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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

АТК   –              анапластична тиреоїдна карцинома
ВМТС   –          віддалені метастази ПТК до легенів
ДДП НПМ   –   добре диференційована пухлина з 
                           невизначеною потенцією до малігнізації
ДСВ ПТК   –     дифузно-склерозуючий варіант 
                           папілярної тиреоїдної карциноми
ЗМВ ПТК   –     змішаний варіант папілярної тиреоїдної карциноми
ЕТІ   –                екстратиреоїдна інвазія 
ІТІ   –                 інтратиреоїдна інвазія
КРІ   –                кровоносна інвазія
ЛІ   –                  лімфатична інвазія
МТК   –              медулярна тиреоїдна карцинома
НДТК   –           низькодиференційована тиреоїдна карцинома
НІП    –              некінкапсульована пухлина   
ПВ ПТК   –       папілярний варіант папілярної тиреоїдної карциноми 
ПІП    –              повністю інкапсульована пухлина
ПСВ ПТК   –     папілярно-солідний варіант папілярної тиреоїдної   
                           карциноми
ПТК   –              папілярна тиреоїдна карцинома
ПФВ ПТК   –    папілярно-фолікулярний варіант папілярної тиреоїдної  
                           карциноми
ПФС ПТК   –    папілярно-фолікулярно-солідний варіант папілярної   
                           тиреоїдної карциноми
РМТС   –          регіонарні метастази ПТК до лімфовузлів
СВ ПТК   –       солідний варіант папілярної тиреоїдної карциноми
СФВ ПТК   –    солідно-фолікулярний варіант папілярної тиреоїдної  
                           карциноми
ФВ ПТК   –       фолікулярний варіант папілярної тиреоїдної карциноми
ФП НПМ   –     фолікулярна пухлина з невизначеною потенцією 
                          до малігнізації
ФА   –                фолікулярна аденома
ФТК   –             фолікулярна тиреоїдна карцинома
ЧАЕС   –           Чорнобильська атомна електростанція
ЧІП      –            частково інкапсульована пухлина 
ЩЗ   –               щитовидна залоза
Cal   –                кальцитонін 
CD45   –            антитіла до загального лімфоцитарного маркера
CD68   –            антитіла до макрофагів
FISH   –             метод флуоресцентної гибридізації in situ
Gal-3   –             антитіла до галектину-3
S100   –              антитіла до дендритних S100-клітин
Tg      –               тироглобулін 



ВСТУП

Актуальність роботи. Після Чорнобильської катастрофи, починаючи з 1990 року, в Україні, Білорусі та деяких областях Російської Федерації спостерігалось вірогідне збільшення захворюваності на рак щитовидної залози у опромінених дітей та підлітків [7, 20, 57, 187, 193. 199]. Головною причиною цього феномену вважають радіаційний фактор, оскільки переважну більшість післячорнобильських злоякісних пухлин щитовидної залози у дітей та підлітків виявлено в найбільш забруднених радіойодом внаслідок аварії регіонах вказаних країн [153, 184, 185, 188, 190, 192, 197, 199]. Більшість з виявлених пухлин являли собою папілярні карциноми [3, 8, 9, 20, 32, 73, 140, 149, 178]. Зростання частоти папілярних карцином в “дочорнобильські роки” також пов’язували з дією опромінення щитовидної залози, але зовнішнього [92, 115, 128, 171, 183].
З огляду на те, що провідні мiжнароднi експерти в галузi радiацiйної медицини визнали зростання випадків раку щитовидної залози серед вікової групи 0-18 років на час катастрофи безпосереднім наслiдком аварiї на ЧАЕС, а зниження захворюваностi в Україні на теперешній час ще не зареєстровано [192], проблема тиреоїдної патологiї у нашій державі зберігає гостру актуальнiсть. Вочевидь, що спостереження за станом захворюваності на тиреоїдний рак, який є радiоiндукованою патологiєю, потребує довгострокового монiторингу.
