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ВСТУП
Рак молочної залози (РМЗ) є найбільш поширеною формою раку серед жінок у всьому світі та  є провідною причиною смерті від раку серед жінок [1].   За статистичними даними майже 1,7 мільйона випадків раку молочної залози були діагностовані у всьому світі протягом 2012 року, що становить 43 випадки на 100 тисяч, з них 522000 жінок (13 на 100000 населення) померли внаслідок захворювання. За даними європейського дослідження абсолютне число нових випадків діагностики та смерті через цю хворобу продовжує зростати. Особливо високі показники захворюваності відмічені у США, Канаді, Франції, Ізраїлі, Швейцарії, Прибалтійських країнах. Кожна 28 жінка у США помирає від РМЗ, а кожна 8 – ризикує захворіти. Порівняння найостанніших оцінок з 2008 по 2012 показало,  що захворюваність на рак молочної залози зросла з 421,000 до  458,337 випадків в Європі з подальшими особистісними  і економічних наслідками. У країнах СНД щорічно реєструється 510000 випадків РМЗ. Смертність жінок від РМЗ за останні роки зросла більше, ніж у 2,5 рази і зайняла перше місце [2]. В Україні інтенсивність онкозахворювання також постійно зростає [3].
Це найпоширеніша одинична причина смерті серед всіх жінок у віці від 35 до 54 років. За оцінками експертів, ймовірність захворіти на рак молочної залози становить 1:12, а в деяких групах жінок вона істотно зростає. Вік хворих в останні десятиліття сильно знизився - ураженими виявляються навіть 20 - 30 –літні [4, 5, 6].
Швидкий прогрес у біології призвів до чіткої демонстрації того, що рак молочної залози є гормон залежним. Естроген – це група жіночих статевих гормонів, які синтезуються в організмі яєчниками і регулюють специфічні статеві функції. Надмірний рівень естрогену в організмі являється причиною захворювань різного ступеня тяжкості: у жінок (особливо літнього віку) він здатний викликати рак  грудей [7, 8].
Із віком, починаючи з 35 рокiв, захворюванiсть на РМЗ рiзко зростає [9]. Незважаючи на успіхи у ранній діагностиці та розумінні молекулярних основ раку молочної залози, приблизно 30 % всіх пацієнтів з патологією на ранній стадії мають рецидив захворювання, який є метастатичним в більшості випадків.
Розвиток пухлини  – це багатостадійний процес виникнення, накопичення і реалізації генетичних змін і відбору змінених клітин, тому діагностика та лікування раку молочної залози у даний час вимагає спільних зусиль багатопрофільної групи. Ендокринна система та її стероїди відіграють важливу роль в етіології раку молочної залози. Велика частина ракових тканин молочної залози експресує естроген (ER), андроген (AR) і прогестерон (PR) рецептори. Саме через ці рецептори стероїдні гормони можуть здійснювати свій мітогенний ефект. Локальний біосинтез естрогенів має важливе значення для розвитку гормонозалежного раку молочної залози Отже, розуміння чинників, які впливають на синтез і метаболізм естрогенів при раку молочної залози, має першорядне значення для прогнозу виникнення та лікування цього злоякісного новоутворення [10]. В даний час процес прийняття рішень для лікування раку молочної залози в клінічних умовах головним чином засноване на клінічних даних, гістоморфологічних особливостях пухлинної тканини і декількох біомаркерів раку, таких як статусу рецепторів стероїдних гормонів (рецепторів естрогену і прогестерону) і статусу онкобілку HER2. Хоча різні варіанти лікування були впроваджені в клініці в останні десятиліття з метою поліпшення хірургічної, променевої біохіміотерапіі та хіміотерапії, що змінюють реакцію окремих пацієнтів до певних типів терапії і резистентність до терапії,  лікування раку молочної залози все ще є проблемою. Таким чином, оскільки лікування раку молочної залози має бути засноване на індивідуальних особливостях пацієнта та її пухлини, лікування  повинне поводитись з урахуванням шляхів інтеграції біомаркерів раку, визначення ризиків для пацієнтів і надійно прогнозувати їх перебіг захворювання та / або відповіді на пухлинну терапію.  Скринінг різних тканин молочної залози і рідин організму за перспективними біомаркерами дозволяє прогнозувати  рак молочної залози, відповідь на терапію та моніторинг ефективності терапії. Ці біомаркери повинні стати предметом перевірки в проспективних клінічних дослідженнях [11].  
Для запровадження більш ефективної терапії необхідне проведення аналізу клінічних і молекулярних характеристик пухлини. Сучасні підходи до лікування хворих на рак молочної залози пропонують індивідуальний вибір виду лікування на основі категорії ризику і чутливості пухлинних клітин до гормону: натепер вибір ад'ювантної терапії залежить від ступеня первинної пухлини та її гістологічного класу. На стадіях I, II, IIIA біологічні фактори дають іноді більш точну прогностичну інформацію, ніж розміри пухлини: визначення протеолітичного та окисного стану дозволяє отримати більш об’єктивну характеристику онкогенезу, оскільки ці показники відіграють важливу роль у таких процесах,як проліферація, метастазування та ангіогенез. 
Натепер поряд із традиційним, велике значення приділяється імуногістохімічному стадіюванню РМЗ. В основі методу імунодіагностики злоякісних пухлин молочної залози лежить специфіка експресії ряду генів, які властиві тільки епітеліальним клітинам. Дослідження концентрації рецепторів естрогену (ЕR) та прогестерону  (РgR) у клітинах РМЗ важливе для визначення ефективності застосування гормонотерапії, та онкобілка - епідермального чинника росту (HЕR-2/neu (c-erbB-2) - для прогнозування перебігу пухлинного процесу та адекватного призначення поліхіміо- і таргетної терапії. 

Згідно наукових доказів, тільки 5 – 10 % всіх випадків раку пов'язані з генетичними дефектами, а решту 90 – 95 % становлять екологічні чинники та спосіб життя. Конкретно, тютюнопаління, харчування, інфекції й ожиріння сприяють приблизно 25 – 30 %, 30 – 35 %, 15 – 20 % і 10 – 20 % ризиків, відповідно, що забезпечує широкі можливості для профілактики [6].

Хімічні канцерогени відповідальні за виникнення до 80 – 90 % всіх злоякісних пухлин людини. Більшість хімічних сполук самі по собі не є канцерогенами, але потрапляючи до організму перетворюються у них: утворюються епоксиди, вільні радикали, іони карбонія або катіони, активні електрофільні групи, які взаємодіють із нуклеофільними центрами у молекулах ДНК, РНК або білками, порушуючи функціонування генетичного матеріалу і викликаючи виникнення неоплазми [12].  
Багато екологічних стійких сполук  є агоністами естрогену і / або антагоністами андрогенів. Речовини, що руйнують ендокринну систему, це сполуки,  що змінюють гормональну і гомеостатичну системи і можуть діяти через різні механізми: через ядерні рецептори, неядерні стероїдні гормональні рецептори (наприклад, мембранні рецептори естрогену), нестероїдні рецептори (наприклад, рецептори нейротрансміттерів, такі як рецептор серотоніну, рецептор допаміну, рецептор норадреналіну), специфічні рецептори (наприклад, арілгідрогенний рецептор), ферментативні шляхи, які беруть участь у біосинтезі стероїдів та / або їх метаболізмі, і безліч інших механізмів, які сходяться на ендокринній та репродуктивній системах. Ксеноестрогени можуть впливати за декількома механізмами одночасно. Хоча діяльність більшості екологічних естрогенів була названа "слабкою" через їх нездатність викликати транскрипційні ефекти, натепер доведено, що вони цілком потужні ініціатори сигналу каскадів, що виходять з мембрани [13]. 

До факторів ризику, які сприяють виникненню пухлин, належить і харчування за рахунок споживання продукції тваринного походження, яка  може ініціювати розвиток у результаті підвищення рівнів естрогену, який циркулює в організмі [14, 15]. 
Розвиток резистентності до ендокринних агентів є головною проблемою в лікуванні ER-позитивного раку молочної залози. Наявність перехресних перешкод між сигнальними шляхами і останніх досягнень в розумінні біології цього новоутворення призвели до нової концепції гормоно-біологічної терапії. Її мета – забезпечення сучасних знань, в тому числі отриманих  в моделях in vitro та in vivo, зосередивши увагу на основних сигнальних шляхах, що беруть участь в туморогенезі молочної залози. 

Гормон-біологічна терапія є відносно новим варіантом у лікуванні раку молочної залози і деякі комбінації можуть бути ефективними в певних умовах. Численні випробування тривають, і вони допоможуть більш чітко визначити роль різних комбінованих методів лікування. Паралельно біологія раку відіграє центральну роль в більш глибокому розумінні цього гетерогенного захворювання, а доклінічні дослідження необхідні для тестування нових сполук і стратегій [16].
актуальність теми. Рак молочної залози (РМЗ) займає провідне місце у структурі онкологічної захворюваності жіночого населення. Онкозахворювання молочної залози є основною причиною смертності у жінок, і яке призводить до важкої інвалідності та породжує велику кількість медико - соціальних проблем [1]. Щорічно у світі реєструється більше 1 млн. нових випадків РМЗ.  Смертність жінок від РМЗ за останні роки зросла більше, ніж у 2,5 рази і зайняла перше місце [2]. В Україні інтенсивність росту захворюваності на це онкозахворювання за останні 10 років збільшилася у 2 рази і набуває значного росту порівняно із захворюваннями на інші форми злоякісних новоутворень. Згідно з прогнозними оцінками до 2020 р. рівень захворюваності на РМЗ жіночого населення в Україні збереже тенденцію до зростання [3]. Із віком, починаючи з 35 рокiв, захворюванiсть на РМЗ рiзко зростає  [9]. 
Важливим фактором, який визначає у жінки ризик розвитку раку молочної залози, є так званий «гормональний анамнез»: між зростанням пухлини органу та рівнем статевих гормонів (естрогенів) існує пряма залежність [17].  Багато злоякісних клітин молочної залози містять білки, які є рецепторами естрогену. Естроген, очевидно, зв'язується з цими рецепторами і проникає в клітину, індукуючи її неконтрольований поділ [10, 18].  
Незважаючи на успіхи у ранній діагностиці та розумінні молекулярних основ раку молочної залози, приблизно 30 % всіх пацієнтів з патологією на ранній стадії мають рецидив захворювання, який є метастатичним в більшості випадків,  тому діагностика та лікування раку молочної залози у даний час вимагає спільних зусиль багатопрофільної групи.  Діагностика та лікування раку молочної залози має бути засноване на індивідуальних особливостях пацієнта та пухлини, поводитись з урахуванням біомаркерів канцерогенезу, визначення ризиків для пацієнтів і надійного прогнозування перебігу захворювання та моніторингу ефективності терапії  [11].  Велике значення приділяється імуногістохімічному стадіюванню РМЗ. На стадіях I, II, IIIA біологічні фактори дають іноді більш точну прогностичну інформацію, ніж розміри пухлини: визначення протеолітичного та окисного стану дозволяє отримати більш об’єктивну характеристику канцерогенезу, оскільки ці показники відіграють важливу роль у таких процесах,як проліферація, метастазування та ангіогенез. 

Одним із чинників ризику (30-35 %) виникнення РМЗ є неправильне харчування. Аліментарні чинники – це речовини-канцерогени, які або спочатку містяться у харчових продуктах (наприклад, фітоестрогени), або забруднюються ними потім (гербіциди, пестициди, стимулятори росту тварин тощо). Естроген подібні сполуки здатні впливати на ендокринну систему людини: потрапляючи до організму з їжею, екзогормони сприймаються ним як свої власні [14, 19].  При їх накопиченні  в організмі виникають порушення гомеостазу, зміни гормональних і гомеостатичних систем, за дії через різні механізми порушується функціонування генетичного матеріалу, що провокує виникнення неоплазми [20].  
Найбільш відповідальний період постнатального онтогенезу – це статеве дозрівання (пубертат). У пубертаті кількість гормонів, які обумовлюють формування жіночого фенотипу, поступово збільшується [15]. В цей період організм є найбільш чутливим до впливу екзочинників. І хоча на cьогодні прямої кореляції між харчовим раціоном і захворюванням на рак молочної залози не виявлено, але є вагомі підстави вважати, що споживання продукції тваринного походження, особливо на етапі статевого дозрівання, може сприяти його розвитку у результаті підвищення рівнів естрогену, який циркулює в організмі.

Звідси, вирішення низки питань фундаментального та прикладного спрямування з визначення впливу вікових особливостей на біохімічно-імуногістохімічні механізми розвитку раку молочної залози та дослідження експозиції аліментарних екзоестрогенів як можливих тригерів гормонзалежної онкопатології було основою дослідження дисертаційної роботи. 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота є результатом узагальнення матеріалів, одержаних автором в процесі виконання планових науково-дослідних робіт кафедри біофізики та біохімії Дніпропетровського національного університету імені Олеся Гончара в рамках держбюджетної наукової теми: “Використання природних антиоксидантів та продуктів нанотехнологій в якості нейропротекторів за умов несприятливого впливу навколишнього середовища та метаболічних порушень” (№ держреєстрації 0113U003041, 2013-2014 рр.) та кафедри фізіології людини та тварин “Місцеві та центральні фізіологічні  механізми адаптаційно-компенсаторних реакцій організму” (№ держреєстрації 0113U000014, 2013-2015 рр.) 
Мета і завдання дослідження. Метою дисертаційної роботи було визначення особливостей клітинних біохімічно-імуногістохімічних механізмів канцерогенезу, проліферації та метастазування раку молочної залози залежно від віку та за впливу аліментарного навантаження екзогенними естрогенами в експерименті.
Для досягнення мети поставлено такі завдання:
· дослідити біохімічні показники тканин та пухлин молочної залози жінок різного віку, прооперованих з приводу раку грудей;

· визначити рецепторний статус жінок, хворих на рак молочної залози, залежно від вікового критерію;
· встановити взаємозв’язок біохімічних показників і гормонального статусу жінок, хворих на рак молочної залози;
· визначити біохімічно-імуногістохімічний «профіль» первинних та метастазуючих пухлин молочної залози залежно від вікового критерію; 
· детермінувати вплив синтетичних естрогенів на біохімічні показники в дослідах in vitro та на експериментальних тканинах;
· дослідити стан протеолізу, перекисного окиснення ліпідів, складових антиоксидантної системи, холінергічної медіаторної системи та ендогенної інтоксикації у печінці, нирках, мозку та сироватці крові піддослідних щурів за експозиції аліментарних синтетичних естрогенів;

· обгрунтувати доцільність впровадження комплексу біохімічно-імуногістохімічних досліджень для уточнення діагнозу та прогнозування захворювання, вибору тактики побудови реабілітаційних програм хворих, прооперованих з приводу онкопатології з урахуванням вікових станів.

Об’єкт дослідження: біохімічні та імуногістохімічні показники тканини та пухлин молочної залози жінок в залежності від віку пацієнтів та експериментальне моделювання дії екзогенних естрогенів на живі організми.

Предмет дослідження: особливості біохімічних процесів і гормонального профілю на клітинному рівні, що є тригерами канцерогенезу, проліферації, інвазії та метастазування в органі-мішені, пацієнтів з новоутвореннями молочної залози в залежності від віку; моделювання впливу аліментарних чинників на зміни біохімічних процесів, що в майбутньому можуть потенціювати розвиток новоутворень. 

Методи дослідження: Методи дослідження включали гістохімічні дослідження пухлин за допомогою бінокулярного світлового мікроскопа. Вміст рецепторів естрогену (РЕ) і прогестерону (РП), оцінку експресії протоонкогену Her-2/Neu детермінували за методикою непрямого двокрокового  стадійного імуногістохімічного дослідження за системою “Mouse/Rabbit Poly Vue HRP/DAB”. Визначення індексів проліферації епідермального фактору росту Ki-67 обчислювали як середнє від числа мічених ядер на 100 врахованих ядер. Біохімічні методи застосовувались для оцінки стану протеолітичної системи: визначали активність трипсину та його облігатних інгібіторів – α1- антитрипсину, α2-макроглобуліну, активність катепсину В, активність катепсину L, вміст загального протеїну. Показники процесів пероксидації ліпідів детермінували за вмістом ТБК-активних продуктів, стан антиоксидантного захисту за вимірюванням загальної антиоксидантної активності, рівня відновленого глутатіону (ВГ), активності глутатіонтрансферази (ГТ), глутатіонредуктази (ГР),  глутатіонпероксидази (ГП), супероксиддисмутази (СОД). Ендотоксикоз вивчали за вмістом молекул середньої  маси (МСМ). Холінергічну регуляцію досліджували за визначенням ацетилхолинестерази. Статистичну обробку даних здійснювали з використанням пакету прикладних програм Statistica 6.0 (фірма StatSoft, США). Різницю між порівнювальними величинами вважали вірогідною при р < 0,05. 

Наукова новизна отриманих  результатів. Вперше у роботі визначений зв’язок між біохімічними процесами, залученими до канцерогенезу, і гормональними станом хворих на рак молочної залози залежно від вікового критерію. Досліджений аліментарний вплив синтетичних естрогенів на потенційний розвиток раку молочної залози: в модельному експерименті вивчена дія гормональних тригерів на стан протеолізу, антиоксидантної та прооксидантної систем, холінергічної медіаторної системи в тканинах піддослідних щурів in vitro та in vivo. Експериментально обгрунтовано доцільність впровадження комплексу біохіміко-імуногістохімічних показників пухлини та сироватки крові пацієнтів, що дозволить уточнити діагноз та прогноз захворювання, проводити  індивідуальне лікування, і особливо гормональну терапію, вплинути на вибір тактики побудови реабілітаційних програм хворих, прооперованих з приводу онкопатології, з урахуванням вікових станів

Практичне значення отриманих результатів. Запропонована методологічна база (методики, принципи, підходи) може бути використана для визначення біохімічно-імуногістохімічного «профілю» пухлини та загального стану організму жінок, прооперованих із приводу новоутворень молочної залози, з метою детермінації прогнозу реабілітації для оптимізації застосування ад’ювантної терапії в залежності від віку пацієнтів.

Результати дослідження використовуються у навчальній роботі Дніпропетровського національного університету імені Олеся Гончара (при викладанні дисциплін «Клітинна біологія», «Біохімія канцерогенезу», «Клінічна біохімія»), Харківського національного університету імені В. Н. Каразіна («Загальна цитологія і гістологія», «Молекулярна біологія клітини») та Запорізького національного університету («Вибрані розділи цитології, гістології та імунології»).

Особистий внесок здобувача. Автором особисто здійснено інформаційний пошук, опрацювання й аналіз наукової літератури, визначено мету та завдання роботи, проведені основні експериментальні дослідження, статистична обробка даних та їх основний аналіз, формування висновків, написання та оформлення дисертації. Імуногістохімічні дослідження виконані з практичною допомогою зав. гістохімічної лабораторії міського онкологічного центра (м. Дніпропетровськ) к.м.н. Антонюка С.В. 
Апробація роботи. Основні положення дисертаційної роботи в вигляді доповідей, повідомлень і тез обговорені на 19 наукових, науково-практичних конференціях, симпозіумах , в  тому числі:

– на 14 міжнародних: "Vědeské prumysl evropského kontinentu–2010" (Praha, 2010); «Актуальні питання сучасної медицини» (Харків, 2011); VII Международна научна практична конференція «Бъдещите изследования» (София, 2011); «Теоретические и прикладные проблемы современной науки и образования» (Курск, 2012); «Интеграция науки и практики: проблемы и перспективы развития» (Старый Оскол, 2013);  Міжнародний форум студентів, аспірантів і молодих вчених (Дніпропетровськ, 2013, 2015); «Ідеї академіка В.І.Вернадського та проблеми сталого розвитку регіонів» (Кременчуг, 2013); «Актуальные проблемы общества, науки и образования: современное состояние и перспективы развития» (Москва, 2014); «Фундаментальні та прикладні дослідження в біології» (Донецьк, 2014); IX Международной научной конференции студентов и молодых ученых «Наука и образование - 2014» (Астана, 2014); «Молодь і поступ біології» (Львів, 2014);  3 Міжнародній науковій конференції «Актуальні проблеми сучасної біохімії та клітинної біології” (Дніпропетровськ, 2015); VIII Міжнародна наукова конференція «Біорізноманіття та роль тварин в екосистемах» (Дніпропетровськ, 2015);

– на 4 Всеукраїнських: «Сучасні проблеми природничих наук» (Ніжин, 2011); «Біорізноманіття України в світлі ноосферної концепції академіка В.І. Вернадського»  (Полтава, 2014); «Сучасні проблеми викладання та наукових досліджень біології у ВНЗ України»(Дніпропетровськ, 2014); «Якість та безпека життя і діяльності людини: стандарти, орієнтири та перспективи» (Миколаїв, 2015);

– на регіональній: «Актуальні проблеми та перспективи розвитку медичних, фармацевтичних та природничих наук  – 2013" (Запоріжжя, 2013).

Публікації. Основний зміст роботи викладений у 32 наукових публікаціях, у тому числі: 11 статей, з яких 8 у фахових виданнях у галузі біологічних наук, включаючи 7 у виданнях, що входять до міжнародних наукометричних баз даних та 3 у інших виданнях; 20 матеріалів та тез наукових, науково-практичних конференцій, форумів та одні методичні рекомендації. 
Структура та обсяг роботи. Дисертаційна робота складається з вступу,  5 розділів, заключення, висновків, списку літератури. Повний обсяг дисертації становить 173 сторіни комп’ютерного  тексту, містить 19 таблиць і 19 рисунків. Список літератури містить 371 джерело українською та іноземними мовами.
Розділ 1 КЛІТИННІ МЕХАНІЗМИ, ЗАЛУЧЕНІ ДО
КАНЦЕРОГЕНЕЗУ МОЛОЧНОЇ ЗАЛОЗИ
(огляд літератури)
1.1. Епідеміологія та причини захворювання на рак молочної залози
Рак молочної залози є найбільш частим новоутворенням з тривожним зростанням захворюваності з року в рік і однією з основних причин смерті від раку у жінок [21, 22].  У світі щорічно реєструється більше 1 млн. випадків даного захворювання, від якого гинуть близько 250 тис. жінок. Загальна захворюваність злоякісними пухлинами з віком збільшується, досягаючи максимуму у 70-80 років. Смертність жінок від раку молочної залози збільшилася більш ніж у 2,5 рази за останні 10 років і подає перше місце [23]. 
Рак молочної залози є патологією з дуже широкою варіацією частоти між різними географічними районами і групами населення. Майже повселюдно констатується більш висока захворюваність жінок, які проживають у великих містах, ніж мешканок маленьких містечок і сільських місцевостей. Крім того, в індустріально розвинених районах жінки хворіють частіше. Подібні явища можна пов’язати з впливом екзогенних чинників, які здатні ініціювати процеси канцерогенезу в організмі [24]. 

У 1990 році було підраховано, що 59 % випадків раку молочної залози зареєстровані у більш розвинених країнах, таких як  Північна Америка, Європа, Австралія, Нова Зеландія і Японія. Протягом наступних двох десятиліть ця ситуація істотно змінилася: у 2008 році, загальна кількість нових діагнозів була рівномірно розподілена між більш розвиненими і менш розвиненими країнами, а в 2012 році  більшість (53 %) випадків раку молочної залози спостерігалися у менш розвинених странах. Оскільки показники захворюваності залишаються набагато вищими у більш розвинених країнах, це зрушення у глобальному розподілі випадків підкреслює, що рак молочної залози продовжує бути основним питанням здоров'я жінок в усьому світі [23]. 

У структурі онкологічної захворюваності жінок в Україні РМЗ займає перше місце. Рівень захворюваності на рак грудей в Україні за останні 45 років (1965 – 2012) зріс з 17,6 до 69,7 на 100 тис. жіночого населення, за останні 20 років - у 2,5 рази, щороку приріст цієї онкопатології становить більше 2 %. За даними Національного канцер-реєстру кожний рік в Україні реєструють понад 16,5 тис. нових випадків цієї онкопатології, серед яких 25 % – це жінки репродуктивного віку. Згідно з прогнозними оцінками до 2020 р. рівень захворюваності на РМЗ жіночого населення в Україні збереже тенденцію до зростання [25, 26].

Рак молочної залози також є причиною важкої інвалідності, великої кількості медико - соціальних проблем, зокрема, втрати працездатності та важкого морально- психологічного стресу і його наслідків, що можуть істотно змінити всі сфери життя жінки [27]. 

Із віком, починаючи з 35 рокiв, захворюванiсть на РМЗ рiзко зростає. Якщо у вiковiй групi 25-29 рокiв захворюванiсть становить 5,4 випадків на 100 тисяч, то у 34 – 39 років  рак розвивається у 1 жінки  з 231,  від 40 до 59  ризик становить 4 %, від 60 до 79 років ризик захворіти на рак збільшується до 7 % ( 1 з 15 жінок). У зв'язку з тим, що з віком у людей захисні механізми виснажуються, гомеостаз організму порушується, це сприяє виникненню новоутворень. Якщо пацієнтка страждала на рак молочної залози у минулому, то ризик виникнення рецидиву у неї доволі високий і становить близько 1 % на рік, таким чином через 10 років ризик розвитку раку молочної залози у даної пацієнтки може складати 10 % [28].
Канцерогенез – це багатоступеневий процес накопичення змін у геномі клітин, який приводить до появи асоційованих клітин, які характеризуються морфологічним, функціональним, біохімічним атипізмом, автономним ростом, «вислизанням» клітин від гуморальних і нервових впливів. У хворих зі злоякісними новоутвореннями з розвитком захворювання виникають виражені патологічні порушення функцій багатьох органів. Пухлина здійснює депресивний вплив на системи та структури усього організму хворого у результаті впливу біологічно активних продуктів метаболізму злоякісного росту [29].
На розвиток захворюванності впливає дуже багато чинників:

-
генетичні – спадкова аномалія генів BRCA1 і BRCA2 – це несприятливий  фактор для їх носіїв. Ці гени регулюють нормальний ріст клітин молочної залози та попереджують розвиток пухлини. У носіїв аномального гену виникнення раку молочної залози можливе у більш ранньому віці;
· хімічні – канцерогени, які налічують більше 2000 видів речовин органічного та неорганічного походження (різні групи поліциклічних та гетероциклічних ароматичних вуглеводнів, ароматичні аміни, нітрозосполуки, афлатоксини, а також вінілхлорид, метали та пластмаси). Їх загальною характеристикою є здатність вступати у реакцію з ДНК клітин, тим самим викликаючи їх злоякісне переродження;

· фізичні – ультрафіолетове та іонізуюче випромінювання (електромагнітне та корпускулярне);
· біологічні – різні типи вірусів, які несуть у своїй структурі специфічні онкогени, що сприяють модифікації генетичного матеріалу клітини з їх подальшою малігнізацією; 
· аліментарні – речовини-канцерогени, які або спочатку містяться у харчових продуктах (наприклад, непроварена квасоля й сирі яйця містять інгібітори протеолітичних ферментів – пепсину, трипсину, химотрипсину), або забруднюються ними потім (гербіциди, пестициди, стимулятори росту тварин). Деякі харчові канцерогени можуть виникати під час неправильного готування їжі (копчення або смаження) [30, 31]. 

Впливаючи на клітину, канцерогени викликають певні порушення її структури і функції, що називається ініціацією. При цьому процесі пошкоджена клітина набуває вираженого потенціалу до малігнізації. Повторний вплив канцерогену (того, що вже викликав ініціацію, або іншого) призводить до незворотних порушень механізмів, які контролюють розподіл, ріст і диференціювання клітин, у результаті яких клітина набуває ряд здібностей, не властивих нормальним клітинам організму – промоція. Це, в свою чергу, призводить до метастазування, яке  переважно відбувається лімфогенним шляхом або ж гематогенним шляхом і результується в утворення метастазів [32].
Традиційно, схеми лікування раку молочної залози зосереджені на  швидкому реагуванні, боротьбі з хворобою та виживанні пацієнта; Однак, системна ад'ювантна хіміотерапія та гормональна терапія залишаються паліативним лікуванням пацієнтів з метастатичними пухлинами і викликають серйозні побічні ефекти. Генетична складність раку припускає використання нових багатофункціональних засобів замість монофункціональних профілактичних або лікувальних агентів. Таким чином, гостра потреба в таких протиракових засобах стимулює пошук сполук з новим механізмом дії [33]. 

