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Анотація. Агресивність уротеліальних раків сечового міхура може бути обумовлена реакціями з боку строми. Імуноком-
петентні клітини, які беруть участь у протипухлинній відповіді, також здатні впливати, стимулюючи пухлинний ріст.
Мета дослідження - вивчення особливостей імуноклітинної інфільтрації неінвазивних уротеліальних раків сечового міхура
(НУРСМ) для виявлення критеріїв прогнозу рецидивування і прогресії захворювання. Були сформовані три групи досліджен-
ня по 14 випадків: НУРСМ без рецидивування - I група, первинні НУРСМ з рецидивуванням без прогресії - II група і первинні
НУРСМ з рецидивуванням і прогресією - III група. Імуногістохімічне дослідження проводили з використанням первинних
моноклональних антитіл фірми DAKO до CD3, CD4, CD8, CD20 і CD68. Статистичну обробку результатів дослідження
проводили з використанням пакета "Statistica 6.0". Зв'язок між ознаками оцінювали за непараметричним критерієм χ-
квадрат Пірсона та критерієм Спірмана. Статистично значущим вважали значення р<0,05. НУРМП I групи асоціювалися зі
слабкою інфільтрацією строми імунокомпетентними клітинами: CD3 + лімфоцитами (р<0,05), CD8 + Т-кілерами (р <0,005)
і CD68 + макрофагами (р <0,005). В раках III групи імуноклітинна інфільтрація була більш виражена, ніж в раках I і II груп
(р<0,001 і р<0,03) і характеризувалася вираженою інфільтрацією CD3 + (р <0,01) і CD8 + клітинами (р<0,03). Таким чином,
диференціювання, рецидивування і рецидивування з прогресією НУРСМ залежить від інфільтрації імунокомпетентними
клітинами, яка може служити критерієм прогнозу захворювання. Перспектива подальших досліджень полягає в більш
глибокому дослідженні значення мікрооточення НУРСМ, а саме імуних клітинних реакцій, неоангіогенезу, сполучнотканин-
ного компоненту на молекулярно-біологічному рівні, дасть можливість для більш точного встановлення прогнозу НУРСМ
і вибору адекватної лікувальної тактики.
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Вступ
Клінічний перебіг і прогноз уротеліального раку се-

чового міхура (УРСМ) залежить від реакції строми [10].

Запальна інфільтрація може бути залучена в розвиток і

прогресію УРСМ, мати значний вплив на її схильність

до рецидиву і прогресії [4, 11]. З іншого боку, інфільтра-

ція імунокомпетентними клітинами (ІКК) може носити

захисний характер і бути прогностичною ознакою менш

агресивної клінічної поведінки уротеліальних раків [10].

У новоутвореннях різної локалізації в реакцію на пух-

линний ріст залучені Т-лімфоцити, які представлені ге-

терогенної групою імунних клітин. Цитотоксичні Т-лімфо-

цити (CD8 +) є основними клітинами протипухлинного

імунітету і їх активність моделюється іншими підтипами

Т-лімфоцитів, зокрема Т-хелперами (CD4 +). За дани-

ми наукової літератури інфільтрація УРМП як CD8 +

лімфоцитами, так і загалом Т-лімфоцитами (CD3 +) є

критерієм перебігу захворювання та виживання

пацієнтів [10, 3]. Є відомості, що для УРМП на ранній

стадії зростання Ta-T1 виражена дифузна лімфоцитар-

на інфільтрація є несприятливим критерієм прогнозу, а

для стадій T3 -T4 інтенсивна інфільтрація пов'язана із

сприятливим прогнозом [1].

Ще одними присутніми в пухлині імунокомпетентни-

ми клітинами (ІКК), що мають прогностичне значення, є

пухлина-асоційовані макрофаги. Ці клітини здатні сек-

ретувати різні цитокіни та фактори росту, що регулюють

імунну реакцію, ангіогенез і пухлинний ріст [8].

Загалом, відомості окремих авторів про прогностич-

не значення інфільтрації ІКК неінвазивних УРСМ

(НУРСМ) і раків більш пізніх стадій суперечливі [1, 5, 7,

10]. Залишається неясним чи є запалення причиною і

фактором, що впливає на біологічну поведінку УРСМ,

або наслідком пухлинної прогресії.

