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АДЕНОКАРЦИНОМА ЖКТ, КОЛОРЕКТАЛЬНЫЙ РАК, ОНКОГЕНЕЗ, УРОКИНАЗНАЯ СИСТЕМА, УРОКИНАЗА, ЭПИТЕЛИАЛЬНО-МЕЗЕНХИМАЛЬНЫЙ ПЕРЕХОД, МЕТАСТАЗИРОВАНИЕ

Объектом исследования являются сыворотка крови онкобольных и здоровых доноров; образцы ткани опухоли и нормальной слизистой ЖКТ.
Цель работы: изучение прогностической значимости уровня экспрессии белков урокиназы и ее рецептора в сыворотке и ткани больных аденокарциномой желудка и толстой кишки и их взаимосвязь с эпителиально-мезенхимальным переходом и метастазированием.
В процессе работы проводились исследования по созданию уникальной коллекции образцов, включающих в себя образцы ткани опухоли и нормальной ткани ЖКТ, а также соответствующие им сыворотки крови. В качестве контроля создавалась коллекция сывороток крови здоровых доноров. Все образцы получены с информированного согласия пациентов и здоровых добровольцев при строгом соблюдении анонимности в соответствии с нормативными актами требований GCP. Разрабатывался план исследования. Была отработана методика определения сывороточных концентраций урокиназы и её рецептора у онкобольных и здоровых доноров методом иммуноферментного анализа (ELISA), а также методика иммунофлюоресцентного окрашивания биоптатов ткани. 
В ходе исследования были использованы следующие лабораторно-инструментальные и клинические методы: иммунофлюоресцентное окрашивание образцов ткани опухоли желудка и кишки с последующей визуализацией на конфокальном микроскопе, метод ELISA для определения сывороточных показателей урокиназы и рецептора урокиназы, статистическая обработка полученных результатов. 
В ходе выполнения НИР получены следующие научные результаты:
1. Разработан и подготовлен пакет документов для проведения прикладного научного исследования, включающий протокол исследования, информационный листок пациента с формой информированного согласия, ИРК, журналы регистрации биообразцов, микропрепаратов, окрашенных микропрепаратов, образцов крови, протоколы иммунофлюоресцентного окрашивания и метода ELISA, которые соответствуют всем требованиям нормативной документации.
1. Сформирована база образцов ткани и сывороток крови (60 образцов пациентов с подтвержденным онкологическим заболеванием и 20 образцов здоровых доноров) и создана электронная исследовательская база данных.
1. Отработана методика иммунофлюоресцентного окрашивания ткани кишки. Обнаружено повышение экспрессии uPA во всех исследуемых тканях опухоли (рак желудка, сигмовидной и прямой кишки) по сравнению с нормальной тканью. Экспрессия uPAR повышена в ткани рака сигмовидной и прямой кишки, но не в раке желудка по сравнению с нормой. 
1. Отработана методика определения сывороточных концентраций uPA и uPAR у пациентов с подтвержденным онкологическим заболеванием и здоровых доноров методом ELISA. Обнаружено, что концентрация uPA достоверно выше у всех больных все зависимости от типа рака, тогда как достоверное увеличение содержания uPAR наблюдается только при раке молочной железы по сравнению с здоровыми донорами.
В результате исследования разработан и подготовлен пакет документов для проведения прикладного научного исследования; создан биобанк образцов для дальнейшего выполнения исследования; проведен сравнительный анализ значений сывороточных концентраций uPA и uPAR у пациентов с подтвержденным онкологическим заболеванием и здоровых доноров и выполнена статистическая оценка полученных результатов. На основании этого анализа определение uPA в сыворотке онкобольных может быть рекомендовано в качестве универсального диагностического и прогностического критерия в онкологии, а определение uPAR - только при раке молочной железы.
Экономическая эффективность полученных результатов работы будет достигаться при внедрении в медицинскую практику метода определения концентраций урокиназы и ее рецептора в сыворотке крови в диагностике онкозаболеваний заболеваний ЖКТ и не только, за счёт универсальности этих маркеров, доступности, универсальности и быстроты для исследования, а также низкой себестоимости метода ELISA.
Для достижения цели исследования необходимо дальнейшее исследования по оценке экспрессии uPA и uPAR в ткани опухоли и сыворотке крови онкобольных, а также маркеров эпителиально-мезенхимального перехода ЭМП. Для этого будет проведена оценка прогностической значимости уровня экспрессии uPA и uPAR и взаимосвязь их экспрессии с экспрессией маркеров ЭМП для разработки дифференцированного подхода к лечению пациентов возможных групп риска, в том числе с признаками метастазирования



