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Общая характеристика диссертации

Актуальность проблемы. Немелкоклеточный рак легкого (НМРЛ) — наиболее частое злокачественное новообразование у мужчин, в последние годы оно все чаще выявляется и у женщин. Соотношение заболевших мужчин и женщин изменилось с 3,6:1,0 в 1975 г. до 1,6:1,0 в 1999 г. [J.B. Fu (2003), T.Y. Kau (2004), R.K. Severson and G.P. Kalemkerian (2004)]. Это связывают, в первую очередь, с увеличением количества курящих женщин [Patel J.D., Bach P.B. (2004), Belani Ch. P., (2007)]. У некурящих женщин, больных РЛ, выживаемость выше, чем у тех, кто курит, тогда, как у мужчин такого различия не отмечается (Jennifer B. Fu, T. Ying Kau, 2005). Имеющиеся данные указывают на различие факторов риска заболевания раком легкого и прогноза его течения в зависимости от пола пациента (Schiller J., Socinski M., 2006). 
Несомненно, что гендерные, клинико-морфологические и другие особенности НМРЛ оказывают влияние на возможность и результаты хирургического лечения. Так, у женщин чаще выявляется периферический рак, преимущественно железистого строения, что приводит к большей частоте выполнения у них органосохранных операций [Таболиновский Н.Г. (1980), Вагнер Р.И.(1987), Волков С.М. (2005), Boffetta Z.G.1998. Toh H.J. 2003, Dougherty et al 2006].

В последние годы стало очевидным, что возникновение и прогрессия опухоли во многом связаны со структурными особенностями клеточного генома и его мутациями (Зборовская И.Б. 2003; Fontani G. et al., 1995; J.L. Turgeon, D.P. McDonnell, K.A. Martin, 2004). Все большее значение для прогноза клинического течения НМРЛ приобретает определение молекулярно-биологических маркеров, характеризующих опухоль. Среди этих маркеров выделяют эстрогеновые рецепторы бетта (Erβ) и гликопротеин (Pgp) из семейства АВС-транспортеров. 
Таким образом, половые различия, биологические и клинико-морфологические особенности дают основание считать рак легкого у женщин заболеванием, подлежащим самостоятельному рассмотрению.
Цель исследования 
Совершенствование индивидуального прогнозирования и лечения немелкоклеточного рака легкого у женщин на основе изучения клинико-морфологических и молекулярно-генетических особенностей опухоли.

Задачи исследования:

1. Изучение особенностей клинического течения и регионарного метастазирования рака легкого у женщин.

2. Проведение сравнительного анализа морфологических и клинико-анатомических характеристик рака легкого у женщин и мужчин.

3. Изучение статуса эстрогеновых рецепторов β в клетках рака легкого различных гистологических вариантов с выделением групп больных для возможного адъювантного  лечения антиэстрогенами. 

4. Исследование экспрессии маркера множественной лекарственной резистентности Pgp в клетках немелкоклеточного рака и окружающей нормальной ткани легкого у мужчин и женщин. 

5. Проведение сравнения отдаленных результатов хирургического лечения рака легкого у женщин и мужчин в зависимости от распространенности опухолевого процесса, морфологических и клинико-анатомических прогностических факторов. 

Научная новизна

На большом клиническом материале изучены особенности клинического течения и регионарного метастазирования, а также отдаленные результаты хирургического лечения рака легкого у женщин по сравнению с мужчинами в зависимости от распространенности первичной опухоли, ее гистологической структуры, и других клинико-морфологических характеристик. 
Оценены прогностически важные клинико-морфологические факторы, влияющие на результаты радикального хирургического лечения. 
Изучены ближайшие и отдаленные результаты хирургического лечения в зависимости от объема операции при сравнимой распространенности заболевания у мужчин и женщин. 
Исследована экспрессии маркера множественной лекарственной резистентности Pgp в клетках немелкоклеточного рака и окружающей нормальной ткани легкого у мужчин и женщин: показано, что частота экспрессии маркера множественной лекарственной резистентности Pgp у мужчин выше, что может отчасти объяснить меньшую эффективность химиотерапии у мужчин по сравнению с женщинами. Уровень экспрессии Pgp является фактором прогноза НМРЛ.
Изучена частота экспрессии эстрогеновых рецепторов β в нормальных и опухолевых клетках больных немелкоклеточным раком легкого в зависимости от пола: показано, что экспрессия Erβ является прогностическим фактором. 

Научно-практическая значимость
1. Полученные данные о частоте и локализации регионарного лимфогенного метастазирования обосновывают применение операции с обязательной медиастинальной лимфодиссекцией, как стандарта радикального хирургического лечения рака легкого у женщин.
2. Исследование экспрессии Erβ в клетках опухоли и выявление ее высокого уровня позволяет использовать эти данные в индивидуальном прогнозировании течения заболевания и обосновать дополнительную антиэстрогеновую терапию. 

