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2. ЯМР – ядерний магнітний резонанс
3. ІГХ – імуногістохімія
4. МРТ – магнітно-резонансна томографія
5. Pi – фосфор неорганічний
6. PCr – фосфокреатин
7. βNTP – β-аденозинтрифосфат
8. PME –  фосфомоноефіри
9. 3LL –  карцинома легені Льюїс
10. ПХЕ – перхлорний екстракт
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16. ПЕТ – позитронна емісійна томографія
17. GLUT-1 – транспортер глюкози-1
18. LDH – лактатдегідрогеназа
19. HIF-1α – гіпоксія-індукованний фактор-1α
20. ПКАТ – поліклональні антитіла
21. РЕ – фосфоетаноламін
22. РС – фосфохолін
23. NMP – аденозинмонофосфат
24. PDE – фосфодіефіри
25. GPE – гліцерофосфоетаноламін
26. GPC – гліцерофосфохолін
27. DPDE – діфосфодіефіри
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30. ЗФР – забуферений фізіологічний розчин
31. НR (Hazard ratio) – коефіцієнт ризику


























ВСТУП

Актуальність проблеми.
Результати лікування онкологічних хворих залишаються незадовільними. Незважаючи на певні успіхи як у хірургічній техніці, так і в ад’ювантній системній терапії, продовжують зростати показники смертності, що спричинено раннім розвитком метастазів. Вирішення проблеми метастазування потребує визначення молекулярних та біологічних характеристик первинної пухлини, які відповідають за реалізацію найхарактерніших рис новоутворення, а саме здатності до інвазії та метастазування. 
Існують експериментальні та клінічні докази того, що гіпоксія солідних пухлин, тобто низький рівень оксигенації, чинить вплив на їх ріст, посилює злоякісну прогресію, зокрема метастатичний потенціал, а також зменшує чутливість до хіміотерапевтичних агентів та іонізуючої радіації [1-3]. Гіпоксія розглядається сьогодні як ключовий фактор патогенезу злоякісних новоутворень. Показано, що низька величина парціального тиску кисню (рО2), тобто високий рівень гіпоксії, та підвищення рівня експресії гіпоксія-асоційованих білків у пухлині вказують на несприятливий перебіг захворювання [4]. Результати клінічних спостережень дозволили запропонувати використання рівня гіпоксії та експресії гіпоксія-асоційованих білків у якості прогностичних маркерів [5-7]. Гіпоксія оцінюється прямим вимірюванням величини рО2 у пухлині полярографічними мікроелектродами, що слугує за своєрідний “золотий стандарт” визначення рівня оксигенації біологічних тканин [8]. В той же час цей метод має певні обмеження, головне з яких пов’язане з недоступністю багатьох пухлин для введення мікроелектродів. Існують імуногістохімічні (ІГХ) методи оцінки рівня гіпоксії за допомогою визначення експресії екзогенних та ендогенних маркерів гіпоксії. До перших відноситься пімонідазол, який після введення в організм накопичується у тканинах з низьким рівнем оксигенації і метаболізує у субстанцію, яка фіксується ІГХ методом [9]. Цей метод обмежується необхідністю внутрішньовенного введення пімонідазолу до оперативного втручання або взяття біопсії [9,10]. Використання ендогенних маркерів, до яких відносяться так звані гіпоксія-асоційовані білки, набуло широкого розповсюдження, але вони не завжди регулюються виключно гіпоксією [10].
В останні десятиріччя поширення набув метод ядерного магнітного резонансу (ЯМР) як інформативний метод дослідження біологічних об’єктів in vitro та in vivo. Останній метод у поєднанні з магнітно-резонансною томографією (МРТ) широко застосовується в біології та медицині і дає можливість неінвазивно визначати місце знаходження та об’єм пухлини, здійснювати моніторинг цілої низки важливих метаболітів і за зміною їх рівня оцінювати ефективність запровадженої терапії [11-13]. При дослідженнях in vitro метод 31Р ЯМР спектроскопії дозволяє проаналізувати рівень в клітині всіх фосфоровмісних сполук, включаючи фракцію водорозчинних фосфоліпідів. 
