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РЕФЕРАТ 

 
 

Звіт про НДР: 122 с., 41 рис., 209 джерел. 

ІМУНОГІСТОХІМІЧНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ, ІНТРАОПЕРАЦІЙНА 

ДІАГНОСТИКА, КАНЦЕРОГЕНЕЗ, МОЛЕКУЛИ КЛІТИННОЇ АДГЕЗІЇ, 

ФЛЮОРОФОР-КОН’ЮГОВАНІ АНТИТІЛА. 

Об’єкт дослідження – злоякісні пухлини основних локалізацій. 

Предмет досліджень – імунофенотип клітин злоякісних пухлин, 

молекулярні особливості взаємодії флюорофор-кон’югованих антитіл з 

клітинами карцином in vitro та in vivo, ефективність використання хірургії під 

контролем флюоресценції при візуалізації злоякісних новоутворень. 

Мета роботи – створення методики інтраопераційної фотодинамічної 

візуалізації в ближній інфрачервоній області спектру злоякісних пухлин 

основних локалізацій за допомогою флюорофор-кон’югованих антитіл до 

молекул раково-ембріонального антигену. 

Для досягнення поставленої мети були визначені такі завдання: 

- дослідити імунологічний профіль злоякісних пухлин щодо CEACAM зі 

встановленням їх відмінності від імунофенотипу незмінених тканин. 

- створити комплексні з’єднання флюорофорів з анти-CEACAM 

антитілами та встановити in vitro рівень їх селективності та стабільності. 

- дослідити in vivo інтраопераційну діагностичну ефективність 

флюорофор-кон’югованих антитіл при моделюванні злоякісних пухлин у 

тварин. 

- розробити протоколи інтраопераційної діагностики злоякісних пухлин 

та сформувати рекомендації щодо їх використання у практичній медицині. 

Методи дослідження – гістологічне та імунофлюоресцентне 

дослідження; створення флюорофор-кон’югованих анти-CEACAM антитіл; in 

vivo експерименти; математичні методи. Дослідження спрямовані на 

встановлення імунофенотипу пухлинної тканини, визначення унікальності їх 
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рецепторного профілю, синтез високоселективних флюоресцентних 

месенджерів та тестування їх ефективності в експериментах.  
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ВСТУП 

 

Злоякісні пухлини є однією з найактуальніших проблем сьогодення. 

Незважаючи на стрімкий науково-технічний прогрес, і досі відсутні 

можливості повного контролю над ініціюванням та прогресуванням карцином, 

а також тотального виліковування пацієнтів. Це спонукає до пошуку новітніх 

діагностично-терапевтичних методик та індикаторів пухлинного розвитку з 

подальшим їх впровадженням у медичну практику нашої держави. Одними з 

таких маркерів є білки сімейства РЕА – CEACAM, які нараховують більше, 

ніж 12 видів. Більшість з них виявлено у людини, хоча деякі з них також 

експресуються у тканинах тварин [1-2]. CEACAM беруть участь у 

функціонуванні клітин, опосередковуючи їх здатність до поділу, проліферації, 

адгезії, диференціювання та інше [2]. При неопластичній трансформації 

спостерігається зміна імунологічного фенотипу неопластичних клітин щодо 

експресії CEACAM [3-4], що частково використовується у повсякденній 

практиці при діагностиці злоякісних пухлин (визначення експресії CEACAM5 

– РЕА). На сьогодні існує значна кількість анти-CEACAM антитіл, які 

вибірково розпізнають клітинні білки та можуть впливати на їх функціональну 

активність [5-6]. Більше того, існують експериментальні дослідження щодо 

використання цих білків у якості месенжерів до патологічно-зміненої тканини. 

Ефективність видалення пухлин безпосередньо залежить від якості їх 

перед- та інтраопераційної візуалізації. Наявність «позитивних» країв резекції 

та залишкових мікрометастазів обумовлює рецидивування захворювання та 

необхідність повторного лікування. Саме тому одним із сучасних напрямів 

дослідження є пошук ефективних та високочутливих діагностичних методик, 

які б позбавили пацієнтів від тяжких післяопераційних ускладнень. Одним з 

таких методів є хірургія під контролем флюоресценції (ХпКФ), яка миттєво 

надає інформацію про межі поширення пухлини під час операції. Цей метод 

передбачає мічення пухлини флюорофорами з наступною їх візуалізацією за 

допомогою джерела світла визначеної частоти та фіксації сигналу від 



8 
 

флюорофорів за допомогою системи фільтрів, лінз та камер [7-8]. Для 

остаточної реєстрації сигналів використовуються CCD/ICCD об’єктиви та 

цифрові CMOS-камери. ICCD об’єктиви та пристрої з посиленим зарядним 

зв’язком можуть детектувати одиничні фотони, мають систему блокування 

сигналу та не вимагають системи охолодження. ХпКФ показала високу 

ефективність у сучасній хірургічній практиці. Не зважаючи на це, і досі 

залишається ряд перешкод, які не дозволяють широко та ефективно 

використовувати ХпКФ у повсякденній практиці. З одного боку, не існує 

жодного універсального флюорофору, який би взаємодіяв виключно з 

неопластичною тканиною без фонового забарвлення нормальних інтактних 

ділянок органа. З іншого боку, відсутні фінансово доступні прилади для 

ідентифікації та обробки флюоресцентних сигналів [9-10]. Останнім часом 

з’являється все більше даних про можливість удосконалення ХпКФ шляхом 

використання специфічних високоафінних молекул у якості месенжерів 

флюоресцентних міток, що може піднести дану методику на новий 

діагностичний рівень, сприяючи більш ефективному та цілеспрямованому 

лікуванню онкологічних хворих. 
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1 ДОСЛІДЖЕННЯ ВПЛИВУ ІМУНОГІСТОХІМІЧНИХ 

ОСОБЛИВОСТЕЙ ЗЛОЯКІСНИХ ПУХЛИН НА 

ПРОГРЕСУВАННЯ НЕОПЛАСТИЧНОГО ПРОЦЕСУ 

 

1.1 Імунофенотип ендометріальних карцином та його вплив на 

пухлинний процес 

 

Рак тіла матки є одним з найпоширеніших гінекологічних злоякісних 

новоутворень, серед яких аденокарциноми ендометрію (АЕ) становить 

близько 90 %. Близько 80 % АЕ – це ендометріоїдні адеонокарциноми 

ендометрія (ЕАЕ), які переважно є чутливими до стероїдних гормонів та є 

представниками  1 типу АЕ. Тип 2 АЕ включає серозні (САЕ) і світлоклітинні 

аденокарциноми ендометрія (СКАЕ), які не пов’язані з надлишком естрогену 

та в практичній діяльності зустрічаються у близько 5 та 2 % відповідно [1]. 

Прогноз АЕ залежить від гістологічного типу карцином, якісних 

характеристик неопластичних клітин та їх строми [2, 3]. Вони можуть бути 

єдиною злоякісною пухлиною у жінок або однієї зі складових первинно-

множинних пухлин [4]. Незважаючи на доведену прогностичну цінність низки 

імуногістохімічних маркерів, на сьогодні існує потреба у пошуку нових 

індикаторів прогресування АЕ для використання їх медичній галузі. Одними 

із таких молекул, які можуть мати діагностично-терапевтичну ефективність, є 

циклооксигенази (ЦОГ) [5, 6]. 

Група ЦОГ включає три представники: ЦОГ1, ЦОГ2 та ЦОГ3 [7]. На 

сьогоднішній день особлива увага прикута до ЦОГ2 у зв’язку з-за можливості 

шляхом їх блокування впливати на перебіг злоякісних пухлин [8]. Цей білок, 

який відкрито у 1991 році [9], каталізує реакції по утворенню простаноїдів 

(простагландін Е2 – PGE2), які мають виражений проканцерогенний ефект 

[10]. У нормі базальну експресію СОХ2 виявлено у шлунку, нирках, нервовій 

системі та жіночих статевих органах [11]. Серед різних гістологічних типів 

карцином (плоскоклітинний рак, перехідноклітинний рак, холангіокарцинома, 
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гепатокарцинома) їх експресію виявлено також у АЕ [12]. Це може бути 

індикатором неопластичної трансформації нормальних клітин у пухлинні [13]. 

Надекспресія СОХ2 призводить до погіршення прогнозу, супроводжуючись 

зростанням рецедивування та метастазування пухлин, зниженням виживаності 

та підвищенням резистентності до хіміотерапії [8, 14]. При цьому відбувається 

стимуляція пухлинних клітин до росту, їх виживаності та інвазії; активується 

ангіогенез та зростає мікросудинна щільність (МСЩ) у неопластичній тканині 

[8, 15, 16]. 

Каталізуючи утворення PGE2 за принципом позитивного зворотного 

зв’язку, ЦОГ2 сприяє регуляції Bcl-2, VEGF, MMPs, EGFR [17] та підтримці 

ракових стовбурових клітин [18]. ЦОГ2 модулює активність М2-макрофагів 

[14], стимулює асоційовані з раком фібробласти [19], активує утворення 

активних форм кисню [20] та запалення [17], пригнічує антипухлинну імунну 

відповідь [21], посилює проліферативну активність пухлинних клітин [14], 

інгібує апоптоз [17, 22], інактивує адгезивні молекули [23], індукує 

епітеліально-мезенхімальну трансформацію [18]. Це призводить до 

неопластичної трансформації клітин та прогресування злоякісних пухлин. З 

іншого боку, низка ензимів є стимуляторами синтезу та активності ЦОГ2. 

Серед них найвагоміший вплив мають NF-kβ, PI3K, AKT, MAPK, HIF, та 

EGFR [8]. Пухлинне мікрооточення також може мати індукуючий вплив на 

надекспресію ЦОГ2 [24, 25]. 

Крім проонкогенних властивостей ЦОГ2, існують дані про їх 

туморсупресивний вплив на організм [8]. 8-гідроксіоктанова кислота, яка 

утворюється під впливом ЦОГ2, інгібує пухлинний ріст та міграцію клітин 

[20]. На ефекти ЦОГ2 впливає також їх локалізація у клітинах. Їх ядерна 

транслокація у комплексі з ERK призводить до апоптозу клітин [22]. Натомість 

цитозольна їх локалізація (мітохондріальна транслокація) стимулює 

проліферацію клітин [22, 26]. У деяких пухлинах (остеосаркома, гліома) 

надекспресія ЦОГ2 призводить до супресії проліферації та активації апоптозу 

клітин [27, 28]. 
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Низьку цитоплазматичну експресію ЦОГ2 виявлено у нормальному 

ендометрії фази проліферації [29]. При цьому спостерігається елевація 

експресії ЦОГ2 при гіперплазії ендометрію [30], ендометритах [31] та ЕС [34]. 

У пухлинах ендометрію ЦОГ2 модулює ангіогенез, міграцію, інвазивність та 

імуносупресію, а також запобігання апоптозу [30, 32 – 35]. Експресія білка 

ЦОГ2 була пов’язана зі стадіями FIGO та диференціацією раку ендометрія [34, 

36, 37]. Пацієнти з гіперекспресією ЦОГ2 частіше мали поганий прогноз [34, 

37]. Позитивність ЦОГ2 спостерігалася переважно при аденокарциномах типу 

II, ніж при аденокарциномах I-го типу [36]. Пухлини з позитивними 

лімфатичними вузлами частіше показували позитивну експресію ЦОГ2, ніж 

пухлини з негативними вузлами. Випадки АЕ з високою інвазією міометрію 

також частіше мали позитивну експресію ЦОГ2 [36, 37]. Експресія ER 

позитивно корелювала з експресією COX2 як на рівні мРНК, так і на рівні білка 

[38]. Слід зазначити, що експресія ЦОГ2 не обмежується нормальними 

ендометріальними та раковими клітинами. Було виявлено наявність цих білків 

також у запальних клітинах строми ендометрію та їх мікрооточення [31, 38]. 

Окремі дослідження демонструють значно нижчу експресію ЦОГ2 у АЕ, 

порівняно з незлоякісними ураженнями, відсутність кореляції між експресією 

ЦОГ2 та глибиною інвазії, ступенем гістологічного ступеня та 5-річною 

виживаністю без прогресування та загальною виживаністю жінок [39]. 

Пригнічення активності ЦОГ2 виглядає обнадійливою стратегією у 

лікуванні злоякісних пухлин, враховуючи існування низки селективних та 

неселективних блокаторів цих ензимів [8]. Вона показала свій позитивний 

ефект у низки карцином, які як мали надекспресію цих білків [40], так навіть і 

при пухлинах з відсутньою експресією ЦОГ2 [41]. При цьому обов’язково слід 

враховувати тип карциноми, тип та дозу інгібіторів ЦОГ2, ступінь злоякісності  

та можливість і ефективність їх комбінування з іншими хіміопрепаратами [8]. 

У цій статті ми вперше показуємо залежність експресії ЦОГ2 від 

гістологічних особливостей АЕ, вплив ЦОГ2 на експресію прогностично-

важливих білків у тканинах ЕАЕ, САЕ та СКАЕ. Нами доведено, що 
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варіабельність експресії ЦОГ2 проявляється на якісних характеристиках 

неопластичних клітин та пухлинного мікрооточення. Зростання вмісту ЦОГ2 

у клітинах АЕ призводить до прогресування та набуття ними більш агресивних 

властивостей. 

Ми використовували післяопераційний матеріал жінок, які перебували 

на лікуванні в Сумському обласному онкологічному диспансері (відділення 

гінекології). Ми вивчили 50 випадків АЕ: 30 випадків ЕАЕ, 10 випадків САЕ і 

10 випадків СКАЕ. Усі пухлини були класифіковані відповідно до 

рекомендацій Всесвітньої організації охорони здоров’я. Нормальні тканини 

ендометрія (n=10) були отримані від жінок, які страждали на лейоміому матки 

(доброякісні пухлини). Пацієнти надали письмову інформовану згоду на 

дослідження тканин. Комісія з біоетики Медичного інституту Сумського 

державного університету затвердила протокол експерименту (№ 11/2 від 

10.05.2021). 

Для гістологічного дослідження ми приготували зрізи товщиною 5 мкм 

із залитих у парафінові блоки тканини, нанесли їх на мікроскопічні предметні 

скельця SuperFrost («Thermo Scientific») і піддали предметні скельця 

стандартній депарафінізації у двох порціях ксилолу та регідратації у 

знижуваній концентрації етанолу. Після цього їх фарбували гематоксиліном 

та еозином за стандартною методикою. 

Імуногістохімічне дослідження та візуалізацію білків проводили згідно 

з рекомендаціями виробника системи детекції. Основні етапи цієї методики 

детально описані в нашій попередній публікації [42]. В імуногістохімічному 

дослідженні використовували кролячі поліклональні антитіла до ЦОГ2 

(«Diagnostic BioSystems»); кролячі моноклональні антитіла до ER (клон SP1), 

PR (клон YR85), Ki-67 (клон SP6) і EGFR (клон EP38Y) (“Thermo Scientific”); 

мишачі моноклональні антитіла до р53 (клон SP5) та bcl-2 (клон 100/D5) 

(“Thermo Scientific”); кролячі поліклональні антитіла до VEGF і MMP1 

(«Thermo Scientific»); мишачі моноклональні антитіла до CD31 (клон 1А10) 
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(«Біо-Рад»); кролячі моноклональні антитіла до CD163 (клон EP324) («Master 

Diagnostica»). 

Три патологоанатоми незалежно проаналізували результати 

гістологічного та імуногістохімічного забарвлення. Щоб визначити структуру 

експресії Bcl-2, EGFR, MMP1 та VEGF, ми використали спрощену трирівневу 

систему оцінки: «–» для негативної експресії, «+» для низької експресії, «++» 

для помірної експресії та «+++» для сильної експресії (0 – 5%, 5 – 25%, 26 – 

50% і > 50% позитивних клітин відповідно). Патерн експресії р53 реєстрували 

як позитивне або негативне фарбування. Для експресії ER, PR і Ki-67 ми 

реєстрували відсоток рецептор-позитивних клітин серед загальної кількості 

пухлинних клітин. МСЩ і кількість CD163-позитивних клітин (М2-

макрофагів) визначали в трьох полях зору при збільшенні × 200. 

Для оцінки експресії ЦОГ2 використовували комбіновану оцінку, 

засновану на відсотку забарвлених клітин та інтенсивності фарбування. За 

відсотком імуногістохімічно позитивних клітин зрізи оцінювали наступним 

чином: 0 — негативний; 1, 1–25% позитивних клітин; 2, 26–50% позитивних 

клітин; і 3 > 50 % позитивних клітин. Інтенсивність імунного фарбування 

оцінювали наступним чином: 0, негативна; 1 — слабопозитивна; 2 — помірно 

позитивна; і 3, інтенсивно позитивна. Обидва набори балів були додані для 

отримання загальної кількості балів таким чином: 0 балів (–); 1 – 2 бали (+); 3 

– 4 бали (++); та 5 – 6 балів (+++) [34]. 

Усі дослідження проводили на мікроскопі Carl Zeiss Primo Star з 

цифровою камерою Zeiss AxioCam ERс 5s та пакетом програм ZEN 2 (blue 

edition, Німеччина). 

Обробку даних проводили за допомогою пакету статистичних програм 

GraphPad Prism® версії 6.0. Ми розрахували середнє арифметичне (M) і 

стандартне відхилення (SD). Оцінку відмінностей між порівнюваними 

показниками проводили за допомогою Манна-Уітні (u). Значущість 

відмінностей між трьома групами визначали за допомогою однофакторного 

дисперсійного аналізу (ANOVA) з апостеріорним тестом Бонферроні. 
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Виявлення та оцінка кореляційних зв’язків між показниками здійснювалась за 

непараметричним коефіцієнтом кореляції Спірмена (r). P-значення 0,05 (95% 

достовірність) вважалося статистично значущим. 

Середній вік хворих на АЕ становив 59,8 ± 8,7 років. За класифікацією 

FIGO серед 50 досліджених випадків 16 відповідали І стадії, 18 — ІІ, 16 — ІІ 

стадії. Пацієнти з ЕАЕ мали середній вік 56,2 ± 8,4 років, з САЕ – 63,6 ± 5,4 

років, та з СКАЕ – 66,7 ± 6,7 років. Встановлено, що жінки з типом ІІ АЕ були 

старшими за жінок з типом І АЕ (р = 0,0006). При цьому різниці щодо стадії 

FIGO між ними не виявлено (р > 0,05). Не виявлено також різниці між 

випадками АЕ щодо наявності метастазів у регіонарних лімфатичних вузлах 

(р > 0,05). Їх наявність зафіксована у 37 % ЕАЕ, 20 % САЕ, та 30 % СКАЕ (рис. 

1.1). Середній вік жінок, у яких досліджували експресію ЦОГ2 у нормальному 

ендометрії, становив 40,4 ± 4,9 років. 

 

Рисунок 1.1 – Характеристики груп пацієнтів. EC – всі випадки 

ендометріальних карцином; EEC – випадки з ендометріоїдними 

ендометріальними карциномами; SEC – випадки з серозними 

ендометріальними карциномами; CCEC – випадки зі світлоклітинними 

ендометріальними карциномами. Достовірна різниця між групами пацієнтів  

за даними ANOVA * – p<0,05; ** – p<0,01; *** – p<0,001. 
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Тканіна ЕАЕ демонструвала залозисту архітектуру, вистелену 

багатошаровим стовпчастим епітелієм зі скупченою, складною, розгалуженою 

архітектурою [43]. Пухлинні клітини щільно прилягають одна до однієї, 

утворюючи плавні контури залозистих просвітів. Вони переважно мають 

еозинофільну цитоплазму, різний ступінь ядерного атипізму та високий 

мітотичний індекс. У залежності від площі, зайнятої солідним ростом, АЕА 

поділялися на 1 ступінь (пухлини, що складаються з менш ніж 5% солідного 

росту) (рис. 1.2), ступінь 2 (пухлини, що мають площу, що складає 6 – 50% 

солідного росту) та ступінь 3 (пухлини мають більш ніж 50% солідного росту) 

(рис. 1.3). Слід зазначити, що при ядерній атипії 3 пухлинний клас збільшився 

на одну позицію. Серед 30 років АЕА сім зразків відповідали 1 ступеню, 16 – 

2 ступеню, та 7 – 3 ступеню. 

 

Рисунок 1.2 – Ендометріоїдна карцинома ендометрію, ступінь 1. Фарбування 

гематоксиліном та еозином (H&E). Тканини ЕАЕ з експресією ЦОГ2, ER, PR, 

Ki-67, p53, bcl-2, EGFR, VEGF, CD31, CD163 і MMP1, виявлені за допомогою 

імуногістохімії. Збільшення х200. 
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Рисунок 1.3 – Ендометріоїдна карцинома ендометрію, ступінь 3. Фарбування 

гематоксиліном та еозином (H&E). Тканини ЕАЕ з експресією ЦОГ2, ER, PR, 

Ki-67, p53, bcl-2, EGFR, VEGF, CD31, CD163 і MMP1, виявлені за допомогою 

імуногістохімії. Збільшення х200. 

Тканина САЕ характеризувалася наявністю складної папілярної 

архітектури з ділянками солідних та гландулярних патернів. Фіброваскулярні 

папіли вислані епітелієм з великими атиповими ядрами, мізерною 

цитоплазмою та численними мітотичними фігурами [43]. Просвітні поверхні 

зяючих залоз і сосочків виглядають фестончастими та потертими. У просвітах 

наявні відокремлені клітини (рис. 1.4). 