Теорія «мінімальної післяопераційної залишкової хвороби» декларує збереження в організмі пацієнтів злоякісних клітин, які залишаються після видалення основної пухлини, не визначаються клінічними й інструментальними методами, і є причиною подальшого утворення метастазів [34].
В даний час процес прийняття рішень для лікування раку молочної залози в клінічних умовах головним чином засноване на клінічних даних, гістоморфологічних особливостях пухлинної тканини і декількох біомаркерах раку, таких як статус рецепторів стероїдних гормонів (рецепторів естрогену і прогестерону) і статусу онкобілку HER2. Хоча різні варіанти лікування були впроваджені в клініці в останні десятиліття з метою поліпшення хірургічної, променевої біохіміотерапіі та хіміотерапії, що змінюють реакцію окремих пацієнтів до певних типів терапії і резистентність до терапії,  лікування раку молочної залози все ще є проблемою. Таким чином, оскільки лікування раку молочної залози має бути засноване на індивідуальних особливостях пацієнта та її пухлини, лікування  повинне поводитись з урахуванням шляхів інтеграції біомаркерів раку, визначення ризиків для пацієнтів і надійно прогнозувати їх перебіг захворювання та / або відповіді на пухлинну терапію. Скринінг різних тканин молочної залози і рідин організму за перспективними біомаркерами дозволяє прогнозувати рак молочної залози, відповідь на терапію та моніторинг ефективності терапії [11].
1.2. Стероїдні гормони та їх рецептори 
Натепер серед визначальних факторів, які спричиняють появу раку молочної залози, виділяють порушення ендокринних взаємозв’язків. Гормональні зв’язки молочної залози досить складні і різноманітні. Безумовно, що основна роль належить естрогенам, які продукуються яєчниками. Однак, діяльність яєчників знаходиться під впливом фолікулотропіну і лютропіну, які продукує гіпофіз і функція якого у свою чергу контролюється гіпоталамусом. Гормони гіпофізу також мають безпосередній вплив на молочну залозу, а також на наднирники і щитоподібну залозу.

Стероїдні гормони синтезуються в усіх живих організмах від рослин до ссавців і є важливими для розвитку і функціонування багатьох органів: вони впливають на репродуктивний тракт, молочні залози, головний мозок, кістки, жирове диференціювання, регуляцію  гіпофізарних гормонів і метаболічні ефекти. Ця дія в основному виникає через регулювання основних генів, які локалізовані в ядрі, але не обмежується цими генами. Крім того, було показано, що стероїдні рецептори існують поза ядром у багатьох органах і клітинах, із неясним впливом на нормальний розвиток, здоров'я і хвороби. Стероїди сприяють розвитку гормон-чутливих пухлин, таких як рак молочної залози, матки і передміхурової залози [35].

Важливим фактором, який визначає у жінки ризик розвитку раку молочної залози, є так званий «гормональний анамнез»: між зростанням пухлини органу та рівнем статевих гормонів (естрогенів) існує пряма залежність. Дане твердження ґрунтується на тому, що ракові клітини молочної залози містять рецептори естрогену, які сприяють зростанню пухлини. Ефект прогестерону, як вважають, є подібним до впливу естрогену: він  також посилює проліферацію маммарного епітелію, приймаючи участь у виникненні новоутворень молочної залози. В той же час, феномен прогестерону є важливим для пояснення резистентності, яка поступово розвивається, до стероїдів у міру прогресу раку цього органу [10, 17, 18].
1.2.1. Естроген. Естрогени – жіночі статеві гормони (естрадіол, естріол, естрон), що виробляються фолікулами яєчників, плацентою, частково корою надниркових залоз і насінниками та регулюють специфічні статеві функції. За хімічною природою – стероїди. Синтез і секреція естрогенів регулюються лютеїнізуючим і фолікулостимулюючими гормонами гіпофіза. Найсильніший з них - естрадіол 17-бета, який переважно синтезується в яєчниках з прогестерону. За хімічною будовою є стероїдним гормоном – C21H30O2  з молярною  масою – 314,46 кДа. Естрогени поширюються через кров в різні тканини, в тому числі серцево-судинну, імунну та центральну нервову системи, і з-за їх ліпофільного характеру можуть легко дифундувати через клітинні мембрани  та через гематоенцефалічний бар'єр, справляючи ефекти [36, 37]. 
Внегеномна дія естрогену і геномні дії об'єднують обидва аспекти впливу гормонів [38]. В препубертатному періоді виявляється невелике збільшення продукції естрогенів, що обумовлене віковою перебудовою центральних структур мозку (деяких утворень лімбічних структур і гіпоталамуса), яке призводить до посилення гонадотропної активності гіпофіза. Яєчники дівчаток в постійному режимі виділяють невелику кількість гормону естрогену, продукція якого регулюється гіпоталамусом за принципом «зворотного зв'язку», що забезпечує підтримання концентрації гормону на відносно постійному рівні. В препубертатному періоді естрогени блокують секрецію гонадотропінів, діючи на гіпоталамо-гіпофізарну систему. 

Найбільш відповідальний період постнатального онтогенезу – це статеве дозрівання, його ще називають пубертатним періодом. У препубертантному та пубертантному періодах кількість гормонів, які обумовлюють формування жіночого фенотипу і секретуються гіпофізом і яєчниками, поступово збільшується. Стероїдні гормони, перш за все, естрогени, разом з іншими факторами, зокрема, соматотропним гормоном, викликають великі морфофункціональні зрушення в організмі,  можуть здійснювати виражений ефект на біохімічні обмінні процеси, підсилювати анаболізм, впливати на функцію різних органів і систем організму: при гіпоестрогенії (концентрація естрогену, що не відповідає віку) розвиваються: остеопороз, гормональна кардіопатія, депресивний стан, сенільні психози; при гіперестрогенії — гіперпластичні процеси і гормонзалежні пухлини [15]. 

Настання періоду статевого дозрівання характеризується суттєвим зростанням синтезу естрогену яєчниками в результаті зміни «налаштування» гіпоталамуса, який «допускає» більш високі концентрації гормону в крові. Підвищений рівень естрогенів (а пізніше і прогестерону, який яєчники синтезують після овуляції), що циркулюють в крові, впливає на багато систем організму дівчинки, приводячи до різноманітних фізіологічних змін.

Естрогени мають багатосторонній вплив на обмін речовин. Механізм дії естрогенів, ймовірно, заснований на стимуляції синтезу РНК у клітинах і тканинах репродуктивних органів, що веде до зміни швидкості і обсягу біосинтезу білків. Естрогени в крові циркулюють у вигляді комплексів з білками. Інактивуються в печінці, виділяються з сечею.

У періоді пременопаузи практично закінчується репродуктивний цикл: знижується секреція естрогенів, припиняється овуляція. Таким чином, в період пременопаузи змінюється гормональний гомеостаз. У здорової жінки він характеризується зниженою і «монотонноюй» секрецією естрогенів, відсутністю прогестерону, зниженням рівня андрогенів, підвищенням секреції гонадотропних гормонів. 

Естрогени можуть призводити до структурних змін в організмі, зокрема, модуляції мітохондріального синтезу АТФ: відіграють істотну регулюючу роль у підтриманні нормальних мітохондріальних властивостей шляхом стабілізації конструкції в зборі мітохондрій, а також пом'якшенні утворення мітохондріальних АФК [39]. У сироватці крові естроген стимулює швидке переміщення естрогенових α - рецепторів у мітохондріях, у яких він викликає клітинну відповідь, в результаті чого збільшується мітохондріальна РНК [40].

Оскільки в глибокій постменопаузі в яєчниках практично немає фолікулів, а з гормонально-активних елементів залишаються лише клітини строми, то яєчники в цьому періоді не продукують естрогени, але зберігають здатність секретувати андростендіон, який у великій кількості також продукується залозами. 

Таким чином, в різні вікові періоди життя статеві гормони здійснюють неоднаковий вплив на організм, і це обумовлене не тільки віковим гормональним гомеостазом, але і станом гормонально-залежних органів.

За останні десятиліття сформувалось уявлення про взаємозв'язок нервової, ендокринної та імунної систем [41]. Ці три регулюючі системи беруть участь у підтримці гомеостазу організму. Статеві стероїдні гормони, кінцеві продукти гіпоталамо-гіпофізарно-гонадної осі, які здійснюють потужний ефект на організацію та статеве диференціювання структур мозку. Мозок є мішенню для дії стероїдних гормонів. Вони можуть впливати на архітектоніку та пластичність мозку, молекулярні та нейрохімічні процеси, поведінку і нейронний захист через геномну та внегеномну дії. Ці процеси є важливим для діяльності головного мозку [42 - 43]. Нейрогормони, зокрема естрогени, що синтезуються в гіпокампі, відіграють  важливу роль у навчанні і пам'яті [44].
Гормональна дія стосується всієї центральної нервової системи, а не тільки гіпоталамуса, при включенні сигнальних шляхів, які перетинаються з іншими медіаторами, такими як нейротрансмітери і нейромодулятори. Це, в свою чергу, розширює пошук і визначення стероїдних рецепторів, які є включеннями  неядерних сайтів  синапсів, дендритів, мітохондрій і гліальних клітин, а також клітинних ядер. Дослідження рецепторів естрогенів і дія естрогенів на процеси, пов'язані із пізнанням, настроєм, вегетативною регуляцією, болем, нейропротекцією, серед інших функцій, призвела до нового погляду на дію гормону на мозок [45].
Естроген має різноманітний вплив на морфологічні та електрофізіологічні властивості нейронів, підвищує рівень білка BDNF (мозкового нейротрофічного фактору), який грає важливу роль в процесі виживання і диференціювання нейронів під час розвитку [46], збільшує кількість дендритних шипиків і щільність аксональних синапсів у молодих щурів, але у більш старших особин  ця здатність послаблюється [47], мають суттєві наслідки для всього мозку: діють на серотонінові шляхи, катехоламінергічні нейрони, і холінергічні системи,  поєднануючи геномну і негеномну дії, регулюють місцеві, пост-транскрипційні події через системи вторинних посередників [48]. За допомогою негеномного механізма естроген впливає на різні властивості нейронів, у тому числі електричну збудливість, синаптичне функціонування і морфологічну особливості, і бере участь у багатьох фізіологічних функціях та клінічнічних ефектах у мозку [49].
Є докази того, що мембрано-обмежені дії гормонів, зокрема естрогенів, включають швидку активацію кіназ і сприяють вивільненню кальцію. Мембранї дії естрогенів, які активують ці швидкі сигнальні каскади, можуть також посилювати ядерну транскрипцію. Інші гормони або нейротрансміттери також можуть активувати каскади, які перешкоджають  естроген-рецептор-опосередкованій транскрипції. Ідея синергетичного сполучення між мембранною і геномною діями гормонів принципово переглядає парадигму клітинної сигналізації в нейроендокринології [50 ].

Естрогени відіграють широкий спектр ролей, які беруть участь у патофізіології розсіяного склерозу, в тому числі підвищенні протизапальних цитокінів, зменшенні демієлінізації, і підвищенні окисних і енерговиробних процесів у клітинах ЦНС [51].

Зміна балансу естрогенів та експресії облігатного рецептора в певних компартментах головного мозку, можливо, лежить в основі відмінностей при порівнянні функцій молодого і старіючого мозку [48, 52].

Дослідження на тваринах довели, що на ранніх стадіях розвитку експозиція на мозок тестостерону і естрадіолу призводить до незворотних змін у нервовій системі [53]. 
Порушення гормонального фону впливає не тільки на ріст міоми матки, але також впливає на функції багатьох органів і систем. Найбільш часто порушуються метаболічні функції печінки. Патологічною основою для цього є існування в організмі функціональної метаболічної системи «гіпоталамус-гіпофіз-яєчники-печінка». Печінка є головним продуцентом гормонозвязуючих білків. Більше 90 % холестерину, що використовується при синтезі стероїдних гормонів, утворюється в печінці. Метаболіти стероїдних гормонів погано розчиняються у воді і перед екскрецією перетворюються в печінці в парні сполуки (кон'югати) ефіру з сірчаною, глюкуроновою та іншими кислотами. За впливу естрогенів відбуваються гальмування синтезу холестерину в печінці та збільшення вмісту фосфоліпідів. Печінка перетворює активні естрогени (естрадіол і естрон) в майже повністю позбавлений естрогенних властивостей естріол, тому зниження функціональних властивостей печінки в нормі призводить до його збільшення в крові й іноді викликає гіперестрінізм. Як і у випадку естрогенів, печінка відіграє особливо важливу роль в процесах метаболічних перетворень прогестерону [54].  

Біохімічні дослідження показують, що існують принаймні три різні рецептори естрогенів (ER) і п'ять рецепторів прогестерону (PR) в нирках. Естрогени надають нефропротективні ефекти: спричиняють сприятиву дію на прогресування хронічних захворювань нирок, впливаючи на клітини нефрона та регулюючи ряд процесів, що відбуваються на цьому рівні. В той же час, стероїдні гормони відіграють важливу роль в порушенні фосфорно-кальцієвого обміну [55]. Дослідження статевих гормонів і ниркових нервів припустило, що статеві гормони модулюють функцію нирок: можливо, естрогени впливають на функцію нирок , що ведуть до утримання Na+ та Cl-: можуть модулювати Na+ та Cl- реабсорбцію вздовж нефрона ссавців і змінюють фізіологічний гідроелектолітний баланс [56]. 

Естрогени виявлені в деяких вищих рослинах, переважно в квітках або плодах. Багато бобових рослини (конюшина, соя, люцерна) утворюють кисневмісні гетероциклічні сполуки з високою естрогенною активністю. Фітоестрогени мають разюючу подібність у хімічній структурі естрогену і естрадіолу ссавців, вони можуть зв'язуватися з естрогенновими рецепторами (ЕР) з перевагою ER-бета. Інші численні біологічні ефекти незалежних ER (наприклад, актиоксидантна здатність, антипроліферативні та антиангіогенні ефекти) не приписуються цим сполукам [57].

Здійснений хімічний синтез естрогенів. Синтетичні похідні естрогену застосовуються у медицині [58]. Нестероїдні антагоністи естрогену спочатку застосовувалися як засоби, що запобігають естроген-залежному раку у жінок. Антагоніст гормону структурно відповідає будь-якому рецептору для цього гормону, тому останній не може здійснювати свій вплив [59]. 
Перехід клітин у злоякісну форму і пухлинна прогресія залежать не тільки від генетичних трансформацій і змін, але також від порушення співвідношення ферментів в тканині молочної залози. У пухлинній тканині міститься великий набір ензимів - естрон-сульфатаза, 17-гідроксістероїдна дегідрогеназа, ароматаза (що бере участь в останніх етапах біотрансформації естрогену), сульфотрансфераза, що конвертує естроген в біологічно неактивний естроген-сульфат [60]. «Сульфатазный шлях» пухлинної прогресії, за якого неактивний естроген, що сульфатується, перетворюється на біологічно активний некон'югований, в 100 –500 разів інтенсивніший, ніж «ароматазний шлях», при якому відбувається конвертація андрогенів в естроген. Крім того, у пацієнтів з високим рівнем стероїдної сульфатази прогноз виявився набагато гіршим в порівнянні з особами з низьким рівнем сульфатази, навіть при ER+ імуногістохімічному статусі РМЖ [61].
1.2.2. Прогестерони. Прогестерон – основний гормон жовтого тіла яєчників (інакше, гестаген). За хімічною будовою є стероїдним гормоном - C21H30O2 і молярною  масою – 314,46 кДа [62]. Прогестерон також в значних кількостях секретується корою наднирників. Він є попередником в біосинтезі глюкокортикоїдів [63]. Ендогенний прогестерон викликає перехід слизистої оболонки матки з фази проліферації, що викликається фолікулярним гормоном, в секреторну фазу, а після запліднення сприяє її переходу в стан, необхідний для розвитку заплідненого яйця. Він зменшує також збудливість і скоротність мускулатури матки і маткових труб, стимулює розвиток кінцевих елементів молочної залози [64]. 
Отриманий також ряд синтетичних препаратів, близьких по структурі до прогестерону, що є активними прогестинами, речовинами, що володіють прогестероноподібною активністю [65]. 
1.2.3. Рецептори стероїдних гормонів. Ендокринна система та її стероїди відіграють важливу роль в етіології раку молочної залози. Велика частина ракових тканин молочної залози експресує естроген (ER), андроген (AR) і прогестерон (PR) рецептори. Саме через ці рецептори стероїдні гормони можуть здійснювати свій мітогенний ефект. Локальний біосинтез естрогенів має важливе значення для розвитку гормонозалежного раку молочної залози [10].   
Рецептори стероїдних гормонів – протеїни, що специфічно і вибірково зв'язують відповідні стероїди після їх проникнення в клітину і опосередкують, таким чином, їх біологічні ефекти (вплив на диференціювання, зростання, адаптацію клітини при зміні метаболічних умов, індукція біосинтезу білка). Інтенсивність проникнення гормону залежить від розмірів молекул і розчинності в ліпідах мембран. Після проникнення гормону в клітину останній зв'язується з внутрішньоклітинним рецептором, транспортується до ядра клітини, «наводиться» до відповідного гістона хромосоми, активуючи чинники транскрипції. 
Внутрішньоклітинна концентрація рецепторів до естрогену (ER) і прогестерону (PGR) сприяє здійсненню регуляції взаємин між паренхімою і стромою в молочній залозі.

Естрогенові рецептори (ER) є членом суперсімейства ядерних рецепторів і функціонують як ліганд залежний фактор транскрипції з залученням до росту і диференціювання клітин [66]. Сполучення реалізується через специфічні послідовності в структурі ДНК, так звані естрогенчутливі елементи (ERE), і для цього потрібні іони цинку та їх координування цистеїном [67]. Багато областей мозку та нирок містять рецептори естрогену [68, 69]. 

1.2.4. Рецептор прогестерону. Рецептор прогестерону (PR) побудований подібно до інших рецепторів стероїдних гормонів. Холорецептор прогестерону містить одну молекулу верорецептора і 2 молекули компонента 90 кД. Оптимум рН гормон-рецепторної взаємодії лежить в межах 7,0-8,5 [70, 71] . 
Рецептори естрогену відрізняються високою стереоспецифічністю і взаємодіють тільки з естрогеном і антиестрогеном, тоді як рецептори прогестерону здатні зв'язувати також глюкокортикоїди, мінералокортикоїди і у меншій мірі андрогени [72, 73]. 
Отримане експериментальнє підтвердження припущення про те, що прогестерон (дія якого опосередкована його рецепторами) може виступати як праймер, що забезпечує "зрушення" від чутливості тканин до стероїдів у напрямі їх переважної чутливості до пептидних ростових чинників. Подібний ефект прогестерону, як вважають, має значення як для впливу даного гормону на проліферацію маммарного епітелію, так і для його участі у виникненні новоутворень молочної залози, і в той же час – для пояснення резистентності, що поступово розвивається, до стероїдів у міру прогресу раку цього органу [74]. 
1.2.5. Рецептори естрогену та прогестерону при гормональному канцерогенезі. Стероїдні гормони, а також вміст рецепторів до естрогену і прогестерону (ER і PGR), мають велике значення в онкогенезі і пухлинній прогресії (причому їх експресія залежить від віку пацієнтки - чим старша вікова група, тим більший рівень презентуємих клітин). У нормі в епітелії молочної залози спостерігається невисока експресія ER і PGR  (7 % - 30 % клітин залежно від фази циклу або гормонального фону), тоді як при пухлинній трансформації значно підвищується експресія обох маркерів. У стромі не спостерігається їх експресії, не дивлячись на те, що у фібробластах виявлені рецептори до ER і PGR [75].  
При розвитку РМЖ пошкодження в сигнальних механізмах одного або двох рецепторів виявляється достатньо часто: відбувається експресія конформативно змінених ізоформ рецепторів до естрогену/прогестерону. Показана критична роль ER і його ліганда 17в-естрадіола в онкогенезі РМЗ. Крім того, зв'язування гормону з промоутером ER призводить до пошкодження структури хроматину і метилування ДНК [70]. 
Концентрації естрогенних рецепторів в чималому числі випадків новоутворень молочної залози має вищий рівень, ніж в нормальній тканині, тому не можна зробити простий висновок про поступову втрату чутливості до гормонів по мірі переходу від "норми" до "ненорми" і при подальшому прогресі процесу. Є припущення, що етапу, попередньому клінічному виявленню пухлини, властиве посилення експресії еутопічних (нормальних) рецепторів, на зміну чому приходить поява ектопічних (при широкому розумінні - інших або якісно змінених) рецепторних білків. 
Синтез PGR опосередкується естрогеном і здійснює реакцію клітин на прогестини (також через ліганд-залежний шлях) і відображає аналогічний естрогений ефект на пухлинну тканину. Рівень експресії PGR у жінок в пременопаузі вищий, ніж ER, тоді як в постменопаузі спостерігаються зворотні тенденції, можливо, в наслідок підвищення рівня рецепторів ER, які конкурентно інгібують експресію PGR у жінок в менопаузі [76]. 

Естроген- і прогестерон-рецепторний статус первинної пухлини молочної залози визнаний одним з найбільш об’єктивних прогностичних маркерів клінічного результату і пов'язаний з обгрунтуванням адекватної гормональної терапії – у випадках естроген- або прогестерон-позитивної пухлини, остання керована і контрольована антиестрогеновими препаратами, а надалі передбачається хірургічне або медикаментозне втручання, при цьому чим більший рівень експресії презентуємих естрогенових або прогестеронових рецепторів, тим більшим буде ефект гормональної терапії, і, відповідно, оптимістичніший прогноз. 
Приблизно половина метастатичних пухлин молочної залози, що експресують рецептори естрогену і / або прогестерону, реагують на ендокринну терапію, і післяопераційна ад'ювантна ендокринна терапія скорочує ризик розвитку рецидиву захворювання на 50 %. Підтверджено роль вмісту рецепторів естрогенів як предиктора відповіді на ендокринне лікування: ефект від ендокринної терапії був прямо пропорційним рівням рецепторів естрогену. Статус рецептора прогестерону має сильне прогностичне значення залежно від часу [77, 78].
Існує значна невідповідність для гормонального рецепторного статусу між зразками первинних пухлин і метастазами за раку молочної залози з переважанням втрати PR [79].

ER + / PR- пухлини експресують більш високі рівні факторів зростання пухлини HER-1 і HER-2 і мають вищу агресивність, ніж ER + / PR + пухлини. Відсутність експресії PR при  ER + пухлинах може бути сурогатним маркером аномальних сигналів фактора росту, який обумовлює резистентність до гормональної та променевої терапії цих пухлин [80, 81, 82].

В той же час у зв'язку з виявленням естрогенного рецептора-р тепер не можна вже, як раніше, прямолінійно стверджувати, що присутність в аналізованій тканині рецепторів естрогену - "це добре", оскільки, зокрема, одночасне виявлення в пухлині молочної залози ЕР-А і ЕР-Р може бути пов'язане з ураженням регіонарних ділянок, що відповідно не є не позитивним прогностичним чинником. Хоча експресія ЕР-Р виявляється в переважній частині випадків, лише коли в тій же тканині присутня і ЕР-А, абсолютна частота виявлення ЕР-А істотно перевершує частоту виявлення ЕР-Р. Проте, якщо присутність в пухлині молочної залози ЕР-А і рецепторів прогестерону є позитивим явищем, то виявлення там же ЕР-Р – є негативним феноменом, що обтяжує перебіг процесу [83, 84]. 
Але такої кількісної характеристики, як вміст рецепторного білка не завжди буває достатньо для характеристики пухлинного процесу. 
1.3. Клітинні механізми, залучені до канцерогенезу
Загальновідомо, що розвиток злоякісної пухлини – це мультифакторний процес, який пов'язаний із порушенням або перебудовою здебільшого внутрішньоклітинних механізмів. Головним критерієм ефективності спеціальних методів лікування РМЗ є вплив на показники виживаємості пацієнток. Прогностичними факторами виживання при РМЗ є характеристики самої первинної пухлини. Протягом останніх років відкрито значну кількість рецепторів, ферментів, структурних білків, які повноправно можуть вважатися маркерами РМЗ. Для одних характерна важлива роль у патогенезі пухлини, для інших - висока органоспецифічність. Існує близько 60 факторів прогнозу, але практичне значення мають розміри пухлини, частота ураження реґіонарних лімфовузлів, стан гормональних рецепторів у пухлині, її проліферативна активність.

Біологія раку відіграє центральну роль в більш глибокому розумінні цього гетерогенного захворювання, а доклінічні дослідження необхідні для тестування нових сполук і стратегій. Розвиток резистентності до ендокринних агентів є головною проблемою в лікуванні ER-позитивного раку молочної залози. Наявність перехресних перешкод між сигнальними шляхами і останніх досягнень в розумінні біології цього новоутворення призвели до нової концепції гормоно-біологічної терапії [85]. 
Онкологічні захворювання супроводжуються вираженими порушеннями в основних регуляторних системах гомеостазу й, насамперед, метаболізму.
1.3.1. Роль протеолізу у пухлинному зростанні. Протеоліз є важливим компонентом гомеостазу організму, який служить пусковим механізмом багатьох біологічних процесів, підтримує динамічну рівновагу у гемостазі та впливає на функцію мембранних клітин. Посилення експресії протеаз та їх активність спостерігається при злоякісних пухлинах у людини і корелює зі злоякісністю прогресії і несприятливим прогнозом для пацієнта [86]. 
За останні роки було виявлено, що протеази беруть участь у процесах програмованої клітинної смерті за рахунок селективного вивільнення із лізосом у відповідь на різноманітні впливи [87].
Комплекс протеаз, які беруть участь у розвитку злоякісних новоутворень, отримав назву «раковий деграде». Існують дані, які показують, що протеоліз грає важливу роль у таких визначальних пухлинних процесах, як підвищення проліферативної активності, інгібування апоптозу, стимуляція неоангіогенезу, функціонування імунної системи та індукція лікарської резистентності. Показано, що порушення механізмів деградації білків у клітинах призводить до прогресування пухлинних захворювань. Одним із самих основних біологічних процесів при пухлинних метастазах є процес епітеліально-мезенхімального переходу, за якого цинк-залежні транскрипційні фактори, зокрема матричні металопротеїнази, стають нерегулюваними, і це корелює з підвищеною інвазією та рухливістю пухлинних клітин  [88].
Проведені дослідження, які призвели до уявлення про те, що чим вищий синтез протеолітичних ферментів, тим більш агресивний фенотип має ракова пухлина. 
В той час, до вибірково цільових молекулярних механізмів, що контролюють гіперекспресію чинника зростання пухлини HER2 на мембрані, належить його лізосомно-залежна деградація [89].

Протеолітичні ферменти, які приймають участь у пухлинній прогресії та метастазувані, належать до чотирьох основних типів протеаз: матриксні металлопротеїнази, серинові протеази, цистеїнові й аспартатні протеази [90, 91,   92].

Натепер відомо, що лізосомальні цистеїнові протеази (катепсини) B, L, H, S, X і K беруть участь у розвитку та прогресії злоякісних новоутворень [93 - 95]. Збільшення активності катепсинів характерне для багатьох типів пухлин людини, таких як рак молочної залози, легень, мозку, шлунково-кишкового тракту і передміхурової залози, меланоми [96.].

Цистеїнові протеази беруть участь у багатьох процесах, асоційованих із раковою прогресією (гіперпроліферація пухлинних клітин, апоптоз, пухлиноіндукований ангіогенез, інвазія і метастазування), які є потенційними мішенями для лікування раку. Експресію лізосомальних протеаз, наприклад катепсинів B і L, часто пов'язують із негативним прогнозом для пацієнтів з різними злоякісними утвореннями [97 - 99]. 

