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АКТУАЛЬНОСТЬ ТЕМЫ

Рак яичников является четвертой по частоте фатальной опухолью у женщин. Он редко диагностируется на ранних стадиях, плохо поддается лечению. В связи с чем, уровень смертности населения от этой патологии практически не отличается от уровня заболеваемости (Жорданиа К.И., 2004; Аксель Е.М., 2009). Однако с позиции стратегии противораковой борьбы в перспективе нельзя ожидать существенных сдвигов в снижении смертности населения от рака только за счет совершенствования методов лечения. Неудачи в попытках улучшить выживаемость онкологических больных связаны с отсутствием надежных скрининговых программ, позволяющих выявлять злокачественные опухоли на ранних стадиях. С этих позиций чрезвычайно интересным является использование моделей первично-множественных злокачественных новообразований (ПМЗН). 

По имеющимся наблюдениям, ПМЗН могут быть одним из проявлений различных наследственных синдромов, поэтому риск развития полинеоплазий выше для лиц из наследственно отягощенных семей (Паяниди Ю.Г. с соавт., 2010). Однако более объективными критериями для формирования групп повышенного риска развития злокачественных новообразований (как солитарных, так и первично-множественных) является ДНК-диагностика их наследственных форм (Любченко Л.Н. с соавт., 2009). Одним из значительных достижений молекулярно-генетических исследований явилось открытие генов BRCA1 и BRCA2, врожденные мутации которых ассоциированы прежде всего с развитием наследственных форм рака молочной железы и рака яичников (Федорова О.Е. с соавт., 2007). Выявление подобных мутаций у больных используется и для оценки риска развития рака указанных локализаций у их ближайших родственников, что позволяет выявлять практически здоровых носителей мутаций (Федорова О.Е. с соавт., 2007; Любченко Л.Н. с соавт., 2009). Необходимо подчеркнуть, что на сегодняшний день число работ, посвященных вопросам изучения частоты встречаемости мутаций в генах BRCA1/2 и CHEK2 среди больных раком яичников, особенно при полинеоплазиях, невелико. А используемые в настоящее время для идентификации мутаций в генах человека молекулярно-биологические методы имеют ряд недостатков. 

Таким образом, дальнейшие поиски в области молекулярной генетики и формирование «групп риска» по развитию как единственных, так и первично-множественных новообразований необходимы не только для заболевших пациентов, но и для их практически здоровых родственников, у которых еще не возникла опухолевая патология. Разработка комплекса профилактических мероприятий позволит предотвратить возникновение заболевания и/или выявить его на более ранних стадиях процесса (Федорова О.Е. с соавт., 2007; Любченко Л.Н. с соавт., 2009). 

До настоящего времени четко не определены критерии формирования «групп риска» больных по возникновению первично-множественных опухолей с поражением яичников и окончательно не разработана тактика мониторинга этого контингента больных, что позволило бы значительно снизить процент так называемых недиагностированных новообразований при синхронных полинеоплазиях и способствовало бы раннему выявлению метахронных опухолей. На сегодняшний день большинство клиник мира в этих целях применяют комплексный подход, который включает целый ряд клинических, лабораторных, инструментальных, иммунологических и молекулярно-генетических методов исследования (Паяниди Ю.Г., 2006). Однако, в литературе неоднозначны мнения клиницистов относительно алгоритма использования дополнительных современных диагностических методик. До сих пор многие из них не нашли широкого применения в практической медицине. А вопрос ранней диагностики первично-множественного и/или спорадического рака яичников остается предметом оживленных обсуждений и дискуссий.

Российский онкологический научный центр (РОНЦ) ми. Н.Н.Блохина Российской академии медицинских наук (РАМН) располагает значительным количеством наблюдений больных полинеоплазиями органов женского генитального тракта. В связи с чем, нам представляется своевременным рассмотрение данной проблемы в свете клинико-генетических аспектов.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Определение путей улучшения диагностики первично-множественных злокачественных новообразований с поражением яичников.

ЗАДАЧИ ИССЛЕДОВАНИЯ

1. Изучить клинические особенности первично-множественных злокачественных новообразований с поражением яичников.

2. Определить возможности комплексных методов диагностики в выявлении злокачественных опухолей яичников у женщин с полинеоплазиями с применением клинических, иммунологических, молекулярно-генетических исследований.

3. Определить возможную связь генов BRCA1/2 и CHEK2 с развитием наследственных форм первичной множественности злокачественных новообразований с поражением яичников путем исследования частоты встречаемости в этих генах восьми мутаций: 185delAG, 300Т>G, 4153delA, 4158A>G и 5382insC в гене BRCA1, 695insT и 6174delT в гене BRCA2, варианта 1100delC в гене CHEK2, - в группах больных солитарным раком яичников и при полинеоплазиях с поражением яичников.

4. Исследовать родственников больных полинеоплазиями с поражением яичников на возможное выявление у них ПМЗН в целях разработки тактики мониторинга этого контингента и ранней диагностики злокачественных новообразований.

5. Изучить отдаленные результаты лечения больных с первично-множественными злокачественными опухолями с поражением яичников.

НАУЧНАЯ НОВИЗНА

В настоящей работе на большом клиническом материале впервые выделены особенности клинического течения больных со злокачественными новообразованиями яичников при первично-множественных опухолевых процессах с учетом возраста больных, количества и локализаций диагностированных опухолей, времени их выявления и типа гистологического строения. 

Для ранней и дифференциальной диагностики злокачественных опухолей яичников при полинеоплазиях успешно был применен комплексный подход c использованием определенной последовательности современных методик. 