ОПРЕДЕЛЕНИЯ ОБОЗНАЧНЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
В настоящем отчете о НИР применяют следующие определения, обозначения и сокращения:
CA 19-9 - опухолевый маркёр новообразований ЖКТ
CEA – раковый эмбриональный антиген
E-cad – Е-кадгерин
EGF - эпидермальный фактор роста
ELISA – (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) иммуноферментный анализ
EGFR – рецептор эндотелиального фактора роста
FAK – фокальная киназа адгезии
FGF-2 - фактор роста фибробластов-2 
HGF - фактор роста гепатоцитов
GM-CSF - гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующий фактор
GPI – гликозилфосфатидилинозитол
MAPK - митоген-активируемая протеинкиназа
MMP-2 – матриксная металлопротеиназа 2 типа
MT1-MMP – матриксная металлопротеиназа 1 типа
N-cad – N-кадгерин
NF-kB - универсальный фактор транскрипции 
PAI-1 -ингибитор активатора плазминогена-1
PAI-2 -ингибитор активатора плазминогена-2
PTEN - фосфатазы с двойной субстратной специфичностью
RNAi – РНК интерференция
SAM - S-аденозилметионин 
TGF-β - трансформирующий фактор роста-бета 
uPA– урокиназа (активатор плазминогена урокиназного типа)
uPAR – рецептор урокиназы 
VEGF - сосудистый эндотелиальный фактор роста 
ИРК – индивидуальная регистрационная карта
ЭМП - эпителиально-мезенхимальный переход 
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Урокиназная система включает в себя урокиназу (uPA), высокоспецифический урокиназный рецептор (uPAR) и ингибиторы активатора плазминогена-1 и -2 (PAI-1 и PAI-2). Она относится к одной из наиболее эффективных протеолитических систем, действующих во внеклеточной среде. В последние годы было проведено множество исследований, в ходе которых было показано, что uPA и uPAR обладают рядом функций: в эмбриогенезе она выполняет навигационную роль, обеспечивая направленный рост аксонов и кровеносных сосудов, причем, мутации в гене uPAR могут приводить к тяжелым формам эпилепсии, сопровождаемым когнитивными расстройствами, а так же сосудистым патологиям. Урокиназная система активирует процессы внутриклеточной сигнализации, влияет на клеточный цикл, участвует в деградации внеклеточного матрикса, в росте и развитии клеточных популяций [4, 87]. 
Многие исследователи сходятся во мнении, что урокиназная система задействована на этапах онкогенеза, опосредует эпителиально-мезенхимальный переход и метастазирование ряда эпителиальных опухолей.  Комплекс uPA/uPAR способствует переходу плазминогена в плазмин, который, в свою очередь, инициирует серию протеолитического каскада для деградации компонентов внеклеточного матрикса и вызывает миграцию опухолевых клеток из первичного опухолевого узла в отдаленный вторичный орган. PAI-1 и PAI-2 регулируют активность урокиназной системы путем связывания uPA. PAI-1 может связываться с комплексом uPA/uPAR и активировать процессы внутриклеточной сигнализации, что приводит к перестройке цитоскелета и активации процессов клеточной миграции. PAI-2 участвует в регуляции фибринолиза, перестройки тканей, апоптоза и воспаления [5, 87]. В процессе роста опухолевого узла урокиназная система регулирует такие процессы, как пролиферация и дифференцировка опухолевых клонов, ангиогенез, клеточная гибель (в том числе апоптоз), ремоделирование внеклеточного матрикса, стимуляция выброса факторов роста, эпителио-мезенхимальный переход, а также метастазирование опухолевых клеток. Компоненты урокиназной системы демонстрируют измененные паттерны экспрессии в нескольких распространенных злокачественных новообразованиях в сравнении с нормой [1, 2, 75]. 
Сегодня компоненты урокиназной системы являются важными маркерами, которые используются в диагностических, прогностических и терапевтических целях. В ряде клинических публикаций оценка уровня экспрессии и/или активности uPA, uPAR, PAI-1 и PAI-2 является определяющей в ходе планирования послеоперационного лечения у больных раком молочной железы [124]. 
Поиск новых перспективных маркеров эпителиально-мезенхимального перехода и метастазирования является стратегической задачей. Новые диагностические маркеры позволят своевременно оценить прогрессирование заболевания и выстроить грамотную тактику ведения пациента. Такие маркеры могут выступать в качестве мишеней для радиоизотопных препаратов и моноклональных антител, что позволит точно локализовать, визуализировать и даже лечить такие новообразования. Стоит отметить, что исследований диагностической и прогностической ценности уровня экспрессии компонентов урокиназной системы на территории Российской Федерации практически не проводилось. 
В связи с этим, целью работы стало определение концентраций белков, входящих в состав урокиназной системы, в сыворотке крови онкобольных пациентов и анализ паттерна их экспрессии в образцах, полученных из первичного опухолевого узла. 
Для реализации цели поставлены следующие задачи: 
1) Разработать документацию прикладного исследования, соответствующую всем современным стандартам;
2) Сформировать базу биологических образцов ткани и сывороток крови здоровых людей и пациентов с подтвержденным онкологическим заболеванием и создать исследовательскую базу данных;
3) Провести иммунофлюоресцентное окрашивание образцов аденокарцином желудка и толстой кишки и нормальной ткани антителами к белкам урокиназной системы, маркерам эпителиально-мезенхимального перехода E-cad (E-кадгерин) и N-cad (N-кадгерин), а также маркеру стволовых клеток CD133, маркеру мезенхимальных прогениторных клеток aSMA и маркеру мезенхимальных клеток виментину;
4) Определить концентрацию uPA и uPAR в сыворотке крови пациентов с аденокарциномами желудка или толстой кишки и другими онкологическими заболеваниями и в сыворотке крови здоровых добровольцев методом ELISA;
5) Провести сравнительный анализ и статистическую оценку полученных результатов. 
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Урокиназная система представляет собой внеклеточную протеолитическую ферментативную систему, связанную с различными физиологическими и патофизиологическими процессами. Основными компонентами данной системы являются uPA, ее uPAR и регуляторые белки PAI-1 и PAI-2, которые являются ингибиторами взаимодействия между uPA и uPAR [87]. 
uPA – сериновая протеаза с узкой субстратной специфичностью, участвующая в превращении плазминогена в плазмин. В организме человека uPA синтезируется и секретируется различными типами клеток, в том числе и опухолевыми. uPA состоит из трех доменов. N-концевой домен называют «ростовым». На поверхности клеток он связывается с uPAR. Превращение плазминогена в плазмин и активация факторов роста и металлопротеиназ регулируется протеолитическим (каталитическим) доменом. Крингл-домен принимает участие в инициации миграции клеток и активации процессов внутриклеточной сигнализации. Изоформа uPA без ростового домена может запускать MAP-киназный каскад без связывания с uPAR. Было показано, что крингл-домен связывается с белками клеточной мембраны, такими как интегрины. Для полноценной активации каскадов внутриклеточной и внеклеточной сигнализации необходимо интермоллекулярное взаимодействие крингл- и ростового доменов. Так в исследовании uPA c измененной структурой ростового домена было показано, что без взаимодействия ростового домена uPA с uPAR не происходит активации крингл-домена. Есть данные что крингл-домен обуславливает транспорт uPA в ядро клетки, где она действует как фактор транскрипции [4, 12, 99, 133]. 
Экспрессия гена PLAU, кодирующего uPA, может индуцироваться различными типами факторов роста, гормонов, цитокинов, а также морфологически измененными клетками [60]. Промотор, связанный с базальной экспрессией гена PLAU, состоит из богатой GC/GA области, которая находится выше от Tata box. Эта область распознается белком Sp1 и факторами транскрипции Sp3, которые индуцируют транскрипцию гена PLAU [135]. С другой стороны, факторы транскрипции Ets1 и Ets2 в первую очередь отвечают за индукцию гена PLAU. Базальная или активированная транскрипция гена PLAU регулируется сигнальными путями Junus-киназы и MAP-киназы [14]. Было также продемонстрировано, что сайты для связывания (NF)-kB, β-катенина и TCF участвуют к экспрессии гена PLAU [103].
Ген uPAR расположен на хромосоме 19q13 и кодирует 335-аминокислотный белок. Белок uPAR включает в себя N-концевой 22-аминокислотный секреторный сигнальный пептид и С-концевой 30-аминокислотный участок, который содержит сигнальную последовательность для гликозилфосфатидилинозитола (GPI) [3]. uPAR представляет собой одноцепочечный высокогликозилированный белок, состоящий из трех структурно гомологичных доменов. Первый домен рецептора играет основную роль в связывании с uPA и взаимодействует с ее «ростовым» доменом. На мембране клетки рецептор ковалентно соединен через гликозилфосфатидилинозитол (GPI) третьим, С-концевым, доменом рецептора. Присутствие uPAR впервые было зарегистрировано в моноцитах человека. Кристаллическая структура uPAR показывает, что uPA связывается с центральным доменом рецептора, оставляя внешнюю рецепторную поверхность доступной для связывания с другими белками [85]. Это означает, что функция uPAR не ограничивается только связыванием uPA. Наличие дополнительного сайта связывания, отличного от uPA, помогает uPAR взаимодействовать с интегринами, витронектином и различными типами трансмембранных рецепторов для активации внутриклеточной сигнализации через FAK, src и Akt [33]. Поскольку сайты для uPA и витронектина различны, uPAR может связывать оба лиганда одновременно [58]. 
Одной из уникальных особенностей uPAR является то, что uPAR также существует в растворимой форме, которая образуется путем ограниченного протеолиза мембранного uPAR такими протеазами, как плазмин, матриксные металлопротеазы и uPA. Растворимая форма uPAR обладает способностью нарушать взаимодействия uPA и uPAR и витронектина-uPAR и выступает в качестве ингибитора активации плазминогена на клеточной поверхности [124]. Образование растворимой формы uPAR и ее расщепление в линкерном участке между первым и вторым доменами является посттранскрипционными модификациями, которые могут контролировать глобальную экспрессию uPAR и его активность на клеточной поверхности [17]. После расщепления uPAR больше не может связываться с uPA, однако приобретает свойства, позволяющие регулировать миграцию клеток в независимости от нее. Растворимые формы рецептора, циркулирующие в плазме выступают в роли маркеров некоторых воспалительных или иммунологических заболеваний [78, 102, 110]. 
Протеолитическая активность, обусловленная высоким уровнем uPA, может быть губительной для клеток. Для обеспечения регуляции механизмов внеклеточного протеолиза клетки синтезируют специальные белки PAI-1 и PAI-2, которые выступают в качестве ингибиторов uPA, действуя как вторичный субстрат [56]. PAI-1 секретируется в форме неактивной молекулы и для его активации он взаимодействует с кофакторами витронектином, гепарином и другими белками внеклеточного матрикса. Активированный PAI-1 ингибирует процессы внеклеточного протеолиза связываясь как со свободной uPA, так и с комплексом uPA-uPAR. Регуляцию PAI-1 обеспечивает uPA путем его расщепления [141]. PAI-1 задействован в активации сигнальных процессов. 
После того, как он связывает комплекс uPA-uPAR образуется комплекс PAI-1-uPA-uPAR, который подвергается процессу интернализации. Внутри клетки данный комплекс разрушается с помощью лизосомальных ферментов, PAI-1-uPA подвергаются лизису, а освобожденный uPAR транспортируется обратно на мембрану клетки. Этот механизм обуславливает запуск процессов внутриклеточной сигнализации, которые инициируют перестройку цитоскелета и активируют процессы клеточной миграции. PAI-2 так же обладает ингибирующими uPA свойствами. Он обнаруживается как внутриклеточно, так и внеклеточно. Внеклеточная секреторная форма PAI-2 регулирует механизмы перестройки тканей и фибриноз. Внутриклеточная цитозольная форма PAI-2 задействована в регуляции внутриклеточного протеолиза, воспаления и апоптоза [112].
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Урокиназная система играет важную роль в активации плазмина путем протеолитического расщепления его неактивной формы - плазминогена. После активации плазмин обуславливает процессы деградации фибрина, факторов свертывающей системы крови и внеклеточного матрикса [1]. Этот физиологический процесс направлен на поддержание гомеостаза и главным образом задействован в заживлении ран. Кроме того, компоненты урокиназной системы участвуют в протеолитической активации ряда факторов роста и цитокинов таких, как фактор роста фибробластов TGF-β и IL-1, которые участвуют в миелопоэзе [87].
Было продемонстрировано, что низкомолекулярная форма uPA, состоящая только из ростового и каталитического доменов, может индуцировать хемотаксис в клетках гладких мышц посредством его связывания с uPAR. Протеолитический домен uPA не требуется для обеспечения хемотаксиса. Кроме того, антитело-опосредованное ингибирование uPAR может заблокировать хемотаксис, а введение экзогенного uPAR нивелирует ингибирующие эффекты [100]. Локализация uPAR на мембране различается между активно мигрирующими и немигрирующими клетками. Так, на поверхности немигрирующих клеток uPAR главным образом локализован в апикальной части или в области фокальных контактов, однако во время активации процессов миграции uPAR меняет обычную локализацию и концентрируется в области переднего края мигрирующих клеток [84]. Так uPAR регулирует таргетные и концентрационные характеристики uPA, необходимые для обеспечения процессов миграции. 
Было показано, что компоненты урокиназной системы экспрессируются различными типами кроветворных клеток и задействованы в процессе их дифференцировки и миграции.  Их уровни изменяются во время острого воспаления, что указывает на роль урокиназной системы в моделировании различных типов иммунного ответа [97, 127]. В ответ на бактериальную инфекцию высвобождаются провоспалительные цитокины, такие как TNF-α и IL-1β, что, в свою очередь, повышает экспрессию и секрецию uPA различными типами моноцитов, нейтрофилов, эпителиальных и эндотелиальных клеток. После локального высвобождения uPA вызывает активацию нейтрофилов, стимулирует продукцию супероксида и усиливает их миграцию путем, который может быть зависимым или независимым от uPAR [6]. Нокаут uPA у мышей приводит к снижению способности иммунной системы рекрутировать нейтрофилы и макрофаги в ответ на воздействие антигенов бактерий Cryptococcus neoformans (штамм 52D), что в конечном итоге приводит к неконтролируемой инфекции и гибели животных [52]. Как и uPA, так и uPAR играют важную роль во врожденном иммунном ответе посредством регуляции клеточной адгезии, миграции способом, зависимым или независимым от uPA [97]. Мыши с нокаутом по uPAR также показали снижение рекрутинга нейтрофилов и макрофагов при бактериальной инфекции [126].
Урокиназная система также участвует в адаптивном иммунитете. Экспрессия uPA и uPAR возрастает во время активации Т-клеток, в сравнении с их исходными уровнями в покоящихся или наивных Т-клетках. У нокаутных по uPA мышей Th1 и Th2 теряют способность реагировать на атаку патогена путем высвобождения интерлейкинов [51]. Блокада uPAR обуславливает снижение миграционных свойств лейкоцитов в опытах in vitro, а также препятствует рекрутингу Т-клеток in vivo [50].
Кроме того, урокиназная система также участвует в функционировании мужской репродуктивной системы, где влияет на подвижность сперматозоидов, регулирует акросомальную реакцию и задействована в хемотаксисе. Эти эффекты демонстрируют, что таргетное воздействие на uPA может служить новой стратегией в мужской контрацепции [119].
В совокупности все исследования показывают, что функции урокиназной системы не ограничены одним фибринолизом. Заживление ран, реакция острого воспаления, рост и миграция клеток, участие в обеспечении функционала мужской половой системы так же сильно зависят от работы uPA и uPAR. 
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Долгое время считалось, что урокиназная система играет роль только в растворении фибриновых сгустков, однако, более поздние исследования показали, что урокиназная система участвует в других биологических процессах, таких как эмбриогенез, ангиогенез, миграция клеток, заживление ран, апоптоз, воспаление, а так же в таких патологических процессах, как онкогенез, эпителиально-мезенхимальный переход (ЭМП) и метастазирование [91]. 
В основе механизма онкогенеза заложено понимание мутации одной клетки, которая в последствии может дать начало первичному опухолевому узлу. В современном понимании патофизиологические этапы зарождения опухолевой клетки и развития ее в опухолевый узел объединяются в онкогенез. Ключевые процессы прогрессирования опухоли включают сочетание усиленной пролиферации клеток и подавления их апоптотической гибели. Было показано, что компоненты урокиназной системы могут усиливать пролиферацию клеток за счет протеолитической активации различных типов факторов роста, таких как эпидермальный фактор роста (EGF), сосудистый эндотелиальный фактор роста (VEGF), трансформирующий фактор роста-бета (TGF-β),  фактор роста фибробластов-2 (FGF-2) а также адгезионных молекул, таких как интегрины α5β1 [35, 137].
В ряде исследований было продемонстрировано влияние урокиназной системы на онкологический процесс. Так прогрессирование меланомы было заметно снижено у мышей с дефицитом uPA, в сравнении с контрольными животными. Однако, стоит заметить, что RNAi-опосредованное ингибирование uPA не влияло на прогрессирование рака поджелудочной железы у мышей RIP-Tag2. Это позволяет предположить, что эффекты урокиназный системы базируются на типе рака [15]. При исследовании биоптатов опухолей молочной железы было продемонстрировано, что эпигенетические механизмы метилирования ДНК, регулируют экспрессию гена PLAU. Так, гипометилирование ДНК в области промотора гена PLAU коррелирует с его повышенной экспрессией при более агрессивной форме заболевания [14].
Помимо влияния на пролиферацию опухолевых клеток урокиназная система вовлечена в ингибирование апоптоза. Было показано, что одновременное RNAi-опосредованное ингибирование uPA и uPAR инициирует активацию каспаз, что ведет к апоптозу клеток рака молочной железы. Более поздние исследования с использованием моноклональных антител против uPAR (ATN-658) показали эффективность в отношении индукции апоптоза клеток рака яичников как in vitro, так и in vivo. PAI-1 может как индуцировать, так и ингибировать апоптоз. Так при раке предстательной железы экспрессия PAI-1 была связана с индукцией апоптоза эндотелиальных клеток сосудистой системы опухоли. В других исследованиях было продемонстрировано, что PAI-1 является ингибитором каспазы-3 и тем самым снижает апоптоз [27, 28, 70, 136]. 
Процессы пролиферации опухолевых клеток разделены стадиями покоя. Во время покоя опухоли клетки перестают делиться, чтобы накопить достаточно энергетических ресурсов и скрыться от иммунитета. Раковые клетки могут оставаться в этой стадии многие годы. Как только наступают благоприятные условия для роста, клетки возобновляют активные биохимические процессы и начинают делиться. Переход от латентной фазы в пролиферативную является одной из основных причин рецидива онкологических заболеваний. В фазу покоя опухолевого узла принято выделять «спячку» опухолевого массива и «спячку» клеток. В состоянии «спячки» опухолевого массива клетки продолжают делиться, однако не происходит увеличения размеров опухоли. Этот процесс обусловлен сниженным кровоснабжением или наличием активного иммунного ответа. В состоянии «спячки» клеток рост опухоли останавливается в фазе G0/G1 клеточного цикла. Процесс переключения между фазами клеточного цикла регулируется несколькими механизмами. Один из таких механизмов опосредован перекрестным взаимодействием между опухолевыми клетками и внеклеточным матриксом через взаимодействие между uPAR и интегринами. В раковых клетках взаимодействие uPAR и интегринов β1 вызывает активацию FAK и EGFR и тем самым индуцирует Raf/MEK/ERK сигнальный путь. Было показано, что ингибирование uPAR, интегрина β1, FAK или EGFR по одиночке или в комбинации индуцирует фазу покоя и тем самым приводит к подавлению роста опухоли [8, 9, 98].
Внеклеточный матрикс выступает в роли барьера, ограничивающего клетки опухоли в пределах основного места происхождения. Однако, протеолитические белки разрушают этот барьер, освобождая путь для роста опухолевого узла и метастазирования, и одной из протеолитических молекул является урокиназа. Таким образом, компоненты урокиназной системы могут разрушать внеклеточный матрикс посредством активации плазмина. Деградация внеклеточного матрикса сопровождается высвобождением различных факторов роста, которые усиливают экспрессию различных компонентов урокиназной системы, а также облегчают процессы метастазирования [35, 36, 135].
В прогрессировании опухоли огромное значение имеет ангиогенез. Новые эндотелиальные клетки проникают в бессосудистые зоны, прорастая из уже существующих кровеносных сосудов. Этот строго регулируемый процесс играет критическую роль во множестве нормальных физиологических событий, включая менструальный цикл и имплантацию трофобласта, эмбриональное развитие и заживление ран [57]. Однако неконтролируемая неоваскуляризация может способствовать ряду патологических процессов. В микроокружении опухоли вновь образованные кровеносные сосуды обеспечивают доставку кислорода и других веществ, способствующих росту опухолевых клеток, инвазии и метастазированию. uPA индуцирует высвобождение различных типов проангиогенных факторов роста, таких как VEGF, FGF-2, которые запускают процессы пролиферации и инвазии эндотелиальных клеток. VEGF является основным фактором в инициации ангиогенеза. Он индуцирует экспрессию активных протеаз на поверхности клетки, повышает проницаемость сосудов, что приводит к экстраваскулярному накоплению полученных из плазмы матричных белков, такие как фибриноген и витронектин, и индуцирует пролиферацию и миграцию эндотелиальных клеток. Во всех этих аспектах процесса ангиогенеза также участвует uPAR [23].
Для инвазии клетки используют большой набор протеолитических ферментов на клеточной поверхности, позволяющий расщеплять белки внеклеточного матрикс. В процессе ангиогенеза клетки сначала должны локально разрушить базальную мембрану, чтобы открыть путь для их миграции и внедрения. Этот процесс строго контролируется регуляцией активности плазмина и урокиназной системой. Помимо разрушения компонентов базальной мембраны uPA и uPAR повышают проницаемость сосудов за счет повышенной деградации VE-кадгерина [109].
VEGF стимулирует эндотелиальные клетки, что тем самым индуцирует поверхностно-ассоциированную протеолитическую активность в течение нескольких минут. VEGFR-2 и PI3-киназа ингибируют β1 интегрины, что приводит к активации трансмембранной металлопротеиназы 1 типа (MT1-MMP), которая в свою очередь обуславливает активацию матриксной металлопротеиназы 2 типа (MMP-2), которая, в свою очередь, активирует pro-uPA и, таким образом, uPA-зависимый перицеллюлярный протеолиз, который способствует клеточной инвазии [115]. Активация протеолитической активности, вызванная VEGF, опосредуется VEGFR-2, но не VEGFR-1.39. В целом, стимуляция эндотелиальных клеток с помощью VEGFR-2 приводит к последующей смене локализации uPAR и его перемещению к переднему краю эндотелиальных клеток, таким образом фокусируя протеолитическую активность в направлении инвазии [116].
Реакция эндотелиальных клеток на VEGF-стимуляцию снижается за счет усиленной экспрессии DEP-1. Высокие уровни DEP-1 блокируют сигнальные пути митоген-активируемой протеинкиназы (MAPK), что в свою очередь снижает синтез uPAR. Снижение уровней uPAR может повысить уровни растворимого VEGFR-1, тем самым уменьшая доступность VEGF [19].
Помимо VEGF различные факторы роста, включая FGF-2, EGF, а также фактор роста гепатоцитов (HGF), индуцируют PI3-киназазависимую активацию uPAR, что приводит к миграции и инвазии эндотелиальных клеток. Эти данные подтверждают восприятие uPAR как центрального организатора перицеллюлярного протеолиза, индуцированного факторами роста [114].
 uPAR также подавляет экспрессию ключевого регулятора ангиогенеза – фосфатазы с двойной субстратной специфичностью (PTEN), и тем самым тоже способствует ангиогенезу. Как показывают исследования, инактивация урокиназной системы ингибирует клеточную сигнализацию, что приводит к снижению синтеза гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора (GM-CSF) и VEGF, что в конечном итоге ведет к ингибированию процесса ангиогенеза. В других исследованиях было показано, что ингибирование урокиназной системы подавляет экспрессию Notch-1, что ухудшает передачу сигналов от Notch-1 к NF-kB и путям PI3K/AKT/mTOR и тем самым ингибирует процессы инвазивного роста и ангиогенеза. Является ли PAI-1 проангиогенным или антиангиогенным при раке, до сих пор не ясно, так как данные исследований противоречивы [117, 132, 138]. 
Поколение мышей с дефицитом компонентов урокиназной системы позволило оценить роль отдельных элементов этой системы в ангиогенезе in vivo. Хотя эмбриональное и постнатальное сосудистое развитие у этих мышей соответствовало норме, были продемонстрированы значимые различия в неоангиогенезе [24, 113]. Например, у мышей с дефицитом uPA, на модели инфаркта миокарда, постинфарктная реваскуляризация миокарда была серьезно нарушена [55]. На мышиной модели фибросаркомы рост опухоли был значительно снижен, и была отмечена различная неоваскулярная морфологию при дефиците uPA и PAI-1 [49]. Аналогичным образом, у мышей с дефицитом uPA или uPAR в сравнении с мышами дикого типа рост подкожно инъецированных клеток рака мышиной предстательной железы значительно замедлился [142]. Важно, что инактивация урокиназной системы предотвращала или уменьшала рост опухоли и метастазирование на животных моделях. Например, ингибирование uPAR слитым белком, состоящим из рецептор-связывающего N-концевого фрагмента uPA и Fc-части человеческого IgG, который функционирует как высокоаффинный антагонист uPAR и FGF-индуцированный ангиогенез в подкожно инъецированном матригеле [96]. Доставленный аденовирусом N-концевой фрагмент uPA ингибировал ангиогенез и метастазирование опухоли в моделях сингенной и ксенотрансплантатной опухоли мыши [82].
В ходе жизненного цикла опухолевого узла происходит накопление клонов клеток с различными функциями. Как правило в клеточной популяции присутствуют клоны, которые должны мигрировать из основного места происхождения в отдаленный орган. Процесс миграции клеток опухолевого узла называется метастазированием. Миграция клеток зависит от различных молекул адгезии, которые регулируют прикрепление и отделение клеток от внеклеточного матрикса [35]. Известно, что компоненты урокиназной системы повышают адгезию клеток и мигрируют во время метастатического распространения опухолевых клеток. Роль урокиназного рецептора в этом отношении изучалась достаточно подробно. В настоящее время установлено, что активация uPAR инициирует сигнальный каскад G-белков, а также регулирует экспрессию цитокератина 8 и α-енолазы для регулирования клеточной адгезии. PAI-1 может замедлить процесс миграции клеток, подавляя взаимодействие между витронектином и интегрином α5β1 [22, 105].
Ключевым процессом, обеспечивающим миграцию клеток опухолевого узла, является ЭМП. ЭМП - это биологический процесс, в ходе которого поляризованные эпителиальные клетки трансформируются в высокоинвазивные мезенхимальные клетки с большей миграционной способностью, повышенной устойчивостью к апоптозу и способностью продуцировать белки внеклеточного матрикса [65, 66]. TGF-β, как главный регулятор ЭМП, является мощным индуктором экспрессии uPA, однако роль этого события в опосредовании ЭМП и метастазирования еще предстоит исследовать. Было показано, что активация JNK1/2 посредством TGF-β важна для усиления экспрессии uPA и ЭМП, что согласуется с представлением о том, что передача сигналов TGF-β способствует его онкогенной активности в эпителиальных клетках [128].
  TGF-β является основным медиатором, участвующим в стимуляции транскрипции PAI-1, частично путем активации p53, который связывает и стабилизирует транскрипты PAI-1 [130]. Было обнаружено, что сверхэкспрессия PAI-1 снижает миграцию и инвазию рака молочной железы и яичников [139]. Благодаря своей способности ингибировать tPA и uPA PAI-1 предотвращает активацию внутрисосудистого и связанного с клетками плазминогена и, как таковой, препятствует расщеплению тромбов и белков внеклеточного матрикса, необходимых для того, чтобы клетки карциномы обладали способностью к инвазии и экстравазации во время метастазирования [16]. Однако, полиморфизм PAI-1 или его аберрантно повышенная экспрессия также были связаны с плохим прогнозом и высоким риском метастазирования у пациентов с раком молочной железы [34].Таким образом, точные механизмы, лежащие в основе динамической взаимосвязи между регуляторными каскадами PAI-1, плазминогена и TGF-β, а также их влияние на миграционную способность раковых клеток, остаются активной и важной темой исследования.
В нормальных условиях TGF-β выступает в качестве ключевого регулятора, подавляющего опухолевую активность путем активации апоптоза в эпителиальных клетках [47]. Интересно, что способность TGF-β стимулировать апоптоз часто снижается во время онкогенеза, что приводит к увеличению выживаемости раковых клеток посредством активации сигнальных систем PI3K и AKT с помощью TGF-β. Действительно, введение ингибиторов PI3K ингибирует активацию и способность опухолевых клеток подвергаться ЭМП в ответ на TGF-β. AKT также регулирует трансляцию мРНК в ответ на активацию TGF-β рецептора. TGF-β стимуляция ЭМП сопровождается увеличением размера клеток и содержания белка, которые коррелируют с быстрой активацией mTOR. Несколько неожиданно, что введение ингибитора mTOR - рапамицина, не влияло на ЭМП в ответ на TGF-β стимуляцию [77]. Таким образом TGF-β вносит вклад не только в сам процесс ЭМП, но и в предшествующие ему этапы роста и развития клеток. 
Функция и активность TGF-β-рецепторов также подвержены контролю со стороны гетеродимерных трансмембранных рецепторов адгезии суперсемейства интегринов, которые функционируют как прямые физические каналы, которые связывают внеклеточный матрикс с цитоскелетом клетки. Передача сигналов начинается после их кластеризации интегринов и последующей стимуляции интегрин-связанной киназы, а также членов семейства киназы с фокальной адгезией, что приводит к активации большого количества нижестоящих эффекторов, включая членов семейства MAPK, членов семейства малых ГТФаз и членов сигнальной оси PI3K [42]. Интегрины также регулируют функции клеток благодаря их способности образовывать комплексы с рецепторами EGF, PDGF и HGF и при этом обеспечивают опосредованную фактором роста индукцию клеточной миграции и инвазии [26]. Наконец развитие рака поздней стадии и их приобретение инвазивных и метастатических фенотипов были связаны с аномальными изменениями в экспрессии и локализации интегринов в эпителиальных клетках [89].
TGF-β также играет важную роль в обеспечении ремоделирования и репарации внеклеточного матрикса благодаря своей способности регулировать экспрессию интегринов. Кроме того, блокирование интегрина α5β6 и α5β8 способствует активации TGF-β1 и TGF-β3 из неактивных депо внеклеточного матрикса, которые регулируют процессы фиброза [21, 62]. Кроме того, высокая экспрессия интегрина α6β4 вызывает повышенное развитие метастатических папиллом и карцином на модели химического канцерогенеза рака кожи. Важно, что онкогенность, связанная с экспрессией интегрина α6β4, связана с его способностью инактивировать TGF-β и предотвращать прогрессирование клеточного цикла [107]. Сходная взаимосвязь обнаружена между интегринами и TGF-β при раке предстательной железы.  TGF-β стимулировал процессы костного метастазирования через индукцию экспрессии α2β1 интегрина, который связывается с коллагеном типа I в костях [83]. Таким образом, способность TGF-β стимулировать прогрессирование рака и метастазирование требует сложного взаимодействия между сигнальными каскадами, индуцированными TGF-β-рецепторов, и сигналами, инициированными интегринами. 
Было так же обнаружено, что интегрины связываются с рецепторами TGF-β и играют критическую функцию в активации эффекторов TGF-β и в индукции ЭМП. Например, нейтрализующие β1-интегриновые антитела полностью блокировали способность TGF-β активировать MAPK p38 и индуцировать ЭМП. Точно так же клетки гепатоцеллюлярной карциномы повышают экспрессию интегрина α3β1 в ответ на TGF-β, что приводит к повышению инвазивных и метастатических свойств [41]. 
Члены семейства MAPK участвуют в опосредовании ЭМП и метастазировании, стимулируемом TGF-β. Например, фармакологическое ингибирование ERK1/2 блокирует эффекты TGF-β связанные с ЭМП и снижением экспрессии E-cad [104]. Точно так же инактивация JNK также снижает способность TGF-β стимулировать морфологические и транскрипционные изменения, которые необходимы для ЭМП в эпителиальных клетках. Активация JNK с помощью TGF-β индуцирует экспрессию фибронектина во время ЭМП и во время пролиферативных нарушений, которые могут прогрессировать до карциномы [118].
Помимо способности активировать ERK1 / 2 и JNK, TGF-β также стимулирует MAPK p38 во время индукции ЭМП в нормальных и злокачественных клетках. Интересно, что активация p38 MAPK с помощью TGF-β требует экспрессии интегринов β1 или β3. Активация p38 MAPK не только индуцирует ЭМП, но и также стимулирует экспрессию прометастатических генов, в частности TβR-II и MMP 2 и 9, что в совокупности указывает на важность активации p38 MAPK в опосредовании превращение TGF-β из опухолевого супрессора в опухолевый промотор [39].
Повышенная экспрессия uPAR во время гипоксических состояний активирует нисходящие сигнальные пути Akt и Rac1, ведущие к активации ЭМП, а также к облегчению клеточной инвазии [80]. Однако, проведенные исследования показали, что блокирование экспрессии uPAR инактивировало ЭМП. Другие исследования показали, что применение моноклональных антител к uPAR снижает инвазивный потенциал опухоли и препятствует метастазированию как in vitro, так и in vivo [121].
Новые данные свидетельствуют о том, что опухолевые клетки секретируют во внеклеточный матрикс различные типы активных молекул, которые оказывают про-метастатическое действие. Было показано, что uPA и PAI-1 секретируется в больших концентрациях различными опухолевыми клетками в сравнении с контролем, что свидетельствует о возможном участии урокиназной системы в самоподдержании онкогенеза и метастазирования [11]. 
Экспрессия uPAR повышена в опухолевых тканях, но не в окружающих нормальных тканях, что делает урокиназную систему привлекательной терапевтической мишенью [90]. Более поздние данные указывают на то, что сигнальные пути, активированные uPAR, помогают раковым клеткам избежать и уменьшить цитотоксический эффект противоопухолевых препаратов. Повышенная экспрессия гена, кодирующего uPAR (PLAUR), при раке может регулироваться различными механизмами. Транскрипционные факторы, влияющие на онкогенез, такие как Sp1, NF-kB, TCF и HIF-1α часто инициируют экспрессию uPAR в опухолевых клонах [46]. 
Около тридцати лет назад было впервые продемонстрировано повышение активности урокиназы в злокачественных опухолях молочной железы в сравнении с доброкачественными. Позднее была продемонстрирована связь между активностью uPA в первичных опухолях молочной железы, размером опухолевого узла и метастазированием. С тех пор было предпринято множество усилий для выявления потенциальной роли урокиназной системы в развитии рака. Экспрессия гена PLAUR усиливается при взаимодействии HER2 и PLAUR [25]. Так у пациенток с диагностированным раком молочный железы отмечалось усиление экспрессии HER2 и PLAUR и повышение их производных в крови и тканях опухолевых узлов [93]. Они установили, что чем выше экспрессия HER2 в опухолевых клетках, тем выше возможность коэкспрессии PLAUR в первичных опухолях и циркулирующих опухолевых клетках. С другой стороны, опухоли с низкой экспрессией HER2 имели значительно более низкую коэкспрессию PLAUR. В настоящее время очевидно, что uPA опосредованная активация сигнальных путей приводит к прогрессированию рака молочной железы и индуцирует процесс метастатического распространения. Было продемонстрировано, что высокий уровень PAI-1 связан с неблагоприятным исходом у больных раком молочной железы. В исследовании с участием 2780 пациентов с раком молочной железы было продемонстрировано, что uPA и PAI-1 могут использоваться в качестве независимых прогностических маркеров оценки безрецидивного периода, а также общей выживаемости. Как uPA, так и PAI-1 рекомендованы как лучшие доступные биомаркеры после рецептора эстрогена и HER2 и являются одними из первых, кто достиг уровня доказательности 1 при раке молочной железы. Поэтому американское общество клинической онкологии рекомендовало использовать ELISA для определения концентрации uPA и PAI-1 в сыворотке крови в качестве прогностического маркера для решения вопроса о дальнейшей тактике лечения и назначения химиотерапии и оценки риска рецидива заболевания и выживаемости [53, 86].
При раке предстательной железы высокие уровни uPA и uPAR в плазме коррелировали с повышенной агрессивностью, постоперационным прогрессированием опухоли и метастазированием. Кроме того, увеличение циркулирующего uPAR показало ассоциацию с уменьшением общей выживаемости у пациентов с раком предстательной железы [71]. Анализируя данные послеоперационных биоптатов, полученных в ходе радикальной простатэктомии у 153 пациентов, ученые показали, что экспрессия uPA и uPAR коррелирует с прогнозом рака предстательной железы. Кроме того, оценка экспрессии PAI-1 показала только связь с характером края резекции и патологической стадией, тогда как экспрессия PAI-2 не показала связи с прогнозом рака предстательной железы [76].
Уровень uPA, PAI-1 и PAI-2 был достоверно выше в тканевых экстрактах инвазивной карциномы шейки матки в сравнении с нормальными тканями. Результаты других исследований показали, что оценка экспрессии uPA и PAI-1 в тканях шейки матки позволяет прогнозировать риск метастазирования в регионарные лимфатические узлы. У пациенток с раком тела матки и эндометрия по сравнению с контрольной группой было продемонстрировано достоверное повышение уровня uPA в плазме крови, а уровни PAI-1 в плазме оставались неизменными [92]. Кроме того, у больных раком эндометрия были выявлены более высокие уровни циркулирующего uPAR в плазме крови, чем в контроле [125]. В другом исследовании установлено, что повышенная экспрессия uPAR в ткани эндометрия положительно коррелирует с прогрессирующей онкологического заболевания. Более высокие уровни белка PAI-1 показали более короткий безрецидивный период, а также сниженные показатели общей выживаемости у больных раком эндометрия IB и II стадии [32].
В исследовании замороженных биоптатов ткани опухоли от 69 пациентов выявлена ассоциация между более высоким уровнем uPA и увеличением частоты метастазирования и рецидивов саркомы мягких тканей. Данное исследование продемонстрировало прогностическую роль uPA для пациентов с саркомой мягких тканей [29].
У пациентов с колоректальным раком повышенный предоперационный уровень циркулирующего uPAR в плазме продемонстрировал ассоциацию с плохой выживаемостью. Кроме того, уровни uPA и PAI-1 повышаются в крови и тканях больных колоректальным раком. Кроме того, было продемонстрировано, что циркулирующие uPA и PAI-1 могут иметь преимущество при использовании их в качестве прогностических маркеров в сравнении с обычно используемыми маркерами колоректального рака CEA и CA 19-9. Исследование печеночных метастазов колоректального рака показало, что уровни PAI-1 в метастазах печени достоверно выше, в сравнении с первичными колоректальными карциномами [54, 134]. 
При раке желудка увеличенная экспрессия uPA и uPAR ассоциируется с плохим прогнозом у пациента. Как uPA, так и PAI-1 являются плохими прогностическими маркерами при раке желудка. Их уровни повышаются на поздней стадии заболевания. Отмечается, что более низкая экспрессия uPA, uPAR и PAI-1 ассоциирована с улучшением выживаемости пациентов [67]. 
Повышенные уровни uPA, uPAR, PAI-1 и PAI-2 отмечаются так же при плоскоклеточном раке полости рта. Кроме того, существует сильная корреляция между повышенной экспрессией uPA, uPAR и PAI-1 и агрессивностью опухоли. Было показано, что uPA и PAI-1 могут быть использованы в качестве маркеров для оценки безрецидивного периода и общей выживаемости у пациентов плоскоклеточным раком полости рта [13].
Сообщается, что уровень PAI-1 влияет на общую выживаемость больных почечно-клеточным раком. Было установлено, что уровни PAI-1 и PAI-2, были достоверно повышены в биоптатах почечно-клеточного рака в сравнении с нормальной тканью [106]. Экспрессия uPA, PAI-1 и PAI-2 увеличена в опухолях мочевого пузыря в сравнении с нормальными тканями [131]. 
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Поскольку урокиназная система играет решающую роль в прогрессировании рака, было предпринято много усилий для разработки диагностических методов, позволяющих количественно оценить uPA, uPAR и PAI-1/2 [81]. 
В 1989 году группа ученых предположила, что компоненты урокиназной системы могут быть повышены в опухолевых тканях. Исследователи впервые определили концентрацию uPA в образце ткани рака молочной железы. Они обнаружили корреляционную зависимость между высокими уровнями uPA и плохим прогнозом течения рака молочной железы у пациентов. Аналогичная связь была также зарегистрирована для PAI-1 той же группой в 1991 году [61]. Позднее, Американское общество клинических онкологов ASCO рекомендовало тестирование биомаркеров uPA и PAI-1 для оценки риска рецидива рака молочной железы, а также для выбора подходящей адъювантной химиотерапии для пациентов.
На сегодняшний день в клинической практике активно используется FEMTELL тест. Он полезен для оценки риска рецидива при первичном раке молочной железы преимущественно в группах среднего риска и помогает оценить необходимость назначения химиотерапии после хирургического лечения [94]. Однако основной проблемой при проведении всех анализов на основе ELISA является необходимость использования свежих или свежезамороженных образцов тканей [37]. Таким образом, были исследованы другие методы, в том числе иммуногистохимические, которые не требуют свежих или свежезамороженных образцов тканей.
В нескольких группах оценивали экспрессию мРНК uPA и PAI-1 для диагностики рака. Основное преимущество использования оценки мРНК заключается в том, что она может быть извлечена из фиксированных формалином тканей, тогда как методы ИФА в данном случае не чувствительны. На сегодняшний день недостаточно данных, чтобы прийти к однозначному выводу в отношении прогнозирования онкологического заболевания на основании полученных результатов, поэтому необходимы дополнительные исследования [10, 73]. 
Еще одним потенциально значимым направлением в исследовании uPA для диагностики рака является анализ метилирования промоторной ДНК. Основным преимуществом этого метода по сравнению с другими методами является тот факт, что ДНК является более стабильной и может быть выделена из фиксированных формалином, внедренных в парафин образцов. Аберрантное метилирование ДНК наблюдается почти во всех случаях онкологических заболеваний. Гиперметилирование генов-супрессоров опухоли опосредует их инактивацию, тогда как гипометилирование прометастатических генов опосредует их активацию, что приводит к развитию онкологического процесса. Эти особенности являются ключевыми характеристиками раковых клеток, что делает метилирование ДНК подходящей диагностической и терапевтической мишенью [88]. Более десяти лет назад было продемонстрировано, что существует ассоциация между экспрессией uPA и метилированием промоторных генов в различных опухолевых узлах. Показано, что процент метилирования CG участков в промоторе uPA снижается с прогрессированием рака молочной железы. Как таковой статус метилирования промотора uPA можно использовать как метку раннего обнаружения. Так же была продемонстрирована аналогичная ассоциация между экспрессией PAI-1 и метилированием промоторных генов при раках различной этиологии [40].
Важным направлением, которому уделяется большое внимание, является разработка неинвазивных средств визуализации/диагностики, обеспечивающих оценку параметров урокиназной системы. В частности, стратегии визуализации, нацеленные на uPAR, использовались при различных типах рака. Так, на грызунах было проведено исследование эффективности применения I125-меченных моноклональных антител против uPAR для диагностики опухолей молочной железы и простаты. Визуализировались как первичные опухолевые узлы, так и места их метастазирования в легкие, лимфатические узлы, печень, позвоночник. Здоровые животные продемонстрировали минимальные уровни связывания данного препарата в тканях. С тех пор было проведено множество исследований для подтверждения и улучшения диагностического потенциала uPAR при различных видах рака [110]. 
Иммунофлюоресцентное исследование компонентов урокиназной системы в биоптатах опухолевого узла в клинической практике встречается редко. В последние годы это направление активно развивается, однако сегодня недостаточно данных, чтобы рекомендовать этот метод для рутинного использования в клинической практике.
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Самые ранние попытки блокировать активацию uPA были сосредоточены на разработке агентов, ингибирующих его каталитическую активность. Ученые использовали блокирующие антитела, чтобы прекратить ферментативную активность uPA, что в экспериментах in vivo помогло замедлить локальную инвазию, но не показало эффекта в отношении предотвращения развития отдаленных метастазов. Более поздние исследования с использованием низкомолекулярных ингибиторов оказались более эффективными в достижении ингибирования ферментативной активности uPA. Изменяя химическую структуру амилорида был разработан новый класс ингибиторов uPA, известных как 4-замещенные-бензо(b)тиофен-2-карбоксамидины [87]. 
Применение низкомолекулярного ингибитора B-428, может замедлить рост злокачественной опухоли предстательной железы и снизить частоту метастазов in vivo [120]. Было показано, что B-428 обладает дополнительным эффектом в подавлении роста рака молочной железы и снижения частоты метастазирования при использовании в комбинации с тамоксифеном [140]. Другие ингибиторы активности uPA также исследовались, и некоторые из них показали очень многообещающие результаты в клинических испытаниях. Например, MESUPRON® (также известный как WX-671) и его пролекарство WX-UK1 показали многообещающие результаты в клинических исследованиях лечения различных типов солидных опухолей [44, 95, 129].
Более 25 лет назад было продемонстрировано, что введение каталитически неактивного аналога (Ser 356→Ala) как конкурента uPA за связывание с рецептором снижает скорость распространения метастаз рака простаты in vivo. С тех пор было разработано много конкурентных ингибиторов, которые обуславливают нарушение связывания uPA с uPAR [30, 87]. Однако, первая фаза клинических исследований препаратов на основе неактивного аналога uPA продемонстрировала не достаточный профиль безопасности, поэтому было принято решение исследовать другие перспективные молекулы. 
Другой подход заключается в ингибировании взаимодействия uPA и uPAR путем блокирования линкерного пептида uPA. Было показано, что фосфорилирование по остатку Ser138, который расположен в линкерной области uPA, вызывает ингибирование его uPAR-зависимой миеломоноцитарной адгезии и миграции. Å6 - 8-членный (ацетил-KPSSPPEE-амино) неконкурентный пептидный антагонист uPA, который продемонстрировал способность ингибировать рост опухоли и метастазирование in vivo. Å6 усиливает противоопухолевые эффекты гормональной терапии при использовании в комбинации с тамоксифеном в сингенной модели рака молочной железы у крыс [48]. Лечение Å6 увеличивало показатели выживаемости у мышей модели рака предстательной железы, а также уменьшало метастазирование в лимфатические узлы in vivo [18]. В ксенотрансплантатной модели глиобластомы комбинация Å6 со стандартным режимом терапии, то есть цисплатином, показала усиленный противоопухолевый и антиангиогенезный эффект, в сравнении с монотерапией. Было показано, что Å6 также может ингибировать миграцию клеток меланомы B16-F10 и метастазирование in vivo [111]. 1 и 2 фазы клинических исследований с использованием Å6 показали многообещающую эффективность, а также благоприятный профиль безопасности [38]. Данный препарат продемонстрировал умеренный противоопухолевый эффект для лечения гинекологических опухолей во 2 фазе клинических испытаний [43].
Применение антител, против специфических онкологических мишеней (например, HER2 при раке молочной железы), показало большие перспективы. Были разработаны антитела против uPAR, чтобы заблокировать его взаимодействие с uPA или интегринами [64]. Сначала в опытах применяли поликлональные антитела против uPAR крысы и показали, что они могут обуславливать ингибирование роста клеток рака молочной железы и снижение частоты метастазирования in vivo [122]. Моноклональное антитело (ATN-658) против человеческого белка uPAR продемонстрировало способность блокировать пролиферацию, инвазию и метастазирование клеток рака простаты. Основное преимущество использования ATN-658 заключается в том, что он может связываться с комплексом uPA/uPAR в отличие от многих других предшественников антител, направленных против на uPAR. Кроме того, он показал противоопухолевую активность в широком диапазоне раковых заболеваний [20, 70]. Доклинические результаты показали большую перспективу использования ATN-658 в клинических исследованиях для дальнейшей оценки его безопасности и эффективности в популяции людей.
Рассматривались различные методы, направленные на подавление экспрессии урокиназной системы, которые включают использование RNAi и рибозимов. Было показано, что антисмысловые олигонуклеотиды, нацеленные против uPAR, вызывают снижение пролиферации клеток, их инвазии и метастазирования при различных видах рака [31]. RNAi опосредованное ингибирование uPA и uPAR в клетках глиомы человека повышало частоту апоптозов, а также подавляло путь PI3K/AKT [45]. 
Участок ДНК, содержащий ген uPA, сильно гипометилирован, что приводит к его повышенной экспрессии в клетках различных типах рака как in vitro, так и in vivo [108, 143]. Самый важный участок, который подвержен гипометилированию – промоторный, что и было показано у пациентов с агрессивным течением рака молочной железы. Используя универсальный донор метильной группы S-аденозилметионин (SAM), в перспективе можно перевести гипометилированное состояние uPA в гиперметилированное и тем самым вызвать снижение экспрессии uPA [143]. Также было показано, что SAM вызывает транскрипционную репрессию ряда прометастатических генов, кроме uPA. Это интересно, потому что SAM является одобренной диетической добавкой, которая может функционировать в качестве химиопрофилактического агента, а репрессия, вызванная SAM, помогает пациентам принимать меньшее количество препаратов, нацеленных на урокиназную систему, и, таким образом, снижает вероятность негативных исходов. Помимо SAM, было показано, что различные типы факторов роста, гормонов и цитокинов подавляют экспрессию uPA и uPAR [101].
Конъюгирование цитотоксических лекарств с агентами, направленными против различных компонентов урокиназной системы, было предложено в качестве новой терапевтической стратегии. Например, было показано, что конъюгация DOTA и 213-Bi с GFD uPA вызывает цитотоксическое действие на клетки рака яичника, экспрессирующие uPAR [72]. Несколько групп нацелились использование uPA без каталитического домена, конъюгированного с токсином. Например, uPA без каталитического домена коньгированная с каталитическим компонентом дифтерийного токсина (DTAT) снижала рост опухоли глиобластомы [59]. Было продемонстрировано, что лечение препаратом на основе uPA и DTAT значительно увеличивало показатели выживаемости у животных в сравнении с контрольной группой. В другом исследовании гибридная форма синегнойного токсина (PE), конъюгированная с uPA без каталитического домена, показала цитотоксические эффекты в клеточных линиях от различных типов рака [123].
В последние годы некоторые исследователи пытались объединить таргетные препараты, нацеленные против компонентов урокиназной системы с технологией нанобинов. Нанобины представляют собой систему более точной доставки лекарственного средства с помощью липосомных наночастиц [7]. Основные преимущества нанобинов включают увеличение периода полувыведения из кровообращения, меньшие системные побочные эффекты более специфическую доставку терапевтически полезных веществ в опухолевые клетки. Нанобины могут быть легко конъюгированы с антителом, специфичным для мишени, чтобы усилить высокоспецифичную цитотоксичность, направленную на клетки, экспрессирующие специфический антиген. Антитело ATN-291 против uPA было конъюгировано с нанобинами, которые усиливали его интернализацию в опухолевых клетках, высоко экспрессирующих uPA или uPAR, по сравнению с клетками, которые не экспрессируют uPA или uPAR [144]. 
Таким образом, компоненты урокиназной системы играют важную роль во многих физиологических и патологических процессах. uPA и uPAR непосредственно участвуют в процессах опухолевого роста как через активацию процессов внутриклеточной сигнализации и индукцию транскрипции, так и через разрушение белков внеклеточного матрикса. Повышая транскрипцию и сборку различных интегринов компоненты урокиназной системы модулируют процессы ЭМП, что позволяет опухолевым клеткам производить клоны, способные к миграции, а разрушение внеклеточного матрикса способствует усилению ангиогенеза и облегчает метастазирование. В этой связи, исследование роли урокиназной системы как маркеров перспективных маркеров эпителиально-мезенхимального перехода и метастазирования является стратегической задачей и позволит выявить прогрессирование заболевания и выстроить грамотную тактику ведения пациента. Кроме того, оценка экспрессии урокиназы и ее рецептора в ткани опухоли с использованием радиоизотопных препаратов и моноклональных антител позволит точно локализовать, визуализировать и даже лечить опухоль. 