Метою дослідження було вивчення особливостей

імуноклітинной інфільтрації НУРСМ для виявлення кри-

теріїв прогнозу рецидивування і прогресії захворювання.

Матеріали та методи
Були сформовані три групи дослідження: НУРСМ без

рецидивування - I група (14 випадків), первинні НУРСМ з

рецидивуванням без прогресії - II група (14 випадків) та

первинні НУРСМ з рецидивуванням і прогресією у вто-

ринній пухлини у вигляді інвазії в м'язовий шар стінки - III

група (14 випадків). Для виключення впливу на прогноз

фактора диференціювання пухлини в I і II групах було

відібрано рівне число НУРСМ з високим і низьким ступе-

нем злоякісності (НУР ВСЗ і НУР НСЗ): НУР ВСЗ в I, II і III

групах по 42,8% (6/14), НУР НСЗ - по 57,2% (8/14).

Імуногістохімічне дослідження проводили з викорис-

танням первинних моноклональних антитіл фірми DAKO

до CD3, CD4, CD8, CD20 і CD68.

Показники експресії маркерів, пов'язаних з імунною

відповіддю, вивчали в 3 полях зору мікроскопа гістологіч-

них зрізів з найбільш вираженою експресією при
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збільшенні x 400. Слабкою інфільтрацією вважали

інфільтрацію від 1 до 50 клітин в полі зору, помірної - від

50 до 100 клітин і вираженою - понад 100 клітин у полі

зору.

Статистичну обробку результатів дослідження про-

водили з використанням пакета "Statistica 6.0". Зв'язок

між ознаками оцінювали за непараметричними крите-

ріями χ-квадрат Пірсона та критерієм Спірмана. Стати-

стично значущим вважали значення р<0,05.

Результати. Обговорення
Інфільтрація ІКК була присутня в стромі у всіх випад-

ках НУРСМ, її слабка ступінь спостерігалася в 26,1% (11/

42), помірна - в 40,4% (17/42), виражена - в 33,3% (14/

42). Ступінь виразності імуноклітинної реакції залежала

від диференціювання НУРСМ і приналежності до груп

дослідження. Однак, густа інфільтрація ІКК могла бути

присутня як в ділянках раку з інвазивним ростом, так і

інфільтрувати строму при збереженій базальній мемб-

рані.

Серед раків зі слабкою інфільтрацією були виключно

НУР НСЗ. Таким чином, НУР НСЗ асоціювалися зі слаб-

ким ступенем інфільтрації ІКК (χ2=12,3, р<0,001). У 73,1%

НУР ВСЗ були з вираженою інфільтрацією, тоді як серед

НУР НСЗ виражена інфільтрація була присутня лише в

20% випадків (χ2=24,9, р<0,001).

Порівняння груп дослідження за ознакою виразності

інфільтрації ІКК показало наявність статистично значу-

щої різниці (χ2=18,1, р<0,001). У НУРСМ з рецидивуван-

ням і прогресією (III група) інфільтрація ІКК більш вира-

жена в порівнянні з НУРСМ без рецидивів (I група)

(χ2=15,1, р<0,001) і НУРСМ з рецидивом без прогресії (II

група) (χ2=7,6, р<0,03). Слабка інфільтрація ІКК асоцію-

валася з приналежністю НУРСМ до I групи (χ2=7,7, р<0,01)

і була не характерна для НУРСМ III групи (χ2=4,3, р<0,05).

Виражена інфільтрація була не характерна для I групи

(χ2=8,1, р<0,005).

При гістологічному і ІГХ дослідженнях НУРСМ важли-

вим компонентом є не тільки ступінь, але і якісний склад

ІКК, що беруть участь в інфільтрації пухлинної тканини. У

складі інфільтрату НУРСМ присутні Т лімфоцити (CD3 +),

серед яких Т-хелпери (CD4 +), частково представлені

регуляторними Т-лімфоцитами (Foxp3 +), Т-кілери (CD8

+), натуральні кілери (CD56 +), В-лімфоцити (CD20 +),

макрофаги (CD68 +), серед яких М1 і М2 (CD163 +) мак-

рофаги, дендритні клітини (CD204 +, CD83 +), огрядні

клітини (CD117 +), в деяких випадках - мале число еози-

нофілів, плазматичних клітин, нейтрофільних лейкоцитів

[11].

