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Комплексная диагност ика, проведённая при помощ и гистологического метода с  определением митотического р е 
жима, иммуногист охимического маркера К і-6 7  (клон  М ІВ -1) и  маркера генот ипирования ІББР-РЄР показала изме
нения эпителия слизистой оболочки ж елудка характерные д л я  неоплазии слизистой оболочки ж елудка у  пациен
тов с  язвенно-инфильтративным раком  ж елудка. Экспансия маркера генот ипирования ІББР-РЄР свидетельствует 
о его вы сокой чувствительности и  информативности. Существует кореляционная связь м еж ду показателями гис
тологического, иммунногист охимического и  показателями генотипирования при помощ и реакции ІББР-РЄР. Коэ- 
фициент кореляции Пирсона гху м еж ду показателями митотического режима, пролиф еративной активности эпи
телия слизистой оболочки желудка маркера К і-6 7  и  показателями генот ипирорвания эпителия слизистой оболоч
ки  ж елудка составляет соответственно 0,197, 0 ,6 0 7 и  0,881, что свидетельствует о существовании соответственно 
умеренной и  значит ельной по  тесноте связи м еж ду показателями. Общий результат свидетельствует о существо
вании статистически дост оверной зависимости с  вероятностью 0,99.
Клю чевы е слова: митотический режим, маркер Кі-67, генотипирование.

Вступ
Основною причиною смерті в розвинутих країнах по

ряд із смертністю від серцево-судинних процесів і їх 
ускладнень є смертність від злоякісних пухлин. Рак шлу
нка щороку вражає 750 -  870 тис. чоловік в світі, на його 
частку припадає 10% від летальних випадків, обумовле
них пухлинною патологією. В Україні в 2009р. рак шлун
ка займав 3-є (9,0%) місце в структурі онкопатології чо
ловіків і 6-е (5,6%) місце у жінок; в структурі онкосмерт- 
ності він посідає 2-ге (11,8 і 9,3%) місце в обох групах [5, 
10].

Передумовами розвитку раку шлунка з хроннічної 
виразки шлунка прийнято вважати досліджувані в на
вколишній її слизовій оболонці змінення типу хронічного 
гастриту, що супроводжується дисрегенераторними 
процесами з утворенням дисплазій епітелію [1, 3, 6]. 
Останні, особливо тяжкого ступеня, часто бувають мар
кером існування поблизу ракової пухлини [11].

Складними для діагностики є виразково- 
інфільтративні раки шлунка. Вказана форма раку на 
ранніх стадіях може симулювати звичайну виразку, це 
утруднює її диференційну діагностику з останньою [4, 6]. 
Виразкова ракова пухлина шлунка може, як і звичайна 
виразка загоюватись. Але загоювання знову змінюється 
на виразкування і такі цикли можуть повторюватись не
одноразово. Через те, що рак шлунка розвивається по
рівняно повільно такі цикли можуть повторюватись не
одноразово [6, 12].

Метою даного дослідження є комплексна діагностика 
передпухлинних змін в слизовій оболонці шлунка та ви
явлення раку шлунка за допомогою гістологічного, імуно- 
гістохімічного та молекулярно-біологічного методів.

Матеріал та методи досліджень
В роботу покладено результати дослідження 50 

спостережень виразково-інфільтративного раку шлун
ка. Оперативно видалені шлунки досліджені з метою 
виявлення морфологічних особливостей стану слизо
вої оболонки шлунка.

Отримані зразки слизової оболонки шлунка дослі
джували загальногістологічним методом за стандарт
ними схемами, що включає фіксацію тканини в нейт
ральному формаліні. Матеріал обробляли у парафі
новій заливці. Зрізи забарвлювали гематоксиліном- 
еозином і пікрофуксином за ван-Гізоном.

