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Дане дослідження є фрагментом науково-до-
слідної роботи кафедри онкології та медичної раді-
ології Львівського національного медичного універ-
ситету імені Данила Галицького «Індивідуалізація 
лікування та вивчення прогностичних факторів у хво-
рих на місцево-поширений та метастатичний рак: 
шлунково-кишкового тракту, репродуктивної сис-
теми, молочної залози, щитовидної залози, легень 
та нирки» (2012-2016 рр., № державної реєстрації 
0112U000164).

Вступ. Колоректальний рак (КРР) є одним із най-
поширеніших онкологічних захворювань в Україні. 
Розвиток віддалених метастазів після радикального 
хірургічного чи комбінованого лікування свідчить про 
відносно несприятливий прогноз. Окрім печінки, яка 
уражається найчастіше, іншою звичною локалізаці-
єю метастазів є очеревина у 19-25% пацієнтів [7,12].

Останнім часом, в наукових дослідженнях все 
більше уваги приділяють вивченню особливостей 
злоякісних пухлин, зокрема і КРР, на молекулярно-
му рівні. Встановлено, що генетична нестабільність 
призводить до зміни експресії ряду молекул, функ-
ціонування яких визначає широкий спектр ефектів. 
До них відносять аґресивність інвазивного росту 
пухлини, її здатність до метастазування, чутливість 
до різних видів медикаментного лікування [2,13].

Важливе значення в розвитку КРР мають моле-
кули адгезії, серед яких CD44 розглядають як по-
тенційно корисний прогностичний фактор. Рівень 
його експресії в пухлині товстої кишки пов’язаний 
із глибиною інвазії, ураженням лімфатичних вузлів 
та метастазуванням в легені [10,15]. Окрім цього, 
виявлено достовірний негативний вплив надмірної 
експресії CD44 на загальне виживання хворих на 
КРР [14]. Вважають також, що CD44 відповідає за 
формування контактів між інтраперитонеально дис-
емінованими злоякісними клітинами та мезотелі-
єм очеревини, однак роль цього маркеру клітинної 
адгезії для розвитку карциноматозу очеревини за-
лишається не цілком з’ясованою [4]. На даний час 
є небагато наукових даних про клінічне значення 
CD44 у хворих на КРР з карциноматозом очеревини.

Мета дослідження. Оцінити експресію маркера 
CD44 в первинній пухлині у хворих на КРР та проана-
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лізувати його вплив на ймовірність розвитку карци-
номатозу очеревини.

Об’єкт і методи дослідження. Для досліджен-
ня експресії CD44 відібрано гістологічний матеріал 
12 хворих на КРР, яких поділили на дві групи. У першу 
(дослідну) групу ввійшли 6 пацієнтів, які мали про-
гресування захворювання у вигляді карциномато-
зу очеревини після радикального хірургічного чи 
комбінованого лікування. Другу (контрольну) групу 
склали 6 хворих на КРР, в яких не було діагностовано 
карциноматозу очеревини після радикальних хірур-
гічних операцій на протязі диспансерного спостере-
ження тривалістю 23-37 міс.

Рівень експресії CD44 визначали імуногістохіміч-
ним методом. Для цього зразки тканини первинної 
пухлини, фіксованої у формаліні, заливали в пара-
фін. За допомогою роторного мікротому Microm HM 
325 (Thermo Scientific, США) із парафінових блоків 
виготовляли зрізи товщиною 4 мкм. Зрізи тканин 
наносили на предметні скельця, проводили депара-
фінування, регідратацію та демаскування антигенів. 
Для імунної реакції з антигеном використовували 
первинні моноклональні мишині антитіла до CD44 
(клон 1C11H1, Sino Biological Inc, Китай). Візуалі-
зацію реакції виконували за допомогою перокси-
дазної системи детекції PolyVue з DAB хромогеном 
(Diagnostic BioSystems, США).

Готові препарати переглядали на світловому мі-
кроскопі Olympus CX31 (OLYMPUS Corp., Японія). 
Експресію CD44 вважали позитивною при наявнос-
ті мембранної імуногістохімічної реакції в популяції 
пухлинних клітин. Рівень експресії маркеру харак-
теризували напівкількісно. Враховувалася інтен-
сивність накопичення хромогену та частка клітин із 
позитивною реакцією: низький рівень – менше 10% 
клітин, помірний – 10-50% та високий – більше 50%.

Статистичний аналіз проводили в програмному 
забезпеченні GraphPad Prism 6.05. Статистичну ві-
рогідність відмінностей експресії маркеру CD44 між 
порівнюваними групами визначали методом точно-
го критерію Фішера.