3. Внедрение результатов исследования в клиническую практику позволит улучшить непосредственные и отдаленные результаты хирургического лечения больных раком легкого. 

База проведения научного исследования
Российский онкологический научный центр им. Н.Н. Блохина РАМН.
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Объем и структура диссертации

Диссертация изложена на 154 страницах машинописного текста, состоит из введения, главы «Обзор литературы», четырех глав собственных исследований, заключения, выводов,  списка литературы. Диссертация иллюстрирована 70 таблицами и 44 рисунками. Список литературы содержит указание на 13 работ отечественных и 111 — зарубежных авторов. 
Содержание работы
Материалы и методы исследования

Изучен клинический материал хирургического торакального отделения РОНЦ им. Н.Н. Блохина РАМН с 1980 по 2006 г., включающий 2 343 больных с морфологически верифицированным диагнозом немелкоклеточного рака легкого. Женщин было 310, что составило 13,2%, соотношение мужчин и женщин в общей группе составило 7,5:1. Проведен сравнительный анализ клинико-морфологических характеристик рака легкого, особенностей локализации и клинико-анатомической формы опухоли, лимфогенного метастазирования, методов лечения, непосредственных и отдаленных результатов в группах оперированных женщин и мужчин.
Клинико-анатомические формы опухолей установлены на основании результатов клинического обследования. Морфологические формы опухолей определены по «Международной классификации онкологических болезней; МКБ-О» (ВОЗ, 1995 г.). Стадии определены по действующей в РФ классификации TNM VI пересмотра (1997 г.). Данные о лимфогенном регионарном метастазировании получены во время интраоперационной ревизии и гистологическом исследовании удаленного препарата.
Для оценки молекулярно-биологических особенностей НМРЛ у 32 больных исследованы рецепторы эстрогена Erβ в опухолевой и нормальной легочной ткани. Изучение экспрессии маркера множественной лекарственной резистентности Pgp проведено на образцах тканей 37 больных НМРЛ и 33 пациентов с метастатическим поражением легких опухолями внелегочной локализации.

При изучении экспрессии Erβ методом цитофлуоресценции, в качестве культуры сравнения брали клетки рака молочной железы человека линии MCF-7 с высоким уровнем экспрессии Erβ. Для культивирования клеток использована питательная среда RPMI-1640 (ПанЭко, Россия) и эмбриональная бычья сыворотка (Sigma). Для специфического окрашивания клеток на Erβ применены мышиные моноклональные антитела (Abcam, клон 14C8), которые характеризуются специфичностью к N-терминальному домену белка Erβ человека. В качестве изотипического контроля использованы мышиные моноклональные антитела IgG2а (Abcam, клон MG2a-53) в эквивалентных специфическим антителам концентрациях. В качестве вторичных антител использованы мышиные поликлональные антитела, меченые FITC (Sigma, F2772). 
При исследовании экспрессии белков Pgp, в качестве культуры сравнения использованы клетки Т-лимфобластного лейкоза человека линии Jurkat с высоким уровнем экспрессии Pgp. Для культивирования клеток применена питательная среда RPMI-1640 (ПанЭко) и эмбриональная бычья сыворотка (Sigma). Специфическое окрашивание клеток на Pgp проведено при помощи первичных моноклональных антител к внешнему эпитопу Pgp человека, клон 4E3 (Abcam). Для изотипического контроля применяли мышиный IgG2a (Abcam). 

Измерение внутриклеточной флуоресценции проводили на проточном цитофлуориметре FACSCalibur (Becton Dickinson). Методика разработана и запатентована в лаборатории медицинской химии РОНЦ им. Н.Н.Блохина РАМН [107].
Статистический анализ результатов проводили с помощью программы «STATISTICA v.6». Для определения статистической достоверности различий количественных параметров между сравниваемыми группами использовался критерий Стьюдента (t). Для сравнении качественных признаков использовались непараметрические критерии (2 с поправкой Йейтса на непрерывность и двусторонний вариант точного критерия Фишера Р (при значениях ожидаемых чисел меньше 5). 95% доверительный интервал (ДИ95) для доли определен на основе биноминального распределения. 

Для оценки различий количественных данных между попарно сравниваемыми группами по параметрам специфической флуоресценции использовался U-критерий Манна—Уитни, так как в большинстве случаев группы сравнения насчитывали менее 20 пациентов. 

Для сравнения кривых выживаемости, рассчитанных по методу Kaplan—Meier, использовали критерий Gehan—Wilcoxon. Уровень значимости критерия (максимальная приемлемая вероятность ошибки I типа) α нами был принят 0,05 (5%). 