Імуногістохімічне виявлення проліферації епітелію 
слизової оболонки шлунка проводили за допомогою 
маркеру Кі-67 на депарафінованих зрізах товщиною 4
5 мм., із попередньою демаскіровкою антигену в цит- 
ратному буфері (рН 6,0) у мікрохвильовій печі протя
гом 10 хв. В якості первинних антитіл використовува
ли моноклональні антитіла до Кі-67 (клон МІВ-1). Інку
бацію з первинними антитілами проводили протягом 
18 годин. Ідентифікація реакції проводилась за допо
могою хромогену 3,3’= діамінобензидин тетрахлори- 
ду(DAB, Dako Cytomation). Зрізи контрастували за до
помогою гематоксиліна-еозина.
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Паралельно проводили дослідження слизової 
оболонки шлунка за допомогою полімеразної ланцю
гової реакції. Застосовували ISSR-PCR метод з вико
ристанням ISSR -  праймеру S2, який має структуру: 
(AGC)6G [7, 8, 9, 13].

Ампліфікацію проводили в 25 мкл реакційної 
суміші. ДНК додавали в кількості 10 -  20 нг на 
реакцію. Температура відпалу праймера становила 
57°C, синтез фрагментів ДНК проходила в 30 циклах 
ампліфікації [8].

Електрофоретичне розділення продуктів 
ампліфікації проводили в 2%-му горизонтальному 
агарозному гелі (Вагофор, Латвія).

Візуалізацію електрофореграм проводили на 
трансілюмінаторі в ультрафіолетовому світлі довжи
ною хвилі 365 нм з наступним фотографуванням.

Визначення розмірів ампліконів виконували за до
помогою маркера молекулярної маси 1000вр DNA- 
Ledder, pUC 19 DNA/ Msp I («Fermentas», Літва)[8, 13].

Для оцінки вираження порушень мітозу використо
вували визначення мітотичного режиму за прийнятою 
методикою. Підрахунок мітозів проводили під імерсій
ним збільшенням мікроскопу в 100 полях зору. Визна
чали мітотичний індекс (МІ) -  кількість мітозів на 1000 
клітин, визначених у промілях(%о), кількість мітозів які 
знаходяться в метафазі в процентах(%), кількість па
тологічних мітозів в процентах(%) [2].

Результати імуногістохімічних реакцій оцінювали 
шляхом підрахунку відсотка позитивних клітин із різ
ною інтенсивністю, яку оцінювали візуально. Аналізу
вали 800-1000 епітеліальних клітин в кожному випад
ку. Проліферативний потенціал (індекс проліферації) 
визначали при підрахунку кількості клітин, що експре- 
сують Кі-67. При іМ (індекс мітки) Кі-67<10,0% -  низь
ка, ІМ Кі-67>30,0% -  висока проліферативна
активність.

Достовірність різниці середніх порівнюваних 
показників оцінювали за критеріями (t) Ст’юдента. 
Різниця між порівнюваними величинами вважалась 
значимою, як що допустима помилка (p) була менша 
за 0,05.

Кількісна оцінка кореляційного зв’язку оцінювалась 
за значеннями коефіцієнтів кореляції у межах від -1 
до +1. Від’ємні значення коефіцієнтів указують на 
зворотний зв’язок, додатні -  на прямий. Нульове зна
чення може свідчити про відсутність зв’язку. 
Інтенсивність зв’язку (слабкий зв’язок -  помірний -  
суттєвий -  сильний) оцінювали за абсолютним зна
ченням коефіцієнтів кореляції.

Результати та їх обговорення
У пацієнтів, хворих на виразково-інфільтративний 

рак шлунка, що розвинувся на фоні виражених форм 
хронічного атрофічного і атрофічно-гіперпластичного 
гастриту в слизовій оболонці шлунка навколо пухли
ни, пілоричного відділу і малої кривизни достовірної 
різниці показника мітотичного індексу (МІ) не знайде
но (рис. 1).

