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Л.М. Старцева

ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Рак сечового міхура (РСМ) складає до 70% всіх урологічних захворювань, а у загальній статистиці онкологічної захворюваності – близько 4%. За останні роки в усьому світі відмічається тенденція до зростання захворюваності на РСМ, яка у Європі серед чоловіків складає 18,8 і серед жінок – 3,4 на 100 тис. населення (співвідношення 5,5:1) (Pectasides D.M. et al., 2005). У 75–85% пацієнтів РСМ, який діагностовано вперше, є поверхневим (Babjuk M., et al., 2012). До 77% поверхневих пухлин схильні до рецидивів, рання діагностика і профілактика яких є однією зі складних проблем сучасної медицини (Возіанов О.Ф., та ін., 2006, Кліменко І.О., та ін., 2005, Lamm D.L., et al., 2005).
Одним iз напрямків вирішення проблем лікування РСМ і запобігання їх рецидивів є визначення факторів ризику, що негативно впливають на клінічний перебіг захворювання (Babjuk M., et al., 2012). 
У роботах останніх років висвітлені факти, що хронічний запальний процес в стінці сечового міхура сприяє виникненню передракових станів і РСМ при шистосомозі, впливі виробничих канцерогенів і радіоактивного випромінювання (Романенко А.М. та ін., 2009, Hammam O.A. et al., 2008, Chen Z. et al., 2003). Тривало існуюча лейкоцитарна інфільтрація стінки сечового міхура внаслідок хронічного запального процесу, що супроводжується порушеннями локального імунного статусу, є потенційно небезпечним тлом для виникнення пухлин сечового  міхура (Kubler H., et al., 2010). Поширеність інфекцій сечових шляхів (ІСШ) та багатостадійність онкогенезу обумовлюють складність накопичення доказової бази, яка пояснює зв'язок запального і пухлинного процесів. У зв'язку з цим роль супутньої інфекції сечових шляхів у патогенезі РСМ і його рецидивів є маловивченою.
«Золотим стандартом» лікування хворих на поверхневі пухлини сечового міхура є трансуретральна резекція (ТУР), що може доповнюватися ад’ювантними методами профілактики шляхом впливу на слизову оболонку сечового міхура хіміотерапевтичними та імунними препаратами.

Ад’ювантні інстиляції в сечовий міхур хіміопрепаратів знижують частоту рецидивів поверхневих пухлин низької градації. Що стосується пухлин високої градації, то більш ефективними є внутрішньоміхурові інстиляції вакцини БЦЖ, які попереджують їх рецидиви та прогресію (Bohle A., et al., 2003). Помірна ефективність вказаних методів у поєднанні з частими побічними ефектами стимулює пошук нових методів профілактики рецидивів та прогресії захворювання (Костюк О.Г., 2012, Sommariva M.L., et al., 2010). 

Одним з перспективних напрямків профілактики є використання бактерій або їх компонентів для стимуляції протипухлинного імунітету. Відомості щодо присутності профілактичного протипухлинного ефекту при застосуванні пробіотиків (Lactobacillus) дають можливість припустити існування альтернативи БЦЖ (S.W. Seow, et al., 2010). Наявність у пробіотиків антагоністичної дії по відношенню до уропатогенної мікрофлори та пухлинних клітин свідчить про можливість їх використання як для лікування хронічної інфекції сечових шляхів у пацієнтів, які страждають на пухлини міхура, так і для профілактики їх (пухлин) рецидивів.

Таким чином, оперативне лікування поверхневих пухлин сечового міхура, що передбачає повне висічення пухлини, не є кінцевим етапом лікування. Існуючі методи діагностики та профілактики рецидивів пухлини є недостатньо ефективними та потребують удосконалення. Вивчення впливу запальних процесів на перебіг пухлин сечового міхура і їх рецидивів, а також розробка нових методів профілактики з використанням біологічних препаратів є актуальним науковим завданням сучасної урології.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертація виконувалась в рамках комплексних планових науково-дослідних робіт кафедри урології, оперативної хірургії і топографічної анатомії ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України» «Вивчення впливу запального процесу на виникнення та розвиток раку органів сечостатевої системи» (№ держреєстрації 0103U002379), «Розробка ефективних заходів профілактики захворювань сечостатевої системи доброякісного і злоякісного (РСМ, передміхурової залози) характеру у населення, яке підлягає постійному впливу комбінації радіаційних та хімічних чинників» (№ держреєстрації 0105U001701). Проведено біоетичну експертизу дисертаційного дослідження (протокол № 2 від 17.02.2005 р.).
Мета дослідження: підвищити ефективність діагностики, лікування і прогнозування поверхневого РСМ з урахуванням впливу запального процесу на його клінічний перебіг і обґрунтуванням можливості використання пробіотиків для профілактики рецидивів.

Завдання дослідження:
1. Дослідити частоту та особливості інфекції нижніх сечових шляхів у хворих на РСМ та її впливу на клінічний перебіг пухлинного процесу.

2. Вивчити вплив запального процесу на ефективність цитогістологічної діагностики РСМ та можливості її вдосконалення. 
3. Дослідити вплив хронічного запалення сечового міхура на розвиток передракових змін і раку в експериментальній моделі РСМ у щурів.

4. Вивчити вплив пробіотичних клітин Aerococcus viridans 167 на розвиток хімічно індукованого РСМ в експерименті на щурах.

5. Дослідити вплив пробіотичних клітин Aerococcus viridans 167 на життєздатність пухлинних клітинних культур людини, зокрема РСМ.

6. Визначити зв’язок маркерів запалення, оксидативного стресу, апоптозу, проліферації і характеру запальної реакції у тканині сечового міхура у хворих на рак сечового міхура.

7. Вивчити протимікробні й протизапальні властивості пробіотиків при їх локальному застосуванні у хворих на РСМ.

8. Дослідити короткострокові імунологічні та імуногістохімічні (ІГХ) зміни в стінці сечового міхура при локальному застосуванні пробіотиків у хворих на РСМ.

9. Розробити статистичні моделі прогнозування рецидиву РСМ з урахуванням клініко-морфологічних особливостей захворювання та лікувально-профілактичних заходів.
Об’єкт дослідження: хворі на РСМ, експериментальний матеріал: щури лінії Wistar, клітинні культури РСМ людини (лінії Rt-4, Tcc-sup), недрібноклітинного раку легенів (лінія А-549), раку простати (лінія DU 145), хронічної мієлогенної лейкемії (лінія K-562).
Предмет дослідження: морфологічні зміни сечового міхура хворих на РСМ, зміни локального імунітету і стану пухлинних клітин під впливом запального процесу та пробіотиків, морфологічний стан тканини сечового міхура у щурів в експерименті (запальні зміни, передрак, РСМ). 
Методи дослідження: загальноклінічні, клініко-анамнестичні, клініко-катамнестичні, бактеріологічні, імунологічні, імуногістохімічні, патогістологічні, цитологічні, експеримент на тваринах, на культурах клітин, статистичні. 

 Наукова новизна одержаних результатів. 
Вперше встановлений негативний вплив хронічного запального процесу на клінічний перебіг, частоту рецидивів і прогресію поверхневого РСМ. 
Вперше встановлено протективну антиканцерогенну дію пробіотичних клітин Aerococcus viridans 167 в експериментальній  моделі РСМ. 
Вперше в експерименті на клітинних культурах визначено цитотоксичну активність аерококів відносно клітин перехідноклітинного РСМ людини, зокрема ліній RT-4 й Tcc-Sup, що відрізняються особливо високою чутливістю до цитотоксичної дії пробіотика. 

Вперше визначені зміни показників локального імунітету при РСМ, що перебігає на тлі запального процесу, і полягають в накопиченні В-лімфоцитів, підвищенні рівня індуцибельної NO синтази в тканині пухлини, ІЛ-6 та інтерферону-гамма в сечі. 
Вперше в експерименті та клінічно отримано дані щодо протизапальної дії аерококів на слизову оболонку сечового міхура при внутрішньоміхуровому введенні препарату.
Практичне значення одержаних результатів. Обґрунтовано доцільність проведення систематичного бактеріологічного дослідження сечі для своєчасної її діагностики і лікування хронічної інфекції сечових шляхів у хворих, які оперовані з приводу поверхневого РСМ з метою запобігання негативного впливу запалення на перебіг захворювання.

Розроблено метод диференціювання пухлинних клітин по краю резекції за допомогою моноклональних антитіл до панцитокератинів (клон АЕ1/АЕ3), СD34 (клон QBEnd 10), що дозволяє ефективно і своєчасно діагностувати ознаки міграції пухлинних клітин до судин і може бути критерієм для проведення ад'ювантної терапії (повторної резекції, інстиляції протипухлинних препаратів у сечовий міхур) (патент на винахід 27604А). 
Доведено можливість використання А-бактерину для інстиляцій сечового міхура, що сприяє зниженню інтенсивності хронічного запалення і модуляції захисних сил, для попередження виникнення рецидивів. 

Запропоновано  показники цитологічного дослідження сечі, що вказують на  необхідність використання додаткових методів дослідження, для діагностики РСМ і його рецидивів.