5. [bookmark: _Toc51275306]МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Разработка документации исследования, набор пациентов, получение исследуемых материалов, создание базы данных и базы биообразцов
В соответствии с современными требованиями к исследованиям с участием людей разработку документации необходимо проводить в строгом соответствии с Конституцией Российской Федерации, этическими принципами Хельсинской декларации Всемирной медицинской ассоциации 1964 г. в последней редакции и другими применимыми требованиями законодательства Российской Федерации: Федеральным законом от 21 ноября 2011 № 323-ФЗ «Об основах охраны здоровья граждан в Российской Федерации»; Федеральным законом от 27.07.2006 № 152-ФЗ «О персональных данных», Приказом Минздрава России от 01.04.2016 № 200н «Об утверждении правил надлежащей клинической практики», Национальным стандартом ГОСТ Р 52379-2005 «Надлежащая клиническая практика», который соответствует стандартам Руководства по Надлежащей клинической практике (ICH-GCP). 
В первую очередь был разработан протокол исследования и информационный листок пациента с формой информированного согласия, включавший всю информацию о проводимом исследовании. Информационный листок пациента с формой информированного согласия был одобрен независимым этическим комитетом МНОЦ МГУ. Были утверждены предмет, цели и задачи исследования. В исследование включали пациентов 30-85 лет с подтвержденным диагнозом онкологического заболевания, подписавшие форму информированного согласия. Если пациент не подходил для включения в исследование или исследователь был убежден в том, что пациент не будет следовать процедурам протокола или не желал сотрудничать, а также, если пациент был убежден в невозможности вернуться в клинический центр для последующих визитов или был младше 30 лет, в исследование он не включался. 
Исследование состояло из трех периодов:
Периода скрининга (визит Скрининга) (время проведения анализов и оценки возможности участия пациента в данном исследовании);
2)	Операции и послеоперационный периода (Визит 1) (из операционного материала был осуществлен забор двух образцов ткани (норма и патология));
3)	Периода последующего наблюдения (Визит 2) (через 90 дней проведение анализов).
Все пациенты, подписавшие форму добровольного информированного согласия, были согласны на участие в исследовании, обработку персональных данных, исследование биоптатов опухолевых узлов и здоровых тканей из операционного материала и сдачу крови для определения концентраций белков, входящих в исследование. Хирурги проводили операцию по поводу основного заболевания и направляли операционный материал в отделение клинической патологии. После подтверждения онкологического диагноза выделяли два образца ткани для исследования (норма и опухоль), фиксировали их в формалине и далее передавали на хранение в замороженном виде для последующего изготовления криосрезов ткани. Образцы ткани и крови пациентов помещали в кельвинатор с постоянным температурным режимом (минус 840С). Информация занесена в журнал регистрации биологических образцов и соответствующий раздел ИРК. 
Полученные данные пациента и полную информацию об образцах систематизировали. Для фиксации первичных данных была разработана форма индивидуальной регистрационной карты (ИРК) и проект электронной базы данных. Данные пациентов заносили в ИРК и электронную базу данных. Для создания базы биообразцов были разработаны журналы регистрации, проект электронной базы данных и выделено пространство для хранения образцов. Данные из журналов содержали информацию о количестве, температурном режиме и расположении биообразцов. 
В дальнейшем для исследования из образцов ткани готовили микропрепараты. С помощью криотома из биообразцов делали криосрезы толщиной 6 мкм и помещали на предметные высокоадгезивные стекла. Полученные микропрепараты доставляли в кельвинатор или морозильную камеру с постоянным температурным режимом. Информация заносили в журнал регистрации микропрепаратов и соответствующий раздел ИРК. 
Отработанная методика окраски препаратов описана в разделе 2.2. Окрашенные микропрепараты исследовали с помощью конфокальной микроскопии. Информация о результатах исследования вносили в протокол иммунофлюоресцентного исследования и соответствующий раздел ИРК. Образцы сыворотки крови после получения и маркирования аликвотили для создания резерва и помещали в морозильную камеру с постоянным температурным режимом. Информация о расположении вносили в журнал регистрации образцов крови и соответствующий раздел ИРК. Методика проведения ELISA описана в разделе 2.3. Информацию вносили в протокол ELISA и соответствующий раздел ИРК.
Методика иммунофлюоресцентного окрашивания криосрезов первичного опухолевого узла
Образцы размораживали при комнатной температуре и отмывали в PBS (pH 7,0) (Sigma-Aldrich, MFCD00131855) 2 раза по 10 минут. Первичные и вторичные антитела разводили 10 % растворе нормальной сыворотки козы на PBS (pH 7,0) (Sigma-Aldrich, MFCD00131855). Для исследования внутриклеточных белков использовали 0,1% раствор TritonX-100 (Sigma-Aldrich, 9002-93-1). Для отработки методики была проведена окраска микропрепаратов 5 пациентов с подтвержденными злокачественными опухолями и 1 пациента с доброкачественной опухолью: 1 пациент с раком прямой кишки, 2 пациента с раком сигмовидной кишки, 2 пациента с раком желудка и 1 пациент с аденомой ободочной кишки. В качестве таргетных антигенов выбраны урокиназа uPA (Abcam, ab 40772) и рецептор урокиназы uPAR (Santa Cruz, sc-10815); а также некоторые белки ЭМП - E-cad (Abcam, ab 40772), N-cad (Zmed, 33-3900), CD 133 (MAB11332), aSMA (Abcam, ab 5694), Vimentin (Santa Cruz, sc-5565).
На срезы наносили разведенные в 100 раз первичные антитела к двум выбранным таргетным молекулам. Часть срезов окрашивали кроличьими, мышиными и крысиными неспецифическими IgG (Thermoscientific, #NC-100-P0) в качестве отрицательного контроля. Срезы с нанесенными на них первичными антителами инкубировали во влажной камере при 4ºС в течение ночи. Затем срезы отмывали в PBS (pH 7,0) (Sigma-Aldrich, MFCD00131855) 3 раза по 5 минут и наносили на них вторичные антитела против иммуноглобулинов кролика и мыши, конъюгированные с AlexaFluor®488 (Invitrogen, ab150077) и AlexaFluor®595 (Invitrogen, ab150096). Срезы инкубировали в темноте во влажной камере в течение 1 часа. Затем срезы отмывали в PBS (pH 7,0) (Sigma-Aldrich, MFCD00131855) 3 раза по 5 минут и наносили на них раствор 4-,6-диамидино-2-фенилиндола (DAPI) (Invitrogen, P-36931) на PBS (pH 7,0) (Sigma-Aldrich, MFCD00131855) для визуализации ядер. Срезы инкубировали в течение 10-х минут, а затем снова отмывали в PBS (pH 7,0) (Sigma-Aldrich, MFCD00131855) 2 раза по 10 минут. Со срезов удаляли избыточную жидкость и заключали в нефлюоресцирующую среду. 
Съемку полученных срезов осуществляли с помощью конфокального микроскопа Leica (модель DM6000), оборудованного CCDDFC490 камерой (LeicaMicrosystems). Возбуждение красителя Alexa 488 проводили при длине волны 488 нм, а красителя Alexa 594 проводили при длине волны 594 нм, а затем регистрировали вызванные возбуждения.
[bookmark: _Toc51275307]Методика определения сывороточных показателей uPA и uPAR
Для отработки методики определения uPA и uPAR использовали образцы сывороток крови 30 больных и 10 здоровых добровольцев, анализ проводили с помощью тест-системы «Human uPA/PLAU/URK PicoKine™ ELISA Kit, USA» и «Human uPAR/URKR/uPA Receptor PicoKine™ ELISA Kit, USA» в строгом соответствии с протоколом изготовителя. Кратко: перед началом исследования образцы сывороток крови размораживали и аккуратно перемешивали, в качестве стандарта использовали рекомбинантные uPA и uPAR человека. Оптическую плотность в лунках измеряли в 2х повторностях для подтверждения сходимости полученных результатов.
[bookmark: _Toc51275308]Статистическая обработка данных
Статистический анализ был проведён с использованием программы STATISTICA 13 для программного обеспечения Windows. Данные были представлены в виде среднего значения, медианы, а также других статистических значений. Различия между показателями концентраций uPA в плазме крови продемонстрировано с помощью T-критерия Стьюдента. Разница между показателями концентраций uPAR в плазме крови оценено с помощью T-критерия Стьюдента. Различия считались значимыми если значение р было меньше 0,05 (p < 0,05). 