Тканина СКАЕ характеризувалася наявністю тубулярної, папілярної або 

солідної архітектоніки, які формувалися з свілих клітин зі світлою або 

еозинофільною цитоплазмою [43]. Пухлинні клітини вміщували ядра з 

вираженою атипією та численними мітозами (рис. 1.5). 
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Рисунок 1.4 – Серозна карцинома ендометрію. Фарбування гематоксиліном 

та еозином (H&E). Тканини ЕАЕ з експресією ЦОГ2, ER, PR, Ki-67, p53, bcl-

2, EGFR, VEGF, CD31, CD163 і MMP1, виявлені за допомогою 

імуногістохімії. Збільшення х200. 

 

Рисунок 1.5 – Світло-клітинна карцинома ендометрію. Фарбування 

гематоксиліном та еозином (H&E). Тканини ЕАЕ з експресією ЦОГ2, ER, PR, 

Ki-67, p53, bcl-2, EGFR, VEGF, CD31, CD163 і MMP1, виявлені за допомогою 

імуногістохімії. Збільшення х200. 
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Неопластична тканина of АЕ мала різний ступінь МСЩ, яка залежала 

від гістологічного варіанту карцином (р = 0.0043) та ступеня їх 

диференціювання (p = 0.0055) (рис. 1.1-1.5). У середньому МСЩ була 16.8 ± 

7.1. У тканині ЕАЕ МСЩ становила 19.2 ± 7.5; у САЕ – 11.2 ± 3.6; у СКАЕ – 

15.2 ± 4.9. 

У всіх зразках пухлинного мікрооточення виявлено наявність М2-

макрофагів (CD163-позитивні клітини), середня кількість яких склала 25.96 ± 

8.4 клітин в одному полі зору. Їх кількість була значно вищою (p < 0.0001) у 

тканині САЕ (37.7 ± 7.9) порівняно з ЕАЕ (22.2 ± 4.7) та СКАЕ (24.7 ± 7.2). 

Результати імуногістохімічного дослідження пухлинних клітин 

При імуногістохімічному дослідженні (рис. 1.1-1.5) серед зразків АЕ 

експресію ER та PR виявлено у 33.1 ± 27.5 % та 25.8 ± 22.7 % пухлинних клітин 

відповідно. Вона була більше притаманна ЕАЕ (p < 0.0001); виявлена 

вогнищево у шести зразках САЕ; всі зразки СКАЕ не мали експресії цих білків. 

Проліферативний індекс АЕ у середньому склав 47.4 ± 14.1 та не мав 

статистично достовірної різниці між ЕАЕ (45.8 ± 16.1 %), САЕ (44.5 ± 8.9 %), 

та СКАЕ (54.9 ± 9.5 %). У половині випадків виявлено експресію р53, яка була 

більше притаманна зразкам САЕ та СКАЕ (p < 0.0001). У тканині ЕАЕ 

варіабельну вогнищеву експресію р53 виявлено лише у 17 % пухлин. При 

цьому слід зазначити, що статистично вищі показники експресії ER та PR були 

характерні для low-grade АЕ (ЕАЕ grade 1-2). У той час як high-grade АЕ (ЕАЕ 

grade 3, САЕ, and СКАЕ) мали вищий проліферативний індекс та частіше 

експресували р53 (p < 0.05). 

У всіх зразках АЕ ми виявили різного ступеню вираженості 

цитоплазматичну експресію VEGF (рис. 1.1-1.5), яка у 20 % випадків 

вираженою. Різниці між гістологічними варіантами АЕ щодо експресії VEGF 

ми не встановили (р > 0.05). Натомість ми виявили статистично достовірну 

різницю у експресії Bcl-2 та EGFR між різними гістологічними варіантами АЕ, 

яка була більш виразною у типу І карцином (p < 0.0001 та р = 0,0007). Низька 

вогнищева експресія Bcl-2 та EGFR була лише у 35 % випадків типу ІІ АЕ 
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(САЕ та СКАЕ). Експресія ММР1 мала виключно вогнищевий характер у 36 

% зразків АЕ та не залежала від їх гістологічного варіанту (р > 0.05). При 

цьому ми встановили, що менш диференційовані ЕАЕ мали вищу експресію 

VEGF (р = 0,02). У той же час ступінь диференціювання ЕАЕ не впливав на 

особливості експресії Bcl-2, EGFR, та ММР1 (р > 0.05). Поділяючи всі випадки 

АЕ на дві групи (low-grade та high-grade АЕ), ми встановили, що більш 

агресивні пухлини мали менш виражену експресію Bcl-2 (р = 0,001) та EGFR 

(р = 0,046), що може бути пов’язано з впливом гістологічної гетерогенності 

high-grade АЕ. 

При імуногістохімічному дослідженні встановлено, що всі випадки 

нормальної та пухлинної тканини ендометрію є ЦОГ2-позитивними. 

Незалежно від фази менструального циклу виявлена вогнищева експресія 

ЦОГ2 в просвітних і залозистих епітеліальних клітинах нормального 

ендометрію. Слбо позитивна експресія була виявлена переважно у апікальній 

ділянці цитоплазми призматичного епітелію (рис. 1.6). При цьому у стромі 

ендометрію також виявляються ЦОГ2-позитивні лімфоцити. 

 

Рисунок 1.6 – Нормальний ендометрій з експресією ЦОГ2, виявлений 

за допомогою імуногістохімії. Збільшення х200. 

 

Тканина АЕ мала варіабельну мембрано-цитоплазматичну експресію 

ЦОГ2 (рис. 1-5), яка статистично не відрізнялася між її гістологічними 
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варіантами (р = 0,15). При цьому слід зазначити, що high-grade АЕ мали 

виключно помірну та виражену експресію, яка статистично відрізнялася від 

low-grade АЕ, які мали всі типи експресії (слабка, помірна та виражена) цих 

білків (р = 0,0054). У grade 1 ЕАЕ експресія ЦОГ2 переважно локалізувалась у 

апікальній ділянці цитоплазми (рис. 1.2). У тканині ЕАЕ із солідним ростом та 

при grade 3 ядерної атипії, а також у пухлинних клітинах САЕ та СКАЕ 

наявність ЦОГ2 виявлено по всьому периметру цитоплазми та мембрани (рис. 

1.3-1.5). У пухлинному мікрооточенні було присутні пухлино-інфільтруючі 

лімфоцити, які також експресували ЦОГ2. 

Статистичний аналіз отриманих результатів показав, що експресія ЦОГ2 

у тканині АЕ була виявлена у більш старших жінок (р = 0,022) та не залежала 

від FIGO стадії пухлин (р = 0,14). Аналіз гістологічних та імуногістохімічних 

особливостей всіх випадків АЕ показав, що надекспресія ЦОГ2 

супроводжується більш вираженою експресією VEGF (p < 0.0001), ER (p = 

0.028), PR (p = 0.0014), Ki-67 (p < 0.0001), та p53 (p = 0.01). При цьому 

спостерігається зростання МСЩ тканин (p = 0.0031) та інфільтрація її М2-

макрофагами (p < 0.0001). Впливу ЦОГ2 у тканині АЕ на експресію Bcl-2, 

MMP1, EGFR, а також метастатичне поширення пухлин ми не встановили (р 

> 0.05). 

При співставленні даних експресії ЦОГ2 з клініко-морфологічними та 

імуногістохімічними показниками окремих гістологічних варіантів АЕ ми 

виявили наступне (рис. 1.7): незалежно від гістотипу карцином надекспресія 

ЦОГ2 супроводжується більшою проліферативною активністю клітин, МСЩ 

тканин та інфільтрацією М2-макрофагами. 

Разом з тим інтенсивність експресії ЦОГ2 у трьох гістологічних типах 

АЕ не залежала від віку хворих, FIGO стадії, та не впливала на експресію ER, 

EGFR, та MMP1. На відміну від типу ІІ АЕ, у тканині ЕАЕ виявлено також 

статистично значимий вплив ЦОГ2 на експресію VEGF, p53, PR, та Bcl-2. 

Менш диференційовані випадки ЕАЕ вали вишу експресію ЦОГ2, яка не мала 

впливу на метастатичне поширення ЕАЕ. 
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Рисунок 1.7 – P-показник залежності клініко-морфологічних та 

імуногістохімічних особливостей АЕ та її гістологічних варіантів від рівня 

експресії ЦОГ2 у пухлинних клітинах. p-показник 0.05 та менше вважався 

статистично достовірним. 

 

АЕ, будучи найбільш частими злоякісними пухлинами тіла матки, навіть 

у сучасних умовах часто призводять до смерті [1, 44]. Їх прогноз залежить від 

гістологічного варіанту карцином, FIGO тадії, а також гістологічних і 

імуногістохімічних характеристик пухлинної тканини [43]. Слід зазначити, що 

дослідження експресії рецепторів у паренхіматозному та стромальному 

компонентах of АЕ, як і у пухлинах інших локалізацій, є не тільки 

прогностичним критерієм, але і індикатором чутливості до низки селективних 

препаратів [45, 46]. Основними вимогами до них є доступність, діагностична 

специфічність та ефективність, а також практичність у використанні у 

рутинній практиці. Всім цим критеріям відповідають ЦОГ2, які можуть 

впливати на перебіг злоякісних пухлин та використані у терапевтичних цілях 

[8, 14 – 25]. 

Досліджуючи експресію ЦОГ2 у нормальному ендометрії та тканині ЕС, 

ми встановили, що вона змінюється при неопластичний трансформації та 

впливає на прогноз. Аналогічно попереднім дослідженням [29], 

слабопозитивна вогнищева експресія ЦОГ2 була виявлена у нормальному 

ендометрії незалежно від фази менструального циклу. Вона локалізувалася 

переважно у апікальній ділянці цитоплазми клітин. У тканині АЕ ми виявили 

посилення експресії ЦОГ2. При цьому у 16 % випадків була наявна слабо 
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позитивна експресія. Ми також довели, що АЕ типу ІІ мають більш виражену 

експресію цих білків [36]. Її апікальну цитоплазматичну локалізацію виявлено 

лише у grade 1 ЕАЕ. Для всіх інших типів ЕС була характерною експресія 

ЦОГ2 по всьому периметру цитоплазми та мембрани. З одного боку, це вказує 

на діагностичну цінність визначення ЦОГ2 у тканині ендометрію (помірна і 

сильна дифузна експресія виключно у пухлинних клітинах). З іншого боку, це 

унеможливлює використання наявності експресії ЦОГ2 як запропонованого 

раніше індикатора пухлинних клітин з-за можливої їх експресії у нормальному 

ендометрії [13]. Необхідно також враховувати можливість експресії ЦОГ2 у 

окремих лейкоцитах нормального на пухлинного ендометрію [31, 38]. 

На противагу попереднім дослідженням ми не виявили залежності між 

FIGO стадією пухлин та експресією ЦОГ2 [34, 36, 37]. При цьому нами 

підтверджено факт впливу ступеню диференціювання ЕАЕ на рівень експресії 

цих білків [34, 36, 37]. Аналіз експресії всіх досліджуваних білків показав, що 

зростання кількості ЦОГ2 у пухлинних клітинах АЕ призводить до посилення 

експресії VEGF та MVD, про що повідомлялося раніше [8, 15 – 17]. При цьому 

нами не виявлено прямого впливу ЦОГ2 на метастазування карцином тіла 

матки, яке може бути реалізоване через посилений ангіогенез. 

Всупереч попереднім дослідженням [17, 38], ми не виявили залежності 

між ЦОГ2 та ER, EGFR, та MMP1. При цьому ми довели їх модулюючий вплив 

на проліферативну активність клітин [21], який може реалізовуватись за 

рахунок інгібування апоптозу при утворенні мутантного білка р53 та 

надпродукції антиапоптозного білка Bcl-2 при надекпресії ЦОГ2 [17, 22]. 

Також ми довели, що надекспресія ЦОГ2 впливає на якісний склад пухлинного 

мікрооточення шляхом збільшення кількості протуморогенних М2-

макрофагів [14]. Нами також вперше встановлено вплив ЦОГ2 на експресію 

PR у тканині АЕ. 

Необхідно зазначити, що на результати статистичного аналізу вагомий 

вплив мало включення в групу досліджень АЕ різних її гістологічних типів. 

Це призвело до отримання хибно-позитивних даних про вікову залежність 
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експресії ЦОГ2 у тканинах пухлини та її вплив на експресію ER. При цьому у 

загальній групі карцином не виявлено впливу ЦОГ2 на Bcl-2, яка була 

доведена у тканинах ЕАЕ. Це може бути також однією з причин у отриманні 

нами дещо відмінних результатів від попередніх досліджень, які не 

акцентували увагу на гетерогенності АЕ. 

Узагальнюючи вищевказане, ми можемо стверджувати, що експресія 

ЦОГ2 залежить від гістологічних особливостей АЕ та впливає на експресію 

прогностично-важливих білків у тканинах ЕАЕ, САЕ, та СКАЕ. 

Варіабельність експресії ЦОГ2 відображається на якісних характеристиках 

неопластичних клітин та пухлинного мікрооточення (рис. 1.8). 

 

 

Рисунок 1.8 – Схема впливу зростання ЦОГ2 на фенотип АЕ: При 

дедиференціюванні ЕАЕ та у САЕ/СКАЕ спостерігається надекспресія ЦОГ2. 

Це призводить до пригнічення експресії PR, посилення експресії VEGF, Bcl-

2, p53, зростання проліферативної активності клітин, МСЩ та інфільтрації 

М2-макрофагами. Все вищезазначене призводить до прогресування АЕ та 

погіршення прогнозу. 

 

Зростання кількості ЦОГ2 у клітинах АЕ призводить до гіршого 

прогнозу. Наявність низки селективних блокаторів ЦОГ2 та попередні дані 
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про їх ефективність при деяких карциномах [8, 40, 41] виглядає ефективним 

доповненням у лікуванні АЕ. 

 

1.2 Залежність мікросудинної щільності карцином від гістологічних 

та імуногістохімічних особливостей пухлин 

 

На перебіг злоякісних пухлин можуть вливати не тільки якісні 

характеристики неопластичних клітин, але й їх строми. Протягом останніх 

десятирічь все більше уваги приділяється неоваскуляризації тканини EA та її 

впливу на прогресування пухлин. Об’єктивним показником цього процесу є 

рівень мікросудинної щільності (МСЩ), який у EA значно перевищує 

показники непухлинної тканини. Виявлено вплив МСЩ на загальну 

виживаність, наявність лімфоваскулярної інвазії, інвазії міометрію та 

метастазування пухлин. Вищі показники МСЩ спостерігалися у менш 

диференційованих EA (ступінь 2 та 3). Експресія рецепторів пухлинними 

клітинами також відображалася на неоваскуляризації тканини EA: 

спостерігається зростання МСЩ при надекспресії фактору росту ендотелію 

судин (VEGF), індукований гіпоксією фактор 1α  і транспортер глюкози-1; а 

також у EР та ПР негативні пухлини. При карциносаркомах ендометрію 

епітеліальний компонент має вищу МСЩ ніж стромальний. 

Метою нашого дослідження стало встановлення залежності МСЩ у 

тканині EA від гістологічних особливостей пухлинної тканини, експресіями 

пухлинними клітинами ЕР, ПР, Ki-67, p53, Е-кадгерину та VEGF, а також її 

вплив на метастатичний потенціал карцином. З одного боку, прогресування 

карцином органів репродуктивної системи (їх дедиференціювання та 

метастатичне поширення) супроводжуються пригніченням експресії ЕР, ПР та  

Е-кадгерину. З іншого боку, зростання grade призводить до посилення 

експресії Ki-67, p53 та VEGF у цих пухлинах. Дані ж про комбінований їх 

вплив на МСЩ EA є лімітованими. 
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Всі хворі перебували на лікуванні в Сумському обласному 

онкологічному центрі (відділення гінекології). Досліджено 30 випадків ЕА 

ендометрію. Усі пухлини були класифіковані відповідно до рекомендацій 

Всесвітньої організації охорони здоров’я. Від пацієнтів були отримані 

письмові інформовані згоди на дослідження тканин. Комісія з біоетики 

Медичного інституту Сумського державного університету затвердила 

протокол експерименту (№ 14 від 11.03.2020). 

При імуногістохімічному дослідженні ми використовували кролячі 

моноклональні антитіла до ЕР (клон SP1), ПР (клон YR85), Ki-67 (клон SP6) 

та Е-кадгерину (клон 67A4) (“Thermo Scientific”); мишачі моноклональні 

антитіла до p53 (клон SP5) (“Thermo Scientific”); кролячі поліклональні 

антитіла до VEGF (“Thermo Scientific”); мишачі моноклональні антитіла до 

CD31 (клон 1A10) (“Bio-Rad”). 

Оцінка гістологічних та імуногістохімічних препаратів здійснювалася 

незалежними проаналізовані трьома патологами. Для визначення патерну 

експресії Е-кадгерину та VEGF ми використовували спрощену 3-рівневу 

Середній вік хворих з ЕА склав 56.2±8.4 років. Згідно класифікації по FIGO 

серед 30 досліджуваних випадків 8 відповідали стадії 1, 11 – стадіям 2 та 3 

(рис. 1.9). Ми виявили достовірну різницю між групами лише щодо експресії 

пухлинними клітинами ПР – менший відсоток рецептор-позитивних клітин у 

більш поширених пухлинах (F=4.2, p=0.026) та МСЩ карцином – вищу МСЩ 

у більш поширених пухлинах (F=10.33, p=0.0005).  

При дослідженні гістологічних зразків ми встановили, що 7 з них 

відповідали ступеню 1, 16 – ступеню 2 та 7 – ступеню 3. Рівень 

диференціювання ЕА залежав від площі пухлини із солідними патернами та 

ступеню ядерної атипії: G1 – менше 5% солідних полів та незначна атипія 

ядер, G1 – солідні поля займали від 6 до 50% з помірною ядерною атипією та 

G1 – більше 50% площі зайнято солідними полями пухлин, спостерігається 

виражена ядерна атипія (рис. 1.10). 

 



26 
 

 
Рисунок 1.9 – Характеристика груп пацієнтів за стадією по FIGO. Наявність 

достовірної різниці між групами пацієнтів згідно ANOVA  

* – p<0.05; ** – p<0.01; *** – p<0.001 

 

 

Рисунок 1.10 – Зразки ЕА різного гістологічного ступеню. Забарвлення 

гематоксиліном та еозином. Збільшення х100. 

У той же час ми знайшли відмінності між різними гістологічними 

ступенями EA (рис. 1.11). 

 

Рисунок 1.11 – Характеристика груп пацієнтів за ступенем пухлини. 

Наявність достовірної різниці між групами пацієнтів згідно ANOVA.  

* – p<0.05; ** – p<0.01; *** – p<0.001 
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Пухлини високого ступеню злоякісності (2 і 3) мали знижену експресію 

Е-кадгерину (F=14.8, p<0.0001), ЕР (F=7.96, p=0.0019), та ПР (F=10.25, 

p=0.0005). При цьому дедиференціювання карцином супроводжувалося 

посиленням експресії VEGF (F=4.56, p=0.02), Ki-67 (F=41.9, p<0.0001) та 

МСЩ (F=6.34, p=0.0055). Пухлини високого ступеню злоякісності частіше 

експресували р53 (F=7.71, p=0,0022). 

При імуногістохімічному дослідженні встановлено, що експресія Е-

кадгерину у 6.7% випадків тканини ЕА була слабкою, у 43.3% – помірною та 

у 50.0% – сильною. Слабка експресія VEGF спостерігалась у 23.3%, помірна – 

у 36.7% та сильна – у 40.0%. Тканина ЕА мала дифузну гранулярну 

локалізацію VEGF у цитоплазмі пухлинних клітин зі збереженням тенденції 

до перинуклеарної апікальної локалізації у високо-диференційованих 

пухлинах. Стромальні лейкоцити та ендотелій судин слугували активним 

внутрішнім контролем якості імуногістохімічного дослідження. Експресії ЕР, 

ПР та Ki-67 виявлено у всіх зразках пухлини, яка у середньому складала 

58.8±12.7%, 42.4±12.2% та 45.8±16.1% відповідно. Наявність експресії р53 

виявлено лише у 16.7% випадків. Приклади позитивної експресії 

вищевказаних білків зображено на рисунку 1.12. 

 

Рисунок 1.12 – Тканина ЕА з експресіями ЕР, ПР, Е-кадгерину, VEGF, Ki-67 

та p53, виявлені при імуногістохімічному дослідженні. Збільшення х200. 
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При імуногістохімічному дослідженні експресії CD31 виявлено, що 

тканина ЕА має різний ступінь неоваскуляризації (рис. 1.13). В одному полі 

зору мікроскопу при збільшенні х200 ми виявляли від 5 до 37 судин. У 

середньому МСЩ склала 19.2±7.5. Як зазначалося раніше, більш агресивні (G2 

та G3) (F=6.34, p=0.0055) та розповсюджені (стадія 2 та 3) (F=10.33, p=0.0005) 

пухлини мали вищу МСЩ, яка не залежала від віку пацієнтів (r=-0.002, 

p=0.99). 

 

Рисунок 1.13 – Тканина ЕА з експресією CD31. Тут представлені зразки 

ЕА з незначною та вираженою васкуляризацією (судини показують 

позитивний ДАБ-сигнал та помічені стрілкою). Збільшення х200. 