Запропоновано використання статистичних моделей з урахуванням таких показників, як кількість пухлин, максимальний розмір пухлини і ступінь бактеріурії з метою прогнозування рецидиву і індивідуального підходу до спостереження після оперативного лікування поверхневого РСМ. 
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Практичні впровадження результатів дослідження здійснено в умовах урологічних відділень КЗ «Дніпропетровська обласна клінічна лікарня ім. І.І. Меч-никова», КЗ «Дніпропетровська шоста міська клінічна лікарня» ДОР», КЗ «Дніпропетровська міська багатопрофільна клінічна лікарня № 4» ДОР», КЗ «Криворізька міська лікарня № 5» ДОР», КУ «Міська клінічна лікарня екстреної та швидкої медичної допомоги». Матеріали дисертації використані  у лекціях для студентів, лікарів-інтернів та курсантів у ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України», ДЗ «Запорізька медична академія післядипломної освіти МОЗ України», Запорізькому державному медичному університеті. Впровадження  підтверджено  відповідними  актами.
Публікації. Наукові результати, отримані автором і викладені в дисертаційній роботі, повністю відображені в 1 монографії, 34 друкованих наукових працях, у тому числі 20 статей у вітчизняних наукових фахових виданнях, які рекомендовані ДАК України, з них 5 – у журналах, включених  до міжнародних наукометричних баз, 3 статті в закордонних виданнях, 11 тез доповідей у вітчизняних та закордонних наукових збірниках, отримано 1 деклараційний патент на винахід і 4 авторських свідоцтва. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота викладена українською мовою на 293 сторінках машинописного тексту і  складається із вступу, огляду літератури, матеріалів і методів дослідження, 4 розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення результатів дослідження, висновків, практичних рекомендацій і списку використаних джерел. Список використаних джерел містить 435 літературних найменувань, з яких 20 кирилицею та 415 латиницею. Робота ілюстрована 38 рисунками та 49 таблицями.

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріали та методи дослідження. Робота ґрунтується на вивченні результатів обстеження, лікування та динамічного спостереження 724 хворих віком від 22 до 87 років. З них 621 – чоловіків і 103 – жінок.

Дослідження вмістило два напрямки – ретроспективний і проспективний.

Ретроспективне дослідження впливу інфекції сечових шляхів на клінічний перебіг пухлин сечового міхура проведено на основі аналізу історій хвороб 366 хворих віком 63,1 ±10,5 (М ± σ) року, з яких 63 (17,2%) оперовані з приводу перехідноклітинної папіломи (ПКП), 303 (82,8%) – РСМ у стадії Та-2N0M0 протягом 2002 – 2005 р. 32 (10,0%) пацієнтам виконано радикальну цистектомію з різними видами деривації сечі, 8 (2,5%) – уретерокутанеостомію без цистектомії, 53 (16,6%)– відкриту, 273 (74,6%) – трансуретральну резекцію сечового міхура. Ад’ювантну терапію отримували 135 (36,8%) хворих. Для порівняння структури інфекції сечових шляхів використано дані 346 хворих віком 67,6 ±10,2 р., оперованих з приводу доброякісної гіперплазії передміхурової залози та непухлинних урологічних захворювань (сечокам’яна хвороба, міхурово-піхвові нориці та ін.) у той же період.
До проспективної частини дослідження уключено 358 хворих  на  пухлини  сечового міхура віком від 22 до 84 років, (чоловіків – 310, жінок – 48). 

Усім хворим виконано клініко-лабораторне обстеження, яке включало визначення симптомів, анамнезу, лабораторне обстеження – загальний аналіз крові, вміст у крові креатиніну, білірубіну, трансаміназ, глюкози та електролітів, коагулограму; загальний аналіз сечі, бактеріологічне дослідження сечі. З додаткових методів дослідження для встановлення діагнозу використовували екскреторну урографію, комп’ютерну томографію, цистоскопію. 

Цитологічне дослідження сечі здійснено у 150 хворих на пухлини сечового міхура віком 63,3 ± 10,6 р. Результати співставляли з даними гістологічного дослідження пухлин, що видалено під час операції. 

У 30 хворих на пухлини сечового міхура з супутньою інфекцією сечових шляхів віком 65,2±10,2 р. виконано субпопуляційний аналіз CD3+, CD4+, CD8+, CD16+, СD19+, CD25+, CD95+ лімфоцитів сечі з використанням тесту розеткоутворення. В контрольну групу включено 16 хворих на непухлинні  захворювання, ускладнені ІСШ віком 64,5±9,4 р.
У 40 хворих на пухлини сечового міхура з використанням твердофазного імуноферментного  аналізу (ELISA) досліджували вміст інтерлейкінів у сечі і крові. З них у 22 хворих віком  63,1±10,2 р. – вміст  інтерлейкіну (ІЛ)-2  та ІЛ-6 у сечі, і у 18, віком 64,3±8,8 р. – фактора некрозу пухлин (ФНП)-альфа, інтерферона (ІФН)-гамма та ІЛ-1 у сечі та сироватці крові.

Імуногістохімічне дослідження біопсійного матеріалу виконано у 90 хворих на поверхневий рак сечового міхура. Біоптати для дослідження отримували під час ТУР сечового міхура. Проводився забір ділянок на межі пухлини та інтактної тканини стінки сечового до м’язового шару. 
У 18 хворих виконано імуногістохімічне дослідження з використанням моноклональних антитіл до панцитокератинів (клон АЕ1/АЕ3), CD34 (клон QBEnd 10). У 64 хворих на РСМ, розподілених на три групи: І група (22 хворих віком 61,7 ±10,7 р.), II група (22 хворих віком 64,2 ±9,4 р.) без чи з наявністю супутньої ІСШ відповідно, та III група – (20 хворих віком 59,5±8,9 р.) після одноразової інстиляції А-бактерину, досліджували експресію імуногістохімічних маркерів p53, Ki-67, CD95/Fas, bcl-2, Bax, CD3, CD4, CD8, CD20, CD68, iNOS, eNOS, COX-2, β-сatenin, E-cadgerin. Контрольну групу склали 8 хворих на доброякісну гіперплазію передміхурової залози віком 65,8±4,0 р., яким проводили дослідження вище вказаних маркерів у біоптатах інтактної стінки сечового міхура. При оцінці імуногістохімічного забарвлення використовувався напівкількісний метод. 
51 хворому на РСМ проводили одноразову внутрішньоміхурову інстиляцію 10 мл препарату А-бактерин («Біолек», Харків), що містив 108 бактерій/мл Aerococcus viridans 167 , 9 хворим – 5 од. препарату Лактобактерин (Біофарма), розведеного в 10 мл фізіологічного розчину NaCl, які містили 108 колонієутворюючих одиниць (КУО)/мл Lactobacillus platnarum й Lactobacillus fermentum яку здійснювали за 2 доби до оперативного втручання. Надалі пацієнти отримували стандартну терапію, регламентовану затвердженими протоколами лікування пацієнтів, які страждають на пухлини сечового міхура. Дослідження проведено в рамках протоколу, розробленого відповідно до вимог Гельсінської декларації 1974 року та затвердженого етичним комітетом. Усі хворі спостерігалися до червня 2012 року, згідно зі стандартами спостереження за пацієнтами з пухлинами сечового міхура.

Дослідження клінічного перебігу пухлин сечового міхура впродовж 6 років виконано у 190 хворих віком 63,1 ± 11,1 р., чоловіків – 164 (86,3%), жінок – 26 (13,7%). ПКП сечового міхура виявлена у 58 (30,5%), РСМ – у 132 (69,5%) хворих у стадії Та – 6 (3,2%), Т1 – 126 (66,3%), який був представлений високим 59 (31,1%) і помірним 73 (38,4%) рівнем диференціювання. Виявлені випадки рецидиву пухлин покладені в основу розробки математичних правил прогнозування рецидиву.
В експериментальному дослідженні використано 85 тримісячних самок щурів лінії Wistar. 
Завданням першої серії експериментального дослідження було вивчення особливостей розвитку РСМ на тлі ІСШ, викликаної уропатогенним штамом Еscherichia coli, і вивчення впливу інстиляцій у сечовий міхур пробіотика Aerococcus viridans 167 на розвиток РСМ.
46  тварин  було  розділено  на  групи: в I  групі  вводили 0,5 мг  канцерогену N-нітрозо-N-метилсечовини (НMС) (Sigma-Aldrich) в 0,5 мл 0,9%-вого розчину NaCl об’ємі розчину (13 тварин); у II групі – 0,5 мг НМС + 1 млрд. суспензії уропатоген-ного штаму Е. coli (0,2 мл) в об’ємі 0,5 мл розчину (13 тварин); у III групі – 0,5 мг НМС + 1 млрд. суспензії штаму Aerococcus viridans 167 (0,2 мл) в об’ємі 0,5 мл розчину (13 тварин); у IV групі – 0,5 мл стерильного 0,9%-вого розчину NaCl (7 тварин). Інстиляції здійснювали щотижнево впродовж 12 тижнів, після чого тварини утримувались без введення препаратів до 28 тижнів. Після чого виводили з експерименту шляхом введення в глибокий наркоз та знекровлення. У ході експерименту впродовж 8 тижнів відбулась втрата 8 тварин, пов’язана з передозуванням тіопенталу натрію, випадками канібалізму, нирковою недостатністю на тлі розвитку стриктури уретри.
У другій серії експерименту використано 39 тримісячних самок щурів лінії Wistar вагою 140–189 г. Тварин було розділено на групи: у І групі вводили 0,5 мл 1 млрд. суспензії A. viridians167 в стерильному 0,9%-вому розчині NaCl (15 тварин); у ІІ групі вводили 0,5 мл 1 млрд. суспензії уропатогенного штаму Е. coli в стерильному 0,9%-вому розчині NaCl (15 тварин); у ІІІ групі (контрольна) – 0,5 мл стерильного 0,9%-вого розчину NaCl (9 тварин). Введення розчинів здійснювали у всіх групах одноразово. На 3-тю, 7-му та 14-ту добу після введення розчинів тварин виводили з експерименту (по 5 щурів у І та ІІ групах і по 3 – у ІІІ) шляхом введення у глибокий наркоз та знекровлення.