За допомогою метаболічних показників є можливість оцінити біоенергетичний статус пухлинної тканини, а оскільки метаболічний обмін в тканині адаптується до рівня її оксигенації, то зміни цих показників свідчать про рівень гіпоксії [14, 15]. Об’єктом досліджень при 31Р ЯМР спектроскопії in vitro можуть слугувати перхлорні екстракти (ПХЕ) тканин або клітин, самі клітини та кров.
Існує тісний взаємозв’язок між біоенергетикою та оксигенацією в пухлинній тканині. Вивчаючи біоенергетику та метаболічний статус перещеплюваних пухлин мишей за допомогою 31Р ЯМР спектроскопії, було встановлено, що співвідношення Pi/PCr, Pi/βNTP, де Рі – фосфор неорганічний, PCr – фосфокреатин, βNTP – β-аденозинтрифосфат, корелюють з величиною рО2 [15]. Показано їх використання для оцінки енергетичного статусу і рівня гіпоксії в тканині [16]. Проте, так як у клінічній практиці, як правило, фахівці мають справу з розвиненими пухлинами, в яких рівні PCr та/або βNTP часто знижуються до невимірюваних величин, для оцінки біоенергетичного статусу тканини і рівня її гіпоксії вельми цінним є такий метаболічний показник, як PME/Pi, де РМЕ – фосфомоноефіри, який є дуже чутливим до рівня тканинної оксигенації. Більш того, визначена достовірна кореляція між величиною рО2 і даним співвідношенням, що вперше було встановлено в експерименті з фібросаркомою FSaII у мишей [15].
1Н ЯМР спектри дають можливість оцінити рівні таких важливих сполук, як лактат, холін та холінпохідні сполуки, які є маркерами пухлинної прогресії [17-19]. Визнання лактату як маркера пухлинної прогресії є результатом багаторічних досліджень, які остаточно встановили, що посилений аеробний гліколіз у пухлині, відомий ще з ранніх робіт O. Warburg, є феноменом, притаманним злоякісним новоутворенням. В низці робіт показано, що в первинних пухлинах шийки матки [20], голови та шиї [21], колоректальних карциномах [22] різко зростає вміст лактату. Встановлено, що високий вміст лактату корелює з більшою частотою утворення як віддалених метастазів, так і невисокими показниками виживаності хворих [23]. Висловлено припущення, що вміст лактату у первинній пухлині може бути основою нової метаболічної класифікації пухлин, яка буде сприяти підвищенню ефективності лікування онкологічних хворих [24].
Виходячи з вищенаведеного, стає зрозумілим необхідність та важливість проведення дослідження, метою якого є оцінка стану оксигенації злоякісних пухлин за допомогою 31Р ЯМР спектроскопії з використанням співвідношення PME/Pi у якості показника рівня гіпоксії пухлини, здійснення порівняльного аналізу методів визначення вмісту лактату у пухлині біохімічним методом і за допомогою 1Н ЯМР спектроскопії, виявлення взаємозв’язку між вищезгаданими показниками метаболізму пухлини, встановлення їх клінічного значення та можливості використання в якості прогностичних маркерів. 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами.
Дисертаційна робота виконана в Інституті експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН України у відділі мікрооточення пухлинних клітин у відповідності з планами науково-дослідних робіт Інституту як фрагмент теми 2.2.5.230 “Експресія матриксних металопротеіназ і гіпоксія-індукованого фактору у злоякісних пухлинах шлунка та підшлункової залози: вплив на метастазування і перебіг захворювання” (2002–2004 рр., № державної реєстрації 0102U000393), теми 2.2.5.263 “Експресія гіпоксія-асоційованих білків у пухлинній тканині та їхня роль у появі циркулюючих пухлинних клітин: вплив на злоякісну прогресію” (2005–2007 рр., № державної реєстрації 0104U009842) та в рамках програми “Особливості функціонування онкогеному” як фрагмент теми “Експресія васкулярного ендотеліального фактору росту та її зв'язок з гіпоксія-індукованим фактором у злоякісних пухлинах підшлункової залози та шлунка: вплив на ангіогенез та метастазування” (2002–2006 рр., № державної реєстрації 0102U003228).
Мета дослідження. 