У складі інфільтрату ІКК переважали Т-лімфоцити, які

становили понад 50% від загального числа його клітин.

Виразність інфільтрації Т-лімфоцитами з CD3 +, CD4 +,

CD8 + фенотипом, В-лімфоцитів і макрофагів залежала

від виразності загальної інфільтрації ІКК. Є закономірна

кореляційна залежність між інфільтрацією клітинами

CD3 + і CD8 + (r=0,856, р<0,01), CD3 + і CD4 + (r=0,299,

р<0,01), CD 3+ і CD 20+ (r=0,299, р<0,01) і CD3 + і CD68 +

(r=0,722, р<0,01).

Інфільтрація CD3 + Т-лімфоцитами була неоднорід-

на і залежала від диференціювання раків. Слабка ступінь

інфільтрації строми CD3 + клітинами спостерігалася

лише в НУР НСЗ - в 41,7% (10/24) і не було жодного ви-

падку слабкої інфільтрації серед НУР ВСЗ, в яких пере-

важала виражена інфільтрація - в 72,2% (13/18).

Відмінності між НУР НСЗ і НУР ВСЗ по виразності CD3 +

клітинної інфільтрації достовірні (p<0,001). Для НУР НСЗ

характерна слабка інфільтрація (р<0,005) і не характер-

на виражена (р<0,001), відповідно НУР ВСЗ - асоціюєть-

ся з вираженою інфільтрацією (р<0,001) і для них не ха-

рактерна слабка інфільтрація (р<0,005).

Виявлено також слабка залежність між ступенем CD3

+ інфільтрації і приналежністю раків до груп досліджен-

ня. Найбільше абсолютне число CD3 + лімфоцитів було

в стромі НУРСМ III групи (χ2=7,9, р<0,03) (табл. 1). Вира-

жена інфільтрація CD3 + лімфоцитами асоціювалася з

приналежністю раків до III групі (χ2=7,4, р<0,01), а слабка

- I групі (χ2=4,2, р<0,05).

Інфільтрація CD4 + клітинами в переважній кількості

випадків була помірна, рідше слабка. Відносне число

випадків раків як зі слабкою, так і з помірною інфільтра-

цією було приблизно однаковим в кожній з груп дослід-

ження (табл. 1).

У імуноклітинному інфільтраті серед CD3 + лімфо-

цитів основними клітинами були CD8 + лімфоцити, які

могли спостерігатися не тільки в стромі, але і серед ра-

кового епітелію. Подібно CD3 + лімфоцитів, ступінь

інфільтрації пухлин CD8 + клітинами залежала від дифе-

ренціювання і приналежності до груп дослідження. Так

НУР ВСЗ асоціювалися з вираженою інфільтрацією CD8

+ лімфоцитів (χ2=9,2, р<0,003), а для НУР НСЗ характер-

Групи маркер,
експресія

I група,
n=14

II група,
n=14

III група,
n=14

Достовірність,
критерій

Інфіль-
трація ІКК

1+
2+
3+

6 (42,8%)
6 (42,8%)
2 (14,3%)

2(14,3%)
7(50,0%)
5(35,7%)

0 2(14,3%)
12(85,7%)

=18,1
 р<0,001

CD3+
1+
2+
3+

6(42,9%)
6(42,9%)
2(14,2%)

3(21,4%)
7(50%)

4(28,6%)

1(7,1%)
4(28,4%)
9(64,5%)

=9,8
р<0,05

CD8+
1+
2+
3+

8(57,2%)
4(28,6%)
2(14,2%)

2(14,2%)
4(28,6%)
8(57,2%)

2(14,2%)
3(21,4%)
9(64,5%)

