHK:
Bumwuil epxaBnuit HaBuanbnui 3akmaq YKpaiHn «ByKOBHHCBKHH —Jep:KaBHHIT
meanunnii yaisepeuter» (UA). - Ne u 2017 05471; 3assn. 02.06.2017; ony6i1.
27.11.2017, bron. Ne22,

2.) Jlazapyx O.B. IlporHocTnuHi MOKa3HUKH METAaCTa3yBaHHs MPOTOKOBOTO PaKy
IPyJAHOI 3a703M Ha IACTaBi TICTOXIMIYHOrO JOCII/UKCHHsST OKPEMHX BJIACTHBOCTEH
6inkis / Jlazapyk O.B. JaBuzenxo 1.C., JlaBunenko O.M.// EkcniepemenTanba ta
KiTiHIYHa MejmmHa. — 2017, - Ne2 (75) — C.104-109.

4. Jle BIPOBAZKEHO: B HaBUATBLHMIT Mpolec KadeapH MaTtosIoriyHol aHaTOMIT Ta
cynoBoi MeJUIMHKU JIBBIBCHKOTO HANIOHAIBHOTO MEIMYHOTO YHIBEPCHUTETY IMEHI
Jlaauna ["anuubKoro

5. ®@opma BIPOBAKEHHS: Y HABUAJIBLHUIL 11POLIEC Ta HAYKOBY poboty kadenpu
y Matepiaiy JISKIIH Ta MPaKTHIHUX 3aHATD 3 1aTOMOPPOIIOTIT.

6. Tepmin Bnposamxennsi: sepecens 2017 p. - rpyzens 2017 p.

7. 3ayBazKeHHsI, IPONO3NLIT

BiarmosigansHuil 3a BIpoBaKeHHS:

3aBinyBau kadeapu naroMopdoIorii Ta ¢y 10BOi MEAUIIHHI » //’
JIpBIBCHKOTO HAllIOHATEHOTO MCTMYHOTO YHIBEPCHTETY W

imeni Jarmna anunekoro
JLMEJLH., poecop #710.0. TMocnimins
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2. YcranoBa-pospoGuuk: Bumwii JepkaBHMM HaBuanbHu 3aknan YKpaiHu

6.

«ByKOBUHCEKHI1 flepiKaBHIH MeIudHHiT yHiBepcuTeT, M. YepHiBLi,

mn. Tearpanmsha 2, Kad. matonorioi anatomii, Jlasapyk O.B., lasunenxo 1.C.,
Isamyk O.I., JIazapyx T.10.

Jlzkepeo indopmauii: ITat. Ha kopucHy Mozens Ne121014 UA. MIIK (2006.01)
GOIN 33/574. Crioci6 mporHosyBaHHs MeTacTasiB IPOTOKOBOTO PaKy IpyHHOL
3anosu // Jasapyk O.B., lasuznerko 1.C., Isamyx O.L., JIasapyk T.IO.: 3aaBHUK i
[NATEHTOBNACHWK: BWIMH  JepXaBHUM  HaBYaibHMM  3aKimaf  YKpaiHu
«ByKkoBHHCEKUH JepKaBHNIT MesuaHui yHiBepcuter» (UA). - Ne u 2017 05471;
3agBi1. 02.06.2017; omy6u1. 27.11.2017, Brom. Ne22,

BajoBa ycTaHOBa, sIka NpPOBOJHThL BIPOBAKeHHs: Bummil nepkaBHHI

HaBuanbHUil 3akman  Ykpainm  «ByKOBHHCBKHII — JIep)KaBHHMM — MeIMYHHN
yHiBepcHTeT», Kadeapa raTonorivHoi aHaToMii.

@opMa BNPOBAXKEHHsI: Y HABYAIBHUA IIPOLEC Ta HAYKOBY pobOTy KabenpH —y
MaTepianu NeKuiil Ta NpaKTHIHHX 3aHATH 3 TATOMOPQOIOTii.

Tepmin BrpoBaazkenns:: Bepecers 2017 p. - rpyaens 2017 p.