6. [bookmark: _Toc51275309]РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
[bookmark: _Toc51275310]Разработка документации
В результате выполнения научно-исследовательских работ был подготовлен пакет документов, включающий протокол (ПРИЛОЖЕНИЕ 1), информационный листок пациента с формой информированного согласия (ПРИЛОЖЕНИЕ 2), ИРК (ПРИЛОЖЕНИЕ 3), журналы регистрации биообразцов (ПРИЛОЖЕНИЕ 4), микропрепаратов (ПРИЛОЖЕНИЕ 5), окрашенных микропрепаратов (ПРИЛОЖЕНИЕ 6), образцов крови (ПРИЛОЖЕНИЕ 7), протоколы иммунофлюоресцентного исследования (ПРИЛОЖЕНИЕ 8) и ELISA (ПРИЛОЖЕНИЕ 9), а так же электронная база данных, которые соответствуют всем требованиям нормативной документации. Электронная база данных является конфиденциальным ресурсом и не может быть продемонстрирована, поскольку это противоречит требованиям Федерального закона от 27.07.2006 № 152-ФЗ «О персональных данных».
[bookmark: _Toc51275311]Иммунофлюоресцентное исследование биоптатов опухолевого узла
В ходе исследования на данном этапе выполнения работ нами была отработана методика иммунофлюоресцентного окрашивания криосрезов ткани 6 пациентов: 2 с раком желудка, 2 с раком сигмовидной кишки, 1 с раком прямой кишки и 1 с аденомой сигмовидной кишки. Предварительные результаты окрашивания описаны ниже.
6.1.1. [bookmark: _Toc51275312]Результаты окрашивания биоптатов рака желудка
Полученные результаты окрашивания рака желудка показали, что экспрессия uPA и uPAR повышена в ткани опухоли по сравнению с нормой (Рисунок 1), что свидетельствует об активном метаболическом состоянии опухолевого узла, в ходе которого наблюдается рост и инвазия клеток опухоли, а так же о его высоком метастатическом потенциале, реализуемом за счет активации внеклеточного протеолиза за счет активных uPA и uPAR. Кроме того, была обнаружена повышенная экспрессия белков ЭМП E-cad и N-cad (Рисунок 2, Рисунок 3, Рисунок 5, Рисунок 6, Рисунок 7). Е-cad обычно снижается в процессе опухолевого роста и его низкие уровни могут свидетельствовать об активном процессе ЭМП, однако его высокая экспрессия может так же быть предиктором лимфогенного метастазирования [63]. Высокий уровень экспрессии N-cad может свидетельствовать об активном процессе ЭМП, кроме того, этот маркер связан с прогрессированием заболевания. a-SMA в норме экспрессируется в мышечной пластинке и не затрагивает поверхностные слои слизистой оболочки. Появление aSMA в поверхностных слоях слизистой оболочки говорит об активности ЭМП и может являться предиктором возможного метастазирования (Рисунок 4 ).
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[bookmark: _Ref50933869]- Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациента №1 с раком желудка на uPA/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.
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[bookmark: _Ref50933961]- Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациента №1 с раком желудка на E-cad/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.
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[bookmark: _Ref50933978]- Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациента №1 с раком желудка на N-cad/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.
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[bookmark: _Ref50934067] Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациента №1 с раком желудка на aSMA/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.
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[bookmark: _Ref50934238]Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациента №2 с раком желудка на E-cad/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.
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[bookmark: _Ref50934241] - Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациента №2 с раком желудка на N-cad/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.
[image: ]
[bookmark: _Ref50934242]- Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациента №2 с раком желудка на aSMA/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.
6.1.2. [bookmark: _Toc51275313]Результаты окрашивания биоптатов рака сигмовидной кишки
В ходе проведенного иммунофлюоресцентного исследования микропрепаратов тканей сигмовидной кишки были визуализированы uPA, uPAR, E-cad, N-cad, aSMA, CD133 и Виментин в тканях опухолевого узла и нормы, как показано на Рисунках 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 и 16. Опухолевая ткань сигмовидной кишки экспрессирует повышенные уровни uPA в сравнении с нормальной тканью. Высокие уровни экспрессии uPA в опухолевой ткани могут индуцируют процессы транскрипции и обуславливают рост клеток, а также запускают процессы перестройки внеклеточного матрикса, благоприятные для инвазивного роста. Высокая экспрессия uPAR в опухолевой ткани может свидетельствовать о развитии ЭМП в клетках опухоли и их метастазированию, т.к. высокие уровни uPAR характерны для клеток с активной миграцией. У одного из пациентов в норме наблюдалась повышенная экспрессия uPAR в нормальной ткани по сравнению с тканью опухоли. Возможно, что особенности изъятия нормальной ткани, а именно, непосредственная близость нормальной ткани к ткани опухоли, влияет на интерпретацию результатов, т.к. увеличение экспрессии и активности урокиназы и ее рецептора могут быть в ткани стромы, окружающей опухоль. 
Нами также обнаружена повышенная экспрессия N-cad и низкая экспрессия Е-cad в образцах ткани рака сигмовидной кишки, что может свидетельствовать об активном процессе ЭМП, а также о прогрессировании заболевания. Известно, что маркер фибробластов aSMA в норме экспрессируется в мышечной пластинке и не затрагивает поверхностные слои слизистой оболочки кишки, и появление aSMA в поверхностных слоях слизистой оболочки связывают с плохим прогнозом. Мезенхимальные опухолевые клетки обладают способностью к миграции и миграции [79]. Виментин так же является маркером мезенхимальной ткани, однако, по нашим данным иммунофлюоресцентного окрашивания значимых различий в экспрессии данного маркера не выявлено. Отсутствие значимого различия в экспрессии виментина может быть связано со специфической экспрессией различных маркеров мезенхимальными опухолевыми клетками. Маркер опухолевых стволовых клеток CD133 был несколько выше в ткани опухоли по сравнению с нормой. Считается, что экспрессия CD133 повышена во всех опухолях желудочно-кишечного тракта, которые имеют мутации K-Ras или B-Raf и, следовательно, гиперактивированный путь Ras-Raf-MEK-ERK. Поскольку мутации в любом из генов были связывают с плохим прогнозом, то оценка экспрессии CD133 может быть полезной в прогностических и диагностических целях [68, 69]. Высокая экспрессия CD133 и uPAR коррелирует с высокой резистентностью опухолевых клеток к химиопрепаратам и является плохим прогностическим маркером [74]. 
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[bookmark: _Ref50934391]- Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациента №3 с раком сигмовидной кишки на uPA/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.
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[bookmark: _Ref50934392] - Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациента №3 с раком сигмовидной кишки на E-cad/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.
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[bookmark: _Ref50934394] - Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациента №3 с раком сигмовидной кишки на N-cad/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.
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[bookmark: _Ref50934396]- Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациента №3 с раком сигмовидной кишки на CD133/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.
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[bookmark: _Ref50934397] - Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациентки №3 с раком сигмовидной кишки на CD133/Виментин. Масштабный отрезок – 250 мкм.
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[bookmark: _Ref50934399]- Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациентки №4 с раком сигмовидной кишки на uPA/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.

[image: ]
[bookmark: _Ref50934400] - Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациентки №4 с раком сигмовидной кишки на E-cad/uPAR. Объектив 10 Масштабный отрезок – 250 мкм.
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[bookmark: _Ref50934402]- Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациентки №4 с раком сигмовидной кишки на N-cad/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.
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[bookmark: _Ref50934404]- Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациентки №4 с раком сигмовидной кишки на aSMA/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.

6.1.3. [bookmark: _Toc51275314]Результаты окрашивания микропрепаратов рака прямой кишки
В ходе проведенного иммунофлюоресцентного исследования микропрепаратов тканей прямой кишки были визуализированы uPA, uPAR, E-cad, N-cad, aSMA, CD133 и Виментин в тканях опухолевого узла и нормы, как показано на Рисунках 17, 18, 19, 20, 21 и 22. Экспрессия uPA в опухоли и норме отличалась. В опухолевой ткани наблюдаются более интенсивные области экспрессии uPA, что может свидетельствовать об активном метаболическом состоянии ткани опухоли. Высокая экспрессия uPAR в опухолевой ткани может указывать на то, что клетки опухоли готовы к ЭМП и метастазированию и высоко экспрессируют рецептор для активации процессов миграции. Отмечаются области с одновременно высокой экспрессией и uPA, и uPAR, что в данном случае может быть свидетельством активного опухолевого роста. Экспрессия Е-cad и N-cad практически не отличается в опухолевой и нормальной тканях, что может свидетельствовать об отсутствии активного ЭМП. aSMA в поверхностных слоях слизистой оболочки опухоли демонстрирует мезенхимальную ткань, которой в норме быть не должно. Несмотря на то, что в данный момент не выявлено активного процесса ЭМП, повышенная экспрессия aSMA может свидетельствовать об уже произошедшем ЭМП. Более выраженная экспрессия виментина в опухолевой ткани, так же демонстрирует мезенхимальную ткань в слизистой опухолевой ткани, что так же говорит в пользу произошедшего ЭМП. Маркер стволовости CD133 несколько выше экспрессирован в ткани опухоли, что соответствует описанным данным литературы [68]; в целом повышенную экспрессию данного маркера в ткани опухоли связывают с неблагоприятном прогнозом. Также в исследуемых образцах наблюдаются участки совместной локализации СD133 и uPAR. Данная находка может свидетельствовать о наличии опухолевых клеток с высокой резистентностью против химиопрепаратов и так же отражает неблагоприятный прогноз и может повлиять на тактику лечения данного пациента [74].
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[bookmark: _Ref50934657]- Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациента №5 с раком прямой кишки на uPA/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.

[image: ]
[bookmark: _Ref50934660]- Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациента №5 с раком прямой кишки на E-cad/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.
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[bookmark: _Ref50934662]- Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациента №5 с раком прямой кишки на N-cad/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.
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[bookmark: _Ref50934665]- Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациента №5 с раком прямой кишки на aSMA/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.
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[bookmark: _Ref50934667]- Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациента №5 с раком прямой кишки на CD133/uPAR. Масштабный отрезок – 250 мкм.
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[bookmark: _Ref50934668]- Окраска микропрепаратов биоптата опухолевого узла и нормальной ткани пациента №5 с раком прямой кишки на CD133/Виментин. Масштабный отрезок – 250 мкм.

6.1.4. [bookmark: _Toc51275315]Результаты окрашивания биоптатов аденомы ободочной кишки
В ходе проведенного иммунофлюоресцентного исследования микропрепаратов тканей ободочной кишки были проанализированы экспрессии uPA, uPAR, E-cad, N-cad и aSMA в тканях опухолевого узла и нормы; результаты представлены на Рисунке 23, 24,  25 и  26. Полученные данные позволили судить от том, что уровень экспрессии uPA не отличается между нормальной тканью и тканью аденомы. Экспрессия uPAR выше в ткани аденомы по сравнению с нормальной тканью, возможно, что активация экспрессии uPAR в данном случае приводит к активации процессов внутриклеточной сигнализации и пролиферации клеток. Экспрессия Е-cad и N-cad, а также aSMA, идентичная в образцах ткани аденомы и нормы. Отсутствие различий в экспрессии uPA, E-cad, N-cad и aSMA показывает, что метаболические процессы в клетках доброкачественных опухолей близки к физиологическим. Поэтому компоненты урокиназной системы и маркеры ЭМП более информативны в условиях опухолевого процесса. 
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[bookmark: _Ref50934808]- Окраска микропрепаратов биоптата аденомы поперечно-ободочной кишки и нормальной ткани пациентки №6 с аденомой ободочной кишки на uPA/uPAR. Масштабный отрезок – 25 мкм.
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[bookmark: _Ref50934809]- Окраска микропрепаратов биоптата аденомы поперечно-ободочной кишки и нормальной ткани пациентки №6 с аденомой ободочной кишки на E-cad/uPAR. Масштабный отрезок – 25 мкм.
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[bookmark: _Ref50934810]- Окраска микропрепаратов биоптата аденомы поперечно-ободочной кишки и нормальной ткани пациентки №6 с аденомой ободочной кишки на N-cad/uPAR. Масштабный отрезок – 25 мкм.
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[bookmark: _Ref50934812]- Окраска микропрепаратов биоптата аденомы поперечно-ободочной кишки узла и нормальной ткани пациентки №6 с аденомой ободочной кишки на aSMA/uPAR. Масштабный отрезок – 25 мкм.


[bookmark: _Toc51275316]Результаты определения концентраций uPA и uPAR в сыворотке
Известно, что высокая экспрессия компонентов урокиназной системы может отражать неблагоприятное течение онкологического заболевания. Протоколы исследования uPA и uPAR входят в современные рекомендации диагностики и лечения рака молочной железы. Однако, высокие концентрации этих маркеров обнаруживаются так же и при других онкологических заболеваниях и, в связи с этим, рассматриваются как потенциальные диагностические и прогностические маркеры. Для отработки определения сывороточных концентраций uPA методом ELISA использовали образцы крови 40 доноров, включенных в исследование (10 – здоровых и 30 пациентов с подтвержденным онкологическим заболеванием). После определения показателей оптической плотности в лунках с рекомбинантной урокиназой в известной концентрации, был выстроен график линейной зависимости концентрации от оптической плотности и определена формула для расчета показателей (Рисунок 27). Аналогичные процедуры были сделаны для рецептора урокиназы uPAR (Рисунок 28). 

[bookmark: _Ref50934889]- Стандартный график зависимости концентрации uPA от оптической плотности.

[bookmark: _Ref50934915]- Стандартный график зависимости концентрации от оптической плотности с кривой наилучшего соответствия. uPAR ELISA
Полученные финальные данные концентрации uPA и uPAR в сыворотке крови приведены в Таблице 1 и Таблице 2, соответственно. 
Таблица 1
Концентрации uPA в сыворотке крови
	Онкологические больные
	Здоровые добровольцы

	uPA, нг/мл
	Пол
	Диагноз (рак)
	uPA, нг/мл
	Пол
	Диагноз

	4,653181818
	М
	Желудка
	1,653181818
	М
	Здоров

	5,062272727
	М
	Желудка
	0,119090909
	Ж
	Здоров

	5,289545455
	Ж
	Тела матки
	1,335
	М
	Здоров

	1,153181818
	М
	Простаты
	1,607727273
	М
	Здоров

	2,675909091
	М
	Сигмы
	0,971363636
	М
	Здоров

	5,312272727
	Ж
	Сигмы
	1,789545455
	Ж
	Здоров

	2,153181818
	Н.д.
	-
	1,244090909
	Ж
	Здоров

	2,357727273
	Ж
	Сигмы
	1,289545455
	М
	Здоров

	3,880454545
	М
	Мочевого пузыря
	0,585
	Ж
	Здоров

	3,266818182
	М
	Сосочка ДПК
	0,682727273
	М
	Здоров

	4,539545455
	Н.д.
	-
	
	
	

	3,675909091
	Ж
	Молочной железы
	
	
	

	1,448636364
	М
	Аденома кишки
	
	
	

	4,107727273
	М
	Желудка
	
	
	

	1,562272727
	Ж
	ГИСО желудка
	
	
	

	1,380454545
	М
	Простаты
	
	
	

	5,812272727
	Н.д.
	-
	
	
	

	4,039545455
	М
	Простаты
	
	
	

	3,516818182
	Ж
	Прямой кишки
	
	
	

	6,516818182
	М
	Простаты
	
	
	

	2,016818182
	М
	Простаты
	
	
	

	5,744090909
	М
	Почки
	
	
	

	6,153181818
	М
	Простаты
	
	
	

	7,016818182
	М
	Простаты
	
	
	

	1,516818182
	М
	Прямой кишки
	
	
	

	7,357727273
	М
	Прямой кишки
	
	
	

	7,357727273
	М
	Желудка
	
	
	

	5,107727273
	М
	ГИСО желудка
	
	
	

	2,016818182
	М
	Желудка
	
	
	

	1,857727273
	Ж
	Прямой кишки
	
	
	



Таблица 2
Концентрации uPAR в сыворотке крови
	Онкологические больные
	Здоровые добровольцы

	uPAR, нг/мл
	Пол
	Диагноз (рак)
	uPAR нг/мл
	Пол
	Диагноз

	3,168392857
	М
	Желудка
	1,44875
	М
	здоров

	10,67285714
	М
	Желудка
	3,265714286
	Ж
	здоров

	4,877321429
	М
	Желудка
	2,802321429
	М
	здоров

	3,963035714
	М
	Простаты
	1,918392857
	М
	здоров

	3,141607143
	М
	Сигмы
	1,388035714
	М
	здоров

	5,496964286
	Ж
	Сигмы
	4,028214286
	Ж
	здоров

	5,055892857
	М
	Простаты
	3,820178571
	Ж
	здоров

	6,344285714
	Ж
	Сигмы
	3,470178571
	М
	здоров

	2,516607143
	М
	Мочевого пузыря
	4,380892857
	Ж
	здоров

	1,850535714
	М
	Сосочка ДПК
	5,362142857
	М
	здоров

	3,393392857
	М
	Желудка
	
	
	

	7,834464286
	Ж
	Молочной железы
	
	
	

	1,552321429
	М
	Аденома кишки
	
	
	

	2,272857143
	М
	Желудок
	
	
	

	2,972857143
	Ж
	ГИСО желудка
	
	
	

	1,991607143
	М
	Простаты
	
	
	

	2,262142857
	М
	Простаты
	
	
	

	2,762142857
	М
	Простаты
	
	
	

	4,513035714
	Ж
	Прямой кишки
	
	
	

	1,988928571
	М
	Простаты
	
	
	

	2,254107143
	М
	Простаты
	
	
	

	2,036696429
	М
	Почки
	
	
	

	2,441160714
	М
	Простаты
	
	
	

	3,888482143
	М
	Простаты
	
	
	

	3,238928571
	М
	Прямой кишки
	
	
	

	3,607678571
	М
	Прямой кишки
	
	
	

	3,001428571
	М
	Желудка
	
	
	

	6,546071429
	М
	ГИСО желудка
	
	
	

	1,618392857
	М
	Желудка
	
	
	

	2,426428571
	Ж
	Прямой кишки
	
	
	





[bookmark: _Toc51275317]Статистическая обработка полученных данных
6.1.5. [bookmark: _Toc51275318]Анализ данных, полученных при измерении uPA в сыворотке 
Полученные данные были проранжированы согласно концентрации и выстроен график, как показано на Рисунок 29.