Показник мітотичного індексу в тілі (Т) шлун- 
ка(15,5+4,2%) був достовірно нижче (р<0,05) ніж на 
ділянці навколо пухлини(НП)(33,1+11,8%), пілорично- 
му(П) відділі (27,5+5,8%) і на малій кривиз- 
ні(МК)(25,5+3,9%) (рис. 1).

Між показниками кількості мітозів метафази в пі- 
лоричному відділі (51,5+3,3%), на малій кривиз-
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ні(51,9+2,2%) та навколо пухлини(56,9+5,8%) достові
рної різниці не знайдено (р>0,05).
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Рис. 1. Мітотичний режим епітелію слизової оболонки 
шлунка хворих на виразково-інфільтративний рак шлунка.

1кв -  мітотичний індекс(%о). 2кв -  кількість мітозів у 
метафазі(%). 3кв -  кількість патологічних мітозів(%).
В тілі шлунка кількість мітозів в метафа- 

зі(44,9±2,8%) була достовірно нижчою(р<0,01) ніж на 
ділянці навколо пухлини(56,9±5,8%) та в інших регіо
нах слизової оболонки шлунка.

Досліджені патологічні мітози (рис.1), відзначались 
достовірним зниженням (р<0,001) в тілі шлунка 
(5,4±1,1 %) відносно ділянки навколо пухлини
(37,2±3,5%), пілоричного відділу (35,1 ±2,7%) та малої 
кривизни (25,3±3,3%), а також відмічена достовірна 
різниця між пілоричним відділом (35,1±2,7%) і малою 
кривизною(25,3±3,3%) (р<0,05).

За допомогою маркеру Кі-67(клон МІВ-1) виявлена 
висока проліферативна активність епітелію слизової

Рис.2. Висока проліферативна активність в епітелїї ямок 
із дисплазією на фоні хронічного гастриту. Маркер Кі- 

67(клон МІВ-1).
Спостерігається залежність між показниками кіль

кості патологічних мітозів, мітозів на стадії метафази, 
мітотичного індексу з вираженням проліферативної 
активності епітелію слизової оболонки в різних топо- 
графо-анатомічних відділах шлунка.

В тілі шлунка де, в порівнянні з іншими регіонами, 
показники мітотичного режиму нижчі, достовірно рід
ше виявляється виражена проліферативна активність 
епітелію з дисплазією слизової оболонки шлунка
(р<0,001).

Зростання кількості патологічних мітозів, мітотич
ного індексу, та мітозів на стадії метафази в пілорич- 
ному відділі, на малій кривизні і навколо пухлини ко
релює із збільшенням проліферативної активності
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епітелію слизової оболонки шлунка з індексом мітки 
>30,0%.

Рис. 3. Електрофореграми продуктів ампліфікату зразків
ДНК слизової оболонки шлунка хворих на виразково- 

інфільтративний рак шлунка:
1,2,3 -  ДНК-профілі відповідають маркеру пухлини; М -  

маркер розміру фрагментів ДНК.
Генотипування епітелію слизової оболонки шлунка 

пацієнтів хворих на виразково-інфільтративний рак 
шлунка виявило досить стабільні ДНК-профілі пред
ставлені експансією фрагментів розміром 520 та 620 
п.н.(пар нуклеотидів) в усіх спостереженнях (рис. 3) і 
мали повну відмінність від профілю маркеру норми.

Із збільшенням показників мітотичного режиму збі
льшується проліферативна активність покривно- 
ямкового епітелію і епітелію залоз. В тілі шлунка, де 
показники мітотичного режиму найменші в порівнянні 
з іншими регіонами шлунка, достовірно рідше 
(р<0,001) виявляється проліферативна активність епі
телію і зазначена індексом мітки <10,0%.

Зважаючи на те, що у всіх спостереженнях, за ре
зультатами генотипування, були одержані ДНК- 
профілі де була явна експансія фрагментів розміром 
від 520 до 620 п.н. іх можна вважати за маркер наяв
ності в пацієнта пухлини.

