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предиктОри хірургічнОї тактики  
у пацієнтів З місцевОпОширеними 
карцинОмами рОтОвОї пОрОЖнини  

і рОтОглОтки: рОль маркерів вірусу  
папілОми людини

Мета роботи: визначити предикативне та прогностичне значення маркерів ВПЛ (білок Е6 ВПЛ 
16/18 типів, р16INK4a, койлоцитоз) і білка р53 в залежності від рівня їх експресії у пацієнтів з 
ВПЛ-асоційованими місцевопоширеними плоскоклітинними карциномами ротової порожнини і ро-
тоглотки. 

Об’єкт і методи дослідження: у біопсійних зразках плоскоклітинного раку ротової порожнини та 
ротоглотки 60 пацієнтів проведено визначення койлоцитозу, експресії білків Е6 ВПЛ 16/18 типів, 
р16INK4a i р53, досліджено їх предикативне та прогностичне значення. 

Результати: виявлено кореляційні зв’язки між ефектом комбінованого лікування та експресією 
р16INK4a (ρ=0,3, р=0,024) і експресією р53 (ρ=–0,3, р=0,019). Частота койлоцитозу корелювала 
з медіаною загальної виживаності, ρ=0,5, р<0,001. Експресія Е6 ВПЛ 16/18, р16INK4a і р53 ко-
релювала з медіанами загальної виживаності (відповідно: ρ=0,9, р<0,001; ρ=0,9, р=0,037; ρ=–0,9; 
р<0,001). Експресія р53 була незалежним предиктором низької виживаності (ВР 1,3, 95% ДІ 1,1–
1,7, р=0,016) у моделі Кокса пропорційних ризиків. 

Висновки: високі рівні експресії р16INK4a асоційовані з високою, а високі рівні експресії р53 –  
з низькою ефективністю лікування. Пацієнтам з експресію р16INK4a на рівні 2 балів і з експресією 
р53 4«+» доцільно виконувати хірургічне втручання на першому етапі лікування. Експресія р53 є 
незалежним фактором негативного прогнозу загальної виживаності. Частота койлоцитозу, експре-
сія Е6 ВПЛ 16/18 і р16 INK4a мають обмежене прогностичне значення і потребують подальшого 
вивчення.

Ключові слова: плоскоклітинний рак, ротова порожнина, ротоглотка, прогноз, предикативні 
фактори, вірус папіломи людини, діагностика, лікування.
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Оригінальні дослідження

В Україні захворюваність на рак ротової по-
рожнини і ротоглотки протягом останніх 20 років 
зросла на 11,3% [1] і становить 10,5 на 100 тис. на-
селення [4]. Близько 60% пацієнтів мають місце-
вопоширені пухлини (ІІІ, IVА, IVВ стадії). Смерт-
ність становить 3,9 на 100 тис. населення [4].  
У світі рак ротової порожнини і ротоглотки займає 
шосте місце серед найпоширеніших злоякісних 
пухлин. Загальне п’ятирічне виживання не пере-
вищує 50%. Більше 90% пухлин цих локалізацій 
мають будову плоскоклітинного раку [29]. 

Протягом останнього часу відмічається зрос-
тання частоти раку порожнини рота і ротоглотки, 
асоційованого з вірусом папіломи людини (ВПЛ) 
[8, 9]. Найчастіше у пухлинах порожнини рота 
і ротоглотки виявляють 16 та 18 типи ВПЛ [15, 
18]. Дослідження ВПЛ-зумовленого канцеро-
генезу дозволило виділити прямі (вірусні ДНК, 
РНК, білки) і сурогатні (койлоцитоз, p16INK4a) 
маркери вірусної присутності [5, 6, 21, 23, 31]. 
Предикативна та прогностична роль маркерів 
ВПЛ у пацієнтів з місцево поширеними плоско-
клітинними карциномами ротової порожнини і 

ротоглотки вивчена недостатньо, у більшості до-
сліджень береться до уваги лише наявність/від-
сутність маркера без урахування його експресії.