 

Наше дослідження демонструє наявність позитивної кореляції між 

експресією ЕР і ПР (r=0.37, p=0.046). Кореляції між експресією ЕР та Ki-67 

(r=-0.5, p=0.0045), ПР та Ki-67 (r=-0.62, p=0.0003) були негативними. Тканина 

ЕА з експресією р53 мала нижчі показники експресії Е-кадгерину (u=22.5, 

p=0.014), вищі показники VEGF (u=29.0, p=0.049) та Кі-67 (u=14.0, p=0.0074). 

Окрім цього ми виявили, що МСЩ залежала не тільки від 

морфологічних характеристик карцином (їх ступеню), але і від рецепторного 

профілю неопластичних клітин (рис. 1.14). Вищі показники МСЩ 

спостерігалися при зниженні експресії Е-кадгерину (F=4.56, p=0.0197) та 

надекспресії VEGF (F=4.38, p=0.0225). Одночасно, ми спостерігали посилення 

МСЩ при пригніченні експресії ПР  (r=-0.5, p=0.005) та посиленні 

проліферативної активності клітин (r=0.5, p=0.0047). Важливо відмітити, що 
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випадки з метастатичним поширенням карциноми у лімфатичні вузли також 

мали значно більшу МСЩ (u=20.5, p=0.0003) порівняно з неметастатичними 

карциномами. При цьому також слід зазначити, що серед інших гістологічних 

та імуногістохімічних характеристик ЕА тільки експресія ПР мала вплив на їх 

метастатичний потенціал – ЕА з наявністю метастазів у лімфатичні вузли мали 

менші рівні експресії ПР (u=43.0, p=0.0086). 

 

Рисунок 1.14 – Дослідження залежності між МСЩ та віком пацієнтів, 

експресіями ЕР, ПР, Ki-67, Е-кадгерину, VEGF, p53 та її впливу на 

метастазування ЕА. На наявність статистичної достовірності вказує р<0.05. 

1-4 – аналіз коефіцієнта кореляції Спірмена, 5-6 – дисперсійний аналіз, 7-8 – 

аналіз Манна-Уітні. 

 

Наше дослідження показало, що інтенсивність ангіогенезу у тканині ЕА 

залежить від ступеню пухлин та стадії по FIGO. Ми спостерігали зростання 

МСЩ при дедиференціюванні пухлин та їх поширенні. При цьому вона не 

залежала від віку хворих. Виражений вплив на васкуляризацію тканин ЕА мав 

рецепторний профіль пухлинних клітин. Ми виявили зростання МСЩ при 

депресії експресії Е-кадгерину та ПР; посиленні експресії VEGF та Ki-67. 

Зв'язок рівня васкуляризації тканин з експресіями ПР, Е-кадгерину та 

проліферативною активністю клітин ми вбачаємо у синхронній варіації 

якісних та кількісних характеристик неопластичної тканини при 

прогресуванні та дедиференціюванні ЕА. 
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Натомість, посилення МСЩ при надекспресії VEGF є проявом 

функціональної активності цих білків, які при вивільненні з неопластичних 

клітин стимулюють утворення нових судин у пухлині та навколо неї, 

стимулюючи проліферацію та міграцію ендотеліальних клітин, а також 

деградацію позаклітинного матриксу. Результатом цього, з одного боку, є 

зростання забезпечення тканини карцином киснем та необхідними 

речовинами, стимулюючи пухлини до збільшення. З іншого боку, 

новоутворені судини мають підвищену проникність стінки, яка стає вхідними 

воротами для пухлинних клітин і їх лімфогенного та гематогенного 

метастазування. Саме це ми показали у нашій роботі – посилення МСЩ 

супроводжувалося більш частим метастазуванням ЕА у лімфатичні вузли. 

Схема взаємозв’язку між прогресуванням пухлин, посиленням МСЩ та 

метастазуванням карцином зображена на рисунку 1.15. 

 

Рисунок 1.15 – Схема зростання МСЩ у тканині ЕА при прогресуванні 

карцином (зміні ступеню) та варіабельності рецепторного профілю 

пухлинних клітин. А: Низький рівень МСЩ у низького ступеню злоякісності 

ЕА. Пухлинні клітини з переважно перинуклеарним (на апікальній стороні) 

розташуванням VEGF (на схемі позначено рожевим кольором). Низька 

ймовірність потрапляння VEGF у екстрацелюлярні тканини. В: Високий 

рівень МСЩ у висконого ступеню злоякісності ЕА. Пухлинні клітини з 
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дифузним розташуванням VEGF. Легка можливість потрапляння VEGF у 

екстрацелюлярні тканини зі стимуляцією ангіогенезу. 

Наші результати також підтвердили раніше опубліковані дані про вплив 

ступеню ЕА на експресію прогностично важливих білків. Дедиференціювання 

карцином супроводжувалося пригніченням експресії Е-кадгерину, ЕР та ПР. 

При цьому спостерігалось посиленням експресії VEGF, р53 та Ki-67. Крім 

того, ми виявили позитивну кореляцію між експресією ЕР та ПР; негативні 

кореляції між експресією ЕР та Ki-67, ПР та Ki-67. Це свідчить про 

синхронність виникнення морфологічної та імунологічної анаплазії при 

прогресуванні ЕА та можливості прогнозування перебігу захворювання, 

використовуючи дані гістологічного та імуногістохімічного дослідження 

біопсійного матеріалу. 

Різницю в експресії рецепторів у тканині ЕА між різними стадіями по 

FIGO ми виявили лише для ПР. ЕА з наявністю метастазів у лімфатичні вузли 

мали також менші рівні експресії ПР. На нашу думку, саме наявність та рівень 

експресії ПР є більш прогностично важливим індикатором. Про це 

повідомлялося і раніше, але дослідження стосувалися раку молочної залози, а 

не ЕА. 

 

1.3 Експресія молекул клітинної адгезії у тканині ендометрію та 

ендометріоїдних аденокарцином 

 

Особливості експресії неопластичними клітинами молекул міжклітинної 

адгезії є надійним прогностичним фактором при прогресуванні злоякісних 

пухлин. Одним з важливим індикатором прогресування карцином є Е-

кадгерин, який визначає силу міжклітинної адгезії та здатності клітин до 

розповсюдження. Зниження експресії цих білків супроводжується зростанням 

метастатичного потенціалу пухлин та зниження виживаності хворих [48]. 

Серед інших молекул адгезії останнім часом значна увага прикута до молекул 

клітинної адгезії раково-ембріонального антигену 1 (МКА-РЕА1). 
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Неодноразово повідомлялося про участь цих білків у цьому процесі [49]. 

Незважаючи на це, відомості про адгезивні властивості МКА-РЕА1 мають 

певні розбіжності. Згідно S. Hammarstrom у фізіологічних умовах МКА-РЕА1 

не беруть участі в міжклітинній адгезії, враховуючи їх апікальну локалізацію 

на поляризованих клітинах. 

Метою нашого дослідження стало вивчення особливостей експресії Е-

кадгерину та МКА-РЕА1 у нормальному ендометрії та при ендометріоїдних 

аденокарциномах. 

Результати дослідження та їх обговорення. Експресія МКА-РЕА1 була 

виявлена на апікальній поверхні люмінального та залозистого циліндричного 

епітелію функціонального та базального шарів нормального ендометрію. 

Безперервне розташування МКА-РЕА1 на клітинних поверхнях створювало 

враження бар’єру між зовнішнім середовищем та підлеглими тканинами 

матки. ІГХ дослідження експресії МКА-РЕА1 у тканині ендометріоїдних 

ендометріальних карцином виявило їх виражене гетерогенне розташування у 

пухлинних клітинах. У переважній більшості випадків МКА-РЕА1 

локалізувалися на апікальній поверхні епітеліальних клітин. Під час 

дедиференціювання пухлин вони зникають з поверхні клітини. Водночас їх 

фокальна експресія в цитоплазмі пухлинних клітин та по всій їх мембрані була 

виявлена в 6 випадках. Ці патерни експресії виявлялися виключно в солідних 

ділянках неопластичної тканини та супроводжувались вираженим ядерним 

атипізмом новоутворених клітин (рис. 1.16). 

 

Рисунок 1.16 – ЕЕА. 1 – апікальна мембранна експресія; 2 – гетерогенна 

експресія (наявність рецептор-позитивних та рецептор-негативних вогнищ); 



33 
 

3 – мембрано-цитоплазматична експресія. ІГХ дослідження МКА-РЕА1. 

Збільшення х200. 

На противагу МКА-РЕА1, в нормі Е-кадгерин локалізується у 

міжклітинних контактах та епітеліально-мезенхімальних з’єднаннях. При 

цьому, клітини ЕЕА мають різний ступінь інтенсивності прояву експресію цих 

білків та локалізацію їх на клітинній мембрані: базально-міжклітинну – при 

утворенні залоз пухлинними клітинами та суцільно-мембранозну – при 

солідному рості пухлин. Спостерігається зменшення інтенсивності експресії 

Е-кадгерину при дедиференціюванні карцином (р<0,05), яке 

супроводжувалося наростанням ядерного поліморфізму ракових клітин та 

вогнищевим відокремленням клітин від загальної пухлинної маси. Нами також 

не виявлено будь-якої закономірності у ко-експресії МКА-РЕА1 з Е-

кадгерином у неопластичній тканині – як МКА-РЕА1-позитивна, так і МКА-

РЕА1-негативна тканина були Е-кадгерин – позитивними. Рецептори Е-

кадгерину візуалізувалися між пухлинними клітинами та в контактах клітин з 

позаклітинним матриксом, за винятком тих частин їх мембрани, які 

обмежували просвіти залозисто-тубулярних пухлинних структур (рис. 1.17). 

 

Рисунок 1.17 – ЕЕА. ІГХ дослідження МКА-РЕА1. 

Збільшення 1 – х100, 1 – х200, 1 – х400. 

 

На сьогоднішній день відкритим залишається питання про участь МКА-

РЕА1 у міжклітинній адгезії. Одні дослідження демонструють участь цих 

«молекул клітинної адгезії» у посиленні міжклітинних контактів, взаємодіючи 

з інтегринами, філаміном А, остеопонтіном [49,51]. Інші показують їх 
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інертність по відношенню до міцності міжклітинних з’єднань [50]. Значна 

кількість робіт вказує навіть на пригнічення адгезії при експресії МКА-РЕА 

нормальними та пухлинними клітинами (наприклад регулюючи N-кадгерин) 

[52]. Для встановлення факту впливу МКА-РЕА на силу міжклітинного 

з’єднання нами виконано порівняння їх експресії з найбільш вивченим 

маркером адгезії Е-кадгерином [48]. Отримані дані демонструють експресію 

цих білків у міжклітинних контактах нормальних та пухлинних епітеліальних 

клітин та їх з’єднаннях з ПКМ (за винятком тих частин їх мембрани, які 

обмежували просвіти залозисто-тубулярних пухлинних структур). 

Нами не виявлено загальних закономірностей у маніфестації МКА-РЕА1 

та Е-кадгерину, підтвердженням чого стало експресія Е-кадгерину у МКА-

РЕА1-позитивній та МКА-РЕА1-негативній пухлинній тканині; відсутність 

експресії Е-кадгерину на апікальній поверхні клітин в нормі та при 

формуванні пухлинними клітинами залозистих структур, де переважно 

локалізувалися МКА-РЕА1. Слід вказати, що деякі дослідження акцентують 

увагу на тому, що експресія МКА-РЕА у клітинах при ІГХ дослідженні не є 

стовідсотковим індикатором їх наявності чи відсутності виключно у тих 

патернах, де виявляється позитивний сигнал. Вони можуть локалізуватися й у 

інших місцях, які є недоступними (можливо з-за малої їх кількості там) для 

виявлення їх цими методами дослідження [53], що на нашу думку є зовсім 

неприпустимим. 

Все вищезазначене вказує на функціональну інертність МКА-РЕА щодо 

міжклітинної адгезії. З іншої сторони, важко собі припустити, що б 

відбувалося з просвітами органів та залоз, якби ці білки дійсно мали адгезивні 

властивості щодо епітеліальних клітин – це б унеможливлювало наявність 

просвітів та порожнин за рахунок злипання протилежно розташованих стінок 

органів та залозисто-тубулярних структур. Ми погоджуємося, що ці молекули 

адгезії дійсно мають адгезивні властивості до якихось неепітеліальних 

біологічних об’єктів (бактерії, віруси, тощо), але не одні до одного. 
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1.4  Морфологічні та імуногістохімічні особливості 

плоскоклітинного раку шийки матки 

 

Найбільш розповсюдженою злоякісною пухлиною шийки матки є 

плоскоклітинний рак (ICD-O 8070/3), який займає друге місце серед усіх 

карцином у жінок [54]. Основним етіологічним фактором його виникнення є 

папіломавірус 16 людини [55], хоча підґрунтям для цього можуть бути різні 

інші місцеві та загальні патологічні стани (запалення, спадковість, 

імунодифіцит, тощо) [56-58]. Інвазивний плоскоклітинний рак шийки матки 

має чисельні патерни росту, варіабельність клітинного поліморфізму та 

ступенів диференціювання. Здатність до кератинізації з утворенням «ракових 

перлин» та ступінь клітинного плеоморфізму визначають розподіл цих пухлин 

на низько- (low-grade) та високо-агресивні (high-grade) карциноми. При чому, 

кератинізація не завжди є ознакою low-grade пухлин [59]. Перебіг 

захворювання залежить від стадії захворювання, віку пацієнтів, глибини 

інвазії пухлини та наявності метастатичного розповсюдження карцином. У 

якості прогностичних маркерів виступають експресія пухлинними клітинами 

p53, VEGF, EGFR, HER2, тощо [60,61]. 

Метою нашого дослідження стало вивчення морфологічних та 

імуногістохімічних особливостей тканини інвазивного плоскоклітинного раку 

шийки матки. 

Результати дослідження та їх обговорення. В Україні та Сумській 

області спостерігається висока захворюваність на злоякісні новоутворення 

шийки матки (рис. 1.18), які протягом останніх десятиліть мають тенденцію до 

«омолодження». Щороку у нашій державі виявляється у середньому 4392 

нових випадки, що становить 5,8% від пухлин усіх локалізацій. Показники 

Сумської області протягом останніх років знаходяться майже на рівні 

загальнодержавних – лише з 2014 року вони дещо їх перевищують. 
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Рисунок 1.18 – Статистичні показники захворюваності на пухлини шийки 

матки в Україні та Сумській області. 

 

Аналіз вікового розподілу вищезазначеної патології доводить, що рак 

шийки матки може вражати жінок будь-якого віку (окрім дітей). Починаючи з 

25 років, спостерігається стрімке зростання захворюваності, яка досягає свого 

піку в Україні в цілому у 50 років. У Сумській області найвищі показники 

виявлення пухлин шийки матки відзначаються на 10 років пізніше. 

Тканина інвазивного плоскоклітинного раку шийки матки при 

збереженні диференціювання пухлинних клітин містить значну кількість 

кератину та утворює в центрах анаплазованого епітелію «ракові перлини». 

Неопластичні клітини мають еозинофільну цитоплазму (при збереженні 

здатності до кератиноутворення), великі гіперхромні ядра, «міжклітинні 

містки». При дедиференціюванні новоутворень межі клітин стають менш 

чіткими, об’єм цитоплазми поступово зменшується, збільшуються розміри 

ядер, які набувають високого поліморфізму. Мітотична активність виражена 

по-різному, досягаючи найвищих показників по периферії пластів та тяжів у 

диференційованих пухлинах (рис. 1.19). 
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Рисунок 1.19 – Інвазивний плоскоклітинний рак шийки матки. Забарвлення 

гематоксиліном та еозином. Збільшення: х100 (1) та х200 (2). 

 

Десмопластична строма дифузно інфільтрована імуноцитами. Залежно 

від здатності пухлинних клітин до кератинізації та ступеню ядерного 

поліморфізму всі плоскоклітинні карциноми розподілено на високо- 

(виражена кератинізація з утворенням «перлин» та низький рівень ядерного 

поліморфізму), помірно- (залишкова кератинізація та помірний ядерний 

поліморфізм) та низько-диференційовані (відсутність кератинізації та 

варижений поліморфізм). У вибірці для дослідження було 7 випадків високо-, 

15 випадків помірно- та 8 випадків низько-диференційованих пухлин. Не 

виявлено залежності між віком жінок та ступенем агресивності пухлин (r=-

0,19, p=0,29). Ця закономірність зберігалась і у групах диференціювання 

плоскоклітинного раку (F=1,33, р=0,28). 

При ІГХ дослідженні тканини плоскоклітинного раку шийки матки 

встановлено, що вона у 83% випадків має варіабельну експресію МКА-РЕА1 

та МКА-РЕА6. Слід зазначити, що МКА-РЕА6 були наявні виключно в МКА-

РЕА1-позитивних зразках. У 43% випадків неопластична тканина мала 

вогнищеву експресію МКА-РЕА5, яка також локалізувалась у МКА-РЕА1- та 

МКА-РЕА6-позитивних ділянках пухлини. Крім суцільної мембранної 

експресії МКА-РЕА1, 5 та 6, ці білки завжди локалізувалися у цитоплазмі 

неопластичних клітин. Виявлено чітку закономірність у їх маніфестації – 

рецептор-позитивні клітини були наявні у більш диференційованих ділянках 
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пухлинної тканини (у клітинах з тенденцією до кератинізації), які 

розташовувались більш прицентрово у вогнищах неопластичного росту. Ми 

не встановили статистично достовірної відмінності у експресії МКА-РЕА1 та 

6 при різних ступенях диференціювання карцином (F=1,66, р=0,21). Хоча при 

цьому виявлено достовірну різницю для МКА-РЕА5 у трьох групах пухлин 

залежно від гістологічного їх варіанту (F=8,93, р=0,0011). Окрім цього, нами 

не виявлено вікової залежності в експресії МКА-РЕА1, 5 та 6 (t=1,23, р=0,23, 

t=0,086, р=0,93 та t=1,23, р=0,23 відповідно). 

У тканині плоскоклітинного раку шийки матки фокусну експресію ER 

та PR у неопластичних клітинах виявлено у 37% та 20% випадків, відповідно. 

Слід зазначити, що стромальні клітини мали більш виражену експресію цих 

рецепторів, порівнюючи з раковими клітинами. Нами не виявлено залежності 

у маніфестації цих білків від ступеня диференціювання пухлин (F=0,3, р=0,74 

для ER та F=0,28, р=0,76) та їх коливання при наростанні їх злоякісності (r=-

0,16, р=0,39 та r=-0,15, р=0,43, відповідно). Статистичний аналіз не виявив 

залежності в експресії ER та PR від МКА-РЕА-профілю пухлин. Це 

стосувалося як МКА-РЕА1 (t=0,74, р=0,47 та t=0,22, р=0,83, відповідно), так і 

МКА-РЕА5 (t=0,57, р=0,57 та t=0,54, р=0,6, відповідно) та МКА-РЕА6 (t=0,45, 

р=0,66 та t=0,37, р=0,71, відповідно). При аналізі ІГХ досліджень 

підтверджено отримані статистичні дані – при серійних зрізах тканин не 

виявлено ко-експресії МКА-РЕА з рецепторами до жіночих статевих гормонів 

(рис. 1.20). 

У пухлинній тканині виявлено експресію Кі-67 у всіх випадках, яка 

коливалася у діапазоні від 5 до 65%. Вона напряму залежала від ступеню 

диференціювання карцином (F=13,91, р<0,0001) та зростала при їх 

дедиференціюванні (r=0,71, р<0,0001). Так, у високо-диференційованих 

новоутвореннях проліферативний індекс склав 17,1%, у помірно-

диференційованих – 35,3% та у низько-диференційованих – 50%. Нами не 

виявлено різниці експресії Кі-67 у ER-позитивних та ER-негативних групах 

тканин (t=1,15, р=0,26), а також залежності між варіабельністю їх маніфестації 
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у ІГХ-препаратах (r=0,053, р=0,23). Те саме стосується і PR (t=0,91, р=0,37 та 

r=0,06, р=0,24). 

 

Рисунок 1.20 – Тканина плоскоклітинного раку шийки матки. Наявність 

(чорна стрілка) та відсутність (біла стрілка) експресії МКА-РЕА у ER-

позитивній тканині. ІГХ дослідження експресії ER (1), МКА-РЕА1 (2) та 

МКА-РЕА6 (3). Збільшення: х200. 

 

Статистичний аналіз особливостей експресії МКА-РЕА1 та Кі-67 не 

показав взаємозв’язку між ними. Не виявлено відмінностей проліферативного 

індексу тканин у МКА-РЕА1-позитивній та негативній групах пухлин 

(t=2,031, р=0,051). Незважаючи на це, при детальному аналізі серійних зрізів 

тканин нами відзначено МКА-РЕА1-залежну експресію Кі-67 у карциномах 

(рис. 1.21). 

Ті ділянки новоутворень, що експресували МКА-РЕА1, мали виражено 

нижчий проліферативний індекс, порівнюючи з МКА-РЕА1-негативними 

вогнищами пухлин. «Гарячі» вогнища пухлини (з вираженою 

проліферативною активністю) зазвичай мали МКА-РЕА1-негативний профіль 

неопластичних клітин. І навпаки, при експресії МКА-РЕА1 ракові клітини 

набагато рідше експресували Кі-67. 

Стосовно інших МКА-РЕА (5 та 6), то як при статистичному 

опрацюванні даних, так і при аналізі ІГХ-препаратів нами не виявлено будь-

яких закономірностей. МКА-РЕА5 та 6-позитивні пухлини статистично не 
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відрізнялися за проліферетивним індексом від МКА-РЕА5 та 6-негативних 

новоутворень (t=2,16, р=0,072, t=2,031, р=0,052 та t=0,595, р=0,56, відповідно). 