Враховуючи, що на сьогодні дiти і підлітки, які зазнали впливу аварiї, перейшли до категорії дорослих, особливу увагу слід приділити порівняльному аналізу структурних особливостей карцином у різних вікових групах (діти, підлітки, молоді дорослі на час операції), з’ясувати динаміку змін макро-мікроскопічних характеристик та інвазійних властивостей пухлин впродовж часу, що минув після Чорнобильської катастрофи, тобто можливі прояви патоморфозу цих новоутворень.
Так, було встановлено, що найчастіше папілярні карциноми у дітей і підлітків за віком на час операції мали солідно-фолікулярну будову та проявляли високі інвазійні властивості з ознаками розповсюдження по залозі і за її межі до прилеглих м’яких тканин, інвазії пухлинних клітин до лімфатичних та кровоносних судин. У дітей вказані ознаки були набагато виразнішими, ніж у підлітків, що свідчило про агресивнішу біологічну поведінку пухлин і підтверджувалося високою частотою метастазів у лімфатичні вузли [20, 57, 149, 155, 193, 199]. 
На сьогодні ж завдання полягає у визначенні змін щойно вказаних властивостей в кожній віковій групі на час операції залежно від латентного періоду розвитку пухлини (часу, що минув  від Чорнобильської катастрофи до оперативного лікування).    
Крім того, клініцистів хвилює той факт, що приблизно у 20% прооперованих дітей розвивалися віддалені метастази у легені, що значно погіршувало прогноз захворювання [72, 125, 155, 189, 193]. Причому, як показали дослідження вчених Білорусі [44, 78, 125, 189], віддалені метастази у легені спостерігалися навіть у випадках, коли розмір первинної пухлини не перевищував 1,0 см. 
Виходячи з означеного вище, постає важливим проведення порівняльного аналізу патогістологічних особливостей первинних пухлин щитовидної залози у пацієнтів з регіонарними та віддаленими метастазами і без них.
Клінічно значущою видається оцінка в таких групах наявності лімфоїдної інфільтрації, макрофагів, дендритних клітин; експресії тироглобуліну, який засвідчує ступінь диференціації пухлин; проліферативної спроможності клітин папілярних карцином.
Таким чином, аналіз структурних особливостей папілярних карцином та характерних рис пухлинної прогресії у зв’язку із присутністю регіонарних і віддалених метастазів сприятиме оптимізації післяопераційної тактики у хворих на рак щитовидної залози, що на сучасному етапі є вельми актуальним і має велике соціальне значення.
Для практичної патоморфології дуже важливим є пошук нових маркерів малігнізації. Останнім часом найбільш перспективним маркером щодо тиреоїдних карцином вважається галектин-3 [87, 106, 107]. Водночас  даних літератури відносно експресії цього лектину в тиреоїдних пухлинах небагато. Вони носять суперечливий характер і передбачають необхідність подальших досліджень експресії галектину-3 при різноманітній патології щитовидної залози. 
Отже, збереження високого рівня захворюваності на рак щитовидної залози серед постраждалих внаслідок Чорнобильської катастрофи дітей і підлітків обумовлює актуальність виконаної дисертації щодо аналізу морфологічних (зокрема – імуногістохімічних) особливостей папілярних карцином залежно від віку хворих, латентного періоду розвитку та інвазійних властивостей пухлин.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана у відповідності з планом науково-дослідних робіт Державної установи «Інститут ендокринології та обміну речовин ім.В.П.Комісаренка АМН України»:
· Тема № 285 – «Імуногістохімічне дослідження участі деяких факторів клітинної спеціалізації, проліферативної активності та онкогенів у розвитку доброякісних та злоякісних уражень щитовидної залози у пацієнтів різного віку, які постраждали внаслідок Чорнобильської аварії» (1997-1999), № держреєстрації  0197 U 001110.
· Тема № 402 – «Морфологічна характеристика папілярних карцином щитовидної залози та метастазів у регіонарні лімфатичні вузли за наявності віддалених метастазів у легені» (2000-2003), № держреєстрації  0100 U 000920.