[bookmark: _Ref50935082]- Ранжированный по возрастанию график концентраций uPA.
Далее была проведена оценка структуры выборки и рассчитаны следующие показатели:
1. Доля исследуемых образцов сывороток крови здоровых людей (%);
2. Доля исследуемых образцов сывороток крови людей с подтвержденным диагнозом "Онкозаболевание" (%);
3. Доля исследуемых образцов сывороток крови больных мужчин в зависимости от формы онкозаболевания по системам (%);
4. Доля исследуемых образцов сывороток крови больных женщин в зависимости от формы онкозаболевания по системам (%);
5. Доля образцов сывороток крови больных мужчин в зависимости от онкозаболевания по органам поражения (%); 
6. Доля образцов сывороток крови больных женщин в зависимости от онкозаболевания по органам поражения (%).
Распределение выборки здоровых добровольцев по полу было: 60% образцов сывороток крови получены от мужчин, 40% - от женщин; с диагнозом «онкозаболевание»: 74% образцов от мужчин и 26% от женщин. Соотношение количества образцов сывороток крови больных мужчин в зависимости от формы онкозаболеваний по системам ЖКТ и МПС составило 1:1 (по 50%), а соотношение в женской популяции 71% к 29%, соответственно. В структуре онкологических заболеваний мужчин представлены онкозаболевания простаты, желудка, прямой кишки, сигмовидной кишки, мочевого пузыря, почки и сосочка ДПК, а у женщин онкозаболевания прямой кишки, сигмовидной кишки, желудка, молочной железы и тела матки. 
Для сравнения уровней uPA в сыворотках крови здоровых людей и пациентов проводили оценку статистически значимого различия в группах:
1. Здоровых добровольцев и онкобольных всей исследуемой популяции;
2. Здоровых мужчин добровольцев и онкобольных мужчин по отдельным нозологиям;
3. Здоровых женщин добровольцев и онкобольных женщин по отдельным нозологиям;
4. Здоровых добровольцев и онкобольных по отдельным нозологиям.
Для сравнения изучаемых показателей проводили оценку нормальности распределений полученных данных, с помощью тестов Колмагорова-Смирнова и Шапиро-Уилка. Были построены гистограммы и графики нормальности, как показано на Рисунках 30,  31, 32 и 33. Результаты тестов Колмагорова-Смирнова (p>0.2), Шапиро-Уилка (p>0,05) подтверждали нормальность распределения исследуемых данных.
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[bookmark: _Ref50935227]- Гистограмма распределения концентрации uPA в группе здоровых добровольцев
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[bookmark: _Ref50935228]- Гистограмма распределения концентрации uPA в группе онкобольных
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[bookmark: _Ref50935229]- График нормальности в группе здоровых добровольцев (uPA).
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[bookmark: _Ref50935230]- График нормальности в группе онкобольных (uPA).
Далее был проведен расчёт параметров описательной статистики для uPA, вычислены среднее арифметическое, медиана, стандартное отклонение, доверительные интервалы, среднее геометрическое, как показано в Таблице 3. 


Таблица 3
Параметры описательной статистики для групп здоровых добровольцев и онкобольных (uPA)
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Среднее арифметическое значение концентрации uPA в сыворотке крови в группе здоровых добровольцев было ниже на 2,82 нг/мл в сравнении с группой онкобольных всей исследуемой популяции. Другие статистические параметры так же отличались. При оценке достоверности различий независимых выборок с помощью Т-критерия Стьюдента доказано достоверное различие исследуемых данных (p = 0,000064), как показано в Таблице 4.
Таблица 4
Т-критерий Стьюдента для независимых выборок (uPA)
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Параметры описательной статистики для uPA в группе здоровых мужчин добровольцев и онкобольных мужчин по отдельным нозологиям, представлены в Таблице 5. 
Таблица 5
Параметры описательной статистики в группе здоровых мужчин добровольцев и в группах онкобольных мужчин (uPA)
[image: ]
Наиболее высокие значения показателей средних арифметических концентраций uPA в сыворотке крови онкобольных были отмечены у больных с опухолями почки (5,7 нг/мл), желудка (4,7 нг/мл), прямой кишки (4,4 нг/мл) и простаты (4,2 нг/мл). У здоровых добровольцев значения показателей средних арифметических концентраций uPA были значительно ниже (1,2 нг/мл).
Достоверность различий между исследуемыми и контрольными группами были подтверждены для семи патологий (простаты (p=0,012), желудка (p=0,007), сигмовидной кишки (p=0,017), мочевого пузыря (p=0,0013), сосочка ДПК (p=0,0042) и почки (p=0,0001)), как показано в Таблице 6. В группе онкобольных раком прямой кишки всего два наблюдения, поэтому отсутствие значимого различия в данном случае вероятно связано с небольшим размером выборки. Для аденомы, как для доброкачественного заболевания увеличение уровня uPA не характерно. 
Таблица 6
Т-критерий Стьюдента для независимых выборок (uPA)
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Для женщин рассчитанные параметры описательной статистики исследуемых образцов сыворотки показаны в Таблице 7. Наиболее высокие показатели средних величин концентраций uPA в сыворотках крови были обнаружены у женщин с онкозаболеванием тела матки (5,2 нг/мл), сигмовидной кишки (3,8 нг/мл) и молочной железы (3,6 нг/мл) по сравнению с показателями uPA сыворотки крови здоровых женщин (0,9 нг/мл). 
Таблица 7
Параметры описательной статистики в группе здоровых женщин добровольцев и в группах онкобольных женщин (uPA)
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Достоверность различий между исследуемыми и контрольными группами продемонстрирована для заболеваний матки (p=0,013) и молочной железы (p=0,044), как показано в Таблице 8. В группе онкобольных раком прямой кишки, сигмовидной кишки и желудка отсутствие значимого различия вероятно связано с небольшим размером выборки. 
Учитывая, что размер изучаемых выборок в зависимости от пола был небольшой и в некоторых случаях не было доказано статистического различия между показателями концентрации uPA в сыворотках крови мужчин с опухолями прямой кишки и женщин с опухолями желудка, сигмовидной кишки и прямой кишки было принято решение исследовать общие группы по отдельным нозологиям. Был проведен расчет параметров описательной статистики, как показано в Таблице 9. Рассмотрение общих групп по отдельным нозологиям позволило подтвердить гипотезу, что увеличение размера выборки исследуемых образцов позволило доказать достоверные отличия во всех исследуемых группах с онкозаболеванием (p<0,05), кроме аденомы (p=0,668), что продемонстрировано в Таблице 10. 
Таблица 8
Т-критерий Стьюдента для независимых выборок (uPA)
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Таблица 9
Параметры описательной статистики в группе здоровых добровольцев и в группах онкобольных (uPA)
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Таблица 10
Т-критерий Стьюдента для независимых выборок (uPA)
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6.1.6. [bookmark: _Toc51275319]Анализ данных, полученных при измерении uPAR в сыворотке 
Аналогично по данным, полученным при измерении сывороточной концентрации урокиназы uPA, полученные данные по uPAR были проранжированы согласно концентрации и выстроен график, как показано на Рисунке 34.

[bookmark: _Ref50935467]- Ранжированный по возрастанию график концентраций uPAR 
Затем была проведена оценка структуры выборки. Были рассчитаны следующие показатели:
1. Доля исследуемых образцов сывороток крови здоровых людей (%),
2. Доля исследуемых образцов сывороток крови людей с подтвержденным диагнозом "Онкозаболевание";
3. Доля исследуемых образцов сывороток крови больных мужчин в зависимости от формы онкозаболевания по системам (%),
4. Доля исследуемых образцов сывороток крови больных женщин в зависимости от формы онкозаболевания по системам (%);
5. Доля образцов сывороток крови больных мужчин в зависимости от онкозаболевания по органам поражения (%); 
6. Доля образцов сывороток крови больных женщин в зависимости от онкозаболевания по органам поражения (%),
В представленном исследовании доля исследуемых образцов сывороток крови здоровых людей по полу распределялась в следующем порядке: 33% образцов сывороток крови были получены от мужчин и 67% от женщин. Распределение образцов сывороток крови с диагнозом «Онкозаболевание» было следующее: 57% образцов от мужчин и 43% от женщин. Соотношение количества образцов сывороток крови больных мужчин в зависимости от формы онкозаболеваний по системам ЖКТ и МПС составило 54% к 46%, а соотношение в женской популяции 83% к 17% соответственно. В структуре онкологических заболеваний мужчин представлены онкозаболевания простаты, желудка, прямой кишки, сигмовидной кишки, мочевого пузыря, почки и сосочка ДПК, а у женщин онкозаболевания прямой кишки, сигмовидной кишки, желудка и молочной железы. 
Для сравнительной оценки уровней uPAR в сыворотках крови здоровых людей и пациентов проводили оценку статистически значимого различия в группах:
1. Здоровых добровольцев и онкобольных всей исследуемой популяции;
2. Здоровых мужчин добровольцев и онкобольных мужчин по отдельным нозологиям;
3. Здоровых женщин добровольцев и онкобольных женщин по отдельным нозологиям;
4. Здоровых добровольцев и онкобольных по отдельным нозологиям.
Для сравнения изучаемых показателей проводили оценку нормальности распределений полученных данных, с помощью тестов Колмагорова-Смирнова и Шапиро-Уилка. Были построены гистограммы и графики нормальности, как показано на рисунках 47-50. Результаты тестов Колмагорова-Смирнова (p>0.2), Шапиро-Уилка (p>0,05) подтверждали нормальность распределения исследуемых данных (Рисунок 35, 36, 37,  38).
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[bookmark: _Ref50935546]- Гистограмма распределения сывороточной концентрации uPAR в группе здоровых добровольцев
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[bookmark: _Ref50935548]- Гистограмма распределения сывороточных концентраций uPAR в группе онкобольных
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[bookmark: _Ref50935549]- График нормальности в группе здоровых добровольцев (uPAR).
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[bookmark: _Ref50935550]- График нормальности в группе онкобольных (uPAR).
Далее был проведен расчёт параметров описательной статистики для uPAR, вычислены среднее арифметическое, медиана, стандартное отклонение, доверительные интервалы, среднее геометрическое, как показано в Таблице 11. 



Таблица 11
Параметры описательной статистики для групп здоровых добровольцев и онкобольных (uPAR).
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Среднее арифметическое значение концентрации uPAR в сыворотке крови в группе здоровых добровольцев было незначительно ниже на 0,46 нг/мл в сравнении с группой онкобольных всей исследуемой популяции. Другие статистические параметры отличались так же незначительно.
При оценке достоверности различий независимых выборок с помощью Т-критерия Стьюдента доказано отсутствие достоверного различия в исследуемых данных (p=0,505), как показано в Таблице 12. Параметры описательной статистики в группе здоровых мужчин добровольцев и онкобольных мужчин по отдельным нозологиям, представлены в Таблице 13. Показатели средних арифметических концентраций uPAR в сыворотке крови онкобольных, которые превышали среднее значение концентрации uPAR в сыворотке крови здоровых добровольцев (2,7 нг/мл) были отмечены у больных с опухолями желудка (4,4 нг/мл), прямой кишки (3,4 нг/мл), сигмовидной кишки (3,1 нг/мл) и простаты (2,8 нг/мл). Остальные средние концентрации не превышали средние uPAR в крови здоровых. В группе аденомы, был зарегистрирован самый низкий показатель (1,6 нг/мл).
Таблица 12
Т-критерий Стьюдента для независимых выборок (uPAR).
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Таблица 13
Параметры описательной статистики в группе здоровых мужчин добровольцев и в группах онкобольных мужчин (uPAR).
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Достоверность различий между исследуемыми и контрольными группами не были подтверждены, поскольку во всех группах (p>0,05), как показано в Таблице 14. Отсутствие значимого различия в данном случае связано с низкими средними сывороточными концентрациями uPAR. 
Таблица 14
Т-критерий Стьюдента для независимых выборок (uPAR).
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Рассчитаны параметры описательной статистики для uPAR исследуемых образцов сыворотки крови здоровых и онкобольных женщин, как показано в Таблице 15. Наиболее высокие показатели средних величин концентраций uPAR в сыворотках крови были обнаружены у женщин с онкозаболеванием молочной железы (7,8 нг/мл) и сигмовидной кишки (5,9 нг/мл) по сравнению с показателями uPAR сыворотки крови здоровых женщин (3,9 нг/мл). 
Таблица 15
Параметры описательной статистики в группе здоровых женщин добровольцев и в группах онкобольных женщин (uPAR).
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Достоверность различий между исследуемыми и контрольными группами продемонстрирована у группы с онкозаболеваниями молочной железы (p=0,0047) и сигмовидной кишки (p=0,0093), как показано Таблице 16. В группе онкобольных раком прямой кишки и желудка отсутствие значимого различия (p>0,05) вероятно связано с низкими сывороточными концентрациями uPAR. 





Таблица 16
Т-критерий Стьюдента для независимых выборок (uPAR).
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Учитывая, что размер изучаемых выборок в зависимости от пола был небольшой и в некоторых случаях не было доказано статистического различия между всеми показателями концентрации uPAR в сыворотках крови мужчин и показателями в группах с онкозаболеваниями прямой кишки и желудка у женщин для объективизации данных было принято решение исследовать общие группы по отдельным нозологиям. Был проведен расчет параметров описательной статистики, как показано в Таблице 17. Средние сывороточные концентрации uPAR были выше в группе с онкозаболеваниями молочной железы (7,8 нг/мл), желудка (4,4 нг/мл), сигмовидной кишки (4,9 нг/мл) и прямой кишки (3,4 нг/мл). 


Таблица 17
Параметры описательной статистики в группе здоровых добровольцев и в группах онкобольных (uPAR).
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Однако, рассмотрение общих групп по отдельным нозологиям позволило подтвердить достоверные отличия только в группе онкозаболеванием молочной железы (p=0,0121). Все остальные группы не показали достоверного различия (p>0,05), что продемонстрировано в Таблице 18. 
Таблица 18
Т-критерий Стьюдента для независимых выборок (uPAR).
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Таким образом, в результате проведенного исследования была проведена оценка экспрессии компонентов урокиназной системы и маркеров ЭМП в тканях иммунофлюоресцентным методом, а также в плазме крови методом ELISA у пациентов с подтвержденным онкологическим диагнозом. В качестве контроля использовали образцы нормальной ткани тех же самых пациентов, а также сыворотку крови здоровых доноров. 
Иммунофлюоресцентным методом была проведена окраска образцов пациентов с опухолями желудка, сигмовидной кишки, прямой кишки и аденомой поперечно-ободочной кишки на uPA, uPAR, E-cad и N-cad как маркеры ЭМП, CD133 как маркер опухолевых стволовых клеток, а также маркеры aSMA и виментин. В результате анализа полученных образцов было выявлено, что uPA имеет стабильную высокую экспрессию во всех опухолевых тканях, кроме аденомы, по сравнению с нормой. Это можно объяснить тем, что uPA участвует во многих патофизиологических процессах, связанных с ростом развитием и метастазированием опухолей. Активируя процессы внутриклеточной сигнализации, uPA запускает транскрипцию, что проявляется в росте и развитии опухолевых клеток, а также повышенной экспрессии интегринов, которые через взаимодействие с TGF-β обуславливают процессы ЭМП. При анализе экспрессии uPAR была показана его различная экспрессия между разными типами опухоли, что можно объяснить во-первых, его различной презентацией на мембране (он может подвергаться частичному протеолизу и шеддингу с клеточной мембраны под действием uPA), а во-вторых, он может подвергаться быстрому эндоцитозу с участием все той же uPA и PAI-1 [34]. Повышенная экспрессия uPAR на мембране может свидетельствовать об активной миграции клеток, активации сигнальных путей, опосредующих опухолевый метаболизм, активную пролиферацию и подавление апоптоза, а также являться механизмом защиты от иммунных клеток [126]. 
Маркеры ЭМП E-cad и N-cad продемонстрировали разные паттерны экспрессии в опухолевых тканях желудка и толстой кишки. В тканях опухолей сигмовидной кишки высокая экспрессия N-cad и низкая E-cad, по сравнению с нормой, указывает на то, что клетки опухоли активно подвергаются ЭМП. В тканях опухолей желудка высокая экспрессия обоих маркеров может говорить как о низкой, так и о высокой активности ЭМП, при которой повышенная экспрессия E-cad может быть предиктором лимфогенного метастазирования [63]. Опухоли с нормальной экспрессией демонстрируют отсутствие ЭМП в данный момент, но не исключают, что данный механизм мог иметь место в прошлом. Маркеры aSMA и виментин в норме не экспрессируются эпителиальными клетками слизистой оболочки органов [66]. Появление aSMA и виментин-содержащих мезенхимальных клеток в слизистой может расцениваться как произошедший ЭМП. 
Мы обнаружили высокую экспрессию маркера опухолевых стволовых клеток CD133 в опухолевых тканях желудка и толстой кишки.  В ткани наблюдаются участки, где локализован СD133 в местах экспрессии uPAR. Известно, что высокие уровни данного маркера связывают с неблагоприятном прогнозом, поэтому наши результаты могут отражать присутствие опухолевых клеток с высокой химиорезистентностью и предполагать неблагоприятный прогноз [68, 69, 74].
Методом ELISA были измерены сывороточные концентрации uPA и uPAR у пациентов с подтвержденным онкологическим заболеванием и у здоровых добровольцев. В результате проведенного статистического анализа результатов была исследована структура выборки и охарактеризовано распределение. С учетом характера распределения был выбран T-критерий Стьюдента для независимых выборок. Затем был проведен сравнительный анализ между показателями в различных группах. Было обнаружено достоверное увеличение uPA в сыворотках всех онкобольных по сравнению с нормой, все зависимости от типа опухоли. При анализе уровня uPAR в сыворотке высокие значения обнаружены только для заболеваний молочной железы по сравнению с нормой.  Это может объясняться мультидоменной структурой uPAR и различием в экспрессии доменов при разных патологических состояниях[35].  Коммерческий набор ELISA «Human uPAR/URKR/uPA Receptor PicoKine™ ELISA Kit, USA», который использовали для определения сывороточных концентраций  uPAR, высоко специфичен к С-концевому домену (D1) uPAR, однако данная тест система не позволяет определить концентрации других доменов (D2,D3), которые также могут быть повышены у онкопациентов, поэтому требуются дополнительные исследования сывороточных концентраций других доменов uPAR для определения его диагностических и прогностических возможностей при других опухолевых заболеваниях.