Катепсин В належить до сімейства папаїно-подібних цистеїнових лізосомальних протеаз. Ензим експресується в усіх тканинах організму і відіграє важливу роль у фізіологічній внутрішньоклітинній деградації білків. Крім того, встановлено, що катепсин B приймає участь у розвитку ряду патологічних станів, таких як пухлинний ріст та метастазування. Катепсин В у нормальних клітинах локалізується у перинуклеарних везикулах та лізосомах. У пухлинних клітинах катепсин В розташовується як у перинуклеарних  везикулах, так і в везикулах по всій цитоплазмі і на периферії клітини. Крім того, катепсин В секретується у позаклітинний простір із ураженних клітин людини та миші [100 - 102]. 

Встановлена роль катепсину В у виникненні та розвитку індукованої карциноми молочної залози та її гістопатологічної прогресії [103, 104].
Цитохімічні й імунохімічні дослідження пухлинних клітин вказують на периферичний розподіл  катепсину В і підвищення його активності [105, 106]. Розташування ферменту у дрібних везикулах по периферії уражених клітин може бути відповідальним за спільну седиментацію катепсину В із мембранними ендосомами, фракціями пухлинних клітин. Цей феномен характерний для всіх ракових клітин  людини і миші [107]. Наявні дані доводять важливу роль катепсину В в основних процесах ракової прогресії, таких як клітинна проліферація, апоптоз, інвазія і метастазування ракових клітин. Механізм участі катепсину В у цих процесах в основному пов'язаний із протеолітичною деградацією позаклітинного матриксу і базальної мембрани, а також  активацією каскаду протеолітичних ферментів. Залежно від виду процесу локалізація протеолізу може бути різною, що вимагає більш докладного вивчення процесів внутрішньоклітинного і позаклітинного перерозподілу катепсинів. Більш того, як було показано на прикладі трансгенних моделей раку молочної та підшлункової залоз, механізм дії катепсину В може бути різним залежно від типу ракових клітин, стадії розвитку раку тощо [108].
Катепсин В чинить більш виражений вплив на проліферацію ракових клітин молочної залози на ранніх стадіях розвитку, тоді як пізніх стадіях розвитку пухлини індекс проліферації збільшується незначно. В залежності від апоптичного стимулу катепсин B приймає участь у деяких формах каспазо-залежної і каспазо-незалежної клітинної смерті, функціонуючи як виконавча протеаза. Відсутність експресії цистеїнового ензиму впливає на апоптоз клітин пухлини молочної залози у трансгенній моделі, демонструючи, що даний процес може бути тканино - або індуктор – залежним [109]. 

Катепсин L є однією з головних цитеїнових протеїназ з більш сильною, ніж у катепсина В, ендопептидазною активністю. Він є стабільним в інтервалі рН 5,5-7,2. Аутоактивація протеази L відбувається у нейтральному та лужному середовищах, а також прискорюється у кислому за присутності цистеїну [109]. Ензим інгібується іонами Zn2+, Pb2+, Cu2+, Co2+ та стимулюється АТФ. Нервові клітини містять велику кількість ензиму. Активність протеази L у макрофагах у 5 разів вища, ніж катепсину В. Відношення до субстратів значною мірою залежить від рН. При рН 3-4 катепсин L краще розщеплює S-білки цитозолю та колагену, рН 4-5 – гемоглобін, міозин, актин, рН  5-6 – азоказеїн, глюкагон, рН 6-8 – АТФазу з міофібрил. Цей цистеїновій ензим інактивує еластазу, трипсин, хімотрипсин [110]. 

Лізосомна цистеїнова протеаза - катепсин L зазвичай пов'язана зі злоякісністю за декількох типів раку. Ензим експресується на високому рівні у шлунково-кишкових стромальних пухлинах (логах). За даними імуногістохімічних досліджень протеаза L локалізована у цитоплазмі клітин, а 86,0 % пухлинних зразків були катепсин-L позитивними, і ця позитивність достовірно корелювала з комплектом позитивності, але не з іншими клініко-патологічними чинниками, включаючи стать, вік, регіон, розмір, мітоз і ризик рецидиву. Дані підтверджують зничимість катепсину L як діагностичного маркера [111]. 

Активація лізосомальних катепсинів призводить до зсувів внутрішньоклітинного рН (закислення). В зоні рН 6 – 8,5 перекиси гідрогену приєднуються до гемового заліза у центрі зв’язування цитохром–с-оксидази. Підвищення кислотності призводить до зниження зв’язування, оскільки перекиси зв’язуються з Сu із наступним переходом ензиму у “пульсуючу” конформацію.

Існує пряма кореляція між рівнем протеолітичної активності крові з інтегрованими показниками синдрому ендогенної інтоксикації (ЕІ), а саме молекулами середньої маси (МСМ), які можуть інгібувати трансформацію лімфоцитів, фагоцитарну активність лейкоцитів, спричиняти нейротоксичну дію і диз'юнктивний вплив на процеси тканинного дихання і окисного фосфорилювання, пригнічувати синтез білка у безклітинних системах, сприяти гемолізу еритроцитів, впливати на еритропоез, різко порушувати проникність мембран і викликати клітинну агрегацію [112].
Деякими вченими проведені дослідження про асоціацію між катепсиними і естрогеновими хімічними речовинами протягом прогресії раку. Ці результати свідчать про здатність хімічних агентів порушувати нормальне транскрипціоне регулювання протеаз B і D у людських клітинах раку молочної залози [113]. 

Доведено роль серинової протеїнази – трипсину у пухлинному процесі. У результаті проведених досліджень встановлено, що у хворих зі злоякісними новоутвореннями спостерігається активація трипсину [114]. Ступінь збільшення трипсиноподібної ензимної активності залежить від органу і тканини, в якому розвивається пухлина. При пухлини тіла матки і легень збільшення ТПА ( трипсино-подібної активності) становить 60 %, при пухлині молочної залози активність трипсиноподібних протеїназ збільшується на 87 % (р<0,01), у пухлині шийки матки збільшення ТПА складає більш ніж  2 рази (р<0,05). Експресія серинової протеази відіграє важливу роль у прогресуванні раку яєчників. Також підвищення активності трипсину у крові іноді спостерігається у хворих за раку підшлункової залози [115, 116, 117, 118].

Трипсин секретується підшлунковою залозою у вигляді неактивного попередника - трипсиногену, який активується ентерокіназою [119]. Перетворення зимогену у трипсин відбувається більш інтенсивно під впливом катепсину В, у той час як катепсин L інактивує трипсин [120, 121]. 

Інгібітори протеолізу виконують важливі фізіологічні функції: затримують передчасну активацію протеолітичних ферментів, захищають тканини від протеолізу мікробними ензимами, регулюють стан системи згортання та фібринолізу, впливають на артеріальний тиск і проникність судин [122], процеси апоптозу [123]. 
Основним моментом індукції аутокаталізації серинової протеази є порушення рівноваги в системі "трипсин-інгібітор трипсину", яка характеризується дефіцитом інгібітору [124]. 

Пухлиноасоційований інгібітор трипсину TATI синтезується  разом із трипсином при багатьох формах раку, і підвищення його сироваткового рівня асоціюється з негативним прогнозом. Експресія TATI знижується зі збільшенням стадії та ступеня пухлини. Його дія повʹязана з контролем активації асоційованого з пухлиною трипсиногену. TATI активує фактор росту in vitro і може зменшувати руйнування тканини шляхом інгібування трипсину та інших протеїназ, а при деяких форм раку його висока тканинна експресія пов'язана зі сприятливим прогнозом [117, 125, 126]. 

За надлишку трипсину розподіл ферменту між двома основними інгібіторами – (1-антитрипсином ((1-АТ) і (2-макроглобуліном ((2-МГ) відбувається відповідно до їх молярного вмісту: переважна кількість зв'язується з (1-АТ (близько 90 %), який повністю блокує трипсин, і лише невелика частка ферменту – з (2-МГ (біля 10 %), у комплексі з яким зберігається незначна ензимна активність (5-7 % від висхідної) [127].
Альфа-1-антитрипсин – це білок, який виробляється печінкою. Якщо продукція альфа-1-антитрипсину інгібується більш ніж на 30 %, настає розлад, який називається дефіцитом облігатного інгібітора трипсину. Показник альфа-1-антитрипсину збільшується при запальних процесах, таких як гострих, підгострих і хронічних інфекціоних захворюваннях, гострих гепатитах і цирозі печінки в активній формі, некротичних процесах, станах після операції, у відновлювальній фазі термічних опіків, гострому і хронічному панкреатиті, а також при злоякісних новоутвореннях: раку (шийки матки) і метастазах, лімфомі P (лімфогранулематозі). На показник може впливати  прийом оральних контрацептивів, вагітність, стрес і порушення роботи щитовидної залози [128, 129].
Альфа-2 макроглобулін є глікопротеїном, інгібітором плазматичних протеїназ і використовується в якості маркера проникності клітинних мембран. Підвищення рівня альфа-2 макроглобуліну може спостерігатися при різних патологічних станах, таких як нефротичний синдром, гормональні дисфункції або розлади, пов'язані з розвитком дитячого організму. Зниження рівня альфа-2 макроглобуліну може спостерігатися при запальних процесах, панкреатитах і раку простати. Альфа2-макроглобулін – це універсальний інгібітор протеолітичних систем крові. Його характерною рисою є здатність взаємодіяти з усіма чотирма класами протеїназ із високою спорідненістю. A2-МГ грає важливу роль в імунологічних реакціях, клітинному рості, метаболізмі сполучної тканини, модуляції активності різних цитокінів, регуляції синтезу оксиду азоту макрофагами та ін. (2-МГ пригнічує активність лейкоцитарної та синовіальної коллагеназ, катепсинів В і Д, каллікреїну плазми [130], здатний зв'язувати інші інгібітори протеїназ, на деякий час лишаючи їх інактивуючої здатності. Завдяки здатності до дисоціації утворених комплексів, формується резервний фонд інгібіторів, який реалізується за умов активації протеолітичних систем [131]. У результаті утворення комплексу протеази - (2-макроглобулін з'являються вільні тіолові групи: зв'язування ензиму викликає розщеплення одного ефірного зв'язку: за розщепленням 1 моль білка α2-макроглобуліна вивільнялось 3,7 моль SH-груп [127, 132, 133 ].
Естроген може сприяти посиленню регуляції та протеолізу через кальпаїн в клітинах пухлин молочної залози [134]
1.3.2. Вільно-радикальні процеси. Перекисне окиснення ліпідів (ПОЛ) – це універсальний біологічний механізм, який постійно перебігає у мембранах клітин. Його патологічне посилення зумовлює порушення структури і, відповідно, функції біологічних мембран. 

Вільні радикали є медіаторами сигнальної трансдукції – компонента фундаментального механізму запалення, індукції цитокінів, проліферації, апоптоза, генної регуляції клітинного захисту, ремодуляції хроматину, активації полі-АДФ-рибоза синтази. Зрив антиоксидантного захисту характеризується розвитком вільнорадикальних ушкоджень різних компонентів клітини і тканин. Синдром пероксидації включає наступні зміни: пошкодження мембрани, інактивацію або трансформацію ферментів; пригнічення поділу клітин; накопичення у клітині інертних продуктів полімеризації. Періодично повторюваний синдром пероксидації становить фактор патогенезу ряду захворювань, який слугує підставою для віднесення їх до групи вільнорадикальних патологій [135]. Накопичення активних форм кисню та інших пероксидантів може викликати так званий оксидативний (окислювальний, або пероксидний) стрес. Виражений оксидативний стрес пошкоджує мембрани і клітину у цілому, ускладнює перебіг багатьох найбільш поширених хвороб та станів або навіть бере участь у їх патогенезі. Таких захворювань вже понад 60, хоча досі дискутується питання, чи є пероксидний стрес причиною або наслідком ушкодження тканин.

Серед факторів ризику розвитку злоякісних новоутворень важлива роль належить порушенню рівноваги у системі вільнорадикального перекисного окислення ліпідів (ПОЛ). При цьому спостерігається підвищений рівень вільнорадикального окиснення і зниження загальної антиоксидантної активності, що свідчать про інгібування антиоксидантних реакцій і накопичення вільних радикалів у крові пацієнтів із РМЗ і  призводять до ушкодження нуклеїнових кислот, індукції хромосомних аберацій, порушень регуляції клітинної проліферації та апоптозу, є індукторами у злоякісній трансформації клітин та пухлинній прогресії [136].
В онкологічних хворих на доопераційному етапі виявлені порушення окисного гомеостазу у вигляді активації процесів ПОЛ зі значним накопиченням у крові початкових і кінцевих продуктів, виснаження неферментативної ланки антиоксидантної системи, появи продуктів окисної деструкції білків і нуклеїнових кислот, а також збільшення концентрації катехоламінів і глюкокортикоїдів, що сприяє розвитку метаболічної імунодепресії, яка проявляється виникненням вторинного імунодефіциту і ендогенної інтоксикації [137].
Збільшення виробництва вільних радикалів або окиснювальний стрес, ймовірно,  є проміжною ланкою в сигналізації апоптотичних подій в клітинах ссавців. Окиснювальний стрес може також активувати мітохондріальний ініційований апоптоз у ракових клітинах. Хоча перевантаженість вільними радикалами може призвести до оборотного або незворотного пошкодження тканин, цитотоксичні ROS можуть слугувати термінатором пухлини шляхом окиснювальної терапії, якщо вона проводиться вибірково у пухлинах [138, 139]. 

Модуляція окисного стресу може бути потенційною стратегією для лікування метастатичного раку молочної залози [140].
Головні компоненти антиокисної ензиматичної системи – супероксиддисмутаза (СОД), яка інактивує кисневі радикали,  каталаза і редокс-система глутатіону [141, 142]. 

Ключова роль у захисті клітини від оксидативного стресу відводитися системі глутатіону. Глутатіон (L-γ-глутаміл - L-цистеїнгліцин) - трипептид, що виконує цілий ряд важливих внутрішньоклітинних функцій: доведена його участь у поділі клітин, процесах детоксикації та захисту від радіаційного пошкодження, вибірковому транспортуванні амінокислот, біосинтезі лейкотрієнів, збереженні редокс-статусу клітин. [143 - 148].  
В усіх тканинах глутатіон присутній як у відновній (GSH), так і окисненій (GSSG) формах [149 - 151]. Функції глутатіону різноманітні: відновлення і ізомеризація дисульфідних зв'язків, вплив на активність ферментів та інших білків, підтримання мембранних функцій, коферментні функції, участь в обміні ейкозаноїдів, резервування цистеїну, вплив на біосинтез нуклеїнових кислот і білка, проліферація та ін. [152]. При ферментативному окисненні тригерів утворюються вільні радикали, які викликають вивільнення гістаміну з тучних клітин. GSH здатний блокувати індукцію цього процесу  [153, 154]. 

Головний орган синтезу GSH у ссавців – це печінка. Вона забезпечує близько 90 % всього циркулюючого глутатіону за фізіологічних умов [155, 156]. При інгібуванні синтезу глутатіону у печінці його концентрація у плазмі крові зменшується. Скелетні м'язи зберігають плазмовий трипептид за рахунок зниження активності гама-глутамілтранспептидази, а у більш активних у метаболічному відношенні органах (серці та нирках) у відповідь на зниження постачання плазмового глутатіону, та навпаки, збільшується активність гама-глутамілтранспептидази [157]. З жовчю транспортуються також різні кон'югати глутатіону, які утворюються внаслідок його детоксикаційної дії на ксенобіотики. Синтез глутатіону у печінці тісно пов'язаний із харчуванням, особливо зі вмістом у дієті цистеїну. 

Продукція трипептиду в організмі залежить від віку. Починаючи з 28 років, його виробництво зменшується з кожним роком приблизно на 1 %, і з кожним відсотком зниження рівня активного глутатіону зростає ризик виникнення небезпечних захворювань. При падінні рівня трипептида до 90 % від оптимального процес погіршення здоров'я стає незворотнім. Накопичення токсинів в організмі призводить до ще більшого падіння рівня глутатіону [155].
Погане харчування, забруднення довкілля, різні інфекції, токсини та лікарські препарати, стрес і травми негативно впливають на вміст глутатіону. Дефіцит глутатіону спостерігається при дуже багатьох захворюваннях, зокрема новоутвореннях. Оксидативний стрес є кінцевим загальним тригером апоптозу. Тому рівень GSH, виступаючи як антиоксидант, здатний обмежувати індукцію апопотозу реактивними формами кисню [158, 159]. 

Глутатіон як один із найбільш потужних антиоксидантів проти вільних радикалів у клітинах є ключовою ланкою трьох антиоксидантних систем організму з наявних чотирьох. У антиоксидантну систему глутатіону входять три глутатіон залежні ферменти: глутатіонпероксидаза (ГПО), глутатіонредуктаза (ГР) і глутатіонтрансфераза (ГТ). У клітині існує три лінії ферментативного захисту від активних кисневих сполук: за допомогою супероксиддисмутази, каталази і глутатіонпероксидази; глутатіонпероксидази і глутатіонтрансферази. Ці три лінії захисту послідовно відновлюють супероксидрадикали, Н2О2 та органічні гідроперекиси [160].
Відновлення за допомогою глутатіонпероксидази і глутатіонтрансферази гідропероксидів попереджає прогресування пероксидації та появу її вторинних метаболітів. У знешкодженні вторинних продуктів пероксидації та інших окиснених речовин головну роль відіграють глутатіонтрансферази. Вони кон'югують із глутатіоном і головними найбільш токсичними продуктами перекисного окиснення ліпідів. Таким чином, глутатіонова антипероксидазна система ефективно захищає клітини від оксидативного стресу [161].
Глутатіон-s-трансфераза каталізує реакцію між глутатіоном і багатьма електрофільними метаболітами ксенобіотиків, підвищуючи гідрофільність лігандів і полегшуючи їх екскрецію печінкою. Утворюються кон'югати, які переважно метаболізуються нирками до меркаптуратів [162].

Зазвичай відношення GSH : GSSG у більшості тканин постійне. У нормі вміст окисненого глутатіону (GSSG) у тканинах і плазмі крові ссавців підтримується на рівнях, у багато разів більш низьких, ніж  GSH [163]. Зростання концентрації окисненого глутатіону може свідчити про будь-який патологічний стан організму. Окислювальний стрес може привести до істотного накопичення окисненого глутатіону у печінці та його викиду у кров [164 - 168]. 

Внутрішньоклітинний GSH перетворюється у GSSG за участі Se-вмісної глутатіон-пероксидази (КФ.1.11.1.9). Крім того, глутатіон-пероксидаза (ГП) каталізує розщеплення Н2О2 та інших пероксидів. Перетворення GSSG в GSH опосередковано глутатіон-редуктазою, яка використовує для відновнення NADPH [169]. 
Пероксидази класично розглядаються в якості антиоксидантів, які захищають клітини від руйнівної дії перекисів гідрогену. Але, крім такої активності пероксидази здатні проявляти й оксидазну активність, яка призводить до утворення супероксиду та перекису гідрогену [169]. 
Глутатіон-редуктаза (КФ.1.6.4.2) - широко розповсюджений цитоплазматичний флавопротеїн, що каталізує реакцію:

GSSG + NADPH + H+ ----------- 2GSH + NADP+
Ця реакція майже незворотна і відбувається за дуже точних співвідношень GSH:GSSG у клітині. Окиснений глутатіон утворюється, коли GSH окиснюється неензиматично або ензиматично глутатіон-пероксидазою. В основі одного з таких механізмів лежить порушення регуляції вільно-радикальних процесів [170]. 

Супероксиддисмутаза (СОД, КФ 1.15.1.1) є сильним ферментативним антирадикальним захистом, знешкоджуючим супероксидні аніони шляхом їх дисмутації у перекис водню і триплетний кисень, прямим скевенджером  реактивного кисню. СОД інгібує промоцію пухлинного процесу Цей ензим відіграє роль у механізмі множення онкогенів при канцерогенезі. Однак у трансформованих клітинах СОД може бути відсутня, і тому вільнорадикальні реакції у цих випадках посилюються [171].
Посилення ВРП і тотальна активація протеолітичних ензимів у макрофагах та імунокомпетентних органах супроводжують розвиток імунної реакції, яка свідчить про взаємозв'язок між функціонуванням протеолітичного апарату і процесом імуногенезу. У жінок віком від 40 до 50 років імунодепресія виражена найбільше, за якої  формується синдром поліорганної недостатності [141]. 
1.3.3. Ацетилхолінестераза. Ацетилхолінестераза (АХЕ, КФ  3.1.1.17 ) локалізується у сірій речовині головного мозку, серці, легенях, кишечнику, селезінці, печінці, міжнейрональних синапсах, гангліях вегетативної нервової системи і мембранах еритроцитів. Ензим грає ключову роль у процесах нейрогуморальної і синаптичної передачі: у холінергічних синапсах каталізує гідроліз ацетилхоліну і тим самим припиняє дію даного медіатора на холінорецептор, який відповідає за проникність постсинаптичної мембрани для іонів. Система ацетилхолін - ацетилхолінестераза є однією з основних ланок вегетативної нервової системи, через яку втягуються інші медіаторні і модуляторні процеси, які здійснюють відповідні реакції ефекторних органів на центральні нервові імпульси. При інгібуванні АХЕ відбувається дуже повільне звільнення ацетилхоліну з рецепторів (за допомогою дифузії), що приводить до порушення передачі нервових імпульсів. Це викликає серйозні розлади у життєдіяльності організму, а при тяжких отруєннях приводить до смерті [175].
Холінестераза регулює проліферацію клітин при ембріогенезі [176]. 

Низька активність АХЕ у сироватці крові обумовлена зниженням синтезуючої функції печінки за інфекційної або онкологічної патологій, які призводять до руйнування гепатоцитів: при застійних явищах у печінці (унаслідок порушення гемодинаміки), застійних явищах у нирках (нефрит, нефротичний синдром), злоякісних новоутвореннях. Введення інгібітору АХЕ ініціює оксидативний стрес у печінці шляхом індукції продукції вільних кисневих радикалів і зниження рівня відновного глутатіону  [177, 178].  

Активність мембранозв’язаної ацетилхолінестерази, стабільність клітин, анти-окиснювальна активність і генерація вільних радикалів – параметри, що використовують при характеристиці структурних та функціональних змін клітини [179]. Завдяки нехолінергічній діяльності, АХЕ відіграє важливу роль у туморогенезі [180]. Ацетилхолінестераза має гетерогенну властивість, яка виражається в індукціїї розвитку пухлини. АХЕ добре відома як ензим, що здійснює нехолінергічні функції і також експресується в пухлинах молочної залози, де його функції не відомі. Отримані результати свідчать про те, що АХЕ-пептид має нову, селективну біологічну активність в клітинах раку молочної залози і може посилювати метастатичну поведінку клітин [181]. За звичайних умов експресія ацетилхолінестерази відбувається за апоптозу у різних типах клітин, в тому числі пухлинах молочної залози. Гени АХЕ змінювались (посилювались або були відсутніми) в більшості спорадичних хворих на рак молочної залози [182, 183,  184]. Дослідження показали, що езерін (інгібітор АХЕ) і 17бета естрадіол були здатні індукувати канцерогенез в епітелії молочних залоз щурів. Відбувалось значне збільшення числа клітин у протоках молочної залози 44-денних щурів після 10-денного введення езеріну порівняно з контролем. Вище збільшення спостерігалося у тварин, експозованих естрогенами протягом 10 днів з наступними 30-денними ін'єкціями езеріну. У тварин пухлини молочної залози безпосередньо розвивались у відповідь на 17бета естрадіол. Такі пухлини метастазували в легені [185].

1.3.4. Ендогенна інтоксикація. Ендогенна інтоксикація (ЕІ) - клінічний синдром, який виникає при різних за етіологією патологічних станах, обумовлених накопиченням у тканинах і біологічних рідинах організму продуктів порушеного обміну речовин, метаболітів, деструктивних клітинних і тканинних структур, зруйнованих білкових молекул, що супроводжується функціональними і морфологічними ураженнями органів і систем організму. Одними з основних маркерів ЕІ є молекули середньої маси (МСМ) - олігопептиди з масою від 500 до 5000 Д, що своєю природою належать до білкових токсинів із високим вмістом дикарбонових і низьким - ароматичних кислот. МСМ справляють пряму мембранотоксичну дією та ініціюють появу пептидів, близьких за структурою до біорегуляторів. До складу середніх молекул входять біологічно активні речовини (паратгормони, нейротоксин X, інгібітори фагоцитозу, гемопоезу, крихкості мембран еритроцитів, утилізації глюкози та ін.), що визначають їх токсичність: порушення еритропоезу, проникність мембран, синтез ДНК у гепатоцитах і лімфоцитах, зниження розеткоутворення, пригнічення трансформації лімфоцитів, фагоцитарна активність лейкоцитів, інгібування дихання мітохондрій, роз'єднувальний вплив на процеси тканинного дихання і окисного фосфорилювання, що порушує енергетичний обмін у клітині, гальмування синтезу білка у безклітинних системах, гемоліз еритроцитів, ініціація агрегації. Нейротоксичні ефекти МСМ пов'язані з утворенням помилкових медіаторів [186]. 
Ендотоксини шляхом піноцитозу проникають у клітини і при взаємодії з лізосомами та мітохондріями призводять до активації протеолітичних ензимів, накопиченню перекисів, супероксидних радикалів, лактату зі зміною рН середовища, що викликає вторинну активацію лізосомальних ферментів з порушенням проникності мембрани та появою додаткових кластерів.

У патогенетичному аспекті МСМ викликають різні ефекти та реакції:

· на рівні клітинних структур: цитолітичний ефект, активація лізосомальних ферментів, блокування мітохондріальної енергетики, ініціація ВРП тощо;

· на міжсистемному та міжорганному рівнях : активація каллікреїн-кінінової системи, коагуляція та фібриноліз, тощо. 

Накопиченню токсичних метаболітів сприяють і реакції обмеженого протеолізу, які каталізуються лізосомальними ензимами у міжклітинному просторі [188], що призводить до ушкоджень як на клітинному, так і органному рівнях.

1.3.5. Ангіогенез. У проліферації та метастазуванні раку важливу роль відіграє ангіогенез [172]. За патологічних умов, таких, як продукування пухлиною проангіогенних ростових факторів, ангіогенез обумовлює формування власної судинної мережі, яка дозволяє пухлинам рости. При відсутності кровопостачання пухлина отримує кисень та поживні речовини лише шляхом дифузії, при цьому її розміри не можуть перевищити 1-2 мм в діаметрі. Новоутворення залишається у «сплячому» стані доки у ньому не почнеться ріст кровоносних судин із близько розташованих капілярів (ангіогенез). Початок ангіогенезу («ангіогенне переключення») веде до швидкого росту та метастазування пухлини. Відповідно до теорії «природної історії» пухлинного росту, формування метастазів починається з початком ангіогенезу, тобто, після того, як кількість патологічних клітин перевищить 103, а діаметр новоутворення - 0,5 см. На відміну від нормальних судин, кровоносні судини пухлини мають структурні та функціональні аномалії. Крім цього судинна сітка новоутворення звивиста та хаотична, а судини мають підвищену проникність, яка сприяє росту пухлини [173].

Апоптоз і ангіогенез пухлини розглядають як два найвагоміші маркери прогнозу перебігу захворювання і чутливості до протипухлинної терапії. Неоваскуляризація часто корелює з біологічною агресивністю і злоякісністю пухлин, також вона залежить від кінетичних особливостей новоутворення. Найбільша активність ангіогенезу спостерігається при переході передраку у рак. Кількість судин у пухлині корелює з прогресуванням хвороби: чим вища васкуляризація, тим гірший прогноз [174].

1.3.6. HER-2/neu - епідермальний чинник зростання. За останніх 20 років найбільш вивченим представником в цій області є протоонкоген HER -2/neu (c-erb B - 2), який локалізується в 17q - хромосомі і кодує Тирозин - кіназний рецептор чинників зростання. HER -2/neu є геном сімейства рецепторів епідермального чинника зростання. Ампліфікація гена або експресія білка HER -2/neu зустрічається при РМЖ (10 % - 34 %), пухлинах легенів, ЖКТ, жіночої статевої системи і багатьох інших новоутвореннях  [188]. 
Аберрантна експресія / посилення HER2 асоційовані із злоякісністю пухлини, поганим прогнозом і резистентністю до традиційних форм лікування раку молочної залози. HER2 діє як мережевий рецептор, який опосередковує сигналізацію для ракових клітин, змушуючи їх розмножуватися. Видалення HER2 з поверхні клітин або інгібування її внутрішньої ферментативної активності може призвести до зниження онкогенності [189, 190]. Тому маркер HER-2/neu можна вважати чинником несприятливого прогнозу, а його високу експресію показником високої метастатичної здатності пухлини і можливої резистентності до антигормональної терапії [191].