· Тема № 426 –  «Молекулярно-біологічне та імуногістохімічне дослідження галектину-3, як можливого маркера папілярних карцином щитовидної залози» (2004-2006),  № держреєстрації  0104 U 003261.
· Тема № 437 –  «Удосконалення реєстру раку щитовидної залози у осіб, які перебували у дитячому та підлітковому віці на час Чорнобильської катастрофи, та патоморфологічний аналіз випадків» (2004-2006),  № держреєстрації  0104 U 003260.
· Тема № 459 –  «Аналіз захворюваності на рак щитовидної залози та морфологічна характеристика  видалених карцином у дітей і підлітків, опромінених внаслідок Чорнобильської катастрофи» (2007-2009),  № держреєстрації  0107 U 000623.
Мета роботи - визначити зміни морфологічних характеристик папілярних карцином щитовидної залози за результатами комплексних структурних досліджень у постраждалих внаслідок Чорнобильської катастрофи дітей і підлітків залежно від віку хворих на час операції та латентного періоду розвитку пухлин.
Завдання дослідження:
1. Вивчити морфологічні характеристики папілярних карцином щитовидної залози у дітей, підлітків і дорослих віком 19-39 років у трьох періодах спостережень: 1990-1995, 1996-2001 і 2002-2007 років.
2. З’ясувати морфологічні особливості папілярних карцином щитовидної залози у дітей, підлітків і молодих дорослих за наявності та відсутності регіонарних і віддалених метастазів.
3. Дослідити інформативність імуногістохімічних досліджень з антитілами до тироглобуліну найменш агресивних (за відсутності метастазів) і найбільш агресивних (з наявністю регіонарних і віддалених метастазів) папілярних карцином.
4. Визначити прогностичні аспекти присутності лімфоїдної інфільтрації, макрофагів,  дендритних клітин та проліферативної активності у папілярних карциномах з різними інвазійними властивостями  з використанням імуногістохімічних реакцій з антитілами до CD45, CD68, S100, mcm2-CAM 5.2 і Ki67-CAM 5.2.
5. Дослідити імовірну присутність аберантних клітин у папілярних карциномах дітей і підлітків з перебудовами у гені RET за допомогою методу  імунофлуоресцентної “in situ гібридизації” (FISH).
6. Провести порівняльні імуногістохімічні дослідження папілярних карцином та фолікулярних пухлин з антитілами до галектину-3 для обгрунтування доцільності використання даного маркера у диференційній діагностиці новоутворень щитовидної залози.
Об’єкт дослідження – злоякісні пухлини щитовидної залози.
Предмет дослідження – гістологічні та імуногістохімічні характеристики папілярних карцином, їх диференційна діагностика з іншими новоутвореннями щитовидної залози.
Методи дослідження – гістологічні, імуногістохімічні, інтерфазна імунофлуоресцентна гібридизація “in situ” (FISH), морфометричні, статистичні.
Наукова новизна роботи. Вперше встановлено особливості динаміки морфологічних перебудов і інвазійних властивостей радіаційно індукованих папілярних карцином ЩЗ дітей, підлітків і дорослих віком 19-39 років впродовж часу, що минув після Чорнобильської катастрофи. 
Одержані нові дані щодо морфологічних особливостей (виражене зростання ознак багатофокусного росту, екстратиреоїдної і судинної інвазії, збільшення проліферативної активності в зонах інвазійного росту) папілярних карцином щитовидної залози за умов розвитку регіонарних і віддалених метастазів, тобто при агресивному перебігу захворювання.
Вперше визначена гетерогенність розподілу (кластеризація) аберантних клітин з перебудовами у гені RET у папілярних карциномах ЩЗ дітей і підлітків, яка посилювалась зі збільшенням латентного періоду розвитку  пухлини, що вказує на складні молекулярно-біологічні механізми тиреоїдного канцерогенезу та не виключає можливості комплексації декількох онкогенів при розвитку папілярної карциноми.
Практичне значення роботи.  Результати наукового пошуку сприяютимуть оптимізації післяопераційної тактики у пацієнтів з папілярною карциномою щитовидної залози.