Встановити характер впливу гіпоксії пухлини на злоякісну прогресію та визначити фактори прогнозу перебігу раку шлунка людини, які асоційовані з гіпоксією.
Задачі дослідження. 
1. Визначити рівень гіпоксії карциноми легені Льюїс (3LL) у динаміці її росту за допомогою 31Р ЯМР спектроскопії ПХЕ тканини. 
2. Визначити рівень гіпоксії у пухлинній тканині та оточуючій її “нормальній” слизовій оболонці хворих на рак шлунка (РШ), використовуючи 31Р-ЯМР спектроскопію ПХЕ тканини.
3. Обґрунтувати інформативність використання 31Р ЯМР спектроскопії ПХЕ тканини для оцінки рівня її гіпоксії.
4. Визначити вміст лактату у пухлині біохімічним методом і 1Н ЯМР спектроскопією ПХЕ тканини та оцінити його інформативність як маркеру прогнозу перебігу захворювання.
5. Виявити наявність кореляції рівня гіпоксії пухлини з клініко-патологічними характеристиками хворих та визначити прогностичне значення факторів, асоційованих з гіпоксією. 
Об’єкт дослідження: тканина РШ та оточуюча її “нормальна” слизова оболонка шлунка, тканина раку шийки матки (РШМ), карцинома 3LL мишей С57Bl/6.
Предмет дослідження: ЯМР спектроскопічні та біохімічні характеристики метаболізму тканини, гіпоксія-асоційовані білки. 
Методи дослідження: 31Р та 1Н ЯМР спектроскопія, методи ІГХ (виявлення експресії ендогенного маркеру гіпоксії СА-9 (карбоангідраза вуглецевої кислоти 9), біохімії (визначення вмісту лактату) та статистичні.
Наукова новизна отриманих результатів.
 Встановлено пряму кореляцію рівня гіпоксії первинної пухлини (карцинома 3LL) з її агресивністю, зокрема з активністю метастазування.
[bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK7]Вперше визначена можливість оцінки рівня гіпоксії пухлинних та нормальних тканин людини за допомогою співвідношення PME/Pi, яке визначається методом 31Р ЯМР спектроскопії ПХЕ тканини. Визначено, що РШ людини за станом його оксигенації може бути поділений на три групи: пухлини з глибокою гіпоксією – 29% новоутворень, помірною – 58% та слабкою – 13%. Вперше доведено, що глибока гіпоксія РШ є фактором несприятливого прогнозу, зокрема, у хворих з категорією N0, у яких ризик смерті зростає більш, ніж вдвічі.
Виявлено пряму кореляцію між співвідношенням Lac/Cr (лактат/креатин), визначеним 1Н ЯМР спектроскопією ПХЕ тканини, та стадіями розвитку пухлинного процесу. За умов глибокої гіпоксії (PME/Pi<1,0) в тканині РШ виявлений зворотній кореляційний зв'язок між рівнем гіпоксії та вмістом лактату.
Вставлено, що співвідношення PME/Pi та Lac/Cr можуть слугувати маркерами прогнозу перебігу захворювання.
Практичне значення отриманих результатів.
 Метод 31Р ЯМР спектроскопії ПХЕ тканин (нормальної та пухлинної) може застосовуватись для оцінки рівня тканинної гіпоксії. Співвідношення PME/Pi (31Р ЯМР спектроскопія) та Lac/Cr (1Н ЯМР спектроскопія) у пухлинній тканині можуть бути використані у клініці в якості прогностичних маркерів. Метод 31Р та 1Н ЯМР спектроскопії ПХЕ пухлинної тканини, отриманої під час оперативного втручання, і 31Р та 1Н ЯМР спектроскопії in vivo може бути впроваджений з метою прогнозування перебігу захворювання і моніторингу лікування. 
Особистий внесок здобувача. 
Дисертантом визначена мета та завдання даного дослідження, проаналізована наукова література з обраної теми, здійснено планування та виконання експерименту на мишах з карциномою легені Льюїс, самостійно виконана обробка ЯМР спектрів та дана їх інтерпретація. ЯМР спектроскопія проведена в ІЕПОР НАН України (карцинома легені Льюїс) та в Центрі колективного користування науковим обладнанням “ЯМР спектроскопія” на базі Інституту металофізики ім. Г.В. Курдюмова НАН України (пухлини людини). Дисертант самостійно визначив експресію білку СА-9 у пухлинних тканинах хворих на РШ та РШМ імуногiстохiмiчним методом. Дисертант самостійно провів статистичну обробку отриманих результатів, сформулював висновки та основні положення дисертаційної роботи, підготував ілюстративний матеріал. 