Згідно з Клінічними настановами EHNS–
ESMO–ESTRO, рекомендованим підходом до 
лікування пацієнтів з місцевопоширеними кар-
циномами ротової порожнини і ротоглотки є хі-
рургічна операція з наступною променевою тера-
пією, а за наявності факторів високого ризику –  
постопераційна хіміопроменева терапія [13].  
В Україні загальноприйнятим підходом є індук-
ційна хіміотерапія з наступною променевою те-
рапією з/без хірургічної операції [3, 2]. Хворі з 
ВПЛ-асоційованими пухлинами мають вищий 
рівень об’єктивних відповідей на хіміо- та про-
меневу терапію і кращий прогноз. Однак, серед 
цих пацієнтів також спостерігаються значні від-
мінності лікувального ефекту [8, 18, 20, 24], що 
зумовлює необхідність пошуку факторів вибору 
оптимальної тактики лікування. 

Мета роботи – визначити предикативне та 
прогностичне значення прямих (білок Е6 ВПЛ 
16/18 типів) та сурогатних (р16INK4a, койлоци-
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тоз) маркерів ВПЛ і білка р53 в залежності від рів-
ня їх експресії у пацієнтів з ВПЛ-асоційованими 
місцевопоширеними плоскоклітинними карци-
номами ротової порожнини і ротоглотки.

Об’єкт і методи дослідження

У дослідження було включено 60 пацієнтів ві-
ком від 34 до 68 років з місцево поширеними (T3-
4N1-2M0) карциномами ротової порожнини і 
ротоглотки без віддалених метастазів. 53,3% па-
цієнтів мали ІІІ стадію захворювання, 36,7% па-
цієнтів – IVA стадію, 10,0% пацієнтів – IVB ста-
дію. Пухлини категорії Т3 діагностовано у 53,3% 
випадків, T4a – у 30,0%, T4b – у 10,0%, Т2 –  
у 6,7%. Метастази в регіонарних лімфатичних 
вузлах були виявлені у 60,0% пацієнтів. Плоско-
клітинний рак ротової порожнини діагностовано 
в 43,3% випадків, ротоглотки – у 56,7% випад-
ків. Пухлини частіше мали середній (G2) і висо-
кий (G1) ступінь диференціювання (відповідно, 
33,3% і 45,0%), рідше виявлялися низькодифе-
ренційовані (G3) пухлини (21,7%). Всі пацієнти 
отримували комбіноване та комплексне лікуван-
ня. На першому етапі проводилася індукційна 
хіміотерапія (2 цикли за схемою Цисплатин 100 
мг/м2 в/в у перший день, 5-фторурацил 1000 мг/
м2/добу в/в з 1 по 4 день). На другому етапі про-
водили курс гамма-опромінення до сумарної осе-
редкової дози 60–70 Гр. Оцінка безпосереднього 
ефекту комбінованого лікування проводилася 
після вщухання постпроменевих реакцій із за-
стосуванням критеріїв відповіді солідних пухлин 
(RECIST). Подальше лікування, в залежності від 
клінічної ситуації, включало хірургічне втру-
чання, хіміотерапію, симптоматичну терапію.

У всіх пацієнтів було встановлено наявність 
ВПЛ 16/18 типів у пухлинах за допомогою комп-
лекса діагностичних тестів [5], що включав ви-
значення частоти койлоцитозу, імуногістохі-
мічне визначення вірусного білка Е6 ВПЛ 16/18 
типів, сурогатного маркера ВПЛ – білка р16 у 
парафінізованих біопсійних зразках пухлинної 
тканини, отриманих до початку лікування.

Койлоцитоз у гістологічних препаратах із за-
барвленням гематоксиліном-еозином визначали 
шляхом підрахунку відсотка койлоцитів. Поріг 
відсічення було встановлено на рівні 5% за допо-
могою аналізу ROC-кривої. Градація вираженос-
ті койлоцитозу проводилася за напівкількісною 
шкалою: ≤5% позитивних клітин = 0,6–25% 
= 1«+», 26–50% = 2«+», 51–75% = 3«+» і 76–
100% = 4«+».