HER-2-neu локалізується на мембранах клітин і, після зв'язування з лігандами, активує кінази, а ініційована внутрішня тирозинкіназа конформативно зміненого рецептора запускає реакції фосфорилування білків, що беруть участь в передачі мітогенних сигналів [192]. Його негативний вплив полягає не тільки в здатності до стимуляції пухлиною свого зростання, але також в залученні строми до експресії рецепторів до самого чинника з подальшою "непрямою" індукцією пухлинного зростання (так званий "подвійний" механізм пухлинної прогресії). Крім того, експресія HER-2/neu відіграє важливішу роль, ніж більшість інших чинників в прогнозі і термінах виникнення рецидиву у хворих з метастазами. При позитивному HER-2/neu-статусі 5-річна виживаємість складає 56 %, при негативному – 73 %; за наявності метастазів ці показники складають 33 % і 62 %, відповідно [193]. Також надекспресія HER-2/neu свідчить про резистентність пухлини до хіміотерапії. У хворих РМЖ з метастазами при ад'ювантній терапії 5-річна виживаність за відсутності експресії HER-2/neu дорівнювала 75 %, а при його надекспресії знижувалася до 13 % [194, 195]. 
Підтверджена залежність між рецепторами естрогену, прогестерону і епідермальним чинником зростання [196]. Низький вміст рецепторів естрогену та прогестерону і позитивний HER-2 пов'язані з більш низькою сприйнятливістю до будь-якого типу ендокринної терапії. Пухлини, що  експресують HER-2, ендокринно стійкі, і вони вимагають блокування HER-2 шляхів на додаток до видалення естрогену [197]. 
Відносно кореляції естроген-прогестеронового рецепторного статусу і HER-2/neu отримані різні дані. Наприклад, за ER+ РМЖ може спостерігатися інверсія співвідношення позитивного статусу по HER-2/neu і PGR. Це пояснює низьку чутливість до антигормональної терапії РМЖ з ER+/PgR-HER-2/neu+ статусом. Проте, встановлено, що жінки в пременопаузі з РМЖ ER+ статусу, як правило, добре чутливі до антигормональної терапії, не дивлячись на HER-2/neu+ статус. Визначена вікова залежність між експресією цих маркерів: інверсією співвідношення PgR/HER-2/neu мала місце тільки після 45 років [198]. 

РМЖ з негативним статусом за естрогеновими і прогестероновими рецепторами частіше поєднувався з експресією HER-2/neu [199]. 
Таким чином, рецептори гормонів і епідермального фактора зростання (HER-2) є двома важливими фармацевтичними мішенями, які впливають на виживаємість хворих з метастатичним раком молочної залози. Рецепторний статус може  змінюватись в обох напрямках, в основному як  втрата позитивності для обох рецепторів. Чинники, що впливають на ці зміни, включають: неоднорідність пухлини, клональний вибір субпопуляцій пухлинних клітин, генетичну нестабільність пухлинних клітин, місцеві або системні втручання, часовий інтервал між первинною пухлиною і метастазами, методи визначення статусу рецепторів і сайт метастазів [198, 199, 200].
1.3.7. Антиген Ki-67. Одним з факторів, від якого залежить ризик рецидиву раку молочної залози, є темп зростання пухлини. Найточнішим методом оцінки цього показника є визначення числа пухлинних клітин, що знаходяться в періоді S клітинного циклу, за допомогою визначення антигену Ki-67.

Антиген Ki-67 - це ядерний негістоновий білок, який присутній на всіх стадіях клітинного циклу, крім G0. У цілому Ki-67 є маркером проліферації клітинних популяцій. Крім того, Ki-67 позитивно пов'язаний з рибосомальною транскрипцією РНК [201]. Індекс мічення антитілом Ki-67 – надійний прогностичний маркер для численних неоплазій, включаючи астроцитоми 2 ступеня, олігодендрогліоми, карциноми товстого кишечника і молочної залози. Ki-67 дозволяє прогнозувати темп росту пухлини і реакцію пухлини на проведену хіміотерапію. Антиген Ki-67 також є незалежним прогностичним фактором у відношенні рецидивування у хворих з поверхневими формами. Так, показано, що пацієнти, пухлини яких були позитивними за Ki-67, мали можливість більш важких рецидивів і гіршого виживання: у пацієнтів з Ki-67-позитивною пухлиною відзначалося збільшення ризику рецидиву на 93  % і ризику смерті на 95 %, в порівнянні з пацієнтами з Ki-67-негативними пухлинами [ 202].
За результатами мета-аналізу проліфераційний маркер Ki-67 допомагає оцінити прогноз у пацієнтів з ранніми стадіями раку молочної залози: підтверджена предикторна роль Ki-67 для ранніх стадій раку молочної залози та істотна асоціація між експресією маркера і ризиком рецидиву і смерті в усіх популяціях [203]. 

У багатьох недавніх дослідженнях розглянуто потенціал проліфераційних маркерів в якості можливих прогностичних інструментів у пацієнтів з раком молочної залози, але жоден з маркерів не використовується в даний час в клініці для прийняття рішень [204].

1.4. Вплив ксеноестрогенів  на розвиток неоплазії молочної залози 
Багато забруднюючих речовин пов'язують з їх потенційним естрогенним ефектом і класифікують як ендокринні порушуючі  сполуки, що включають в себе багато класів органічних сполук [205]. Речовини, що руйнують ендокринну систему – це сполуки, що змінюють гормональну і гомеостатичну системи і можуть діяти через різні механізми за допомогою ER-залежних механізмів, а також їх генотоксичних метаболітів: через ядерні рецептори, неядерні стероїдні гормональні рецептори (наприклад, мембранні рецептори естрогену), нестероїдні рецептори (наприклад, рецептори нейротрансміттерів, такі як рецептор серотоніну, рецептор допаміну, рецептор норадреналіну), специфічні рецептори (наприклад, арілгідрогенний рецептор), ферментативні шляхи, що беруть участь у біосинтезі стероїдів та / або їх метаболізмі, і безліч інших механізмів, які сходяться на ендокринній та репродуктивній системах [206].  
Ксеноестрогени можуть впливати за декількома механізмами одночасно. Хоча діяльність більшості екологічних естрогенів була визнана "слабкою" протягом багатьох років через їх нездатність викликати транскрипційні ефекти, натепер доведено, що вони цілком потужні ініціатори сигналу каскадів, що виходять з мембрани [207, 208].

Ксеноестрогени представлені промисловими хімікатами (наприклад, ДДТ, ефіри фталевої кислоти, бісфенол А), антимікробними (зеараленон) та лікарськими препаратами, засобами індивідуальної гігієни [209], визначаються в питній та бутильованій воді [210, 211, 212, 213, ], що присутні в продуктах харчування – зернових, овочах і фруктах [214, 215], тваринницькій продукції – м’ясній, молочній, яйцях [216, 217, 218, ], а також продукти, що містять фітоестрогени  [219, 220, 221].  

Харчування становить 30 – 35 % факторів ризику, які сприяють виникненню пухлин. Деякі харчові продукти і раціон харчування пов'язані з виникненням різних видів раку [222, 223, 224].

У сучасному промисловому тваринництві, птахівництві та рибництві при інтенсивних технологіях вирощування тварин,  порушуються технологічні регламенти під час яких часто незаконно застосовують шкідливі для здоров'я людини гормональні стимулятори росту для значного підвищення продуктивності у тваринництві. Продукція, яка вміщує ветеринарні препарати, вкрай небезпечна для здоров'я людини оскільки гормональні стимулятори росту — стильбени (стероїдні гормони) мають канцерогенну активність і викликають порушення статевого дозрівання і репродуктивної здатності. Гормони не повністю руйнуються при тепловій обробці продуктів. Тому, всі гормони, які на початку присутні у м'ясі, молоці, яйцях, овочах і фруктах, там і залишаються, хоч, іноді, і в менших дозах. Стероїдні гормони руйнуються при тепловій обробці найменше [225, 226].  Чоловічі і жіночі гормони містяться в м'ясі – яловичині, свинині, курятині, тільки жіночі – у молоці та яйцях, фітогоормони – в овочах і фруктах, найбільшу популярність здобув фітоестроген, який міститься у сої. Статеві гормони тварин ідентичні гормонам людини. Всі гормони, які застосовуються у тваринництві, здатні впливати на людський організм. Потрапляючи до організму людини з їжею, гормони сприймаються ним як свої власні [227]. Їжа - один з основних маршрутів впливу естрогенів на людину з навколишнього середовища.

У 1988 році комітет експертів ФАО / ВООЗ з харчових добавок акціонерного товариства з Федеральним медикаментів (FDA) задекларував, що залишки статевих гормонів, як правило, присутні в тваринницькій продукції, не представляють небезпеки для людського споживання. Тим не менш, ризики, пов'язані з аліментарним впливом синтетичних гормонів, ще остаточно не охарактеризовані, а публікації надають суперечливі повідомлення про довгострокові наслідки вживання такої продукції [228, 229].
У дослідах на тваринах доведено, що анаболіки регулюють різні біохімічні шляхи, значно впливаючи на рецептори стероїдів і факторів зростання, фактори ремоделювання ангіогенезу та тканин, синтез стероїдів, проліферацію, апоптоз та інші. Деякі гени регулюються в протилежних напрямках у тварин у постпубертаті в порівнянні з препубертатним періодом. Анаболіки змінюють гормональну чутливість і синтез стероїдів, викликають проліферативні зміни в репродуктивному тракті (матка і яєчники), а також здійснюють анти-ангіогенні ефекти в яєчниках, вираженість і напрямок яких залежить від стадії розвитку тварин [230].

Естрогени регулюють репродуктивні функції у хребетних і присутні у всіх тканинах тварин. Теоретична максимальна добова доза естрадіолу-17бета за споживання м'яса великої рогатої худоби розраховується як 4,3 нг. Після використання продуктів, що містять стимулятори росту, рівень естрадіолу-17бета збільшується на коефіцієнт від 4,6 до 20 нг, припускаючи, що разової дози і «доброго тваринництва» не спостерігається. Свинина та м'ясо птиці, ймовірно, містять таку ж кількість естрогену, як і необроблена велика рогата худоба. Середня концентрація естрадіолу-17бета в цілісному молоці оцінюється в 6,4 пг / мл. Нечисленні дані повідомляють про 200 пг/г естрадіолу-17бета в яйцях [231, 232].

Зеараленон (ZEA) – це мікотоксин, що виробляється деякими видами Fusarium в харчових продуктах і кормах. Встановлено, що залишкові протимікробні препарати у продовольстві можуть становити небезпеку для здоров'я людини [233, 234]. Доведено, що токсичність ZEA і його метаболітів, що відносяться за хімічною структурою до мікотоксинів, схожа до природних естрогенів [235]. ZEA є причиною порушення репродуктивної функції, генотоксичності і тестикулярної токсичності у тварин [236]. Як ендокринний «руйнівник» зеараленон та його метаболіти є причетними до канцерогенних мутацій, асоційованих з жіночими вторинними статевими показниками [237].

Зеранол, що є метаболітом зеараленону, є агоністом естрогену в організмі ссавців. Зеранол дорівнює за потенцією до естрадіолу, використовується як гормон росту при виробництві яловичини у багатьох країнах, в тому числі Канаді, Австралії, Новій Зеландії, Південній Африці, Мексиці, Чилі, Японії та США для більш ефективної конверсії корму в м'ясо. Використання синтетичних промоторів зростання, таких як зеранол, є спірним з-за їх здатності імітувати дії ендогормонів організму тварин, що потенційно призводять до аномальних результатів [238, 239]. Натепер зеранол офіційно заборонений в Європі з міркувань безпеки через його потенційну канцерогенну та ендокринну біологічну активність [240, 241]. Також у тваринницькій продукції можуть бути присутніми зераноловий лактон резорцілова кислоти, талеранол і зеараланон і стільбенові анаболічні стероїди діетілстільбестрол і діенестрол, природні попередники зеранолу (зеараленон, альфа- зеараленон і бета- зеараленон) [242, 243, 244].

Незважаючи на заборону з боку Європейського Союзу, використання анаболічних стероїдів і похідних агентів для великої рогатої худоби все ще спостерігається. Через постійне вдосконалення аналітичних методів досягнуті дуже низькі межі виявлення для індивідуальних сполук. У відповідь на ці події, суміші, що складаються з декількох стероїдів часто застосовуються нелегально, тим самим утруднюючи виявлення через більш низькі рівні окремих сполук [245].

Естрогени і андрогени визначаються в  концентраціях в нг кг (-1) діапазоні 10-100 в аналізованих м'язових тканинах і молочних зразках. Ті ж самі сполуки детерміновані приблизно в 10 разів вищих концентраціях (тобто, в 100-1000 нг кг (-1) діапазоні) в яйцях і зразках нирок. Яйця і молоко є незначними джерелами естрадіолу (тобто 2,2 +/- 0,8 і 3,1 +/- 2,0 нг день (-1), відповідно), в той час як експозиція тестостерону обумовлена прийомом м'яса та / або яєць (тобто, 12,2 +/- 48,2 і 5,2 +/- 2,3 нг день (-1), відповідно) [246]. Є повідомлення про випадки визначення цих сполук у пиві [247].

Пестициди широко використовуються на різних етапах культивування і в ході після збирального зберігання для захисту рослин проти шкідників та / або для забезпечення збереження якості. Через міжнародну торгівлю фруктами та овочами, а також відсутність у всьому світі узгоджених правил застосування пестицидів, в тому числі з естрогенними властивостями, ризик споживання забрудненої продукції досить високий [248, 249, 250, 251, [252]. 

Є загроза залишків пестицидів в дитячому харчуванні, незважаючи на суворе законодавство Європейського союзу (ЄС) щодо необхідності забезпечення безпеки їх поставок з урахуванням низьких рівнів концентрації залишкового вмісту пестицидів [253]. 
При отруєнні деякими інсектицидами та пестицидами інгібується активність АХЕ [254, 255]. Підвищені рівні в мозку, який розвивається, мають здатність безпосередньо порушувати ряд процесів в нервовій системі, у тому числі проліферацію та диференціювання нейронів, гліогенез й апоптоз [256].
Фосфорорганічні пестициди викликають зміни в епітелії молочної залози, що впливають на процес канцерогенезу, і такі зміни відбуваються на рівні нервової системи за рахунок збільшення холінергічної стимуляції. Через інгібування АХЕ пестицидами відбуваються зміни на рівні нервової системи, які виражені у посиленні холінергічної стимуляції, зміні молекулярних шляхів, які ініціюють проліферацію, що призводить до канцерогенезу молочної залози. Молоді тварини більш сприятливі до дії фосфорорганічних пестицидів, доводячи, що вік є ще одним фактором в експозиції пестицидів [257]. 
Бісфенол А (BPA) – 4,4 - (пропан-2,2-дііл) iфенол, використовується у виробництві полікарбонатних пластмас, епоксидних смол, упаковки для харчових продуктів і покриттів, стоматологічних герметиках, гумових хімічних речовинах і антипіренах. Експозиція BPA здійснюється через вдихання повітря, споживання продуктів харчування та питної води і прямим шляхом через продукти, що містять дану сполуку [258].  Він може проявляти генотоксичну активність і викликати окиснювальний стрес [259 - 263]. 
Є повідомлення, що BPA ініціює внутрішньопротокову проліферацію епітелію і протокову гіперплазію в молочній залозі з утворенням нових молочних проток, стимулює деякі клітинні відповіді подібно  естрадіолу і впливає на множинні ендокринні шляхи, які є предикторами РМЗ. Специфічні  естроген стимулюючі ефекти, що спостерігаються в  молочній залозі, які посилилюються в результаті впливу BPA і парабенів підтвердили, що пацієнтам з раком молочної залози слід уникати впливу синтетичних ксеноестрогенів [264, 265].  

Вплив BPA може бути шкідливим для людини, особливо щодо поведінкових та інших ефектів у дітей [266]. 

Парабени – ефіри 4-гідроксибензойної кислоти, що використовуються в якості консервантів та антибактеріальних агентів в численних харчових продуктах, косметичних засобах і фармацевтичних препаратах [267]. Метиловий ефір п-гідроксибензойної кислоти – стабільна і нелетюча сполука, яка вважається безпечною, проявляє естрогенну активність через її основний метаболіт, п-гідроксибензойну кислоту [268]. Є повідомлення, що парабени сприяють аномальній естрогеновій сигналізації в молочній залозі людини і негативно впливають на захворюваність РМЗ [269, 270].
Такі аліментарні чинники, як фітоестрогени також містяться в продуктах харчування, особливо на них багаті бобові. Фітоестрогени мають подібність у хімічній структурі при порівнянні з естрогеном і естрадіолом ссавців. Вони здатні  зв'язуватися з естрогеновими рецепторами (ЕР) із перевагою ER бета. Деякі дослідження показали помірний захисний вплив фітоестрогенів: ізофлавони мають негормональні властивості та пов'язані з інгібуванням росту клітин раку. Інші виявили зв'язок між споживання фітоестрогену і ризиком виникнення раку молочної залози: на відміну від можливих сприятливих ефектів, деякі дані досліджень in vitro на тваринах  показали, що ізофлавони, особливо геністеїн, аглікон, головний соєвий ізофлавон геністін, можуть стимулювати зростання естроген-чутливих пухлин [19, 271, 272]. 

Доведено, що фітоестрогени можуть активувати рецептор естрогену й імітувати ендогенні естрогени, впливаючи на клітинний ріст і проліферацію. Якщо фітоестрогени, як і естрогени, сприяють росту клітин, вони можуть стимулювати розширення вже існуючих пухлин. Багато фітоестрогенів здійснюють двофазний ефект на проліферацію клітин, стимулюючи зростання при низьких концентраціях і пригнічення росту при високих концентраціях. При попаданні в організм фітоестрогени взаємодіють з багатьма ферментами як ендогенні естрогени, і втручаються у процес метаболізму естрогенів. Вони також можуть інгібувати ферменти, які беруть участь у генерації та видаленні ендогенних стероїдних гормонів. Серед найбільш потужних біологічних ефектів фітоестрогенів є їх здатність інгібувати сульфотрансферазу, що сульфатує естрогенні стероїди і різні хімічні речовини з навколишнього середовища, в тому числі дієтичні проканцерогени. Отже, інгібування сульфотрансферази дієтичними фітоестрогенами може мати складний вплив на людину і призводити до схильності виникнення раку молочної залози [273, 274, 275, 276]

Фітоестрогени підвищують ацетилхолінестеразну (АХЕ) активність клітин лінії PC12 нейронів щурів шляхом зв'язування з рецепторами естрогену [277, 278].
Нейротоксичність – одна з найсерйозніших токсикологічних проблем, оскільки пошкодження навіть невеликої кількості нейронів може мати непередбачувані наслідки для цілого організму. Одним з найважливіших аспектів інтегрального функціонування організму є наявність молекулярних механізмів сполучення сигнальних систем, які забезпечують реалізацію фізіолого-біохімічних ефектів гормонів і нейромедіаторів. Гематоенцефалічний бар’єр (ГЕБ) – це структура, яка функціонує завдяки тісним контактам між ендотеліальними та межуючими з ними нейрогліальними клітинами [279]. Порушення нейроендокринного гомеостазу в ендокринній системі хімічними речовинами може призвести до ряду зсувів [280]. Є свідчення про підвищений ризик прогестерон рецептор-позитивних менінгіом, пов'язаний з використанням контрацептивів та інших засобів гормональної контрацепції  [281].

Встановлено, що вплив ксеноестрогенів, а саме бісфенолу А, спричиняв окисний стрес через перекисне окиснення ліпідів і генерацію гідроксильних радикалів з ураженнями печінки та нирок [282, 283], які можна пояснити як естрогенною активністю, так і включенням різних шляхів, які викликають окислювальний стрес [284, 285, 286, 287, 288, 289, 290].  
Підводячи загальний підсумок даного огляду літературних джерел, необхідно вказати,  оскільки рак молочної залози включає гетерогенну групу пухлин, важко надійно передбачити біологічний потенціал або визначити оптимальну терапію. У багатьох сучасних публікаціях показані діагностична та прогностична ефективність того чи іншого маркера. Проте жоден із них не використовується у широкій клінічній практиці, що пояснюється відсутністю комплексного підходу до лабораторної діагностики раку [291]. Пріоритетним завданням натепер є створення набору з доступних маркерів, здатного досить докладно дати характеристику пухлини [292, 293]. Адекватна оцінка ступеня поширеності пухлинного процесу, прогнозу перебігу захворювання є одним із шляхів підвищення ефективності лікування РМЗ. Індивідуально підібрана тактика ведення пацієнтки, що базується на комплексному дослідженні,  істотно впливає на перебіг захворювання і якість життя.

Результати досліджень не дозволяють отримати однозначні та послідовні докази про асоціацію між дієтою і розвитком канцерогенезу: прямої кореляції між харчовим раціоном і захворюванням на рак молочної залози не виявлено, але є вагомі підстави вважати, що споживання великої кількості жирів тваринного походження (з м'ясом і молочними продуктами) може сприяти його розвитку, можливо, в результаті підвищення рівнів естрогену, який циркулює в організмі [294]. Споживачі піддаються експозиції низьких рівнів подібних речовин протягом всього життя. Вплив цих сполук в даний час оцінюється з акцентом на мутагенність і генотоксичность. Однак цей підхід не враховує інтеграції останніх нових токсикологічних досліджень, наприклад, щодо ендокринних порушень, суміші токсичності та токсичності для розвитку [295]. 
Зважаючи на загрозу забруднення раціону харчування дітей препубертантного віку як особливо чутливої популяції хімічними речовинами з ендокринними властивостями необхідним є аналіз ризиків щодо виникнення порушення здоров’я в подальшому [296, 297, 298, 299, 300, 301].
Вирішення зазначених питань є метою планованого дослідження.
Розділ 2

Матеріали та методи досліджень
2.1. Характеристика вихідного матеріалу

Як вихідний матеріал для проведення досліджень використовували сироватку крові, біоптати незміненої та пухлинної тканини молочної залози жінок, яким проведене оперативне втручання з приводу онкологічного захворювання молочної залози, сироватку крові, мозок, печінку та нирки щурів, аліментарно експозованих синтетичними естрогенами.

2.2. Характеристика дослідних груп 
Пацієнтки, що страждають на протокову інфільтруючу карциному ІІ-ІІІ ступеню злоякісності, були розділені на групи за віком з урахуванням менопаузального статусу. Групу I (п = 40) склали пацієнти у віці 40-50 років на момент постановки діагнозу у передменопаузальному періоді. Для проведення біохімічних досліджень ця група була розділена на дві підгрупи - ІА (п = 27), пацієнти з первинними пухлинами та IБ (п = 13), хворі з метастазами в реґіонарні лімфатичні вузли. Групу II (п = 48) склали пацієнти у віці 50 років і старші в період постменопаузи: підгрупи – ІІА (п = 40), пацієнти без метастазів у реґіонарні лімфатичні вузли, ІІБ (п = 8), хворі з метастазами. Наявність метастазів визначалась шляхом цитологічного аналізу регіонарних лімфатичних вузлів. Пацієнти, включені в дослідження, не приймали будь-яких препаратів, що могли вплинути на розбіжності при оцінці ТБК-активних продуктів, СОД і рівня відновного глутатіону. 
Досліджували біопсійні зразки пухлин та незміненої тканини молочної залози, що оточує пухлину, сироватку крові. Зразки тканин хворих із первинним та метастазуючим раком молочної залози були відібрані під час операції, заморожені та зберігались у рідкому азоті. Контролем слугувати біохімічні показники здорових жінок віком 25–50 років (n = 35). 
В роботі імуногістохімічно досліджували тканини молочної залози, взяті у хворих на РМЗ віком 40-50 років (n=94), які мали метастази у регіонарні лімфовузли (n=13) і такі, у яких метастази були відсутні (n=81), та старші 50 років (n=352) з метастазами (n=46) та без метастазів (n=306). 
2.3. Моделювання впливу екзогенного естрогену
Для моделювання впливу екзогенного естрогену in vivo їжу щурів обробляли препаратом «Сінестрол» (мезо-3.4-ди-(пара-оксифенил)-гексан) — похідний стильбену, який за хімічною будовою відрізняється від стероїдних естрогенних гормонів (жіночих статевих гормонів), але за біологічними і лікувальними властивостями близький до них – в розрахунку 2 мкг/ кг маси протягом 45 діб. 

На початок експерименту вік піддослідних тварин складав 3 місяці – у препубертантному періоді (група ІІ, n=6) та 6 місяців – статевозрілі (група IV, n=6). Контрольні групи склали інтактні тварини відповідного віку (групи І, n=6 та ІІІ, n=6).  

Виведення тварин з експерименту спричиняли під кетаміновим наркозом (1 мг/100 г) шляхом декапітації ранком наступного дня після закінчення останньої процедури експерименту. Дослідження проводили згідно вимог, які передбачені Директивою № 2010/63/ЄС про захист тварин, що використовуються з науковою метою [302]. 
2.4. Моделювання впливу естрогену в дослідах in vitro
В моделі in vitro до дослідних зразків додавали «Сінестрол» в концентрації 0,5 нмоль/л з подальшою інкубацією протягом 1 години. До контрольних проб додавали відповідну аліквоту фізіологічного розчину.

2.5. Гістохімічні дослідження
Визначення ракової патології здійснювали за допомогою бінокулярного світлового мікроскопа. 
2.6. Імуногістохімічні дослідження
2.6.1. Вміст рецепторів естрогену і прогестерону. Вміст рецепторів естрогену (РЕ) і прогестерону (РП) детермінували за методикою непрямого двокрокового  стадійного імуногістохімічного дослідження за системою “Mouse/Rabbit Poly Vue HRP/DAB”: використовували моноклональні мишачі антитіла (розведення 1:100 v/v) до рецепторів естрогену та кролячі поліклональні антитіла до рецепторів прогестерону (розведення 1:1000 v/v), підрахунок імунопозитивних клітин проводили в областях з максимальним проявленням діамінобензидину на 200 - 300 пухлинних клітин на мікроскопі «Axioskop» (OPTON, West Germany), експресію з антитілами до ER та PGR оцінювали як позитивну при інтенсивному темно-коричневому забарвленні ядер [314].
2.6.2. Оцінка експресії протоонкогену Her-2/Neu. До первинних поліклональних антитіл за типом Rabbit вносили Her-2/Neu в концентрації 1:1200. При оцінці рівня експресії HER-2/neu враховували різний ступінь фарбування і класифікували від 0 до 3+ [315]. 
2.6.3. Дослідження антигену Ki-67. Визначення індексів проліферації Ki-67 обчислювали як середнє від числа мічених ядер на 100 врахованих ядер (при обліку 500-1000 пухлинних клітин). 
Якщо в зразку тканини були присутні кілька гістологічних картин (ділянка проліферативного ендометрію і проста гіперплазія), ці ділянки вивчали роздільно [314].
2.7 Біохімічні дослідження
Для досліджень використовували реактиви фірм Sigma (США), AppliChem (Німеччина), Serva (Німеччина), Loba (Австрія). Всі інші використані хімічні реактиви марки Ч.Д.А. були сертифіковані. 
Вимірювальна апаратура, яку використано при виконанні роботи, була стандартизована, її метрологічний контроль здійснювався в установленому порядку.  

2.7.1. Підготовка дослідних зразків. Піддослідні тканини промивали охолодженим фізіологічним розчином та поміщали в охолоджене середовище гомогенізації. Для отримання 10 %-их гомогенатів тканини подрібнювали на холоду та гомогенізували в гомогенаторі Поттера з тефлоновим пестиком у п'ятикратному об'ємі 0,25 М сахарози, виготовленій на 0,001 М розчині ЕДТА.
2.7.2. Дослідження протеолітичних процесів. Стан протеолітичної системи визначали за активністю трипсину та його облігатних інгібіторів – α1- антитрипсину, α2-макроглобуліну, активністю катепсинів В та L.  