Виконували макроскопічну оцінку і зважування тварин і сечового міхура після його вилучення та розсічення. Тканини сечового міхура фіксували в 10%-вому нейтральному формаліні та після зневоднення поміщали у парафінові блоки. Зрізи товщиною 5 мкм забарвлювали гематоксилін-еозином. Оцінку інфільтративних змін у стінці сечового міхура здійснювали шляхом підрахунку лімфоцитів, плазмоцитів, нейтрофілів та еозинофілів у 10 полях зору для кожного зразка тканини.

У дослідженні на клітинних культурах використовували штам Aerococcus viridans 167, серію клітинних ліній людини, зокрема РСМ людини (лінії Rt-4, Tcc-sup), недрібноклітинного раку легень (лінія А-549), раку простати (лінія DU 145) і хронічної мієлогенної лейкемії (лінія K-562). Після культивації і утворення клітинами субконфлюентного моношару в культуру вносили суспензію бактерій у дозах від 2х107 до 1,5х105 колонієутворюючих одиниць (КУО) на 1 мл ростового середовища в об’ємі відповідно 200-1,5 мкл. Результати враховували через 48 та 72 години шляхом визначення кількості живих та мертвих клітин і характеру їх загибелі (некроз чи апоптоз). 
Для вивчення антагоністичної активності А. viridans 167 in vitro використовували метод штрихового посіву.
Статистичну  обробку   отриманих   результатів  проводили  з  використанням  t-критерію Стьюдента, а також непараметричну статистику: ANOVA Краскела–Уолліса для незалежних груп, χ2 Фрідмана, U-тест Вількоксона–Манна–Уітні, коефіцієнти кореляції рангів Спірмена (R) і конкордантності Кендалла (K), аналіз виживаності за методом Каплана–Мейєра, регресійний аналіз пропорційних ризиків Кокса, логістичну регресію, метод опорних векторів, дерева класифікації, створеного за методом QUEST. Результати вважали статистично вірогідними при значенні p <0,05. Для статистичної обробки результатів використовували пакет статистичних програм Statistica 6.1.

Результати дослідження, їх аналіз та обговорення. При ретроспективній оцінці 320 хворих на пухлини сечового міхура до оперативного втручання ІСШ виявлено у 165 (51,4%) осіб. Із 346 хворих групи порівняння – у 186 (53,8%). У післяопераційному періоді частота інфекції зросла до 180 (56,2%) й 200 (57,8%) відповідно.

Найбільш частими збудниками ІСШ в обох групах були бактерії родів Esherichia, Pseudomonas, Staphylococcus, Proteus, Enterobacter. При цьому E. coli частіше викликала запальний процес у хворих І групи (104 (32,5%) до і 110 (34,4%) після операції), у той час як P. aeruginosa – у ІІ групі (94 (27,2%) до і 113 (32,7%) після операції).
Із 366 хворих для подальшого аналізу відібрано 285, які спостерігались не менш ніж 1 рік після резекції сечового міхура. Рецидиви пухлини зареєстровано у 91 (31,9%), прогресію  – у 25 (8,8%), зниження рівня диференціювання пухлини – у 15 (5,3%) осіб.  Час спостереження хворих з рецидивами склав 18,0±17,8 (M±σ) міс. , без рецидиву  – 30,6±13,6 (M±σ) міс. 9 (3,2%) пацієнтам виконано радикальну цистектомію з різними видами деривації сечі, 4 (1,4%) – уретерокутанеостомію без цистектомії. 

Вірогідне зниження ризику рецидиву (p<0,05) виявлено для ад’ювантної внутрішньоміхурової терапії після проведення стратифікації за рівнем диференціювання лише в групі пацієнтів із низькодиференційованими пухлинами.

При групуванні перехідноклітинного раку за стадіями Т, відповідно до класифікації ТNM, встановлено вірогідно більш низький ризик прогресії у пухлин із меншим   ступенем   інвазії   як  при  однофакторному  (співвідношення  ризиків (СР)=0,45 (95% довірчий інтервал (ДІ) (0,24–0,82), p<0,001), так і при багатофакторному аналізі (СР=0,34 (95% ДІ 0,14-0,83), p<0,05). При однофакторному та багатофакторному аналізах встановлено вірогідне (СР =1,88 (95% ДІ 1,24–2,85), p<0,01 й СР =1,91 (95% ДІ 1,24–2,93), p<0,01 відповідно) підвищення ризику виникнення рецидиву РСМ за наявності супутньої інфекції сечових шляхів. Стратифікація даних за ступенем диференціювання, стадії, факту проведення ад’ювантної терапії не виявило впливу на ризики рецидиву, обумовленого супутньою інфекцією сечових шляхів.

При проведенні аналізу виживаності з використанням методу Каплана–Мейєра, медіани очікуваного часу виживаності без рецидиву склали 1422 і 2120 днів для групи із супутньою ІСШ та без неї відповідно  (логранговий критерій p<0,01) (рис. 1). 
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Рис. 1. Вплив ІСШ на безрецидивну виживаність у хворих на РСМ
Таким чином, отримані дані підтверджують гіпотезу про негативний вплив хронічної інфекції сечових шляхів на клінічний перебіг перехідноклітинних пухлин сечового міхура. 

При цитологічному дослідженні сечі 150 хворих, з яких РСМ виявлено у 115 (76,7%), ПКП – у 35 (23,3%) осіб. РСМ був представлений високим 37 (24,7%), помірним 49 (32,7%) та 29 (19,3%) низьким ступенями диференціювання. Плоскоклітинна метаплазія на тлі перехідноклітинного раку спостерігалася у 8 (5,3%) пацієнтів. Ознаки інфекції сечових шляхів виявлені у 54 (36,0%) хворих. При зіставленні результатів цитологічних та гістологічних досліджень вірогідно встановлено наявність пухлинного процесу в 89,3% спостережень та у 73,3% випадків вдалося визначити гістологічний тип пухлини (табл.1). 

Таблиця 1
Ефективність діагностики епітеліальних пухлин з використанням гістологічних та цитологічних досліджень

	Вид пухлини
	Кількість хворих
	           Кількість співпадінь 
з гістологічним висновком

	
	
	за характером процесу  
	за гістологічним типом

	
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%

	ПКП 
	35
	23,3
	32
	91,4
	24
	68,5

	Перехідноклітинний рак
	107
	71,3
	96
	89,7
	82
	76,6

	Плоскоклітинний рак
	8
	5,4
	6
	75
	4
	50

	Всього
	150
	100
	134
	89,3
	110
	73,3


Було виділено два типи помилок – хибнонегативний результат цитологічного дослідження сечі і невідповідність цитологічного діагнозу гістологічному типу пухлини. Встановлено, що відносний ризик помилкового діагнозу при наявності інфекції дорівнює 2,39 з 0,95% ДІ [1,41; 4,09] і вказує на значущість відмінностей встановлення неправильного діагнозу при наявності інфекції і при її відсутності.

Із використанням методу дерева класифікації (QUEST) отримано правило, відповідно до якого наявність цитологічних ознак помірно- чи низькодиференційованого, перехідноклітинного раку або відсутність інфекції обумовлює шанси встановлення правильного діагнозу в 11 (11,05 з 95% ДІ [4,64; 26,30]) разів вище, ніж помилкового. 