Для виявлення онкобілка Е6 ВПЛ 16 та 18 
типів застосовували первинне мишаче монокло-
нальне (клон С1Р5) антитіло (МКАТ) «HPV16 E6 /  
HPV18 E6» (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,  
№ sc-460, США). Виявлення білка p16INK4a 
проводили з використанням первинного миша-
чого МКАТ (клон 2D9A12) «CDKN2A/p16INK4a 

antibody [2D9A12]» (AbCam, № ab54210, Вели-
кобританія). Для виявлення білка p53 викорис-
товували первинне мишаче МКАТ (клон DO-7) 
«Monoclonal Mouse Anti-Human p53 Protein» 
(DaкoCytomation, № M 7001, Данія). Для дифе-
ренціації структури зрізи дофарбовували гема-
токсиліном.

Для оцінки експресії онкобілка Е6 ВПЛ 16/18 
типів застосовували напівкількісну шкалу з ура-
хуванням відсотка позитивних клітин (0–4% = 0; 
5–25% = 1«+»; 26–50% = 2«+»; >50% = 3«+» – 
4«+») [32]. Для оцінки експресії білка p16INK4a 
застосовували напівкількісну шкалу, що вра-
ховувала інтенсивність забарвлення (відсутнє – 
«0», слабе – «1», помірне – «2», сильне – «3») та 
відсоток позитивних клітин (0% = «0»; 1–10% = 
«1»; 11–50% = «2»; 51–80% = «3»; 81–100% = 
«4»). Загальна оцінка визначалася множенням 
показника інтенсивності на показник відсотка 
забарвлених клітин. 2 бали і вище вважалися 
ознакою експресії р16 (поріг відсічення вста-
новлено за допомогою аналізу ROC-кривої) [14]. 
Експресію р53 оцінювали на основі підрахунку 
відсотка специфічно забарвлених ядер [16] із гра-
дацією за напівкількісною шкалою [19]: 0–9% 
позитивних клітин = 0, 10–25% = 1«+», 26–50% 
= 2«+», 51–75% = 3«+» і 76–100% = 4«+».

Під час статистичного аналізу для встанов-
лення зв’язку між номінальними і порядковими 
показниками застосовували критерій χ2 Пірсо-
на. Кореляція між перемінними оцінювалася 
за допомогою коефіцієнта рангової кореляції ρ 
Спірмена. Показники виживаності оцінювали 
методом Каплана-Мейєра. Модель Кокса пропо-
рційних ризиків застосовували для визначення 
незалежних предикторів виживаності. У всіх ви-
падках показники вважали статистично значу-
щими, якщо рівень значущості був менше 0,05 
(р<0,05). 

Результати та їх обговорення

При гістологічному дослідженні койлоцитоз 
(рис. 1а) було виявлено у зразках пухлинної ткани-
ни 50 пацієнтів (83,3%). При імуногістохімічно-
му дослідженні у всіх 60 пацієнтів було виявлено 
одночасну експресію Е6 ВПЛ 16/18 типів (рис. 1б)  
і р16INK4a (рис. 1в). У 37 пацієнтів (61,7%) було 
виявлено експресію білка р53 (рис. 1г).

Після завершення етапу променевої терапії у 
11 пацієнтів (18,3%) було зафіксовано стабіліза-
цію захворювання (СЗ), у 25 (41,7%) – часткову 
відповідь (ЧВ), у 24 (40,0%) – повну відповідь. 
Прогресії захворювання не було відмічено в жод-
ному випадку.

Під час аналізу було виявлено прямий коре-
ляційний зв’язок експресії р16INK4a з безпосе-
реднім ефектом комбінованого лікування (ρ=0,3, 
р=0,024): при зростанні експресії р16 відбува-
ється збільшення частоти повних відповідей з 
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одночасним зменшенням частоти стабілізацій 
захворювання (рис. 2а). Між експресією р53 і 
безпосереднім ефектом комбінованого лікування 
було встановлено наявність оберненого кореля-
ційного зв’язку (ρ=–0,3, р=0,019): зі зростанням 
експресії р53 відбувається зменшення частоти 
повних відповідей (рис. 2б).

Кореляційні зв’язки ефекту комбінованого лі-
кування з експресією Е6 ВПЛ 16/18 типів і кой-
лоцитозом були слабкими (ρ=0,1 в обох випад-
ках) і не були статистично значущими (р=0,314 
і р=0,345, відповідно).

Середня тривалість спостереження склала 22 
міс. Для всіх пацієнтів загалом медіана загаль-
ної виживаності становила 17 міс., 1-річна ку-
мулятивна виживаність склала 66,7%, 2-річна 
кумулятивна виживаність – 35%.