 

 

Рисунок 1.21 – Тканина плоскоклітинного раку шийки матки. Пухлинна 

тканина з гетерогенною експресією МКА-РЕА1: чорна стрілка – відсутність 

експресії, біла стрілка – наявність експресії. ІГХ дослідження експресії МКА-

РЕА1 (1) та Кі-67 (2). Збільшення: х200. 

 

Злоякісні пухлини є другою за частотою причиною смерті в усьому світі. 

Серед них карциноми органів чоловічої та жіночої статевої системи посідають 

лідируючу позицію як зі сторони захворюваності, так і смертності від них [1]. 

У жінок найбільш частою онкологічною патологією є карциноми молочної 

залози та органів статевої системи, рівень захворюваності яких як в Україні, 

так і в Сумській області знаходиться на стабільно високому рівні. Карциноми 

шийки матки виявляються у 5,8% випадків (пік у 50 років). Вони 

характеризуються зміною гістологічної будови неопластичної тканини при 

настанні злоякісності – зниження кератинізації неопластичної тканини та 

наростання ядерного атипізму. 

При ІГХ дослідженні встановлено, що вони у переважній більшості 

випадків експресують МКА-РЕА1 та 6; майже у половині випадків виявлено 
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вогнищеву експресію МКА-РЕА5. Спостерігається чітка закономірність у 

маніфестації цих білків – наявність експресії МКА-РЕА6 виключно у МКА-

РЕА1-позитивних ділянках пухлини; експресія МКА-РЕА5 у МКА-РЕА1 та 6-

позитивних вогнищах. Тканина карцином мала позитивну експресію ER у 37% 

випадків; рецептори до прогестерону виявлялися у 20% зразків. Нами не 

встановлено залежності в експресії вищезазначених рецепторів від віку 

пацієнток та ступеню диференціювання пухлин. 

Тканина плоскоклітинного раку мала різну проліферативну активність 

(від 5 до 65%), яка була незалежною від гормонального статусу неоплазій. При 

цьому виявлено пряму залежність проліферативного індексу карцином від 

диференціювання неопластичної тканини. Не зважаючи на відсутність 

статистичної залежності між проліферативним індексом пухлинної тканини та 

її МКА-РЕА-статусом, ми встановили, що вогнища пухлини з експресією 

МКА-РЕА1 мають значно нижчу проліферативну активність ракових клітин за 

МКА-РЕА1-негативні ділянки пухлини. Аналізуючи залежність 

проліферативної активності клітин від МКА-РЕА1-профілю, можна з 

впевненістю стверджувати, що ці молекули мають супресивний ефект на поділ 

клітин. 

Інгібуючий вплив МКА-РЕА1 на інтенсивність поділу клітин може бути 

обумовлений значним спектром їх властивостей (рис. 1.22). Вони беруть 

участь у активації інгібіторів клітинного циклу; опосередковують МАРК 

Erk1/2 контактне інгібування проліферації епітеліальних клітин; спільно 

функціонуючи з білком дикого типу р53 при ушкодженні ДНК, вони блокують 

мітози в клітинах; взаємодіючи з IR та EGFR, знижують інтенсивність поділу 

клітин; за допомогою активації циклінзалежних інгібіторів кіназ, блокуванню 

активності FAS та зменшення фосфорилювання Rb супресують поділ клітин; 

МКА-РЕА1-залежна транслокація β-катеніну в ядрі має мітоген-регулюючий 

ефект у клітинах; асоціація МКА-РЕА1 з білком PDIF38 призводить до 

варіацій інтенсивності поділу клітин [23]. 
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Рисунок 1.22 – Механізми інгібуючого впливу МКА-РЕА1 на 

проліферативну активність клітин. 
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2 ДОСЛІДЖЕННЯ ВЗАЄМОДІЇ CEACAM1 З ПАТОГЕННИМИ 

БІЛКАМИ 

 

Бактерійний сепсис залишається основною причиною захворюваності у 

людей [1]. Сепсис, який виникає у жінок після пологів, пуерперальний сепсис, 

все ще призводить до смерті понад 75 000 жінок щорічно по всьому світу і є 

особливою проблемою в країнах, які розвиваються [2]. Пуерперальний сепсис 

також має історичне значення, оскільки епідемії пройшли через пологові 

відділення в XVIII і XIX століттях і різко збільшили материнську 

захворюваність та смертність [3-5]. Причина епідемій була дуже спірною і 

була пояснена лише завдяки піонерській роботі Ігнаца Земельвейса, який 

продемонстрував, що антисептичні техніки можуть запобігти захворюванню 

[4], та завдяки розвитку мікробної теорії. Таким чином, пуерперальний сепсис 

представляє собою типовий приклад нозокоміальної інфекції. Докази з часом 

накопичувались, що епідемії спричиняв грампозитивний бактерійний вид 

Streptococcus pyogenes, відомий як група A стрептококів (GAS) [5,6], але 

молекулярні основи цієї хвороби залишалися невідомими. Епідеміологічні 

дослідження повторно вказували на те, що антиген, позначений як R28 [7,8], 

який має властивості адгезину [9] і зазвичай знаходиться в штамах emm28, 

пов'язаних із вибухами пуерперального сепсису викликаних S. Pyogenes [10-

15]. Отже, виникає ключове питання: яка роль R28 і чи дозволяє він S. pyogenes 

подолати вроджені захисні механізми для виклику пуерперального сепсису? 

Ця проблема є актуальною з урахуванням глобального зростання випадків 

пуерперального сепсису, викликаного S. Pyogenes [2,16], та відсутності вакцин 

проти цього патогена. Крім того, відомості про пуерперальний сепсис, 

викликаний S. pyogenes, можуть надати інформацію, що стосується патогенезу 

пуерперального сепсису, викликаного іншими бактеріальними патогенами. 

Людський імуномодулюючий рецептор CEACAM1 (молекула клітинної 

адгезії, пов'язана з карциноембріональним антигеном 1) з'єднується з деякими 

бактеріальними білками, які містять Ig-подібну структуру, позначену як IgI3 
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[17]. Рецептор CEACAM1, що входить до родини білків CEACAM, широко 

експресується на епітеліальних, ендотеліальних та імунних клітинах людини 

[18] і модулює клітинну активність [19,20] (рис. 2.1а). 

 

Рисунок 2.1 – Взємодія адгезину R28 ізольованих штамів S. pyogenes, які 

викликають пуерперальний сепсис, з CEACAM1. 

 

Тут показано, що R28, який має домен IgI3, специфічно спрямовується 

на CEACAM1 людського походження, щоб сприяти подіям, які в колективі 

сприяють розвитку пуерперального сепсису. Ці події включають підвищення 

бактеріальної адгезії до епітеліальних бар'єрів, втручання у загоєння епітелію, 

вродженої імунної відповіді та сприяння реплікації бактерій у крові. У той час 

як класично припускається, що патоген використовує відмінні молекулярні 

взаємодії для подолання кожного механізму захисту господаря, наші дані 

демонструють, що одна взаємодія може дозволити патогену подолати кілька 

бар'єрів імунного захисту на шляху до інвазивної хвороби. 
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Адгезин R28 S. pyogenes зв'язується з CEACAM1 

Білок R28 включає в себе довгий ряд ідентичних повторів і унікальний 

N-кінцевий регіон, в якому знаходиться складення IgI3 у домені N2 (рис. 2.1b). 

Ми виконали біохімічний аналіз взаємодії між цілим R28 та білками 

CEACAM1, і виявили, що рекомбінантний (r)CEACAM1 зв'язувався з 

іммобілізованим R28, ізольованим з клітинної стінки S. pyogenes, а також з 

білком β S. agalactiae, як раніше описано. На відміну від цього rCEACAM1 не 

зв'язувався з іншими очищеними поверхневими білками стрептококів, що 

були протестовані, включаючи Rib S. agalactiae, який тісно пов'язаний з R28, 

але не має N2-частини та області IgI3 (рис. 2.1b,c) [9,21]. У доповнюючому 

тесті очищений R28 взаємодіяв безпосередньо з іммобілізованим rCEACAM1 

залежно від концентрації. Для взаємодії був достатній IgI3-домен R28, а N-

кінцевий домен CEACAM1 був необхідний та достатній для взаємодії (рис. 

2.1d), як показано в прямих тестах зв'язування. У відповідності до цих 

результатів зв'язування R28-IgI3 специфічно блокувалось антитілом до 

CEACAM1-N та білком Helicobacter pylori HopQ, який зв'язується з 

CEACAM1-N [22]. Ці дані свідчать про те, що R28 та CEACAM1 взаємодіють 

через свої IgI3 та N-домени, відповідно. 

Оскільки R28 значно переважає серед штамів S. pyogenes, які 

викликають пуерперальний сепсис [8,10-12,14,15], було цікаво вивчити, чи 

взаємодіють клінічні ізольовані штами S. pyogenes з CEACAM1. Спочатку ми 

проаналізували розподіл гена (spr28), який кодує R28, у повних геномних 

послідовностях 3886 ізольованих S. pyogenes, що представляли 77 emm-типів, 

і виявили, що ізольовані, що належать до ліній emm2, emm28 та emm48, а 

також одної з двох ліній emm77, часто містять ген spr28 (рис. 2.1е). Серед цих 

ліній ізольовані, які належать до emm28 (серотип M28), є найпоширенішими 

серед штамів, які викликають вибухи пуерперального сепсису. Наш аналіз 

підтримує попередні спостереженням [13,23] і відповідає висновку, що ген 

spr28 розташований на пересувному генетичному елементі [24]. Носіння гена 

spr28, поверхневий вираз білка R28 та здатність зв'язування з CEACAM1 були 
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оцінені для великої колекції штамів, які належать до ліній emm28, emm2 чи 

emm77, і включають ізольовані випадки пуерперального сепсису. З них 28/28 

штамів emm28, 9/11 штамів emm2 та 8/10 штамів emm77 містили ген spr28. 

Аналіз експресії показав, що всі штами, які несли ген spr28, виражали R28, при 

найвищому виразі у штамів emm28 (рис. 2.1f), до яких включений ізольований 

випадок пуерперального сепсису з 1930-х років. Зв'язування з CEACAM1 було 

спостережено для більшості ізольованих S. pyogenes (рис. 2.1g,) і залежало від 

концентрації. Як очікувалося, два мутанти S. pyogenes, що не несли гена spr28, 

не мали поверхневого виразу R28 та не зв'язувалися з CEACAM1 (рис. 2.1f,g). 

Варіація зв'язування з CEACAM1, ймовірно, зумовлена різницею в експресії 

R28, підтримується позитивною кореляцією і обумовлена мутаціями в 

міжгенному регіоні, які впливають на рівень транскрипції spr28. Для аналізу 

зв'язування за більш фізіологічних умов була вивчена здатність S. pyogenes, 

які експресували R28, адгезивно зв'язуватися з поверхнею клітини 

китайського хом'яка (CHO), і виявлено, що експресія людського CEACAM1 

підсилює взаємодію за механізмом, залежним від R28 (рис. 2.1h). Ці дані 

демонструють, що штами S. pyogenes, які експресують R28, мають підвищену 

здатність адгезії до епітеліальних клітин завдяки взаємодії з людським 

CEACAM1. 

R28 зв'язується з CEACAM1 з високою специфічністю 

Для вивчення специфічності CEACAM1 як рецептора для адгезину R28 

ми оцінили, чи взаємодіє R28 з іншими білками мембрани, що експресуються 

на поверхні клітини людини. Високопродуктивне скринінгове вивчення 

зв'язування R28 та тісно пов'язаного білка Rib з 3359 клітинними лініями 

(походженням з 2625 унікальних генів) було виявлено за допомогою 

кроличого антисирового сироватка проти Rib (рис. 2.2a), яке визначає як R28, 

так і Rib9. Екран виявив підвищені сигнали для 45 клітинних ліній порівняно 

з контрольною клітинною лінією (рис. 2.2b). Додаткова характеристика цих 

результатів показала, що білок R28, але не білок Rib, специфічно зв'язувався 

лише з клітинною лінією, яка експресує CEACAM1 (рис. 2.2b). 
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Рисунок 2.2 – CEACAM1 є високоспецифічним рецептором для 

адгезину R28. 

 

В людських клітинах можуть бути виражені дванадцять різновидів 

сплайсінгу CEACAM1 з різними характеристиками, включаючи ті, які є 

вбудованими у мембрану, або ті, які є розчинними. Вони відносяться до 

підродини рецепторів CEACAM, які мають високу послідовність (~90% 

ідентичність) та структурну гомологію. Однак CEACAM1-4L є основним 

експресованим ізоформом та єдиним членом, що містить домени ITIM і 

подальші імуномодулюючі функції [18]. Оскільки R28 не зв'язувався з 

клітинами HEK293, що експресують пов'язані рецептори CEACAM1 

(CEACAM3, CEACAM5, CEACAM6 та CEACAM8), ми попередньо 

припустили, що R28 зв'язується з високою специфічністю до CEACAM1 на 
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цільових клітинах. Біохімічні та клітинні аналізи проводилися з очищеними 

препаратами R28 та інших членів родини рецепторів CEACAM. Взаємодії між 

R28 та rCEACAM3, rCEACAM5, rCEACAM6 або rCEACAM8 не виявлено в 

імуноензимному аналізі (рис. 2.2c) чи в аналізах ізотермічної калориметрії. 

Додатково, бактерії S. pyogenes, що експресують R28, не зв'язувалися з 

rCEACAM3, rCEACAM5, rCEACAM6 або rCEACAM8 в аналізах проточної 

цитометрії (рис. 2.2d). Зокрема, значно вищий відсоток інокулюму бактерій S. 

pyogenes, які експресують R28, адгезивно зв'язувався з клітинами HeLa, що 

експресують CEACAM1, порівняно з клітинами HeLa, які експресують інші 

члени родини CEACAMs (рис. 2.2e). Узявши разом ці дані, вони вказують на 

те, що CEACAM1 на епітеліальних клітинах є високоспецифічним рецептором 

для адгезину R28 S. pyogenes. 

Структура комплексу R28-CEACAM1 

Структурна інформація є важливою не лише для розуміння того, як R28 

взаємодіє зі своїм рецептором CEACAM1, але й для розуміння того, як R28 

може бути метою стратегій антивірулентного впливу. Ми вирішили структуру 

R28-IgI3, зв'язаного з CEACAM1-N з роздільною здатністю 3,05 Å (рис. 2.3а). 

Асиметрична одиниця містить чотири копії комплексу (R28-IgI3)-

(CEACAM1-N). Порівняння комплексів показало малюсіньку різницю між 

ними (середньоквадратичне відхилення 0,188–0,406 Å), і всі аналізи були 

виконані з використанням ланцюгів E та F. Домен R28 має складену фігуру, 

що відноситься до підмножини IgI3, яку ми недавно визначили як домен бета-

білка з S. agalactiae, що зв'язується з CEACAM1 та CEACAM5 [17]. Зокрема, 

R28-IgI3 має такі властивості фігури IgI3: стрічки A' та A", відсутність стрічок 

C' та C'', та скорочена стрічка C. Відзначеною різницею між структурою 

домена R28-IgI3 та доменом β-IgI3 є наявність в R28-IgI3 мотиву "гвинт-

поворот-гвинт" (HTH) між стрічками C та D. 

Ми наступним кроком оцінили механізм взаємодії між R28-IgI3 та 

CEACAM1-N. У комплексі R28-IgI3 спрямовується на інтерфейс димеризації 

CEACAM1-N (грань A′GFCC′C′′) за допомогою кишені амінокислот (K45, 
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Y61, K64), які мають високий електростатичний потенціал (рис. 2.3а). Далі ми 

визначили амінокислоти A55, E49, I52, I53 та I59 в R28-IgI3 як можливі місця 

контакту з CEACAM1-N (рис. 2.3а) і провели тестування аланінових замін в 

цих та інших амінокислотах R28-IgI3 для оцінки їхньої важливості у взаємодії 

з CEACAM1-N за допомогою біохімічних аналізів. Суттєве зменшення 

зв'язування CEACAM1-N спостерігалося для Dynabeads, покритих R28-IgI3, 

мутованими в позиціях K45, I52, I53 та Y61 (рис. 2.3b). Ці результати були 

підтверджені аналізом ITC. Далі ми перевірили, чи зміни в амінокислотах 

CEACAM1-N впливають на зв'язування з R28-IgI3 (рис. 2.3а,c). Мутації в 

амінокислотах F29, I91 або L95 CEACAM1-N призвели до припинення 

взаємодії з R28-IgI3 (рис. 2.3c), тоді як мутація амінокислоти Q89 зменшила 

зв'язування з R28-IgI3. 

Крім того, мутація амінокислот V96 або N97 суттєво збільшила 

зв'язування CEACAM1-N з R28-IgI3. Аналіз ITC підтвердив ці результати. 

Узявши разом нашу структурну та біохімічний аналіз, можна зробити 

висновок, що R28-IgI3 прилягає до сайту димеризації CEACAM1 cis/trans на 

грані A′GFCC′C′′ (амінокислоти F29, Q89, I91 та L95), а унікальні структурні 

особливості R28-IgI3 надають сайт з високим електростатичним зарядом (K45 

та Y61) і високою стабільністю (I52 та I53) для зв'язування з CEACAM1 (рис. 

2.3d). 

Наприкінці, ми дослідили наявність варіацій в послідовності R28-IgI3, 

які можуть впливати на здатність взаємодіяти з CEACAM1. Регіон R28-IgI3 

був консервований в геномах тих, кого ми тестували на позитивність spr28 

(рис. 2.1е), і аналіз BLAST проти всієї бази даних білків S. pyogenes NCBI 

підтвердив високий рівень консервації з єдиним варіантом валіну на аланін в 

амінокислоті під номером 26. Ця амінокислота не знаходиться в або близько 

до інтерфейсу зв'язування з CEACAM1, що свідчить про те, що всі білки R28 

взаємодіють з CEACAM1. 
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Рисунок 2.3 – Структурна основа та людська специфічність взаємодії R28-

IgI3 з CEACAM1. 

 

Оскільки R28-IgI3 зв'язується з інтерфейсом транс-димеризації (грань 

A′GFCC′C′′) CEACAM-N, виникло питання, чи може зв'язування R28-IgI3 з 

CEACAM1 запобігти взаємодії транс-димеризації CEACAM1. Перекладення 

кристалографічного транс-димера CEACAM1 (PDB: 4WHD) з комплексом 

R28-IgI3 показує, що зв'язування R28-IgI3 є несумісним із транс-димеризацією 
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CEACAM1. Також зв'язування інших бактеріальних лигандів є несумісним із 

транс-димеризацією CEACAM1 [26]. Ці дані свідчать про те, що інфікування 

R28 + S. pyogenes, але не R28- S. pyogenes, може знизити ефективність 

перехресного зв'язування CEACAM1. 

R28 специфічно зв'язується з людським CEACAM1. 

Інфекції S. pyogenes є обмеженими людським організмом. Тим не 

менше, властивості вірулентності штамів S. pyogenes, які виражають R28, були 

вивчені на мишиних та нелюдських приматів (макак) моделях [9,25,27]. Таким 

чином, ми проаналізували характер специфічності до господаря взаємодії R28-

CEACAM1. Чотири критичні амінокислоти людського CEACAM1 (F29, Q89, 

I91, L95), необхідні для докінгу R28-IgI3, не зберігаються в послідовностях 

CEACAM1 макаки, миші та щура (рис. 2.3е), що свідчить про те, що взаємодія 

R28-CEACAM1 обмежена до людини. Біохімічні аналізи показали, що R28-

IgI3 зв'язується з людським CEACAM1, але не з мишиним, щурячим чи 

макакійським CEACAM1 (рис. 2.3f). Відповідно до цього, бактерії S. pyogenes, 

що виражають R28, не взаємодіяли з макакійським CEACAM1 в молекулярних 

та клітинних аналізах. 

Лише у однієї з чотирьох амінокислот, які виявилися критичними для 

взаємодії R28-IgI3 (амінокислота F29 в людському CEACAM1), відмінності 

були виявлені між людським і макакійським CEACAM1. Симульоване 

докування R28-IgI3 на структури домена CEACAM1-N зі зміненими та 

незміненими амінокислотами правильно передбачило, що R28-IgI3 зв'язується 

з людським, але не макакійським CEACAM1 (рис. 2.3g). Крім того, аналіз in 

silico також показав, що мутація F29I в людському CEACAM1 суттєво 

зменшує енергію зв'язування R28-IgI3, тоді як мутація I29F в макакійському 

CEACAM1 суттєво збільшує енергію зв'язування R28-IgI3 (рис. 2.3g). Отже, 

аналіз вказує на те, що амінокислота F29 в людському CEACAM1 є критичним 

визначником людської специфічності, ймовірно, через взаємодію з 

амінокислотами K45 та I52 на R28-IgI3 (рис. 2.3h). Ці результати показують, 

що R28 специфічно зв'язується з людським CEACAM1 і свідчать про те, що 
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результати експериментальних тваринних моделей, ймовірно, недооцінюють 

роль R28 у вірулентності S. pyogenes. 