Активність трипсину – КФ 3.4.21.4 та його облігатних інгібіторів – α1- антитрипсину, α2-макроглобуліну оцінювали за ступенем гідролізу N-α-бензоїларгінін-п-нітроаналіну (БАПНА) з відщепленням п-нітроаналіну. Виражали в мкмоль п-НА /сек . г протеїну [303]. 
Активність катепсину В – КФ 3.4.22.1 досліджували за розщепленням БАПНА і виражали  в мкмоль р– нітроаніліну (р-НА), відщепленого за сек інкубації при +37оС на 1 мг протеїну [304].
Активність катепсину L – КФ 3.4.22.15. Основа методу полягає у визначенні кількості продуктів гідролізу білкового субстрату – азоказеїну, що не осідають при додаванні 10 % трихлороцтової кислоти. Оптичну щільність визначали при довжині хвилі 366 нм на спектрофотометрі СФ–26. Питому активність виражали в умовних одиницях абсорбції при 366 нм за сек на г протеїну [304]. 
Вміст загального протеїну визначали за методом Лоурі [305]. 
2.7.3.  Показники процесів пероксидації ліпідів. Стан процесів пероксидації ліпідів визначали  за вмістом ТБК-активних продуктів. В основі методу лежить реакція між малоновим діальдегідом (МДА) і тіобарбітуровою кислотою (ТБК), яка при високій температурі й кислому значенні рН протікає з утворенням забарвленого триметинового комплексу, що містить 1 молекулу МДА і 2 молекули ТБК. Максимум поглинання цього комплексу визначається при довжині хвилі 532 нм. Виражали в нмоль/г протеїну [306].

2.7.4. Дослідження антиоксидантної системи. Стан антиоксидантного захисту оцінювали за вимірюванням загальної антиоксидантної активності. В якості модельної системи окиснення для визначення загальної АОА використовували суспензію ліпопротеїнів жовтка яєць, ініціювання ПОЛ в якій здійснювали за допомогою УФ-опромінення. Рівень процесу ПОЛ визначали за накопиченням ТБК-реактивних продуктів і виражали в ум.од. [307]. 

Рівень відновленого глутатіону (ВГ). Принцип методу заснований на взаємодії GSH з ДТНБК (5,5'-дітіо-біс-2-нітробензойною кислотою) з утворенням забарвленого в жовтий колір аніону 2-нітро-5-тіобензоата. Зростання концентрації жовтого аніону в ході даної реакції реєструють спектрофотометрично при довжині хвилі  412 нм і виражали в ммоль/г протеїну [308]. 
Активність глутатіонтрансферази (ГТ) – КФ 2.5.1.18. Активність глутатіон-S-трансферази визначали по швидкості утворення глутатіон-S-кон'югатів між GSH і 1-хлор-2,4-динітробензолом (ХДНБ). Збільшення концентрації кон'югатів в ході реакції реєстрували спектрофотометрично при довжині хвилі 340 нм. Активність виражали в мкмоль/хв. г протеїну [309]. 
Активність глутатіонредуктази (ГР) - КФ 1.6.4.2.  Метод визначення активності ферменту заснований на тому, що глутатіонредуктаза, за участі відновлених форм піридиннуклеотидів, переводить окиснену форму глутатіону у відновлену. За ступенем збільшення кількості відновленого глутатіону в середовищі інкубації розраховується активність ферменту. Активність виражали в мкмоль NADPH / хв на 1 г протеїну [309].
Активність глутатіонпероксидази (ГП) – КФ 1.11.1.9. Метод визначення активності ферменту заснований на визначенні величини убутку відновленого глутатіону в середовищі інкубації при відновленні гидроперекисей глутатіонпероксидазою, що вимірюється при λ = 412 нм. Активність виражали в мкмоль ВГ / хв на 1 г протеїну [309, 310]; 

Активність супероксиддисмутази (СОД) – КФ 1.15.1.1. Метод визначення активності заснований на визначенні ступеня гальмування супероксиддисмутазою відновнення безбарвних тетразолієвих солей супероксидними аніонрадикалами, при якому відбувається їх перетворення в забарвлені сполуки (формазани), що вимірювали при при λ = 540 нм. Активність СОД виражали в умовних одиницях /г протеїну [309, 311].

2.7.5. Дослідження ендотоксикозу. Оцінку ендотоксикозу проводили за вмістом молекул середньої  маси (МСМ), який визначали на підставі прямої спектрометрії депротеїнізованого супернатанта, отриманого після осадження білків розчином ТХУ при довжинах хвиль 254 нм і 280 нм. Виражали в ум.од. [312].

2.7.6. Визначення активності ацетилхолинестерази. Оцінку холінергічної регуляції здійснювали за активністю  ацетилхолинестерази, яку визначали спектрофотометричним способом за методом Еллмана, який передбачає використання в якості субстрату ацетилтіохоліну, як індикатор на тіольний групу - 5,5-дітіо-біс- (2-нітробензойної) кислоти з реєстрацією оптичної щільності при довжині хвилі 412 нм [313]. 
2.8. Історико-архівний аналіз 
За вивчення історій хвороб аналізували частоту виникнення раку молочної залози та метастазів у жінок залежно від віку та менопаузального статусу. 
2.9. Статистичні дослідження
Статистичну обробку даних здійснювали з використанням пакету прикладних програм Statistica 6.0 (фірма StatSoft, США).  Різницю між порівнювальними величинами вважали вірогідною при р < 0,05 [316, 317].
Розділ 3
БІОХІМІЧНІ ПОКАЗНИКИ ЖІНОК, ПРООПЕРОВАНИХ З ПРИВОДУ РАКУ МОЛОЧНОЇ ЗАЛОЗИ, ЯК МАРКЕРИ РЕАБІЛІТАЦІЙНОГО ПОТЕНЦІАЛУ
3.1 Біохімічні показники сироватки крові жінок, прооперованих з приводу раку молочної залози залежно від віку 
Інвазія і метастазування раку є результатом низки взаємозалежних процесів, важливу роль у регуляції яких відіграють протеолітичні ферменти 

[318, 319]. 

У процесі канцерогенезу малігнізовані клітини продукують ряд протеаз, що руйнують клітинні мембрани і позаклітинний матрикс, сприяючи тим самим проникненню ракових клітин в навколишні тканини. Також важливе значення мають інгібітори матриксних протеїназ, які визначають інвазивні властивості пухлини. Різні сигнали клітинної загибелі, такі як, наприклад, активація специфічних рецепторів, активація p53, окиснювальний стрес, можуть індукувати часткову проникність лізосомальних мембран і вивільнення протеаз  у цитозоль [320].

За визначення особливостей активності катепсинів В та L в сироватці крові жінок, що були прооперовані з приводу раку молочної залози,  встановлено, що у жінок у менопаузі активність катепсину В перевищує контрольні показники в 1,7 рази, постменопаузі – 1,4 рази. Дослідження активності катепсину L показало дискретність змін вивчаємого показника в залежності від віку пацієнтів: так, у І групі не знайдено вірогідних відхилень від контрольних індексів, у хворих старшого віку активність катепсину складає лише 48 % від показників здорових осіб (табл.3.1).
З точки зору біології злоякісного росту однією з необхідних умов метастазування служить руйнування екстрацелюлярного матриксу (ЕЦМ), що забезпечує з'єднання клітин між собою. Такого роду деструкція здійснюється активними сериновими протеїназами [321]. 
До їх числа відноситься трипсин, що за норми експресується на ендотеліальних і гладком'язових клітинах судин і дихальних шляхів, епітеліоцитах шлунково-кишкового тракту, легенів і ниркових канальців, лейкоцитах, мастоцитів, кератиноцитах, легеневих фібробластах і первинних аферентних нейронах. В присутності ентерокінази відбувається підвищення синтезу трипсиногену з наступною дезінтеграцією екстрацелюлярного матриксу, що сприяє поділу клітинного моношару та міграції клітин [322].

Таблиця 3.1

Біохімічні показники сироватки крові хворих на рак молочної залози,

що не мали метастазів в реґіонарні лімфовузли

	Показник
	Контроль, 
n = 35
	Підгрупа IА, 

n = 27
	Підгрупа ІІА,

n = 40

	Катепсин В, 

мкмоль/ с * л 
	2,52 + 0,13
	4,24 + 0, 081
	3,51 + 0,121,2

	Катепсин L, ум.од
	5,21 + 0,21
	5,41 + 0,15
	2,54 + 0,201,2

	Трипсин, нмоль/с * л
	36,54 + 3,20
	45,93 + 1,181
	40,20 + 2,731,2

	Α1- АТ, ммоль/с * л
	8,96 + 0,54
	6,23 + 0,171
	7,87 + 0,301,2

	Α2-МГ, ммоль/с * л
	1,27 + 0,11
	1,60 + 0,041
	1,52 + 0,031

	МСМ, ум.од.
	255,7 + 18,1
	353,2 + 16,61
	434,6 + 27,31,2

	ТБК-активні продукти, нмоль/л
	1,29 + 0,03
	3,19 + 0,181
	3,46 + 0,261

	ЗАОА, ум.од
	3,25 + 0,16
	2,04 + 0,131
	1,73 + 0,111,2


Примітка: Тут і далі в таблицях M+m – середнє значення + похибка; 

1 – вірогідність змін показників дослідних груп в порівнянні з контрольними показниками; р < 0,05;
2 – вірогідність змін показників між дослідними групами, р < 0,05
Дослідження сироватки крові жінок, прооперованих з приводу раку молочної залози, показало, що у осіб віком 40-50 років активність трипсину на 26 % перевищує показники контрольної групи, у пацієнтів старших 50 років спостерігається тенденція до активації трипсину. Визначення активності облігатних інгібіторів трипсину дозволило встановити зниження активності α1-антитрипсину, що зв’язує майже 90 % активності ензиму, на 31 % (І група) і 13 % (ІІ група). Активність та α2-макроглобуліну перевищувала контрольні параметри на 26 % та 20 %, відповідно. 

Метаболічний статус організму онкологічних хворих характеризується переважанням катаболічних реакцій, що виражається зниженням вмісту загального білку, збільшенням концентрації малонового діальдегіду, дієнових кон'югатів, виникає дисбаланс між оксидантною та антиоксидантною системами [323, 324].

У проведеному дослідженні вміст ТБК-активних продуктів, що є маркерами процесів перекисного окиснення ліпідів, у жінок в менопаузі зростає у майже 2,5 рази, у постменопаузі – 2,7 рази на тлі зниження загальної антиокисної активності на 37 % та 47 %, відповідно (табл. 3.1).

Молекули середньої маси, що є продуктами розпаду білків, діють як вторинні ендотоксини, викликаючи розлади різних фізіологічних процесів. Вони здатні формувати міцні комплекси з транспортними системами крові, роблячи їх функціонально інертними. У таких умовах відбувається конформаційна модифікація транспортних компонентів у крові (альбуміну, еритроцитів) [325]. 

У прооперованих пацієнток спостерігалась значна ендотоксикація: концентрація молекул середньої маси у сироватці пацієнтів І групи перевищувала показники здорових осіб на 38 %, ІІ групи – на 70 %. 
Розповсюдження метастазів за раку молочної залози є причиною смерти у більшості випадків. Дослідження сироватки крові жінок, у яких діагностовані метастази в регіонарні лімфовузли, дозволило встановити маніфестацію протеолізу (табл. 3.2). Так,  активність катепсину В у жінок в пременопаузі в 2 рази перевищувала контрольні показники і на 20,5 % відповідний індекс пацієнтів підгрупи ІА. Для старших жінок перевищення склало 1,6 рази та       20 %, відповідно. Порівняння активності ензиму за віковим критерієм детермінувало вищу на 27 % активацію у крові пацієнток підгрупи ІБ. 

Активність катепсину L пацієнток підгрупи ІБ перевищувала контрольну величину на 9 %, на відміну, у жінок підгрупи ІІБ знайдене зниження активності (на 44 %). Наявність метастазів впливала на активність ензиму: спостерігалась тенденція до її зростання у жінок підгрупи ІБ в порівнянні з показниками підгрупи ІА і посилення на 15 % у підгрупі ІІБ по відношенню до індексу підгрупи ІІА. У жінок в постменопаузі показник на 49 % нижчий, ніж у молодших жінок.

Таблиця 3.2

Біохімічні показники сироватки крові хворих на рак молочної залози, що мали метастази у регіонарні лімфовузли

	Показник
	Контроль, 
n = 35
	Підгрупа IБ, 

n = 13
	Підгрупа ІІБ,

n = 8


	Катепсин В, 

мкмоль/ с * л 
	2,52 + 0,13
	5,11 + 0, 12
	4,02 + 0,231,2

	Катепсин L, ум.од
	5,21 + 0,21
	5,7 + 0,15
	2,93 + 0,181,2

	Трипсин, нмоль/с * л
	36,54 + 3,20
	56,78 + 2,311
	46,42 + 3,161,2

	α1- АТ, ммоль/с * л
	8,96 + 0,54
	4,02 + 0,111
	5,63 + 0,171,2

	α2-МГ, ммоль/с * л
	1,27 + 0,11
	1,14 + 0,04
	1,39 + 0,042

	МСМ, ум.од.
	255,7 + 18,1
	397,2 + 12,71
	482,8 + 31,61,2

	ТБК-активні продукти, нмоль/л
	1,29 + 0,03
	3,68 + 0,231
	4,59 + 0,391

	ЗАОА, ум.од
	3,25 + 0,16
	2,72 + 0,181
	1,97 + 0,151,2


Активність трипсину підвищена на 55 % (підгрупа ІБ) та 27 % (підгрупа ІІБ) порівняно з контролем і на 22 % (підгрупа ІБ до підгрупи ІІБ). Метастазування призволило до посилення активності ензиму сироватки крові молодших жінок на 24 %, старших жінок – 15 %.

Оцінка інгібіторної ланки довела інгібіцію α1-АТ на 55 % та 37 % (підгрупи ІБ та ІІБ, відповідно). В той же час, показник жінок в постменопаузі перевищував величину жінок в пременопаузі на 40 %. За метастазування в регіонарні лімфовузли відмічена інгібіція α1-АТ сироватки молодших жінок на 35,5 %, старших пацієнток – на 27,5 %.

Активність α2-МГ знижена на 11 % у підгрупі ІБ по відношенню до контрольного показника, у підгрупі ІІБ перевищувала контроль на 9 % та показник підгрупи ІБ на 22 %. Індекси жінок, що мають метастази, знижені на 29 % та 9 % в порівнянні зі значеннями відповідних вікових підгруп пацієнток, у яких метастази відсутні. 

Метастазування призводило до інтенсифікації процесів пероксидації ліпідів у сироватці крові хворих на рак молочної залози. Так, рівень ТБКАП зростав в 2,85 рази (підгрупа ІБ) та 3,56 рази (підгрупа ІІБ) в порівнянні з контролем та 15 % і 33 % в порівнянні з відповідними підгрупами групи А. Вік пацієнтки також прямо впливав на посилення оксидативних процесів. 

Загальна антиокисна активність знижена на 16 % та 39 % (підгрупа ІБ та ІІБ) відповідно контрольному значенню та зростала на 33 % та 14 % до показників пацієнток відповідного віку, що не мали метастазів. У старших жінок індекс знижений на 28 % (табл. 3.2).

Рівень молекул середньої мали зростав на 55 % та 89 % до контрольного показника та 12 % і 11 % до величин сироватки крові жінок, що склали підгрупи А за віком. Збільшення віку призводило до посилення ендогенної інтоксикації (на 22 %). 
3.2. Особливості біохімічних процесів тканин молочної залози жінок, прооперованих з приводу раку грудей залежно від віку

3.2.1 Оксидантно-прооксидантний баланс у тканинах молочної залози. Перекисне окиснення ліпідів (ПОЛ) є універсальним біологічним процесом, що постійно відбувається у мембранах клітин. Його патологічна інтенсифікація призводить до порушення структури і, отже, функцій біологічних мембран. Дизбаланс у системі перекисного окиснення ліпідів відіграє важливу роль серед факторів ризику розвитку злоякісних пухлин. 
За нашими даними у незміненій тканині молочної залози, що оточує пухлину,  жінок  у пременопаузі з підгрупи ІА вміст ТБКАП  був вищим на 8,5 %, ніж у жінок старшої групи (табл. 3.3). Накопичення ТБКАП у пухлинній тканині хворих у віці 40-50 років перевищувало на 14 % показник пацієнтів підгрупи ІІА. У жінок у пременопаузі вміст ТБКАП в тканині пухлини була вищим, ніж індекс тканини молочної залози, що оточує пухлину. У зразках тканин літніх жінок суттєвої різниці параметра не знайдено.
СОД каталізує перетворення високою реактивного і нестабільного супероксидного аніону у  менш реактивний і більш стабільний перекис водню, що є важливим кроком у детоксикації АФК. У дослідженні відмічене зниження активності супероксиддисмутази (СОД) як антиоксидантного ензиму на 25 % у пухлині порівняно з тканиною молочної залози, що оточує новоутворення, у жінок до 50 років. Відзначене зменшення рівня синтезу ензиму у пухлині на 27 % у літніх пацієнтів. При порівнянні індексу у відповідних зразках тканини пацієнтів між віковими групами не було істотної різниці.

Глутатіонпероксидаза (ГП) за допомогою глутатіону (ВГ) розщеплює перекис водню і гідропероксиди ліпідів до води і зв'язаних спиртів. У ході цього процесу відбувається окиснення GSH до GSSG із дисульфідним зв'язком, який у кінцевому підсумку відновлюється глутатіонредуктазою. У зразках тканини молочної залози молодших жінок активність глутатіонредуктази у середньому на 11% вища, ніж в біопсіях літніх жінок. Активність ферменту мала тенденцію до зниження у пухлинах жінок у пременопаузі. У той же час у жінок у постменопаузі різниця цих показників була відсутня. Подібні зміни відмічені при визначенні рівня відновленого глутатіону.

Активність глутатіонтрансферази та глутатіонпероксидази була знижена у пухлинах  жінок у пременопаузі на 16 % і 9 %, у жінок у постменопаузі  - на 12 % та 9 %, відповідно. Активність ГТ і ГП в експериментальних зразках не мала суттєвих відмінностей у залежності від віку пацієнтів.

Таблиця 3.3 
Оксидантний статус  тканини молочної залози хворих різного віку, 

що не мали метастазів в реґіонарні лімфовузли

	Показник
	Підгрупа ІА
жінки в пременопаузі
	Підгрупа ІІА
жінки в постменопаузі

	
	тканина, що оточує пухлину

n = 27
	пухлинна тканина,
n = 27
	тканина, що оточує пухлину

n = 40
	пухлинна тканина,
n = 40

	ТБКАП,  

нмоль/г протеїну
	7,93 + 0,39
	8,45 + 0,421
	7,31 + 0,362
	7,4 + 0,372

	ЗAOA, 

умов. од.
	21,75 + 1,09
	16,66 + 0,831
	21,13 + 1,06
	14,95 + 0,751, 2

	ВГ, ммоль/ г протеїну
	16,61 + 0,83
	15,42 + 0,771
	15,52 + 0,78
	14,73 + 0,74

	ГР, мкмоль
NADPH / хв /мг протеїну
	17,46 + 0,87
	16,73 + 0,83
	15,04 + 0,752
	15,07 + 0,752

	ГТ, мкмоль
ХДНБ / хв/ 
мг протеїну
	16,94 + 0,84
	14,25 + 0,761
	15,87 + 0,81
	14,42 + 0,721

	ГП, мкмоль ВГ/ хв /

г протеїну
	18,32 + 0,92
	16,11 + 0,801
	16,92 + 0,85
	15,42 + 0,771

	СОД, опт. од. / хв x г протеїну 
	266,28 + 13,31
	200,34 + 10,021
	253,63 + 12,65
	185,13 + 9,251


    Примітка (тут і далі):
1 – вірогідні відмінності між показниками незміненої тканини, що оточує пухлину, та пухлинної тканини, р < 0,05; 

2  –  вірогідні відмінності між відповідними показниками залежно від віку пацієнтів,  р < 0,05 

При визначенні загальної антиоксидантної активності (ЗAOA) у молодих жінок цей показник був знижений на 23 % у пухлині порівняно тканиною молочної залози, що оточує новоутворення. У жінок у постменопаузі падіння ЗAOA у пухлинній тканині склало 29 %. У незміненій тканині молочної залози 40-50-річних жінок ЗAOA не відрізнялась від такої у старших жінок. Однак, у молодих жінок індекс ракової тканини перевищував на 11 % індекс літніх жінок.

Дослідження зразків пухлин молочної залози, що метастазували у реґіонарні лімфовузли, показало наступне. Рівень ТБКАП не мав вірогідних відмінностей між пухлиною молочної залози та тканиною, що оточує новоутворення, пацієнтів як з підгрупи ІБ, так і ІІБ. В той же час, накопичення ТБКАП вище в середньому на 17 % в тканинах жінок у пременопаузі у порівнянні з показниками літніх жінок (табл.3.4). 
Таблиця 3.4

Оксидантний статус  тканини молочної залози хворих різного віку, що мають метастази у реґіонарні лімфовузли

	Показники 
	Підгрупа ІБ
жінки в пременопаузі
	Підгрупа ІІБ
жінки в пост менопаузі

	
	тканина, що оточує пухлину

n = 13
	пухлинна тканина,
n = 13
	тканина, що оточує пухлину

n = 8
	пухлинна тканина,
n = 8

	ТБКАП,  

нмоль/г протеїну
	8,94 + 0,25
	8,66 + 0,34
	7,79 + 0,302
	7,33 + 0,122

	ЗAOA, 

умов. од.
	24,15 + 1,31
	16,96 + 1,261
	23,17 + 1,64
	15,03 + 0,611, 2

	ВГ, ммоль/ г протеїну
	18,84 + 0,95
	19,57 + 1,24
	16,21 + 0,74
	18,74 + 1,121

	ГР, мкмоль
NADPH / хв /мг протеїну
	20,69 + 1,43
	18,54 + 1,141
	16,84 + 1,172
	17,14 + 0,572

	ГТ, мкмоль
ХДНБ / хв/ 
мг протеїну
	17,58 + 1,06
	16,86 + 0,51
	17,14 + 0,64
	21,06 + 1,441,2

	ГП, мкмоль ВГ/ хв /

г протеїну
	24,83 + 1,15
	19,15 + 0,841
	18,51 + 0,74
	19,96 + 1,011

	СОД, опт. од. / хв x г протеїну 
	365,28 + 20,41
	257,15 + 8,141
	294,56 + 18,09
	219,13 + 11,171,2


Таким чином, у відповідь на пошкодження матриксу клітини активують дві паралельні програми: (1) послаблення окисного метаболізму глюкози для зменшення виробництва мітохондріальних АФК і (2) підвищення антиоксидантної здатності до детоксикації АФК, що дозволяє їм знизити оксидативний стрес і продовжити виживання.  Гальмування СOД призводить до накопичення супероксиду в епітеліальних клітинах молочної залози та посилює апоптоз. Підвищена експресія СОД пов'язана зі зростанням  ступеню злоякісності  пухлини і метастазуванням раку молочної залози, що свідчить про її роль в резистентності до апоптозу і пухлинній прогресії [326]. 
Активність СОД в оточуючій тканині на 42 % перевищувала показник пухлини жінок з підгрупи ІБ. Для жінок з підгрупи ІІБ відповідне перевищення становило 34 %. Активація ензиму у молодших жінок перевищувала таку у біопсіях старших жінок. 

Вміст відновного глутатіону у пухлині жінок у пременопаузі показав тенденцію до зростання по відношенню до незміненої тканини. У жінок підгрупи ІІБ подібне перевищення мало вірогідний характер. 

Активність ГР у тканині, що оточує новоутворення, на 12 % перевищувала індекс пухлини молодших жінок. У літніх пацієнток суттєвої різниці між порівнюваною активністю  не знайдено.  Відмічені відмінності показника в залежності від віку хворих. 

У пацієнтів підгрупи ІБ активність ГП незміненої тканини перевищувала показник пухлини на 30 %. На відміну, у жінок підгрупи ІІБ активність ензиму підвищена у пухлині. Відмічена значна активація ГП як першого етапу ензимного захисту від Н2О2 та інших гідропероксидів в пухлинах може результуватися в підвищену експресію геномної ДНК.

Активність глутатіонтрансферази у пухлинах жінок у  пременопаузі  мала тенденцію до зниження. У жінок у постменопаузі спостерігалась вірогідна активація (у середньому на 22 %) ензиму. 


ЗАОА знижена у пухлинах молодших жінок на 30 %, старших пацієнток на 35 %. 

3.2.2 Баланс «протеази – інгібітори» в тканині молочної залози. Цистеїнові катепсини є важливими регуляторами і сигнальними молекулами багатьох біологічних процесів. Це протеази, залучені до пухлинної прогресії, що є є прикладом лізосомальних протеаз, індукованих естрогенами в ракових клітинах. 
У ході дослідження протеолітичної активності встановлено, що у жінок в пременопаузі, у яких відсутні метастази в регіонарні лімфовузли, активація катепсину В вірогідно (на 24,5 %) вища у пухлині в порівнянні з показником незміненої тканини. У пухлинній тканині жінок в постменопаузі спостерігалась тенденція до зростання активності ензиму. За визначення вікових відмінностей детермінована підвищена активність катепсину В (на 14 %) у пухлинних зразках жінок групи І в порівнянні з показником жінок групи ІІ. Біопсійні зразки незміненої тканини молочної залози не відрізнялися за досліджуваним параметром (табл. 3.5). Катепсин В сприяє проліферації та передраковому прогресуванню епітеліальних клітин молочної залози [327].
При вивченні катепсина L активація ферменту в пухлинах літніх жінок перевищувала індекс у тканині навколо новоутворення на 26,8 %, жінок в пременопаузі – на 90 %. У незміненій тканині молочної залози у групі жінок в постменопаузі активність ензиму значно (45 %) перевищувала показник в біопсійних зразках молодших жінок. Не знайдено вірогідних відмінностей між показниками пухлинних зразків. 

У злоякісних пухлинах спостерігається значна експресія трипсину у пацієнтів обох досліджуваних груп. Водночас, активність ензиму в пухлинних зразках жінок у пременопаузі перевищувала показник у незміненій тканині молочної залози майже в 4 рази, літніх жінок – в 1,5 рази. Підвищення активності трипсину може призвести як до посилення деструктивних процесів в тканинах (особливо навколо пухлини), що є триггерами інвазії і метастазування пухлин, так і до прискорення клітинної проліферації. За детермінації вікових характеристик встановлене перевищення активности ензиму в незміненій тканині залози жінок групи І в порівнінні з показником жінок групи ІІ у 1,5 рази, в пухлинах – у 4 рази.  
Підвищення рівня інгібіторної активності у системі протеїнази-інгібітори є системною відповіддю організму на розвиток пухлини, спрямованою на запобігання інфільтрації новоутворення. Крім того, активація інгібіторів протеїназ може вказувати на розвиток протеазо-інгібіторного дизбалансу.