Дані імуногістохімічних  досліджень обгрунтовують можливість застосування антитіл до галектину-3 у диференційній діагностиці папілярних карцином щитовидної залози. 
За результатами дисертаційної роботи отримано деклараційний патент на корисну модель “Спосіб діагностики папілярних карцином щитовидної залози” № 22569 від 25.04.07, Бюл. № 5.
На сьогодні результати досліджень використовуються у клінічній практиці установи, де працює здобувач наукового ступеня.
Особистий внесок здобувача. Автор, починаючи з 1997 року, безпосередньо проводила патоморфологічну діагностику новоутворень щитовидної залози у хворих означених вікових груп, оперованих в ДУ “Інститут ендокринології та обміну речовин ім. В.П.Комісаренка АМН України”, а також верифікацію карцином хворих, що проходили післяопераційне лікування у відділенні клінічної радіології інституту. Вона самостійно провела інформаційно-патентний пошук, визначила актуальність проблеми, запропонувала методи проведення дослідження, сформулювала його мету і завдання, здійснила аналіз патоморфологічних змін в папілярних карциномах, власноруч виконала всі імуногістохімічні та FISH дослідження, здійснила статистичну обробку цифрових матеріалів, обгрунтувала теоретичні і практичні положення роботи, розробила рекомендації для використання антитіл до галектину-3 в диференційній діагностиці папілярної карциноми. Самостійно написані всі розділи дисертації і сформульовані її висновки.
Апробація результатів дисертації. Результати виконаної роботи доповідались на Міжнародній конференції “Чорнобиль та рак щитовидної залози” (Кембрідж, 1998), конференції Європейської тиреоїдної асоціації (Мілан, 1999), VI з‘їзді ендокринологів України (Київ, 2001), конференції молодих вчених Інституту ендокринології та обміну речовин АМН України (Київ, 2002), сателітних симпозіумах Європейської тиреоїдної асоціації з досліджень раку щитовидної залози  (Едінбург, 2004; Неаполь, 2006), Міжнародній конференції, присвяченій 20-річчю Чорнобильської катастрофи (Київ, 2006), конференції з питань радіаційного впливу на людей після випробувань атомної бомби та Чорнобильської катастрофи (Нагасакі, 2006, 2008), на VIІ з‘їзді ендокринологів України (Київ, 2007), VIII конгресі патологів України (Полтава, 2008).
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 17 наукових праць, в тому числі 11 статей у вітчизняних спеціалізованих і закордонних наукових виданнях, рекомендованих ВАК України, 5 тез доповідей на вітчизняних та міжнародних конференціях і з’їздах, а також один деклараційний патент на корисну модель.  
Структура та обсяг роботи. Повний обсяг дисертації становить 165 сторінок. Вона складається із вступу, огляду літератури, розділу «Матеріал та методи досліджень», 5 розділів за результатами власних досліджень, розділу щодо їх аналізу й узагальнення, висновків, практичних рекомендацій та списку використаних джерел. Робота ілюстрована 36 рисунками (з них 34 - мікрофотографії) та 45 таблицями. Список літератури містить 205 джерел, з яких 64 – кирилицею, 141 – латиною.
ВИСНОВКИ

1. Дисертаційне дослідження містить рішення актуальної для сучасної ендокринології задачі: на підставі гістологічних імуногістохімічних і FISH методів дослідження папілярних карцином доведені чіткі патоморфологічні зміни, гетерогенність розподілу аберантних клітин з порушеннями у гені RET, які залежали від латентного періоду розвитку пухлин; встановлені ознаки, притаманні найбільш агресивному перебігу захворювання; розроблено спосіб диференційної діагностики тиреоїдних новоутворень. 
2. Доведено, що із збільшенням часового проміжку після Чорнобильської катастрофи серед папілярних карцином дітей, підлітків і дорослих віком 19-39 років суттєво зменшувалась частка пухлин солідного та солідно-фолікулярного варіантів і зростала – типового папілярного та папілярно-фолікулярного.