Комплексное определение уровней опухолевоассоциированных маркеров (СА-12.5, СА-15.3, СА-19.9 и РЭА) позволяет уточнять первичную множественность процесса у больных с заболеванием яичников еще на дооперационном этапе. 

В работе была проведена ДНК-диагностика наследственных форм заболеваний в семьях больных первично-множественными злокачественными новообразованиями с поражением яичников, что позволило выявить практически здоровых носительниц мутаций в генах BRCA1 среди родственников этих пациентов. Была предложена тактика мониторинга этого контингента с комплексным подходом к ранней диагностике. 

НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Практическая значимость работы заключается в разработке новых перспективных направлений в исследовании злокачественных опухолей яичников и прежде всего при первично-множественных процессах у женщин с применением клинико-экспериментальных методик, способствующих существенному улучшению диагностики и профилактики заболевания. 

Одним из первостепенных направлений по улучшению качества жизни и повышению выживаемости больных раком яичников при полинеоплазиях является формирование канцер-регистра «групп риска» по возникновению множественных опухолей и разработка тактики мониторинга этого контингента больных с комплексным подходом к ранней диагностике.

Проведенные исследования показали, что в подавляющем большинстве случаев при полинеоплазиях у женщин злокачественные новообразования яичников сочетаются с опухолями тела матки, молочной железы и желудочно-кишечного тракта. На основании чего, рекомендовано отнести больных гормонозависимыми опухолями и/или опухолями органов желудочно-кишечного тракта к «группе риска» по возникновению множественных опухолей. 

Особое значение имеет ДНК-диагностика наследственных форм злокачественных новообразований яичников, поскольку первично-множественные злокачественные новообразования с поражением яичников в 50% наблюдений возникают у больных-носителей мутаций в гене BRCA1.

Этих женщин следует ориентировать на длительное, возможно, пожизненное диспансерное наблюдение. В частности, кроме проведения радиолучевых методов диагностики им рекомендуется регулярное определение комплекса онкомаркеров (СА-12.5, СА-15.3, СА-19.9, РЭА). Повышение уровней хотя бы одного или нескольких из них должно стать основанием для проведения тщательного обследования больной на предмет возможного обнаружения второй опухоли. 

Разработаны комплексные подходы к ранней и дифференциальной диагностике злокачественных опухолей яичников у женщин с полинеоплазиями с применением клинических, иммунологических, молекулярно-генетических исследований.

Все вышесказанное позволило оптимизировать диагностическую и лечебную тактику при первично-множественных злокачественных новообразованиях у женщин, находящихся на лечении в различных отделениях РОНЦ им. Н.Н.Блохина РАМН.

ВНЕДРЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты исследования внедрены и используются в программе постдипломного обучения врачей различных специальностей на кафедре онкологии Факультета последипломного образования ГБОУ ВПО «Московский государственный медико-стоматологический университет» Министерства здравоохранения и социального развития России, а также в клиническую практику отделений  НИИ клинической онкологии РОНЦ им. Н.Н. Блохина РАМН. 

АПРОБАЦИЯ РАБОТЫ

Апробация диссертации состоялась на совместной научной конференции кафедры онкологии Факультета последипломного образования ГБОУ ВПО «Московский государственный медико-стоматологический университет» Министерства здравоохранения и социального развития России и отделений онкогинекологии, опухолей женской репродуктивной системы и радиохирургии НИИ клинической онкологии РОНЦ им. Н. Н. Блохина РАМН  17 июня 2010 года. 

ОБЪЕМ И СТРУКТУРА ДИССЕРТАЦИИ

Диссертация изложена на  131 странице машинописного текста, состоит из введения, 4 глав, заключения и выводов. Работа содержит 22 таблицы и 13 рисунков. иллюстрирована  списка использованной литературы. Библиографический список содержит 53 отечественных и 54 иностранных источников.

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

Материалы и методы исследования

Материалом исследования послужили клинико-морфологические данные о 264 больных первично-множественными злокачественными новообразованиями, у которых одна из опухолей локализовалась в яичниках.

Начальным этапом работы было изучение архивного и проспективного материалов РОНЦ им. Н.Н.Блохина РАМН за период с 1990 по 2008 г.г. Основными критериями отбора больных для исследования служил гистологический диагноз первичной множественности злокачественных опухолей. Гистологическое исследование всех образцов тканей опухолей и дополнительных биопсий, которые включены в данное исследование, проводилось в отделе патологической анатомии опухолей человека Российского онкологического научного центра им. Н.Н. Блохина РАМН путём осмотра, взвешивания, измерения размеров и описания макроскопического, а также микроскопического в соответствии со стандартной методикой.

Методика клинического изучения больных заключалась в тщательном анализе данных историй болезни, протоколов операций и патологоанатомических вскрытий, амбулаторных карт. Сведения из вышеперечисленных источников оформлялись в виде протоколов, включающих данные об общем, акушерско-гинекологическом анамнезе и общем статусе больных, о симптоматике, клиническом обследовании, о количестве диагностированных опухолей, типе их выявления и гистологического строения, проведенном лечении и результатах отдаленного прослеживания.

Обследование больных, поступавших в РОНЦ им. Н.Н.Блохина РАМН, проводилось целенаправленно с использованием дополнительных методов исследования: эндоскопического (лапароскопия со взятием материала с поверхности опухоли для последующих цитологического и гистологического исследований), рентгеновской компьютерной томографии, ультразвуковой томографии, иммунометрических систем, предназначенных для определения опухолевых маркеров в сыворотке крови больных.