Активація α1-антитрипсину може слугувати індикатором метастазування.  Інгібітор зменшує руйнування тканини шляхом інгібування трипсину та інших протеїназ, а за деяких форм раку його висока тканина експресія пов'язана з сприятливим прогнозом [328]. Специфічна експресія α1-антитрипсинових протеаз спостерігається в пухлинах молочної залози. За порівняння активності між незміненою і пухлинною тканинами не виявлено відмінностей в залежності від віку: інгібуюча активність збільшувалась приблизно в 1,5 рази в тканині новоутворень обох груп пацієнтів. Дослідження показало посилену інгібіторну активність в біопсійних зразках жінок в постменопаузі: перевищення в незміненій тканині склало 17 %, пухлині – 19 %  (табл. 3.5).
Рівень α2-макрглобуліну є маркером проникності клітинних мембран. Активність α2-МГ у пухлинах пацієнтів групи І зростала на 21 %, другої групи – на 62,5 %. У жінок у постменопаузі активність інгібітора трипсину перевищувала показники молодших жінок: в пухлині – на 62,5 %, тканині, що оточує новоутворення – на 21 %. 
При порівнянні показника ендогенної інтоксикації встановлено, що вміст МСМ в незміненій тканині молочної залози жінок в пременопаузі перевищував показник пухлини на 15 %. Для жінок в постменопаузі вірогідних відмінностей не спостерігалось. У незміненій тканині індекс МСМ у хворих віком 40–50 років був вищим на 43 % при порівняні зі старшою групою. У пухлині показник ендогенної інтоксикації у пацієнток групи І перевищував на 22 %  відповідний індекс у групі ІІ, що свідчить про маніфестацію ендотоксикозу у жінок віком 40 – 50 років в порівнянні з жінками похилого віку внаслідок більшої активності біохімічних процесів. 
Таблиця 3.5

Протеолітичний статус тканини молочної залози пацієнтів різного віку, 
що не мали метастазів в регіонарні лімфовузли

	Показники
	
	Підгрупа ІА

жінки у пременопазі
	Підгрупа ІІА

жінки у постменопазі

	
	
	тканина,

що оточує пухлину,
n = 27
	тканина пухлини,
n = 27
	тканина,

що оточує пухлину,
n = 40
	тканина пухлини,
n = 40

	Трипсин, нмоль /с /
г протеїну
	
	0,12 + 0,01
	0,48+0,021
	0,08+0,012
	0,12+0,011, 2

	α1-АТ, мкмоль/с /
г протеїну
	
	0,29 + 0,02
	0,42+0,021
	0,34+0,022
	0,50+0,031,2

	α2-МГ, мкмоль/с /
г протеїну
	
	0,0066+0,0003
	0,008+0,0011
	0,008+0,0012
	0,013+0,0011,2

	Катепсин B,
мкмоль р-НА /
с /г протеїну 
	
	10,41+0,52
	12,97+0,641
	10,89+0,54
	11,37+0,57

	Катепсин L,
ум.од /

г протеїну 
	
	12,35+0,61
	23,58+1,181
	17,91+0,892
	22,72+1,141

	МСМ, ум.од 
	
	16,44+0,82
	14,33+0,72
	11,46+0,572
	11,78+0,582


Дослідження тканин молочної залози хворих на онкопатологію, у яких знайдені метастази в регіонарні лімфовузли, показало наступне. 

Активність трипсину в тканині пухлини перевищувала показник незміненої тканини молочної залози в 3,5 рази (жінки в пременопаузі) та 2,8 рази (жінки в постменопаузі). Порівняння показників тканини, що оточує пухлину, детермінувало підвищену на 50 % активність ензиму у молодших пацієнток, пухлини – на 85 %, відповідно (табл. 3.6). За метастазування відбувається активація трипсину в усіх досліджених тканинах молочної залози пацієнток групи Б:  в незміненій тканині – на 50 % (підгрупи ІБ та ІІБ), пухлині – на 31 % (підгрупа ІБ) та 2,8 рази (підгрупа ІІБ).
Порівняння показників активності катепсину В дозволило встановити активацію ензиму в пухлинній тканині молодших жінок у 2 рази, старших жінок – на 66 % відносно значень незміненої тканини. Відмічене перевищення індекса ензиму в тканинах молодших жінок в порівнянні зі старшими пацієнтками: у незміненій тканині – на 11%, пухлині – на 33 %. Активація катепсину В є маркером метастазування: зафіксоване перевищення показника у зразках підгруп ІБ та ІІБ відповідно зразків підгруп ІА та ІІА – на 33 % та 14 % (тканини, що оточують пухлину), в 2,1 рази та 1,8 рази ( пухлини). 
Таблиця 3.6

Протеолітичний статус тканини молочної залози пацієнтів різного віку, що мали метастази в регіонарні лімфовузли 

	Показники
	
	Підгрупа ІБ

жінки у пременопазі
	Підгрупа ІІБ

жінки у постменопазі

	
	
	тканина, 

що оточує пухлину, 

n = 13
	тканина пухлини, 

n = 13
	тканина, 

що оточує пухлину, 

n = 8
	тканина пухлини,
n = 8

	Трипсин, нмоль /с /
г протеїну
	
	0,18 + 0,01
	0,63+0,071
	0,12+0,022
	0,34+0,021, 2

	α1-АТ, мкмоль/с /
г протеїну
	
	0,34 + 0,02
	0,87+0,041
	0,43+0,032
	0,82+0,051

	α2-МГ, мкмоль/с /
г протеїну
	
	0,0073+0,0005
	0,011+0,0021
	0,015+0,0012
	0,023+0,0011,2

	Катепсин B, мкмоль р-НА / с /г протеїну 
	
	13,89+0,73
	27,56+0,961
	12,45 +0,82
	20,71 +0,931,2

	Катепсин L, ум.од /

г протеїну 
	
	16,34+0,93
	29,87 +0,981
	21,75+1,442
	28,63+1,371

	МСМ, ум.од 
	
	19,52+1,15
	24,82+ 1,441
	17,91+1,222
	21,81+1,731


Активність катепсину L в пухлині жінок молодшої групи перевищувала значення ензиму в незміненій тканині на 83 %. У старших жінок перевищення склало 32 %. Відмічена активація ензиму у групі Б: індекс незміненої тканини жінок підгрупи ІБ був вищим значення групи ІА на 32 %, пухлини – 27 %, для жінок підгрупи ІІБ, відповідно, на 21 % та 26 %. Відмінності за віковим критерієм: показник незміненої тканини був вищим (на 33 %) у старших жінок, активність в пухлинній тканині не мала вірогідних відмінностей. 

Активність α1-АТ в пухлиній тканині молочної залози жінок віком 40-50 років в 2,6 рази перевищує інгібіторне значення в тканині, що оточує пухлину. У жінок старших 50 років перевищення складає 1,9 рази. Наявність метастазів активуюче впливає на інгібіторну ланку в усіх досліджених зразках: жінки в пременопаузі – на 17 % (оточуюча пухлину тканина) та 26 % (пухлина), жінки в постменопаузі – 2, 1 рази та 1,6 рази, відповідно. Порівняння інгібіторної активності тканин відповідно віку довело дискретність змін інгібіторної ланки – посилення в незміненій тканині жінок в постменопаузі на 26 %, в пухлині, навпаки, показник молодших пацієнток незначно вищий.

За розвитку метастазів зафіксоване зростання показань  α2-МГ: для жінок в пременопаузі – на 11 % (незмінена тканина), 37,5 % (пухлина), жінки в постменопаузі – на 87,5 % та 77 %, відповідно. Показники пухлинної тканини перевищували індекс тканини, що оточує пухлину, на 51 % (підгрупа ІБ) та 53 % (підгрупа ІІБ). З віком інгібіторна активність підвищувалась у середньому в 2 рази як у незміненій тканині, так і пухлині.   

Визначалось посилення ендогенної інтоксикації, що склало для молодших пацієнток 19 % (незмінена тканина) та 73 % (пухлина), старших пацієнток – 56 % та 85 %, відповідно. Значення пухлинної тканини перевищували показник тканини, що оточує пухлину, на 27 % (підгрупа ІБ) та 22 % (підгрупа ІІБ). Показники жінок в пременопаузі були вищими, ніж у жінок в постменопаузі, на 9 % (незмінена тканина) та 13 % (пухлина).
Таким чином, проведені дослідження показали, що у жінок, прооперованих з приводу раку молочної залози, у сироватці крові посилені протеолітичні процеси, а саме, спостерігається активація трипсину, катепсину В на тлі зниження активності основного облігатного інгібітору трипсину – α1-антитрипсину. В той же час, інтенсифікація протеолізу вища у жінок у віці 40-50 років в порівнянні з показниками жінок старшого віку. 
Ступінь накопичення ТБК-активних продуктів як показників активності процесів перекисного окиснення ліпідів вищий у сироватці жінок ІІ групи і зворотньо корелював з загальною антиокисною активністю. 

Ендогенна інтоксикація в сироватці крові також вища у жінок старшої вікової групи. 

Метастазування призводило до інтенсифікації процесів протеолізу, пероксидації ліпідів у сироватці крові хворих на рак молочної залози на тлі послаблення системної антиокисної активності, що результувалось в посилення ендогенної інтоксикації. З віком пацієнтки зазначені порушення посилювались. 

В пухлинній тканині молочної залози була визначена значна маніфестація перекисного окиснення, що є негативною прогностичною ознакою гальмування апоптозу і призводить до посилення проліферативного потенціалу й агресивності пухлини, більш характерних для літніх пацієнтів. У хворих на рак молочної залози спостерігається зниження загальної антиоксидантної активності ензимів, ступінь якого вищий у пацієнтів в пременопаузі. Однак в пухлинних тканинах інгібіція антиоксидантної системи може бути результатом змін умов клітинного середовища внаслідок розвитку гіпоксичних пухлинних клітин, що робить їх стійкими до терапевтичного лікування. 

Протеолітичні процеси у пухлинах жінок молодшого віку більш активні, ніж у старшого покоління. В свою чергу таке підвищення може свідчити про розвиток дисбалансу в протеїназо - інгібіторній системі. Посилення інгібіторної активності, що характерне для пухлин жінок в постменопаузі, є  системною відповіддю організму на розвиток пухлини, яка спрямована на запобігання процесів інфільтрації пухлинної тканини. 

Порівняння характеристик незміненої тканини молочної залози у пацієнток в пременопаузі з пухлинами грудей свідчило, що наявність метастазів призводить до вірогідного посилення процесів пероксидації, зниження загальної антиокисної активності, підвищення вмісту відновного глутатіону, посилення активності глутатіонредуктази, глутатіонтрансферази, глутатіонпероксидази та супероксиддисмутази. У пацієнток у постменопаузі спостерігались однонаправлені зміни, але зміни були менш стенічні. 

Дослідження пухлинної тканини довело, що у пацієнток молодшого віку,  що мали метастази в регіонарні лімфовузли, детерміновані тенденція до накопичення ТБК-активних продуктів, слабке посилення ЗАОА, вірогідне зростання рівня відновного глутатіону, вірогідне посилення ензимів системи глутатіону. Для старших пацієнтів не відмечено вірогідних відхилень вмісту  ТБКАП та ЗАОА, активація СОД та ГР, але меншого ступеня, ніж у пацієнтів у пременопаузі, в той час, підвищення активності ГТ та ГП було більш інтенсивним.

За наявності метастазів в незміненій тканині, що оточує пухлину молочної залози пацієнток віком 40-50 років відбувається значна активація трипсину, катепсину В на тлі помірного посилення активності катепсину L та інгібіторів протеаз в порівнянні з показниками відповідної тканини та відсутності метастазів. У жінок віком 50 років і старших також спостерігається подібна активація трипсину та катепсину L, однак має місце значне посилення інгібіторної активності, активація катепсину В меншого ступеня. 

Для тканини метастазуючих пухлин молодших жінок було характерним вірогідне посилення  активності трипсину, катепсину L та α2-МГ, значна активація катепсину В і α1-АТ. Пухлини жінок старшого віку відрізнялися значною активацією трипсину на тлі посилення активності його облігатних інгібіторів, а також вірогідним подібним підвищенням активності катепсинів.  

Ступінь ендогенної інтоксикації в незміненій тканині молочної залози та пухлинах жінок в пременопаузі вищий, ніж у літніх жінок за рахунок вищої активності біохімічних процесів. Метастазування призводить до накопичення маркерів ендогенної інтоксикації в усіх тканинних зразках, рівень яких вищий у жінок в постменопаузі.

Розділ 4.

Імуногістохімічне дослідження рецепторного статусу пухлин молочної залози залежно від віку пацієнток
4.1 Вплив вікового критерію на рецепторний статус пухлини
Рак молочної залози є гетерогенним захворюванням з різними підтипами. Виявлені кореляції між гістологією та клінічними ознаками. Щоб визначити, які пухлинні підтипи найбільш тісно пов'язані з використанням гормональної терапії, необхідно відокремити ці взаємозв'язки [329].

Молекулярна класифікація пухлин молочної залози, заснована тільки на імуногістохімії, часто використовується у практичному клінічному дослідженні. 

Аналіз ER і PGR є невід'ємною частиною дослідження раку молочної залози, оскільки він може надавати інформацію, необхідну  для лікування та прогнозу [330]. Вміст рецепторів прогестерону та естрогену вважається найбільш інформативним маркерам при захворюванні завдяки специфічній будові лігандів, а також способу синтезу і взаємозалежності з мРнк, яка при дизбалансі приймає участь у синтезі ракових клітин. 

За силою сигналу в залежності від концентрації маркерів в генеральній сукупності, яку склали обидві вікові групи хворих на РМЗ, отримані такі дані. За концентрацією ER кількість зразків, в яких визначали відсутність хімічного сигналу, склала 29 %.  Відповідь в діапазоні 1-100 спостерігали для 22 % зразків, 101-200 – 40 %, 201-300 – 9 % тканинних зразків (рис. 4.1, 4.2). Для групи віком 40-50 років вміст ER був відсутнім у 41 % зразків, визначався в межах 1-100 в 30 % випадків, 101-200 – 26 %, 201-300 –у 3 % випадків. У пацієнтів в постменопаузі негативна відповідь за рівнем ER зафіксована у 27 % зразків. Відповідь у діапазоні 1-100 спостерігалась у 21 % біоптатів, 101-200 – 41 %, 201-300 – 11 %  досліджених тканинних зразків. Тобто, приблизно 73 % первинних пухлин тканин молочної залози  мали позитивний статус рецепторів естрогену. 
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Рис. 4.1 Вміст рецепторів естрогену (ER) в пухлинних зразках: A – пацієнти віком  40–50 років; B – пацієнти віком 50 років і старші
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Рис. 4.2 Порівняння вмісту рецепторів естрогену в тканині біоптатів хворих на РМЗ залежно від віку пацієнтів. 

   Примітка (тут і далі): кількість імунопозитивних клітин 1 – 0;  2 – 1–100;  3 – 101–200;  4 – 201–300. 

Групи: [image: image4.wmf] –  загальна кількість хворих,   [image: image5.emf] 

 –  хворі віком від 40 до 50 років, [image: image6.wmf] 

 –  хворі віком старші 50 років.

* – відхилення, вірогідні по відношенню до загальної кількості хворих (р ≤ 0,05).

За визначення РGR в зразках пацієнтів групи І встановлено, що рівень сигналу був негативним у 42 % обстежених.  В 28 % випадків сила відповіді знаходилась в межах 1-100, 101-200 – 20  %, 201-300 – 10  % , відповідно (рис. 4.3, 4.4). Не відзначено відповіді за вмістом РGR у 32 % зразків жінок 
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Рис. 4.3 Порівняння вмісту рецепторів прогестерону  в тканині біоптатів  хворих на РМЗ залежно від віку пацієнтів.  

групи ІІ. Сила сигналу в межах 1-100 знайдена у 30 % зразків, 101-200 – 27  %, 201-300 – 11  % біоптатів.
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Рис. 4.4 Вміст рецепторів прогестерону (PGR) в пухлинних зразках: A – пацієнти віком  40–50 років; B – пацієнти віком 50 років і старші

Детермінація рівня експресії HER-2/neo дозволила встановити, що групу,  де сила відповіді за експресією HER-2/neo становила 0,1 + склали 84 % обстежених хворих,  2 + – 9 %, 3 + – 7 % пацієнтів (рис. 4.5, 4.6). Рівень експресії HER-2/neo силою 0,1 + спостерігався у переважної кількості обстежених хворих (81 %), силою 2 + – 3  %,  3 + – 16 % хворих на РМЗ в пременопаузі. Сила експресії HER-2/neo 0,1 + зафіксована у 90,5 % обстежених хворих старшого віку. Не спостерігалось вірогідної відмінності між кількістю хворих, у яких рівень експресії HER-2/neo ідентифікований як 2 + (4,5 %) та 3 + (5 %). 
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Pис. 4.5  Експресія Her2 / Neu в пухлинних зразках: A – пацієнти віком  40–50 років; B – пацієнти віком 50 років і старші
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Рис. 4.6 Порівняння HER-2/neo в тканині біоптатів  хворих на РМЖ в залежності від віку пацієнтів. 

Досліджувані показники  HER-2/Neo:  1 – 0, 1+; 2 – 2+; 3 – 3+. 

Групи: (тут і далі) [] –  генеральна сукупність, [] – хворі віком 40 - 50 років, [] –  хворі віком старші 50 років.

* - відхилення, вірогідні по відношенню до генеральної сукупності, р ≤ 0,05

Індекс мічення антитілом Ki-67 – надійний прогностичний маркер при визначенні числа пухлинних клітин, що знаходяться в періоді S клітинного циклу. Групу онкохворих 40-50 років, де рівень сигналу був в діапазоні від 0-30, склали 51 % загальної  кількості пацієнтів (рис. 4.7, 4.8). У 49 % випадків сила відповіді знаходилась в межах 31-60. Сигнал силою діапазону 61-100 не був відміченим. У віковій групі старших 50 років сигнал в діапазоні від 0 до 30 спостерігався у 65 % пацієнтів. В діапазоні 31- 60 відповідь була у 31 % біоптатів молочної залози онкохворих жінок. В межах 61-100 сигнал спостерігався лише у 4 % жінок.
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Рис. 4.4 Порівняння вмісту Ki-67 в тканині біоптатів  хворих на РМЖ в залежності від віку. 

Досліджувані показники концентрації Ki-67 : 1- 0-30; 2- 31-60; 3- 61-100. 
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Pис. 4.8 Індекс проліферації Ki-67 в пухлинних зразках: A – пацієнти віком  40–50 років; B – пацієнти віком 50 років і старші

4.2. Залежність процесів метастазування від рецепторного профілю та віку хворих на рак молочної залози
Надзвичайно важливим для вибору науково обґрунтованої терапії хворих з діагнозом РМЗ є наявність/вірогідність процесів метастазування. 
У результаті проведених досліджень встановлено, що у пацієнтів  віком 40-50 років, які не мали метастазів в реґіонарні лімфовузли, відповідь рецепторів  естрогену була відсутня в 40,7 % зразків, визначалась в діапазоні  1 – 100 в  29,6 % випадків, 101 – 200 –  в 26 %, 201 – 300 - в 3,7 % зразків (табл. 4.1). За прогестероновими рецепторами (PGR) 40,7 % пацієнтів були у 
Таблиця  4.1 

Рецепторний статус хворих на рак молочної залози різного віку 

	Діапазон концентрацій 
	Пацієнти без метастазів
	Пацієнти з метастазами

	
	підгрупа ІА, жінки в

пременопаузі

n = 27
	підгрупа ІІА, жінки в 

постменопаузі,

n = 40
	підгрупа ІБ, жінки в

пременопаузі,n = 13
	підгрупа ІІБ, 

жінки в 

постменопаузі

n = 8

	Вміст рецепторів естрогену в тканинних біопсіях, n 

	0
	11 
	11 
	3 
	3 

	1 – 100
	8 
	8 
	5 
	2 

	101 – 200
	7 
	16 
	4  
	2 

	201 – 300
	1 
	5 
	1 
	1 

	Вміст рецепторів прогестерону в тканинних біопсіях, n 

	0
	11
	13 
	3 
	4 

	1 – 100
	7 
	12 
	5 
	1 

	101 – 200
	5 
	11 
	5 
	3 

	201 – 300
	4 
	4 
	0 
	0 

	Рівень епідермального фактору зростання Her-2/Neu в тканинних біопсіях, n 

	0, 1 +
	22 
	36 
	11 
	6 

	2 +
	1 
	2 
	2 
	1 

	3 + 
	4 
	2 
	0 
	1 

	Рівень Ki-67 антигену в тканинних біопсіях, n 

	0 – 30
	14 
	26 
	8 
	3 

	31 – 60
	13 
	12 
	5 
	5 

	61 – 100
	0 
	2 
	0 
	0 


групі з негативним сигналом. У 26 % випадків сила відповіді склала 1 – 100, 18,5 % – 101 – 200, 14,8 % – 201 – 300, відповідно. Рівень експресії HER2/neu силою 0, 1+ був визначений у більшості пацієнтів (81,5 %), силою 2+  in 3,7 %, 3+ in 14,8 % пацієнтів з первинними пухлинами молочної залози. За детермінації Ki-67 групу з сигналом в діапазоні 0 – 30 склали 52 % хворих на рак віком 40 – 50 років.  48 % випадків сила відповіді була 31 – 60. Сигнал силою рангом 61 – 100 не спостерігався в дослідних зразках. 

Для детермінації механізмів проліферативних процесів, що залежать від сили сигналу рецепторної відповіді, проведена її оцінка в тканині молочної залози за наявності метастазів. 

Для підгрупи ІВ ER негативний статус був визначеним у 23 % зразків, силою 1 – 100 в 38,5 %, 101 – 200 в 30,8 %, 201 – 300 в 7,7 % біопсій. PGR були відсутні в 23 % імуногістохімічних зразків. Рівень PgR визначався у 38,5 % випадків в діапазонах 1 – 100 та 101 – 200. Зразків з вмістом PR 201 – 300 не зафіксовано. Експресія силою HER2/neu 0, 1+ спостерігалась у 84,6 % обстежених пацієнтів, 2+ - у 15,4 % хворих. Жінки з онкопатологією молочної залози, у яких сила відповіді для HER2/neu була 3+, не входили до обстеженої когорти  пацієнтів. Для рівнів Ki- 67 у підгрупі ІБ з метастазуючим раком молочної залози  сигнал в діапазоні 0 – 30 відмічений у 61,5 % жінок, сигнал 31 – 60 знайдений у 38,5 % випадків. Відповіді в діапазоні 61 – 100 не було визначено. 
Аналіз рецепторної відповіді в групі, яку склали пацієнти старші 50 років, виявив наступні співвідношення. Негативна відповідь за ER визначена в 27,5 % зразків. Відповідь у діапазоні 1 – 100 спостерігалась у 20 % біопсій, 101 – 200 в 40 %, 201 – 300 в 12,5 % досліджених тканинних зразків. Не було відповіді за вмістом PGR у 32,5 % зразків. Сигнал силою 1 – 100 знайдений в 30 % зразків, 101 – 200 в 27,5 %, 201 – 300 у 10 % біопсій. Експресія HER2/neu силою 0, 1+ була у 90 % обстежених пацієнтів. Не було різниці між кількістю пацієнтів, у яких рівень HER2/neu експресії ідентифікований як 2+ (5 %) та 3+ (5 %). За детермінації Кі-67 сигнал в діапазоні від 0 до 30 спостерігали у 65 % випадків. Відповідь у діапазоні 31 – 60 була у 30 % біопсій жінок, що страждають на рак молочної залози. Сигнал 61 – 100 знайдений лише у 5 % жінок. 

Для підгрупи ІІБ пацієнтів віком старші 50 років були отримані  наступні дані. Зв'язок між естрогеном та його облігатним рецептором не визначався у 37,5 % випадків. Відповідь силою 1 – 100 зафіксована у 25 % зразків, 101 – 200 у 25 %, 201 – 300  у 12,5 досліджених біопсій. PgR негативний статус зафіксовано 50 % зразків. Відповідь силою 1 – 100 спостерігалась у 12,5 %, 101 – 200 у 37,5 % біопсій. Відповідь в діапазоні 201 – 300 відсутня.  HER2/neu не визначався  у 75 % пацієнтів. Експресія силою 2+ була детермінована у 12,5 % та 3+ у 12,5 % зразків. У пацієнтів старших 50 років з метастазами рівень Кі-67 сигналу в діапазоні 0 – 30 був у 37,5 % жінок. Сила відповіді 31 – 60 зареєстрована у 62,5 % онкологічних пацієнтів. Відповіді у діапазоні 61 – 100 не зафіксовано. 
Проаналізовано відмінності у рецепторному профілі між первинною пухлиною і метастатичними новоутвореннями тканин молочної залози.

Рівень рецепторів естрогену та прогестерону позитивно корелював із віком пацієнтів із первинними пухлинами. У первинних пухлинах ER позитивний стан був значно вищим, ніж в метастатичних зразках молодших пацієнтів. Згідно отриманих даних можна стверджувати, що у старших жінок зв'язок естрогену з відповідним рецептором спостерігається більш часто (приблизно 73 % (за літературними посиланнями 75 % [330]) первинних пухлин молочної залози мали позитивний ER статус), ніж у жінок віком 40 – 50 років (59 % випадків). 
Інгібування ЕР позаядерної активності ER має потенціал до запобігання прогресування пухлин молочної залози і може бути застосованим для  попередження ER позитивних метастазів [331, 332]. 

Редукція PGR визначалась більш часто, ніж зниження ER у жінок віком старші 50 років. Взаємозв'язок між прогестероном та його облігатним рецептором (PGR+) знайдений у 67,5 % пацієнтів в постменопаузі та 59 % жінок у пременопаузі з пухлинами молочної залози. Фенотип пухлини ER-/PGR- є важливим прогностичним чинником високого ризику віддалених метастазів [333]. 
За наявності метастазів ER-/PGR- негативний статус визначений у 23 % молодших жінок. Відповідь за ER відсутня у 37,5 %, за  PGR у 50 % жінок старшого віку: фенотип пухлини ER + / PGR – більш часто відмічений для жінок у пост менопаузі, що узгоджується із даними фахових джерел [334]. 

Гормональна терапія здійснює позитивний вплив, однак, часто проявляється початкова або набута резистентність до ендокринної терапії і пухлини рецидивують як метастази. Маркер HER2/neu може розглядатися як фактор несприятливого прогнозу, і високий рівень його експресії є показником високої метастатичної здатності пухлини і можливої резистентності до анти-гормональної терапії. 
Базуючись на отриманих даних, епідермальний чинник зростання (HER2/neu+) ідентифікований у 18,5 % пацієнток віком 40 – 50 років та 10 % пацієнток старших 50 років, що не мали метастазів у реґіонарних лімфовузлах. Метастазування супроводжується зростанням рівня HER2/neu+ у жінок у постменопаузі (25 % зразків) та деяким його зниженням (15,4 % біопсій) у жінок в пременопаузі. 
Менопаузальний статус відіграє дуже важливу роль у визначенні HER2/neu і PGR статусу у ER+ хворих на рак молочної залози. HER2/neu був незалежно зворотньо асоційованим з PGR лише у жінок в постменопаузі з ER+ раком молочної залози, але не у хворих у пременопаузі. 
Для пацієнтів із пухлинним фенотипом ER+/PGR+ і HER2/neu є характерним зниження ризику місцевого рецидиву пухлини. Показано, що для ER+, HER2/neu- групи пацієнтів із негативними PGR рецепторами ризик рецидиву є високим і потребує подальшого розгляду, і подібний феномен притаманний літнім пацієнтам.

У хворих у постменопаузі з метастатичними пухлинами фенотипи потрійного рецептор-негативного статусу (ER-/ PGR- і HER2/neu) і ER-/ PGR- і HER2/neu+ визначались частіше. Такі пухлини в порівнянні з ER+/PGR+ і HER2/neu підтипами є особливо агресивними [335]. 40-50-річні жінки не мали жодних істотних відмінності між позитивним рівнем HER2/neu для первинних і метастатичних пухлин.

Концентрація антигену Ki-67 збільшена у хворих в пременопаузі з первинними пухлинами, що вказує на ймовірність рецидиву у пацієнтів. За наявності метастазів спостерігається пряма кореляція рівня Кі-67 з віком пацієнток, що є ознакою несприятливого прогнозу для цієї когорти. 
Таким чином, при досліджені особливостей рецепторного профілю при процесах пухлиноутворення та метастазування в тканині молочної залози у жінок в залежності від віку встановлено наступне.
З віком ризик захворювання на рак молочної залози зростає, що є наслідком порушення гормонального профілю як в організмі жінки в цілому, так і локально-регіонального стероїдного статусу. Локальний біосинтез естрогену відіграє інтегральну роль в розвитку гормон-залежного раку молочної залози: приблизно 76 % первинних пухлин тканин молочної залози  мали позитивний статус рецепторів естрогену. У жінок старшої вікової групи зв'язування естрогену з відповідним рецептором (ER+) спостерігається частіше (73 % випадків), ніж у жінок віком 40-50 років (59 % випадків). Фенотип пухлин ER+/PGR- частіше визначався у хворих старшого віку. У цих хворих зниження рівня PGR визначалось значно частіше, ніж зниження рівня ER. 

