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3. Her – Human EGF Receptor (рецептор епідермального фактора росту людини)
4. НLА - human leukocyte antigen (лейкоцитарний антиген людини)
5. МАРК - мітоген-активовані протеїнкінази 
6. МНС – major histocompability complex (головний комплекс гістосумісності)
7. PBS – phosphate buffered saline - забуферений фосфатами фізіологічний розчин
8. РІ3К - фосфатидилінозитол-3-кіназа
9. VEGF – vascular endothelium growth factor (фактор росту ендотелію судин)
10. АІАТ - антиідиотипові антитіла
11. АТФ – аденозинтрифосфат
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15. ГМ-КСФ - гранулоцит-макрофагальний колонієстимулюючий фактор
16. ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота
17. ІТ – імунотерапія
18. МКАТ – моноклональні антитіла
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ВСТУП

Актуальність проблеми.
Рак шлунка (РШ) залишається одним з найбільш поширених онкологічних захворювань. За даними ВООЗ, РШ посідає шосте місце в Європі за частотою виникнення і смертності хворих серед усіх злоякісних новоутворень людини. Рівень захворюваності на РШ у світі складає 880 тис. випадків щорічно [64], а рівень смертності - близько 650 тис. на рік [29]. Щорічний рівень захворюваності є вищим серед чоловіків у східній (29,6 на 100 тис.) та південній Європі (18 на 100 тис.) порівняно з рівнем захворюваності у жінок північної (5,9 на 100 тис.) та західної (6,6 на 100 тис.) Європи [102]. В Україні захворюваність на РШ з 1993 року по 2003 рік зменшилась з 35,6 до 29,1 випадків на 100 тис. населення. 
Високий рівень смертності пов’язаний з тим, що РШ, зазвичай, виявляється вже на пізніх (ІІІ-ІV) стадіях хвороби, внаслідок чого спостерігається висока смертність хворих протягом першого року після встановлення діагнозу, відзначається також низька чутливість пухлин до хіміо- і променевої терапії [29], [38]. У зв’язку з цим, першочерговим завданням дослідників має бути розробка та впровадження нових методів лікування, серед яких провідне місце повинно належати методам імунотерапії [34], [92]. 
Сучасна імунотерапія (ІТ) включає кілька напрямків: використання iмуномодуляторiв, моноклональних антитiл та кон'югатiв на їх основі, а також протиракових вакцин, дiя яких ґрунтується на специфічній індукції протипухлинних реакцій організму за допомогою пухлино-асоцiйованих антигенів (ПАА) та ад’ювантів [1], [18], [25]. 
В Інституті експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р. Є. Кавецького НАН України вже багато років проходить розробка та виготовлення протипухлинної аутовакцини (ПАВ) з аутологічних пухлинних клітин за допомогою продуктів життєдіяльності Bacillus subtilis 7025, [9], [10] та доведена їх ефективність при лікуванні хворих на рак різних локалізацій [5], [11], [14].
Відомо, що у хворих, які мають пухлини однакової гістологічної будови і стадію поширення хвороби, результати лікування варіюють у широких межах, а агресивність перебігу пухлинного процесу при окремих формах злоякісних новоутворень корелює зі змінами рівня експресії деяких онкопротеїнів [108]. 
Важливу роль у виникненні та подальшому розвитку пухлин відіграють порушення процесів апоптозу та активація внутрішньоклітинних сигнальних каскадів [146]. Білок р53 за нормальних умов приймає участь в регуляції процесів проліферації, апоптозу та ангіогенезу. Мутації в гені р53, які спостерігаються більше ніж у 50% злоякісних пухлин людини, призводять до порушення цих процесів [115]. Поряд з цим, у сигнальному шляху індукції апоптозу особлива роль належить білку Bcl-2. Цей протеїн поряд з іншими (наприклад, Bcl-xL, Mcl та інш.) виконуює функцію захисту клітин від апоптозу шляхом інактивації проапоптичних білків [89], [130]. Численні клінічні спостереження останніх років переконливо доводять, що експресія білків р53 та Bcl-2 корелює з прогнозом перебігу захворювання. 