При гістологічному дослідженні біопсійного матеріалу 18 хворих після трансуретральної резекції сечового міхура з приводу РСМ в  11 випадках у тканині з хірургічного  краю у просвіті судин спостерігається скупчення клітин. Для уточнення гістогенетичної приналежності клітин проведено імуногістохімічне дослідження. Встановлено  позитивну реакцію CD34 ендотелію судин та в комплексах клітин, підозрілих на епітеліальні емболи в 7 випадках. При застосуванні антитіл до панцитокератинів у 4 випадках було отримано позитивну реакцію комплексів клітин у просвіті судин. Таким чином, у 7 випадках до складу внутрішньосудинних клітинних комплексів входили переважно клітини злущеного ендотелію. У 4 випадках – клітинні комплекси верифіковано як епітеліальні. Подібна картина може бути обумовлена наявністю лімфоваскулярної інвазії пухлини, чи  емболією епітеліальними клітинами венозних судин при підвищенні гідростатичного тиску в просвіті сечового міхура під час трансуретральної резекції і слугувати додатковим фактором ризику рецидиву пухлини. 
У першій серії експериментального дослідження на тваринах у I групі у 5 (50%) щурів виявлено гіперплазію епітелію з ділянками дисплазії, у 1 (10%) – рак in situ, у 4 (40%) – осередки високодиференційованого перехідноклітинного раку, який проростав у слизову оболонку та в 1 (10%) випадку поєднувався з пухлинним ураженням іn situ. У 3 (30%) тварин зареєстровано мультицентричний ріст папілярного раку в поєднанні з раком іn situ, при цьому в 1 (10%) випадку відмічалась наявність як перехідноклітинного, так і плоскоклітинного ороговілого раку. В II групі щурів відмічались більш виражені зміни: у 3 (24%) тварин мала місце гіперплазія епітелію з ділянками дисплазії, у 2 (18%) – рак in situ на тлі дисплазії епітелію, у 7 (58%) спостерігався мультицентричний характер пухлинного ураження сечового міхура, з них у 5 (42%) тварин мали місце два типи раку – перехідноклітинний та плоскоклітинний. У III групі щурів, у 7 (70%) тварин виявлено різного ступеня вираженості гіперплазію епітелію з ділянками дисплазії, у 1 (10%) – осередки раку іn situ, у 1 (10%) – ділянка високодиференційованого перехідно-клітинного раку та в 1 (10%) тварини в слизовій сечового міхура виявлено мікроосередки пухлинних клітин. У IV (контрольній) групі тварин у всіх випадках спостерігали картину нормальної гістологічної будови слизової сечового міхура. При вивченні інтенсивності та характеру лейкоцитарної інфільтрації встановлено, що серед клітин, які інфільтрують пухлину сечового міхура, переважають лімфоцити та плазмоцити, вміст яких в інфільтратах сягав максимуму у II групі. Найбільш тривала та інтенсивна лейкоцитарна інфільтрація пухлини спостерігалась при її розвитку на тлі ІСШ. 
У другій серії експерименту для отримання даних щодо безпосередньої дії пробіотика Аerococcus viridans 167 на слизову оболонку сечового міхура вивчені зміни  у  стінці  сечового  міхура, викликані одним циклом введення пробіотика у порівнянні з Е. coli.

Встановлено, що  уропатогенний штам Е. coli викликає більш ранню (на 3-тю добу) і  інтенсивну запальну реакцію з переважанням лімфоцитарного компонента з боку слизової оболонки сечового міхура, що відрізняється тривалою персистенцією
(на 14-ту добу). A. viridans 167  забезпечує більш пізнє (на 7-му добу)  помірне, рівномірне збільшення лімфоцитарного, нейтрофільного й плазмоцитарного компонента, що, можливо, обумовлює протипухлинний ефект A. viridans 167, яке поступово знижується, сягаючи мінімального рівня  на 14-ту добу. 

На основі проведеного дослідження в експерименті на тваринах можна зробити висновок про протективну роль аерокока, що дає можливість його використання для профілактики РСМ. Для подальшого вивчення механізму проективної дії аерококів проведено дослідження на культурах клітин з метою виявлення інших, необумовлених імунітетом механізмів. 

Виявлено, що в культурі клітин РСМ людини (лінії RT-4, Tcc-Sup) доза бактерій Aerococcus viridans 167  у 1,5х105 КУО/мл викликає майже 100%-ву загибель  пухлинних  клітин. У цей  же  час,  клітини  раку  легенів  людини (лінія А-549), хронічної мієлогенної лейкемії (лінія K-562) або злоякісні клітини лінії DU145, що походять з метастазу раку простати людини, відрізнялись значною резистентністю до бактерій і лише частково (на 40–60%) гинули при високій дозі аерококів у 1х107 КУО/мл. Отримані дані дозволяють зробити висновок, що саме клітини з пухлин сечового міхура відрізняються високою чутливістю до цитотоксичної дії (ЦТД) бактерій Aerococcus viridans 167, у той час як клітини іншої тканинної природи є відносно резистентними до дії аерококів. Чутливість до ЦТД бактерій Aerococcus viridans 167, схоже, не пов’язана зі злоякісним фенотипом клітин, однак це питання потребує подальших досліджень. 

Морфологічні дослідження показали, що загибель клітин при дії Aerococcus viridans 167 відбувається за механізмом некрозу, для якого є характерними  інтенсивна базофільність ядер, каріопікноз та каріорексис, вакуолізація цитоплазми та аутоліз клітин. 

Із метою отримання цілісної уяви про стан місцевого імунітету та його зв’язку з патогістологічними характеристиками пухлин, активністю проліферації та апоптозу, а також деяких інших цитокінетичних характеристик у хворих на РСМ досліджено вміст імуноцитів у сечі, інтерлейкінів у сечі та крові; імуноцитів у тканині пухлини та стінці сечового міхура та цитокінетичні маркери тканини пухлини сечового міхура.

У результаті субпопуляційного аналізу лімфоцитів сечі у хворих на пухлини сечового  міхура і в контрольній групі встановлено,  що Т-клітини (CD3+) є домінуючою субпопуляцією в досліджуваних пробах сечі, серед яких більшість представлена Т-хелперами (CD4+). Суттєвої відмінності між середніми у кожній групі не виявлено, також спостерігається висока внутрішньогрупова дисперсія показників.
При стратифікації показників за ступенем лейкоцитурії (менше 10 (I), 11–30 (II), 31–60 (III) й більше 60 (IV) лейкоцитів у полі зору) і ступенем диференціювання пухлин найбільш високі рівні показників СD8+, CD16+, CD25+, CD95+ спостерігали у групі пацієнтів із високо- та помірнодиференційованими пухлинами сечового міхура зі ступенем лейкоцитурії II. 
Досліджено вміст ІЛ–2 та ІЛ–6 у сечі 22 хворих з поверхневим РСМ високого – 9 (41%), помірного – 9 (41%) та низького – 4 (18%) ступенів диференціювання. Супутню  ІСШ встановлено у 16 (73%) хворих.


Рівень ІЛ-2 склав Me (25%; 75%) = 29,6 (29,2; 30,3)  та 29,8 (29,4; 30,5)  пг/мл в підгрупах пацієнтів без/ та з інфекцією сечових шляхів відповідно (P >0,05). Вірогідних відмінностей вмісту ІЛ-2  в сечі хворих у залежності від наявності ІСШ не виявлено. Рівень ІЛ-6 характеризувався значною варіабельністю і склав 1,9 (1,3; 2,5) та 4,6 (2,0; 82,1) пг/мл у підгрупах пацієнтів без/ та з інфекцією сечових шляхів відповідно (P >0,05). Встановлено прямий кореляційний зв’язок середньої сили вмісту ІЛ-6 з видом бактерій, що викликають запальний процес (R =0,48, p<0,05). Враховуючи сучасні дані про те, що пухлина сечового міхура без бактеріальної стимуляції не є джерелом підвищеної експресії ІЛ-6 та про його стимулюючий вплив на ріст пухлини, наявність бактеріальної інфекції на тлі РСМ може бути негативним прогностичним фактором.

Досліджено вміст ФНП-альфа, ІФН-гамма та ІЛ-1 в сечі та сироватці крові 18 хворих на поверхневий РСМ високого – 3 (17%) і помірного – 15 (83%) ступенів диференціювання. Супутню ІСШ діагностовано у 9 (50%) хворих. 

Встановлено, що вміст ФНП-альфа в сироватці крові та сечі склав Me (25%; 75%) = 15,6 (14,9; 16,9) й 18,8 (17,0; 21,3) пг/мл (p <0,05); ІФН-гамма – 4,6 (4,2; 5,0) й 5,1 (4,9; 5,3) пг/мл (p >0,05); ІЛ-1 – 22,0 (20,4; 23,3) й 24,5 (21,1; 28,7) пг/мл відповідно (p >0,05). Відмінності за вмістом ІНФ-гамма та ІЛ-1 у крові та сечі обстежених пацієнтів не були вірогідними в зв’язку з вираженою варіабельністю показників у межах груп порівняння. 

Встановлено вірогідні відмінності вмісту ІФН-гамма в сечі пацієнтів у залежності від наявності чи відсутності ІСШ – 5,3 (4,4, 5,5 ) та 5,1(5,0, 5,3) пг/мл відповідно (p <0,05). Таким чином, у хворих на РСМ на тлі ІСШ відмічається підвищення вмісту ІФН-альфа в сечі при відсутності змін його рівня в сироватці крові. 
Для визначення стану локального імунітету та впливу запального процесу на тканинні характеристики пухлини проведено дослідження тканини пухлини, отриманої під  час оперативного втручання  у 2 групах по 22 хворих на РСМ, розділених у відповідності до відсутності (І група) чи наявності (ІІ група) супутньої ІСШ. Контрольна група представлена 8 хворими на доброякісну гіперплазію передміхурової залози без ознак ІСШ. 
Результати  вивчення експресії в зрізах тканини пухлини СD3+, СD4+, CD8+, СD20+, СD68+ імуннокомпетентних клітин у групах І та ІІ відображено в табл. 2. Більша частина  лімфоцитів і  макрофагів, що інфільтрують пухлину, локалізувалася
Таблиця 2
Показники інфільтрації пухлини імунними клітинами 
у хворих на РСМ (M ±σ)
	Показник
	I група (без запалення)

(n =22)
	II група (із запаленням)

(n =22)

	
	клітин 
в полі зору
	стромальна локалізація %
	клітин 
в полі зору
	стромальна локалізація %

	СD3+
	166,4 ±57,9
	96,0 ±4,9
	139,1 ±97,9
	97,0 ±2,1

	СD4+
	95,7 ±57,7
	98,6 ±0,9
	66,7 ±53,5
	98,3 ±0,8

	CD8+
	62,9 ±43,5
	82,6 ±12,6
	67,0 ±60,1
	84,4 ±13,1

	СD20+
	32,3 ±24,4*
	100
	47,8 ±23,0*
	100

	СD68+
	49,4 ±20,8
	78,7 ±9,29
	42,9 ±23,8
	81,9 ±6,2


Примітка.* p<0,05 – вірогідна відмінність показників у І та ІІ групах.