3. Встановлено дві тенденції змін інвазійних властивостей пухлин: вікова, де простежувалось чітке зниження ознак екстратиреоїдної інвазії, наявності регіонарних і віддалених метастазів від дітей до дорослих, і часова – вірогідне зменшення вказаних ознак папілярних карцином від першого (1990-1995 рр.) до третього (2002-2007 рр.) періодів спостережень.
4. Протягом трьох періодів спостережень виявлено поступове збільшення відсотку інкапсульованих форм та “маленьких” карцином (до 1 см), що разом із послабленням інвазійних властивостей папілярних раків свідчило про зменшення агресивності їх перебігу у зв’язку з часом, що минув після аварії на ЧАЕС.
5. Доведено, що схильність папілярних карцином до метастазування в обстежених категорій пацієнтів не залежала від наявності лімфоїдної інфільтраціїї (CD45 – позитивних), макрофагів (CD68 – позитивних) чи дендритних (S100 – позитивних) клітин в тканинах щитовидної залози. 
6. З’ясовано, що пухлинна прогресія у випадках папілярного раку щитовидної залози щодо досліджених вікових груп споріднена з розмірами новоутворень, особливостями їх патогістологічних характеристик, вираженістю інвазійних властивостей, високою проліферативною активністю, на що вказувало прогностично значуще суттєве зниження співвідношення відсотку імунопозитивних ядер до передреплікаційного комплексу mcm2 до відсотку ядер, позитивних до маркера проліферації Ki67 у хворих з наявністю регіонарних і віддалених метастазів. 
7. За допомогою методу інтерфазного FISH аналізу встановлено, що частота наявності аберантних клітин з порушеннями у гені RET не залежала від латентного періоду розвитку пухлин, але при його збільшенні спостерігалось посилення кластеризаціїї цих клітин, що уможливлює мультиклональність чи кооперативну участь кількох онкогенів у розвитку папілярної карциноми.
8. Встановлено, що імуногістохімічна реакція з антитілами до галектину-3 інформативна для розмежування папілярної карциноми і фолікулярних новоутворень щитовидної залози завдяки стовідсотковій високій інтенсивності в клітинах пухлин на тлі негативних показників щодо стромальних  компонентів. 
9. Використання отриманих даних у повсякденній клінічній практиці сприятиме оптимізації діагностичної та лікувальної тактики та доцільне при розробці положень доказової медицини. 

ПРАКТИЧНІ  РЕКОМЕНДАЦІЇ

За результатами дисертаційного дослідження доведено, що останніми роками поступово збільшується частка інкапсульованих папілярних карцином, які можуть викликати труднощі при встановленні заключного патоморфологічного діагнозу (нечіткі чи локальні зміни, характерні для папілярної карциноми). 
В таких випадках рекомендовано проведення імуногістохімічної реакції з антитілами до галектину-3 (Деклараційний патент на корисну модель “Спосіб діагностики папілярних карцином щитовидної залози”, № 22569 від 25.04.07, Бюл. № 5).
Для цього на виготовлених на мікротомі парафінових зрізах тиреоїдної пухлини проводять імуногістохімічну реакцію з моноклональними антитілами до галектину-3 за непрямим імунопероксидазним методом згідно рекомендацій виробника.  
Для оцінки імуногістохімічної реакції аналізують її розповсюдженість та інтенсивність, а також наявність реакції в компонентах строми пухлини (див. розд. 7). 
Імуногістохімічна реація з антитілами до галектину-3 у фолікулярних пухлинах у переважній кількості випадків є негативною, а з боку строми пухлини (ендотелій, фібробласти) – позитивною і розповсюдженою. Між тим, слід брати до уваги можливе локальне забарвлення цитоплазми клітин фолікулярних пухлин на рівні 1+ чи 1/2+, що не дає підстави для остаточного діагнозу “папілярна карцинома”.
При папілярній карциномі незалежно від її гістологічної будови експресія галектину-3 завжди повинна відрізнятись високою інтенсивністю з боку цитоплазми клітин на рівні 3/4+ (навіть за умов локальної розповсюдженості на рівні 2+), реакція ж з боку строми пухлини має бути негативною.
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