Апробація результатів дисертації.
 Матеріали дисертації були представлені та обговорені на: VI Міжнародній конференції молодих онкологів ”Сучасні проблеми експериментальної та клінічної онкології” (Київ, 2003), III съезде онкологов и радиологов СНГ (Минск, 2004), 22nd Annual Meeting of the Eur. Soc. Hyperthermic Oncology (Graz, 2005), VIІ Міжнародній конференції молодих онкологів “Сучасні проблеми експериментальної та клінічної онкології” (Київ, 2006), XI з’їзді онкологів України (Судак, 2006), IV съезде онкологов и радиологов СНГ (Баку, 2006), ІХ Міжнародній конференції молодих онкологів “Сучасні проблеми експериментальної та клінічної онкології” (Київ, 2008), Міжнародній конференції “Tumor Hypoxia and Malignant Progression” (Київ, 2008), Міжнародній конференції “Cancer Immunotherapy&Immunomonitoring (CITIM)” (Київ, 2009).
Публікації. 
За матеріалами дисертації опубліковано 18 наукових праць, з яких 4 статті у провідних фахових виданнях, затверджених ВАК України, 1 патент на корисну модель та 13 тез у матеріалах вітчизняних та міжнародних конференцій, конгресів та з’їздів.
Структура та обсяг дисертації.
Дисертаційна робота викладена на 125 сторінках машинописного тексту і складається із вступу, огляду літератури, розділів матеріалів і методів дослідження, власних досліджень та їх обговорення, аналізу та узагальнення результатів дослідження, висновків та списку використаної літератури, який включає 152 посилання, у тому числі 144 зарубіжних авторів. Дисертаційна робота ілюстрована 25 рисунками та 17 таблицями. 







ВИСНОВКИ

У результаті експериментально-клінічного дослідження доведено, що певні співвідношення метаболічних показників біоенергетичного статусу пухлини є репрезентативними для оцінки рівня її оксигенації та можуть бути використані в якості факторів прогнозу перебігу раку шлунка людини.
1. Рівень гіпоксії в карциномі легені Л’юїс достовірно корелює з розміром первинної пухлини та кількістю метастазів.
2. Використання метаболічного співвідношення PME/Pi, визначеного методом 31Р ЯМР спектроскопії, є правомірним для оцінки рівня гіпоксії в пухлинній тканині, зокрема, хворих на рак шлунка та рак шийки матки людини.
3. Встановлено, що рак шлунка людини за станом оксигенації може бути розподілено на три групи: пухлини з глибокою гіпоксією, помірною та слабкою (29%, 58% і 13% пухлин, відповідно).
4. Рівень гіпоксії у тканині раку шлунка не корелює з загальноприйнятими клініко-патологічними характеристиками хворих.
5. У хворих на рак шлунка з категорією N0 при наявності глибокої гіпоксії у пухлині (PME/Pi <1,0) має місце негативний перебіг захворювання, і ризик смерті зростає у 2 рази.
6. Встановлено залежність між високим рівнем гіпоксії пухлин та кількістю клітин, що експресують СА-9.
7. Співвідношення Lac/Cr, визначене методом 1Н ЯМР спектроскопії, є достовірним показником  рівня лактату в тканині, зокрема пухлинній.
8. Cпіввідношення Lac/Cr у пухлинній тканині, яке перевищує 4,6, та вміст лактату >18,72 µмоль/г свідчать про агресивний характер росту пухлини та несприятливий перебіг захворювання.
9. Cпіввідношення PME/Pi та Lac/Cr у пухлинній тканині можуть використовуватись у якості факторів прогнозу перебігу захворювання хворих на рак шлунка. 
10. 31Р та 1Н ЯМР спектроскопія ПХЕ пухлинної тканини, отриманої  під час оперативного втручання, може бути використана з метою уточнюючої діагностики та прогнозування перебігу захворювання.
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