Серед рецепторів, які активують внутрішньоклітинні сигнальні шляхи, важливе місце посідають рецептори з тирозинкіназною активністю родини ErbB, а саме – рецептор епідермального фактора росту (EGFR) та Her-2/neu [19], [59], [80]. Сигнал з активованих рецепторів опосередковує активацію фосфатидил-інозитол-3-кінази (РІ3К) та фосфоліпази С, які регулюють процеси апоптозу, поділу, рухливості клітин, секреції білків, а також диференціювання клітин [106].
Поряд з цим, за даними сучасної літератури [35], [36], важливою ланкою у розвитку і прогресії РШ є порушення експресії компонентів системи міжклітинної адгезії (кадгерин-катеніновий комплекс: Е-кадгерин, α- та β-катеніни). Відсутність експресії хоча б одного з білків, які формують даний комплекс, асоціюється з несприятливим перебігом захворювання, ризиком ураження регіонарних лімфатичних вузлів та розвитком віддалених метастазів [138]. 
Відомо, що агресивність перебігу захворювання при деяких злоякісних новоутвореннях корелює також зі змінами рівня експресії факторів росту, які стимулюють розвиток нових судин у пухлині. Ключовим регулятором неоангіогенезу є фактор росту ендотелію судин (VEGF) - білок, який індукує активний ріст клітин ендотелію та формування нових капілярів [78]. В той же час, VEGF має не лише проангіогенну активність, але й бере участь у регуляції проліферації клітин пухлини, активації протеїнкінази В та антиапоптичних білків родини Bcl-2 [44].
Дослідження пухлиноасоційованих маркерів є перспективним для визначення поширеності пухлинного процесу, встановлення відповіді на протипухлинну терапію, оцінки її ефективності та з’ясування віддалених результатів лікування [105]. В доступній нам літературі існують поодинокі повідомлення, в яких підтверджується важливість визначення білків-регуляторів апоптозу, тирозинкіназних рецепторів, білків, які формують адгезивні контакти, та фактора росту ендотелію судин у злоякісних новоутвореннях шлунка. Поряд з цим, дані щодо особливостей зв’язку між наявністю цих білків у пухлинних клітинах та клінічними прогностичними факторами, а також виживаністю хворих досить суперечливі або фокусуються навколо характеристик, які відображають лише один з параметрів, пов’язаних з біологічною активністю раку шлунка (РШ) [17], [44], [48], [59], [151].
Cлід зазначити, що на даний час накопичені клінічні результати, які свідчать про ефективність профілактики рецидивів і метастазів у хворих на РШ шляхом застосування аутовакцин [14], [16], [92], але зв’язки між ефективністю вакцинотерапії та молекулярно-біологічними особливостями пухлин залишаються не з’ясованими. 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами.
Дисертаційна робота виконана згідно з комплексним планом наукових досліджень кафедри онкології Національної медичної академії післядипломної освіти ім. П. Л. Шупика МОЗ України “Сучасні методи діагностики та лікування злоякісних пухлин” (2004–2008 рр., № державної реєстрації 0103U008728) та у відділі конструювання засобів біотерапії раку Iнституту експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р. Є. Кавецького НАН України у відповідності з планами науково-дослідних робіт Інституту як фрагмент теми 2.2.5.249 “Фундаментальне обґрунтування нових підходів по удосконаленню протипухлинних аутовакцин, виготовлених за допомогою Bac. subtilis B-7025” (2004–2006 рр., № державної реєстрації 0104U000590) та теми 2.2.5.303 “Розробка технології імунотерапії пухлин з використанням оригінальних протипухлинних вакцин, цитокінів та ад’ювантів” (2007–2011 рр., № державної реєстрації 0107U002243). 
Мета дослідження. Обгрунтувати доцільність застосування у схемах лікування хворих на РШ протипухлинної аутовакцини (ПАВ) на підставі визначення молекулярних маркерів біологічної активності пухлини.
Задачі дослідження. 
1. Визначити зв’язок між експресією молекулярних маркерів апоптозу (білки р53 та Bcl-2), ангіогенезу (VEGF), міжклітинної адгезії (Е-кадгерин, α- та β-катеніни), рецепторів з тирозинкіназною активністю (EGFR та Her-2/neu) у пухлинах хворих на РШ та стадією захворювання за класифікацією TNM.
2. Вивчити залежність експресії р53, Bcl-2, VEGF, Е-кадгерину, α- та β-катенінів, EGFR та Her-2/neu у пухлинних клітинах від ступеня диференціювання та гістологічного типу РШ.