В работе мы предприняли попытку одновременного использования СА-125 с другими иммуноферментными тестами: РЭА, СА-19.9, СА-15.3, — для дифференциальной диагностики первично-множественных злокачественных новообразований яичников и метастатических из органов желудочно-кишечного тракта и молочной железы. Уровни маркеров СА-125, СА-15.3 и РЭА анализировали ретроспективно. До 2004 г. исследование проводили на автоматическом иммуноферментном анализаторе COBAS CORE II (Hoffmann-la Roche), c 2004 г. — на электрохемилюминесцентном автоматическом анализаторе ELECSYS 2010 (Hoffmann-la Roche). Во всех случаях для работы использовали диагностические тест-системы производства фирмы (Hoffmann-la Roche).

Материалы и методы клинико-генетических исследований. Материалом для исследования служили данные медико-генетического канцер-регистра лаборатории клинической онкогенетики РОНЦ им. Н.Н.Блохина РАМН, накопленные за период 1988-2008 гг. Объектом исследования явились больные первично-множественными злокачественными новообразованиями с морфологически верифицированным диагнозом. Все случаи рака классифицированы по TNM согласно требованиям Международного противоракового союза (UICC, версия 1989 г.). В анализе использовались клинические, эпидемиологические, клинико-генеалогические, цитогенетические, молекулярно-генетические, генетико-математические методы исследования. 

Для регистрации клинико-генеалогической информации была разработана специальная карта, включающая паспортные данные, клинические и фенотипические характеристики и генеалогические данные. Для исключения возможности систематического смещения выборки больных в сторону наследственно отягощенных семей, каждая семья регистрировалась через одного представителя, т.е. путем одиночного отбора. В целом генеалогические данные опытных групп, включали сведения о 1495 больных, проходивших лечение в РОНЦ им. Н.Н.Блохина РАМН и их ближайших родственников, доступных для личного общения. Генеалогический материал включал сведения обо всех родственниках пробандов первой и второй степеней родства. 

В качестве контроля использовались популяционные частоты распространенности различных злокачественных новообразований, которые были вычислены по данным учетных форм № 090/V, поступивших из всех районных онкологических отделений г. Москвы в отдел медицинской статистики МГОД за период с 1989-1998 г. Данные о половозрастном составе населения г.Москвы в изучаемый период были получены в Московском городском статистическом управлении. Показатели заболеваемости были стандартизованы по возрасту прямым методом с использованием мирового стандарта возрастного распределения населения (Трубников В.И., 1998). 

Материалом для исследования служили клинико-генеалогические данные 246 женщин с ПМЗН. Критерием для включения в изучаемую группу больных было наличие у больного клинически доказанных двух и более (синхронных и/или метахронных) злокачественных опухолей, подтвержденных гистологическими исследованиями.

В качестве контроля использовалась группа больных с единственным гистологически подтвержденным злокачественным новообрзованием яичников, лечившихся в онкологических клиниках и поликлиниках г. Москвы в период с 1985- 2005 г. Контрольная группа была подобрана по возрасту в соответствии с аналогичными данными больных ПМЗН. Опытные и контрольные выборки составляли жители г. Москвы и Московской области. Материалом для установления популяционной частоты ПМЗН служили сведения о больных старше 20 лет, состоявших на диспансерном учете 20 поликлиник 4-х районов г. Москвы. Данные о количестве взрослого населения, обслуживаемого этими поликлиниками, были получены в Московских ЦСУ. 

Молекулярные исследования, с использованием биологических микрочипов для определения спектра и частоты наиболее распространенных в популяциях восточной Европы точечных мутаций в генах BRCA1/2 и CHEK2, проводились на базе Института молекулярной биологии им. В.А.Энгельгардта РАМН (к.м.н Т.В.Наседкиной и к.м.н. О.Е. Федоровой). С помощью метода биологических микрочипов, сочетающего мультиплексную ПЦР и гибридизацию с олигонуклеотидными биочипами, определялась частота встречаемости восьми мутаций в генах BRCA1/2 и CHEK2. В гене BRCA1 варианты -185delAG, 300T>G, 4153delA, 4158A>G и 5382insС, в гене BRCA2- 695insT и 6174delТ, в гене CHEK -1100delC определялись у больных ПМЗН, раком яичников и молочной железы, в популяции российских женщин, которые были отобраны в период с 2004 по 2006 гг. в РОНЦ им.Н.Н.Блохина РАМН. Диагноз верифицирован гистологическим исследованием у каждого пациента. Выборка была смешанной по возрасту и семейной истории заболевания, куда вошли неродственные индивиды, жители Европейской части России. Для удобства исследования больные были распределены на 2 группы: пациенток с ПМЗН, у которых одной из первичных опухолей был РЯ (n=26), и пациентки больные раком яичников (n=79), всего 105 человек. Экстракция геномной ДНК из лимфоцитов периферической крови проводилось с использованием стандартного фенолхлороформного метода. Фрагменты ДНК, анализируемые на биочипе, были амплифицированы с использованием двухэтапной мультиплексной ПЦР с флуоресцентно мечеными праймерами (краситель СуЗ). Нуклеотидные последовательности исследуемых фрагментов генов получали из Интернет–базы “Nucleotide” (http:www.Ncbi. nlm.nih.gov/). Праймеры для амплификации этих фрагментов подбирались с использованием программы “Oligo 6”(MBI, США). Специфичность праймеров проверяли с помощью программы “Nucleotide-nucleotide BLAST” (“NCBI”,США). Амплификацию ДНК для анализа на биочипе проводили при одномоментной амплификации четырех участков гена BRCA1, два участка гена BRCA2 и один участок гена CHEK2. Продукты ПЦР выявляли посредством электрофореза в 2% агарозном геле. 