Результаты собственных исследований
Гендерные различия клинико-морфологических характеристик НМРЛ

Возраст женщин колебался от 25 до 80 лет (57,3±10,2); мужчин — от 24 до 79 (56,6±7,7), разница статистически не значима (t=1,35, p=0,1).

При разделении больных на возрастные группы мы основывались на общепринятых периодах жизни женщин: репродуктивный период (до 45 лет), климактерический период (45-55 лет) и постменопаузальный период (старше 55 лет). Такое деление преследовало цель выявить клинико-морфологические и прогностические особенности рака легкого у женщин в зависимости от гормонального статуса организма. 
Доля молодых женщин в своей группе составила 11,9%, тогда как доля молодых мужчин — только 6,5% (p=0,01). В группе больных до 45 лет, соотношение мужчин и женщин составило 3,6:1, а в старшей возрастной группе — 6,2:1 соответственно. 

Распределение пациентов по возрасту в сравниваемых группах представлено на рис. 1. 
Периферический рак выявлен у 38% мужчин, и 79,7% женщин. Центральный рак диагностирован у 1255 (61,7%) мужчин, и у 66 женщин (21,3%). Соотношение периферического и центрального рака у мужчин составило 2:1, у женщин — 4:1. 
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Рис. 1. Распределение больных по возрасту в зависимости от пола 

Распределение больных по гистологическим формам рака легкого значительно отличалось в группах мужчин и женщин (табл. 1). 
Таблица 1

Распределение по гистологических форм рака легкого в зависимости от пола
	Структура опухоли
	ПОЛ
	р

	
	мужчины
	женщины 
	

	Плоскоклеточный рак
	1548 (76,1%)
	69 (22,3%)
	< 0,0001

	Аденокарцинома
	380 (18,7%)
	201 (64,8%)
	< 0,0001

	БАР
	22 (1,1%)
	28 (9,0%)
	< 0,0001

	Крупноклеточный рак
	35 (1,7%)
	0 
	=0,02

	Диморфный рак
	34 (1,7%)
	7 (2,3%)
	> 0,5

	Другие
	14 (0,7%)
	5 (1,6%)
	> 0,4

	Всего
	2033 (100%)
	310 (100%)
	2343 (100%)


Так, у женщин достоверно чаще выявлялась аденокарцинома и бронхиоло-альвеолярный рак, а плоскоклеточный рак — значительно реже, чем у мужчин. Крупноклеточный рак выявлен только у мужчин, различие статистически значимо (р=0,02). Частота диморфного и других редких форм рака легкого не отличалась в сравниваемых группах. Аналогичное распределение по гистологическим формам получено в группах периферического и центрального рака отдельно.

Как у женщин, так и у мужчин преобладает умереннодифференцированная форма аденокарциномы (табл. 2), которая в сравниваемых группах встречается приблизительно в половине случаев (р=0,1). Однако высокодифференцированная аденокарцинома у женщин встречается в 6 раз чаще, чем у мужчин, а низкодифференцированная — в 2 раза реже. Разница частоты высоко- и низкодифференцированной аденокарциномы у женщин и мужчин (12,4% против 2,1% и 5% против 11,5%, соответственно). Результаты статистически достоверны (р=0,0001 и р=0,01 соответственно). 

Таблица 2
Распределение больных аденокарциномой легкого по степени дифференцировки опухоли в зависимости от пола

	Степень

дифференцировки
	Женщины
	Мужчины
	р

	Высокая
	25 (12,4%)
	8 (2,1%)
	0,0001

	Умеренная
	117 (58,2%)
	189 (49,7%)
	0,1

	Низкая
	10 (5%)
	44 (11,6%)
	0,01

	Без уточнения 
	49 (24,4%)
	139 (36,6%)
	0,002

	Всего
	201 (100%)
	380 (100%)
	


Для плоскоклеточного рака наблюдается несколько иная картина (табл. 3): высокая степень дифференцировки у женщин встречается достоверно реже, чем у мужчин, а умеренная — чаще. При этом частота низкодифференцированного плоскоклеточного рака легкого в сравниваемых группах практически одинакова (р=0,5). 

Таблица 3
Распределение больных плоскоклеточным раком легкого в зависимости от степени дифференцировки опухоли

	Степень

дифференцировки
	Женщины
	Мужчины
	р

	Высокая
	17 (24,6%)
	599 (38,7%)
	0,01

	Умеренная
	47 (68,1%)
	758 (49%)
	0,001

	Низкая
	5 (7,3%)
	174 (11,2%)
	0,5

	Без уточнения 
	–
	17 (1,1%)
	

	Всего
	69 (100%)
	1548 (100%)
	


Характеристика лимфогенного метастазирования
Сторона опухолевого поражения
При центральном раке легкого, в целом, сторона опухолевого поражения, как в группе женщин, так и мужчин не влияет на частоту метастазирования. Однако при сравнении групп выявлено, что при левосторонней локализации опухоли общая частота метастазирования и частота поражения лимфоколлекторов различных уровней была одинакова у женщин и мужчин, а у больных раком правого легкого общая частота метастазирования у женщин достоверно превышала таковую у мужчин (56% против 48,1%, p<0,05), причем эта разница достигается за счет более частого поражения лимфатических узлов уровня N2 (40,1% против 29,6%, (р<0,01). 