Ампліфікація/гіперекспресія HER-2/neo прямо корелювала зі статусом пременопаузи і негативним за рівнем гормональних рецепторів фенотипом пухлини молочної залози: експресія епідермального чиннику зростання (HER-2/neo) була визначена у 19 % хворих віком 40-50 років і 9,5 % хворих старших 50 років. Сигналізація через рецептори епідермального фактору росту призводить до зниження експресії прогестерону: жінки з рецепторним статусом ER+/PGR– та гіперекспресією HER-2/neo мають високий ризик рецидивів пухлини і характеристики пухлини є більш агресивними [334, 337, 338]. 
Карцинома з коекспресією HR+/HER-2/neo+ – група пухлин з гарною реакцією на неоад'ювантну хіміотерапію і сприятливим прогнозом. HR+/HER2– пухлини мали хороший прогноз, в той час як у пацієнтів з HR–/ HER-2/neo– і HR–/HER-2/neo+ пухлинами був несприятливий прогноз і потреба в додаткових варіантах лікування [337]. 
З віком і за наявності метастазів концентрація антигену Ki-67 збільшується, що свідчить про ймовірність рецидивів у хворих. 
Розділ 5
АЛІМЕНТАРНА ЕКСПОЗИЦІЯ ЕСТРОГЕНІВ ЯК ПРЕДИКТОР РОЗВИТКУ РАКУ МОЛОЧНОЇ ЗАЛОЗИ
5.1 Вплив екзоестрогенів на процеси перекисного окиснення ліпідів і стан антиоксидантного захисту в організмі щурів залежно від віку
За даними фахових джерел при онкологічних захворюваннях спостерігається порушення окисного гомеостазу у вигляді активації процесів перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ) зі значним накопиченням у крові початкових і кінцевих продуктів, виснаженням неферментативної ланки антиоксидантної системи (АОС), появою продуктів окисної деструкції білків і нуклеїнових кислот, що сприяє розвитку метаболічної імунодепресії, яка проявляється виникненням вторинного імунодефіциту та ендогенною інтоксикацією. Дизбаланс між АОС та ПОЛ призводить до виникнення ракових станів та в подальшому до резистентності при лікуванні [344].
Після проведення досліджень щодо визначення впливу експозиції екзоестрогену на процеси перекисного окиснення ліпідів та стан антиоксидантного захисту в органах щурів різного віку були отримані наступні результати.

У групі щурів у препубертантному періоді рівень ТБК-активних продуктів у печінці перевищував контрольні параметри на 26 %,  статевозрілих самиць – на 18,5 %. У нирках також спостерігалось накопичення ТБК-активних продуктів  на 10 % у (група ІІ)  та 21,5 % (група IV). У мозку активність ПОЛ в піддослідній групі ІІ зростала на 34 %, групі IV – на 29,5 %, відповідно. В сироватці крові щурів віком 4,5 місяці в препубертантному періоді рівень ТБКАП перевищував контрольні показники на 48 %, 7,5 місяців – на 51 % (рис. 5.1).  
Глутатіон є одним з найпотужніших клітинних неензимних антиоксидантів. Дефіцит глутатіону відзначається при дуже багатьох захворюваннях, зокрема новоутвореннях. Головним органом синтеза відновленого глутатіону у ссавців є печінка. Вміст відновного глутатіону в печінці щурів групи ІІ перевищував показники відповідної контрольної групи на 35 %. У групі IV, яку склали щурі старшого віку, підвищення складало 32 %. 
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Рис. 5.1 Вміст ТБКАП в органах щурів, що були аліментарно експозовані  естрогенами 

За нормальних умов 80 – 90 % глутатіону захоплюється та розщеплюється нирками внаслідок надзвичайно високої активності в них гамма-глутамілтранспептидази. За впливу Сінестролу у нирках спостерігалось виснаження пулу відновного глутатіону: у піддослідних щурів (група ІІ) вміст ВГ був зниженим на 28 % порівняно з контролем. У групі IV також зафіксоване падіння рівня відновного глутатіону відносно  контрольного показника на 17 %. Зниження рівня глутатіону слугує показником виснаження антиоксидантної системи. 
У сироватці крові щурів групи ІІ вміст ВГ становив 77 %, групи IV – 89 % від показників відповідних контрольних груп . 
У мозку щурів контрольної групи І індекс відновленого глутатіону був вищим на 8 % щодо показників відповідної піддослідної групи. Відмінність вмісту глутатіону у групах ІІІ та IV становила 8 % (рис. 5.2): у мозку щурів, що отримували гормональний препарат, спостерігалась тенденція до зростання тіолових сполук, що співпадало з даними, наведеними у фахових джерелах [345]. 
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Рис. 5.2 Вміст ВГ в органах щурів, що були аліментарно експозовані  естрогенами 

У піддослідній групі самиць віком 4,5 місяців активність глутатіонредуктази печінки була на 11,5 % нижчою в порівняні з контрольною. У тварин віком 7,5 місяців активність ферменту була вищою на 48 %, ніж у інтактних самиць відповідного віку. У нирках самиць обох експериментальних груп, що піддані аліментарній експозиції екзоестрогену, активність ГР вірогідно не відрізнялась від контрольних показників. У мозку щурів групи ІІ спостерігалась інгібіція активності ферменту (на 13 %). У той час у мозку самиць старшого віку активація ензиму склала 2 %. Активність ГР у сироватці крові самиць групи ІІ становила 83 %, групи IV – 92 % до контрольних індексів (рис. 5.3). 

У знешкодженні вторинних продуктів пероксидації та інших окиснених речовин головну роль відіграють глутатіонтрансферази. Вони кон’югують з глутатіоном головні й найбільш токсичні продукти ПОЛ. Відновнення за допомогою ГТ гідропероксидів попереджує прогресування пероксидації та появу її вторинних метаболітів. У печінці у піддослідних тварин віком 4,5 та 7,5 місяців активність ферменту зростала на 18 % і на 21 %, відповідно. Спостерігалась тенденція до активації ензиму в нирках: на 9 % (група ІІ) та 5 % (група IV). У мозку молодших тварин активність глутатіонтрансферази пригнічена на 10,5 %, старшого віку – на 6 %. Активність ГТ сироватки крові щурів групи ІІ інгібована на 20 %, групи IV – на 8 % (рис.5.4).  
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Рис. 5.3 Активність ГР в органах щурів, що були аліментарно експозовані  естрогенами 
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Рис. 5.4 Активність ГТ в органах щурів, що були аліментарно експозовані  естрогенами 

Супероксиддисмутаза здійснює інактивацію радикалів кисню, які виникають в ході біологічних реакцій перенесення електронів або за впливу ксенобіотиків, різних захворюваннях [346]. При визначенні активності СОД в печінці у піддослідних групах щурів у препубертантному періоді та статевозрілих спостерігалась тенденція до зростання на 9 % та 5 %, відповідно. У нирках самиць в препубертантному періоді активність СОД зростала на 5 %.  У IV піддослідній групі активація ензиму склала 17 %. У мозку щурів ІІ групи спостерігалась інгібіція ензиму на 14 %, у тварин  IV групи показник зростав на 21,5 %.  Для сироватки крові отримані наступні результати: у молодших самиць активність ензиму підвищена на 32 %, старших – 15 % (рис. 5.5).  
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Рис. 5.5 Активність СОД в органах щурів, що були аліментарно експозовані  естрогенами 

Шляхом відновлення перекисів ліпідів у відповідні спирти та розщеплення пероксиду водню до води глутатіонпероксидаза захищає організм від окиснювального пошкодження [347]. При визначені активності ГП, що в якості донора Н+ використовує  відновлений глутатіон, в печінці спостерігалася тенденція до зменшення в піддослідній групі II на 5 %  в порівнянні з контрольними показниками, у статевозрілих тварин не знайдено вірогідних відхилень від контролю. У нирках зафіксована інгібіція активності ферменту, ступінь якої залежав від віку тварин: в піддослідній групі, де вік щурів складав 4,5 місяці, на 22 %,  7,5 місяці – на 14 %  в порівняні з контрольною групою відповідного віку. У сироватці спостерігалась тенденція до збільшення активності ГП у групах II та IV на 12 % і 5 %, відповідно. Дослідження головного мозку показало незначну активацію глутатіонпероксидази (на 4 %) у щурів у пубертантному періоді та зростання активності ензиму на 19 % у статевозрілих самиць (рис.5.6). 
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Рис. 5.6 Активність ГП в органах щурів, що були аліментарно експозовані  естрогенами 

Детермінація інтегрального показника стану антиокидантних систем – загальної антиоксидантної активності в органах самиць щурів свідчить про різний потенціал захисних систем залежно від віку. Так, у нирках, сироватці крові, печінці відмічене підвищення активності антиокисної системи: у самиць віком 4,5 місяці – на 4 %, 21 % та 18 %, 7,5 місяці – на 30 %, 29 % та 14 % в порівняні з контрольними групами відповідного віку. В той же час, дослідження головного мозку тварин показало доволі значну інактивацію антиокидантної системи: на 36 % у щурів в пубертантному періоді та на 38 % у статевозрілих самиць (рис. 5.7). 
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Рис. 5.7 Загальна антиокисна активність в органах щурів, що були аліментарно експозовані  естрогенами 

Таким чином, аліментарна експозиція естрогенів спричиняла посилення процесів перекисного окиснення ліпідів в організмі тварин в препубертантному періоді та статевозрілих самиць. Мав місце різний ступінь інтенсифікації пероксидації в залежності від віку та дослідного органу: максимальне перевищення контрольних показників відмічене у сироватці крові. Найбільш резистентними до дії екзоестрогенів виявились нирки. В самиць у препубертантному періоді в головному мозку та печінці реакція прооксидантної системи перевищувала силу відповіді в органах статевозрілих тварин.
Знайдене зменшення вмісту відновленого глутатіону в нирках самиць дослідних груп свідчить про ризик розвитку порушень функціонування системи детоксикації. Це може призводити до накопичення вільних радикалів, які є ініціюючими чинниками розвитку проліферативних процесів. Концентрація відновного глутатіону в тканинах головного мозку є досить сталим показником. 

Відмічена органна дискретність змін активності ензимів антиоксидантного захисту, яка залежить від віку тварин, що свідчить про розбалансування роботи ензимів системи глутатіону. Зважаючи на залучення системи глутатіону до інактивації естрогенів шляхом їх кон’югації в реакціях, що каталізуються глутатіонтрансферазою, зниження  її активності може призводити до накопичення високоактивних проміжних метаболітів та пошкодження внутрішньоклітинних структур, головним чином ДНК. 

Дизбаланс ланки СОД –  ГП результується у накопичення перекисів, що є показником розвитку ендогенної інтоксикації, більш вираженої у самиць у препубертантному періоді. 
5.2 Стан протеолітичної системи організму щурів, аліментарно експозованих естрогенами
Існують дані, що в пухлинних процесах важливу роль відіграє протеоліз: сприяє підвищенню проліферативної активності, інгібуванню апоптозу, стимуляції неоангіогенезу та індукції лікарської резистентності. Посилення експресії протеаз та їх активності спостерігається в злоякісних пухлинах людини і корелює зі злоякісною прогресією та несприятливим прогнозом для пацієнта [342]. 
Після проведення досліджень по визначенню впливу екзоестрогену на протеолітичні процеси самиць препубертантного та статевозрілого віку були отримані наступні результати.

Доведено, що трипсин є неспецифічним переносником стероїдних гормонів, а також здійснює протеолітичне розщеплення ER [66]. У печінці спостерігалось зростання індексу трипсину у піддослідній II групі щурів (на 12 %), у той час як у статевозрілих самиць активність ензиму підвищена на 7,5 %  в IV групі (табл. 5.1). 

α1-антитрипсин - глікопротеїн, який синтезується в печінці. Показано, що α1-AT інгібує хімотрипсин-індуємий апоптоз печінкових клітин, що призводить до безконтрольної проліферації  пухлинних клітин [343]. Рівень α1-АТ був вищим у II групі на 17 % при порівняні з інтактними щурами і домінував у IV групі ( на 11 %.).

α2-макроглобулін є глікопротеїном, інгібітором плазматичних протеїназ і використовується в якості маркера проникності клітинних мембран. В силу позитивного впливу естрогенів на синтез α2-МГ концентрація його у жінок приблизно на 20 % вища, ніж у чоловіків. α-МГ має властивість зв’язувати гормони та цитокіни (IL, IFN, TNF-a, фактори зростання) [344]. Активність α2-МГ мала тенденцію до зниження у піддослідних щурів препубертантного віку і слабко зростала у піддослідних статевозрілих особин. 

Таблиця 5.1
Зсуви в протеолітичній системі печінки щурів, що піддані впливу аліментарних естрогенів

	Показник
	І група
	ІІ група
	ІІІ група
	IV група

	Трипсин, нмоль/с г протеїну
	0,65+0,03
	0,73+0,04*
	0,67+0,033
	0,72+0,036*

	α1-АТ, мкмоль/с г протеїну
	0,46+0,02
	0,54+0,03*
	0,48+0,024
	0,53+0,027*

	α2-МГ, мкмоль/с г протеїну
	0,24+0,02
	0,22+0,02
	0,24 +0,01
	0,25+0,01

	Катепсин L,

ум.од./ г протеїну
	21,19+1,06
	18,01+0,91
	20,78+1,04
	18,65+0,93

	Катепсин B,

ум.од./г  протеїну
	20,88+1,04
	27,06+1,05
	21,07+1,05
	25,34+1,05

	МСМ, ум.од.
	8,78+ 0,44
	9,83+0,52*
	7,68+0,38
	8,22+ 0,44


Примітка (тут і далі): * – вірогідність відмінностей показників дослідних груп відповідно до контрольних, р < 0,05

Велику роль в інвазії та метастазуванні злоякісних пухлин відіграють цистеїнові пептидогідролази — катепсини [86]. Припускають роль генотоксичних канцерогенів із естрогенною активністю, які утворюються при смаженні м’яса, на індукцію раку товстої кишки, простати і молочної залози, шляхом впливу в наномолярних концентраціях на експресію та активність матричних протеїназ і, зокрема, катепсинів, що механістично підтримує тканеспеціфічну канцерогенність подібних речовин, які викликають інвазію пухлинних клітин через базальну мембрану [345].
Катепсин B сприяє проліферації епітеліальних клітин молочної залози і передраковому прогресуванню раку, естроген впливає на його активність [346]. Катепсин L в основному відповідає за виділення факторів зростання пухлини. Активність цистеїнового катепсину L була знижена у печінці самиць препубертантного віку при порівнянні з контрольною на 15 % і на 10 %  статевозрілих особин IV групи. Катепсин В був активований на 30 % і 20 %, відповідно. 

При визначенні активності трипсину у мозку були отримані наступні дані: у дослідній групі I активація ензиму домінувала над показником відповідної контрольної групи на 20 %. У дослідній групі статевозрілих особин активність трипсину була вищою на 7,5 % в порівнянні з показником самиць піддослідної групи. Спостерігалася тенденція до підвищення ферментативної активності α1-АТ у піддослідних групах препубертантних та статевозрілих самиць на 16 % та 8 %, відповідно. При дослідженні активності α2-МГ детермінована активація на 57 % у піддослідній групі II, в той час як відхилення показника між дослідними групами статтевозрілих тварин становило 13 % (табл. 5.2).   

За експозиції препарату Сінестрол у мозку щурів у препубертантному періоді зафіксована активація катепсину В на 10 % порівняно з контрольною групою аналогічного віку. У статевозрілих самиць активність ферменту в піддослідній групі знижена на 8 %. 

Нервові клітини містять великі кількості катепсину L. Визначена функція  катепсина L в секреторних везикулах в якості ключової протеази для протеолітичного процесингу пронейропептидів і прогормонів в активні нейропептиди, які є посередниками для синапсів в міжклітинних комунікаціях в нервовій системі. За експозиції препарату Сінестрол у мозку щурів обох піддослідних відбувалася активація катепсину L: на 7 % (ІІ група) та 13 % (IV група). 

Таблиця 5.2

Зсуви у протеолітичній системі мозку щурів, що піддані впливу аліментарних естрогенів

	Показник
	І група
	ІІ група
	ІІІ група
	IV група

	Трипсин, нмоль/с г протеїну
	0,061+0,004
	0,073+0,003*
	0,067+0,003
	0,072+0,003*

	α1-АТ, мкмоль/с г протеїну
	0,25+0,01
	0,29+0,01
	0,24+0,01
	0,26+0,01

	α2-МГ, мкмоль/с г протеїну
	0,14+0,01
	0,22+0,01*
	0,15 +0,02
	0,17+0,02

	Катепсин L,

ум.од./ г протеїну
	12,74+0,61
	13,66+0,68
	11,05+0,55
	12,48+0,72*

	Катепсин B,

ум.од./г  протеїну
	14,07+0,73
	15,47+0,77
	14,25+0,70
	13,11+0,66

	МСМ, ум.од.
	4,67+0,23
	5,42+0,19*
	4,15+0,22
	4,73+0,23*


Широке використання естрогенів у вигляді оральних контрацептивів і замісної гормональної терапії, призвело до необхідності в дослідженнях біохімічних змін в нирках. За результатами досліджень встановлено, що активність трипсину зростала на майже на 14 % в нирках самиць пубертантного віку та 8 % у дорослих особин. Не знайдено вірогідних відмінностей для індексу α1-АТ між ІІІ та IV групами, для групи ІІ зростання становило 8 %. Подібна направленість змін характерна для α2-МГ: активація становила 5 % та 17 %, відповідно (табл. 5.3).

За літературними посиланнями оцінка впливу довготривалого впливу естрогенів на лізосомальні ферменти нирок, такі як катепсини B, D і L, довела зміни активності ензимів, що були більш значимими за малих доз естрогенів: не відмічено кореляції між дозами і активністю лізосомальних ензимів [347]. 
Для самиць молодшої групи активність катепсину В перевищувала контрольні показники на 57 %, у старших щурів – на 29,5 %. Не знайдено відмінностей в активності катепсину L між дослідними і відповідними контрольними групами. 
Таблиця 5.3

Зсуви в протеолітичній системі нирок щурів, що піддані впливу аліментарних естрогенів

	Показник
	І група
	ІІ група
	ІІІ група
	IV група

	Трипсин, нмоль/с г протеїну
	0,59+0,04
	0,67+0,03*
	0,62+0,03
	0,67+0,05*

	α1-АТ, мкмоль/с г протеїну
	0,32+0,02
	0,345+0,02
	0,34+0,02
	0,35+0,02

	α2-МГ, мкмоль/с г протеїну
	0,18 +0,01
	0,21+0,01*
	0,19+0,01
	0,20+0,01

	Катепсин L,

ум.од./ г протеїну
	15,47+0,77
	15,62+0,78
	16,03+0,8
	16,42+0,72

	Катепсин B,

ум.од./г  протеїну
	10,55+0,67
	16,47+0,53*
	12,17+0,69
	15,76+0,66*

	МСМ, ум.од.
	8,37+1,42
	11,09+1,74*
	8,41+1,42
	9,34 +1,58*


Аліментарна експозиція естрогенів призводить до активації протеолітичної ланки в сироватці крові. Так, для самиць віком 4,5 місяців активація трипсину склала 44 %, катепсину В – 44 %, катепсину L – 15 %. Для самиць віком 7,5 місяців активація становила 23 %, 23 % та 7 %, відповідно. Реакція інгібіторної ланки в сироватці самиць групи ІІ становила 13 % (α1-АТ) та 7 % (α2-МГ), групи IV – 12 % та 17 %, відповідно (табл. 5.4). 
Таблиця 5.4

Зсуви в протеолітичній системі сироватки щурів, що піддані впливу аліментарних естрогенів

	Показник
	І група
	ІІ група
	ІІІ група
	IV група

	Трипсин, 

нмоль/с х л
	1,20+0,09
	1,73+0,12*
	1,25+0,12
	1,54+0,16*

	α1-АТ, 

мкмоль/с х л
	0,15+0,01
	0,17+0,02*
	0,17+0,01
	0,19+0,12

	α2-МГ, 

мкмоль/с  х л
	0,014+0,001
	0,015+0,001
	0,012+0,001
	0,014+0,002

	Катепсин L,

ум.од./ г протеїну
	1,21+0,14
	1,39+0,09*
	1,16+0,11
	1,24+0,10*

	Катепсин B,

ум.од./г  протеїну
	1,17+0,13
	1,69+0,11*
	1,11+0,17
	1,42+0,11*

	МСМ, ум.од.
	6,23+0,26
	7,38+0,92*
	6,74+0,38
	7,68+0,62*


Дизбаланс у протеолітичній системі призводить до надмірного утворення пептидів із токсичними властивостями. Показане їх накопичення в органах щурів обох піддослідних груп. Так, зростання вмісту МСМ у самиць препубертантного віку, що споживали Сінестрон, склало у печінці 12 %, нирках – 32,5 %, сироватці крові – 18,5 %, головному мозку – 16 %. У статевозрілих самиць підвищення становило 7 %, 11%, 14 % та 14 %. 

Таким чином, аліментарна експозиція щурів екзоестрогенами призводить до змін в протеолітичній системі та розвитку ендогенної інтоксикації, що є органоспецифічними та залежними від віку тварин: вищий рівень посилення активності інгібіторної ланки та вмісту МСМ спостерігається у щурів у пубертантному періоді, що спричиняє зниження потенціалу захисних механізмів організму і може стати тригером дисфункції систем природної детоксикації та біотрансформації, порушення сигнальних шляхів передачі інформації. Дівергенція регулювання передбачає різний вплив на взаємодії клітина — клітина, клітина — позаклітинний матрикс і розчинні фактори. Визначені феномени в організмі дослідних щурів можуть призводити до гальмування апоптозу – одного з основних механізмів видалення ушкоджених клітин з популяції. 
5. 3. Вплив ксеноестрогенів на холінергічну регуляцію 
Активність мембранозв’язаної ацетилхолінестерази (АХЕ), стабільність клітин, антиокиснювальна активність і генерація вільних радикалів - параметри, що використовують при характеристиці структурних та функціональних змін клітини [348].
При дослідженні АХЕ у головному мозку показано, що у молодших піддослідних шурів її активність вища на 22 % у порівнянні з контрольними показниками. У старшій групі спостерігалась активація ензиму у дослідних самиць на 15 %. При порівнянні показників активності ензиму 3-місячних та 6-місячних тварин спостерігалось її підвищення на 5,3 % (табл. 5.5). 
У сироватці крові та тканині печінки детермінована інгібіція активності ензиму: у тварин у пубертантному періоді показники вірогідно відрізнялись від показників відповідного контролю. Для статевозрілих самиць відхилення активності бути менш вираженими. Зниження активності АХЕ у сироватці крові та печінці може бути обумовленим погіршенням синтезуючої функції печінки, зокрема застійних явищах у печінці (унаслідок порушення гемодинаміки) та нирках.  

Таблиця 5.5

Вплив аліментарного навантаження естрогенів на активність ацетилхолінестерази
	Досліджений орган
	І група
	ІІ група
	ІІІ група
	IV група

	Сироватка крові,

ммоль/мг протеїну/л
	4,52 + 0,31 
	4,07 + 0,28*


	4,74 + 0,36
	4,40 + 0,33



	Головний мозок, ммоль/мг протеїну/ хв
	13,35+ 0,80
	16,23 + 0,92*


	14,06 + 0,95
	16,17+ 1,03*



	Печінка, ммоль/мг протеїну/ хв
	2,77 + 0,21
	2,53 + 0,25*


	2,91 + 0,18
	2,73 + 0,22




Дослідження впливу синтетичних естрогенів на активність АХЕ у дослідах in vitro не виявило вірогідних змін показників у всіх досліджених тканинах тварин обох дослідних груп (табл. 5.6). 

Таблиця 5.6
Вплив естрогенів на активність АХЕ в дослідах in vitro

	Досліджений орган
	І група
	ІІ група
	ІІІ група
	IV група

	Сироватка крові,

ммоль/мг протеїну/л
	4,52 + 0,31 
	4,50 + 0,36
	4,74 + 0,36
	4,75 + 0,34

	Головний мозок, ммоль/мг протеїну/ хв
	13,35+ 0,80
	13,41 + 0,93
	14,06 + 0,95
	14,04 + 1,05

	Печінка, ммоль/мг протеїну/ хв
	2,77 + 0,21
	2,74 + 0,17
	2,91 + 0,18
	2,90 + 0,25


Таким чином, за аліментарного впливу естрогенів активність ацетилхолінестерази у сироватці крові та тканині печінки була нижчою у самиць у пубертантному періоді, ніж у статевозрілих щурів, що свідчить про більш низьку ефективність медіаторної передачі у відповідних холінергічних нейронах щурів молодшої групи. При інгібуванні АХЕ відбувається дуже повільне звільнення ацетилхоліну із рецепторів (за допомогою дифузії), що приводить до порушення передачі нервових імпульсів. Це може викликати серйозні розлади у життєдіяльності організму [349, 350].
Збереження активуючих впливів на рівні кори головного мозку доводить стійкість цього відділу: активація ензиму у корі головного мозку є доказом високої функціональної пластичності мозкової тканини. У той же час, напруга у холінергічній медіаторній системі була вищою у щурів молодшого віку. 