в стромі, оточуючи острівки пухлинних клітин. В епітеліальному компоненті пухлини  CD68+  макрофаги  становили  найбільшу  популяцію.   Порівняння СD3+, СD4+, CD8+ та CD68+ в І та ІІ групах хворих виявило вірогідні відмінності (p >0,05).

Дослідження СD20+ В-лімфоцитів показало наявність інфільтрації виключно строми у всіх біоптатах. У ІІ групі спостерігали вірогідне (p <0,05) збільшення інфільтрації пухлини СD20+ В-лімфоцитами. Окрім того, в II групі хворих спостерігали більш часте (2:8) формування лімфоїдних фолікулів у стромальній частині біоптату, що складалися переважно із CD20+ клітин. 
Результати дослідження експресії маркерів запалення, оксидативного стресу апоптозу, проліферації та клітинної адгезії в біоптатах пухлин, отриманих під час оперативного втручання, відображено в табл. 3.
Таблиця 3
Показники ступеня експресії досліджуваних ІГХ маркерів
у хворих на РСМ (напівкількісний метод) (M ±σ)
	Маркер
	I група

N =22
	II група 

N =22 
	Контроль

N =8

	ЦОГ-2
	1,6 ±0,89*
	1,6 ±1,01*
	0

	iNOS
	1,4 ±0,82†*
	1,0 ±0,87†*
	0

	eNOS
	1,2 ±0,67
	0,9 ±0,65
	1,4 ±0,51

	СD95
	1,2 ±0,43*
	1,1 ±0,29*
	1,8 ±0,46

	P53
	0,4 ±0,49*
	0,3 ±0,47*
	0

	Ki-67 (%)
	27,6 ±22,26*
	36,6 ±20,71*
	7,1 ±2,3

	bcl-2
	0,7 ±0,89
	0,6 ±0,73
	0,3 ±0,46

	Bax
	1,4 ±0,49*
	1,7 ±0,7
	2,4 ±0,74

	E-кадгерин
	0,7 ±0,84*
	0,6 ±0,66*
	1,6 ±0,52

	β-катенін
	2,1 ±0,68
	1,8 ±0,81*
	2,5 ±0,53


Примітки:
* p <0,001 – вірогідна відмінність від показників контрольної групи. 
† p <0,05 – вірогідна відмінність у групах порівняння.

У хворих на РСМ у І групі спостерігали експресію циклооксигенази 2-го типу (ЦОГ-2) в епітелії, яка поширювалась на стромальний компонент у ІІ групі за наявності запального процесу, але її інтенсивність не сягала вірогідної відмінності в досліджених групах (р >0,05). У тканині сечового міхура, отриманій при біопсії, у пацієнтів контрольної групи експресії ЦОГ-2 не виявлено.
Експресію iNOS виявлено в І та ІІ групах, у той час як в біоптатах контрольної групи пацієнтів даний маркер не виявлено. Встановлено вірогідно більший показник експресії iNOS у ІІ групі в присутності запального процесу в порівнянні з I групою (P <0,05). 
Таким чином, у хворих на РСМ виявлено підвищення експресії ЦОГ-2 та iNOS, що за даними  сучасних досліджень створює умови, сприятливі для подальшого розвитку пухлини. Експресія iNOS у пацієнтів з пухлинами сечового міхура вірогідно зростає на тлі запального процесу, що може свідчити на користь негативного впливу запалення на перебіг пухлинного процесу. 
У хворих І і II груп не виявлено вірогідних відмінностей показників експресії ІГХ маркерів СD95, P53, Ki-67, bcl-2, Bax, E-кадгерину і β-катеніну. У той же час в порівнянні  спостерігали  вірогідне  зниження  експресії  СD95,  Bax,  E-кадгерину, β-катеніну і підвищення експресії P53 і Ki-67 з контрольною групою, що свідчить про зниження апоптозу, міжклітинної адгезії і підвищення проліферації. Вказані ознаки є типовими для пухлинного процесу і відбивають патогенетичні особливості РСМ.

При дослідженні кореляцій вивчених показників встановлено зв’язки, що є підтвердженням впливу запального процесу на маркери клітинної активності і деякі клініко-патоморфологічні властивості пухлин. До цього типу належить виявлений у ІІ групі пацієнтів прямий зв’язок середньої сили експресії bcl-2 з експресією іNOS (R =0,57, p <0,01), eNOS (R =0,53, p <0,05), обернений зв’язок помірної сили E-кад-герину з ЦОГ-2 (R=-0,44, p <0,05), прямий зв’язок помірної сили експресії eNOS та наявності плоскоклітинної метаплазії (R =0,53, p <0,05). 

Відомо, що  пробіотики проявляють антагоністичний вплив на патогенні бактерії і є імуномодуляторами. Виявлені в експериментальній частині дослідження дані щодо протипухлинної активності пробіотика А-бактерину відкривають можливості застосування даних препаратів для лікування хронічної інфекції сечових шляхів з урахуванням протипухлинного ефекту у хворих на РСМ.  

У 35 хворих на поверхневий РСМ, яким виконували одноразову   інстиляцію  5 од  препарату   Лактобактерин  або  10 мл  препарату  А-бактерин, за 2 доби до оперативного втручання проводили бактеріологічне дослідження сечі до та через 1, 3, 6 та 24 години після інстиляції. Наявність бактеріурії встановлено у 30 хворих, з яких у 2 висіяні мікробні асоціації (E. faecalis + E. coli й E. faecalis + S. epidermidis), у 28 висіяні монокультури S. epidermidis 12 (34%),S. saprophyticus 4 (11%), P. aeruginosa 4, (11%) E. faecalis 4(11%), E. coli 4(11%), K. pneumoniae 1 (3%), C. freundii 1 (3%).
При вивченні антагоністичної активності А. viridans 167 in vitro встановлено, що з 32 ізольованих штамів  уропатогенів, ефективно пригнічувався зріст 27 (87%): величина зони пригнічення росту склала 16,5±3,9 мм (M±σ). Слабо чутливими до антагоністичної дії аерокока були 4 штама P. аeruginosa і один – E. faecalis, величина зони пригнічення росту склала 4,4±1,7 мм (M±σ).
Дослідження динаміки бактеріурії через 1, 3, 6 та 24 години після інстиляції пробіотиків у сечовий міхур показало наявність вірогідної відмінності як у групі пацієнтів, які отримували Лактобактерин   (χ2 =15,79, p <0,01),  так  і   у  групі,  яка  отримувала  А-бактерин (χ2 =19,22, p <0,001). При цьому бактеріурія максимально знижувалась в проміжку 3–6 годин.

Дослідження вмісту пробіотичних бактерій у сечі пацієнтів через 1, 3, 6 та 24 години після інстиляції показало вірогідне зниження їх вмісту як у групі, що отримувала   Лактобактерин   (χ2 =22,95 p <0,001),  так  і  у  групі,  що  отримувала А-бактерин (χ2 = 36,69, p <0,001), аж до повної елімінації до 24 годин (у 1 пацієнта, який отримував Лактобактерин (12,5%) та у 9 пацієнтів, які отримували А-бактерин (40,9%). 

Таким чином, внутрішньоміхурова інстиляція пробіотиків Лактобактерину та А-бактерину сприяє пригніченню уропатогенної мікрофлори у хворих на РСМ; у більшості пацієнтів мимовільна елімінація лактобактерій та аерококів відбувається протягом однієї доби, що свідчить про необхідність повторних введень препаратів для досягнення пролонгованого антагоністичного ефекту. 

Дослідження вмісту ІЛ-2 та ІЛ-6 в сечі 14 хворих віком 65,1±11,5 р. не виявлено вірогідних відмінностей вмісту ІЛ-2 та ІЛ-6 в сечі пацієнтів до та через 3, 6 та 24 години після інстиляції А-бактерину (p >0,05), що може свідчити про відсутність цитокінового ефекту, характерного для взаємодії бактеріального ліпополіцукриду з уротелієм й уротеліальними пухлинами. 
Вміст ФНП-альфа, ІФН-гамма та ІЛ-1 в сечі та сироватці крові досліджували у15 хворих віком 64,3±8,8 р. Встановлено, рівень ФНП-альфа в сечі (18,4 (17,0; 21,3) пг/мл) вірогідно (p <0,05) перевищував його вміст у крові (15,6 (14,9; 16,0) пг/мл). Через 24 години ФНП-альфа в сечі (21,4 (18,3; 23,9) пг/мл) вірогідно (p <0,05) перевищував його вміст в крові (15,7 (13,9; 24,6) пг/мл). Через 48 годин вміст ФНП-альфа (20,9 (18,6; 27,6) пг/мл) та ІЛ-1 (44,6 (27,7; 102,9) пг/мл) в сечі був вірогідно вище  вмісту  їх  у  крові  (14,5 (14,0; 15,0) пг/мл;  p <0,01  й  23,0  (21,7; 23,1) пг/мл; p <0,01).