При периферическом раке легкого cсторона опухолевого поражения не влияла на общую частоту выявления метастазов только в группе женщин (символ N+ зарегистрирован в 52,1% наблюдений слева, и в 49,7% справа, р>0,5), а в группе мужчин метастазирование при правосторонней локализации опухоли выявлено достоверно чаще (57,9% слева, 65,1% справа, p<0,05). 
Если при левосторонней локализации опухоли частота лимфогенного регионарного метастазирования в сравниваемых группах не различалась, то при правосторонней локализации опухоли у женщин отмечено более частое поражение регионарных лимфатических узлов — общая частота стадий N+ составила в группе женщин 50,3%, у мужчин — 30,9% (р<0,02). Эта разница обусловлена большей частотой поражения лимфоузлов средостения (N2) у женщин (33,3% против 21,6%; р<0,01).
Размер первичного очага
При центральном раке сравнительный анализ частоты метастазирования в группах мужчин и женщин в зависимости от размера первичного очага показал, что при размере опухоли до 5 см достоверных различий не получено. Опухоли более 5,0 см характеризовались стабильно высоким метастатическим потенциалом у женщин, метастазы выявлялись почти у всех (86,7%) пациенток. В группе мужчин этот показатель оказался ниже и составил 61,3% (разница между показателями статистически достоверна, p<0,01). Помимо этого, у женщин метастазы чаще реализовались в медиастинальных лимфатических узлах, так, соотношение «N2 к N1», у них составило 3,3 : 1; у мужчин — 1,8 : 1. Поражение лимфоузлов третьего порядка у женщин  не отмечено, в то же время у мужчин оно отмечено в 2,2% случаев.
При периферическом раке легкого статистически значимая разница в частоте поражения регионарных лимфоузлов (N+) у женщин и мужчин выявлена только в группе пациентов с размером опухоли больше 5 см (72,3% против 43,4%, р<0,0001). Следует отметить, что частота метастазирования в медиастинальные лимфатические узлы (N2-3) у женщин достоверно больше уже при размере первичного очага 3–5 см — 34,8% против и 14,4% (р<0,01); а при размере первичного очага более 5 см — 57,5% против 27,1% (р<0,001). 

Анализ частоты лимфогенного метастазирования аденокарциномы периферической локализации показал, что у женщин этот показатель достоверно выше, чем у мужчин (52,4% против 39,1%, р<0,01). При сравнении частоты метастазирования в лимфоколлекторы разных уровней, у женщин поражение лимфоузлов уровня N1 выявлено в 18,3%, у мужчин — 15,9% (р=0,6); поражение лимфоузлов уровня N2 в 32,9% и 21,7% соответственно (р<0,02). Частота поражения лимфоузлов уровня N3 у женщин и мужчин практически не отличалась. Для женщин, таким образом, характерно более агрессивное метастазирование периферической аденокарциномы легкого, со значимым преобладанием поражения лимфоузлов средостения. 

Периферический плоскоклеточный рак у женщин также характеризовался более высокой частотой поражения регионарных лимфоузлов — 52,2% против 37,1%, однако разница при этом статистически не достоверна (р<0,1). Аналогичный результат получен и для частоты поражения лимфоколлекторов уровня N2 — 34,8% против 20,9% (p<0,1). 

Хирургическое лечение 
По объему хирургического лечения, у женщин по сравнению с мужчинами, чаще выполнялась атипичная резекция 4,9% против 1,7%; сегментэктомия 2,6% против 0,6%; лобэктомия 59,4% против 38,7% и билобэктомия 7,8% против 3,4% соответственно. Разница во всех случаях статистически достоверна (табл. 4). 
Таблица 4 

Объем оперативного вешательства

	Объем операций
	Пол
	р

	
	женщины 
	мужчины 
	

	Атипичная резекция
	15 (4,9%)
	34 (1,7%)
	0,0009

	Сегментэктомия
	8 (2,6%)
	13 (0,6%)
	0,002

	Лобэктомия
	182 (59,4%)
	784 (38,7%)
	0,00001

	Билобэктомия
	24 (7,8%)
	69 (3,4%)
	0,0008

	Пневмонэктомия
	60 (19,5%)
	953 (46,9%)
	0,00001

	Эксплоративная торакотомия
	18 (5,8%)
	178 (8,7%)
	0,1

	Всего
	307 (100%)
	2031 (100%)
	


У мужчин статистически значимо чаще выполнялась пневмонэктомия (46,9% против 19,5%). У женщин достоверно реже (5,8%) выполнялись комбинированные операции (с резекцией смежных органов и структур), чем у мужчин – 13,8% (р=0,01). Частота эксплоративной торакотомии значимо не отличалась в обеих группах. Следовательно, у женщин, как правило, выполняют меньший объем резекции, в том числе сублобарные резекции, что является результатом преобладания у них периферической формы рака легкого. Частота радикальных и паллиативных вмешательств у женщин и мужчин была практически одинаковой и достоверно не различалась. 