Для дифференциальной диагностики первично-множественных синхронных первично-множественных и метастатических злокачественных новообразований яичников и тела матки, установленных клиническими методами, мы применили молекулярно-генетические подходы. Работа проводилась на базе ГосНИИ генетики и селекции промышленных микроорганизмов (к.б.н. Э.А.Носов). С помощью методов ПЦР, сиквинирования критических участков гена, исследования полиморфизмов, оценки степени метилирования провели молекулярно-генетическое идентифицирование мутаций генов K-ras и RASSF1A; потерю гетерозиготности р53 гена, оценивали характер инактивации Х-хромосом в образцах ДНК малигнизированных и нормальных тканей яичников и эндометрия у больных со злокачественными новообразованиями яичников и тела матки.

Материалом для исследования молекулярно-генетических особенностей первично-множественных и метастатических опухолей послужили архивные образцы тканей органов, полученных в результате оперативных вмешательств. Материал получен от 36 женщин, у которых диагностированы эндометриоидная аденокарцинома яичников и матки (эндометрия). Каждый образец был подвергнут препаративной микродиссекции с выделением пораженной и интактной областей, из которых в последующем были выделены образцы ДНК.

Результаты исследования и их обсуждение

Под первичной множественностью опухолей понимают независимое возникновение и развитие у одного больного двух или более новообразований. При этом пораженными могут быть не только разные органы различных систем, но и парные органы, а также мультицентрически один орган.

ПМЗН с поражением яичников являются редкой патологией. Полинеоплазия была выявлена у 8,1% женщин среди 3259 больных злокачественными новообразованиями яичников, находившихся на лечении в клиниках РОНЦ им. Н.Н.Блохина РАМН с 1990 по 2008 г.г.

У 264 четырех больных было выявлено 562 первично-множественные опухоли. При этом преобладало сочетание двух опухолей — в 83,27% наблюдений (n=468). Случаи тройной локализации встретились в 13,88% наблюдений (n=78). Четыре опухоли имели место в 2,85% наблюдений (n=4). Развитие у одной больной пяти и более новообразований не встретилось ни разу. Такие различия статистически достоверны (р<0,05). 

Важным моментом в классификации множественных опухолей является время их возникновения. Классически пеpвично-множественные опухоли по времени возникновения разделяются на синхронные (возникшие одновременно) и метахронные (возникшие через определенные промежутки времени). Синхронно-метахронный и метахронно-синхронный типы возникновения могут встречаться при тройной и более комбинации опухолей (так называемый сочетанный тип полинеоплазий).

Вопрос временной границы между синхронностью и метахронностью длительное время оставался открытым. Однако на сегодняшний день считают наиболее достоверным и приемлемым, но и достаточно условным, интервалом возникновения второй метахронной опухоли срок более 6 месяцев от установления диагноза первой (Соркин В. М., 2001; Сивков А.В. с соавт., 2004). 

Из 562 первично-множественных опухолей метахронно новообразования были выявлены в 49,11% (n=279) наблюдений, синхронно — в 42,88% наблюдений (n=241). В 8,01% наблюдений (n=45) опухоли были сочетанные. 

В случаях метахронных или сочетанных первично-множественных опухолей первая опухоль редко локализовалась в яичниках (табл. 1).
Таблица 1

Последовательность выявления опухолей яичников у больных метахронными полинеоплазиями

	Злокачественное новообразование яичников
	Число больных

	1-я опухоль
	30 (22,56%)

	2-я опухоль
	96 (72,18%)

	3-я опухоль
	7 (5,26%)

	Всего:
	133 (100%)


Мы можем только предположить, что это связано с тем, что в случаях злокачественных овариальных новообразований женщины обращаются за помощью в далеко запущенных стадиях, когда пятилетняя выживаемость едва достигает 10%, поэтому вторая и последующие опухоли чаще всего просто «не успевают» проявиться. Это еще раз доказывает необходимость создавать специальные скрининговые программы, позволяющих диагностировать рак яичников на ранних стадиях.

В полинеоплазиях злокачественные новообразования яичников чаще всего сочетались с опухолями молочной железы — в 102 (38,63%) наблюдениях, тела матки — в 79 (30%) наблюдениях, толстой кишки — в 21 (7,81%) случае, шейки матки — в 19 (7,22%) наблюдениях. Локализация новообразований в других органах в сочетании с опухолью яичников имела место в единичных наблюдениях (табл. 2).

Таблица 2

Поорганное распределение остальных опухолей у больных со злокачественными новообразованиями в яичниках

	Локализация остальных опухолей у больных 
с овариальными злокачественными новообразованиями
	Число 
наблюдений

	Вульва
	1 (0,38%)

	Желудок
	6 (2,28%)

	Кожа
	7 (2,66%)

	Костная ткань
	2 (0,76%)

	Легкое
	2 (0,76%)

	Молочная железа
	102 (38,63%)

	Мочевой пузырь
	2 (0,76%)

	Мягкие ткани
	2 (0,76%)

	Толстая кишка
	21 (7,81%)

	Тело матки
	79 (30%)

	Маточная труба
	6 (2,28%)

	Шейка матки
	19 (7,22%)

	Щитовидная железа
	3 (1,14%)

	Надпочечник
	1 (0,38%)

	Органы кроветворения
	7 (2,66%)

	Поджелудочная железа
	1 (0,38%)

	Почка
	3 (1,14%)

	Всего:
	264 (100%)


Особого внимания, на наш взгляд, заслуживают наблюдения первично-множественных метахронных злокачественных новообразований шейки матки и яичников, когда овариальные новообразования возникали после сочетанной лучевой терапии по поводу рака шейки матки. Таких наблюдений у нас немного — всего 7. При этом опухоли шейки матки были представлены плоскоклеточным раком, а заболевание яичников, как правило, выявлялось через 10 лет и более, после лучевой терапии. Мы можем только предположить, что во всех этих наблюдениях речь идет о ятрогенном радиоиндуцированном раке яичников.