7. [bookmark: _Toc51275320]ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Урокиназная система относится к одной из наиболее активных протеолитических систем, действующих во внеклеточной среде. В эмбриогенезе она выполняет навигационную роль, обеспечивая направленный рост аксонов и кровеносных сосудов, при этом мутации в гене uPAR приводят к нарушению формирования структур головного мозга, тяжелым формам эпилепсии и сосудистым патологиям. Урокиназная система активирует процессы внутриклеточной сигнализации, влияет на клеточный цикл, участвует в деградации внеклеточного матрикса, и дифференцировке клеток. На сегодня накоплен ряд данных об участии урокиназной системы в прогрессировании опухоли, ЭМП и метастазировании, и есть свидетельства того, что компоненты урокиназной системы могут быть маркерами в диагностических, прогностических и терапевтических целях ряда патологий, включая фиброз, воспаление и рак. 
Актуальным для данного исследования стало определение активности и секреции белков урокиназной системы и маркеров ЭМП для оценки их пригодности в качестве оптимальных дифференциально-диагностических алгоритмов у пациентов с онкологическими заболеваниями ЖКТ. Были исследованы образцы биоптатов и сыворотки крови здоровых добровольцев и пациентов с подтвержденным онкозаболеванием с помощью иммунофлюоресцентного окрашивания образцов ткани и метода и ELISA. Стоит отметить, что на сегодняшний день в литературе нет исследований урокиназной системы с одновременной оценкой экспрессия uPA и uPAR в тканях и в крови. 
Был разработан и подготовлен пакет документов для проведения прикладного исследования, включающий протокол исследования, информационный листок пациента с формой информированного согласия, ИРК, журналы регистрации биообразцов, микропрепаратов, окрашенных микропрепаратов, образцов крови, протоколы иммунофлюоресцентного окрашивания и метода ELISA, которые соответствуют всем требованиям нормативной документации. Сформирован биобанк образцов ткани и сывороток крови и создана электронная исследовательская база данных: на сегодня это уже 60 образцов пациентов с подтвержденным онкологическим заболеванием и 20 образцов здоровых доноров; база пополняется. 
На первом этапе были получены предварительные данные, которые уже позволили сделать вывод об их универсальности в качестве скрининговых маркёров онкогенеза. Иммунофлюоресцентный анализ показал, что экспрессия uPA стабильно высокая во всех образцах ткани опухоли ЖКТ по сравнению с нормой. Остальные исследуемые белки (E-cad, N-cad, vimentin, CD133 и aSMA) продемонстрировали разный паттерн экспрессии в ткани опухоли по сравнению с нормой, что, скорее всего, отражает как метаболическое состояние непосредственно самой опухоли, так и изменения нормальной ткани, поэтому дальнейшее исследование экспрессии этих маркеров актуально для ответа на вопрос о локальности опухоли и роли стромы в патогенезе опухоли. 
Исследования сывороточных концентраций uPA и uPAR показали сходную с тканью картину. Концентрация uPA в сыворотках онкобольных оказалась выше во всех исследуемых группах. На основании полученных данных была показана возможность использования uPA как универсального маркера онкогенеза в диагностических и прогностических целях в отделении хирургии МНОЦ. Анализ сывороточных концентраций uPAR показал, что данный параметр может быть рекомендован к применению у пациентов с диагнозом рак молочной железы. Мультидоменная структура uPAR и различная экспрессия доменов при разных патологических состояниях может объяснять различие сывороточных концентраций uPAR у пациентов-участников исследования. Тест-система для определения uPAR специфична к D1 домену, но не показывает уровни других доменов (например, D2 и D3), поэтому нужны дальнейшие исследования по определению сывороточных концентраций D2 и D3 доменов uPAR с целью поиска оптимального в диагностике и прогнозе онкологических заболеваний ЖКТ. 

8. [bookmark: _Toc51275321]ВЫВОДЫ
1. Разработан и подготовлен пакет документов для проведения прикладного научного исследования, включающий протокол исследования, информационный листок пациента с формой информированного согласия, ИРК, журналы регистрации биообразцов, микропрепаратов, окрашенных микропрепаратов, образцов крови, протоколы иммунофлюоресцентного окрашивания и метода ELISA, которые соответствуют всем требованиям нормативной документации.
1. Сформирована база образцов ткани и сывороток крови (60 образцов пациентов с подтвержденным онкологическим заболеванием и 20 образцов здоровых доноров) и создана электронная исследовательская база данных.
1. Отработана методика иммунофлюоресцентного окрашивания ткани кишки. Обнаружено повышение экспрессии uPA во всех исследуемых тканях опухоли (рак желудка, сигмовидной и прямой кишки) по сравнению с нормальной тканью. Экспрессия uPAR повышена в ткани рака сигмовидной и прямой кишки, но не в раке желудка по сравнению с нормой. 
1. Отработана методика определения сывороточных концентраций uPA и uPAR у пациентов с подтвержденным онкологическим заболеванием и здоровых доноров методом ELISA. Обнаружено, что концентрация uPA достоверно выше у всех больных все зависимости от типа рака, тогда как достоверное увеличение содержания uPAR наблюдается только при раке молочной железы по сравнению с здоровыми донорами.
1. Проведен сравнительный анализ значений сывороточных концентраций uPA и uPAR у пациентов с подтвержденным онкологическим заболеванием и здоровых доноров и выполнена статистическая оценка полученных результатов. На основании этого анализа определение uPA в сыворотке онкобольных может быть рекомендовано в качестве универсального диагностического и прогностического критерия в онкологии, а определение uPAR - только при раке молочной железы. 
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ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ № UPA-MSU-0120
«Механизмы участия урокиназной системы в канцерогенезе и метастазировании опухолей»
	Название клинического исследования
	Поиск оптимальных дифференциально-диагностических алгоритмов у пациентов с онкологическими заболеваниями ЖКТ с учётом молекулярных механизмов онкогенеза

	Протокол
	№ UPA-MSU-0120
	Версия 1.0
	01.01.2020

	Дизайн исследования
	Прикладное научное исследование

	Область исследования
	Онкология

	Предмет исследования
	Компоненты урокиназной системы, как потенциальные маркеры онкогенеза и метастазирования опухолей

	Цель исследования
	Определение концентраций белков, входящих в состав урокиназной системы, в сыворотке крови онкобольных пациентов и анализа паттерна их экспрессии в образцах, полученных из первичного опухолевого узла.

	Задачи исследования
	Для реализации цели поставлены следующие задачи: 
1) Сформировать базу биологических образцов ткани и сывороток крови здоровых людей и пациентов с подтвержденным онкологическим заболеванием и создать исследовательскую базу данных;
2) Отработать методику иммунофлюоресцентного окрашивания образцов первичного опухолевого узла и нормальной ткани антителами к белкам урокиназной системы, маркерам эпителиально-мезенхимального перехода E-cad и N-cad, а также маркеру стволовых клеток CD133 и маркерам мезенхимальных клеток aSMA и виментину;
3) Определить концентрацию uPA в сыворотке крови здоровых людей и пациентов с подтвержденным онкологическим заболеванием методом ELISA;
4) Провести сравнительный анализ и статистическую оценку полученных результатов. 

	Размер выборки и популяция для исследования
	В исследовании примут участие пациенты, в возрасте от 30 лет, с подтвержденным онкологическим заболеванием. 

	Описание исследования
	Никакие процедуры, связанные с исследованием, не будут проводиться до подписания пациентом исследования Информационного листка с формой информированного согласия.
Исследование включает три периода:
1) Период скрининга (визит Скрининга) (время проведения анализов и оценки возможности участия пациента в данном исследовании);
2) Операция и послеоперационный период (Визит 1) (в ходе планового вмешательства из операционного материала будет осуществлен забор двух образцов ткани);
3) Период последующего наблюдения (Визит 2) (через 90 дней проведение анализов).
Общая продолжительность участия пациента в исследовании составит 90 дней или меньше с учетом периода обследования перед началом исследования.
Выполнение основных процедур исследования будет проводиться в медицинском учреждении. Планируется проведение следующих визитов:
Визит 0. Скрининг. 
После подписания пациентом Информированного согласия врач-исследователь оценит соответствие пациента критериям включения/невключения в исследование. Если пациент соответствуете всем критериям, то после оценки пациент включается в исследование и у него возьмут кровь для определения концентраций белков, входящих в состав урокиназной системы. 
День 1 (Визит 1). Операция и послеоперационный период.
В день проведения плановой операции из операционного материала будет осуществлен забор двух образцов ткани для исследования и анализа паттерна экспрессии компонентов урокиназной системы в образцах, полученных из первичного опухолевого узла. 
День 90 (Визит 2). После периода лечения у пациента возьмут кровь для определения концентраций белков, входящих в состав урокиназной системы.

	 Критерии включения
	1. Пациенты мужского или женского пола в возрасте от 30 лет.
2. Подтвержденный диагноз онкологического заболевания.

	Критерии невключения
	1. Возраст пациента младше 30 лет
2. По мнению исследователя, пациент не подходит для включения в исследование или наличие убежденности исследователя в том, что пациент не будет следовать процедурам протокола.
3. Вероятность отказаться следовать требованиям протокола, инструкциям и ограничениям; например, нежелание сотрудничать, невозможность вернуться в клинический центр для последующих визитов и вероятность не завершения участия в исследовании.

	Критерии исключения
	Доброволец должен быть исключен из исследования при возникновении любой из следующих ситуаций:
1.	Отзыв пациентом подписанной формы информированного согласия на участие в исследовании.
2.	Продолжение участия в исследовании противоречит интересам пациентом.
3.	Нарушения протокола, которые, по мнению исследователя, являются значимыми для оценки результатов исследования.
4.	Прекращение исследования исследователем.

	График исследования 
	Исследование включает три периода:
Период скрининга (визит Скрининга) (время проведения анализов и оценки возможности участия пациента в данном исследовании);
Операция и послеоперационный период (Визит 1) (в ходе планового вмешательства из операционного материала будет осуществлен забор двух образцов ткани);
Период последующего наблюдения (Визит 2) (через 90 дней проведение анализов).

	Продолжительность исследования
	Общая продолжительность участия добровольца в исследовании не более 90 дней.

	Методы, сроки и критерии 
	Все пациенты, подписавшие форму добровольного информированного согласия согласные на участие в исследовании, обработку персональных данных, исследование биоптатов опухолевых узлов и здоровых тканей из операционного материала и сдачу крови для определения концентраций белков, входящих в состав урокиназной системы. В ходе оперативного вмешательства по поводу основного заболевания хирург выделит и отправит биоптат опухолевого узла на патоморфологическое исследование. После подтверждения онкологического диагноза два образца для исследования фиксируются в формалине и передаются в исследовательскую лабораторию вместе с данными пациента для иммунофлюоресцентного исследования. Образцы крови так же передаются в исследовательскую лабораторию.
Полученные данные пациента и информация об образцах ткани обрабатываются и заносятся в индивидуальную регистрационную карту (ИРК). Образцы ткани и крови пациентов помещают в кельвинатор с постоянным температурным режимом (минус 84 0С). Информация о расположении заносится в журнал регистрации биологических образцов и соответствующий раздел ИРК. 
Из образцов ткани готовят микропрепараты. С помощью криотома нарезают криосрезы толщиной 6 нм и помещают на предметные стекла. Полученные микропрепараты помещают в кельвинатор или морозильную камеру с постоянным температурным режимом. Информация о расположении заносится в журнал регистрации микропрепаратов и соответствующий раздел ИРК. 
Затем проводится отработка методики иммунофлюоресцентного исследования. Она заключается в проведении серий окрасок с использованием различных антител для создания оптимального протокола окраски. После подбора оптимальных антител проводится окраска микропрепаратов. Информация о расположении заносится в журнал регистрации окрашенных микропрепаратов и соответствующий раздел ИРК. 
Окрашенные микропрепараты исследуют с помощью конфокальной микроскопии. Информация о результатах исследования заносится в соответствующий раздел ИРК.
Образцы крови после получения помещают в кельвинатор или морозильную камеру с постоянным температурным режимом. Информация о расположении заносится в журнал регистрации образцов крови и соответствующий раздел ИРК. Кровь центрифугируют при 3000 об/мин в течение 15 минут. Далее проводится отбор сыворотки крови из центрифугированных проб. Полученная сыворотка исследуется для определения концентрации белков урокиназной системы методом ELISA. Информация о результатах исследования заносится в соответствующий раздел ИРК. На основании полученных данных формируется исследовательская база данных, в которой содержится вся информация, полученная на всех этапах исследования. 

	Методы статистического анализа
	Статистический анализ будет проведён с использованием программы STATISTICA 13 для программного обеспечения Windows. Результаты будут представлены в виде среднего значения, медианы, а также других статистических значений. Различия между показателями концентраций маркеров урокиназной системы в плазме крови будут оцениваться с помощью статистического критерия. Выбор критерия зависит от характеристики распределения и будет проведен в ходе статистического анализа.

	Этические и юридические аспекты
	Исследование будет проводиться согласно Протоколу, в строгом соответствии с Конституцией Российской Федерации; этическими принципами Хельсинской декларации Всемирной медицинской ассоциации 1964 г. в последней редакции и другими применимыми требованиями законодательства Российской Федерации: Федеральным законом от 21 ноября 2011 № 323-ФЗ «Об основах охраны здоровья граждан в Российской Федерации»; Федеральным законом от 27.07.2006 № 152-ФЗ «О персональных данных», Приказом Минздрава России от 01.04.2016 № 200н «Об утверждении правил надлежащей клинической практики», Национальным стандартом ГОСТ Р 52379-2005 «Надлежащая клиническая практика», который соответствует стандартам Руководства по Надлежащей клинической практике (ICH-GCP) Международной конференции по гармонизации технических требований к регистрации фармацевтических продуктов, предназначенных для применения у человека (ICH).
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Уважаемый пациент!
Вам предложено рассмотреть вопрос о возможности Вашего участия в научном исследовании «Поиск оптимальных дифференциально-диагностических алгоритмов у пациентов с онкологическими заболеваниями ЖКТ с учётом молекулярных механизмов онкогенеза». 
Данное научное исследование представляет собой экспериментальное изучение новых механизмов в онкологии. В исследование включают только тех людей, которые хотят в нем участвовать. Прежде чем принять решение об участии в этом исследовании, важно понять, для чего оно проводится, что Вам необходимо будет делать, как участнику данного исследования, в чем цель и польза от проведения этого исследования. Пожалуйста, внимательно прочтите этот документ, в нем содержится информация об исследовании и о возможных рисках, связанных с Вашим участием в данном исследовании. Тщательно обдумайте вопрос участия в этом исследовании. Цель этого документа – рассказать Вам об исследовании для того, чтобы Вы смогли решить, хотите ли Вы, участвовать в нем, или нет, а также о том, как персональные данные о состоянии Вашего здоровья могут обрабатываться или передаваться другим лицам во время исследования и после его завершения.
Данный документ может содержать слова, значение которых Вы можете не понимать. Сообщите врачу-исследователю, если Вам что-либо непонятно или если Вы хотите получить более подробную информацию. Убедитесь в том, что Вы получили ответы на все свои вопросы, и что Вы понимаете суть исследования. Вы можете взять с собой один экземпляр Формы документа для ознакомления. Кроме того, прежде чем Вы примете решение, Вы можете обсудить вопрос Вашего участия в данном исследовании с семьей и друзьями. 
В данном исследовании будут изучаться механизмы участия урокиназной системы в канцерогенезе и метастазировании опухолей у пациентов с подтвержденным онкологическим заболеванием.
Если Вы решите участвовать в этом исследовании, Вам нужно будет проходить процедуры, описанные в этом документе, а также следовать инструкциям сотрудников медицинского учреждения, участвующих в проведении исследования.
Данное исследование одобрено Независимым этическим комитетом при медицинском учреждении, в котором проводится данное исследование, как соответствующее медицинским и этическим стандартам. Исследование будет проводиться в соответствии с Хельсинкской Декларацией Всемирной медицинской ассоциации (1964 г.), национальными законами и стандартами Российской Федерации, и правилами качественной клинической практики (ICH GCP), принятыми в странах Европейского Союза (1997 г.). Эти национальные и международные нормативные документы гарантируют, что среди прочего, защиту участвующих в исследованиях пациентов.
Настоящий документ содержит информацию, касающуюся целей и схемы проведения исследования. Вы узнаете о том, какие данные будут получены в ходе Вашего участия в исследовании, и то, кто будет иметь доступ к этим данным. Кроме того, Вы узнаете о тех выгодах и о том возможном риске, который связан с Вашим участием в исследовании.
Если Вы решите участвовать в данном исследовании, Вас попросят указать ФИО, поставить подпись и дату на последней странице этой формы в двух экземплярах, что будет являться подтверждением Вашего согласия на участие в данном исследовании. Один экземпляр документа Вам выдадут на руки, второй экземпляр этого документа будет храниться в исследовательском центре.
Участие в этом исследовании является исключительно добровольным и решение о том, принимать ли в нем участие, является только Вашим решением. Если Вы решите, что Вы не должны принимать участие или должны выйти из исследования уже после его начала, то это никак не повлияет на медицинскую помощь, которую Вы получаете в настоящий момент или будете получать в будущем. Вы не обязаны никому рассказывать о причине, по которой Вы не хотите участвовать в исследовании.
Цель исследования
Настоящее исследование проводится с целью определения концентраций белков, входящих в состав урокиназной системы, в сыворотке крови онкобольных пациентов и анализа паттерна их экспрессии в образцах, полученных из первичного опухолевого узла. 
Введение
Урокиназная система включает в себя урокиназу (uPA), высокоспецифичный урокиназный рецептор (uPAR) и ингибиторы активатора плазминогена-1 и -2 (PAI-1 и PAI-2). Она относится к одной из наиболее эффективных протеолитических систем, действующих во внеклеточной среде. В последние годы было проведено множество исследований, в ходе которых было показано, что uPA и uPAR обладают рядом функций: в эмбриогенезе она выполняет навигационную роль, обеспечивая направленный рост аксонов и кровеносных сосудов, причем, мутации в гене uPAR могут приводить к тяжелым формам эпилепсии, сопровождаемым когнитивными расстройствами, а так же сосудистым патологиям. Урокиназная система активирует процессы внутриклеточной сигнализации, влияет на клеточный цикл, участвует в деградации внеклеточного матрикса, в росте и развитии клеточных популяций.   
Многие исследователи сходятся во мнении, что урокиназная система задействована на всех этапах онкогенеза и метастазирования. Сегодня есть множество доказательств участия uPA, uPAR, PAI-1 и PAI-2 в прогрессировании опухоли и метастазировании. Комплекс uPA/uPAR способствует переходу плазминогена в плазмин, который, в свою очередь, инициирует серию протеолитического каскада для деградации компонентов внеклеточного матрикса и вызывает миграцию опухолевых клеток из первичного опухолевого узла в отдаленный вторичный орган. PAI-1 и PAI-2 регулируют активность урокиназной системы путем связывания uPA. PAI-1 может связываться с комплексом uPA/uPAR и активировать процессы внутриклеточной сигнализации, что приводит к перестройке цитоскелета и активации процессов клеточной миграции. PAI-2 участвует в регуляции фибринолиза, перестройки тканей, апоптоза и воспаления. В процессе роста опухолевого узла урокиназная система регулирует такие процессы, как пролиферация и дифференцировка опухолевых клонов, ангиогенез, клеточная гибель (в том числе апоптоз), ремоделирование внеклеточного матрикса, стимуляция выброса факторов роста, эпителиально-мезенхимальный переход, а также метастазирование опухолевых клеток. Компоненты урокиназной системы демонстрируют измененные паттерны экспрессии в нескольких распространенных злокачественных новообразованиях в сравнении с нормой. 
Сегодня компоненты урокиназной системы являются важными маркерами, которые используются в диагностических, прогностических и терапевтических целях. Так во многих странах мира оценка uPA, uPAR, PAI-1 и PAI-2 является определяющей в ходе планирования послеоперационного лечения у больных раком молочной железы среднего риска. Стоит отметить, что исследований диагностической ценности урокиназной системы на территории Российской Федерации практически не проводилось. В связи с тем, что эта тематика очень перспективна, необходимо продолжить исследования в области механизмов онкогенеза и метастазирования с участием uPA и ее рецептора. 
Структура и продолжительность исследования
Планируется, что в исследовании вместе с Вами примут участие пациенты, в возрасте от 30 лет, с подтвержденным онкологическим заболеванием. 
Исследование включает три периода:
4) Период скрининга (визит Скрининга) (время проведения анализов и оценки возможности Вашего участия в данном исследовании);
5) Операция и послеоперационный период (Визит 1) (в ходе планового вмешательства из операционного материала будет осуществлен забор двух образцов ткани);
6) Период последующего наблюдения (Визит 2) (через 90 дней проведение анализов).
Общая продолжительность Вашего участия в исследовании составит 90 дней или меньше с учетом периода обследования перед началом исследования.
Процедуры исследования
Выполнение основных процедур исследования будет проводиться в медицинском учреждении. Врач-исследователь несет ответственность за четкое соблюдение процедур исследования. Перед началом исследования на визите Скрининга после подписания Вами Информированного согласия врач-исследователь оценит Ваше соответствие критериям включения/невключения в исследование. Если вы соответствуете всем критериям, то после оценки у Вас возьмут кровь для определения концентраций белков, входящих в состав урокиназной системы. В день проведения плановой операции на Визите 1 из операционного материала будет осуществлен забор двух образцов ткани для исследования и анализа паттерна экспрессии компонентов урокиназной системы в образцах, полученных из первичного опухолевого узла. После периода лечения на Визите 2 у Вас возьмут кровь для определения концентраций белков, входящих в состав урокиназной системы.
Какая польза от участия в исследовании?
Данное исследование может принести в дальнейшем пользу другим людям, так как результаты исследования помогут получить важные сведения, которые могут быть использованы для разработки новых стратегий в диагностике и лечении онкологических заболеваний.
Какие риски от участия в исследовании?
В ходе исследования у Вас могут возникнуть некоторые неудобства, связанные с проведением процедур забора крови.
Возможные неудобства и вероятный риск
Взятие крови – при взятии крови Вы можете почувствовать легкие болевые ощущение и/или может образоваться синяк в области введения иглы или катетера. Значительно реже в вене может образоваться тромб или развиться инфекционное осложнение. Головокружение и/или слабость могут наблюдаться во время, или вскоре после взятия крови. Голодание в день визита перед сдачей анализов крови может вызывать головокружение, головные боли, дискомфорт в желудке. Взятие крови будет производиться высококвалифицированными медицинскими сотрудниками в условиях стационара с соблюдением правил асептики и антисептики. Всего за время исследования Вы сдадите около 20,0 мл крови (2 раза по 10,0 мл).
Прекращение участия
Ваше участие в данном исследовании является добровольным. Вы можете отказаться от участия в исследовании или прекратить участие в любое время без всяких неблагоприятных для Вас последствий. Врач-исследователь также может прекратить Ваше участие в исследовании, если:
· врач-исследователь решит, что для Вас будет лучше прекратить участие в исследовании; 
· Вы не соблюдали установленные требования протокола, в том числе интервалы между визитами; 
· исследование будет прекращено.
В случае принятия Вами решения о прекращении участия в исследовании, Вам следует уведомить врача-исследователя, проводящего исследование.
Конфиденциальность
У Вас есть право на сохранение конфиденциальности. Записи, идентифицирующие Ваши данные, будут сохранены в тайне и могут быть раскрыты только в той мере, в какой это допускается действующим законодательством (Федеральный закон № 149-ФЗ от 27 июля 2006 г. «Об информации, информационных технологиях и о защите информации» и Федеральный закон № 152-ФЗ от 27 июля 2006 г. «О персональных данных»).
В соответствии с законодательными требованиями, Вы будете допущены к участию в исследовании, только если Вы согласны, что Ваши медицинские данные будут обработаны и переданы в анонимизированном виде другим членам исследовательской команды. Указанные лица обязаны соблюдать конфиденциальность по роду своей деятельности или связаны соглашением о неразглашении конфиденциальной информации.  В дальнейшем полученные данные в анонимизированном виде могут быть использованы в научных целях. Если Вы не согласны с распределением и хранением ваших анонимизированных данных описанным образом, Вы не можете участвовать в исследовании.
Вследствие юридических требований к хранению документов (по крайней мере, 15 лет) данные, полученные к настоящему моменту, не будут удалены в случае, если Вы решите отозвать свое согласие на участие в исследовании. Кроме того, данные, полученные до этого момента, будут использоваться в дальнейшем, без указания Вашего имени.
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Я был проинформирован о природе, значении, и последствиях, а также о цели и проведении этого исследования, в том числе получил подробную информацию об ожидаемой пользе. Мне были объяснены мои права и обязанности как пациента, участвующего в этом исследовании. Мне дали возможность задать вопросы, и я получил исчерпывающие ответы на мои вопросы. Мне предоставили достаточно времени, чтобы я принял решение участвовать в исследовании.
Мое участие в исследовании является полностью добровольным. Я знаю, что я могу свободно отозвать свое согласие на участие в исследовании в любое время, без объяснения причин и без ущерба для текущего или будущего лечения у моего врача.
Мне сообщили, что мои данные будут храниться в электронном виде и обрабатываться в научных целях, без указания моего имени (т.е. в анонимизированном виде). Я прочитал, понял и подписал прилагаемое заявление относительно защиты данных, и получил на руки копию документа.
Я добровольно соглашаюсь принять участие в этом исследовании в соответствии с положениями, изложенными выше. Кроме того, я обязуюсь следовать указаниям исследователя во время и после исследования, в случае необходимости дальнейшего наблюдения.
Я получил и понял информацию для пациента, рассказанную моим лечащим врачом. Я получил датированный и подписанный экземпляр формы информированного согласия версии 1.0 от 01 января 2020 г. на 6 страницах.
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	Дата (заполняется пациентом)
	Время (в 24-часовом формате)
	          Подпись пациента