Між показниками мітотичного режиму слизової 
оболонки шлунка, вираженням проліферативної акти
вності дисплазії епітелію слизової оболонки шлунка за 
маркером Кі-67 хворих на виразково-інфільтративний 
рак шлунка та показниками генотипування епітелію 
слизової оболонки коефіцієнт кореляції Пірсона Гху 
склав відповідно 0,197, 0,607 та 0,881, що свідчить

про існування відповідно слабкого, значного та силь
ного за тіснотою зв’язку. Коефіцієнт детермінації 
0=ГхуЛ2 дорівнював відповідно 0,039, 0,369 та 0,776. 
Критичне значення коефіцієнта кореляції з вірогідніс
тю 0,95 дорівнює 0,2732. Критичне значення коефіціє
нта кореляції з вірогідністю 0,99 дорівнює 0,3511. По
рівняння коефіцієнта кореляції Гху з критичним зна
ченням Гсг для значущості 0,95 відповідало відповідно 
Гху<Гсг та Гху>Гсг. Порівняння коефіцієнта кореляції Гху з 
критичним значенням Гсг для значущості 0,99 відпові
дало відповідно Гху<Гсг та Гху>Гсг. Коефіцієнт коваріації 
склав відповідно 0,389, 3,442 та 0,859. Між показни
ками мітотичного режиму, проліферативної активності 
дисплазії епітелію та показниками генотипування сли
зової оболоки шлунка виявлена статистично достові
рна залежність з ймовірністю 0,99.

Висновки
За допомогою гістологічного методу встановлено, 

що при виразково-інфільтративному раку шлунка ви
явлені високі показники мітотичного режиму епітелію 
слизової оболонки.

Тенденція зростання показників мітотичного ре
жиму у відділах шлунка відбувається в напрямку 
Т ^ М К ^ П ^ Н П .

При виразково-інфільтративному раку шлунка ге- 
нотипуваання слизової оболонки шлунка виявило 
стабільні ДНК-профілі представлені експансією амплі- 
конів розміром 520 та 620 п.н.(пар нуклеотидів) в усіх 
спостереженнях. Це свідчить про їх генетичну одно
типність, злоякісність і можливість використовувати як 
маркер малігнізації.

Застосування методу ІББР-РОР дає можливість 
ранньої діагностики раку шлунка з матеріалу слизової 
оболонки.

Показники імуногістохімічного методу корелюють 
із гістологічним методом і показниками генотипування 
за реакцією ІББР-РОР. Коефіцієнт кореляції Пірсона 
Гху між показниками мітотичного режим, проліферати- 
вної активності епітелію слизової оболонки шлунка за 
маркером Кі-67 і показниками генотипування епітелію 
слизової оболонки шлунка дорівнює відповідно 0,197,
0. 607.та 0,881, що вказує на існування відповідно по
мірного та значного за тіснотою зв’язку між показни
ками з ймовірністю 0,99.

Морфологічна діагностика раку шлунка повинна 
базуватись на комплексній оцінці ознак, відрізняючих 
його дисплазії епітелію та інших змін що симулюють 
пухлину, співставляючи результати патогістологічних, 
імуногістохімічних досліджень і генотипування.

Перспективи подальших досліджень
В подальшому комплексні дослідження планується 

провести на практиці з метою діагностики неопласти- 
чних змін епітелію слизової оболонки шлунка у хворих 
з хронічними захворюванями шлунка.
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E N G L IS H  V E R S I O N : C O M P L E X  D I A G N O S T I C S  O F  

U L C E R O I N F I L T R A T IV E  G A S T R IC  C A N C E R *
Kharchenko O. V
Poltava National Pedagogical University named after V.G.Korolenko, Poltava