Результати дослідження та їх обговорення
Проаналізовано результати імуногістохімічно-

го дослідження експресії CD44 в тканині первин-
ної пухлини товстої кишки (рис. 1). У першій групі 
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хворих на КРР з карциномато-
зом очеревини спостерігала-
ся позитивна реакція на CD44 
у злоякісних клітинах в 5 (83,3%) 
випадках. Переважав низь-
кий рівень експресії маркеру 
(рис. 2). Натомість, в другій 
групі, у 5 (83,3%) хворих на КРР 
без розвитку карциноматозу 
очеревини імуногістохімічна ре-
акція на CD44 була негативною 
в пухлинних клітинах (рис. 3) 
і лише в одного (16,7%) хворо-
го – позитивною. В жодному із 
досліджених препаратів не від-
мітили високого рівня експресії 
маркеру. Позитивну реакцію на 
маркер у стромі та клітинах за-
пального інфільтрату до уваги не приймали. Таким 
чином, виявлена відмінність в експресії CD44 у хво-
рих на КРР з карциноматозом очеревини та без 
нього, яка є статистично вірогідною (р = 0,04).

Процес метастазування злоякісних пухлин – це 
складний багатоступеневий процес, опосередко-
ваний багатьма молекулярними чинниками, серед 
яких важливу роль відіграють молекули клітинної ад-
гезії [1,2]. В нормі молекули адгезії відповідають за 
утворення щільних міжклітинних зв’язків. У пухлині 
ці зв’язки є дестабілізовані внаслідок зміни експре-
сії молекул адгезії, а дисеміновані злоякісні клітини 
таким чином набувають здатності формувати нові 
контакти у місцях розвитку метастазів [4]. Поверх-
невий мембранний глікопротеїн CD44 є типовим 
представником молекул адгезії. Ряд наукових пу-
блікацій засвідчують, що експресія CD44 зумовлює 
великий метастатичний потенціал клітин пухлини 
товстої кишки та корелює з імовірністю розвитку 
лімфогенних та гематогенних метастазів [11,14,16]. 
Результати нашого дослідження показали, що роз-
виток карциноматозу очеревини також асоційова-
ний із функціонуванням даної молекули клітинної 

адгезії, яка, очевидно, відповідає за контакт з мезо-
телієм очеревини.

Враховуючи останні досягнення у розробці ком-
бінованого лікування на основі циторедуктивних 
операцій з приводу інтраперитонеальних рецидивів 
КРР, варто відмітити суттєве покращення показників 
виживання пацієнтів [3,6,9]. Проте така лікувальна 
тактика демонструє ефективність при відборі паці-
єнтів із карциноматозом очеревини на ранніх етапах 
розвитку, який не має виражених клінічних проявів 
[5,8]. Визначення молекулярних предикторів кар-
циноматозу очеревини при КРР, зокрема CD44, та 
формування на їх основі груп високого ризику дає 
можливість розробити оптимальний індивідуалізо-
ваний підхід до спостереження пацієнтів після ра-
дикального хірургічного лікування з метою ранньої 
діагностики інтраперитонеальних рецидивів.

Висновки
Експресія маркеру CD44 може використовува-

тись як фактор, який дозволяє прогнозувати розви-
ток метахронного карциноматозу очеревини після 
радикальних операцій у хворих на КРР.
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Рис. 1. Розподіл хворих першої та другої груп за рівнем експресії CD44

 
 Рис. 2. Позитивна імуногістохімічна реакція на CD44  

у тканині пухлини сигмоподібної кишки. 
 Низький рівень експресії маркеру  

(оптичне збільшення окуляра 10X і об’єктива 20X).

 
 Рис. 3. Негативна імуногістохімічна реакція на CD44  

у тканині пухлини верхньоампулярного відділу  
прямої кишки

(оптичне збільшення окуляра 10X і об’єктива 20X).
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Вивчення біологічних аспектів розвитку захворю-
вання дозволить поглибити розуміння індивідуаль-
них особливостей клінічного перебігу КРР та розши-
рить можливості лікування хворих.

Перспективи подальших досліджень. В по-
дальшому планується проведення досліджень, 
спрямованих на порівняльний аналіз експресії 
CD44 в тканині первинної та метастатичних пухлин 

та вивчення взаємозв’язків експресії маркеру з ін-
шими клініко-патологічними факторами. Резуль-
тати цих досліджень можуть бути використані для 
покращення показників виживання хворих на КРР із 
високим ризиком інтраперитонеального рецидиву, 
шляхом удосконалення методів лікування та роз-
робки шляхів профілактики розвитку карциномато-
зу очеревини.
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Резюме. Перитонеальні метастази або карциноматоз очеревини є поширеним типом прогресування за-

хворювання після хірургічного лікування в хворих на колоректальний рак. Останнім часом все більше уваги 
приділяється імуногістохімічному методу діагностики як доповненню до рутинного гістологічного досліджен-
ня видалених пухлин товстої кишки з метою вивчення різних молекулярних маркерів. Відповідно до нашого 
аналізу, CD44 був експресований в тканині первинної пухлини пацієнтів з перитонеальними метастазами. 
Експресія CD44 була відсутня в пацієнтів без прогресування хвороби. Отже, цей маркер може використову-
ватися як предиктивний фактор розвитку метахронного карциноматозу очеревини після радикальних опе-
рацій в хворих на колоректальний рак.
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Ревура А. П., Фецич Т. Г., Боднар Л. В., Чуба В. Я.
Резюме. Перитонеальные метастазы или карциноматоз брюшины является распространенным типом 