Аналіз динаміки показників свідчить про вірогідне підвищення рівня ІЛ-1 в сечі через 48 годин після інстиляції А-бактерину (p <0,05). Рівні ФНП-альфа та ІФН-гамма в крові та сечі, й ІЛ-1 в крові – впродовж періоду спостереження вірогідно не змінювались(p >0,05). 
Результати імуногістохімічного дослідження 20 хворих на РСМ після одноразової інстиляції А-бактерину (І група) порівнювали з показниками, отриманими при дослідженні біоптатів 44 пацієнтів аналогічної вікової категорії з поверхневим перехідноклітинним раком сечового міхура помірного та високого рівня диференціювання, розділених на групи по 22 хворих відповідно до відсутності (ІІ група) та наявності (ІІІ група) супутньої ІСШ. Контрольна група (IV) представлена 8 хворими на доброякісну гіперплазію передміхурової залози, у яких біоптати отримано під час трансуретральної резекції передміхурової залози з ділянки шийки сечового міхура.

Результати порівняння вмісту в тканини пухлини СD3+, СD4+, CD8+, СD20+, СD68+ імунокомпетентних клітин відображено в табл. 4. 
Таблиця 4
Показники інфільтрації пухлини імунними клітинами у хворих на РСМ (напівкількісний метод) (М±σ)

	Показники
	I група

(аерококи)

(n =20)
	II група

(без запалення)

(n =22)
	III група

(із запаленням)

(n =22)

	Вік
	59,5 ±8,9
	61,7 ±10,7
	64,2 ±9,4

	СD3+
	1,4 ±0,6*
	1,7 ±0,5*
	1,7 ±0,7

	СD4+
	1,3 ±0,6
	1,3 ±0,9
	1,2 ±0,7

	CD8+
	1,0 ±0,8
	0,8 ±0,7
	0,8 ±0,8

	СD20+
	0,8 ±0,6†
	1,2 ±1,0
	1,8 ±0,7†

	СD68+
	0,8 ±0,5*†
	1,3 ±0,6*
	1,4 ±0,5†

	Інтенсивність інфільтрації
	2,9 ±1,2*†
	4,2 ±1,3*
	4,8 ±1,4†


Примітки:

* p <0,05 – вірогідна відмінність показників у І та ІІ групах.
† p<0,05 – вірогідна відмінність показників у І та ІІІ групах.
Характер змін порівнювали з показниками, отриманими в контрольній групі (IV), в якій були виявилені поодинокі СD3+ лімфоцити й СD68+ макрофаги в уротелії та базальній мембрані. 

У І, ІІ та ІІІ групах виявлено наявність від незначної до вираженої інфільтрації пухлини СD3+, СD4+, CD8+, СD20+ й СD68+, інтенсивність якої вірогідно відрізнялася від показників у контрольній групі.

Згідно з отриманими даними, у групі пацієнтів, що одержували одноразово інстиляцію  А-бактерину,  спостерігався  вірогідно  більш  низький  показник імуно-
клітинної інфільтрації – 2,9 ±1,2 в порівнянні з ІІ (4,2 ±1,3) та III (4,8 ±1,4) групами – (p <0,01 і p <0,001 відповідно). Не виявилено вірогідних відмінностей показників інтенсивності ІГХ забарвлення СD4+, CD8+ та СD20+ в біоптатах І групи пацієнтів у порівнянні з ІІ групою та СD3+, СD4+, CD8+ – в порівнянні з ІІІ групою.

У групі пацієнтів без супутньої ІСШ (ІІ) спостерігалося вірогідно більш інтенсивне ІГХ забарвлення СD3+ (1,7 ±0,5) й СD68+ (1,3 ±0,6) клітин у порівнянні з пацієнтами, які отримували А-бактерин – 1,4 ±0,6 й 0,8 ±0,5 відповідно (p <0,05).

У групі пацієнтів із супутньою сечовою інфекцією (ІІІ) спостерігалося вірогідно більш інтенсивне ІГХ забарвлення СD20+ (1,8 ±0,7) й СD68+ (1,4 ±0,5) клітин у порівнянні з пацієнтами, які отримували А-бактерин – 0,8 ±0,6 й 0,8 ±0,5 відповідно (p <0,001 й p <0,01). Відомо, що інтенсивність інфільтрації пухлини сечового міхура макрофагами корелює з негативним прогнозом захворювання. У зв’язку з цим, зниження інфільтрації макрофагами пухлини може бути розглянуто як можливий елемент механізму протипухлинної дії А-бактерину.

При порівнянні досліджених показників в І, II і III групах не вдалося встановити  вірогідної  відмінності експресії ІГХ маркерів СD95, р53, Кі-67, bcl-2 , Е-кадгерину, β-катеніну, ЦОГ-2 та eNOS. 

Показник експресії Bax в біоптатах І групи пацієнтів (1,2 ±0,62) був вірогідно нижчим (P <0,05) у порівнянні з контрольною групою (2,38 ±0,74) та з ІІІ групою (1,73 ±0,7). Додаткове розділення І групи на підгрупи показало, що вірогідність відмінності обумовлена низьким показником експресії Bax у підгрупі хворих зі супутньою інфекцією сечових шляхів (1,1 ±0,57).  Експресія iNOS, виявлена в І групі (1,4 ±0,82), була вірогідно нижчою у порівнянні з ІІІ групою (1,95 ±0,57), у той же час, у порівнянні з даними ІІ групи (1,0 ±0,87), вірогідних відмінностей не виявлено. 

Таким чином, отримані дані свідчать про вірогідно більш низький рівень експресії iNOS в І групі в порівнянні з ІІІ та більш високий у порівнянні з ІІ, можуть свідчити про здатність А-бактерину до стимуляції експресії iNOS уротелієм при відсутності супутнього запального процесу, в той час як за його наявності спостерігається пригнічення експресії iNOS.

При дослідженні кореляцій знайдено зв’язки, що є підтвердженням впливу запального процесу на означені маркери. До цього типу можна віднести наявність прямого сильного зв’язку експресії iNOS і Ki-67 (R =0,73, p<0,001), p53 (R =0,71, p<0,001), а також прямого помірного зв’язку експресії bcl-2 з iNOS (R =0,55, p<0,05) і Ki-67 з ЦОГ-2 (R =0,45, p<0,05), що може свідчити на користь негативного впливу запалення на перебіг пухлинного процесу.

Обстежені 190 хворих, оперованих з приводу поверхневого РСМ. У 138 (72,6%) хворих виявлена 1 пухлина, у 25 (13,2%) –2, у 14 (7,4%) – 3–7, більше 7 – у 13 (6,8%). Максимальний діаметр виявлених пухлин склав від 2 до 50 мм (середній діаметр 20,1 ± 11,1 ). 159 (83,6%) пацієнтам виконано ТУР сечового міхура, 25 (13,2%) – відкрита резекція сечового міхура, 6 (3,2%) – резекція сечового міхура з уретероцистонеостомією.

Ад'ювантну терапію проводили 24 (12,6%) пацієнтам, із них 19 (10,0%) виконана одноразова післяопераційна інстиляція, 4 (2,1%) – повторні інстиляції доксорубіцину, 1 (0,5%) – системна хіміотерапія. У 51 (26,8%) з них додатково до стандартного лікування проводили одноразову внутрішньоміхурову інстиляцію А-бактерину.
Рецидиви пухлини спостерігали у 59 (31,0%) осіб, середній час спостереження яких склав 14,7 (1–50 міс.), середній час спостереження пацієнтів без рецидиву – 43,7 (28–73 міс.).

Для створення математичних правил прогнозування рецидиву використовувалися логістична регресія і метод опорних векторів. До аналізу даних включені такі незалежні змінні, як вік, стать, кількість рецидивів у анамнезі, кількість пухлин, кількість виявлених пухлин, їх максимальний діаметр, рівень диференціювання, ступінь бактеріурії, проведення стандартної внутрішньоміхурової терапії, внутрішньоміхурова інстиляція пробіотика А-бактерину. Для кожної з розглянутих задач серед усіх незалежних змінних були обрані змінні 
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, відповідні параметрам «кількість рецидивів до операції», «кількість пухлин», «максимальний розмір пухлини», «рівень диференціювання» і «ступінь бактеріурії», які дозволяють отримати найкращі результати класифікації.

Для групи хворих на поверхневий РСМ (96 пацієнтів), рівняння логістичної регресії  прийняло вигляд:
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 – кількість пухлин, максимальний діаметр пухлини, ступінь бактеріурії. Площа під ROC-кривою: AUC = 0.82. (рис.2).
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Рис.2. ROC-крива для прогнозування рецидиву в групі хворих  на 
поверхневий РСМ.
Дане правило забезпечує при порогах відсічення (Y) 0,018, 0,264 і 0,688  специфічність 6 з 60, 42 з 60 і 57 з 60 правильно класифікованих пацієнтів без рецидивів  відповідно; і  чутливість 36 з 36,  33 з 36 і 15 з 36 правильно класифікованих пацієнтів із рецидивами).