Com plex diagnostics, m ade b y  the  h is to lo g ica l m ethod, specifying  the  m ito tic  regim en, im m unohistochem ical K i-67  
m arker (M IB -1clone) and ISSR-PCR m arker o f gene tic  typ ing  show ed lesions in  g a s tric  m ucosa ep ithe lium , sp e cific  to  
g a s tric  m ucosa ep ithe lium  neoplasia in  p a tie n ts  w ith  u lce ro in filtra tive  g a s tric  cancer. Expansion o f ISSR-PCR m arker o f 
gene tic typ in g  ind ica tes its  h igh  s e n s itiv ity  and in form ativeness. There is  a strong  co rre la tion  betw een the  ind ices o f h is 
to log ica l, im m unohistochem ical and  ind ices o f gene tic  typ ing , de tected  b y  the  ISSR-PCR m ethod. Between the  indices 
o f m ito tic  regim en, p ro life ra tiv e  a c tiv ity  o f g a s tric  m ucosa ep ithe lium  o f K i-67  m arker and  indices o f gene tic  typ ing  o f 
g a s tric  m ucosa ep ithe lium , the  Pearson's co rre la tion  coe ffic ien t, rxy, constitu tes 0,197, 0 ,607  and  0,881, respective ly, 
corresponding to  the  existence o f m oderate and  considerable re la tionsh ip  betw een indices. The o ve ra ll re s u lt show s s ta -
tis tic a iiy  s ig n ifica n t dependence w ith  p ro b a b ility  o f 0,99. 
Key words: mitotic regimen, Ki-67 marker, genetic typing.

Introduction
The main cause of death in developed countries, 

along with mortality from cardiovascular processes and 
their complications, is mortality from malignant tumors. 
Every year gastric cancer affects 750 -  870 thousand 
people in the world; it accounts for 10% from fatal out
comes, caused by neoplastic pathology. In 2009 gastric 
cancer in Ukraine took the 3rd (9.0%) place in the struc
ture of male oncopathology and the 6th (5.6%) place in 
the female one; in the structure of oncomortality it takes 
the 2nd (11.8 and 9.3%) place in both groups [5, 10].

Lesions in mucosa, surrounding gastric ulcer, e.g., 
chronic gastritis, which are followed by dysregenerative 
processes with the development of epithelial dysplasia [1, 
3, 6] are strongly believed to be predictors of gastric can
cer development. The latter, especially the severe ones, 
are often identified as the marker of cancer, growing 
nearby [11].

Ulceroinfiltrative gastric cancers are complicated for 
diagnostics. At early stages this form of cancer may sti
mulate typical ulcer, making it difficult to make differen
tiated diagnostic with the latter [4, 6]. Ulcerated gastric 
cancer, as well as typical ulcer, may be healed. But, 
again, the process of healing is replaced by ulceration

and such cycles may occur repeatedly. Due to the fact 
that gastric ulcer develops comparatively slowly, such 
cycles may occur repeatedly [6, 12].

The purpose of the research is complex diagnostics 
of pretumor changes in gastric mucosa and diagnosis of 
gastric cancer by histological, immunohistochemical and 
molecular- biological methods.

Materials and Methods
The paper considers findings of 50 examinations of 

ulceroinfiltrative gastric cancer. Surgically extracted sto
machs have been examined with the purpose to detect 
morphological features of gastric mucosa condition.

The obtained samples of gastric mucosa have been 
studied by conventional histological method according to 
standard regimen, including fixation of tissue in neutral 
formalin. The material was processed in paraffin coating. 
Sections were colored in hematoxylin-eosin and picro- 
rosein according to Van-Gison.

Immunohistochemical detection of proliferation of 
gastric mucosa epithelium has been performed by Ki-67 
marker on deparaffined sections of 4-5 mm thick with 
prior antigen damasking in citrate buffer (pH 6,0) in mi
crowave oven during 10 min. Monoclonal antibodies have 
been applied to Ki-67 (MIB-1clone) as primary ones. In
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