Дифференциальная диагностика первичной множественности злокачественных новообразований яичников базируется только на данных гистологического исследования. Однако вся сложность проблемы рака яичников заключается в особенностях этиологии и патогенеза этих опухолей, в уникальности гистогенеза яичника и его роли в жизнедеятельности женского организма. Поэтому в их диагностике применяют  комплексный подход, который включает целый ряд клинических, лабораторных, инструментальных, морфологических, иммунологические и молекулярно-генетических методов исследования. При затруднении трактовки природы опухолей яичников (первичные или метастатические) в нашем исследовании гистологические методы диагностики дополнялись иммунологическими или молекулярно-генетическими.  

Особые сложности возникают при дифференциальной диагностике синхронных эндометриоидных злокачественных опухолей тела матки и яичников. В работе была проведена оценка эффективности использования молекулярно-генетических технологий для анализа клонального происхождения множественных опухолей репродуктивной системы женского организма. Материал получен от 36 женщин, у которых диагностирована синхронная эндометриоидная аденокарцинома яичников и тела матки. На основании результатов клинического и гистологического исследования каждый случай был оценен либо как случай первичной опухоли с метастазированием, либо как синхронный первично-множественный рак. 

На первом этапе были проведены исследования молекулярно-генетического разнообразия в опухолевых и нормальных тканях исследованных органов путем анализа мутаций гена K-ras и феномена потери гетерозиготности гена RASSF1A и гена p53 (LOH — анализ).

Анализ мутаций гена K-RAS. Одним из наиболее изученных онкогенов, активация которого часто обнаруживается при раке яичников, является ген K-RAS. Этот ген кодирует близкородственные мембраносвязанные белки (р21ras), состоящие из из 188-189 аминокислотных остатков. Эти белки обладают ГТФазной активностью и относятся к группе так называемых G-белков, которые играют ключевую роль в пролиферации и дифференцировке клеток. Белки р21ras участвуют в передаче различных сигналов в клетке. Нарушение функции р21ras меняет сигнальную систему, что, в свою очередь, приводит к трансформации клетки. Этим объясняется высокая частота соматических мутаций в протоонкогене K-RAS при опухолях разной локализации. Мутации в этом гене содержат около 30% всех неоплазий человека. Известно, что характер мутаций в гене K-RAS зависит от гистологического типа и локализации опухоли, что позволяет обсуждать перспективность исследований мутаций гена K-RAS для дифференциальной диагностики.

При рестрикции ПЦР продукта (157 п.н.) в случае отсутствия мутации имеется два сайта для эндонуклеазы, что приводит к образованию трех фрагментов (114, 29 и 14 п.н.). При наличии мутации, вследствие исчезновения одного из сайтов рестрикции образуются фрагменты 143 п.н. и 14 п.н (пар нуклеатидов). 

Анализ потери гетерозиготности (LOH — анализ) был выполнен с использованием полиморфных микросателлитных маркеров для аллелей D3S4614 (3p21.31), D3S4604 (3р21.31-p21.2) гена RASSF1A и аллелей D17S578 (17p13) и D17S1353 (17p13) гена р53. Для анализа LOH сравнивали интенсивность аллелей высокого (H-аллели) и низкого молекулярного веса (L-аллели) в соответствующих парах опухоль/норма. Случаи с уменьшением интенсивности одного из аллелей на 50% и более рассматривали как LOH.

На следующем этапе определяли: являются ли случаи множественных опухолей полинеоплазиями или же имеют метастатическое происхождение. Является хорошо доказанным фактом, что каждая ткань характеризуется своим, как правило, уникальным набором микросателлитных локусов разной длины. Этот феномен и используется для анализа происхождения опухолей. Если опухоли возникли независимо друг от друга, то картина расположения микросателлитных полос у них будет не соответствовать друг другу, если же вторая опухоль метастаз, то будет наблюдаться соответствие микросателлитов. 

В результате сопоставительного анализа аллельного дисбаланса в опухолевых и нормальных тканях исследованных органов были сделаны заключения о природе множественности поражения в каждом из 36 случаев. 

В целом сравнение полученных результатов с результатами гистологических исследований показали, что в 30 случаях отмечается полное или почти совпадение результатов молекулярно-генетического анализа 6 полиморфных локусов и заключения гистологов. В 6 случаях выводы молекулярных и гистологических исследований не совпадали. 

Для уточнения результатов молекулярно- генетического исследования 6 несовпадающих случаев были предприняты дополнительные исследования 6 других полиморфных локусов гена RASSF1 (D3S2405, D3S2409, D3S3047, D3S2454, D3S2456 и D3S1766). Кроме того, в качестве контроля дополнительно были исследованы 2 случая с полным соответствием ранее полученных результатов. Результаты дополнительных исследований приведены в таблице 3.