=10,7
р<0,05

CD4+
1+
2+
3+

4(28,6%)
10(71,4%)

0

3(21,4%)
11(78,6%)

0

3(21,4%)
11(78,6%)

0

=0,26
p>0,05

CD20+
1+
2+
3+

11(78,6%)
3(21,4%)

0

9(64,3%)
5(35,7%)

0

10(71,4%)
 4(28,6%)

0

=0,7
p>0,05

CD68+
1+
2+
3+

10(71,4%)
 4(28,6%)

3(21,4%)
11(78,6%)

4(28,6%)
10(71,4%)

=8,4
р<0,03

Таблиця 1. Експресія імунних клітин в НУРСМ і групи дослід-
ження.

Примітка. ІКК - імунокомпетентні клітини.

χ2

χ2

χ2

χ2

χ2

χ2

χ2

Прогностичне значення імуноклітинної інфільтрації неінвазивного уротеліального раку сечового міхура
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на слабка їх інфільтрація (χ2=4,7, р<0,05). Нерецидиву-

ючі НУРСМ (I група) асоціювалися зі слабкою інфільтра-

цією CD8 + лімфоцитами (χ2=8,4, р<0,005). Інфільтрація

CD8 + лімфоцитів I групи менше виражена в порівнянні з

II групою (χ2=7,2, р<0,03) і III групою (χ2=8,1, р<0,03). Для

раків III групи характерна виражена інфільтрація CD8 +

клітинами (р<0,03).

СD20 + В-лімфоцити за деякими даними є маркером

хронічного запалення, які не впливають на рівень дифе-

ренціювання і клінічний перебіг НУРСМ [9]. Однак В-

лімфоцити можуть брати участь в антигенпрезентуючій

функції і за даними деяких авторів формування фолікулів

з В-лімфоцитів пов'язане з більш агресивним ростом пух-

лини [6].

У нашому матеріалі інфільтрація В-лімфоцитами, ек-

спресуючими маркер CD20 +, в 71,4% (30/42) випадків

була слабкою, в інших 28,6% (12/42) раків спостерігалася

помірна інфільтрація. У НУР НСЗ відносне число CD20 +

клітин було трохи більшим. Так слабка інфільтрація CD20

+ клітинами в НУР ВСЗ була присутня в 83,3% (15/18)

випадків, а в НУР НСЗ - в 62,5% (15/24). Відносне число

випадків слабкої і помірної інфільтрації CD20 + лімфо-

цитів у досліджених групах приблизно однакова (табл. 1).

Інфільтрація CD68 + макрофагами в 59,5% (25/42)

була помірною, в 40,5% (17/42) - слабкою. У НУР НСЗ

помірна інфільтрація CD68 + клітинами була в 41,7% (10/

24), в НУР ВСЗ - в 83,3% (15/18) (χ2=7,41 р=0,005). Вияв-

лено також слабкі достовірно значимі відмінності ступе-

ня інфільтрації макрофагами в залежності від приналеж-

ності НУРСМ до груп дослідження (χ2=8,4, р<0,03).

Інфільтрація макрофагами в II і ІІІ групах більше, ніж в I

(р<0,01 і р<0,03 відповідно). Нерецидивуючі НУРСМ асо-

ціювалися зі слабкою інфільтрацією CD68 + клітинами

(χ2=8,3, р<0,005).

Отримані результати залежності між ступенем

інфільтрації CD3 +, CD8 + Т-лімфоцитами і макрофага-

ми, з одного боку, і диференціюванням і рецидивуван-

ням з прогресією НУРСМ - з іншого, можуть пояснювати-

ся протипухлинною відповіддю ІКК, що залежать від ха-

рактеру пухлинного росту і стимулюючого впливу мікроо-

точення. Відомо, що на м'язово-інвазивної стадії УРСМ

інфільтрація ІКК носить захисний характер - виражена Т-

клітинна інфільтрація є критерієм менш агресивного пе-

ребігу захворювання [1, 12]. У нашій роботі підтверджені

дані деяких авторів про пряму залежність між агресив-

ною поведінкою УРСМ на ранній неінвазивнії стадії і сту-

пенем інфільтрації як Т-лімфоцитами, так і макрофага-

ми [2, 10].