R28 ускладнює процес загоєння рани 

Оскільки CEACAM1 виражений на епітелії жіночого репродуктивного 

тракту [18,28], ми перевірили гіпотезу, що R28 підвищує адгезію S. pyogenes 

до цих епітеліальних поверхонь через взаємодію з CEACAM1. Адгезія нашого 

контрольного штаму S. pyogenes AL368 до моношар ME-180, клітинної лінії 

людського походження шийки матки, яка виражає CEACAM1 [29], залежала 

від R289 і специфічно зменшувалася антитілом, що визнає N-домен 

CEACAM1 (рис. 2.4а). Аналогічні спостереження були зроблені для 

альтернативної ізогенної пари штамів S. pyogenes. Таким чином, R28 сприяє 

зв'язуванню S. pyogenes з клітинами шийки матки за рахунок взаємодії з 

CEACAM1. Подібні результати були отримані в аналізах, що вимірювали 

зв'язування S. pyogenes, позначеного флуоресцентними мітками, до 

відокремлених клітин ME-180. 

 

Рисунок 2.4 – R28 сприяє прилипанню S. pyogenes до епітеліальних клітин 

шийки матки людини та пригнічує закриття ран через CEACAM1-залежний 

механізм. 
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Отримані результати з клітинною лінією ME-180 підтвердили, що R28 

взаємодіє з рецептором CEACAM1, який присутній на поверхні епітеліальних 

клітин шийки матки. Однак для виклику посляпологового сепсису S. pyogenes 

повинен потрапити в тканини жіночого репродуктивного тракту через рани, 

що виникають під час пологів, підсилити вроджену імунну відповідь та 

уникати вбивства імунними клітинами при потраплянні в кров. Ми 

припускали, що R28 бере участь в одному з цих процесів. Щоб проаналізувати 

внесок взаємодії R28-CEACAM1 у потрапляння S. pyogenes в тканини через 

рани, ми використовували ін вітро скретч-тест, який регулярно 

використовується для вивчення загоєння ран [30]. Незважаючи на те, що 

попередні результати свідчили, що CEACAM1 регулює міграцію клітин та 

загоєння ран [31-33], ніколи не ставалося пропозицій, що S. pyogenes (або R28) 

може впливати на цей процес. Порізи, нанесені на моношари клітин ME-180, 

заростали на 40,1% (±11,7) через 24 години культури і на 66,8% (±14,0) через 

48 годин культури (рис. 2.4b,c), але загоєння рани суттєво гальмувалося після 

інфікування S. pyogenes, яке виражає R28, тоді як у R28-негативного мутанта 

це мало малу або жодної дії. Крім того, блокування доступу до N-домену 

CEACAM1 на клітинах ME-180 відновлювало загоєння рани під час 

інфікування S. pyogenes. Затримка загоєння рани також спостерігалася у R28-

залежний спосіб при інфікуванні альтернативною ізогенною парою S. 

pyogenes. Щоб з'ясувати, чи достатньо взаємодії R28-CEACAM1 для виклику 

затримки загоєння рани відсутністю інших бактеріальних компонентів, ми 

вивчили здатність очищеного R28 затримувати загоєння рани. Затримка 

загоєння рани в моношарах клітин ME-180 відбувалася при інкубації з 

очищеним R28, але не з близьким за родоводом білком Rib з S. agalactiae (рис. 

2.4d). Фенотип також викликався rR28-IgI3 (рис. 2.4е), що свідчить про те, що 

взаємодія з IgI3-доменом ME-180 клітин була достатньою для затримки 

загоєння рани. Щоб вивчити, чи rR28-IgI3-домен діє за допомогою механізму, 

залежного від CEACAM1, ми порівняли функціональні властивості варіантів 

rR28-IgI3, які зв'язуються чи не зв'язуються з CEACAM1 (як показано на рис. 
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2.3b). Важливо зауважити, що білки rR28-IgI3, які зв'язуються з CEACAM1 

(rR28-IgI3 та rR28-IgI3E49A), затримували загоєння рани, в той час як rR28-

IgI3Y61A, який не зв'язується з CEACAM1, не викликав затримки загоєння 

рани (рис. 2.4е). Хоча не спостерігалося значущої різниці в загоєнні рани між 

rR28-IgI3 та rR28-IgI3I53A, був присутній тренд. Загалом ці дані свідчать про 

те, що взаємодія між S. pyogenes та людським CEACAM1 через R28 сприяє 

адгезії до епітеліальних клітин і пригнічує загоєння рани. 

R28 пригнічує вроджені відповіді імунної системи 

Наступними захисними механізмами, які повинні подолати S. pyogenes, 

є вроджена імунна відповідь різноманітних імунних клітин, які проживають в 

епітелії та ламіна пропрії. Оскільки CEACAM1 є імуномодулюючим 

рецептором, який виражається на імунних клітинах і регулює антибактеріальні 

відповіді [19,20], ми припускали, що вираження R28 S. pyogenes призведе до 

порушення імунної відповіді тканин проти стрептококової інфекції. 

Щоб перевірити це, ми оцінили профіль цитокінів та хемокінів 

моношарів клітин ME-180 та лежачих під ними людських периферійних крові 

мононуклеарних клітин за допомогою трансвель культурних камер. 

Неподільні штами S. pyogenes були додані до апікальної камери, і взаємодія 

дозволялася розвиватися протягом 72 годин перед аналізом вироблення 

цитокінів та хемокінів. Імунна відповідь проти дикого типу S. pyogenes була 

порушена порівняно з імунною відповіддю на ізогенний штам R28-

негативний. Зокрема, спостерігалося значуще зменшення або тенденція до 

зменшення вироблення протизапальних цитокінів та хемокінів, таких як IL-1β, 

TNF-α, GM-CSF, IFN-γ, RANTES, IL-6 та MCP-2. Для подальшого вивчення 

імуномодулюючого впливу R28 в більш фізіологічно релевантному 

середовищі ми використали експлантати тканини шийки матки людини [34], 

які представляють цінну модель для вивчення імунної відповіді клітин імунної 

системи. Експлантати тканини шийки матки людини інфікували штамами S. 

pyogenes дикого типу або ізогенними штамами з відсутністю R28 протягом 24 

годин, а потім культивували в присутності антибіотиків для знищення 
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позаклітинних бактерій протягом 24 годин (рис. 2.5а). Відзначимо, що не 

спостерігалося токсичності в інфікованих тканинах S. pyogenes. Узяті разом, 

ці експерименти свідчать про те, що вираження R28 S. pyogenes асоційоване із 

порушенням вродженої імунної відповіді. 

Нейтрофіли - це вроджені клітини імунітету, які забезпечують перший 

бар'єр проти вторгнення бактерій у крові, здійснюючи фагоцитоз та/або 

вивільнення антимікробних факторів. Однак S. pyogenes обладнаний кількома 

факторами віруленції на поверхні, такими як M-білки [35,36], які пригнічують 

фагоцитоз та убивання, спровоковані нейтрофілами. Оскільки CEACAM1 

виражається людськими нейтрофілами після активації [18], ми досліджували, 

чи може R28 стати ще одним механізмом для S. pyogenes подолання захисних 

механізмів людини, збільшуючи стійкість до убивання нейтрофілами. 

Очищений R28 зв'язувався з поверхнею активованих людських нейтрофілів, 

але не з відпочиваючими нейтрофілами (рис. 2.5с). Слід відзначити, що R28 не 

взаємодіє з іншими рецепторами CEACAM, що виражені на нейтрофілах (рис. 

2.2с,d,e), включаючи фагоцитичний рецептор CEACAM3 receptor [37,38]. Це 

свідчить про те, що R28, виражений на S. pyogenes, буде зв'язуватися з 

активованими нейтрофілами виключно через CEACAM1. Далі ми оцінили, чи 

сприяють взаємодії R28-CEACAM1 збільшенню стійкості S. pyogenes до 

убивання нейтрофілами, кількісно визначаючи виживання S. pyogenes після 

інкубації з людськими нейтрофілами протягом 1 і 2 годин. Згідно з 

попередніми відомостями, експресія R28 підвищує стійкість S. pyogenes до 

убивання нейтрофілами (рис. 2.5d). Ці спостереження були підтверджені 

експериментами з вбивством в цілій крові (рис. 2.5е), де експресія R28 

підвищує стійкість S. pyogenes до убивання. Більше того, збільшене 

виживання S. pyogenes з експресією R28 в цілій крові залежало від здатності 

взаємодіяти з CEACAM1 (рис. 2.5f), оскільки спостерігалося зменшення 

виживання, коли бактерії перед експериментом обробляли рекомбінантним 

CEACAM1. Загалом ці дані свідчать про те, що стійкість S. pyogenes до 
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вбивання клітинами вродженого імунітету підвищується завдяки зв'язуванню 

R28 з CEACAM1. 

 

Рисунок 2.5 – S. pyogenes порушує імунну відповідь людини через взаємодію 

R28-CEACAM1. 

 

Пуерперальний сепсис - це захворювання з важливим історичним 

контекстом, що визначає розвиток теорії збудників і сучасного контролю за 

інфекцією [4,5]. Ми зараз розкрили роль адгезину R28 в патогенезі 

пуерперального сепсису, викликаного S. pyogenes, на молекулярному та 

функціональному рівні. Наші результати демонструють, що людський 

CEACAM1 є високоспецифічним рецептором для R28. Ця єдина взаємодія між 

хазяїном та патогеном сприяє адгезії бактерій до епітеліальних шарів, 

затримує заживлення епітелію, перекриває вроджені відповіді імунітету та 
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підвищує стійкість S. pyogenes до вбивання за допомогою імунітету. Отже, 

наші дослідження показують, що один бактеріальний фактор може 

спрямовувати один хазяїнський фактор для допомоги бактеріальному 

патогену подолати кілька хазяїнських бар'єрів на шляху до виникнення 

інвазивного захворювання. Це відмінно від встановленої точки зору, що 

окремі молекулярні взаємодії хазяїн-патоген головним чином допомагають 

бактеріальному патогену подолати один механізм захисту хазяїна. Цей 

висновок підкреслює важливість розглядання того, що окремі молекулярні 

взаємодії хазяїн-патоген можуть мати багатогранні функції у патогенезі 

бактерій. 

Спрямування S. pyogenes до CEACAM1 на епітеліальних клітинах і 

клітинах імунітету, ймовірно, сприяє тканинній інвазії бактерій, виживанню в 

крові та розвитку системної інфекції, як це підсумовано на рис. 6. Ця модель 

гармонійно відповідає даним, отриманим для інших бактеріальних патогенів, 

які зв'язуються з CEACAM1 і використовують його роль як 

імуномодулюючого рецептора [19,22,39], зокрема Neisseria gonorrhoeae, 

Neisseria meningitidis, Helicobacter pylori, Moraxella catarrhalis, Fusobacterium 

nucleatum та Haemophilus influenzae. В той час як наші дані свідчать про те, що 

R28 відіграє ключову роль у патогенезі пуерперального сепсису, додаткові 

вірулентні фактори S. pyogenes, такі як M-білки, екзотоксини та протеази, 

ймовірно, є вторинними детермінантами, необхідними для виникнення цього 

інвазивного захворювання [40,41]. 

Адгезин R28 взаємодіє виключно з CEACAM1. На відміну від цього, 

інші бактеріальні адгезини взаємодіють з комбінацією CEACAM1, 

CEACAM3, CEACAM5 та CEACAM6 [17,42,43,44,45,46]. Наше відкриття 

робить S. pyogenes першим патогеном, для якого зв'язок з CEACAM 

обмежений CEACAM1. Основа цієї вибірковості потребує додаткового 

дослідження і не може бути пояснена спрямуванням R28 на різні обличчя 

CEACAM, оскільки R28 та всі дотепер характеризовані бактеріальні ліганди 

зв'язуються з обличчям A′GFCC′C′′ [17,42,43,44,45]. Більше того, цю 
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вибірковість не можна повністю пояснити різним спрямуванням залишків в 

обличчі A′GFCC′C′′ CEACAM1, оскільки залишки F29, Q89, I91 та L95 на 

CEACAM1 впливають на R28 та інші бактеріальні адгезини, включаючи β-

білок S. agalactiae, HopQ H. pylori та Opa Neisseria spp [17,42,44,45]. 

Унікальний режим зв'язування R28, який вибірково спрямований на 

CEACAM1, потребує дослідження за допомогою формальних біофізичних 

оцінок. 

 

Рисунок 2.6 – Модель взаємодії R28-CEACAM1 у патогенезі післяпологового 

сепсису S. pyogenes. 

 

Для S. pyogenes зв'язування R28 з CEACAM1 також надає механізм для 

затримки загоєння ран на епітеліальних шарах. Ці властивості R28 повинні 

бути важливими в тканинах, пошкоджених у жінок після пологів, оскільки 

затримка загоєння рани продовжить час для того, щоб патоген міг вторгнутися 

в тканини і викликати пуерперальний сепсис. Властивості R28 також 
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привертають увагу до слабо вивчених механізмів, які відомі за участю 

CEACAM1 у регулюванні міграції клітин та загоєнні ран [31-33]. Зазначимо, 

що взаємодія між R28 та CEACAM1 відрізняється від тієї, що виявлена у інших 

бактеріальних патогенах, які зв'язуються з CEACAM1 і використовують його 

для спричинення ендоцитозу бактерій в епітеліальні клітини, де вони можуть 

реплікуватися і/або трансцитоз епітеліального шару [47-49]. 

S. pyogenes розвинув високорозвинені механізми для ухилення 

фагоцитозу та вбивання нейтрофілів [50]. Активовані нейтрофіли виражають 

не тільки CEACAM1, але і CEACAM3 - спеціалізований рецептор для 

фагоцитозу та усунення бактерій, що зв'язуються з CEACAM3 [37,38]. 

Оскільки R28 не взаємодіє з CEACAM3, наші дані свідчать, що CEACAM3 не 

впливає на роль R28 у патогенезі інфекцій S. pyogenes та пуерперального 

сепсису. Ця відсутність взаємодії з CEACAM3 відрізняється від більшості 

інших бактеріальних лігандів CEACAM, включаючи Opa Neisseria spp. [44,45], 

HopQ H. Pylori [42] та UspA1 M. Catarrhalis [43,51]. Висока специфічність для 

CEACAM1 свідчить, що R28 розвинувся для ухилень від виявлення 

нейтрофілами через CEACAM3, зберігаючи здатність взаємодіяти з 

CEACAM1. Це може дозволити S. pyogenes ухилятися від протибактеріальних 

відповідей нейтрофілів. Краще розуміння подій внутрішньоклітинного 

сигнального шляху, які впливають на R28 взаємодію з CEACAM1 на 

нейтрофілах, може допомогти розуміти розвиток інвазивних інфекцій та 

пуерперального сепсису. 

Оскільки недавнє дослідження повідомило, що людські інтегрини 

можуть виступати як рецептори для обох доменів N1 і N2 R28 [21], існує 

можливість, що інтегрини служать як співрецептори для R28. Однак наші 

експерименти in vitro та ex vivo показують, що взаємодія з CEACAM1 є 

необхідною і достатньою для того, щоб R28 пригнічував заживлення ран, 

вроджену імунну відповідь та вбивання нейтрофілами. Тому ми припускаємо, 

що взаємодії R28-інтегрин мають низьку афінність та можуть бути 

непотрібними для функціональних властивостей R28. Також взаємодії з 
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інтегринами можуть бути непотрібними для вірулентності H. pylori, яка 

взаємодіє з CEACAM1 за допомогою адгезину HopQ для сприяння 

вірулентності [22,52]. Важливо відзначити, що ідентифікація людського 

CEACAM1 як специфічного рецептора для R28 надає критичну інформацію 

про те, що для повного розкриття ролі R28 in vivo необхідні гуманізовані 

моделі тварин [53], та що експерименти з інфікуванням wildtype мишей або 

макак з штамами R28 мають бути оцінені з обережністю [9,25,27]. 

Хоча R28 виявляється в штамах S. pyogenes різних типів emm, зокрема 

emm28, emm2, emm48 і emm77, лише штами emm28 мають сильний зв'язок з 

вибухами пуерперального сепсису [10-12]. Однак повідомлялося, що штами 

emm77 спричинили принаймні один випадок [54]. Існують кілька потенційних 

пояснень для асоціації штамів emm28 з вибухами пуерперального сепсису. По-

перше, це може бути через те, що штами emm28 поширеніше, ніж штами 

emm2, emm77 і emm48, як це вказується останніми даними про розподіл типів 

emm [13,55]. По-друге, це може бути через те, що ген R28, spr28, присутній у 

всіх штамах emm28, але не у всіх штамах emm2, emm77 і emm48 [13,23], факт, 

який можна віднести до досить недавнього здобуття мобільного генетичного 

елемента, що несе spr28, у цих лініях [24]. В-третіх, наші дані вказують, що 

експресія R28 вища у штамах emm28 порівняно зі штамами emm2 та emm77. 

Зрештою, можливо, що штами emm28 мають підвищену передачу або 

властивості вірулентності. Деякі чи всі ці фактори можуть сприяти 

переважанню emm28 серед штамів, які викликають вибухи пуерперального 

сепсису. Важливо також відзначити, що випадки пуерперального сепсису, що 

виникають рідко, часто викликані штамами S. pyogenes, які не виражають R28 

[11]. Це може статися, якщо такі штами обходять початкові бар'єри до інфекції, 

хоча вони не мають R28, в такому випадку хвороба може бути схожою на ту, 

яку викликають штами S. pyogenes, які мають R28. Однак здається розумним 

припускати, що для штамів, які мають R28, потрібна менша доза інфекції, що 

може сприяти виникненню вибухів. 
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Найбільш відповідний експеримент для перевірки здатності взаємодії 

R28-CEACAM1 сприяти розвитку пуерперального сепсису - це вивчення 

перебігу захворювання у самок мишей, включаючи трансгенні жіночі миші 

CEACAM1+/- або +/+, після вагінального інокуляції S. pyogenes невдовзі після 

народження молодняка. Однак така модель, яка слідує природному шляху 

пуерперального сепсису, не існує. З урахуванням великої втрати молодняка та 

використання самок, які тільки що народили молодняка, вельми 

малоймовірно, що дозвол на проведення таких експериментів надав би 

етичний комітет. Крім того, дослідження колонізації в трансгенних мишах, 

відсутність ушкоджень, зумовлених пологами, погано обгрунтовані, оскільки 

S. pyogenes рідко колонізує репродуктивний тракт жінок, навіть на пізній 

вагітності [56]. Ці аргументи підкреслюють необхідність розробки нових 

моделей, які повинні бути гуманізованими з урахуванням людської специфіки 

взаємодії R28-CEACAM1, для вивчення пуерперального сепсису. 

Наші результати надають важливі докази того, що взаємодія R28-

CEACAM1 відіграє ключову роль в вибухах пуерперального сепсису, 

спричиненого S. Pyogenes; розширюють розуміння одного з найважливіших 

нозокоміальних інфекцій в історії людства. Оскільки R28 викликає захисний 

імунітет, він може стати предметом інтересу для включення його в майбутню 

вакцину від S. pyogenes. Цей аспект особливо важливий через те, що R28 

кодується на мобільному генетичному елементі, що викликає обурення щодо 

поширення гену в нові лінії S. pyogenes або інші види бактерій. Нарешті, наша 

робота підкреслює, що поєднання епідеміології з функціональним аналізом 

факторів вірулентності, пов'язаних із захворюванням, може бути вирішальним 

для розкриття молекулярних основ важливих бактеріальних інфекцій. 
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3 ОСОБЛИВОСТІ ФЛУОРЕСЦЕНТНОЇ ВІЗУАЛІЗАЦІЇ ЗЛОЯКІСНИХ 

ПУХЛИН 

 

Арсенал інструментів та допоміжних технологій сучасної хірургії 

розширюється прискореними темпами. Останні кілька десятиліть серед таких 

«інструментів» візуалізації виникла магнітно-резонансна томографія, 

комп'ютерна томографія, позитронно-емісійна томографія та інші методи. 

Вищезазначені методи та їх широке використання в плановій діагностиці 

значно покращило статистику раннього виявлення раку та отримання 

негативних країв резекції пухлини без необхідності повторного операційного 

втручання [1,2,3]. Проте, забезпечення вільного від пухлини краю резекції під 

час операції є проблемою у клінічній онкології. 

Інтраопераційний аналіз заморожених зрізів широко використовується 

для визначення країв пухлини під час резекції, проте цей метод займає багато 

часу (до 20 хвилин, якщо все йде добре) і потребує добре навченого персоналу. 

Іноді патологоанатому необхідно вивчення профільної літератури про 

передбачувану пухлину, можливі гістологічні варіанти та класифікацію [4, 5]. 

Навіть при злагодженій роботі хірурга та патологоанатома цей метод не варто 

розглядати як повну заміну парафінізації зразків. Метод заморожених зрізів 

має безліч обмежень порівняно зі зрізами тканин, залитих парафіном через 

можливу незадовільну якість отриманих зрізів і недостатнє фарбування 

тканин. У роботі [6] вивчалися точність та особливості діагностики 

заморожених зрізів первинних пухлин яєчників та метастазів у яєчники. З 802 

первинних пухлин яєчників у 50 (6,2%) випадках були виявлені суперечливі 

діагнози, при яких муцинозна карцинома (40,5%), серозна карцинома низького 

ступеня злоякісності (LGSC; 31,3%) та муцинозна прикордонна пухлина 4%) 

часто інтерпретувалися неправильно. З 69 метастазів у яєчники всі 4 випадки 

апендикулярного муцинозного новоутворення низького ступеня злоякісності 

(LAMN) були помилково діагностовані як первинна муцинозна пухлина 

яєчників. Це дослідження виявило гістологічні типи як первинних пухлин 
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яєчників, так і метастазів у яєчники від інших видів раку, схильних до 

помилкової діагностики при інтраопераційній діагностиці заморожених зрізів. 