Криві загального виживання пацієнтів з різ-

ною частотою койлоцитозу в пухлинах достовір-
но відрізнялися (р=0,034): вища виживаність 
асоціювалася з більшою частотою койлоцитозу 
в пухлинах (рис. 3а). Частота койлоцитозу коре-
лювала з медіаною загальної виживаності, ρ=0,5, 
р<0,001 (рис. 3б).

Криві загальної виживаності пацієнтів з різ-
ною експресією Е6 ВПЛ 16/18 типів та р16INK4a 
достовірно не відрізнялися (р=0,734 та р=0,755, 
відповідно). Вищі рівні експресії Е6 ВПЛ 16/18 
типів асоціювалися з більшими медіанами за-
гальної виживаності, ρ=0,9, р<0,001 (рис. 4а). 
Кореляційний зв’язок також було виявлено між 
експресією р16INK4a в пухлині і медіаною за-
гальної виживаності пацієнтів, ρ=0,9, р=0,037 
(рис. 4б).

При порівнянні кривих виживаності пацієн-
тів з різною експресією р53 в пухлинах відмін-

Рис. 1. Плоскоклітинний рак ротоглотки: а) койлоцитоз в пухлині; б) експресія Е6 ВПЧ 16/18 типів;  
в) експресія р16INK4a; г) экспресія р53. Гематоксилін-эозин (а), імуногістохімічний метод (б, в, г).  
Збільшення х400

Рис. 2. Ефект комбінованого лікування в залежності від експресії р16INK4a (а) і р53 (б)
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ності не були статистично значущими, р=0,068. 
Однак, чітко простежувалося зменшення загаль-
ної виживаності зі зростанням експресії р53 у 
пухлинах – пацієнти з нижчими рівнями екс-
пресії р53 мали помітно більші медіани загаль-
ної виживаності (рис. 5). Було встановлено на-
явність оберненого кореляційного зв’язку між 
експресією р53 в пухлині і медіаною загальної 
виживаності (ρ=–0,9; р ˂ 0,001).

Серед пацієнтів, які мали найнижчу експре-
сію р53 (0 і 1«+») спостерігалася найвища як 
1-річна (87% і 90%, відповідно; р<0,001) так 
і 2-річна (52% і 80%, відповідно; р=0,015) ви-
живаність. У цьому ж напрямку (від найнижчої 

експресії р53 до найвищої) відбувається занепад 
трендів кумулятивної 1- та 2-річної виживаності 
(рис. 6).

Для визначення значимих прогностичних 
факторів до моделі Кокса пропорційних ризиків 
було включено показники категорій Т та N кла-
сифікації TNM, ступінь диференціювання пух-
лини, експресії р16INK4a, Е6 ВПЛ 16/18 типів 
та р53, частоту койлоцитозу (табл. 1).

Серед факторів, включених до моделі, най-
сильнішими і статистично значущими виявили-
ся поширеність первинної пухлини (ВР 2,2, 95% 
ДІ 1,3–3,5, р=0,003) та експресія р53 (ВР 1,3, 
95% ДІ 1,1–1,7, р=0,016). 

Рис. 4. Медіани загального виживання пацієнтів у залежності від експресії Е6 ВПЛ 16/18 типів (а)  
та р16INK4a (б) у пухлині

Рис. 5. Медіани загального виживання пацієнтів у залежності від експресії р53 у пухлині

Рис. 3. Криві загальної виживаності (а) та медіани загальної виживаності (б) в залежності від частоти  
койлоцитозу в пухлині. Примітка: серед пацієнтів з частотою койлоцитозу на рівні 3«+» медіана  
не досягнута
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Обговорення

На даний час, для пацієнтів з місцево поши-
реними карциномами ротової порожнини і ро-
тоглотки вибір хірургічної тактики лікування 
зумовлюється операбельністю пухлини та при-
йнятими стандартами лікування [13, 3, 2]. Для 
ВПЛ-асоційованого раку ротової порожнини і 
ротоглотки існують обґрунтовані рекомендації 
щодо застосування неоад’ювантних консерва-
тивних методів лікування, що пов’язано з осо-
бливостями вірус-асоційованого канцерогенезу, 
які зумовлюють високу чутливість до цитоток-
сичної хіміотерапії і променевої терапії [17, 30].