Ipomosuiis o6roBopeHa | 3aTBEp/UKEHAa Ha METONWYHOMY 3aciiaHHi Kadenpu
narosoriunoi aHaromii (mporokon Ne 9 Bix 28.12.2017 p.).

BianosiganbHuii 32 BIPOBAIKEHHS:
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ДОДАТОК В

Відомості про апробацію результатів дисертації

1. ІХ конґресі патологів України "Актуальні проблеми патологів" (м. Луганськ, 2013 р.) публікація тез;

2. ІV щорічній конференції молодих вчених "Сучасні методи діагностики і лікування злоякісних новоутворень" (м. Київ, 2013р), публікація тез;

3. І міжнародному медико-фармацевтичному конґресі студентів і молодих вчених (Чернівці, 2014 р.), усна доповідь;

4. XI international research and practice conference "Cutting-edge science – 2015" - (Sheffield, UK 2015), стендова доповідь;

5. ІІІ Міжнародна науково-практична конференція студентів та молодих вчених "Актуальні питання теоретичної та практичної медицини" - (Суми, 2015-17 рр.), публікація тез;

6. Конґрес всеукраїнського лікарського товариства СФУЛТ (Чернівці, 2014-16 рр.), усна доповідь;

7. Научной конференции студентов-медиков с международным участием "Актуальные проблемы современной медицинской науки" (Самарканд, 2015-17 рр.), публікація тез;

8. ХХ Міжнародному медичному конґресі студентів та молодих вчених (Тернопіль, 2016 р.), усна доповідь;

9. III International scientific-practical conference of students and young scientists "Science and medicine: a modern view of youth", dedicated to the 25th anniversary of independence of the republic of Kazakhstan (Almaty, 2016), публікація тез;

10. 39th International medical scientific congress (Ohrid, Macedonia 2016), публікація тез.

ДОДАТОК Д

Наукові праці, опубліковані за темою дисертації

Праці, в яких опубліковані основні наукові результати дисертації:

1. Лазарук О.В., Давиденко І.С. Аналіз частоти протокового раку грудної залози згідно класифікації TNM за даними Чернівецького обласного онкологічного диспансеру за 2009-2013 рр. Клінічна та експериментальна патологія. 2014. Т. 13, № 2. С. 79-82. (Особистий внесок: виконав експериментальні дослідження, брав участь в аналізі та обговоренні одержаних даних, статистично опрацював результати, підготував публікацію до друку)

2. Лазарук О.В., Давиденко І.С. Особливості експресії віментину в структурах паренхіми та строми протокового раку грудної залози. Буковинський медичний вісник. 2015, Т. 19, № 2. С. 130-132. (Особистий внесок: відбір гістологічного матеріалу, імуногістохімічний аналіз (комп'ютерна мікроспектрофотометрія), підготовка статті до друку).

3. Lazaruk O.V., Davydenko I.S. Immunohistochemical features of еxpression Vimentin in the structure of the tissue around the tumour of ductal breast carcinoma. Клінічна та експериментальна патологія. 2015. Т. 14, № 2. С. 117-119. (Особистий внесок: провів експериментальну частину роботи, пов’язану з визначенням експресії віментину у пухлинній тканині та перитуморозній зоні, статистично опрацював результати, підготував публікацію до друку)

4. Lazaruk A., Davydenko I. Using of binominal method for the purpose оf determination of confidence intervals for prediction of invasive ductal breast carcinoma metastases. EUREKA: Health Sciences. 2016. № 2. Р. 24-29. doi: 10.21303/2504-5679.2016.00090. (Особистий внесок: виконав експериментальні дослідження, брав участь у аналізі та обговоренні одержаних даних, статистично опрацював результати)

5. Лазарук О.В., Давиденко І.С., Попович А.І. Гуменяк О.І., Люпак В.Т. Деякі властивості білків у окремих структурах протокової карциноми та фіброаденоми грудної залози (гістохімічне дослідження на "кислі" та "основні" білки). Неонатологія, хірургія та перинатальна медицина. 2017. Т. 7, № 1. С. 69-74. doi: 10.24061/2413-4260.VII.1.23.2017.12. (Особистий внесок: провів експериментальну частину роботи, пов’язану з визначенням деяких властивостей білків у окремих структурах протокової карциноми та фіброаденоми грудної залози  статистично опрацював результати, підготував публікацію до друку)