 Серед інших методів діагностики для досягнення негативних країв резекції 

можна виділити візуальний огляд і пальпацію. Остання унеможливлює 

виявляти невеликі пухлини. Пальпація має обмежену чутливість і все частіше 

не використовується через збільшення використання роботизованої 

лапароскопічної хірургії. Порівняно новою тенденцією є використання 

флуоресцентної інтеропераційної візуалізації, яка є безконтактною, відносно 

дешевою і неіонізуючою технікою навігації, яка активно впроваджується в 

хірургічну практику [7, 8]. Для початку давайте коротко нагадаємо, що таке 

явище флуоресценції та на яких фізичних принципах воно ґрунтується. 

Вперше флуоресценцію сполук хініну спостерігав фізик Джордж Стокс у 1852 

році. Флуоресценція - це випромінювання світла речовиною, яка поглинула 

світло або інше електромагнітне випромінювання. Згідно з уявленнями 

квантової хімії, електрони в атомах розташовані на енергетичних рівнях. 

Різниця енергії між енергетичними рівнями та частота коливань поглиненого 

світла співвідносяться між собою рівнянням: 

 

𝐸2 − 𝐸1 = ℎ𝑣                       (1)  

 

Після поглинання світла частина отриманої системи енергії 

витрачається в результаті релаксації. Частина ж може бути випущена у вигляді 

фотона певної енергії (рис. 3.1). Коли світлова енергія поглинається 

органічними молекулами флуорохрому, відбувається просування 

делокалізованих електронів з основного стану на вищий енергетичний рівень. 

Після повернення зі збудженого синглетного стану в основний стан 

випромінюється енергія у формі фотонів, які досягають ока спостереження у 

вигляді флуоресценції. Синглетний стан зазвичай відноситься до системи, в 

якій усі електрони спарені. Термін «синглет» означає пов'язаний набір 

частинок, чий сумарний кутовий момент дорівнює нулю, тобто чиє загальне 
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спінове квантове число s=0. Фотони флуоресценції мають нижчу енергію hvem 

порівняно з енергією фотонів, які використовуються для генерації збудженого 

стану hvex. Збуджений стан S1 може релаксувати за допомогою інших 

механізмів, які не включають випромінювання світла. Ці процеси, які 

називаються безвипромінювальними, конкурують із флуоресцентним 

випромінюванням і знижують його ефективність. Внутрішня конверсія 

пояснює частину поглиненої енергії, яка не була перетворена на 

флуоресцентне випромінювання. 

 

Рисунок 3.1 – Схематичний рисунок, що демонструє принцип флуоресценції. 

 

Однак, при ознайомленні з актуальними технологіями флуоресцентної 

хірургії ми оперуватимемо такими величинами як довжина хвилі збудження 

та флуоресценції. Спектр флуоресценції зрушений щодо спектру поглинання 

у бік довгих хвиль. Це явище отримало назву «Стоксів зсув». Його причиною 

є безвипромінювальні релаксаційні процеси. В результаті частина енергії 

поглиненого фотона втрачається, а фотон, що випускається, має меншу 

енергію, і, відповідно, більшу довжину хвилі [9, 10, 11]. На рис. 3.2 показаний 

спектр електромагнітного випромінювання з детальним описом видимого та 

інфрачервоного діапазону. 

Хоча у літературі описані випадки комбінування антитіл мічених як 

радіонуклідом, так і флуорофором [12]. Оскільки наш огляд зосереджений на 

неіонізуючій навігації, ми хотіли б коротко ознайомити читача з досягненнями 
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в оптимізації мічених антитіл радіонуклідом (т.зв. радіоактивною міткою) та 

подвійною міткою. Подвійне маркування пухлинного ураження дозволяє 

отримати високе співвідношення сигналу пухлина/фон [13]. Хоча чутливість є 

відносно високою (в діапазоні від 10-9 до 10-12 М), дози флуоресцентних 

агентів, необхідні для візуалізації, значно більші, ніж ті, що використовуються 

для ядерної візуалізації. 

 

Рисунок 3.2 –  Електромагнітний спектр з докладним описом видимого та та 

інфрачервоного діапазону 

 

3.1 Інтеропераційна візуалізація новоутворень комбінацією 

радіоактивної мітки та флуоресцентного сигналу 

 

Для картування сторожових лімфатичних вузлів може бути достатньо 

перитуморальної ін'єкції барвників радіоізотопів або наноколоїдів у разі 

диссекції лімфатичних вузлів [14,15]. Однак для оцінки меж пухлини антитіла 

здаються особливо підходящими, оскільки вони специфічно накопичуються в 

пухлинній тканині і можуть бути кон'юговані з сигнальними молекулами, що 

представляють інтерес. Автори [16] використовували гамма-зонд для 

реєстрації антитіла, пов'язаних з різними радіонуклідами. Однак радіологія за 

допомогою гамма-зонда не забезпечує точного визначення меж пухлини та 
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країв резекції. Подвійна мітка з флуоресцентною візуалізацією дозволяє 

подолати обмеження двох окремих методів, проте варто пам'ятати, що глибина 

проникнення світла, що випромінюється, в біологічні тканини обмежена 

кількома міліметрами [17]. Тому авторами було виконано синтез антитіл з 

подвійною міткою: кон'югація флуорофору з антитілами. Для цих цілей 

використовували IRDye 800CW-NHS та 111In був придбаний у Mallinckrodt 

(Petten, Нідерланди). Естер 800CW NHS (еквівалент IRDye 800CW NHS) — це 

флуоресцентний барвник із високою водорозчинною здатністю в ближньому 

інфрачервоному діапазоні, його можна безпосередньо позначити на 

біомолекулах, таких як первинне антитіло, вторинне антитіло тощо. 

Співвідношення заміни барвника на антитіло визначалося за допомогою 

вимірювання абсорбції при 280 і 774 нм з 3% корекцією через поглинання 

IRDye 800CW при 280 нм (згідно з протоколом виробника) за допомогою 

спектрофотометра Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech, Amersham, UK). 

Флуоресцентні зображення тварин отримували на довжині хвилі збудження 

745 нм, використовувався набір індоціанінових зелених фільтрів (810-885 нм). 

Лабораторних мишей сканували протягом 1-5 хвилин. На рис. 3.3 показані 

зображення SPECT/CT мишей із пухлиною SK-RC-52 на правому боці після 

ін’єкції подвійно міченого гірентуксимабу. З рисунка ми бачимо важливість 

відношення барвника до антитіла для антитіл з подвійною міткою, що 

визначає візуалізацію меж in vivo [18]. При співвідношенні 2 або вище, 

накопичення антитіл з подвійною міткою в печінці збільшується, тоді як 

поглинання пухлиною знижується. 

Візуалізація за допомогою антитіл, мічених тільки радіонуклідом, не 

може бути повною альтернативою флуоресцентної візуалізації в 

інтеропераційній діагностиці. Клінічне застосування направленої 

флуоресцентної візуалізації у пацієнтів з раком яєчників [19] з використанням 

флуоресцентного агента, націленого на рецептор фолієвої кислоти α, 

підтверджує широкі перспективи застосування антитіл з подвійною міткою 

для маркування пухлинового ураження. 
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Рисунок 3.3 – SPECT - зображення (вгорі) та флуоресцентні зображення 

(внизу) мишей із пухлинами SK-RC-52 на правому боці через 48 годин після 

ін’єкції 111In-DTPA-girentuximab-IRdye 800CW із співвідношенням заміни 

барвника до антитіла 0,1 , 1,5, 2 і 3 (зліва направо) [18]. 

 

3.2 Клінічно доступні методи флюоресцентної візуалізації 

 

В даний час більшість зображень для інтеопераційної навігації отримані 

за допомогою системи Novadaq SPY (схвалено FDA в 2005 році). Novadaq Spy 

здатна відображати флуоресцентну контрастну речовину, що випромінює 

світло з довжиною хвилі 830 нм при проходженні через судинне русло або 

камери міокарда. Проходження контрастної речовини можна спостерігати в 

реальному часі. Ринок систем флуоресцентної онкологічної хірургії 

розширюється з кожним роком. На рис. 3.4 показано кілька нових систем 
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флуоресцентної візуалізації схвалених FDA, а також добірка робочих 

параметрів. 

Зосередимося на деяких технічних параметрах представлених систем на 

ринку. Ми вважаємо, що така інформація буде корисна особливо 

біоінженерам, які відповідають за комплектування та модернізацію медичних 

центрів. 

 

Рисунок 3.4 – Клінічно доступні системи флуоресцентної візуалізації та їх 

деякі характеристики 

 

The VS3 – Visionsense Stereoscopic High Definition (3DHD) Vision System 

усуває обмеження традиційних ендоскопічних систем, надаючи лікареві 

здатність точно оцінювати глибину, об'єм чи відстань. У порівнянні з 

традиційними ендоскопічними процесами VS3 система включає в себе 

підтримку для Infrared (IR) Fluorescence visualization. Система VS3 

знаходиться на висоті від 20 до 40 см над пацієнтом під час хірургічної 

процедури. Модулі VS3 Iridium призначені для роботи з ІЧ-флуоресцентними 

барвниками: індоціаніновим зеленим або ICG. Збудливе випромінювання 

спрямоване на хірургічне поле для збудження молекул барвника і надалі 
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уловлюється за допомогою ІЧ-камери [20]. Система дозволяє захоплювати 

зображення у білому світлі паралельно з флуоресцентним ІЧ-зображенням та 

відображати обидва зображення для хірурга, щоб забезпечити кращу картинку 

для хірурга. 

Використання нової флуоресцентної навігаційної системи 

LIGHTVISION з використанням зеленого індоціаніну для біопсії сторожового 

лімфатичного вузла у пацієнтів з раком шкіри описано в роботі [21]. 

LIGHTVISION — це пристрій, який складається з камери ближнього 

інфрачервоного діапазону (NIR) з телескопічною рукою та монітора високої 

роздільної здатності. Камера NIR оснащена світлодіодом (780-800 нм) і 

джерелами білого світла; він також має NIR та оптичні датчики зображення. 

Зазвичай біопсію сторожового лімфатичного вузла (SLNB) виконують двома 

методами: ін’єкцією синього барвника (метод барвника) та ін’єкцією 

радіоізотопного (RI) колоїду (метод RI). Нова методика лімфатичної навігації 

включала флуоресцентну візуалізацію індоціаніну зеленого (ICG) в комбінації 

з іншими методами. Трьом пацієнтам було проведено лімфосцинтиграфію 

шляхом внутрішньошкірної ін’єкції колоїду технецію-99-олова навколо 

первинної пухлини за день до операції. Один пацієнт не отримував ін'єкції 

радіоізотопного колоїду [22]. На рис. 3.5 після розрізання шкіри над виділеною 

ділянкою видно вузли, позначені синім кольором; радіоактивні вузли з 

накопиченням РІ, що перевищує десяту частину максимального значення, що 

визначається інтраопераційним гамма-зондом; та ICG-флуоресцуючі вузли 

[23-24]. Загалом було виявлено та видалено дев'ять SLNs. Сім радіоактивних 

вузлів було виявлено за допомогою передопераційної лімфосцинтиграфії та 

інтраопераційного гамма-зондування, тоді як два радіоактивні вузли були 

визнані негативними за допомогою методу барвника. І навпаки, всі 

радіоактивні вузли показали флуоресценцію ICG. Один ICG-флуоресцентний 

SLN був негативним на основі методу фарбування та не показав 

радіоактивності (аксилярний вузол). 
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Рисунок 3.5 –  Інтраопераційне використання LIGHTVISION для виявлення 

дозорних вузлів. C) Флуоресцентне зображення в ближньому 

інфрачервоному діапазоні, видиме зображення та флуоресцентне зображення 

у видимому + інфрачервоному діапазоні (права панель); червона стрілка: 

флуоресцентна зовнішня клубова SLN; жовті наконечники стрілок: 

поодинокі та агреговані лімфатичні судини + D, E. Флуоресцентні тазові SLN 

(червоні наконечники стрілок) і лімфатичні судини (жовті наконечники 

стрілок) відображаються синім (D) і білим (E). 

 

ICG зв’язується з альбуміном і генерує пікову довжину хвилі 840 нм NIR 

флуоресценції при збудженні світлом 765 нм. Використовуючи NIR-камеру 

під час операції, ICG, введений навколо первинної пухлини, можна 

спостерігати в підшкірному лімфатичному потоці та SLN на флуоресцентному 

зображенні. Метод ICG особливо корисний, коли SLN не можна виявити за 

допомогою методу барвника. 

Перемикаючи колір флуоресцентного зображення, хірурги можуть легко 

відрізнити лімфатичні судини та вузли навколишніх тканин. Автори 
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повідомляють, що на білому зображенні легше ідентифікувати лімфатичні 

підшкірні шляхи від вищележачої шкіри в порівнянні з іншими 

підсвічуваннями. Зображення зеленого кольору забезпечувало кращу 

візуалізацію розрізнення лімфатичних судин і SLNs від навколишньої жирової 

тканини. LIGHTVISION має кілька обмежень викликаних великим розміром 

основного блоку і гнучкістю його camera arm. 

IMAGE1 S™ Rubina ще одна технологія представлена на ринку, яка 

поєднує 3D та 4K зображення з флуоресцентною візуалізацією NIR/ICG для 

флуоресцентної хірургії. Джерело холодного світла POWER LED RUBINA™ 

засноване виключно на світлодіодній технології. Використана безлазерна 

технологія білого світла, а також технологія для флуоресцентних міток 

NIR/ICG діапазону або автофлуоресценції в ближньому інфрачервоному 

діапазоні. Система широко застосовується для найрізноманітніших завдань у 

хірургії, а саме: мультидисциплінарне застосування в лапароскопічній, 

ендоскопічній та відкритій хірургії; експрес-оцінка перфузії зони запланованої 

резекції, а також подальшого анастомозу у товстій кишці; інтраопераційна 

візуалізація метастазів та гепатоцелюлярної карциноми на поверхні печінки 

або під нею [26 -28]. 

FLUOBEAM від компанії FLUOPTICS - це ще одне інтегроване рішення 

для флуоресцентної візуалізації, представлене на ринку, яке надає хірургу під 

час операції додаткову інформацію, таку як перфузія тканин, ефективність 

лімфодренажу, а також розташування лімфатичних вузлів та паращитовидних 

залоз. Як і інші подібні системи, FLUOBEAM використовує систему оптичної 

візуалізації ближнього інфрачервоного діапазону (NIR), однак його оптична 

головка оснащена лазером класу 1 як джерело збудливого світла з чутливою 

до ближньої інфрачервоної області камерою. Це дозволяє виявляти 

флуоресцентні маркери вглиб на кілька міліметрів у біологічну тканину. 

Лазери класу 1 вважаються нешкідливими для очей навіть за прямої дії. Для 

видимого світла потужність вихідного променя до 0.39 мл, відноситься до 

класу безпечних для "довготривалого" візуального контакту. Під терміном 
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"довготривалий" візуальний контакт розуміється час більше ¼ сек. У свою 

чергу клас 1 поділяється на два підкласи: 1 та 1М. Лазери класу 1М не можуть 

використовуватися спільно з оптичними інструментами, такими як бінокуляр 

або збільшує скло. У документах, представлених виробником FLUOBEAM, не 

вказано точний тип лазера і виведення в підклас не описано. 

 

3.3 Широкозастосовні та доступні для клінічного використання 

флуоресцентні візуалізаційні зонди 

 

Індоціанін зелений (ICG) 

В даний час ICG є одним із найбільш часто використовуваних 

флуорофорів NIR, які використовуються для FGS. ICG – це водорозчинний 

аніонний амфіфільний трикарбоціаніновий зонд з молекулярною масою 776 

Да [29, 30], який швидко зв’язується з білками плазми в організмі. Пік 

збудження становить 780 нм, а пік випромінювання – 820 нм, що знаходиться 

за межами діапазону автофлуоресценції більшості тканин. Значне 

перекривання спектрів поглинання та флуоресценції призводить до помітного 

повторного поглинання флуоресценції самим ICG. Спектр флуоресценції дуже 

широкий. Його максимальні значення становлять приблизно 810 нм у воді та 

приблизно 830 нм у крові. Для медичних застосувань на основі поглинання 

максимальне поглинання приблизно 800 нм (у плазмі крові при низьких 

концентраціях). У поєднанні з флуоресцентним детектуванням 

використовуються лазери з довжиною хвилі близько 780 нм [31]. Застосування 

ICG пов'язане з низьким ризиком побічних ефектів. Ризик алергічних реакцій 

становить один з 42 000. З міркувань безпеки застосування ISG протипоказане 

пацієнтам із недостатньою функцією печінки та алергією на речовини, що 

містять йод, про протипоказання, застереження, запобіжні заходи та побічні 

реакції, пов’язані із застосуванням препарату. 

Зображення отримують з використанням джерел відфільтрованого 

світла та високочутливих камер із зарядовим зв'язком (ПЗЗ), які можуть 
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виявляти пікомолярні та фемтомолярні концентрації зонда з тимчасовою 

роздільною здатністю від секунд до хвилин. 

ICG-лімфографія активно застосовується і в передопераційних діагностичних 

процедурах, зокрема при хірургічному лікуванні лімфедеми, пов'язаної з 

раком молочної залози [35]. Це передопераційне дослідження полягає у 

введенні 0,1–0,2 мл індоціанінового зеленого барвника підшкірно в II та IV 

міжпальцевий простір обох рук. Барвник захоплюється та транспортується 

активними лімфатичними каналами та може бути візуалізований у режимі 

реального часу у вигляді флуоресцентних каналів на дисплеї. Весь іспит 

записується. Відразу після ін'єкції ICG-лімфографія показує швидкість 

підйому контрасту до пахвової западини, а через 5 хвилин показує, де 

накопичується контраст, що дозволяє оцінити зворотний потік через шкіру. 

Також цей метод діагностики дає цінні доопераційні дані щодо ступеня 

ураження лімфатичної системи. Він не лише надає інформацію про кількість 

розширених лімфатичних каналів та їх зовнішній вигляд, але також показує 

точне розташування активних лімфатичних каналів та їхню транспортну 

здатність. Процедура обмежена можливістю візуалізації лише лімфатичних 

судин, глибина яких менше 2 см відносно поверхні шкіри. ICG-лімфографія 

також має першорядне значення під час операції ALNT. Це допомагає 

зрозуміти лімфатичний малюнок у кінцівці донорської ділянки. Оскільки 

автори зазвичай використовують поверхневі пахові вузли як донорські вузли 

для трансплантації в пахвовій западині, під час операції ALNT ICG-

лімфографія дозволяє нам знайти лімфатичні вузли (LN), що дренують нижню 

кінцівку, і виключити їх із клаптя. 

Метиленовий синій (MB) 

Метиленовий синій (MB) є гідрофобною молекулою ліків, яка має 

важливе значення як реагент для фарбування, так і як фармацевтичний агент. 

MB є сильно флуоресцентним, з піком випромінювання при 686 нм (λex 665 

нм) і додатковим піком при 293 нм. З'єднання метилену синього має 

молекулярну масу 320 Так [36]. Це схвалений FDA видимий (темно-синій) 
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контрастний агент. При достатньому розведенні MB діє як флуоресцентний 

барвник ближнього інфрачервоного діапазону, який працює в оптичному вікні 

NIR з піком поглинання при 670 нм і виводиться природним із сечею. 

Федеральне управління з лікарських засобів (FDA) і Європейське агентство з 

лікарських засобів (EMA) схвалили клінічне використання флуорофорів 

індоціанінового зеленого (ICG), метиленового синього (MB) і 5-

амінолевулінової кислоти (5-ALA). 

Клінічні властивості MB обмежені його гідрофобною природою. Це 

причина, чому метиленовий синій забезпечує менше проникнення в тканини, 

водночас більше автофлуоресценції фонової тканини. Для порівняння, спектр 

флуоресценції ICG становить приблизно 800 нм, а 5-ALA має спектр 

приблизно 510 нм, за межами діапазону флуоресценції NIR [37, 38]. 

Для більшого розуміння доцільності вибору метиленовий синій як 

флуоресцентного барвника розглянемо деякі області, в яких можна 

використовувати хірургічну техніку під контролем MB NIR. До першої з таких 

областей можна віднести локалізацію та диссекцію паращитовидних залоз, що 

досі залишається серйозною проблемою під час операції. Виявлення 

збільшених залоз часто утруднене через варіабельність їх кількості та 

розташування. В даний час на ринку доступно дев'ять методів ідентифікації 

паращитовидних залоз, п'ять з яких цікавлять нас у контексті цього огляду, а 

саме: автофлуоресцентна спектроскопія, автофлуоресцентна візуалізація, ICG-

візуалізація, флуоресцентна візуалізація метиленового синього, 5-ALA [39 – 

43]. Метиленовий синій традиційно вводять внутрішньовенно у високій дозі 

(3–7,5 мг/кг), щоб неозброєним оком можна було побачити збільшені 

паращитовидні залози, оскільки вони забарвлені в синій колір, але, як 

згадувалося раніше, ці дози пов’язані з багатьма побічними ефектами і слід 

застосовувати з обережністю [44,45]. Техніка NIR-флуоресценції дозволяє 

виявити залози за допомогою менших доз MB. За даними Hillary et al. 