Відомо, що макрофаги здатні впливати на пухлинні

клітини уротеліальних раків через активацію ряду сиг-

нальних шляхів, що викликають проліферацію, ангіоге-

нез, інвазію і метастазування. Макрофаги здійснюють свій

вплив на пухлину через сигнальні шляхи М1 і М2. М1 шлях,

індукований фактором некрозу пухлини (TNF-α), інтер-

фероном-γ, поруч прозапальних цитокінів (IL1βB, IL6,

IL23) і хемокінів, надає інгібуючу активність на розвиток і

прогресію УРСМ. М2 шлях переважно активується за уча-

стю IL-4, IL-10, IL-13 або трансформуючого фактору рос-

ту-β (TGF-β) і асоціюється з високою проліферативною

активністю ракових клітин, міграцією, інвазією, метаста-

зуванням і механізмами уникнення пухлинних клітин від

імунного нагляду [11].

Таким чином, інфільтрація ІКК асоціюється з карци-

ногенезом, прогресією і рецидивуванням УРСМ, проте

молекулярні механізми, за допомогою яких макрофаги і

лімфоцити здійснюють свої пухлино-інгібуючі або стиму-

люючі пухлинний ріст ефекти, залишаються невстанов-

леними [3, 11].

Висновки та перспективи подальших
розробок

1. Диференціація, рецидивування і рецидивування з

прогресією НУ РСМ залежить від інфільтрації імуноком-

петентними клітинами, яка може служити критерієм

прогнозу захворювання.

2. НУР ВСЗ асоціюються з вираженою інфільтрацією

імунокомпетентними клітинами, вираженою інфільтра-

цією CD3 + і CD8 + лімфоцитами (р<0,001, р<0,001 і

р<0,003 відповідно), помірною інфільтрацією CD68 +

макрофагами (р<0,01), для НУР НСЗ характерна слаб-

ка їх інфільтрація (р<0,001, р<0,005, р<0,05 і р<0,01 відпо-

відно).

3. Нерецидивуючі НУРСМ асоціювалися зі слабкою

інфільтрацією строми імунокомпетентними клітинами

(р<0,01), Т-лімфоцитами (CD3 +) (р<0,05), CD8 + Т-

лімфоцитами (р<0,005) і CD68 + макрофагами (р<0,005).

Для раків цієї групи не характерні виражена інфільтра-

ція імунокомпетентними клітинами (р<0,005), Т-лімфо-

цитами (CD3 +) (р<0,05) і CD8 + лімфоцитами (р<0,005).

Первинні НУРСМ пацієнтів, у яких у подальшому розви-

нувся рецидив з прогресією, асоціювалися з більш ви-

раженою імуноклітинною інфільтрацією, ніж нерециди-

вуючі НУРСМ (р<0,001) і первинні НУРСМ з рецидивом

без прогресії (р<0,03). Для раків цієї групи характерна

виражена інфільтрація Т-лімфоцитами (р<0,01) і CD8 +

клітинами (р<0,03).

Подальше дослідження значення мікрооточення

НУРСМ, а саме імунних клітинних реакцій, неоангіоге-

незу, сполучнотканинного компоненту на молекулярно-

біологічному рівні, дасть можливість більш точному вста-

новленню прогнозу НУРСМ і вибору адекватної лікуваль-

ної тактики.
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ПРОГНОСТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ ИММУНОКЛЕТОЧНОЙ ИНФИЛЬТРАЦИИ НЕИНВАЗИВНОГО УРОТЕЛИАЛЬНОГО РАКА
МОЧЕВОГО ПУЗЫРЯ
Титов Е. В.