6. Лазарук О.В., Давиденко І.С., Давиденко О.М. Прогностичні показники метастазування протокового раку грудної залози на підставі гістохімічного дослідження окремих властивостей білків. Експериментальна і клінічна медицина. 2017. № 2. С. 104-110. (Особистий внесок: провів експериментальну частину роботи, пов’язану з визначенням деяких властивостей білків у окремих структурах протокової карциноми та фіброаденоми грудної залози, статистично опрацював результати, підготував публікацію до друку)

7. Лазарук О.В. Прогноз метастазів протокового раку грудної залози за результатами деяких імуногістохімічних досліджень. Український журнал медицини, біології та спорту. 2018. Т. 10, № 1. С. 56-58. doi: 10.26693/jmbs03.01.056. 

Наукові праці, які засвідчують апробацію матеріалів дисертації:
8. Lazaruk O.V., Davydenko I.S. Features expression Vimentin lipocytes and cells of leukocyte infiltration in the stroma of tumour and tissue around a tumour in the carcinoma ductal breast cancer Materials of XI international research and practice conference Cutting-edge science – 2015. (30 april –7 may 2015, Sheffield, UK.). Sheffield. 2015. Р. 75-78. (Особистий внесок: провів експериментальну частину роботи, пов’язану з визначенням ознак віментину в клітинах, статистично опрацював результати, підготував публікацію до друку)

9. Лазарук О.В. Корелятивний зв'язок між рівнем PRу та розміром первинної пухлини у пацієнток з інвазивний раком грудної залози. Матеріали 95-ї підсумкової наук. конф. професорсько-викладацького персоналу Буковинського державного медичного університету. (17, 19, 24 лютого 2014, м. Чернівці). Чернівці. 2014. С. 22. 

10. Лазарук О.В. Імуногістотипування пухлинних клітин уражених протоковим раком грудної залози за допомогою експресії рецепторів PRу. Матеріали 96-ої підсумкової наук. конф. професорсько-викладацького персоналу Буковинського державного медичного університету. (16, 18, 23 лют. 2015, м. Чернівці). Чернівці. 2015. С.18. 

11. Лазарук О.В. Давиденко І.С. Робоча локалізаційна класифікація тканин в полі інвазивного протокового раку грудної залози (перше повідомлення). Матеріали Всеукраїнського лікарського товариства. XV конґрес СФУЛТ. Українські медичні вісті. 2014. Вип. 11. С 84. (Особистий внесок: статистично опрацював результати, підготував публікацію до друку)

12. Лазарук О.В., Давиденко І.С. Динаміка захворювання на рак грудної залози: сучасний стан проблеми. Матеріали ІХ конгресу патологів України. (15-17 травня 2013 року м. Луганськ,). Український медичний альманах. 2013. Т. 16, № 3 (додаток). С. 195-196. (Особистий внесок: опрацював статистично результати дослідження, підготував публікацію до друку)

13. Lazaruk O.V. Oxidative modification of proteins as verification method of qualitative changes of proteins in ductal breast carcinoma. Матеріали 97-ї підсумкової наук. конф. професорсько-викладацького персоналу Вищого державного навчального закладу України "Буковинський державний медичний університет" (15, 17, 22 лютого 2016, м. Чернівці). Чернівці. 2016. С.19. 

14. Lazaruk O.V., Lazaruk T. Yu. Vimentin expression of mioepithelial cells in tumour and areas around the tumour of ductal breast carcinomа. Материалы 70-й науч. конф. студентов-медиков с междунар. учас. Актуальные проблемы современной медицинской науки. (27 мая 2016, г. Самарканд) Самарканд. 2016. С. 73. (Особистий внесок: провів експериментальну частину роботи, пов’язану з визначенням ознак віментину в міоепітеліальних клітинах, статистично опрацював результати, підготував публікацію до друку)