оптимальна доза для цієї методики становить 0,4 мг/кг, що дає змогу 

відрізнити паращитовидні залози від навколишньої тканини протягом 
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прийнятного часу [46]. Найнижча доза метиленового синього, яка була 

введена внутрішньовенно для диференціації паращитовидних залоз від 

навколишньої тканини щитовидної залози, становить 0,05 мг/кг. Найбільш 

цікавим спостереженням з вищевикладеного матеріалу є різке зниження 

ін'єкційної дози метиленового синього при флуоресцентному аналізі, що є 

важливим аргументом на користь його використання. Одним із обмежень 

використання метиленового синього є потенційне порушення функції нирок, 

оскільки він виводиться нирками. Іншим обмеженням є обмеження 

використання МВ тільки для пацієнтів, здатних конвертувати МВ у 

нефлуоресціюючий лейкометиленовий синій, що обумовлено зниженням 

та/або кислотністю навколишнього середовища. Алергічні реакції на МВ 

частіше виникають при дозах понад 5 мг/кг, тому застосовувати метиленовий 

синій слід у найменшій ефективній дозі [47, 48, 49]. 

Ще однією областю, де застосовується метиленовий синій є лікування 

нейроендокринної опухолі піджелудкової залози. Метиленовий синій 

накопичується в нейроендокринних пухлинах при внутрішньовенному 

введенні, але точний механізм цієї дії невідомий [50]. При внутрішньовенному 

введенні MB флуоресценція NIR від підшлункової залози залишається 

відносно на тому самому рівні (3.0) співвідношення сигнал/фон протягом 

приблизно 60 хвилин. Залежно від використання MB можна досягти іншого 

співвідношення сигнал/фон. Вищий коефіцієнт досягається, коли введення 

MB відбувається швидким болюсом (5–20 с), порівняно з повільною інфузією 

(15–20 хв). Однак обидва способи введення MB показали контрастність у 

підшлунковій залозі. Можлива неповна резекція у разі підозри на множинну 

ендокринну неоплазію [51]. У роботі [51] описано випадок, коли було 

недостатньо передопераційної діагностики методом магнітно-резонансної 

томографії з додатковим скануванням методом позитронно-емісійної 

томографії (ПЕТ). Використання візуалізації в діапазоні NIR з метиленовим 

синім дозволило візуалізувати нейроендокринні ураження під час операції, 

при цьому у всій підшлунковій залозі було виявлено більше 20 уражень не 
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встановлених іншими методами діагностики. Це відкриття спричинило зміну 

підходу хірурга (рис. 3.6).  

 

Рисунок 3.6 – Інтраопераційне та ex vivo ближнє інфрачервоне 

флуоресцентне зображення підшлункової залози. А - До внутрішньовенного 

введення MB. B - П'ять хвилин після початку інфузії MB. Множинні 

ураження в головці, тілі та хвості підшлункової залози флуоресцентні (час 

експозиції 50 мілісекунд). C - Ex vivo. Слабкі сигнали флуоресценції все ще 

видно (час експозиції, 200 мілісекунд) через 3 дні після резекції та фіксації 

формаліном. Білі стрілки: ураження, підозрілі на PNET [51]. 

 

5-амінолевулінова кислота (5-ALA) 

5-амінолевулінова кислота, ендогенна непротеїногенна амінокислота, є 

першою сполукою на шляху синтезу порфірину. Порфірини є сполученими 

кислотами лігандів, які зв’язують метали з утворенням комплексів. Іон металу 

зазвичай має заряд 2+ або 3+. Амінолевулінова кислота показана дорослим для 

візуалізації злоякісної тканини під час операції з приводу злоякісної гліоми (III 

і IV ступеня). Він використовується для візуалізації пухлинної тканини в 

нейрохірургічних процедурах [52]. Дослідження, проведені раніше, показали, 
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що інтраопераційне використання цього флуорофору може зменшити 

залишковий обсяг пухлини та підвищити виживання без прогресування у 

людей із злоякісними гліомами [53, 54]. 

У роботі [55] Sybren et all досліджували можливість виділення та 

характеризації циркулюючих позаклітинних везикул пухлинного походження 

у пацієнтів з гліобластомою за допомогою перорального введення 5-

амінолевулінової кислоти. У разі гліобластоми (ГБ), злоякісної пухлини 

центральної нервової системи, діагностувати наразі можна лише за допомогою 

біопсії тканини. Тканини можна отримати за допомогою резекції або 

(стереотаксичної) біопсії, але ці інвазивні процедури становлять ризик для 

пацієнтів. Позаклітинні везикули (EV) — це невеликі клітинні везикули, які 

містять мікроРНК, білки та ліпіди, і є можливими кандидатами для рідкої 

біопсії. EV, отримані від GB, можна знайти в крові пацієнтів, але їх важко 

відрізнити від циркулюючих непухлинних EV. 5-амінолевулінову кислоту (5-

ALA) перорально вводять пацієнтам із ГБ для полегшення візуалізації 

пухлини та максимальної резекції, оскільки вона метаболізується до 

флуоресцентного протопорфірину IX (PpIX), який накопичується в клітинах 

гліоми. 

Чому так важливо отримати неінвазивність процедури і як це підвищує 

необхідність неінвазивних методів аналізу з використанням флуорофорів? 

Існують занепокоєння щодо впливу біопсії на саму патофізіологію пухлини, 

оскільки дослідження показали посилену проліферацію та міграцію 

пухлинних клітин після біопсії пухлини, що включало прискорений ріст 

пухлини в деяких випадках [56, 57]. Це робить повторні біопсії для 

подальшого спостереження або дослідницьких цілей наразі невиправданими, 

тим більше, що захворюваність і смертність цих процедур зростає з 

послідовними процедурами. Сучасні методи візуалізації, як МРТ, КТ і ПЕТ-

КТ, не можуть надійно відрізнити справжню прогресію опухолі від 

псевдопрогресії. Одним із способів задовольнити потребу у поздовжньому 

взятті зразків пухлини, мінімізуючи ризик для пацієнта, є рідкі біопсії [58]. 
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5-ALA перорально вводиться пацієнту перед операцією і поглинається 

клітинами гліоми, де метаболізується в мітохондріях до флуоресцентного 

протопорфірину IX (PpIX) [59]. Потім PpIX накопичується в клітинах гліоми 

внаслідок зниження рівня ферохелатази та вибіркового поглинання АТФ-

зв’язуючим касетним транспортером ABCB6 [60]. Під час збудження світлом 

з довжиною хвилі 405 нм підвищений рівень PpIX у клітинах гліоми змушує 

їх флуоресцувати яскраво-фіолетово-червоним кольором, що дозволяє легше 

ідентифікувати злоякісну тканину під час операції, щоб підвищити 

ймовірність максимальної хірургічної резекції (рис. 3.7) [61].  

 

Рисунок 3.7 – (A) Клітини U87, оброблені 5-аміновуленовою кислотою (5-

ALA) (ліві панелі), демонструють флуоресценцію PpIX при збудженні 490 нм 

випромінюванням у порівнянні з контролем (праві панелі). 40х збільшення, 

(B); вигляд резекції гліобластоми під час операції під білим світлом (верхній 

ряд) і під світлом 405 нм (нижній ряд). Флуоресценція протопорфірину IX 

(PpIX) видно у рожевому кольорі (фрагмент рис. 1. із [55]). 

 

Використовуючи вдосконалене проточне цитометричне сортування з 

високою роздільною здатністю, ми можемо виділити PpIX-позитивні EV з 

плазми пацієнтів із ГБ. За допомогою цифрової краплинної ПЛР ми можемо 

виявити пухлиноспецифічні мікроРНК лише в 5 відсортованих PpIX-
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позитивних EV. Ці дані ілюструють можливості флуоресцентної рідинної 

біопсії на основі позаклітинних везикул у пацієнтів з гліобластомою. 

Автори роботи стверджують, що отримані дані показують можливість 

виділення PpIX-позитивних EV, що виходять з гліобластоми, з плазми після 

перорального введення 5-ALA за допомогою сортування методом проточної 

цитометрії з високим дозволом. Однак використання 5-ALA було обмежено 

його відносно високою вартістю та високим ризиком сенсибілізації шкіри 

протягом 24 годин після операції (пацієнт не повинен піддаватися впливу 

сонячного світла або сильного штучного світла). 

Флуоресцеїн натрію 

Флуоресцеїн натрію (NaFl) є біологічно безпечним флуоресцентним 

барвником, який екстравазує через порушення гематоенцефалічного бар’єру 

(ГЕБ) [62-64]. Цей препарат можна вводити внутрішньовенно для поліпшення 

візуалізації опухолевої тканини головного мозку, що базується, головним 

чином, на неспецифічному судинному витоку. Флуоресцеїн натрію є 

натрієвою сіллю та органічним флуоресцентним барвником з піком збудження 

при 494 нм і піком випромінювання при 512 нм. В якості допоміжного засобу 

при резекції внутрішньочерепного гліому флуоресцеїн натрію застосовується 

з 1940-х років і він вважається безпечним. Завідома частота побічних реакцій 

змінюється від 1% до 6% [65]. Найбільша кількість побічних реакцій 

спостерігалося при пероральному застосуванні, при внутрішньовенному 

введенні повідомлень про побічні реакції при перерахунку на кількість 

випадків використання не спостерігалося. Хоча серед побічних реакцій був 

зафіксований випадок внезапної смерті через анафілактичний шок, його 

можна віднести до індивідуальної непереносимості [66].  Простий прик-тест 

може допомогти виявити осіб із найбільшим ризиком побічної реакції. Також 

спостерігається активне використання препарату в офтальмології для 

ангіографії сітківки із-за відносно низької вартості флуоресцеїну натрію в 

порівнянні з вартістю 5-ALA [67]. Флуоресцеїн натрію зазвичай видно 

неозброєним оком при високих дозах (20 мг/кг маси тіла) і спостерігається 
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через жовтий фільтр 560 нм при низьких дозах, що дозволяє краще розрізняти 

тканини з більш природними кольорами [68, 69]. 

У роботі [70] наведено випадки використання інтраопераційного 

флуоресцеїну натрію для діагностичної біопсії тканин при ураженнях 

спинного мозку. Трьом пацієнтам віком 55, 51 та 68 років після 

консервативного лікування було призначено оперативне втручання з метою 

проведення біопсії новоутворення. Клінічна картина всіх пацієнтів включала 

односторонню чи двосторонню слабкість у кінцівках. Пацієнтку 55 років з 

прогресуючим болем у спині NaFl вводили під час розрізу шкіри у дозі 3 мг/кг. 

Під мікроскопічним контролем флюоресцеїну ураження було легко 

ідентифіковано та отримано біопсію  (рис. 3.8). 

 

Рисунок 3.8 – Інтраопераційні мікроскопічні зображення NaFl, що 

демонструють ураження під час мікроскопічної дисекції та біопсії [70]. 

 

Проілюстровані в роботі [70] випадки демонструють доказ концепції 

того, що NaFl може бути корисним для резекції та біопсії уражень хребта, 

таких як гліоми високого ступеня злоякісності, пилокістозна астроцитома та 

епендимома. У цих пацієнтів використання флуоресцеїну натрію виявилося 

корисним для локалізації патологічної тканини. Остаточна патологія 

продемонструвала грампозитивні бактерії/інтрамедулярний абсцес, В-

клітинну лімфопроліферативну хворобу, спричинену EBV, і первинне гліальне 
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новоутворення. Лікуючому хірургу важко відрізнити аномальну тканину від 

паренхіми спинного мозку, і автори роботи заявляють, що Fluorescein Sodium 

був надзвичайно корисний при ідентифікації аномальної тканини. Fluorescein 

Sodium є корисним інструментом для ідентифікації області резекції та взяття 

зразків інтрамедулярних та внутрішніх уражень хребта, коли повна резекція 

небажана. 

 

3.4 Нові зонди флуоресцентної візуалізації 

 

Флуоресцентні барвники, які ми розглянули в попередньому розділі самі 

по собі зазвичай не мають пухлинної специфічності, тому виникла потреба у 

флуоресцентних агентах молекулярної дії. Так звані трасери складаються з 

флуорофору, хімічно кон'югованого з націлюючим компонентом, останній має 

афінність зв'язування зі специфічною раковою молекулярною мішенню або 

біомаркером. Цільові трасери, бувають «завжди активними» та «активовані» 

та/або «розумні» зонди. Трасери, які завжди флуоресціюють, називаються 

«завжди активними» цільовими трассерами [71]. «Розумні» зонди не 

флуоресцують до тих пір, поки не активуються на мішені, пригнічуючи 

неспецифічні флуоресцентні сигнали і збільшуючи контраст пухлина/фон [72]. 

У цьому представляє інтерес робота [73]. Автори роботи 

використовували рекомбінантний мембранний білок Helicobacter pylori 

(HopQ), кон'югований з флуорофором  IR800DyeCW для націлення на 

молекули клітинної адгезії, пов’язані з карциноембріональним антигеном 

(CEACAM), які експресують колоректальні пухлини. Слід відзначити, що 

представлені результати отримані тільки на дрібних тварин (мишах) і 

вимагають додаткових досліджень перед клінічним застосуванням. Раніше 

карциноембріональний антиген (CEA) був визначений як ідеальна мішень для 

візуалізації in vivo, спеціально спрямованої на колоректальні пухлини [74]. 

CEA, також званий CEACAM5 або CD66e, є глікофосфатидилінозитолом 

(GPI), закріпленим на поверхні клітини, глікопротеїном, який, як було 
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виявлено, має надлишкову експресію в більшості випадків колоректального 

раку [75]. Нещодавно було показано, що Helicobacter pylori (H. pylori) 

специфічно зв’язується через білок зовнішньої мембрани HopQ з CEACAM1, 

3, 5 і 6 людини [76,77]. Взаємодія HopQ-CEACAM, здається, не залежить від 

кальцію, а також від рН і необхідна для транслокації онкогенного ефекторного 

білка CagA в клітини-господарі людини [78].  

Візуалізація новоутворень здійснювалася за допомогою системи 

візуалізації мілких тварин LI-COR Pearl Trilogy (LI-COR, Лінкольн, Небраска), 

яка обладнана для флуоресцентної візуалізації при 700 і 800 нм.  

Ми хочемо звернути увагу читачів, в особливості біоінженерів, що 

займаються розробкою та вдосконаленням системи для флуоресцентної 

хірургії, на переваги, які використовуються в цій системі. У ближньому ІК-

спектрі аутофлуоресценція тканин значно знижена, що дозволяє бачити 

тканини розташовані глибоко всередині тіла тваринного в даному випадку. LI-

COR Pearl Trilogy використовує Pearl Trilogy, яка включає лазерне вилучення 

в діапазоні NIR із системою фільтрів для отримання "прозорих тканин". Це 

призводить до різкого збудження світла в межах вузьких довжин хвиль, 

викликаючи мінімальну дифузію в полі зображення (CV < 3%). Виробник 

системи в свою чергу пропонує своє цікаве рішення, а саме використання двох 

спектрально різних фарбників для маркування мішені з реєстрацією 

флуоресценції двох каналів на 700 і 800 нм. Негативним фактором може стати 

насиченість зображення у високій інтенсивності сигналу, після чого дані 

перестають бути когерентними. Тепловізори з обмеженим динамічним 

діапазоном не можуть одночасно виявляти сигнали, що відрізняються більш 

ніж на 3 або 4 логарифми (від 1000 до 10 000 X) [79]. 

Однак повернемося до результатів, отриманих у роботі [73]. Ортотопічні 

моделі клітинних ліній раку товстої кишки (n=6) були зображені через 48 

годин після введення 50 мкг rHopQ-IR800. Краї пухлини були чітко визначені 

із середнім співвідношенням пухлини до фону (TBR)=3,678 (SD±1,027). 

Ортотопічна модель клітинної лінії раку товстої кишки LS174T включала 
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регіональні метастази діаметром приблизно 2 мм, які також чітко 

спостерігалися за допомогою флуоресцентної візуалізації, які в іншому 

випадку були невидимі (рис. 3.9). При цьому значення rHop-IR800 TBR 3,678 

є кращим результатом у порівнянні з попередніми дослідженнями авторів, де 

CEACAM 6G5j-IR800 має TBR 3,17 [80]. 

 

 

Рисунок 3.9 – Типове зображення ортотопічної моделі клітинної лінії раку 

товстої кишки (LS174T) через 48 годин після введення  

50 мкг rHopQ-IR800 [73]. 

 

Важливо відзначити, що rHopQ зв’язується з CEACAM1 [81,82] навіть у 

поєднанні з різними флуорохромами або біотином. Тому rHopQ можна 

використовувати для широкого спектру застосувань, включаючи проточну 

цитометрію, ELISA, вестерн-блоттинг та імуногістохімічні підходи. На 

відміну від глікозильованих антитіл, rHopQ є бактеріальним білком без 

глікозилювання, що захищає його від деградації. 

Розглянуте дослідження демонструє високу афінність зв’язування 

rHopQ з епітеліальними раковими опухолями, надекспресивними CEAC, 

включаючи рак товстої кишки, шлунку та легень. Рекомбінантна 
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флуоресцентна візуалізація з підтримкою HopQ забезпечує чіткі межі 

первинних пухлин і метастазів у мишачих моделях раку товстої кишки PDOX 

і ортотопічних клітинних лініях. Це означає, що rHopQ може бути корисною 

альтернативою CEACAM-специфічним антитілам для передхірургічної 

діагностики, інтраопераційної візуалізації та хірургії під контролем 

флюоресценції. 

 

3.5 Особливості діагностики первинного раку маткових труб під час 

і після операції 

 

Стосовно проблем діагностики РМТ під час операцій в доступній 

літературі ми не зустріли робіт узагальнюючого характеру. Переважають 

описи окремих спостережень РМТ, часто без аналізу причин помилок 

діагностики. Під час операцій, крім візуального огляду, практично у всіх 

хворих, проводиться ревізія органів черевної порожнини і регіонарних груп 

лімфатичних вузлів (ЛУ) шляхом пальпації. Однак. пальпація ЛУ дозволяє 

виявити не більше 10% макрометастазів у хворих уражених метастазами. В 

даний час є можливим достовірно діагностувати метастази в ЛУ до операції за 

допомогою магніторезонансної томографії (МРТ). 

Останнім часом в онкогінекології при лапароскопічних операціях 

активно впроваджуються методи візуалізації лімфатичної системи на тлі 

флюоресценції маркера індоціанина зеленого (технологія OPAL1® для NIR / 

ICG та ін.). Методики не радіоактивні, але дозволяють в реальному часі бачити 

і оцінити стан ЛУ і лімфошляхів на глибині до одного см. На жаль свого 

досвіду ми не маємо і не знайшли в літературі повідомлень про застосування 

цієї методики при РМТ. Таке дослідження, за даними Marie Plante і співавт. 

(2015), дозволяє у хворих на рак шийки та тіла матки виявити навіть 

мікрометастази, причому чутливість, специфічність і точність методики 

досягає 93,8%, 100% і 98,7% відповідно. Слід сподіватися, що і у хворих РМТ 

результати будуть аналогічними. 
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Mіжнародна федерація акушерів-гінекологів (FIGO), з метою 

адекватного стадіювання, рекомендує під час операцій робити мазки або 

змиви з черевної порожнини для цитологічного дослідження. Це може бути 

використано і для діагностики РМТ, особливо у випадках неможливості 

субопераційного гістологічного дослідження. Значні діагностичні проблеми 

виникають і у морфологів, при вирішенні питання первинного враження між 

РМТ, яєчників або інших органів. 

Мета дослідження: вивчення можливостей діагностики РМТ при 

лапароскопії, ревізії при лапаротомії, макроскопічному огляді та вивченні 

видалених препаратів, застосуванні субопераційного гістологічного і 

цитологічного дослідження, можливостей і проблем морфологічної 

інтерпретації цих пухлин після операцій.  

Результати дослідження та їх обговорення. Залежно від вираженості 

пухлинного процесу та можливостей діагностики під час лапароскопії або 

ревізії при лапаротомії наші спостереження були розділені на три групи. 

Згідно з нашими спостереженнями, початкові (які маскуються) форми 

пухлин були у 41 (39,0%) хворої РМТ. Розміри уражених труб у цих хворих 

коливалися від ледь помітного потовщення ампулярного відділу до «гідро-

гематосальпінксів», що займають малий таз і доходять до рівня пупка. Їх 

розміри більше залежали від кількості рідинного вмісту в трубі, а не 

пухлинного вогнища. Найчастіше (26/41-63,4%), в цій групі обстежених, 

уражені труби нагадували гідро-гематосальпінкси. Вони були у вигляді 

реторти або мали ковбасоподібну форму і гладку блискучу поверхню. У 13/41 

(31,7%) хворих внаслідок розповсюдження пухлинного процесу, імітуючого 

піосальпінкс, поверхня труби була нерівномірного забарвлення і здавалася 

тьмяною. Забарвлення уражених труб у 29/41 (70,7%) хворих мала різні 

відтінки ціанотичного, ціанотично-червоного або синьо-багряного 

кольору.Інколи зустрічались біло-жовті плями на місці проростання, або 

підростання пухлини до серозної оболонки, особливо при явищах некрозу 

пухлинної тканини. В інших 12/41 (29,2%) хворих уражені маткові труби мали 
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більш світле забарвлення, від блідо-рожевого до біло-жовтого на різних 

ділянках труби (рис. 3.10). 

 

Рисунок 3.10 – Матка з придатками: 1 – ліва маткова труба з 

«гідросальпінксом» у вигляді звивистої реторти; 2 – лівий яєчник; 3-права 

маткова труба; 4-правий яєчник; 5 – шийка матка. Оригінальний вигляд. 