При анализе выживаемости исключались больные, умершие от причин, не связанных с прогрессированием опухоли легкого, при этом не получено достоверных различий между мужчинами и женщинами в общей группе. Так 3-летняя выживаемость составила 47,5% у мужчин и 52,3% у женщин, 5-летняя – 36,7% и 37,8% 10-летняя – 24,6% и 21,9% соответственно.
При центральном раке детальный анализ с учетом гистологической формы опухоли и статуса регионарных лимфоузлов, не выявил значимого влияния пола на прогноз заболевания. У женщин, как и у мужчин при центральном раке легкого неблагоприятными факторами прогноза являются поражение регионарных лимфоузлов (p = 0,004) и гистологический тип опухоли — аденокарцинома (p=0,05).

Выживаемость больных периферическим раком легкого всех стадий и гистологических форм в зависимости от пола представлена на рис. 2. Показатели выживаемости женщин на отрезке до 5 лет стабильно выше, чем у мужчин (3-летняя выживаемость: 68,9% против 54,5%, р=0,03), однако при сроке наблюдения 5 лет и больше показатели выживаемости становятся практически одинаковыми (5- и 10-летняя выживаемость женщин — 38,8% и 26,9% соответственно, мужчин — 37,5% и 25,5%). 
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Рис. 2. Общая выживаемость при периферическом раке легкого всех стадий и гистологических форм в зависимости от пола больных.

Безрецидивная выживаемость женщин и мужчин при периферическом раке достоверно не отличалась. Так, 5-летняя выживаемость у женщин составила 36,4%, у мужчин — 37,2% (p = 0,55476). 

Не вызывает сомнения прогностическая значимость поражения лимфоузлов при раке легкого. В связи с этим, мы анализировали выживаемость при периферическом раке с разделением больных на две группы: без и с метастатическим поражением лимфоузлов.

Прогноз при периферической аденокарциноме легкого
Сравнивая выживаемость больных в зависимости от пола мы получили следующие результаты. 

При отсутствии метастазов в регионарных лимфоузлах, прогноз достоверно более благоприятный у женщин (рис. 3).
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Рис. 3. Общая выживаемость больных периферической аденокарциномой легкого при N0 в зависимости от пола

Трехлетняя выживаемость женщин составила 67,8% против 57,5% в группе мужчин; 5-летняя — 52,6% против 45,7%, 10-летняя — 37,9% против 30,6% (p = 0,01102). 

При поражении регионарных лимфоузлов (N+) разница выживаемости в группах женщин и мужчин становится минимальной и теряет статистическую значимость. Так, общая 3-, 5- и 10-летняя выживаемость женщин составила 37,5%, 20,3% и 20,3%; мужчин — 30,8%, 22,3% и 17,2% соответственно (p = 0,28189) (рис. 4).
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Рис 4. Общая выживаемость больных периферической аденокарциномой легкого при N+ в зависимости от пола

Для периферического плоскоклеточного рака детальный анализ выживаемости с учетом N-критерия и размера опухоли не выявил значимых различий между мужчинами и женщинами.
При периферическом плоскоклеточном раке, в отличие от аденокарциномы, пол больных не имел прогностической значимости при разбиении пациентов на группы в зависимости от статуса регионарных лимфоузлов. 

Анализ нашего материала показал, что прогноз при центральном раке легкого, без выделения групп по гистологическим формам, несколько лучше у мужчин, в частности, безрецидивная выживаемость у женщин достоверно ниже, чем у мужчин (3-летняя безрецидивная выживаемость женщин составила 36,3%, мужчин — 42,8%; 5-летняя — 22,4% и 37,5%, р = 0,04). Однако, дальнейший анализ с учетом гистологической формы опухоли и статуса регионарных лимфоузлов, не выявил значимого влияния пола на прогноз заболевания. При центральном раке легкого у женщин неблагоприятными факторами прогноза являются поражение регионарных лимфоузлов и гистологический тип опухоли аденокарцинома. 