Природа возникновения опухолей, оцененная по результатам проведенных дополнительно молекулярно-генетических исследований, была подтверждена во всех 5 случаях и полностью совпадала с первоначальными данными экспериментальных заключений.

Таблица 3 

Результаты дополнительного исследования молекулярно-генетического разнообразия в опухолевых и нормальных тканях исследованных органов

	Локализация
	Маркер

	
	DЗS24О5

3р25.3
	DЗS3О47

3р22.3
	DЗS24О9

3р21.31
	DЗS2456

3р21.31
	DЗS1766

3р21.1
	D3S2454

3р14.1

	5406
	яичник
	ni
	ni
	О
	Д
	Mi
	O

	
	эндометрий
	ni
	ni
	ni
	Mi
	ni
	O

	5441
	яичник
	Д,а
	ni
	О
	Д
	О
	O

	
	эндометрий
	ni
	О
	ni
	ni 
	О
	О

	11961
	яичник
	ni
	Д
	Д
	ni 
	Д
	O

	
	эндометрий
	ni
	ni
	Д,а
	Д
	Д
	O

	4748
	яичник
	Д
	ni
	Mi
	ni
	Д,а
	O

	
	эндометрий
	ni
	ni
	Mi
	Д
	Д
	O

	5342
	яичник
	ni
	О
	О
	О
	О
	ni

	
	эндометрий
	ni
	О
	О
	О
	О
	O

	5129
	яичник
	Д
	ni
	ni
	Mi
	ni
	O

	
	эндометрий
	ni
	ni
	ni
	ni
	ni
	ni

	4722
	яичник
	ni
	ni
	Mi
	Д
	О
	O

	
	эндометрий
	ni
	О
	Mi
	Д,а
	Mi
	O

	7512
	яичник
	Д,а
	О
	ni
	ni
	О
	O

	
	эндометрий
	ni
	ni
	О
	О
	Д
	O


Примечание: О — сохранение гетрозиготности; Д — делеция; Д,a — делеция с амплификацией второго аллеля; Мi — нестабильность микросателлитов как изменение длин маркера; ni — не информативный случай 

Для большей определенности было проведено сопоставление результатов молекулярно-генетических исследований с клиническими наблюдениями этих трех случаев: само течение заболевания, а также отдаленные результаты лечения этих больных позволяют с большей вероятностью предположить, что первоначально диагноз морфологами был интерпретирован неверно. Таким образом, результаты проведенного пилотного исследования позволяют говорить о том, что молекулярно-генетические подходы могут иметь большое значение в дифференциации первично-множественного рака и первичной опухоли с метастазированием.

Подозрение на одновременное развитие у одного больного нескольких злокачественных новообразований требует более тщательного обследования.  При этом очень часто, особенно при синхронном развитии, одна или обе (редко больше) опухоли оказываются диссеминированными. В этой ситуации онкомаркеры (ОМ) являются эффективным дополнительным средством диагностики, поскольку их диагностическая чувствительность и специфичность при распространенном опухолевом процессе в большинстве случаев превышает 80-85%.

Благодаря тому, что каждый ОМ ассоциирован с опухолями определенного гистотипа, определение одновременно нескольких ОМ позволяет «не пропустить» соответствующие синхронно развивающиеся опухоли, что должно оказать позитивное влияние на последовательность лечебных мероприятий и выбор оптимального лечения. У больных, леченых по поводу гормонозависимых злокачественных новообразований (рак молочной железы, тела и шейки матки, яичников) и имеющих значительно более высокий риск развития второй (метахронной)  опухоли, регулярное определение ОМ может способствовать выявлению этих опухолей в более ранних стадиях развития и тем самым определять улучшение прогноза.

В своем исследовании мы изучали клиническую целесообразность одновременного определения ОМ в диагностике ПМЗН, одним из которых являлся рак яичников (РЯ). 

Использование ОМ в диагностике опухолей основано на том, что злокачественная опухоль вырабатывает в большом количестве и выделяет в кровеносное русло определенные, соответствующие её гистологическому строению, так называемые определяющие ОМ. В общем понимании определяющим ОМ для РЯ является СА125; для рака молочной железы (РМЖ) – СА15.3; для рака толстой кишки (РТК) – РЭА и комплементарный ему СА19.9. При раке желудка (РЖ) некоторые опухоли секретируют в больших количествах СА19.9 и/или СА72.4, тогда как у пациентов с «кишечной» формой РЖ определяются высокие значения РЭА; при раке шейки матки (РШМ) определяющим ОМ является SCC (Squamous Cell Carcinoma Antigen).

Ретроспективно анализировали уровни ОМ у 74 больных РЯ и сопутствующими злокачественными новообразованиями, находившихся на лечении в Российском онкологическом научном центре имени Н.Н.Блохина РАМН в период с 2004 по 2011 гг. При этом наибольший удельный вес приходился на первично-множественный рак молочной железы и яичников – 27 (36,5%) наблюдений. В соответствии с полученными данными, СА15.3 при диагнозе РМЖ был повышен у 22 (81,5%) больных. На момент диагностирования РЯ СА125 был позитивен у 25 (92,6%) больных. Следовательно, ОМ являются эффективным средством в диагностике ПМЗН молочной железы и яичников. 