Заявление информирующего исследователя
Я проинформировал упомянутого выше пациента об этом исследовании в указанном выше смысле, используя текущие документы исследования, до получения его/ее согласия принять участие в исследовании.

	
	
	
	
	
	

	Дата (заполняется исследователем)
	
	           ФИО исследователя
	
	Подпись исследователя
	



(2 оригинальных документа, по одному для исследователя и пациента)


СОГЛАСИЕ В ОТНОШЕНИИ ЗАЩИТЫ ДАННЫХ
	Пациент 
	
	
	

	
	ФИО полностью
	
	Дата рождения


Я понимаю, что персональные данные, особенно медицинские записи, будут подвержены обработке, включая сбор, систематизацию, анализ, накопление, хранение, уточнение (обновление, изменение), распространение и уничтожение в рамках проведения исследования. Использование информации, касающейся моего здоровья, будет регулироваться законом (Федеральный закон №149-ФЗ от 27 июля 2006 г. «Об информации, информационных технологиях и о защите информации» и Федеральный закон N 152-ФЗ от 27 июля 2006 г. «О персональных данных») и требовать следующего добровольно данного согласия до участия в исследовании, то есть без следующего согласия я не могу участвовать в исследовании.
1) Настоящим я соглашаюсь, что мои данные, связанные с исследованием, особенно данные, касающиеся моего здоровья, могут быть собраны и сохранены в формах записи, а также в электронном виде в течение, по крайней мере, пятнадцати лет. Для того, чтобы использовать данные в научных целях, данные будут записаны без указания моего имени (т.е. в анонимизированном виде), и данные могут быть переданы: 
a) Другим членам исследовательской команды. 
2) Кроме того, я согласен, что членам исследовательской команды, которые обязаны соблюдать конфиденциальность, может быть предоставлен прямой доступ к моей личной информации, которая имеется в распоряжении моего врача-исследователя. Это позволит проконтролировать полноту и правильность важных данных, которые были записаны для научной оценки, а также проверить правильность проведения исследования.
3) Невозможно отозвать свое согласие на получение и обработку моих медицинских данных. Мне сообщили, что я в любое время могу прекратить участие в исследовании. В случае выбывания из исследования я согласен, что данные, полученные до этого момента, могут использоваться в дальнейшем, без указания моего имени.
4) Я согласен, что, в соответствии с законами мои данные будут храниться в течение, по крайней мере, 15 лет после окончания или прекращения исследования. Впоследствии мои личные данные будут удалены, если иное не согласовано законами или контрактами.
	
	
	
	

	Дата (заполняется пациентом)
	
	Подпись пациента


(2 оригинальных документа, по одному для исследователя и пациента)
	Пожалуйста, возьмите копию этого информационного листка с собой.






Приложение 3
ИНДИВИДУАЛЬНАЯ РЕГИСТРАЦИОННАЯ КАРТА
ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ № UPA-MSU-0120




«Поиск оптимальных дифференциально-диагностических алгоритмов у пациентов с онкологическими заболеваниями ЖКТ с учётом молекулярных механизмов онкогенеза»



Версия 1.0 от 01.01.2020 г.







Москва-2020

	НОМЕР ИСТОРИИ БОЛЕЗНИ УЧАСТНИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
	_________________________________

	ИНИЦИАЛЫ УЧАСТНИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
	___________

	ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКИЙ ЦЕНТР
	

	ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ
	
Протокол № UPA-MSU-0120
Версия 1.0 от 01.01.2020

	ГЛАВНЫЙ ИССЛЕДОВАТЕЛЬ

	______________________________
Ф.И.О.

	
	_____________    |___|___| |___|___| 202|___| 
     подпись           
   число     месяц          год


	Информированное согласие должно быть подписано до начала проведения любых процедур, предусмотренных Протоколом исследования!

	Дата и время выдачи Информационного листка с Формой информированного согласия пациенту для ознакомления:
	|___|___| |___|___| 202|___|  |___|___| час |___|___| мин.
число        месяц        год

	Дата и время подписания Информационного листка с Формой информированного согласия пациенту:
	|___|___| |___|___| 202|___|  |___|___| час |___|___| мин.
число        месяц        год



	
ДЕМОГРАФИЧЕСКИЕ ДАННЫЕ

	Пол
	 Мужской     Женский

	Дата рождения
	|___|___| |___|___| |___|___|___|___| 
    число        месяц                   год

	Возраст
	|___|___|___| дней


	АНАМНЕЗ И СОПУТСТВУЮЩАЯ ПАТОЛОГИЯ

	В анамнезе ребенка есть любые перенесенные ранее заболевания или имеющиеся на момент начала исследования заболевания, медицинские события, аллергические реакции, контакты с инфекционными больными, иммунодефицитные состояния и генетические заболевания по данным семейного анамнеза и др.? 

	№ п/п
	Медицинское событие/Диагноз
	Дата
начала*
	Дата окончания*
	Продолжается

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


Пожалуйста, проверьте соответствие полученных данных во время визита Скрининга критериям включения/невключения ребенка в исследование! Отметьте в таблице наличие или отсутствие каждого критерия включения и каждого критерия невключения!
	КРИТЕРИИ ВКЛЮЧЕНИЯ 

	Если, как минимум, один ответ «Нет», то ребенок не включается в исследование!

	Да
	Нет
	Критерий

	
	
	Пациенты мужского или женского пола в возрасте от 18 лет.


	
	
	Подтвержденный диагноз онкологического заболевания.

	КРИТЕРИИ НЕВКЛЮЧЕНИЯ

	Если, как минимум, один ответ «Да», то ребенок не включается в исследование!

	Да
	Нет
	Критерий

	
	
	Возраст пациента младше 30 лет

	
	
	По мнению исследователя, пациент не подходит для включения в исследование или наличие убежденности исследователя в том, что пациент не будет следовать процедурам протокола.

	
	
	Вероятность отказаться следовать требованиям протокола, инструкциям и ограничениям; например, нежелание сотрудничать, невозможность вернуться в клинический центр для последующих визитов и вероятность не завершения участия в исследовании.

	Пациент соответствует критериям включения/невключения?
	 Да
	 Нет

	ЗАБОР КРОВИ ДЛЯ ИЗМЕРЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИИ БЕЛКОВ ВХОДЯЩИХ В СОСТАВ УРОКИНАЗНОЙ СИСТЕМЫ

	Забор крови произведен?
	 Да
	 Нет

	ПЕРЕДАЧА ОБРАЗЦА КРОВИ В ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКУЮ ЛАБОРАТОРИЮ

	Передача образца крови произведена?
	 Да
	 Нет

	Количество образцов
	

	Если ответ «Да», внесите информацию в журнал регистрации образцов крови

	ПЕРЕДАЧА ОБРАЗОВ ТКАНИ В ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКУЮ ЛАБОРАТОРИЮ

	Передача образцов ткани произведена?
	 Да
	 Нет

	Количество образцов
	

	Если ответ «Да», внесите информацию в журнал регистрации биообразцов

	ПОДГОТОВКА МИКРОПРЕПАРАТОВ

	Микропрепараты подготовлены?
	 Да
	 Нет

	Количество микропрепаратов
	

	Если ответ «Да», внесите информацию в журнал регистрации микропрепаратов

	ОКРАСКА МИКРОПРЕПАРАТОВ

	Микропрепараты окрашены?
	 Да
	 Нет

	Количество окрашенных микропрепаратов
	

	Если ответ «Да», внесите информацию в журнал регистрации микропрепаратов

	ИММУНОФЛЮОРЕСЦЕНТНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

	Исследование проведено?
	 Да
	 Нет

	Если ответ «Да», внесите информацию в протокол иммунофлюоресцентного исследования

	ELISA ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИИ БЕЛКОВ ВХОДЯЩИХ В СОСТАВ УРОКИНАЗНОЙ СИСТЕМЫ

	Исследование проведено?
	 Да
	 Нет

	Если ответ «Да», внесите информацию в протокол ELISA

	ЗАБОР КРОВИ ДЛЯ ИЗМЕРЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИИ БЕЛКОВ ВХОДЯЩИХ В СОСТАВ УРОКИНАЗНОЙ СИСТЕМЫ (через 90 дней)

	Забор крови произведен?
	 Да
	 Нет

	ПЕРЕДАЧА ОБРАЗЦА КРОВИ В ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКУЮ ЛАБОРАТОРИЮ (образец крови отобранный через 90 дней)

	Передача образца крови произведена?
	 Да
	 Нет

	Количество образцов
	

	Если ответ «Да», внесите информацию в журнал регистрации образцов крови

	ELISA ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИИ БЕЛКОВ ВХОДЯЩИХ В СОСТАВ УРОКИНАЗНОЙ СИСТЕМЫ (образец крови отобранный через 90 дней)

	Исследование проведено?
	 Да
	 Нет

	Если ответ «Да», внесите информацию в протокол ELISA



	ЗАВЕРШЕНИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ/ДОСРОЧНОЕ ЗАВЕРШЕНИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

		Закончил Этап 1 полностью

		Не закончил Этап 1/прекратил из-за:

	   	Исследовательская ошибка

	  	Нарушение протокола (укажите)		
                      ________________________________________________________________

	  	Отзыв пациентом информированного согласия
    	Неявка пациента на запланированные Визиты

	    	Другая причина (укажите)



	ОТКЛОНЕНИЯ ОТ ПРОТОКОЛА

	Были ли какие-либо отклонения от Протокола в ходе исследования? 		 
  Да *	        Нет   
*Если ответ «Да», опишите, пожалуйста
____________________________________________________________________



Подпись лица, перенесшего данные в ИРК ________________  (______________)                                                
                                                                                                                        ФИО
Дата: |___|___| |___|___| 202|__|
            число        месяц            год


[bookmark: _Toc51275325]Приложение 4
	Журнал регистрации биологических образцов 

	№, название Протокола
	№ UPA-MSU-0120, версия 1.0 от 01.01.2020 «Поиск оптимальных дифференциально-диагностических алгоритмов у пациентов с онкологическими заболеваниями ЖКТ с учётом молекулярных механизмов онкогенеза»

	Исследовательская лаборатория
	

	Главный исследователь
	


	Номер образца/    количество
	№ кабинета
	№ кельвинатора/ холодильника
	№ полки
	№ контейнера
	Дата
	Время
	Температура    хранения
	      ФИО и Подпись
    ответственного лица

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	





[bookmark: _Toc51275326]Приложение 5
	Журнал регистрации микропрепаратов 

	№, название Протокола
	№ UPA-MSU-0120, версия 1.0 от 01.01.2020 «Механизмы участия урокиназной системы в канцерогенезе и метастазировании опухолей»

	Исследовательская лаборатория
	

	Главный исследователь
	


	Номер образца/    количество
	№ кабинета
	№ кельвинатора/ холодильника
	№ полки
	№ контейнера
	Дата
	Время
	Температура    хранения
	      ФИО и Подпись
    ответственного лица

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	





[bookmark: _Toc51275327]Приложение 6
	Журнал регистрации окрашенных микропрепаратов 

	№, название Протокола
	№ UPA-MSU-0120, версия 1.0 от 01.01.2020 «Механизмы участия урокиназной системы в канцерогенезе и метастазировании опухолей»

	Исследовательская лаборатория
	

	Главный исследователь
	



	Номер образца/    количество
	№ кабинета
	№ кельвинатора/ холодильника
	№ полки
	№ контейнера
	Дата
	Время
	Температура    хранения
	      ФИО и Подпись
    ответственного лица

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	





[bookmark: _Toc51275328]Приложение 7
	Журнал регистрации образцов крови 

	№, название Протокола
	№ UPA-MSU-0120, версия 1.0 от 01.01.2020 «Механизмы участия урокиназной системы в канцерогенезе и метастазировании опухолей»

	Исследовательская лаборатория
	

	Главный исследователь
	




	Номер образца/   количество 
	№ кабинета
	№ кельвинатора/ холодильника
	№ полки
	№ контейнера
	Дата
	Время
	Температура    хранения
	      ФИО и Подпись
    ответственного лица
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	Протокол иммунофлюоресцентного исследования
	Форма № UPA-MSU-0120

	№ UPA-MSU-0120, версия 1.0 от 01.01.2020 «Механизмы участия урокиназной системы в канцерогенезе и метастазировании опухолей»
	Стр. 1 из 1



	Дата проведения: _______________ 
	Время проведения: ____________ 

	
Исследователь:      _______________      _____________            «____» __________20 ____г. 
                            (Ф.И.О.)                                          подпись 

	№ препарата/диагноз
	Окраска 
	Заключение

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	



[bookmark: _Toc51275330]Приложение 9
	Протокол ELISA
	Форма № UPA-MSU-0120

	№ UPA-MSU-0120, версия 1.0 от 01.01.2020 «Механизмы участия урокиназной системы в канцерогенезе и метастазировании опухолей»
	Стр. 1 из 1

	Дата проведения: _______________ 
	Время проведения: ____________ 

	
Исследователь:      _______________      _____________            «____» __________20 ____г. 
                            (Ф.И.О.)                                          подпись 

	№ препарата/диагноз
	Окраска 
	Заключение

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	



y = 0,0057 x + 0,0938 
R² = 0,9906 
250	125	62.5	31.3	15.6	7.8	3.9	1.4839499999999997	0.91070000000000029	0.42635000000000012	0.30590000000000012	0.17070000000000007	0.12195000000000006	8.550000000000002E-2	Оптическая плотность

Концентрация uPA, нг/мл


y = 92,396x4 - 390,83x3 + 895,79x2 + 683,43x + 13,832
R² = 0,9998 
250	125	62.5	31.3	15.6	7.8	3.9	1.4839499999999997	0.91070000000000029	0.42635000000000012	0.30590000000000012	0.17070000000000007	0.12195000000000006	8.550000000000002E-2	Оптическая плотность

Концентрация uPAR, нг/мл


Сыворотки крови здоровых людей (контроль)	0.11909090909090927	0.58499999999999963	0.68272727272727318	0.97136363636363621	1.2440909090909089	1.2895454545454552	1.335	1.6077272727272736	1.6531818181818185	1.789545454545455	Сыворотки крови людей с подтвержденным диагнозом "Онкозаболевание"	1.1531818181818185	1.3804545454545463	1.4486363636363637	1.5168181818181821	1.5622727272727279	1.8577272727272724	2.0168181818181798	2.0168181818181798	2.1531818181818201	2.3577272727272747	2.6759090909090908	3.2668181818181816	3.516818181818179	3.6759090909090917	3.8804545454545454	4.0395454545454541	4.1077272727272707	4.5395454545454541	4.6531818181818156	5.0622727272727284	5.1077272727272698	5.289545454545455	5.3122727272727284	5.7440909090909074	5.8122727272727284	6.1531818181818156	6.5168181818181834	7.0168181818181834	7.3577272727272698	7.3577272727272716	

Концентрация uPA, ng/ml



Концентрация uPAR в сыворотках крови исследуемой популяции людей, определенная методом               ELISA (ng/ml)
Сыворотки крови здоровых людей (контроль)	1.3880357139999999	1.44875	1.918392857	2.802321429	3.2657142860000001	3.4701785709999999	3.820178571	4.0282142859999999	4.3808928570000001	5.3621428570000003	Сыворотки крови людей с подтвержденным диагнозом "Онкозаболевание"	1.552321429	1.6183928569999999	1.8505357140000001	1.988928571	1.991607143	2.036696429	2.2541071430000001	2.2621428570000002	2.272857143	2.4264285710000002	2.441160714	2.5166071429999999	2.7621428570000002	2.9728571430000001	3.0014285709999999	3.1416071429999999	3.1683928570000002	3.2389285710000002	3.3933928569999998	3.6076785710000001	3.8884821430000001	3.9630357140000001	4.5130357139999999	4.8773214290000002	5.0558928569999999	5.4969642859999999	6.3442857139999997	6.5460714290000004	7.8344642860000002	10.67285714	Исследуемые сыворотки крови, шт

Концентрация uPAR, ng/ml
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Yneno Habn.

Tuctorpam.: Mpynna 3n0poBble (KOHTPOIb)
K-C d=,18633, p> .20;lunnuecopca p> .20
Wanupo-Yunka W=,94337, p=,59107

0,0 05 10 15 2,0

BepxHue rpanuLipl (X <= rpaHuua)
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Yueno Habn.