Анализ молекулярно биологических особенностей НМРЛ у мужчин и женщин
Результаты сравнительной оценки интенсивности экспрессии Erβ в опухолевой ткани у больных женщин и мужчин представлены в табл. 5. Для того чтобы повысить достоверность полученных результатов, исследования проведены с двумя концентрациями моноклональных антител к Erβ. Видно, что небольшие, но статистически значимые различия показателя в группах сравнения выявлены только при использовании низких концентраций моноклональных антител к Erβ. При меньшей концентрации антител (область линейной зависимости выявления экспрессии Erβ в ткани от концентрации антител) медианы значений интенсивности специфической флуоресценции клеток у мужчин и женщин составили соответственно 1,4 и 1,6%;. 
Аналогичным образом проведена оценка половых различий в частоте экспрессии Erβ, то есть в количестве клеток, экспрессирующих этот маркер в каждой исследуемой опухоли (табл. 6). Показатель рассчитывали с помощью статистического метода Колмогорова-Смирнова, который позволяет количественно оценить число клеток, флуоресценция которых после инкубации с моноклональными антителами к Erβ выше флуоресценции клеток после инкубации с соответствующими изотипическими антителами. 

Таблица 5
Интенсивность экспрессии Erβ в ткани немелкоклеточного рака легкого в зависимости от пола

	Концентрация антител (мкг/мл)
	Группы сравнения
	Размер выборки
	Медиана количества специфически окрашенных клеток, %
	Границы 95% ДИ для медианы, %
	Различия между группами по U-критерию Манна—Уитни

	2,5
	мужчины
	16
	1,4
	1,2–1,5
	p=0,03

	
	женщины
	16
	1,6
	1,4–2,0
	

	5,0
	мужчины
	16
	1,6
	1,5–2,0
	p=0,10

	
	женщины
	16
	2,1
	1,6–2,4
	


Таблица 6
Частота экспрессии Erβ в ткани немелкоклеточного рака легкого в зависимости от пола

	Концентрация антител (мкг/мл)
	Группы сравнения
	Размер выборки
	Медиана количества специфически окрашенных клеток, %
	Границы 95% ДИ для медианы, %
	Различия между группами по U-критерию Манна-Уитни

	2,5
	мужчины
	16
	17,0
	12,0–30,0
	p=0,03

	
	женщины
	16
	34,0
	15,0–44,0
	

	5,0
	мужчины
	16
	26,5
	21,0–38,0
	p=0,03 

	
	женщины
	16
	41,5
	30,0–51,0
	


Согласно полученным результатам, частота  экспрессии Erβ у женщин оказалась достоверно выше (p=0,03). 
Гендерные различия выявлены и при сравнении количества опухолей с разным уровнем экспрессии Erβ у мужчин и женщин. Для оценки распределения опухолей в соответствии с показателем интенсивности экспрессии Erβ, образцы тканей, исследованные с высокими концентрациями моноклональных антител к Erβ, были разделены на группы с низкой и высокой интенсивностью экспрессии. В первой группе отношение флуоресценции клеток после инкубации с моноклональными антителами к Erβ к флуоресценции клеток после инкубации с соответствующими изотипическими антителами не превышало 2, во второй оказалось более 2. 

Выявлено, что число опухолей с низкой интенсивностью экспрессии Erβ у пациентов мужского пола в 2 раза превышает показатель в группе женщин — 87,5% против 44% случаев. Напротив, опухоли с высокой интенсивностью экспрессии Erβ выявлены более чем в 4 раза чаще в группе женщин — в 56% против 15% случаев. 

Аналогичная закономерность выявлена и при сравнении распределения больных в зависимости от частоты экспрессии Erβ в группах пациентов мужского и женского пола. Конкретно, опухоли с низкой частотой экспрессии Erβ (менее чем в 30% клеток) выявлены у женщин только в 20%, а у мужчин – в 69% случаев. В то же время опухоли с высокой частотой экспрессии Erβ (более чем в 50% клеток), выявлены у половины женщин, а у мужчин – только в 6% случаев.

Таким образом, в ткани НМРЛ у женщин уровень Erβ как по интенсивности, так и по частоте экспрессии значительно выше, чем у мужчин. При этом число опухолей с высокой экспрессией Erβ в группе женщин почти в 10 раз превышает этот показатель в группе мужчин, а количество опухолей с низким уровнем экспрессии Erβ наоборот, почти в 3 раза меньше.

Для того чтобы ответить на вопрос о том, существуют ли гендерные различия в экспрессии фенотипа множественной лекарственной резистентности в клетках немелкоклеточного рака легкого, проведено сравнение уровня экспрессии основного маркера множественной лекарственной резистентности Pgp в опухолевой ткани мужчин и женщин.