3. Провести кореляційний аналіз наявності експресії досліджуваних молекулярних маркерів у пухлинних клітинах з виживаністю хворих на РШ.
4. Проаналізувати клінічні показники ефективності застосування ПАВ у хворих на РШ.
5. Провести порівняльне дослідження фенотипових особливостей пухлин хворих на РШ, які під час лікування отримували ПАВ, та пацієнтів лише з оперативним втручанням.
Об’єкт дослідження: хворі на РШ, парафінові зрізи пухлинної тканини хворих на РШ.
Предмет дослідження: клінічні показники ефективності використання вакцини у хворих на РШ; експресія молекулярних маркерів апоптозу (білки р53 та Bcl-2), ангіогенезу (фактор росту ендотелію судин), міжклітинної адгезії (Е-кадгерин, α- та β -катеніни), рецепторів з тирозинкіназною активністю (EGFR та Her-2/neu) в пухлинних клітинах хворих на РШ.
Методи дослідження: клінічні, морфологічний, імуногістохімічний, статистичні. 
Наукова новизна отриманих результатів. На підставі аналізу даних клінічного, морфологічного та імуногістохімічного дослідження визначено комплекс молекулярних маркерів, які асоціюються з перебігом РШ, та обгрунтовано доцільність застосування у схемах лікування хворих на РШ ПАВ з урахуванням молекулярних маркерів біологічної активності пухлин.
Вперше у хворих на РШ ІІ-ІV стадії за прогностичною значимістю систематизовані молекулярні маркери пухлинного процесу та біологічної активності пухлин шляхом зіставлення рівня їх експресії з клініко-морфологічними показниками захворювання. Встановлено кореляцію між експресією р53, Bcl-2, Е-кадгерину, Her2/neu та VEGF у пухлинних клітинах шлунка та стадією захворювання за класифікацією TNM. Вперше за показниками виживаності хворих на РШ доведена правомірність використання р53, Bcl-2, Е-кадгерину, α-катеніну та VEGF як критеріїв прогнозу захворювання. Встановлено, що застосування ПАВ у хворих на РШ III-IV стадії вірогідно підвищує загальну 3-річну виживаність, і найбільший ефект визначається при пухлинах Т3-4 з ураженням регіонарних лімфатичних вузлів (N1‑2) та при низькодиференційованих формах РШ. Показано, що призначення ПАВ хворим на РШ, в пухлинах яких була встановлена експресія р53, β-катеніну, EGFR та HER-2, підвищує шанси збільшити тривалість їх життя порівняно з пацієнтами, для лікування яких використовували лише оперативне втручання. Вперше доведено, що ефективність застосування ПАВ у хворих на РШ залежить від наявності у пухлинних клітинах комплексу молекулярних маркерів, оптимальним варіантом якого є експресія білків р53, EGFR, Her-2/neu, β-катеніну, VEGF та Bcl-2. 
Практичне значення отриманих результатів. Визначення у пухлинах хворих на РШ експресії молекулярних маркерів апоптозу (р53 та Bcl-2), ангіогенезу (VEGF), міжклітинної адгезії (Е-кадгерин, α- та β-катеніни) та рецепторів з тирозинкіназною активністю (EGFR та Her-2/neu) дозволяє передбачити перебіг захворювання. Доведено, що використання ПАВ у схемах лікування сприяє значному підвищенню показників виживаності хворих на РШ. Обґрунтована доцільність імуногістохімічного визначення експресії р53, EGFR, Her-2/neu, β-катеніну, VEGF та Bcl-2 для прогнозування ефективності використання ПАВ у хворих на РШ. Запропоновано алгоритм передбачення перебігу захворювання та ефективності використання ПАВ у хворих на РШ. Отримані дані можуть бути використані при розробці нових підходів до індивідуалізації комплексного лікування хворих на РШ. Результати дисертаційної роботи впроваджено у Рівненському обласному онкологічному диспансері.
Особистий внесок здобувача. Здобувачем особисто зібрана та проаналізована література за темою дисертації, сформульовано мету, поставлено конкретні задачі і розроблено методологію дослідження; самостійно сформовано групи хворих, включених у дослідження, викладено результати клінічних спостережень, проведено аналіз отриманих даних та сформульовані основні положення та висновки роботи. Автором особисто проаналізовані результати ефективності використання ПАВ у хворих на РШ. Здобувач приймав безпосередню участь у проведенні імуногістохімічних досліджень та в математичній обробці отриманих результатів.
Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертації були представлені та обговорені на: ІХ Міжнародній конференції молодих онкологів “Сучасні проблеми експериментальної та клінічної онкології” (Київ, 2008), науково-практичній конференції «Сучасні можливості лікування місцеворозповсюдженого та метастатичного раку шлунково-кишкового тракту та яєчників» (Львів, 2009), Російській науково-практичній конференції з міжнародною участю, присвяченій 30-річчю НДІ онкології СВ РАМН «Сучасна онкологія: досягнення та перспективи розвитку» (Томськ, 2009), ІХ Всеукраїнській науковій конференції студентів та молодих науковців «Біологічні дослідження молодих учених в Україні» (Київ, 2009). 
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 9 наукових праць, з яких 5 статтей, опублікованих у провідних фахових виданнях ВАК України, та 3 тез доповідей, представлених на вітчизняних і міжнародних з'їздах та конференціях, отримано 1 патент. 
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ВИСНОВКИ

На підставі аналізу даних клінічного, морфологічного та імуногістохімічного дослідження визначено комплекс молекулярних маркерів, які асоціюються з перебігом РШ, та обгрунтовано доцільність застосування у схемах лікування хворих на РШ ПАВ з урахуванням молекулярних маркерів біологічної активності пухлин.

1. Встановлено кореляційний зв’язок між експресією у пухлинах хворих на РШ р53, Bcl-2, Е-кадгерину, Her2/neu та VEGF та стадією хвороби за класифікацією TNM. Показано, що найвищий відсоток позитивних пухлин за експресією р53, Her-2/neu таVEGF спостерігається у хворих на РШ IV стадії, тоді як характерною особливістю для осіб із II стадією захворювання є великий відсоток Bcl-2 – та Е-кадгерин – позитивних пухлин.
2. У хворих на РШ зі значним ураженням стінки шлунка (Т4) спостерігається тенденція до збільшення відсотку Bcl-2- та VEGF-позитивних пухлин. Поряд з цим показано, що експресія Е-кадгерину корелює з відсутністю метастазів в регіонарних лімфатичних вузлах та спостерігається в пухлинах хворих на РШ II стадії. Експресія β-катеніну більш характерна для пухлин хворих на РШ без віддалених метастазів, а експресія VEGF корелює зі ступенем ураження стінки шлунка та наявністю метастазів в реґіонарних лімфатичних вузлах. 
3. Експресія певних молекулярних маркерів пов’язана з гістологічним типом та ступенем диференціювання пухлин у хворих на РШ. У високодиференційованих пухлинах переважно визначається експресія Е-кадгерину, β-катеніну, EGFR та Her-2/neu. Встановлено достовірно вищу кількість пухлин кишкового типу, позитивних за експресією Е-кадгерину, α-катеніну, EGFR та Her2/neu, у порівнянні із кількістю пухлин дифузного типу, для яких у більшості спостережень була притаманна експресія р53 та VEGF.
4. Доведено, що наявність експресії білків р53, Bcl-2, Е-кадгерину, α-катеніну та VEGF може слугувати в якості незалежних факторів прогнозу виживаності хворих на РШ: висока експресія Е-кадгерину, α-катеніну та відсутність експресії р53, Bcl-2 і VEGF в пухлинних клітинах шлунка свідчить про сприятливий перебіг захворювання та корелює з довшою тривалістю життя.
5. Встановлено, що застосування ПАВ сприяє підвищенню 3-річної виживаності хворих на РШ III (на 30%) та IV стадії (на 14%); зі ступенем ураження стінок шлунка Т3 (на 22%) та Т4 (на 41,7%); з наявністю ураження реґіонарних лімфатичних вузлів (на 31,2%), а також з низько- (27,2 %) та високодиференційованими пухлинами (21,8%). 
6. Показано, що використання ПАВ для лікування хворих, в пухлинах яких була встановлена експресія р53, β-катеніну, EGFR та HER-2, підвищує шанси збільшити тривалість їх життя порівняно з пацієнтами, для лікування яких використовували лише оперативне втручання. 
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