Для групи хворих на поверхневий РСМ (36 пацієнтів), яким вводився пробіотик А-бактерин, рівняння логістичної регресії має вигляд:
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– максимальний діаметр пухлини.

Площа під ROC-кривою: AUC = 0.8. (рис.3).

Це правило забезпечує при порогах відсічення (Y) 0,114, 0,183 і 0,408  специфічність 14 з 29, 23 з 29 і 26 з 29  правильно класифікованих пацієнтів без  рецидивів  відповідно; і  чутливість 7 з 7, 5 з 7 і 4 з 7 правильно класифікованих пацієнтів із рецидивами).

Для підтвердження отриманих правил була проведена класифікація з використанням методу опорних векторів – одного з найбільш поширених серед використовуваних для вирішення задач класифікації. Отримана на основі методу опорних векторів класифікація урологічних пацієнтів з урахуванням можливого рецидиву збіглася за своїми характеристиками і набором незалежних змінних із результатами логістичної регресії.

Таким чином, згідно з отриманими даними слід відзначити відмінність прогностичних правил при використанні внутрішньоміхурових інстиляцій   Aerococcus viridans 167,  що  свідчить про  необхідність  врахування при
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Рис.3. ROC- крива для прогнозування рецидиву в групі хворих з на 
поверхневий РСМ на тлі використання А-бактерину

прогнозуванні особливостей проведеного лікування.

Отримані результати клінічних досліджень, на підставі  яких пропонуються статистичні моделі прогнозування ризику рецидиву поверхневого РСМ, в подальшому імплементуються в інформаційну систему бази пацієнтів, яка розширюється при їх  подальшому  спостереженні. 

ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі наведено теоретичне узагальнення та нове  вирішення наукової проблеми, яка полягає у визначенні негативного впливу запального процесу на клінічний перебіг, частоту рецидивів і прогресію поверхневого  раку  сечового  міхура  шляхом  вивчення змін локального імунітету та клітинних маркерів проліферації, апоптозу, клітинної адгезії і запалення, що дозволяє підвищити ефективність діагностики і лікування хворих на поверхневий рак сечового міхура та має суттєве значення для урології. 

1. Встановлено, що 51,4% хворих на поверхневий рак сечового  міхура страждають супутньою інфекцією сечових шляхів, серед збудників якої  переважає Escherichia coli (32,5%).

2. Доведено що, наявність супутньої інфекції сечових шляхів у хворих на рак сечового міхура є незалежним фактором ризику рецидивів (співвідношення  ризиків =1,88 (95% довірчий інтервал (1,24 – 2,85), p<0,001 і співвідношення  ризиків =1,91 (95% довірчий інтервал (1,24 – 2,93), p<0,001 за результатами одно- і багатофакторного аналізу відповідно). 

3. Встановлено, що при цитологічному дослідженні сечі відносний ризик помилкового діагнозу при наявності інфекції сечового  міхура становить 2,39 з 0,95% довірчим інтервалом [1,41; 4,09]. Наявність цитологічних ознак помірно- та низькодиференційованого раку або відсутність інфекції підвищує можливість правильного діагнозу в 11 разів (11,05 з 95% довірчим інтервалом [4,64; 26,30]).

4. В експерименті на щурах виявлено найбільш частий (76%) розвиток РСМ з  випадками мультицентричного росту і плоскоклітинної метаплазії в групі тварин, у яких внутрішньоміхурову інстиляцію канцерогену N-нітрозо-N-метилсечовини здійснювали на тлі моделювання бактеріального циститу, що може свідчити про важливу роль хронічного запалення сечового міхура у виникненні РСМ при  впливі канцерогенного фактора.
5. У групі тварин, у яких внутрішньоміхурову інстиляцію канцерогену N-нітрозо-N-метилсечовини здійснювали на тлі введення в сечовий міхур Аerococcus viridans 167, у 20% випадків виявлені поодинокі осередки поверхневого перехідноклітинного раку, що може свідчити про протективну дію даного пробіотика. 
6. Встановлено in vitro, що штам бактерій Aerococcus viridans 167 має цитотоксичну активність відносно культур пухлинних клітин РСМ людини. Зокрема, клітини ліній RT-4 і Tcc-Sup відрізняються особливо високою чутливістю до цитопатологічної дії  A.viridans 167, що значно перевищує таку у  клітин  раку  легенів (лінія А-549),  хронічної  мієлогенної  лейкемії  (лінія K-562), раку передміхурової залози (лінія DU145), і може вказувати на тканинноспецифічну активність пробіотика.

7. Встановлено, що запалення на тлі пухлин сечового міхура супроводжується накопиченням В-лімфоцитів, підвищенням рівня індуцибельної NO синтази в тканині пухлини, ІЛ-6 та інтерферону-гамма в сечі, що є факторами ризику рецидиву і прогресії РСМ. У біоптатах пухлинної тканини пацієнтів із поверхневим раком сечового міхура встановлено статистично вірогідне підвищення   маркерів   Ki-67,  p53,   та  зниження  СD95,  Bax,  E-кадгерину,  β-катеніну в порівнянні з контрольною групою, що свідчить про підвищення проліферації, зниження активності апоптозу та адгезивних властивостей уротелію.
8. Клінічно встановлено, що внутрішньоміхурове введення пробіотиків, які  містять лактобактерії або Aerococcus viridans 167, сприяє пригніченню уропатогенної мікрофлори у хворих на рак сечового міхура через 3 години після інстиляції. 
9. Клінічно визначено, що після інстиляції пробіотика Aerococcus viridans 167 у сечовий міхур у хворих на РСМ спостерігається збільшення вмісту ІЛ-1 в сечі, зменшення імуноклітинної інфільтрації уротелію макрофагами СD68+ і В-лімфоцитами СD20+, підвищення експресії iNOS при відсутності інфекції та зниження експресії iNOS за її наявності. 
10. Розроблені статистичні моделі для поєднання клінічних параметрів (кількість пухлин, максимальний розмір пухлини, ступень бактеріурії), які підвищують ефективність прогнозу рецидивів поверхневого РСМ до 91% при специфічності 70% (поріг відсічення 0.264). 
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. З метою запобігання негативного впливу інфекції сечових шляхів на перебіг захворювання, до схеми диспансерного нагляду за хворими, які оперовані з приводу поверхневого раку сечового міхура, рекомендується додати проведення бактеріологічного дослідження сечі для своєчасної ії діагностики і лікування. 

2. У хворих на рак сечового міхура, після радикальної ТУР, виявлені в краях резекції комплекси клітин у просвітах судин, рекомендується використання іммуногістологічного дослідження з використанням моноклональних антитіл до панцитокератинів (клон АЕ1/АЕ3), СD34 (клон QBEnd 10). Підтвердження епітеліальної природи клітин слід розглядати як фактор ризику рецидиву пухлини  що  є  показанням  для ад’ювантної терапії (повторної резекції чи місцевої терпії). 
3. У хворих на рак сечового міхура, ускладнений сечовою  інфекцією, рекомендується використання внутрішньоміхурових інстиляцій пробіотичного препарата А-бактерину у дозі 108 бактерій/мл/добу, як доповнення до стандартного лікування. Повторні введення слід здійснювати не рідше одного разу на добу в зв’язку із особливостями природної елімінації. 
4. Рекомендується розширене дослідження можливостей використання пробіотика А-бактерину для інстиляцій сечового міхура у хворих на рак сечового міхура  у віддаленому післяопераційному періоді, як фактора, що сприяє зниженню інтенсивності хронічного запалення і модуляції захисних механізмів, що в свою чергу знижує ризик рецидивів.

5. При спостереженні хворих після оперативного втручання з приводу перехідноклітинної папіломи, високодиференційованого перехідноклітинного і неперехідноклітинного раку, а також з супутньою інфекцією сечових шляхів цитологічне дослідження є недостатньо чутливим методом діагностики і потребує доповнення додатковими  діагностичними методами. 

6. З метою прогнозування рецидиву раку поверхневого раку сечового міхура і індивідуального підходу до спостереження після оперативного втручання рекомендується використання статистичних моделей, розроблених у дослідженні на ґрунті аналізу таких показників, як, кількість пухлин, максимальний розмір пухлини, і ступінь бактеріурії. 
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Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора медичних наук за спеціальністю 14.01.06 – урологія. –  ДУ «Інститут урології НАМН України», Київ, 2015.

Метою дисертації є підвищення ефективності діагностики, лікування і прогнозування поверхневого раку сечового міхура з урахуванням впливу запального процесу на його клінічний перебіг і обґрунтуванням можливості використання пробіотиків для профілактики рецидивів.
На підставі дослідження 724 хворих з перехідноклітинними пухлинами сечового міхура виявлено негативний вплив хронічної інфекції нижніх сечових шляхів на клінічний перебіг раку сечового міхура. В експерименті на щурах показано, що цистит сприяє розвитку хімічно індукованого раку сечового  міхура, в той час як внутрішньоміхурове введення пробіотичного штаму Aerococcus viridans 167 зумовлює протективний ефект. У дослідженні на  культурах клітин  раку сечового  міхура (лінії Rt-4, Tcc-sup) встановлено  протипухлинну дію аерококів. 