 

Уражені маткові труби у 16/41 (39,0%) хворих зберігали звичайне 

розташування і рухомість. Обмеження їх рухомості у 25/41 (61,0%) хворих 

було викликано спайковим процесом з маткою, широкою зв'язкою, великим 

сальником, стінками тазу і рідко - з Дугласовою кишенею. Консистенція 

уражених труб у 26/41 (63,4%) хворих була тугоеластичною, у 15/4 (36,5%) - 

нерівномірної щільності. На такому етапі розвитку пухлини, навіть у випадках 

клінічної підозри і ретельної пальпації, не завжди вдавалося визначити 

ділянки ущільнення на місці пухлинного ураження. Поряд з РМТ у 15/41 

(36,5%) хворих була виявлена лейоміома матки, у 11/41 (26,8%) - 

гідросальпінкс протилежної труби, у 4/41 (9,7%) - кіста яєчника. Супутні 

захворювання, особливо при клініці «гострого живота», іноді маскували РМТ 

та провокували помилковий діагноз під час операції. 

Під час огляду (після поздовжнього розрізу ураженої труби ) видалених 

макропрепаратів на слизовій труби виявлялися різні по локалізації, характеру 
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і розміру вогнища пухлини, як правило у вигляді екзофітних розростань в 

просвіт труби (рис. 3.11). Розміри пухлинного вогнища у цій групі обстежених 

коливалися від шорсткої бляшки на слизовій труби розміром 1х1 см або 

вузлика в діаметрі 0,6-0,8 см до пухлинного вузла діаметром 3-4 см або 

множинних пухлинних розростань. У більшості спостережень (24/41-58,5%) 

пухлина була в вигляді ділянок сіро-рожевих крихких сосочкових утворень, 

що відрізняються за кольором від оточуючих нормальних тканин, іноді в 

вигляді оксамиту або «цвітної капусти». Рідше осередки пухлин нагадували 

поліпоподібні, грибоподібні або мізкоподібні утворення. 

 

Рисунок 3.11 – Матка з придатками: 1 – ліва маткова труба; 2 – лівий 

яєчник; 3-права маткова труба; 4-правий яєчник; 5 – шийка матка; 6 – матка; 

7 – ампулярний відділ лівої маткової труби з множинними папілярними 

розростаннями пухлини. Оригінальний вигляд. 

 

В окремих спостереженнях пухлина була на широкій основі або у 

вигляді вузла на ніжці. Часом поверхня таких вузлів була сірувато-білого 

кольору і гладка, ніби покрита капсулою. При гістологічному дослідженні така 

«капсула» являла собою тонку сполучнотканинну плівку з фібринозними 

нашаруваннями. Виявилося, що у таких хворих при цитологічному 

дослідженні пухлинні клітини не виявлені навіть у вмісті ураженої труби. Це 
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одна з причин відсутності пухлинних клітин при цитологічному дослідженні 

патологічних виділень при РМТ. Тільки у трьох, з цієї групи оперованих, 

уражені труби були як суцільне ковбасоподібне утворення з невеликим 

поздовжним каналом в центрі. 

На розрізі пухлинна тканина часто була з вогнищами крововиливів або 

некрозу. Пухлинний осередок в переважній кількості спостережень (29/41-

70,7%) локалізувався в ампулярній частині труби. Значно рідше (7/41-17,0%) 

зустрічались ураження істмічного відділу або первинно множинні 

розростання пухлини майже по всій довжині труби (5/41-12,0%). 

Діагностична лапароскопія нами застосована у 10 хворих РМТ. До 

лапароскопії у 4 з них сонографічно було висловлено підозру на малігнізацію 

гідросальпінкса. Решта - йшли на операцію під «спокійними» діагнозами кіст 

або гідросальпінксів, а РМТ виявився операційною знахідкою. Методика, на 

відміну від візуального огляду при лапаротомії, не тільки менш травматична, 

але завдяки потужному освітленню та збільшенню більш інформативна. При 

лапароскопії більш чітко простежуються описані вище зміни забарвлення і 

структури поверхні «гідро-гематосальпінксів». Вже на початкових етапах 

ураження пухлиною серозної оболонки труби виявляються ділянки з втратою 

блиску та появою шорсткості, що викликає підозру на малігнізацію. Для 

підтвердження діагнозу, у 5 з 10 обстежених лапароскопічно хворих, 

застосовано субопераційне морфологічне дослідження. У 3-х хворих, 

оперованих в неонкологічних стаціонарах, діагноз РМТ встановлений тільки 

після планового гістологічного дослідження. Ці (3-30%) діагностичні помилки 

зумовленні неадекватним макроскопічним обстеженням видалених маткових 

труб під час операцій. 

У хворих з початковими та сумнівними формами РМТ, особливо в 

молодому віці, для уточнення діагнозу та обгрунтування радикальності 

хірургічного втручання, нами застосовані субопераційні методи гістологічної 

та цитологічної експрес-діагностики. Всього обстежено 18 хворих, у яких 

проведено гістологічне дослідження підозрілих ділянок труби та цитологічне 
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дослідження мазків-відбитків з розрізів передбачуваної пухлини. Одночасне 

застосування обох методик дозволило порівняти їх діагностичну цінність. 

Виявилося, що при гістологічній експрес-діагностиці та цитологічному 

дослідженні мазків-відбитків з розрізів пухлини висновки були ідентичні. 

Достовірність, відносна простота та доступність, особливо цитологічного 

дослідження мазків-відбитків з розрізу пухлини, дозволяє використовувати їх 

з метою експрес-діагностики РМТ під час операцій, що рекомендують і інші 

автори. Згідно рекомендацій FIGO, (з 90-х років ХХ століття) для адекватного 

стадіювання і прогнозування, у всіх хворих РМТ бралися мазки або змиви з 

черевної порожнини для цитологічного дослідження. 

Клінічно виражений РМТ, нерідко зі значним поширенням, але з 

макроскопічною можливістю віддифференціювати від інших пухлин під час 

операції виявився у 53/105 (50,5%) хворих. Пухлинне ураження і первинний 

осередок в більшості спостережень не викликали сумнівів. Уражені труби 

часто мали нерівномірну консистенцію, забарвлення і обмежену рухомість 

через спаяність або зрощення. У випадках виходу пухлини за межі труби і 

зрощення з сусідніми органами, особливо яєчниками, виникала проблема з 

визначенням первинності осередку ураження. Такі складнощі відзначені нами 

у 10/53 (18,9%) з цієї групи обстежених, оскільки яєчники візуально і 

пальпаторно чітко не визначалися. Після роз'єднання спайок і огляду 

видаленого макропрепарату на розрізі виявилося, що у 5 хворих яєчники 

розпластані на капсулі великої ковбасовидної труби, а у трьох - були 

замуровані в зрощеннях, але без підозри на ураження пухлиною. У решти двох 

хворих яєчники були кістозно змінені, спаяні з матковою трубою, але мали 

окрему від неї порожнину без ознак проникнення пухлинних тканин в кісту 

яєчника. Макроскопічні заключення в подальшому були підтверджені 

гістологічним дослідженням сумнівних ділянок тканин. 

Клінічні варіанти РМТ, при яких під час операцій не довелося 

встановити достовірний топічний діагноз виявилися у 11/105 (10,5%) хворих. 

У більшості цих спостережень придатки представляли конгломерат масивних 
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утворень (особливо при двосторонньому РМТ) заповнюючих малий таз, а 

іноді й з поширенням за його межі. Інтерпретацію ускладнював вихід пухлини 

за межі труби, спаяність з сусідніми органами, поєднання з запальним 

процесом. У двох, з цієї групи хворих, був виставлений діагноз піосальпінкса, 

так як вони, з клінікою «гострого живота», ургентно були прооперовані не 

онкологами. Крім того, у трьох хворих пухлиною були вражені яєчники, а у 

двох - виявити їх макроскопічно під час операції не вдалося. Остаточний 

діагноз встановлений після операції на підставі ретельного макроскопічного і 

клініко-морфологічного аналізу. 

При вивченні гістологічного типу пухлин 105 обстежених хворих 

констатовано, що 87 (82,8%) неоплазій становили серозні аденокарциноми 

маткових труб різного ступеня злоякісності (рис. 5.3–1). Основою визначення 

диференціювання служила структурна перебудова пухлинної тканини і атипія 

ядер епітеліальних клітин. Пухлини високого ступеня злоякісності (high-

grade), що включали низько- і помірно диференційовані карциноми (G2, G3) і 

пухлини низького ступеня злоякісності (low-grade), які включали 

високодиференційовані карциноми (G1). У нашій групі обстежених більшість 

пухлин маткових труб (79-90,8%) становили пухлини помірної та низької 

диференціації, що характеризує РМТ як вкрай агресивну пухлину. 

В окремих спостереженнях пухлинні клітини виглядали як дрібні 

лімфоцитоподібні з майже відсутньою цитоплазмою та гіперхромними 

ядрами, що викликало підозру на лімфому. Іноді поліморфізм пухлинних 

клітин був настільки виражений, що гістологічно було важко віднести їх до 

епітеліальних злоякісних пухлин. У таких випадках для верифікації 

морфологічного діагнозу ми проводили імуногістохімічне дослідження (ІГХ) 

тканин з визначенням експресії панцитокератину (антиген епідермальних 

пухлин) і загального лейкоцитарного антигену. Позитивна цитоплазматична 

експресія панцитокератину у всіх ракових клітинах вказала на приналежність 

неоплазії до пухлин епітеліального походження високого ступеня злоякісності 

(рис. 3.12). 
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Рисунок 3.12 – Аденокарцинома маткової труби: 1 – серозна 

аденокарцинома високого ступеня злоякісності; 2 – помірнодиференційована 

(G2) ендометріоїдна аденокарцинома. Забарвлення гематоксилін-еозином. 

Збільшення: ×200 

 

Подальше використання маркерів СК7, СК20 дозволило нам встановити 

серозну природу неоплазії. При диференціальній діагностиці між первинним 

муцинозним РМТ та метастатичними враженнями труби, які також можуть 

містити кістозні структури (в першу чергу пухлини шлунка, кишківника, 

підшлункової залози). Позитивна експресія СК7 і СК 20, негативна експресія 

CDX-2 дала можливість встановити первинну локалізацію муцинозної 

карциноми в матковій трубі (рис. 3.13). 

Серед обстежених 105 хворих РМТ також виявлено 12 (11,4%) випалків

  ендометріоїдної аденокарциноми (рис. 5.3–2), два (1,9%) - муцинозної 

аденокарциноми та по одному випадку карциносаркоми, світлоклітинної, 

плоскоклітинної карциноми і нейроендокринної пухлини. Ендометріоїдні 

аденокарциноми були представлені залозистими структурами різних розмірів 

і форм, що нагадують аденокарциноми ендометрія, іноді з вогнищами 

плоскоклітинної диференціації. Випадки муцинозної аденокарциноми 

характеризувалися наявністю на внутрішньому епітеліальному покриві камер 
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і папілярних структур різноманітних поліморфних клітин цервікального і 

кишкового диференціювання. 

 

Рисунок 3.13 – Серозна аденокарцинома маткової труби. 

Імуногістохімічне забарвлення: СK7, CK20, WT-1, ER. Збільшення: ×400. 

 

Нейроендокринна пухлина складалася з однотипних клітин з 

дрібногранулярним ("salt and pepper") ядерним хроматином з формуванням 

гнізд, анастомозуючих ланцюжків і структур типу периферичних «палісадів» 

і «розеток». Ця пухлина мала імунофенотип, властивий для нейроендокринних 

пухлин (клітини диффузно- позитивні до хромограніна A та CD56). В даному 

спостереженні пухлина виявилася CDX2 і TTF1 негативною, а 

загальноклінічне обстеження не виявило доказів пухлинного ураження інших 

органів. Ці дані дозволили вважати виявлену нами пухлину первинною 

нейроендокринною пухлиною маткової труби. 

Підводячи підсумки дослідження слід зазначити, що з 105 хворих РМТ 

у 7(6,6%) пухлина під час операції не була диагностована, а у 18(17,1%) 
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діагноз встановлений тільки після субопераційного гістологічного 

дослідження. Слід думати, що ймовірність помилок під час операцій при 

початкових формах РМТ (без ретельного вивчення макропрепаратів і 

субопераційного морфологічного дослідження) може досягати 23,8%. Крім 

того, у 11 (10,5%) хворих, з вираженим пухлинним процесом, виникли 

проблеми з інтерпретацією первинного осередку. Це потребувало спеціальних 

морфологічних досліджень після операцій, хоча в основному не позначилося 

на виборі адекватногогістологічно обсягу хірургічного лікування. Поширення 

пухлини за межі маткової труби виявлено у 69 (72,4%) хворих, серед них у 25 

(26,2%) - метастази в ЛУ. Метастази в ЛУ методом пальпації виявлено тільки 

у 9(36%) з 25 хворих з гістологічно підтвердженими метастазами.  

Переважна кількість хворих РМТ, на відміну від хворих на рак яєчників, 

через рідкісну частоту та особливості клінічного перебігу йдуть на операції з 

помилковими діагнозами. Несподіваність, відсутність досвіду, неадекватна 

ревізія і вивчення макропрепаратів є причинами 30-50% помилкових діагнозів 

і під час операцій. Заспокоює те, що значна кількість з них складають помилки 

у визначенні первинності вогнища злоякісного процесу і такі помилки мало 

впливають на вибір адекватного хірургічного лікування [62]. 

Судячи по числу публікацій, 9 наукових робіт з 2002 по 2020 рік, 

лапароскопія ще не зайняла належне місце в діагностиці РМТ. Вона як метод 

субопераційної дігностики, після розробки семіотики початкових форм РМТ 

на тлі гідро-гематосальпінксів, повинна зіграти важливу роль в діагностиці 

ранніх стадій цієї пухлини. Особливо в групі хворих з незрозумілими 

утвореннями придатків матки, виявленими променевими методами. 

З огляду на рідкісну частоту та «закритість» початкових форм РМТ, його 

часте прогресування під маскою гідро-гематосальпінксів, запідозрити 

пухлинне ураження при лапароскопії, без проростання пухлиною всіх шарів 

стінки труби - складно. Слід пам'ятати, що при підозрі на РМТ з метою 

морфологічної субопераційної діагностики не припустимі пункція і розтин 

«гідросальпінкса» або необережне виведення видаленої труби через 
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портальний отвір. Це загрожує порушенням абластики та ризиком виникнення 

імплантаційних метастазів, що значно погіршує прогноз для хворих. Про це 

свідчать і спостереження ряду авторів. 

Програма лікування, обсяг операції і виживаність хворих РМТ значною 

мірою залежать від адекватності стадіювання. За сучасними протоколами, під 

час операцій при пухлинах геніталій хірург не може достовірно визначити 

метастази в ЛУ шляхом пальпації. При такому обстеженні ми виявили 

метастaзи тільки у 9(36%) із 25 хворих з метастазами подтвердженими 

гістологічно. Це макрометастази, які і при других пухлинах жіночих статевих 

органів, згідно результатів дослідження ряду авторів, виявляются менше ніж у 

10% хворих з метастазами. 

 При відсутності можливості визначити під час операції стан 

сторожових ЛУ методом флюоресцентної візуалізації з ближнього 

інфрачервоного випромінювання на тлі індоціаніну зеленого, необхідне 

адекватне обстеження хворих перед операцією. Воно, з метою виявлення 

уражених метастазами ЛУ, має включати МРТ. Наприклад, діагностика 

метастазів при раку шийки і тіла матки за допомогою дифузно-зваженої МРТ 

показала, що вона володіє значними діагностичними можливостями 

(чутливість до 100%, специфічність до 96% і точність методу до 96,5%). На 

жаль, через рідкісну доопераційну діагностику РМТ, це далеко не завжди 

можливо. 

Практично, в зв'язку з великою лімфотропністю пухлини, всім хворим 

РМТ показана лімфаденектомія. У випадках протипоказань до такої операції, 

з метою адекватного стадіювання і планування лікування, допустимо 

обмежитися біопсією або пальпацією і пункцією підозрілих лімфатичних 

вузлів з морфологічним дослідженням. 

Морфологічна структура епітеліальних новоутворень маткової труби 

характеризується великою різноманітністю і переважно високим ступенем 

злоякісності HGC (high-grade carcinoma). Завжди важливо визначити їх 

імунофенотип за допомогою імуногістохімічних маркерів. При незрозумілих і 



95 
 

особливо тубооваріальних новоутвореннях завжди виникає проблема - це 

первинне ураження маткової труби або метастаз з інших органів. У таких 

ситуаціях навіть можливості ІГХ обмежені, оскільки епітеліальні пухлини 

маткової труби і яєчника мають подібний імунофенотип. У маткових трубах 

можуть одночасно зустрічатися пухлини неоднорідні за гістологічною 

структурою. Саме тому, щоб уникнути помилок при інтерпретації цих 

рідкісних і складних новоутворень завжди слід ретельно досліджувати 

післяопераційний матеріал та проводити забір тканини з різних ділянок 

пухлинного росту. При цьому, важливим аспектом діагностики залишається 

комплексний гістологічний та імуногістохімічний аналіз матеріалу, часом з 

використанням комп’ютеризованого обладнання з вбудованою програмою 

візуальної оцінки, що дозволяє достовірно визначити гістологічну структуру, 

ступінь злоякісності і поширення пухлини, а також дає можливість адекватно 

планувати лікування хворих. 
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ВИСНОВКИ 

 

1. У тканині ендометріальних карцином зростає рівень експресії ЦОГ2, 

який залежить від гістологічних особливостей пухлин та їх диференціювання. 

Надекспресія ЦОГ2 призводить до посилення проліферації пухлинних клітин, 

інгібуванню апоптозу, посиленню експресії VEGF та МСЩ, пригніченню 

експресії PR та зростанню інфільтрації тканини ЕС М2-макрофагами. При 

цьому експресія COX2 не впливає на рівень ER, EGFR, та MMP1, а також не 

залежить від віку хворих та FIGO стадії. 

2. Прогресування ЕА супроводжується якісними та кількісними 

варіаціями паренхіматозного та стромального патернів пухлин. 

Дедиференціювання ЕА призводить до надекспресії VEGF, яка має дифузний 

характер у клітинах. Результатом цього є посилення МСЩ аденокарцином та 

посилення їх метастатичного потенціалу. Кореляційні зв’язки між 

гістологічними та імуногістохімічними особливостями ЕА свідчать про 

синхронність виникнення та прогресування морфологічної та імунологічної 

анаплазій, що можна використовувати при прогнозуванні перебігу 

захворювань. Тканина ендометрію демонструє різну експресію рецепторів 

МКА-РЕА1 та Е-кадгерину у нормальному ендометрії та при ендометріоїдних 

аденокарциномах. Це свідчить про відсутність будь-якої функціональної 

кореляції між ними. Варіабельність патернів експресії МКА-РЕА1 та Е-

кадгерину при дедиференціюванні аденокарцином може бути індикатором 

неопластичної трансформації та прогресування злоякісного процесу. 

3. Інвазивний плоскоклітинний рак шийки матки характеризується 

варіабельністю гістологічної будови пухлин при їх дедиференціювання. 

Ступінь диференціювання пухлин не вливає на експресію раковими клітинами 

ER, PR, Кі-67 та МКА-РЕА1,5 та 6. Неопластична тканина має виражену 

варіабельну експресію МКА-РЕА1,5 та 6, яка не залежить від гормонального 

статусу неопластичних клітин. При цьому, наявність експресії МКА-РЕА1 має 
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виражений інгібуючий вплив на проліферативну активність клітин, який може 

реалізовуватись через низку внутрішньоклітинних посередників. 

4. Бактеріальний білок R28, епідеміологічно пов'язаний з вибухами 

пуерперального сепсису, специфічно взаємодіє з рецептором людини 

CEACAM1. Ця взаємодія спричинює події, які сприяють розвитку 

пуерперального сепсису, включаючи адгезію до клітин шийки матки, 

пригнічення регенерації епітелію та депресію вроджених імунних відповідей. 

Високороздільний структурний аналіз показав, що домен R28 із складом, 

подібним до IgI3, зв'язується з N-термінальним доменом CEACAM1. Разом ці 

відкриття демонструють, що взаємодія адгезин-рецептор може визначати 

патогенез бактеріального сепсису та надає молекулярні уявлення про 

патогенез одного з найважливіших інфекційних захворювань в історії 

медицини. 

5. Результати впровадження флуоресцентної візуалізації як 

допоміжного методу для виявлення раку та метастатичних уражень високого 

ризику в клінічній практиці продемонстрували вражаючі результати та 

величезний потенціал. Однак інтраопераційну флуоресцентну візуалізацію 

слід розглядати не як основний метод діагностики чи лікування, а як 

допоміжний засіб для хірурга. Таким чином, флуоресцентне дослідження не 

скасовує золотих стандартів діагностики доброякісних або злоякісних пухлин 

(традиційне обстеження, біопсія, ультразвукове дослідження та комп’ютерна 

томографія тощо) і зазвичай може проводитися під час інтраопераційного 

лікування. Крім того, оскільки флуоресцентна хірургія та методи 

флуоресцентної діагностики продовжують удосконалюватися, цілком 

імовірно, що вони еволюціонуватимуть до цільових флуоресцентних 

візуалізаційних зондів, які все більше будуть націлені на певний тип ракової 

клітини. Найважливішим моментом залишається пошук високоселективних 

месенджерів флуоресцентних міток, які дають змогу ідентифікувати пухлинні 

клітини виключно в уражених органах і вказують хірургам межі їх поширення 

та метастазування.  
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