Согласно полученным результатам (табл. 7), интенсивность и частота экспрессии Pgp достоверно выше у больных мужчин.
Гендерные различия в экспрессии маркера множественной лекарственной резистентности Pgp выявлены и при сравнении количества опухолей с разным уровнем Pgp у мужчин и женщин. Для сравнения интенсивности экспрессии Pgp исследованные опухоли были разделены на группы с низкой, умеренной и высокой интенсивностью экспрессии Pgp. В первой группе отношение флуоресценции клеток после инкубации с моноклональными антителами к Pgp к флуоресценции клеток после инкубации с соответствующими изотипическими антителами не превышало 2, во второй – колебалось от 2 до 4, а в третьей – превысило 4. 
Таблица 7
Интенсивность и частота экспрессии Pgp в опухолевой ткани больных немелкоклеточным раком легкого в зависимости от пола

	Характеристики групп
	Группы сравнения

	
	мужчины
	женщины

	Размер выборки
	20
	17

	Интенсивность экспрессии

	Медиана интенсивности специфической 
флуоресценции клеток, отн. ед.
	3,2
	1,7

	Границы 95% ДИ для медианы, отн. ед.
	2,3–4,5
	1,4–2,4

	Различия между группами по U-критерию 
Манна-Уитни
	p=0,01

	Частота экспрессии

	Медиана количества специфически 
окрашенных клеток, %
	54
	34

	Границы 95% ДИ для медианы, %
	39–64
	15–58

	Различия между группами по 
U-критерию Манна-Уитни
	p=0,05


По числу опухолей с низкой и высокой интенсивностью экспрессии Pgp мужчины и женщины занимают противоположные позиции. Опухоли с низкой интенсивностью экспрессии Pgp, выявлены у 53% женщин и только у 15% мужчин. В то же время опухоли с высокой интенсивностью экспрессии Pgp, выявлены у женщин только в 17,6% случаев, а у мужчин в два раза чаще – в 35% случаев.

По частоте экспрессии Pgp, то есть по количеству клеток, экспрессирующих этот маркер в каждой исследуемой опухоли, группы мужчин и женщин также значительно различались. Опухоли с низкой частотой экспрессии Pgp (менее чем в 30% клеток), выявлены у 41,2% женщин, а в группе мужчин – только в 10% случаев. В то же время опухоли с высокой частотой экспрессии Pgp (более чем в 50% клеток) выявлены у 29,4% женщин, а в группе мужчин в два раза чаще – в 60% случаев. 

Таким образом, в ткани немелкоклеточного рака легкого у мужчин экспрессия маркера множественной лекарственной резистентности Pgp как по интенсивности, так и по частоте значительно выше, чем у женщин. 

Предопределены ли эти различия уровнем экспрессии Pgp в нормальной ткани легкого больного? Данные, представленные в таблице 8, показывают, что в нормальной легочной ткани у мужчин интенсивность экспрессии Pgp достоверно ниже, чем у женщин (p=0,004). 

Таблица 8
Интенсивность экспрессии Pgp в нормальной ткани легкого у больных немелкоклеточным раком легкого в зависимости от пола

	Характеристики групп
	Группы сравнения
	

	
	мужчины
	женщины
	

	Размер выборки
	19
	17
	

	Медиана интенсивности специфической флуоресценции клеток, отн. ед.
	1,6
	2,2
	

	Границы 95% ДИ для медианы, отн. ед.
	1,5 - 2,1
	1,8 - 3,3
	

	Различия между группами по U-критерию Манна-Уитни
	p=0,04
	


Таблица 9 демонстрирует аналогичные различия и по частоте экспрессии маркера. Согласно полученным результатам, частота экспрессии Pgp, то есть количество клеток, экспрессирующих этот маркер в исследуемой ткани,  достоверно ниже у мужчин (p=0,007). 
Таблица 9
Частота экспрессии Pgp в нормальной ткани легкого у больных немелкоклеточным раком легкого в зависимости от пола