прогрессирования заболевания после хирургического лечения у больных колоректальным раком. В по-
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КЛІНІЧНА ТА ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА МЕДИЦИНА

следнее время все больше внимания уделяется иммуногистохимическому методу диагностики как допо-
лнению к рутинному гистологическому исследованию удаленных опухолей толстой кишки с целью изучения 
различных молекулярных маркеров. Согласно нашему анализу, CD44 был экспрессирован в ткани первич-
ной опухоли пациентов с перитонеальными метастазами. Экспрессия CD44 отсутствовала у пациентов без 
прогрессирования болезни. Следовательно, этот маркер может использоваться как предиктивный фактор 
развития метахронного карциноматоза брюшины после радикальных операций у больных колоректальным 
раком.
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IMMUNOHISTOCHEMICAL ANALYSIS OF CD44 EXPRESSION IN PATIENTS WITH COLORECTAL CAN-

CER AND PERITONEAL CARCINOMATOSIS
Revura A., Fetsych T., Bodnar L., Chuba V.
Abstract. Background. Colorectal cancer (CRC) is one of the most common malignancies in Ukraine. The de-

velopment of distant metastases after radical surgery or combined treatment indicates a relatively poor prognosis. 
Apart from the liver, which is affected most often, peritoneum is another typical site of metastases in 19-25% of 
patients. Recently, growing number of studies focus their attention on investigating the characteristics of malignant 
tumors, including CRC, at the molecular level. Adhesion molecules were shown to be important ones in the devel-
opment of CRC, among which CD44 is treated as potentially useful prognostic factor. The level of its expression in 
colon tumors is associated with depth of invasion, lymph node and lung metastasis. Besides, CD44 overexpression 
was found to have a negative impact on overall survival of patients with CRC. CD44 is responsible for the forma-
tion of contacts between intraperitoneally disseminated malignant cells and peritoneal mesothelium. However, the 
role of this cell adhesion molecule for the development of peritoneal carcinomatosis remains unclear. Data on the 
clinical significance of CD44 in patients with CRC and peritoneal carcinomatosis are scarce. Recently, immunohis-
tochemical method in addition to routine histology has gained increased attention aiming at evaluation of different 
molecular markers. The aim of this study was to examine the expression of CD44 marker in primary tumor tissue 
of patients with colorectal cancer with immunohistochemical analysis, and to analyze potential prognostic signifi-
cance of CD44 for the development of peritoneal carcinomatosis.

Methods. To investigate the expression of CD44, tissue samples from 12 patients who had had surgery for CRC 
were enrolled in this study. The cohort was divided into two groups. The first (experimental) group included six pa-
tients who had peritoneal carcinomatosis as disease progression after radical surgery or combined treatment. The 
second (control) group consisted of 6 patients with CRC, who were not diagnosed with peritoneal carcinomatosis 
after radical surgery during the follow-up period (range 23 – 37 months). The level of CD44 expression was deter-
mined by immunohistochemical method. Formalin-fixed, paraffin-embedded blocks of tumor tissues were sliced 
into 4 µm-thick sections using a microtome. For the detection of CD44 mouse monoclonal antibody to human CD44 
(clone ID 1C11H1, Sino Biological Inc) was used as the primary antibody. The immune reaction was visualized with 
PolyVue detection system and DAB chromogen (Diagnostic BioSystems). The level of CD44 immunoreactivity was 
assessed based on staining intensity and number of cells with positive staining. Statistical analysis was performed 
using GraphPad Prism 6.05 software. We used Fisher’s exact test to determine the significance of the differences 
between proportions.

Results. In the first group of patients with CRC who developed peritoneal carcinomatosis there was a positive 
immunohistochemical staining for CD44 in malignant cells in 5 (83.3%) cases. Low level expression of the marker 
prevailed. Instead, in the second group, in 5 (83.3%) patients without peritoneal carcinomatosis there was negative 
immunohistochemical reaction for CD44 in tumor cells and only one (16.7%) patient had positive reaction. A high 
level expression of the marker was not noted in any of the investigated tumor tissue samples. Positive staining for 
the marker in cells of stroma and inflammatory infiltrate did not take into account. Thus, the statistically significant 
(p = 0.04) difference was found in the expression of CD44 in patients with and without peritoneal carcinomatosis of 
colorectal origin. Molecular predictors of peritoneal carcinomatosis such as CD44 could greatly facilitate identifying 
patients at high risk and contribute to tailoring more accurate follow-up schemes, and more adequate individualized 
treatment.

Conclusions. According to our research, expression of CD44 marker have emerged as have emerged as a useful 
predictor of metachronous peritoneal carcinomatosis after curative surgery for colorectal cancer. Further research 
on the biological aspects of the disease will enhance understanding of the individual features of natural history of 
colorectal cancer and expand opportunities for treatment of patients.
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