Незважаючи на високу ефективність 
неоад’ювантного лікування, частина пацієнтів 
у нашому дослідженні (18,3%) у якості найкра-
щої відповіді на лікування мала стабілізацію 
захворювання. Відсутність повних відповідей 
на лікування і високий рівень стабілізацій за-
хворювання у пацієнтів з експресією р16INK4a 
на рівні 2 балів і у пацієнтів з експресією р53 на 
рівні 4«+» вказують на низьку ефективність ін-
дукційної хіміотерапії з наступною променевою 
терапією. В плані лікування для таких пацієн-
тів в якості першого етапу потрібно розглядати 

Рис. 6. Кумулятивна 1- і 2-річна виживаність пацієнтів з різними рівнями експресії р53 у пухлині

Таблиця 1  
Багатофакторна модель Кокса пропорційних ризиків факторів прогнозу загальної виживаності

Показник Відношення ризиків (ВР) 95% довірчий інтервал (ДІ) p

Поширеність первинної пухлини (категорія T) 2,2 1,3–3,5 0,003

Метастази в лімфатичних вузлах (категорія N) 1,2 0,8–1,8 0,414

Ступінь диференціювання, G 1,2 0,8–1,9 0,373

Експресія p16 1,0 0,9–1,2 0,967

Експресія Е6 ВПЛ 0,9 0,6–1,3 0,502

Експресія р53 1,3 1,1–1,7 0,016

Койлоцитоз 0,8 0,6–1,1 0,244

хірургічне втручання. Такий підхід має сприяти 
підвищенню ефективності лікування пацієнтів з 
місцево поширеними ВПЛ-асоційованими плос-
коклітинними карциномами ротової порожнини 
і ротоглотки. 

У моделі Кокса пропорційних ризиків екс-
пресія р53 була незалежним достовірним пред-
иктором низької виживаності (ВР 1,3, 95% ДІ 
1,1–1,7, р=0,016), що узгоджується з даними 
інших дослідників [29]. Дані літератури щодо 
прогностичного значення р16INK4a у пухлинах 
ротової порожнини і ротоглотки контроверсійні 
[10, 27]. Наші дані (кореляційний зв’язок екс-
пресії р16INK4a і медіани загальної виживанос-
ті пацієнтів) вказують на певну прогностичну 
цінність експресії р16INK4a, незважаючи на те, 
що модель Кокса пропорційних ризиків не пока-
зала незалежного прогностичного значення цьо-
го маркера. 

Проведений аналіз не показав предикативно-
го значення маркерів ВПЛ (койлоцитозу та Е6 
ВПЛ 16/18 типів) щодо ефективності комбінова-
ного лікування. Водночас, більша частота койло-
цитозу і вищі рівні експресії Е6 ВПЛ 16/18 типів 
в пухлинах асоціювалися з вищою загальною ви-
живаністю. 
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Висновки

1. Вищі рівні експресії р16INK4a в пухлинах 
достовірно асоційовані з кращим безпосереднім 
ефектом комбінованого лікування у пацієнтів з 
місцево поширеним ВПЛ-асоційованим плоско-
клітинним раком ротової порожнини і ротоглот-
ки (ρ=0,3, р=0,024). Високі показники експресії 
р53 пов’язані з низькою ефективністю комбіно-
ваного лікування (ρ=–0,3, р=0,019). 

2. Пацієнти з місцевопоширеними ВПЛ-
асоційованими плоскоклітинними карциномами 
ротової порожнини і ротоглотки за низької екс-

пресії р16INK4a (2 бали) і високої експресії р53 
(4«+») мають розглядатися як кандидати на хі-
рургічне втручання на першому етапі лікування.

3. Експресія р53 є незалежним прогностичним 
фактором (ВР 1,3, 95% ДІ 1,1–1,7, р=0,0163), 
що пов’язаний з негативним прогнозом щодо за-
гальної виживаності пацієнтів. 