У больных первично-множественным раком молочной железы, яичников и толстой кишки (8 (10,8%) наблюдений) при диагнозе РМЖ СА15.3 был позитивным в 7 (87,5 %) случаях, при диагнозе РЯ и РТК уровни СА125 и РЭА значительно превышали ДУ у всех пациенток. При метахронном развитии первой опухолью в обоих случаях был РМЖ. У первой пациентки РЯ и РТК были диагностированы одновременно спустя 56 месяцев после выявления первой опухоли; у второй пациентки второй опухолью был РЯ, третьей – РТК, диагностированные спустя 3 и 4 года, соответственно.

В группе больных первично-множественным раком толстой кишки и яичников (16 (21,6%) наблюдений) на момент диагностирования РТК определяющий ОМ РЭА был повышен у 14 (90%) больных, при диагнозе РЯ СА125 превышал ДУ у 12 (79%) больных. При развитии метахронных опухолей первой опухолью в 3 случаях из 4 был РЯ. Вторая опухоль диагностировалась в разное время – от 10 месяцев до 7 лет после выявления первой опухоли.

На момент диагностирования рака желудка (РЖ) один и/или оба определяющих ОМ (РЭА и/или СА19.9) были повышенными у 6 (67%) больных (всего 9 (12,2%) наблюдений). Т.о. у каждой третьей пациентки опухоль желудка выявить с помощью ОМ невозможно. Это находится в соответствии с литературными данными о недостаточной диагностической чувствительности ОМ в отношении РЖ. В то же время при диагностировании РЯ са125 превышал ДУ во всех случаях. При развитии метахронных образований первой опухолью в обоих случаях был РЯ. Вторая опухоль диагностировалась спустя 8 и 20 месяцев.

При диагнозе РШМ SCC был позитивен у 9 (64%) больных (всего 14 (18,9%) наблюдений). Следовательно, использование SCC недостаточно информативно и решающая роль при постановке диагноза РШМ принадлежит гистологическому исследованию. При метахронном развитии первой опухолью был РШМ, затем, спустя 8 месяцев, диагностирован РЯ.

Несмотря на то, что использование онкомаркеров в целом имеет ограниченные диагностические возможности, наше исследование показало, что выявление рака яичников, рака молочной железы и рака толстой кишки в составе полинеоплазий в большинстве случаев четко ассоциировались с повышенными уровнями соответствующих маркеров, поэтому пациенток, лечившихся по поводу гормонозависимых злокачественных опухолей и рака толстой кишки, следует ориентировать на длительное, возможно, пожизненное регулярное (один раз в 3-4 месяца) определение комплекса онкомаркеров. Повышение уровней хотя бы одного или нескольких из них должно стать основанием для проведения тщательного обследования больного на предмет возможного обнаружения второй опухоли. 

Клинико-генетические аспекты первично-множественных злокачественных новообразований с поражением яичников. Мысль о значении генетических факторов в развитии злокачественных опухолей возникает, когда риск развития заболевания среди родственников больных превышает популяционный. 

Около 2% двух процентов семей больных ПМЗН с поражением яичников имеют родственников, пораженных более, чем одной опухолью.

Из 2318 двух тысяч трехсот восемнадцати родственников 1-й  степени родства больных ПМЗН с поражением яичников полинеоплазии выявлены в 19 (0,8%) в восьми десятых процента наблюдениях, что значительно превышает популяционную частоту (0,008%), которая составляет восемь тысячных процента. Различия статистически достоверны.

Таким образом, необходимо отметить, что выявленные в процессе нашего исследования случаи ПМЗН можно считать наследственно обусловленными, так как вероятность случайного накопления аналогичных поражений в семьях при такой низкой популяционной частоте чрезвычайно мала. 

Однако для более полного понимания общебиологических закономерностей проявления ПМЗН, необходимо изучить не только семейные, но и клинические ассоциации различных форм опухолей.

При полинеоплазиях злокачественные новообразования яичников чаще всего сочетались с опухолями молочной железы – в 102 (38,63%) тридцати девяти процентах наблюдений, тела матки – в 79 (30,0%) в тридцати процентах наблюдений и органов желудочно-кишечного тракта – в 27 (10,09%) десяти процентах наблюдений.

Частое сочетание таких форм опухолей, как рак молочной железы, толстой кишки, яичников, эндометрия и желудка при полинеоплазиях предполагает сходный генетический механизм канцерогенеза. Последние данные представляют для клиницистов особый интерес, поскольку, если у больного ПМЗН одна из первичных опухолей соответствует указанным выше локализациям, то можно ожидать появление в отдельно взятых семьях аналогичных солитарных опухолей у родственников. И, наоборот, при накоплении злокачественных опухолей однотипных локализаций у родственников высока вероятность проявления в семьях первично-множественного поражения. 
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Рис. 1. Родословная семьи Б.

РЯ – рак яичников, РТК – рак толстой кишки, РТМ – рак тела матки.

Наиболее объективную информацию для формирования групп повышенного риска развития злокачественных новообразований даёт ДНК-диагностика. 

Анализ частоты встречаемости восьми мутаций в генах BRCA1/2 и CHEK2 (185delAG, 300Т>G, 4153delA, 4158A>G и 5382insC в гене BRCA1, 695insT и 6174delT в гене BRCA2, варианта 1100delC в гене CHEK2) в группах больных органоспецифическим РЯ (n=79) и ПМЗН с поражением яичников (n=33) при использовании технологии биочипов показал, что Мутации были выявлены только в гене BRCA1. При этом частота мутаций в группе больных ПМЗН с поражением яичников существенно выше и составила  54,55% по сравнению с группой больных органоспецифическим РЯ – 10,13% (р<0,05).