15. Lazaruk O.V., Lazaruk T.Yu. Comparative characteristics of vimentin expression of ductal breast carcinoma (parenchymal and stromal cells) Материалы 70-й науч. конф. студентов-медиков с междунар. учас. Актуальные проблемы современной медицинской науки. (27 мая 2016, г. Самарканд) Самарканд. 2016. С. 73. (Особистий внесок: провів експериментальну частину роботи, пов’язану з визначенням ознак віментину в клітинах паренхіми та строми, статистично опрацював результати, підготував публікацію до друку)

16. Lazaruk O.V., Davydenko I.S., Lazaruk T. Yu. Vimentin expression in vessel cells of tumour sites invasive ductal breast carcinoma: immunohistochemical coloring variability. Материалы 70-й науч. конф. студентов-медиков с междунар. учас. Актуальные проблемы современной медицинской науки. (27 мая 2016, г. Самарканд) Самарканд. 2016. С. 74. (Особистий внесок: провів експериментальну частину роботи, пов’язану з визначенням ознак віментину в клітинах судин, статистично опрацював результати, підготував публікацію до друку)

17. Lazaruk O.V., Davydenko I.S. Vimentin immunohistochemistry in the cells of the stroma ductal breast carcinoma and outside for research the proliferative changes. Collection of abstracts of international scientific-practical conference of students and young scientists. Science and medicine: a modern view of youth, dedicated to the 25th anniversary of independence of the republic of Кazakhstan (21-22 april 2016, Almaty). Almaty. 2016. Р. 331-332. (Особистий внесок: провів експериментальну частину роботи, пов’язану з визначенням проліферативних змін при імуногістотипуванні віментину, статистично опрацював результати, підготував публікацію до друку)

18. Lazaruk O., Savina I., Davydenko I. Correlation between the size of the primary tumour and estrogen receptor expression in patients with invasive breast carcinoma Materials 39th international medical scientific congress (7-10 may 2016, Ohrid, Macedonia,). Ohrid. 2016. P. 94. (Особистий внесок: провів експериментальну частину роботи, пов’язану з визначенням розміру пухлини та експресії рецепторів естрогену, статистично опрацював результати, підготував публікацію до друку)

19. Лазарук О.В., Матвіїв Б.Т. Дослідження особливостей протеолізу в структурах карциноми грудної залози з метастазуванням та без нього. Хист. 2017. Т. 19. С. 31. (Особистий внесок: провів експериментальну частину роботи, пов’язану з дослідженням особливостей протеолізу в структурах карциноми грудної залози з метастазуванням та без нього, статистично опрацював результати, підготував публікацію до друку)

20. Лазарук О.В., Гуменяк О.І. Експресія kі-67 епітеліальними клітинами протокової карциноми грудної залози з метастазами та без них для прогнозування пухлинних метастазів. Матеріали ХIV Міжнар. наук. конф. студ. та молодих вчених. Перший крок в науку. (26–28 квіт. 2017, м. Вінниця). Вінниця. 2017. С. 26-27. (Особистий внесок: провів експериментальну частину роботи, пов’язану з дослідженням експресії kі-67 епітеліальними клітинами протокової карциноми грудної залози з метастазами та без них для прогнозування пухлинних метастазів, статистично опрацював результати, підготував публікацію до друку)

21. Лазарук О.В., Пінкасович С.Ф. Особливості експресії von Willebrand factor у структурах протокової карциноми грудної залози для прогнозування пухлинних метастазів. Матеріали ХIV Міжнар. наук. конф. студ. та молодих вчених. Перший крок в науку. (26–28 квіт. 2017, м. Вінниця). Вінниця 2017. С. 70. (Особистий внесок: провів експериментальну частину роботи, пов’язану з дослідженням експресії Віллебранда , статистично опрацював результати, підготував публікацію до друку)

22. Лазарук О.В. Експресія металопротеїназ у випадках протокової карциноми грудної залози з метастазами та без них для прогнозування пухлинних метастазів. Збірник тез V Міжнар. наук.-практ. конф. студ. та молодих вчених. Актуальні питання теоретичної та практичної медицини. (20-21 квітня 2017, м. Суми). Суми. 2017. С. 193.