	Характеристики групп
	Группы сравнения

	
	мужчины
	женщины

	Медиана количества специфически окрашенных клеток, %
	26
	34

	Границы 95% ДИ для медианы, %
	21–36
	31–52

	Различия между группами по 
U-критерию Манна-Уитни
	p=0,007


Таким образом, в группе пациентов с диагнозом немелкоклеточный рак легкого экспрессия маркера множественной лекарственной резистентности Pgp в окружающей нормальной ткани легкого у мужчин снижена по сравнению с женщинами. В опухолевой ткани ситуация противоположная: у мужчин уровень экспрессии Pgp выше по сравнению с женщинами. 
По нашему мнению, выявленное снижение экспрессии Pgp в нормальной ткани легкого может отражать участие Pgp в процессе канцерогенеза рака легкого у мужчин. Имея в виду физиологическую функцию белков множественной лекарственной резистентности — выведение из клетки разнообразных чужеродных веществ, в том числе и канцерогенов — логично предположить, что снижение уровня Pgp в нормальной ткани легкого должно облегчать действие химических канцерогенов (в частности, содержащихся в табачном дыме) и тем самым способствовать развитию злокачественной опухоли легкого. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что в группе мужчин интенсивность экспрессии Pgp в опухолевой ткани значительно выше, чем в окружающей нормальной ткани легкого (p<0,001). В ткани немелкоклеточного рака легкого медиана интенсивности специфической флуоресценции клеток в 2 раза выше показателя в окружающей нормальной ткани (3,2 против 1,6). 
Аналогичные различия выявлены при сравнении частоты экспрессии Pgp в опухолевой и нормальной окружающей ткани легкого. В ткани немелкоклеточного рака легкого медиана частоты экспрессии Pgp в 2 раза выше показателя в окружающей нормальной ткани легкого (54% против 26%, р=0,001). 
Сравнительная оценка интенсивности экспрессии Pgp  в нормальной и опухолевой ткани легкого у женщин статистически значимых различий не выявила (p=0,218), а медиана значений интенсивности специфической флуоресценции клеток в нормальной ткани была даже немного выше по сравнению с опухолевой (2,2 против 1,6). 

Различий между группами не выявлено и при сравнении опухолевой и нормальной ткани легкого у женщин по частоте экспрессии Pgp (p=0,563). Медиана количества специфически окрашенных клеток составила 34% и в ткани немелкоклеточного рака, и в окружающей нормальной ткани легкого.

Таким образом, у мужчин выявлено значительное снижение (в 2 и более раз) уровня экспрессии Pgp в нормальной ткани легкого. Это свидетельствует о том, что снижение частоты и интенсивности экспрессии Pgp в ткани легкого является патогенетическим фактором легочного канцерогенеза, фактором, облегчающим этот процесс в условиях воздействия химического канцерогена. Применительно к группе обследованных больных, это, безусловно, воздействие химических канцерогенов табачного дыма, так как все, включенные в исследование мужчины были курильщиками. 

Значительное снижение уровня экспрессии Pgp в нормальной ткани легкого по сравнению с немелкоклеточным раком легкого у мужчин и только низкий процент совпадений показателя в нормальной и опухолевой ткани по группе в целом, указывают на то, что не существует детерминированности фенотипа множественной лекарственной резистентности опухоли уровнем экспрессии Pgp в нормальной ткани легкого. 

Но независимо от причин, вызвавших это, на основании проведенного исследования можно утверждать, что немелкоклеточный рак легкого у женщин характеризуется значительно менее выраженным фенотипом множественной лекарственной резистентности как по числу клеток, экспрессирующих Pgp, так и по интенсивности экспрессии маркера в каждой клетке. Это, безусловно, даёт основание полагать, что именно в повышенном уровне лекарственной устойчивости опухолей заключается одна из причин менее благоприятного течения и исхода немелкоклеточного рака легкого у мужчин по сравнению с женщинами. 
Выводы

1. Среди оперированных по поводу немелкоклеточного рака легкого доля женщин составила 13,2% (310 из 2344). У них достоверно чаще выявляется периферический рак (78,7% против 62%), преимущественно представленный аденокарциномой (64,8% против 18,7% у мужчин). 

2. При проксимальном распространении границы опухоли от сегментарного бронха к главному, а также с увеличением размера опухоли более 3 см, возрастает частота метастазирования, в основном за счет поражения лимфоузлов уровня N2, что чаще отмечалось у женщин, чем у мужчин. 

3. Для женщин характерно более агрессивное метастазирование периферической аденокарциномы легкого размером более 5 см (75% против 37,7%), со значимым преобладанием поражения лимфоузлов средостения (54,2% против 18,8%). 

4. У больных периферической аденокарциномой при отсутствии метастазов в регионарных лимфоузлах, прогноз немного, но достоверно более благоприятный у женщин по сравнению с мужчинами: 5-летняя выживаемость 52,6% против 45,7%, 10-летняя — 37,9% против 30,6% (p = 0,01102). При поражении регионарных лимфоузлов (N+) разница в выживаемости женщин и мужчин статистически не значима.

5. При периферическом плоскоклеточном раке, в отличие от аденокарциномы, пол больных не имел прогностической значимости 
6. Частота и интенсивность экспрессии эстрогеновых рецепторов бета (Erβ) в опухолевой ткани у женщин выше, чем у мужчин.

7. Частота и интенсивность экспрессии маркера множественной лекарственной резистентности Pgp в опухолевой ткани у мужчин выше, чем у женщин, что может объяснять меньшую эффективность химиотерапии у них. 
8. Уровень экспрессии Pgp в нормальной ткани легкого не предопределяет фенотип множественной лекарственной резистентности опухоли, изменение уровня экспрессии Pgp является фактором патогенеза немелкоклеточного рака легкого.
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