MvcTorpam.: Mpynna oHkoGonbHbIE
K-C d=,12663, p> .20;Nunnuecbopca p> .20
Wanupo-Yunka W=,93942, p=,08774

1 2 3 4 5

BepxHue rpanuLpl (X <= rpaHuua)
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Oxwaaemoe HopmansHoe
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Hopwman.rpachuk: [pynna 3A0poBbie (KOHTPON)
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Oxupaemoe HopmanbHoe

Hopman.rpacuk: Fpynna oHkoBonbHble
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[OnvicaTentHble CTaTHCTMkV (3A0POBbIE -GoNbHbIe.XISK

NHa6n. | Cpeanee | Aoseput. | Aoseput. | [eomerp.
Nepemetnasn -95,000% | 95.000% | Cpenwee
Tpynna koHTpons 10| 1,127727] _0,746087| 1,509368] _0,927408|
[pynna oHKkoBonbHIe 30]3,951667| 3,223965| 4,679368| 3,434459

[OnvicaTentHbIe CTaTHCTMkW (3A0pOBbIE -GoNbHbIe XIS (B2/AE3T))

Meauara | Mukumym | Makcum. | Hwxnss | Bepxras
Nepewmenian Keapruno | Keapruns
Tpynna koHTpons 1,266818] _ 0.119091| 1,789545| _ 0,682727] 1607727
[pynna oHKkoBonbHIE 3960000 1153182 7,357727] 2,016818]  5.312273]

[OnvicaTentHbie CTaTHCTMkV (340pOBbIe -GonbHbIe XIS (B2:AE31))

Cromn. | Aos.wHT. CroTkn. | [OBMHT. CT.OTKL. | Crama.
Nepewmenan -95,000% +95,000% oww6Kkn
Tpynna koHTpons 0533497 0,366958 0,973957]_0.168706|
Tpynna oHKkoBonbHbIE 1,948821 1,552054) 2,619830[ 0,355804]
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[T-KpVT Pt HE3IABUCHMBIX BLIGOPOK
(snopossie .Gonbrbie xisx (B2AE31))
Cpenree | Cpeawee | tawau.

pynna 1 v Tpynna 2 rpynna 1_| Tpynna 2
[pynna 3n0poasie (koHTPONE) vs. [pynna oHKoBOMEHES 1,127727] _3,951667] _-4,49070]

[T-xpuTepuit HeaaBCHMEIX

o1160p0K (3n0poBbIe
cc P N Hatn.
pynna 1w Tpynna 2 Tpynna 1
Ipynna 300poBbie (KOHTPOL) VS, pynna oHKoGONbHbIE 38]_0.,000064 10

[T-KpYT Pt HEIABUCHMBIX BLIGOPOK
(snopossie .Gonbrbie xisx (B2AE31))

NHabn. | Crorkn. | Cromn.
rpynna 1w Tpynna 2 Tpynna2 | pynna1 | pynna 2
pynna 300poBbie (KOHTPOL) VS, pynna oHKoGOMbHbIE 30[_0,533497]_1,948821
[T-kpvepuit
Hesasucmbix BbIGOPOK
F-oth. P
rpynna 1w Tpynna 2 pvicnepe. | avenepc.
pynna 300poBbie (KOHTPOL) VS, [pynna oHKOGOMBHbIE 13,34383]__0,000331





image34.png
[OnMCaTenbHbIE CTATHCTIKY (MY WHbLXISX (B2:19))

N Habn. | Cpearee | [oseput. | [loseput. | Teomerp.
Nepemenasn -95000% | 95.000% | Cpenee
Hopma 6| 1,256591 0.8644] _ 1,64883] _1,203225
npocrara 8] 4,261136 22204]  6,30192 3,473902
xenyziok 6| _4,717576] 29053] _ 6,52089] 4,407807
CurMoBUANER KNLKA 1| 2,675909 2,675909)
MOYeBOW Ny3biph. 1| 3,880455 3,880455)
cocouex ank 1| 3,266818 3,266818|
aneroma npocrarel 1| 1,448636) 1,448636
nouka 1| 5,744091 5,744091
npAMan KAWKa 2[ 4,437273] 326706 _41,54517] _3,340709]

[OnucaTenbHbIe CTaTHCTKY (MY WHbLXISX (B2:19))

Meaara | Murumym | Makcum. | Hxuss | Bepxras
Nepemetasn Keapruns_| Keapruns
Hopma 1312273 0,682727| 1,653182  0,971364| _ 1,607727]
npocrata 4,925900]  1,153182] 7,016818]  1,698636] _6.335000
enyaok 4,857727|  2,016818| 7,357727] _ 4,107727| _ 5,107727]
CUrMOBUANER KNLKA 2675009 2,675009| 2,675909| 2675909  2,675909)
MOUEBOVi Ny3bip 3,880455] 3,880455| 3,880455| 3,880455| 3,880455
cocouek ank 3,66818|  3,266818| 3,266818]  3,266818|  3,266818|
agieHoma npocTars 1,448636  1,448636| 1448636 1448636 1448636
nouka 5,744091| _ 5,744001| 5,744091| _ 5,744091|  5,744091
npAMan kKAwKa 4437273 1516818] 7357727 1,516818]  7.357727]

[OnMCaTenbHbIe CTATHCTUKY (MY WiHELXISX (B2:19))

Cromn. | AoB.MHT. CT.oTkn. | [0BMHT. CT.OTKT. | Crama.
Nepemenasn -95,000% +95,000% owmbKkn
Hopwma 0,373762| 0,233305 09167| _0,152588
npocrata 2,441063| 1,613968 4,9682|0,863046
enyzok 1,726939 1,077969 4,2355]0,705020
CUrMOBUANER KNLKA
MOYEBOW Ny3biph.
Ccoco4eKk ANk
aneroma npocrarel
nouka
npAMan kKAWKa 4.130146) 1.842661 131,7936] _2,920455
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[TKPUTEPMI HE3ABMCAMBIX BEIGOPOK (MYXHMHEIXISX
(B2:19))
Cpenwiee | Cpeawee | tamad. | cc )
rpynna 1w Tpynna 2 rpynna 1 | Tpynna 2
1iopma V. npocTara 7.256597] _4,261136] __-2,9503] 12| _0.077936]
HopMa VS, Xenyaok 7.256591] _4.717576] _-4.7980] _10] _0.000726]
10DMA VS, CUMOBUANASR KAKA 7.256591] _2,675900] _-3,5757] _ 5] _0.016997]
HOpMa VS, MOH@ROV Ny3biph 7.256591] _3,860455] _-6,4994] 5] _0.001267]
10pMa VS, COCOuRK ANK. 1.256591] _3,266818] _-4,9794] 5] _0.004178]
1opma v, ageHowa npocTaTe! 1,266591| 1448636 _-04757] 5| 0,654343
Hopma vs._noua 7.256591] _5,744091 _11,1757] 5] _0.000103]
opma vs. npavas KwKa 1.256501] 4437273 -2.2644] 6| 0,064155,
[TXpUTEPMIn HE3ABMCAMBIX BEIGOPOK (MyXHMHELXISX (B2:19))
[3ameanvie: Mepementible pacch. kak He3aBUCUMLI@ BLIGOPKI
Nwa6n. | Nwabn. | Cromn. | Cromn. | F-orh.
pynna 1w Tpynna 2 rpynna1 | Tpynna2 | pynna1 | Fpynna2 | aucnepe.
1iopMa VS, npocTara 5| B[ 0373762] 2441063 42,6548
Hopma VS Xenyaok 6| 60373762 1.726939] 21,3483
10pMa VS, CUMOBUANAR KALKA 6| 1[0,373762] _0,000000] _ 0,0000|
1ODMa VS, MOHeROM Ny3biph 6| 1_0.373762] 0000000 _0,0000|
10DMa VS, COCOuRK ANK. 6| 1]0,373762 _0,000000] _0,0000|
Hopma v, aneHowa npocTatel 6| 1] 0,3737620,000000] 0,000
Hopma vs._nouka 6] 1[0,373762] _0,000000] __0,0000|
Hopma vs. npAvas kwka 6| 2] 0373762 4.130146] 1221072
Txpurepuin
lHesasmcm
P
pynna 1w Tpynna 2 Avenepc.
Hiopma vs. npoctara 0000734
Hopma VS, Xenyaok 0.004383]
110DM VS, CUTMOBUANAR KAWKA 1,000000
1ODM VS, MOHEROV NY3kiDh 1,000000
HopMa VS, COCOueK ANk 1.000000
Hopma v, agerowa npocTatel 1,000000
Hopma vs._noua 1,000000
opma vs. npAvas kwka 0.000211
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[OrwcarTensHbIe CTaTHeTMKM (KeHLIMNLXISX (B2:E5))

N'wa6n. | Cpearee | [osepur. | [osepur. | Teomerp.

Nepewernan -95.000% | 95,000% | Cpepviee

Hopma 4] 0,934432]  -0.2327] _ 2,10157| 0627563
[Teno matku 1] 5289545 5,289545
curosupnas kwka 2| 3,835000]-14,9355 22,60553] 3,539052
Monouwas xenesa 1]3,675909 3675909
Xenyaiok 1| 1.562273 1,562273
npamas wuwa 2| 2687273 -7.8531] 1320765 2,556030

[OnncarentHbie cTaTMcTUkM (ke HWNHb! xIsx (B2:ES))

Meavara | Mauym | Makou. | Hiokran | Bepxran
Nepevenan Keaprune_| Keaprune
opma 0,914545] __0,119091[ 1,789545__0,352045 _1,616818,
reno warku 5,289545] _5,289545] 5,289545] _5,289545| _5,289545,
cunvonnanan kuuka 3,835000] 2,357727]5,312273|_2,367727| _5,312273
onouan wenesa 3,675900] 3,675900] 3,675909| _3,675909| 3675909
xenyaok 1562273 1,662273| _1,562273| _1,562273| 1562273
npsmas ke 2687273 1.857727] 3516818 1,857727[  3.516818,
[OnwcarenHie craTvcTakM (KeHuHLXISX (B2:ES))

Crotkn. | [fos.uHt. CT.0TKN. Pos.uuT. CT.0TKN. Crama.
Nepementas -95,000% +95,000% ownGn
Hopma 0,733483] 0,415510] 2,73483| 0,366741
reno matku
cUrMoBHAHan Kuwka 2,089179] 0,932086| 66,66604| 1477273
MornouHas xeneaa
Xenypok
npsMas kiwka 1173154 0,523402] 37,43554] 0,829545
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[T-KPUTEPUII HE3ABMCUMBIX BEIGOPOK (KEHLUMHBLXISX
(B2:E5))
Cpearee | Cpeanee | tawau. | cc P

pynna 11 Tpynna 2 Tpynna 1_| Tpynna 2

HopMA VS. Teno marku 0,934432]_5,269545] 531073 3| 0013037
HODMA VS. CUIMOBMAHAA KMLKA 0934432| 3,835000] -2,73956] 4| 0,051929
HOpMA VS. MONONHas Kenesa 0934432 3,675909] -3,34303] 3| 0044288
HOpMa VS. Kenyaok 0934432| 1,562273| -0,76560 3| 0,499633
HOpMA VS. NpAMAs kLKA 0934432 2687273 -2,34002] 4| 0079209

[T-KPUTEPUT HE3ABMCMMBIX BEIGOPOK (KEHLUMHBLXISX (B2:E5))

3amevanvie: MepemeHHsIe paccu. Kak He3aBUCHMbIE BbIBOPKH
N Habn. N Habn. Cr.otkn. Cr.oTKN. F-oTH.

Cpynna 1 1 pynna 2 pynna 1 pynna2 | Mpynna 1 pynna2 | awcnepc.
HOpMa V. Teno mMarku 4 1| 0733483 0,000000] 0.000000
HOpMa VS. CUTMOBUAHAA KULIKA 4 2| 0733483 2089179 8,112811
HOpMa VS. MONoYHas xenesa 4 1| 0733483 0,000000] 0.000000
HOpMa VS. Xenyaok 4 1] 0,733483| 0,000000{ 0,000000
HOpMa VS. NpsAMas KuwKka 4] 2| 0,733483| 1173154 2,558176

[T-kpurepnit

HesaBucum

P

Cpynna 1wv pynna 2 avcnepc.
HOpMa V. Teno Marku 1,000000]
HOpMa V. CUTMOBMAHAA KNWKA 0,130400
HOpMa VS. MONoYHas xenesa 1,000000]
HOpMa VS. Xenyaok 1,000000
HOpMa vS. NpAMas KALKa 0,416054]
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[OnucaTentHbie CTaTHCTkY (HOpMa.NaTonor A Bce.xIsx (B2:19))
N wHabn. | Cpearee | foseput. | [osepuT. | leomerp.
Nepemenasn -95,000% | 95.000% | Cpenree
Hopma 8] 1181023 0,709075| 1,652970| _0,946973
enyzok 7| 4,266818] 2,438629] 6,095007| 3,800759
npocrara 7| 4,039545] 1,682798] 6,396293| 3,227639
npsiMas kAwKa 4| 3562273 -0,697225] 7,821770 2,922148
CurMoBUAHER KNLKA 3| 3,448636] -0,580085| 7,477357| 3,224149
MOUeBOW Ny3biph 1]_3,880455 3,880455,
nouka 1] 5,744091 5,744091
cocouek ank 1| 3,266818 3,266818|
aneroma npocrarel 1| 1,448636) 1448636
Teno markn 1] 5.289545 5,089545)
[OnvcaTentHbie CTaTHCTMkY (HOpMa.NaTonor i Bce.xIsx (B219))
Meanara | Murumym | Makcuw. | Hass | Bepxrsis
Nepemetnasn Keaptuns | Keapruns
Hopma 1312273 0.119091| 1,789545] 0,827045] 1,630455
enyaok 4,653182]  1,562273| 7,357727] _ 2,016818| _5,107727]
npocrara 4,039545  1,153182| 7,016818]  1,380455] 6,516818
npsiMas kAwKa 2,687273|  1,516818| 7,357727|  1,687273| 5437273
CurMoBUAHER KNLKA 2,675900|  2,357727| 5,312273|  2,357727| 5312273
MOYeBOW Ny3biph, 3,880455] 3,880455| 3,880455| 3,880455| 3,880455
nouka 5,744001 _ 5,744001| 5,744001| _ 5,744001| 5,744091
cocouek Ank 3,266818| _ 3,66818| 3,266818| _3,266818| _ 3,266818|
aneroma npocrarel 1,448636  1.448636| 1448636 1448636 1448636
Teno markn 5,289545]  5,289545] 5289545 5289545 5289545
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[OnucaTentHbie CTaTHCTUkW (HOpMa.naTonoria Bce.xIsx (B219))

Cromn. | Aos.wHt. Crotkn. | [oswHr. Crotkl. | Crawa.

Nepewmenan -95,000% +95,000% owmbKkn

Hopma 0,564516| 0373244 1,14894] 0,199587
xenyzok 1,976750 1,273805| 4,35203]_0,747141
npocrara 2,548260| 1,642082 5,61144] 0963152
npsiMas kAwKa 2,676870| 1,516419 9,98084| 1,338435
CUTMOBUAHER KNLKA 1621778 0,844392 10,19245| _0,936334

MOY€BOIA Ny3bipb.

nouka

COCOMeK ANk

aeHoma npocTats!

Teno marku
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[T-KPUTEPUit HE3aBMCHMBIX BEIGOPOK (HOpMa.NaTONOMs
sce.xisx (B2:19))

Cpearee | Cpeanee | tawau. | cc P
pynna 11 Tpynna 2 Tpynna 1_| Tpynna 2
HOpMA VS. Kenyaok 1,181023] _4,266818] _4,24252| 13| _0,000960)
Hopma vs. npoctata 1,181023] 4039545 1027913 _0.008402|
HOpMA VS. NpAMas KALKA 1,181023]_3,562273 52442 10| _0.030158
HODMA VS. CUIMOBMAHAS KAKA 1,181023] 3448636 67136] 9] 0.005144
HODMA VS. MOUEBOV Ny3biph. 1,181023]_3,880455] _4,50837] 7| 0,002770)
HopMa vS. _nouka 1,181023] 5744091 _-7.62086] 7| 0,000124
HOpMA VS. COCOueK ANk 1,181023]_3,266818| _-3,48352] 7| 0,010218
HOpMa VS. ageHoma npoctatel 1,181023| 1448636 -0.44695| 7| 0,668415
HopMa vS. Teno marku 1,181023] 5289545] -6.86172] 7] 0,000239

[T-KPUTEPUII HE3ABMCUMBIX BEIGOPOK (HOPMA.NATONOTA BCE XIS

(B2:19))
N Habn. N Habn. Cr.oTkn. Cr.0TKN. F-oTH.

Fpynna 14 Mpynna 2 pynna1 | Tpynna2 | Tpynna 1 | Tpynna2 | aucnepc.
HOpMa VS. Xenyaok 8| 7| _0,564516] 1,976750 12,26169
HOpMa vs. npocTata 8 7| 0.564516] 2548260 20.37672
HOpMa VS. NpAMas KuwKa 8| 4| 0564516 2,676870] 22,48544
HOpMa V. CUrMOBUAHAA KNWKa 8 3| 0.564516] 1621778 8,25334
HOpMa VS. MO4eBOW Ny3bipb 8| 1| 0564516 0,000000] 0,00000
HOpMa VS. _novka 8| 1| 0564516 0,000000] 0.00000|
HOpMa VS. COCoMek ANk 8| 1| 0564516 0,000000] 0,00000
HOpMa V. ageHoma npocTarbl 8| 1] 0,564516] 0,000000 0,00000
HOpMa V. Teno mMarku 8 1| 0564516] 0,000000] 0,00000]

[T-kpuTepnit

HesaBucum

P

Cpynna 1 1 Mpynna 2 Aucnepc.
HOpMa VS. Xenyaok 0,004161
HOpMa Vs. npocTata 0.000839
HOpMa VS. Npsimast knka 0,001142
HOpMa VS. CUTMOBUAHAA KULUKA 0,028821
HOpMa VS. MO4eBOW Ny3bipb 1,000000]
HOpMa VS. _novka 1,000000]
HOpMa VS. COCOMeK ANk 1,000000]
HOpMa V. afeHoma npoctarbl 1,000000
HOpMa VS. Teno marku 1,000000]
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Гистограм.: Группа контроля

K-С d=,13447, p> .20;Лиллиефорса p> .20

Шапиро-Уилка W=,95460, p=,72294

0,51,01,52,02,53,03,54,04,55,05,5

Верхние границы (x <= граница)

0
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2

Число набл.
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Гистограм.: Группа онкобольные

K-С d=,18423, p> .20;Лиллиефорса p<,05

Шапиро-Уилка W=,82456, p=,00019
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Верхние границы (x <= граница)
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Число набл.
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Нормал.график: Группа контроля
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Нормал.график: Группа онкобольные

0 2 4 6 8 10 12

Значение

-2,5

-2,0

-1,5

-1,0

-0,5

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

Ожидаемое нормальное


image45.emf

image46.emf

image47.emf

image48.emf

image49.emf

image50.emf

image51.png
[OrvicaTent rute CrammeTe (HopMa RaTono BEe2 XX
Nrabn. | Cpearee Teowem.
IMepeuessian “95.000% | 95000% | Cpenee
[ropua | _2960860] 1 81468]_4,106450] 2678113
[renyaoe ] 4.443830] 1.077626] 6910051 3.765846]
pocrara 8]_2839877]_1.920916] 3756838 2688477]
nprian s 4|3 4de518] 2 0boded] —4.82%672] 3.363306]
[cwmosnran i 349306 _0871963] 9 116609 4.785043]
osesoi nysups 251660 251660,
nowa 12036599 2036696]
[cocouer e 11185053 185053
[aperona s 11552501 15231
wonouas xenesa AR 7 830454
O STEnETios ETaTeTnT (Ropia RaToncrva BeeZ s (B2
Meaaa | Wowanny | Marcms. | oo | Bepon
IMepeuessian Koaprns | Koaprume
[ropua 30%0T8]_13560%| £ 361a]_1.6a3Ti_374919%)
[renyaoe 3200893] 1616393 10/67286] 2637143 6.7116%]
npocara 2.351650] 19869701 5.0e589] 2.1208573.362589)
npman i 3a7s04] 2426429 4 51304] 2830679 4,060361]
[cwmosnnan e | 5 4569641 3 141607] _6.34429] 3 141607] 6344286
oesot myaepe 2516607 2516607] 2 51661] 251 2516607
nowa 2036696 2036696 _2.03670] 2 0366%6] _2.0366%]
cocouer anc T.850536|_1.850536] 1,85064] 1.850636] 1.85053%6]
lagerona ans 1552301 1560311 156230 _1.560001] 1560801
wonouas xeneza T8saea] 7346l Tsase] 7e3aa6a] 783446
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[OWEATERS e ETaTHE A (RopWa aTonorv BeeZ Xsx (BZ19]]

Crona. | Hoswn Cromn | Mosww Cromn | Craw
|Nepenessian -95,000% +35,000% w6
opua 1.363560) 0.905518] 2787830480213
[enyaoc 2,549340] 1,950424] 6.00393]1.042961
npocrara 1,099208 0.726768] 2.23719]_0,388629|
[npauan 0,865469] 0490779 3 22694]_0.430734]
vrosunrian wia 1653458 0864011 10,4292/ _0,956069|

[uoseaoi nyaeipe

ocouer amc

[ageona was

[Monouwas wenesa
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