23. Лазарук О.В. Особливості білків у паренхіматозно-стромальних волокнах протокової карциноми грудної залози для прогнозування пухлинних метастазів. Збірник тез V Міжнар. наук.-практ. конф. студ. та молодих вчених. "Актуальні питання теоретичної та практичної медицини". (20-21 квітня 2017, м. Суми). Суми. 2017. С. 193-194.

24.  Lazaruk O.V. Comparative characteristics oxidative modification of proteins in the structure of ductal breast cancer. Материалы 71 науч. конф. студ.- медиков с междунар. участием Problems of biology and medicine. 2017. Vol. 95, № 2, 1. Р. 473. 
Праці, які додатково відображають наукові результати дисертації:

25. Патент України №121014 UA. Лазарук О.В., Давиденко І.С., Іващук О.І., Лазарук Т.Ю. Спосіб прогнозування метастазів протокового раку грудної залози. Опубл. 27.11.2017. Бюл. № 22. (Особистий внесок: провів експериментальну частину роботи, пов’язану з дослідженням способів прогнозування протокового раку грудної залози, підготував патент до розгляду)

ДОДАТОК Е
Таблиця. Кластерний аналіз (k-середніх) за порогами реєстрації гістохімічних та імуногістохімічних досліджень
	№

прот
	Er
	PR
	Her2/neu
	kі-67
	p53
	bcl-2
	ММП-2
	ММП-9
	Віментин
	W. factor
	R/B ПЕК
	R/B СТВ
	NH2 Пек
	NH2 СТВ
	ПСК
	Cluster

	5
	0
	0
	1
	1
	0
	1
	1
	1
	1
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	2

	11
	1
	0
	0
	1
	0
	1
	1
	1
	0
	1
	0
	0
	1
	1
	0
	2

	14
	1
	0
	1
	1
	0
	1
	1
	1
	0
	0
	0
	0
	1
	0
	1
	2

	26
	1
	0
	0
	1
	0
	1
	1
	1
	0
	1
	0
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TKaHWHOM. [OTYIOTb FICTONOrIYHI 3pi3n 5-6 MKM, NPOBOASTb HiHFAPUHOBO-LIMGOBOBCEKY peakuilo Ha
BinbHi amiHorpynu 6inkis 3a A. Yasuma i T. Ichikava.

3a [oNoMOro ONTMYHOTO MiKpockona Ta LMdpoBoi oTokamepu pobnste LMdpPoBi KONbOPOBI
konii onTMYyHMX 306paxkeHb Mikponpenapatis. 3a gonomorow nporpamu Imaged BusHavatotb (0 -
BiACYTHICTb 3abapBrieHHs, abconoTHa npo3opictb, 1 - MakcumanbHe 3abapBneHHs, abconoTHa
Henpo30piCTb) 0OMEXeHUW nNpoTeonis B OAMHWLAX ONTUYHOI TYCTMHW B CTPOMAanbHOMY Ta
napeHxiMaTO3HOMY KOMMOHEHTax nyxnuH. [ani BMPaxoBYOTb "NapeHXiMaTO3HO-CTPOMarbHWI
koedilieHT" (MCK) LNsXoM BifHOLIEHHS 3HaYyeHHs OOMEXeHOro MpPoTeonidy B MapeHXiMaTo3HOMY
KOMMOHEHTi 10 3Ha4YeHHs1 0BMeXeHOro NPoTeoni3y B CTPOMAarnbHNA KOMMOHEHTI.

Mpn MCK<1 nporHo3yloTb HU3bKUA PU3NK BUHUKHEHHS METacTasiB NPOTOKOBOrO paky rpyaHoi
3ano3u, a npu MCK=21 nporHo3yloTb BWUCOKWIA PU3UK BUHWKHEHHS MeTacTasiB MPOTOKOBOro paky
rpyaHoi 3anosu.

Mpuknagm BUKOPUCTAHHSA KOPUCHOT MoAeni.