Аннотация. Агрессивность уротелиальных раков мочевого пузыря может быть обусловлена реакциями со стороны стро-

мы. Иммунокомпетентные клетки, участвующие в противоопухолевом ответе, также способны оказывать влияния,

стимулирущие опухолевый рост. Цель исследования - изучение особенностей иммуноклеточной инфильтрации неинвазив-

ных уротелиальных раков мочевого пузыря (НУРМП) для выявления критериев прогноза рецидивирования и прогрессии

заболевания. Были сформированы три группы исследования по 14 случаев: НУРМП без рецидивирования - I группа, первич-

ные НУРМП с рецидивированием без прогрессии - II группа и первичные НУРМП с рецидивированием и прогрессией - III

группа. Иммуногистохимическое исследование проводили с использованием первичных моноклональных антител фирмы

DAKO к CD3, CD4, CD8, CD20 и CD68. Статистическую обработку результатов исследования проводили с использованием

пакета "Statistica 6.0". Связь между признаками оценивали по непараметрическому критерию χ-квадрат Пирсона и крите-

рию Спирмана. Статистически значимым считали значение р<0,05. НУРМП I группы ассоциировались со слабой инфильт-

рацией стромы иммунокомпетентными клетками: CD3+ лимфоцитами (р<0,05), CD8+ Т-киллерами (р<0,005) и CD68+

Прогностичне значення імуноклітинної інфільтрації неінвазивного уротеліального раку сечового міхура
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макрофагами (р<0,005). В раках III группы иммуноклеточная инфильтрация была более выраженная, чем в раках I и II групп

(р<0,001 и р<0,03) и характеризовалась выраженной инфильтрацией CD3+ (р<0,01) и CD8+ клетками (р<0,03). Таким обра-

зом, дифференцировка, рецидивирование и рецидивирование c прогрессией НУРМП зависит от инфильтрации иммуноком-

петентными клетками, которая может служить критерием прогноза заболевания. Перспектива дальнейших исследова-

ний состоит в более глубоком исследовании значения микроокружения НУРМП, а именно иммунных клеточных реакций,

неоангиогенеза, соединительнотканного компонента на молекулярно-биологическом уровне, даст возможность более

точному установлению прогноза НУРМП и выбору адекватной лечебной тактики.

Ключевые слова: неинвазивные уротелиальные раки мочевого пузыря, CD3+, CD4+, CD8+, CD 68+, CD20+ клетки.

THE PROGNOSTIC VALUE OF IMMUNOCELLULAR INFILTRATION OF NON-INVASIVE UROTHELIAL BLADDER CANCER
Titov E.V.

Annotation. The aggressiveness of urothelial bladder cancers can be caused by reactions of stroma. Immunocompetent cells, which

involved in antitumor response, are also able to stimulate tumor growth. Aim of the study: to study the features of immuncellular

infiltration of non-invasive urothelial bladder cancers (NIUBC) to identify criteria for recurrence and progression prediction. Materials

and methods: we formed three groups of studies, each of them contained 14 cases: NIUBC without recurrence - Group I, primary NIUBC

with recurrence, but without progression - Group II, and primary NIUBC with recurrence and with progression - Group III.

Immunohistochemistry was performed using primary monoclonal antibodies from DAKO to CD3, CD4, CD8, CD20 and CD68 cells.

Statistical processing of research results was performed using the "Statistica 6.0" package. The relationship between parameters was

studied by non-parametric Pearson χ-square test and Spearman test. A value of p<0.05 was considered statistically significant.

Results: NIUBC I group was associated with weak stromal infiltration of immunocompetent cells: CD3 + lymphocytes (p<0.05), CD8 +

T-killers (p<0.005) and CD68 + macrophages (p<0.005). In cancers of group III, immune cell infiltration was more observed than in

cancers of groups I and II (p<0.001 and p<0.03) and was characterized by infiltration of CD3 + (p<0.01) and CD8 + cells (p<0.03). Thus,

differentiation and recurrence of NIUBC progression depends on infiltration with immunocompetent cells, which can serve as a

criterion for the disease prognosis. The prospect of further research - We are going to in-depth our research with studying importance

of microenvironment of NIUBC, namely, immune cellular reactions, neoangiogenesis, connective tissue component at molecular-

biological level. It will allow us to predict more accurate determination of NIUBC prognosis and choice of adequate treatment tactics.

Keywords: noninvasive urothelial bladder cancers, CD3 +, CD4 +, CD8 +, CD 68+, CD20 + cells.
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