Визначені зміни показників локального імунітету та клітинних маркерів апоптозу, проліферації, клітинної адгезії в тканині  пухлини у хворих на рак сечового  міхура, що  перебігає на тлі інфекції  сечових  шляхів. Встановлено антагоністичний вплив на патогенні бактерії та імуномоделюючий ефект пробіотика Aerococcus viridans 167 .
Створено діагностичний алгоритм і статистичні  моделі з урахуванням клініко-морфологічних параметрів (ступень диференціювання, кількість пухлин, максимальний розмір пухлини, ступінь бактеріурії), які дозволяють підвищити ефективність цитологічної  діагностики і прогнозу рецидивів поверхневого раку сечового міхура.

Ключові слова: рак  сечового  міхура, інфекція  сечових шляхів, рецидив, пробіотики, профілактика.  
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Диссертация на соискание ученой степени доктора медицинских наук по специальности 14.01.06 – урология. – ГУ «Институт урологии НАМН Украины», Киев, 2015.

Целью диссертации является повышение эффективности диагностики, лечения и прогнозирования поверхностного рака мочевого пузыря с учетом влияния воспалительного процесса на его клиническое течение и обоснованием возможности использования пробиотиков для профилактики рецидивов.

На основании исследования 724 больных с переходноклеточными опухолями мочевого пузыря установлено, что около половины пациентов (51,4%) страдают сопутствующей инфекцией мочевых путей, среди возбудителей которой преобладает Escherichia coli (32,5%). Установлено, что наличие сопутствующей инфекции мочевых путей у больных с опухолями мочевого пузыря является независимым фактором риска рецидивов (CР = 1,88 (95% ДИ 1,24-2,85), p <0,001 и СР = 1,91 ( 95% ДИ 1,24-2,93), p <0,001 по результатам одно- и многофакторного анализа соответственно). 

При исследовании влияния инфекции мочевых путей на чувствительность цитологического исследования мочи установлено, что относительный риск ошибочного диагноза при наличии инфекции нижних мочевых путей составляет 2,39 с 0,95% ДИ [1,41; 4,09]. Наличие цитологических признаков умеренно- и низкодифференцированного рака или отсутствие инфекции повышает возможность правильного диагноза в 11 раз (11,05 с 95% ДИ [4,64; 26,30]). В остальных  случаях необходимо использовать дополнительные уточняющие методы диагностики.

С целью исследования влияния инфекции мочевых путей на опухолевый процесс проведен эксперимент на 46 крысах линии  Wistar. Выявлено наиболее частое (76%) развитие рака мочевого пузыря в группе животных, у которых внутрипузырную инстилляцию канцерогена N-нитрозо-N-метилмочевины осуществляли на фоне моделирования бактериального хронического цистита, что свидетельствует о предрасполагающем эффекте хронического воспаления мочевого пузыря в возникновении рака мочевого пузыря при воздействии канцерогенного фактора.

В  группе  животных,  у  которых   внутрипузырное   введение  канцерогена  N-нитрозо-N-метилмочевины осуществляли на фоне введения в мочевой пузырь Аerococcus viridans 167, обнаружены поверхностные и единичные минимально выраженные изменения (20%), что может свидетельствовать о протективном действии данного штамма-пробиотика. 
Для определения характера реакции слизистой мочевого пузыря на A. viridans 167 в сравнении с уропатогенным штаммом кишечной палочки проведен эксперимент на 39 крысах линии  Wistar. Установлено, при однократном введении в мочевой пузырь  Е. coli наблюдается более ранняя (на 3-е сутки) и интенсивная воспалительная реакция с преобладанием лимфоцитарного компонента со стороны слизистой оболочки мочевого пузыря, которая  отличается длительной персистенцией, в то время как контакт A. viridans 167 со слизистой мочевого пузыря обеспечивает более позднее (на 7-е сутки) умеренное, равномерное увеличение лимфоцитарного, нейтрофильного и плазмоцитарного компонента со снижением до минимального уровня на 14-е сутки.

Установлено in vitro, что штамм бактерий A. viridans 167 обладает цитотоксической активностью в отношении культур опухолевых клеток рака мочевого пузыря человека. В частности, клетки линий RT-4 и Tcc-Sup отличаются особенно высокой чувствительностью к цитопатологическому действию A.viridans 167, что значительно превышает таковую у клеток рака легких (линия А-549), хронической миелогенной лейкемии (линия K-562), рака предстательной железы (линия DU145), и может указывать на тканеспецифическую активность пробиотика. Морфологические исследования показали, что гибель клеток при воздействии Aerococcus viridans 167 происходит через механизм некроза. С целью оценки характера воздействия сопутствующего воспалительного процесса на ткань опухоли проведено исследование показателей местного иммунитета и клеточных маркеров апоптоза, пролиферации, клеточной адгезии и воспаления.

В результате  изучения  экспрессии в срезах ткани опухоли СD3 +, СD4 +, CD8 +, СD20 +, СD68 + иммуннокомпетентных клеток установлено, что большая часть лимфоцитов и макрофагов (100 и 78,7 % соответственно), инфильтрующих опухоль, локализовалась в строме, окружая островки опухолевых клеток. В эпителиальном компоненте опухоли CD68 + макрофаги составляли наибольшую популяцию. 
Установлено, что воспаление на фоне опухолей мочевого пузыря сопровождается накоплением В-лимфоцитов, ИЛ-6 и интерферона-гамма в моче, которые являются факторами риска рецидива и прогрессии рака мочевого пузыря. Выявленное повышение экспрессии циклооксигеназы 2-го типа (ЦОГ-2) и индуцибельной NO синтазы (іNOS), в ткани опухоли по данным современных исследований создает условия, благоприятные для дальнейшего развития опухоли. Экспрессия iNOS у пациентов с опухолями мочевого пузыря достоверно возрастает на фоне воспалительного процесса, который может свидетельствовать в пользу негативного влияния воспаления на течение опухолевого процесса. При исследовании корреляций изученных показателей у пациентов  с  сопутствующей инфекцией  мочевых путей установлена прямая связь средней силы экспрессии bcl-2 и NOS (R = 0,57, p <0,01), eNOS (R = 0,53, p <0,05) , обратная связь умеренной силы экспрессии E-кадгерина и ЦОГ-2 (R = -0,44, p <0,05), прямая связь умеренной силы экспрессии eNOS и наличия плоскоклеточной метаплазии (R = 0,53, p < 0,05), что также связано с негативным  влиянием  воспаления на  опухолевый процесс.

Внутрипузырное введение пробиотиков, содержащих лактобактерии или Aerococcus viridans 167, способствует подавлению уропатогенной микрофлоры у больных раком мочевого пузыря. Кроме того, определено, что инстилляция пробиотика Aerococcus viridans 167 в мочевой пузырь у больных раком мочевого пузыря приводит к увеличению содержания ИЛ-1 в моче, снижает иммуноклеточную инфильтрацию уротелия макрофагами СD68+ и В-лимфоцитами СD20+, способствует повышению экспрессии iNOS при отсутствии инфекции и снижения экспрессии iNOS при ее наличии.

Разработаны диагностический алгоритм и статистические модели с учетом клинико-морфологических параметров (уровень дифференцировки, количество опухолей, максимальный размер опухоли, степень бактериурии), которые позволяют повысить эффективность цитологической диагностики и прогноза рецидивов поверхностного рака мочевого пузыря.

Ключевые слова: рак мочевого пузыря, инфекция мочевых путей, рецидив, пробиотики, профилактика.
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The aim of the dissertation is to improve the diagnosis, treatment and prediction of superficial bladder cancer in view of influence of inflammation on its clinical course and justify the possibility of using of probiotics to prevent tumor recurrences.

The study of 724 patients with bladder tumors revealed a negative effect of chronic lower urinary tract infections on the clinical course of the bladder cancer. In experiment on rats it was shown that chronic cystitis promotes chemically induced bladder cancer, while bladder instillation of probiotic strain Aerococcus viridans 167 has protective effect. The research on cell cultures of bladder cancer (Rt- 4, Tcc-sup) established antitumor activity of aerococci.

The changes in indicators of local immunity and cellular markers of apoptosis, proliferation, cell adhesion in tumor tissue in patients with bladder cancer on the background of urinary tract infections were found. Antagonistic effects on pathogenic bacteria and immune-modulating effect of probiotic Aerococcus viridans 167 revealed.

A diagnostic algorithm and statistical models based on clinical and morphological parameters (degree of differentiation, number of tumors, maximal tumor size, degree of bacteriuria) that allow increasing the effectiveness of cytological diagnosis and prognosis of recurrence of superficial bladder cancer developed.

Keywords: bladder cancer, urinary tract infection, relapse, probiotics, prophylaxis.
ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

ВПКР – високодиференційований перехідноклітинний рак 

ІГХ – імуногістохімічний  

ІЛ – інтерлейкін

ІСШ – інфекція сечових шляхів 

ІФН – інтерферон
КУО – колонієутворююча одиниця 

НMС – N-нітрозо-N-метилсечовина

ПКП – перехідноклітинна папілома 

РСМ – рак сечового міхура 

ТУР – трансуретральна резекція 

ФНП – фактор некрозу пухлини 

ЦОГ-2 – циклооксигеназа 2-го типу 
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