Mo 162 xBOpWUX Ha NPOTOKOBMA paKk rpyAHOI 3ano3n 3 METOK MPOrHO3YBaHHA BWUHMKHEHHS
meTacTasie 6yno 3acrocosaHo cnocib, Lo 3asenseTbesA. Y 97 Bunaakax MNCK 6ys 21, wo fano amory
CNpOrHo3yBaT BUCOKUA PU3NK BMHWUKHEHHS METacTasiB NpOTOKOBOrO paky rpyAHoi 3anosw, a y 65
Bunagkax MCK 6y <1, wWo Aano 3mory CnporHo3yBaTu HU3bKWIA PU3UK BUHWKHEHHSI MeTacTasiB
NPOTOKOBOr0 paKy rpyaHoi 3anosu.

3anponoHoBaHuii METOZl € BUCOKOEEKTUBHUM, TaK sIK BENMYKMHA BiaHOCHOTO pusuky (Risk ratio)
3a MNCK ans BinbHUX NH,-rpyn GinkiB npu BCTaHOBNEHii AiarHOCTUYHIA BENWYNHI "0AUHNLS" CTAaHOBUB
7,85, a BigHOWeHHA waHciB (Odds ratio) - 109,40. Mpu UbOMY YYTNUBICTb BKalaHOro MeToAy
ctaHosuna 0,9175 (abo 91,75 %), a cneyudivHicTs - 0,9077 (abo 90,77 %). YuM BULL NPOTHOCTUYHI
NOKa3HMKW, TUM BULLA JOCTOBIPHICTb OTPUMAHUX pe3ynbTaTis.

TexHiyHUi pesynbTaT. 3anponoHOBaHuWii cnocid A03BoNsAe eheKTUBHO NPOTHO3yBaTU MeTacTasu
MPOTOKOBOTO paky FPyAHOI 3anosn Ta BiJHECTM XIHOK A0 rpyn 3 BUCOKUM ab0 HU3bKUM PU3UKOM
BUHWKHEHHS! MeTacTasiB.

SOPMYNA KOPUCHOT MOOEN!

Croci6 MporHo3yBaHHsi MeTacTa3iB MPOTOKOBOTO paKy TPYAHOI 3aro3u LUMSXOM [OCHiAXeHHs
riCTOMIOMYHOro Martepiany nNyxauH, SKWIA BiAPI3HAETLCA TUM, WO B TiCTONOFYHOMY MaTepiani
NPOBOAATL HiHMAPUHOBO-LUMGOBOBCLKY peakuito Ha BinbHi amiHorpynu 6inkie 3a A. Yasuma i T.
Ichikava, gani 3a 4ONOMOrol ONTUYHOMO Mikpockona Ta uMcpoBoi hoTokamepu pobnsaTb LMAPOBI
KONbOPOBi Konii ONTU4HUX 306paxeHb Mikponpenapartis Ta 3a Jonomoroilo nporpamu |maged
BU3HAYalOTb oOMexeHuin npoteonis, a came NHy-rpynu GinkiB, B OAWHMLSX OMTUYHOI TYCTUHM B
CTPOMasnbHOMY Ta MapeHXxiMaTo3HOMY KOMMOHEHTaX MyXMWH; Aani BMPaxOBYOTb "mMapeHximMaTo3Ho-
cTpomarnbHuii  koedilieHT" (MCK) LWnaAXoM BiAHOLWEHHS 3HAYyeHHs OOGMEXEHOro npoTeonisy B
napeHxiMaTo3HOMY KOMMOHEHTI A0 3HA4Y€HHs1 0BMEXEHOro NPOTEoni3y B CTPOManbHUA KOMMOHEHTI i
npu MCK <1 nporHo3yioTb HU3bKWUI PU3NK BUHWKHEHHS METAcTa3iB MPOTOKOBOIO paky rpyaHoi 3anosu,
a npu MCK 21 nporHo3yioTb BWUCOKWI PWU3NK BUHWUKHEHHS MeTacTa3iB MPOTOKOBOIO paky rpyaHoi
3anosu.

Komn'toTepHa BepcTka A. KpikaHiBCbKMI

MiHiCTEpCTBO eKOHOMIYHOTO PO3BUTKY | Toprieni YkpaiHu, Byn. M. Mpywwescbkoro, 12/2, m. Kuie, 01008, YkpaiHa

AN “YkpaiHCbKuit IHCTUTYT iHTenekTyarnbHol BniacHocTi’, Byn. MMasyHosa, 1, M. Kuis — 42, 01601
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