Таблица 4

Частота мутаций в гене BRCA1 у больных РЯ и ПМЗН с поражением яичников

	Ген
	Мутация
	Диагноз

	
	
	Органоспецифический РЯ
	ПМЗН с поражением яичников

	
	
	число
	%
	число
	%

	BRCA1
	185delAG
	1
	1,47
	2
	6,06

	BRCA1
	300T>G
	0
	0
	5
	15,15

	BRCA1
	4153delA
	0
	0
	2
	6,06

	BRCA1
	5382insC
	7
	8,66
	9
	27,28

	Всего больных, несущих мутацию
	8
	10,13
	18
	54,55

	Всего обследовано, n
	79
	26


Средний возраст заболевания спорадическим РЯ составляет 61,2 ± 10,9 год, а средний возраст больных ПМЗН на момент выявления опухоли в яичниках – 48,2±3,1 лет (р<0,05). Средний возраст манифестации РЯ в группе больных-носителей мутаций в гене BRCA1 при ПМЗН значительно ниже и составляет 43,0 ± 5,8 года, чем средний возраст больных-носителей мутаций при органоспецифическом РЯ – 52,5 ± 10,1 лет (р<0,05). 

Пятилетняя выживаемость больных раком яичников при полинеоплазиях составила 42,3 ± 3,8%. В случаях BRCA1-ассоциированного рака яичников пятилетняя выживаемость при первичной множественности новообразований достоверно выше и составила 73,68% ± 5,2 %. Пятилетняя выживаемость BRCA1-ассоциированного рака яичников, не связанного с множественным процессом, – 58,9 ± 6,3% (P=0,012).
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Рис. 2. Выживаемость больных BRCA1-ассоциированным солитарным раком яичников и при ПМЗН

На основании нашего исследования можно сделать очень важный с точки зрения онколога-клинициста вывод: своевременная идентификация подобных генетических нарушений позволяет разрабатывать наиболее эффективную стратегию для лечения уже протекающего заболевания и осуществлять профилактику других злокачественных новообразований, что особенно актуально не только для заболевших пациентов, но и для их практически здоровых родственников, у которых еще не возникла опухолевая патология. 

ВЫВОДЫ

1. Первично-множественные злокачественные новообразования с поражением яичников являются редкой патологией. Полинеоплазия была выявлена у 8,1% больных  среди 3259 больных злокачественными новообразованиями яичников, находившихся на лечении в клиниках РОНЦ им. Н.Н.Блохина РАМН с 1990 по 2008 годы.

2. Наиболее часто первичная множественность злокачественных новообразований представлена двумя опухолями (88,63%), реже тремя (9,85%). Четыре новообразования встретились в 1,52% наблюдений. Пять и более злокачественных новообразований у больных со злокачественными опухолями яичников не наблюдается. У подавляющего числа больных (95,8%) отмечается сочетание эпителиальных злокачественных новообразований с эпителиальными, а сочетание эпителиальных опухолей с неэпителиальными – лишь в 4,2%.  Злокачественные опухоли только неэпителиального происхождения у больных полинеоплазиями с поражением яичников не наблюдались ни в одном случае.

3.  Злокачественные опухоли яичников наиболее часто сочетаются с карциномой молочной железы (38,63%), тела матки  (30,0%) и органов желудочно-кишечного тракта (10,09%). Более, чем половина всех больных полинеоплазией с поражением яичников (68,63%) имеют вторые опухоли в гормонозависимых органах – молочной железе и теле матки.

4. Комплексное определение опухолевых маркеров позволяет существенно повысить уровень диагностики ПМЗН, особенно при распространенном опухолевом процессе. При первично-множественном раке молочной железы и яичников СА125 был повышен в 92,6% наблюдений, а СА153 – в 81,5%. При первично-множественном раке  яичников и толстой кишки СА125 был повышен в 79,0% наблюдений, а РЭА – в 90,0%.

5. Молекулярно-генетический скрининг восьми мутаций в генах BRCA1/2 и CHEK2 (185delAG, 300Т>G, 4153delA, 4158A>G и 5382insC в гене BRCA1, 695insT и 6174delT в гене BRCA2, варианта 1100delC в гене CHEK2) в группах больных солитарным РЯ и ПМЗН с поражением яичников выявил мутации только в гене BRCA1. Частота этих мутаций в группе больных ПМЗН с поражением яичников составила  53,85%, что существенно выше, по сравнению с группой больных солитарным РЯ – 10,13% (р<0,05). 

6. Около 2% семей больных ПМЗН с поражением яичников имеют родственников с полинеоплазией. Из 2318 родственников 1-й степени родства больных ПМЗН с поражением яичников поилнеоплазии выявлены в 19 (0,8%) наблюдениях, что значительно превышает популяционную частоту (0,008%) (р<0,05).

7. Установлены достоверные различия возрастного проявления при солитарном спорадическим раке яичников (61,2 ± 10,9 лет), солитарном раке яичников с мутацией в гене BRCA1  (52,5 ± 10,1 лет) и при ПМЗН с поражением яичников и наличием мутации в гене BRCA1 (43,0 ± 5,8 лет, р<0,05).

8. Пятилетняя выживаемость больных раком яичников при полинеоплазиях составила 42,3 ± 3,8%. В случаях BRCA1-ассоциированного рака яичников пятилетняя выживаемость при первичной множественности новообразований достоверно выше и составила 73,68% ± 5,2 %. Пятилетняя выживаемость BRCA1-ассоциированного рака яичников, не связанного с множественным процессом, – 58,9 ± 6,3% (P=0,012).
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