4. Маркери ВПЛ (частота койлоцитозу, екс-
пресія Е6 ВПЛ 16/18 типів, р16 INK4a) мають 
обмежене прогностичне значення у пацієнтів з 
місцевопоширеними ВПЛ- асоційованими плос-
коклітинними карциномами ротової порожнини і 
ротоглотки та потребують подальшого вивчення.
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предиктОры хирургическОй тактики  
у пациентОв с местнОраспрОстранёнными 

карцинОмами рОтОвОй пОлОсти и рОтОглОтки:  
рОль маркерОв вируса папиллОмы челОвека

Цель работы: определить предикативное и прогностическое значение маркеров ВПЧ (белок Е6 
ВПЧ 16/18 типов, р16INK4a, койлоцитоз) и белка р53 в зависимости от уровня их экспрессии у паци-
ентов с ВПЧ-ассоциированными местнораспространёнными плоскоклеточными карциномами рото-
вой полости и ротоглотки.

Объект и методы исследования: в биопсийных образцах плоскоклеточного рака ротовой полости 
и ротоглотки 60 пациентов проведено определение койлоцитоза, экспрессии белков Е6 ВПЧ 16/18 
типов, р16INK4a и р53, исследованы их предикативное и прогностическое значения.

Результаты: выявлены корреляционные связи между эффектом комбинированного лечения и экс-
прессией р16INK4a (ρ=0,3, р=0,024) и экспрессией р53 (ρ=–0,3, р=0,019). Частота койлоцитоза кор-
релировала с медианой общей выживаемости, ρ=0,5, р<0,001. Экспрессия Е6 ВПЧ 16/18, р16INK4a 
и р53 коррелировала с медианой общей выживаемости (соответственно: ρ=0,9, р<0,001; ρ=0,9, 
р=0,037; ρ=–0,9, р<0,001). Экспрессия р53 была независимым предиктором низкой выживаемости 
(ВР 1,3, 95% ДИ 1,1–1,7, р=0,016) в модели Кокса пропорциональных рисков.

Выводы: высокие уровни экспрессии р16INK4a ассоциированны с высокой, а высокие уровни 
экспрессии р53 – с низкой эффективностью лечения. Пациентам с экспрессией р16INK4a на уровне  
2 баллов и с экспрессией р53 4 «+» целесообразно выполнять хирургическое вмешательство на пер-
вом этапе лечения. Экспрессия р53 является независимым фактором негативного прогноза общей 
выживаемости. Частота койлоцитоза, экспрессия Е6 ВПЧ 16/18 и р16 INK4a имеют ограниченное 
прогностическое значение и требуют дальнейшего изучения.

Ключевые слова: плоскоклеточный рак, ротовая полость, ротоглотка, прогноз, предикативные 
факторы, вирус папилломы человека, диагностика, лечение.
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Objective: to determine the predictive and prognostic value of HPV markers (HPV 16/18 E6, 
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associated locally advanced oral and oropharyngeal squamous cell carcinomas. 
Object and methods: in biopsy samples of oral and oropharyngeal squamous cell carcinoma of 60 pa-

tients performed definition of koilocytosis, expression of HPV 16/18 E6, p16INK4a and p53, studied 
their predictive and prognostic value. 

Results: was found correlation between the effect of combined treatment and expression p16INK4a 
(ρ=0,3, p=0,024) and p53 expression (ρ=–0,3, p=0,019). Frequency of koilocytosis correlated with me-
dian of overall survival, ρ=0,5, p<0,001. HPV 16/18 E6, p16INK4a and p53 expression correlated with 
median of overall survival (respectively: ρ=0,9, p<0,001; ρ=0,9, p=0,037; ρ=–0,9; p<0,001). P53 ex-
pression was an independent predictor of poor survival (RR 1,3, 95% CI 1,1–1,7, p=0,016) in the Cox 
proportional hazards model. 

Conclusions: p16INK4a high expression levels are associated with high efficiency and p53 high ex-
pression levels – with low efficiency of treatment. Patients with p16INK4a expression at 2 points and 
p53 expressing «4+» appropriate to perform surgery in the first stage of treatment. P53 expression is an 
independent factor of poor prognosis of overall survival. Koilocytosis frequency, HPV16/18 E6 and p16 
INK4a expression have limited prognostic value and need further study.

Keywords: squamous-cell carcinoma, oral cavity, oropharynx, human papilloma virus, diagnostics, 
treatment.