Спостерігаємі зміни за своїм фізіологічним значенням носять компенсаторний характер, що за даними експерименту та літературними посиланнями [351] є надмірними для нервових клітин головного мозку щурів і, призводячи до структурної перебудови нервової тканини, можуть ініціювати виникнення нових патологічних станів.
5.4 Моделювання впливу естрогенів in vitro на біохімічні показники органів щурів різного віку 
При дослідженні впливу препарату «Сінестрол» у дослідах in vitro в обох дослідних групах спостерігалось уповільнення перекисного окиснення ліпідів, виміряне за  рівнем ТБКАП, що збігається з літературними даними  [352]. У печінці 4,5-місячних щурів рівень ТБК-активних продуктів був нижчим за  контрольні параметри на 8,4 %, 7,5-місячних самиць – на 7,8 %. У нирках особин препубертантного віку спостерігався регресія накопичення ТБК-активних продуктів на 6,8 % , у статевозрілих – на 6,3 %. У мозку тварин препубертантного віку вміст ТБК-активних продуктів знижений до контролю на 6,8 %, у дорослих самиць – на 6,6 %. Сироватковий вміст ТБКАП знижений на 8 % (ІІ група) та 6,7 % (IV група) (табл. 5.7 – 5.10).
Таблиця 5.7

Моделювання впливу естрогенів in vitro на біохімічні показники печінки щурів різного віку

	Показник
	І група
	ІІ група
	ІІІ група
	IV група

	Трипсин, нмоль/

с х г протеїну
	0,65+0,03
	0,67+0,03
	0,67+0,03
	0,71+0,03

	α1-АТ, мкмоль/

с х г протеїну
	0,46+0,02
	0,47+0,03
	0,48+0,02
	0,50+0,03

	α2-МГ, мкмоль/

с х г протеїну
	0,24+0,017
	0,25+0,014
	0,24+0,012
	0,26+0,014

	Катепсин L,

 ум.од./ г протеїну
	21,19+1,06
	24,58+1,23*
	20,78+1,04
	23,69+1,18*

	Катепсин B, ум.од./г  протеїну
	20,88+1,04
	24,97+1,15*
	21,07+1,05
	25,38+1,12*

	МСМ, ум.од.
	8,78+ 0,44
	8,85+0,48
	7,68+0,38
	7,77+ 0,41

	GSH, ммоль/

г тканини
	12,99 ± 0,60
	14,12 ± 0,70
	10,77± 0,53
	11,78 ± 0,59

	GR, мкмоль/

хв. х г протеїну
	214,36±10,72
	262,3±13,10*
	139,8±7,00
	175,7±8,78*

	GST, мкмоль/

хв. х г протеїну
	487,67±24,44
	564,23±28,21*
	452,5±22,6
	517,2±25,9*

	TBKАП, нмоль/

г протеїну
	29,14±1,46
	26,70±1,33
	23,16±1,16
	21,35±1,07

	AOA, ум.од
	26,47± 1,32
	30,07± 1,54*
	36,60±1,83
	40,80± 2,04*

	СОД, опт.од/

хв. х г протеїну
	236,54±11,83
	280,7± 14,04*
	254,4±1,70
	290,5±14,5*

	ГП, мкмоль/

хв. х г протеїну
	53,06±2,65
	59,25± 3,75*
	51,83± 2,60
	58,19 +4,11*


У нирках та печінці 4,5-місячних самиць спострігалося підвищення загальної антиокисної активності в середньому на 13,5 %, у 7,5-місячних – на 12,8 % і 11,45 %  в порівняні з контрольними показниками відповідного віку. Дослідження головного мозку тварин показало активацію антиокидантної системи: на 13,5 % у щурів в пубертантному періоді та на 12,8 % у статевозрілих самиць. Антиокисна активність сироватки крові зростала на 12,8 % та 10,7 %, відповідно. Підвищення рівня загальної антиоксидантної активності в тканинах самиць щурів різного віку in vitro пояснюється властивістю препарату «Сінестрол», що діє як агоніст ферментної ланки антиоксидантного захисту. 
Таблиця 5. 8

Моделювання впливу естрогенів in vitro на біохімічні показники нирок щурів різного віку

	Показник
	І група
	ІІ група
	ІІІ група
	IV група

	Трипсин, нмоль/

с х г протеїну
	0,59+0,03
	0,60+0,04
	0,62+0,03
	0,65+0,05

	α1-АТ, мкмоль/

с х г протеїну
	0,32+0,02
	0,34+0,03
	0,34+0,02
	0,34+0,03

	α2-МГ, мкмоль/

с х г протеїну
	0,18+0,014
	0,20+0,005
	0,19+0,006
	0,20+0,008

	Катепсин L, ум.од./

г протеїну
	15,47+0,77
	18,34+1,12*
	16,03+0,8
	19,20+1,23*

	Катепсин B, ум.од./

г  протеїну
	10,55+0,67
	13,23+0,71
	12,17+0,69
	15,36+0,82*

	МСМ, ум.од.
	8,37+1,42
	8,59+0,42
	8,41+1,42
	8,47 +0,52

	GSH, ммоль/

г тканини
	7,38+ 0,37 
	7,79+ 0,39*
	7,28+0, 36
	7,59+ 0,38*

	GR, мкмоль/

хв. х г протеїну
	81,63+ 4,10
	86,04+4,30
	71,57+3,58
	74,22+3,71

	GST, мкмоль/

хв. х г протеїну
	226,45+11,32
	232,27+11,61
	247,23+12,36
	251,68+12,8

	TBKАП, нмоль/

г протеїну
	28,13+ 1,41
	26,17+ 1,30
	16,96+ 0,85*
	15,90+0,80

	AOA, ум.од
	25,73+ 1,30
	29,20+1,46
	26,00+1,30
	29,32+ 1,47*

	СОД, опт.од/

хв. х г протеїну
	161,50+ 8,10
	182,98+9,15*
	158,12+80
	173,93+8,6*

	ГП, мкмоль/

хв. х г протеїну
	48,15+2,40
	57,26+4,88*
	42,23+2,11
	48,64+3,12


Глутатіон є одним з найпотужніших клітинних неензимних антиоксидантів, що визначає окислювально-відновні сигналізації, має життєво важливе значення в детоксикації ксенобіотиків, а також регулює проліферацію клітин, апоптоз, імунну функцію і фіброгенез [353]. За літературними посиланнями, вплив естрогенових сполук може спричиняти як зниження рівня глутатіону на тлі зростання вмісту активних форм кисню [354], так і чинити протекторну дію шляхом підвищення концентрації тіолових груп [355], що, можливо, пояснюється видом ксеноестрогену та їх дозами. За результатами наших досліджень встановлене зростання рівня відновного глутатіону у печінці молодших самиць на 8,7 %, старших особин – на 9,4 %. У мозку щурів у пубертантному періоді зростання вмісту склало 8,8 % та 7,5 % у статевозрілих самиць.
Таблиця 5.9

Моделювання впливу естрогенів in vitro на біохімічні показники головного мозку щурів різного віку

	Показник
	І група
	ІІ група
	ІІІ група
	IV група

	Трипсин, нмоль/

с х г протеїну
	0,061+0,004
	0,063+0,003
	0,067+0,003
	0,067+
0,003

	α1-АТ, мкмоль/

с х г протеїну
	0,25+0,01
	0,25+0,016
	0,24+0,01
	0,25+0,015

	α2-МГ, мкмоль/

с х г протеїну
	0,14+0,01
	0,16+0,008
	0,15+0,02
	0,17+0,005

	Катепсин L, ум.од./

г протеїну
	12,74+0,61
	15,96+1,06*
	11,05+0,55
	13,61+
0,97*

	Катепсин B, ум.од./

г  протеїну
	14,07+0,73
	18,01+0,53*
	14,25+0,70
	18,31+
1,04*

	МСМ, ум.од.
	4,67+0,23
	4,92+0,26
	4,15+0,22
	4,35+0,23

	GSH, ммоль/

г тканини
	221,00+11,05
	240,45+12,02*
	190,03+9,50
	204,19+

10,21*

	GR, мкмоль/

хв. х г протеїну
	195,20+9,76
	224,9+11,2*
	174,01+8,70
	199,6+9,9*

	GST, мкмоль/

хв. х г протеїну
	51,14+2,56
	53,63+2,68
	61,06 ± 3,05
	63,69+ 3,18

	TBKАП, нмоль/

г протеїну
	28,61+ 1,40
	26,66+ 1,33*
	24,26+0,12
	22,66 + 1,13

	AOA, ум.од
	34,35+ 1,71
	38,99+1,95*
	27,52+1,38
	31,04+
1,55*

	СОД, опт.од/

хв. х г протеїну
	888,46+
44,4
	1006,6+
50,3*
	543,91+
27,23
	598,33+
29,92*

	ГП, мкмоль/

хв. х г протеїну
	26,94+

1,347
	33,87+ 

2,58*
	32,75+

1,64
	36,68+

1,24*


В тканині нирок щурів дослідних груп зафіксована тенденція щодо збільшення рівня відновного глутатіону. Для сироватки крові щурів ІІ групи характерним було зростання вмісту ВГ на 7,7 %  IV групи – на 8,5 %. Знайдене підвищення вмісту відновленого глутатіону  є наслідком збільшення вільних SH-груп у реакційному середовищі [356]. До основних антиоксидантних ензимів належать супероксиддисмутази (СОД), глутатіонпероксидази, каталази і глутатіонтрансферази [357]. 

Таблиця 5.10

Моделювання впливу естрогенів in vitro на біохімічні показники сироватки крові щурів різного віку

	Показник
	І група
	ІІ група
	ІІІ група
	IV група

	Трипсин, нмоль/с л
	1,20 + 0,05
	1,23 + 0,05
	1,25 + 0,06
	1,25 + 0,07

	α1-АТ,

мкмоль/с л 
	0,15+0,02
	0,16+0,005
	0,17+0,01
	0,19+0,004

	α2-МГ,

мкмоль/с л 
	0,014+0,009
	0,015+0,007
	0,012+0,007
	0,012+0,007

	Катепсин В,

ум.од./ г білку
	1,17+0,13
	1,46+0,09*
	1,11+0,17
	1,40+0,10*

	Катепсин L,

ум.од./г білку
	1,21+0,14
	1,43+0,07*
	1,16+0,11
	1,37+0,08*

	МСМ, ум.од
	6,23+0,26
	6,67+0,05
	6,74+0,38
	6,96+0,34

	ВГ, ммоль/г тканини
	2,61 ± 0,13
	2,81 ± 0,14
	2,36 ± 0,12
	2,56 ± 0,13

	ГР ммоль/хв. г тканини
	0,42 ± 0,02
	0,51 ± 0,03
	0,39 ± 0,02
	0,47 ± 0,02

	ГТ мкмоль/хв. г білка
	9,12 ± 0,45
	10,41 ± 0,52
	8,79 ± 0,96
	9,97 ± 0,49

	TBKАП нмоль/г білка
	0,75 ± 0,04
	0,69 ± 0,03
	0,75 ± 0,04
	0,70 ± 0,03

	AOA ум.од.
	39,43 ± 1,97
	44,44 ± 2,22*
	38,03 ± 2,12
	42,10 ± 2,10*

	СОД опт.од/хв. г білка
	53,18 ± 2,66
	62,65 ± 3,13*
	55,55 ± 2,78
	62,94 ± 3,15*

	ГП мкмоль/хв. г білка
	0,088± 0,004
	0,103 ± 0,003*
	0,096 ± 0,0048
	0,110 ± 0,005*


Супероксиддисмутаза здійснює інактивацію радикалів кисню, які виникають в ході біологічних реакцій перенесення електронів або за впливу ксенобіотиків. При визначенні активності СОД у печінці нестатевозрілих та статевозрілих щурів спостерігалося зростання на 18,7 % та 14,2 %. У мозку 4,5 місячних щурів спостерігалась підвищення активності СОД на 13,3 %,  у дорослих тварин цей показник зростав на 10 %, що співпадає з результатами, отриманими для нирок [358]. У сироватці крові 4,5 місячних щурів спостерігалась підвищення активності ферменту на 17,8 %, у дорослих тварин цей показник зростав на 13,3 %. 
За визначення активності глутатіонредуктази, що відновлює окисну форму глутатіону, встановлено, що у печінці у тварин віком 4,5 та 7,5 місяців активність ензиму зростала на 22,35 % і на 25,7 %, відповідно. У нирках самиць обох дослідних груп не знайдено вірогідних відмінностей активності ензиму по відношенню до контрольних параметрів. У мозку щурів препубертантного віку активація ензиму склала 15,2 %, у самиць старшого віку – 14,7 %, у сироватці крові, відповідно, 21,4 % та 20,5 %.  

У знешкодженні вторинних продуктів пероксидації та інших окиснених речовин головну роль відіграють глутатіонтрансферази. Вони кон’югують з глутатіоном головні й найбільш токсичні продукти перекисного окиснення ліпідів. Відновнення за допомогою глутатіонтрансферази гідропероксидів попереджує прогресування пероксидації та появу її вторинних метаболітів. При визначені активності ГТ у печінці спостерігалось зростання активності ензиму у 4,5 місячних особин на 15,7 % в порівнянні з контрольними показниками, у статевозрілих тварин знайдене перевищення контролю на 14,3 %. Не знайдено вірогідних відхилень активності ензиму в нирках та головному мозку. У сироватці крові визначалась активація ГТ, залежна від віку тварин: у самиць в пубертаті – на 14, 1 %, статевозрілих – 13,4 %.

Шляхом відновлення перекисів ліпідів у відповідні спирти та розщеплення пероксиду водню до води глутатіонпероксидаза захищає організм від окиснювального пошкодження [359]. Детермінована активація ГП, ступінь якої залежав від віку самиць. Для самиць віком 4,5 місяці активація ензиму склала у печінці 11,7 %, нирках – 19 %, мозку – 25,7 %, сироватці крові – 17 %; для 7,5 – місячних тварин – 12,3%, 15,2 %, 12 % та 14,5 %.  

Дослідження впливу Сінестрол на активність протеїназ та їх інгібіторів дозволило встановити, що синтетичні естрогени вірогідно не впливали на активність серінової протеїнази та її облігатних інгібіторів в досліджуваних органах та сироватці крові щурів різного віку (табл. 5.7 – 5.10).

Активність цистеїнового катепсину L підвищена у печінці самиць препубертантного віку на 16 % і на 14 % у статевозрілих особин. У нирках відмічена активація катепсину L у тварин 4,5-місячного та 7,5-місячного віку на 18,6, % і 19,8 %. У тканині мозку нестатевозрілих та старшого віку щурів 7детерміновані вірогідні відмінності  показника  катепсину L в порівнянні з контрольними індексами: активність зростала на 25,3 %  та 23,2 %. відповідно. У сироватці крові спостерігалось підвищення активності ензиму в обох дослідних групах в середньому на 18 %. 

При вивченні впливу естрогенового препарату in vitro у печінці щурів у препубертантному періоді зафіксоване підвищення  активності катепсину В на 19,6 %, статевозрілих самиць – на 20,5 % при порівняні з контролем. У нирках тварин 4,5 місячних та 7,5 місячних констатовано підйом активності катепсину В на 25,4 % і 26,2 %, у мозковій тканині – на 28 % і 28,4 %, сироватці крові – на 24,8 % і 26,1 %, відповідно. За оцінки вмісту МСМ не знайдено вірогідних відмінностей в усіх дослідних тканинних зразках в порівнянні з показниками відповідних контрольних груп. 

Таким чином, експозиція естрогенів in vitro спричиняла редукцію процесів перекисного окиснення ліпідів в тканинах досліджуваних органів самиць в препубертантному періоді та статевозрілих щурів шляхом активації антиокисної системи за рахунок збільшення тіолових груп. Естроген є антиоксидантом, захисні ефекти якого визначаються присутністю повністю ненасиченого фенольного кільця та вільної гідроксильної групи у третьому положенні, і тому при взаємодії з компонентами загальної антиокислювальної системи підвищує рівень активності її компонентів, що приводить до активації ензимів системи захисту від вільних радикалів. У самиць у препубертантному періоді реакція антиоксидантної системи в перевищувала силу відповіді статевозрілих тварин, що пояснюється лабільністю їх біохімічних процесів. 

Синтетичні естрогени не впливали на активність трипсину та його облігатних інгібіторів. В той же час, додавання препарату Сінестрол призводила до активації цистеїнових катепсинів, можливо, за рахунок зростання вмісту SH-груп в інкубаційному середовищі. 

Отримані дані свідчать про антиоксидантний механізм захисту естрогену, що не залежить від зв'язування з рецептором: ефекти естрогену на клітинному рівні пов'язані з внутрішньоклітинними сигнальними шляхами і антиоксидантними ензимами [360, 361]. 
РОЗДІЛ 6

УЗАГАЛЬНЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ
Незважаючи на успіхи у ранній діагностиці та розумінні біології і молекулярних основ раку молочної залози, приблизно 30 % всіх пацієнтів із раком молочної залози на ранній стадії мають рецидив захворювання, який є метастатичним у більшості випадків. Альтернатива для лікування постійно розширюється. З використанням нової ефективної хіміотерапії, гормональної терапії, біологічних агентів, інформації про більш ефективні шляхи інтеграції системної терапії розробка необхідного плану лікування стає все більш складною. Для підвищення ефективності та зниження токсичності лікування вибір терапії повинен грунтуватися на основі стану пацієнта і клінічних та молекулярних характеристик пухлини. Розгляд цих факторів повинен бути включеним до клінічної практики. Основні прогностичні фактори, пов'язані з раком молочної залози є кількість лімфовузлів, розмір пухлини, гістологічна стадія і статус гормональних рецепторів. Однак поведінка клітин новоутворень молочної залози з ендокринною резистентністю є дуже різною при застосуванні стандартної ад'ювантної терапії, і біологія, що супроводжує це агресивне захворювання, досі не визначена: після визначення стадії, гістологічного класу і стану гормональних рецепторів пухлина може вести себе несподіваним чином, а прогноз може варіюватися [362].  

Окиснювальний стрес (через надвиробництво АФК) призводить до генетичної нестабільності ракових клітин (пошкодження ДНК і анеуплоїдії, що призводить до збільшення частоти мутацій і еволюції пухлини) внаслідок "bystander effect",. результуючись в аеробний гліколіз, продукцію лактату і кетону ("Reverse Warburg Effect"). Енергетично багаті метаболіти (лактат, піруват, кетони і глютамин), які потім надходять до «голодних» ракових клітин, сприяють мітохондріальному біогенезу і посиленню анаболізму у цих пухлинних клітинах. Це явище, у свою чергу, сприяє зростанню пухлини і захищає ракові клітини від апоптозу [363]. 

Результати дослідження доводять, що вільнорадикальна активність посилюється у пацієнтів із онкопатологією молочної залози, а механізми антиоксидантного захисту слабшають. Інтенсифікація перекисного окиснення ліпідів, що супроводжувалась виснаженням ензимних і неензимних антиоксидантів, спостерігалась в пухлинних тканинах молочної залози в порівнянні з відповідними незміненими прилеглими тканинами незалежно від менопаузального статусу хворих.

Аналіз результатів довів різний ступінь окисного стресу в залежності від віку пацієнта, за якого виникнув рак молочної залози. Накопичення 
ТБКАП було вищим у біопсіях молочної залози (як у незміненій тканиі, так і пухлинах) молодих жінок, результуючись у посилення інтенсивності біохімічних процесів у організмі. Крім того, рівень ТБКАП був значно вищим у пухлинній тканині, ніж їх акумуляція у тканині, що оточує новоутворення. Це явище, з одного боку, дозволяє прогнозувати високу інвазивність пухлини, оскільки відома роль вільних радикалів у дестабілізації біологічних мембран. З іншого боку, утворення активних форм кисню є відповіддю на стресорну експозицію із подальшою активацією захисних систем. Зазвичай у випадку відносно високих рівнів активних форм кисню відбувається активація ферментів антиоксидантної системи.
З іншого боку, продукція АФК може активувати апоптоз як бар’єр для метастазування пухлини через перекисне окиснення ліпідів.

Порушення чутливої рівноваги між вільними радикалами і антиоксидантами може призводити до пошкодження клітин і викликати канцерогенез. Кореляція між окислювально-відновним статусом тканини і пухлинною прогресією доводить, що дерегуляція антиоксидантів дозволяє пухлинним клітинам протистояти окисному стресу, тим самим надаючи селективну перевагу для зростання порівняно з відповідними нормальними клітинами. З урахуванням здатності антиоксидантів інгібувати активацію протоонкогенів, їх зменшення в пухлинах є негативною ознакою стійкості цих новоутворень. У пухлинних тканинах інгібіція антиоксидантної системи може результуватися в зміни в умов клітинного навколишнього середовища, як наслідок розвитку гіпоксії в пухлинних клітинах, що робить їх стійкими до терапевтичного лікування. У жінок віком 50 років і старших загальний антиоксидантний стан пухлин більш виснажений, ніж у пухлинах пацієнток в молодшій групі. Однак, активність ГТ, яка бере участь у детоксикації електрофільних токсичних і канцерогенних речовин, зростала в більшості метастазуючих пухлин жінок в постменопаузі. Високі концентрації ГТ можуть швидко детоксикувати протипухлинні агенти, тим самим запобігаючі їх цитотоксичній дії [364], що робить такі пухлини стійкими до хіміотерапії. На наш погляд, характеристики окиснювально-антиоксидантного статусу старіючого організму можуть бути причиною повільної еволюції пухлин у старих пацієнтів.

У той же час, коливання змін окиснювально-антиоксидантного статусу тканин були, однак, більш вираженими у пацієнтів у пременопаузі порівняно 
з пацієнтами в постменопаузі. У деяких пухлинах спостерігалась  підвищена активність антиоксидантних ферментів і рівня відновного глутатіону. Припускають, що ракові клітини з активацією антиоксидантних ензимів уникають впізнавання цитотоксичними лімфоцитами, що надає пухлинним клітинам селективну перевагу щодо зростання до їх навколишніх нормальних аналогів [365]. За активації різноманітних антиоксидантних ферментів (супероксиддисмутаза, каталаза, глутатіон-S-трансфераза і глутатіон-редуктаза) і рівню відновленого глутатіону, що є важливими для захисту ракових клітин проти цитотоксичного перекису водню, ці новоутворення характеризуються високою стабільністю і надекспресією HER2/neu з подальшою ампліфікацією проліферативних процесів. 
Клітини раку грудей надекспресують лізосомальні пептідази - катепсини. Естрогени здатні позитивно регулювати продукцію і секрецію катепсинів рецептор-позитивними клітинами. З іншого боку, матричні компоненти можуть впливати на розподіл різних катепсинів і їх вихід з клітин шляхом перетравлення позаклітинного матриксу під час інвазії в тканини [366]. Катепсин В, що входить до сімейства цистеїнових протеїназ, як й інші протеази, бере участь у інвазивних процесах, які супроводжують пухлинну прогресію: розщеплює білки міжклітинного матриксу здорових тканин і активує інші протеази протеолітичного каскаду, що призводить до деградації міжклітинних взаємодії. Він активує урокиназу і коллагеназу, що викликають лізис ендотеліального матриксу, що підвищує здатність ендотеліальних клітин до міграції, а пухлинних клітин до інвазії та метастазування. Поряд зі залученістю в прогресію злоякісних пухлин катепсину B, цистеїновий катепсин L є медіатором лізосомального шляху клітинної загибелі. При злоякісних новоутвореннях спостерігається значна експресія трипсину. Підвищення рівня трипсину може призводити до посилення деструктивних процесів в тканинах ( особливо прилеглих ло місця локалізації пухлини), що може сприяти процесам інвазії та метастазування новоутворення, оскільки протеази приймають участь у клітинній проліферації. 

Посилення протеолітичної активності може сприяти пухлинній інвазії через деградацію матриксу. Одним з основних чинників метастазування є дисбаланс в системі «протеази – антипротеази» с превалюванням протеолітичної ланки. Ступінь інтенсифікації вищий у пацієнтів в пременопаузі. Цей феномен свідчить про більшу агресивність й інвазивність новоутворень у молодих жінок. В той час, пухлини літніх жінок мають вищий інгібіторний потенціал. Гальмування протеолізу в пухлинній тканині здійснює антиапоптичний ефект з наступною стабілізацією росту пухлини, стійкості до терапії, що є характерним для пухлин жінок старшої вікової групи.

Онкологічні захворювання виникають на тлі ендогенної інтоксикації, яка посилюється під час розвитку пухлини. Важливим патофізіологічним механізмом ендотоксемії є активація перекисного окислення ліпідів з ініціацією утворення вільних радикалів кисню. Крім того, руйнування і розпад новоутворення в процесі росту призводять до зміни біохімічних характеристик пухлинних клітин, які відзначаються порушенням обміну речовин в організмі. Ступінь накопичення МСМ в тканинах молочної залози жінок в пременопаузі вищий, ніж у літніх жінок за рахунок вищої активності біохімічних процесів. Метастазування супроводжується інтенсифікацією ендогенної інтоксикації з превалюванням процесу у старших жінок.

У жінок, прооперованих з приводу раку молочної залози, у сироватці крові посилені протеолітичні процеси на тлі зниження інгібіторної активности. В той же час, ступінь інтенсифікації протеолізу вищий у жінок у пременопаузі в порівнянні з показниками жінок старшого віку. Оскільки з віком відбувається зниження швидкості метаболізма, спостерігаємий феномен є механізмом гальмування проліферативного росту пухлин у жінок в постменопаузі, що може бути ознакою більш високого реабілітаційного потенціалу. 

Інтенсивність процесів пероксидації була вищою у жінок старшого віку що може бути наслідком, по-перше, змін в організмі жінок, викликаних патологічним станом, по-друге, віковими процесами, оскільки вільно-радикальні процеси натепер розглядаються як один з механізмів старіння.

Ендогенна інтоксикація в сироватці крові також вища у жінок у постменопаузі, що може бути результатом виснаження систем детоксикації організма у даного контингенту хворих, посилення катаболічних процесів, а також сумацією афектів можливих супутніх вікових патологій. 
Метастазування супроводжувалось інтенсифікацією процесів протеолізу та пероксидації ліпідів у сироватці крові хворих на рак молочної залози на тлі послаблення системної антиокисної активності, що результувалось в посилення ендогенної інтоксикації. З віком пацієнтки зазначені порушення посилювались.  

Дослідження діагностичної та прогностичної значимості показників протеолітичних процесів (активності трипсину та його облігатних інгібіторів, цистеїнових катепсинів), процесів перекисного окиснення ліпідів (зокрема, вмісту ТБК-активних продуктів), стану антиокисного захисту, ступеню ендогенної інтоксикації (накопичення молекул середньої маси) показали, що зазначені індекси в сироватці крові у жінок, прооперованих з приводу раку молочної залози, можуть використовуватися для оцінки реабілітаційного потенціалу в якості незалежних маркерів безрецидивності захворювання після лікування пацієнток. 
В той же час, при детермінації стану необхідно враховувати вікові зміни біохімічного гомеостазу пацієнтів. Тому, на нашу думку, більш об’єктивною є веріфікація балансу досліджуваних систем: показники протеолізу – антипротеолізу, оксидантної – антиоксидантної систем.  
Гормональні рецептори та експресія епідермального фактору росту HER-2 є важливими фармацевтичними мішенями для лікування пацієнтів із метастатичним раком молочної залози. Дизкоординація рецепторів гормонів і HER2/neu може відбуватися в двох напрямках, але в більшості випадків зміна проявляється зниженням позитивного статусу рецепторів [367].

Пошкодження біологічних мембран через дисбаланс окиснювальних процесів, на наш погляд, негативно впливає на активацію мембранних рецепторів, у тому числі естрогенових і прогестеронових, порушує сигнальні шляхи та міжклітинні взаємодії. Так, висока експресія СОД корелювала з негативним статусом рецепторів естрогену (ER) і прогестерону (PgR), пов'язана з пухлинною прогресією та є провісником поганого прогнозу. Підвищення рівня відновного глутатіону було характерним для ER-негативних та метастазуючих пухлин. Рівень рецепторів естрогену та прогестерону позитивно пов’язаний із віком пацієнтів із первинними пухлинами. 

Посилення / надекспресія HER2/neu безпосередньо корелювала з пременопаузальним статусом та рівнем естроген-негативного фенотипу раку молочної залози. Жінки з рецепторним статусом ER+/PgR– і гіперекспресією HER2/neu мають високим ризик рецидиву пухлини, і характеристики пухлини є більш агресивними. Сигналізація через рецептор епідермального фактора росту призводить до редукції експресії прогестерону [368, 369]. Це явище є типовим для пацієнтів у пременопаузі.

У первинних пухлинах хворих в пременопаузі концентрація антигену Ki-67 збільшена, що вказує на ймовірність рецидиву у пацієнтів. За наявності метастазів спостерігається пряма кореляція рівня Кі-67 з віком пацієнток. В той же час експресія Ki-67 сама по собі не настільки небезпечна, так як у людей похилого віку знижується активність метаболізму. Набагато небезпечнішим є той феномен, коли експресія антигену Ki-67 прямо корелює з надекспресією  протоонкогена проліферативного росту і низьким рівнем естрогену та прогестерону. У випадку подібного сполучення визначається гіперрезистентність до лікування.

Таким чином, відмінності біохімічно-іммуногістохімічних характеристик визначаються зміною метаболізму в організмі жінки з віком, який призводить до зміни гормонального статусу: підвищення або зменшення порогу чутливості до ендокринної терапії. В той же час зменшення швидкості  метаболізму призводить до гальмування  проліферативного росту пухлини.
Отримані дані рекомендується враховувати при проведенні індивідуального лікування, і особливо гормональної терапії, пацієнтів з пухлинами молочної залози залежно від віку.

Дослідження зазначених показників сироватки крові, що є маркерами стану механізмів, залучених у процеси проліферації та метастазування, дозволить уточнити діагноз та прогноз захворювання, вплинути на вибір тактики побудови реабілітаційних програм хворих, прооперованих з приводу онкопатології, з урахуванням вікових станів.
Екологічні хімічні сполуки можуть бути залучені в етіологію раку молочної залози. Існують істотні докази, що ризик раку молочної залози пов'язаний з тривалим впливом жіночих статевих гормонів. Стероїдні гормони, що надходять до організму з харчовими продуктами, здатні ініціювати ендокринні порушення, моделювати реакції, що залежать від рецепторів стероїдних гормонів, в патологічні, які результуються в несприятливі проблеми зі здоров'ям для людей, а саме зростання ризику розвитку пухлин і метастазів. Припустимо, що перераховані вище ефекти обумовлюють розвиток проліферативних гіперпластичних процесів і раку в естроген–залежних тканинах і, зокрема, молочній залозі. Серед цих гормональних впливів провідна роль приписується гормону яєчників естрадіолу, оскільки рак молочної залози не розвивається за відсутності яєчників.
Аліментарна експозиція естрогенів спричиняла посилення процесів перекисного окиснення ліпідів в організмі тварин в препубертантному періоді та статевозрілих самиць. Мав місце різний ступінь інтенсифікації пероксидації в залежності від віку та дослідного органу: максимальне перевищення контрольних показників відмічене у сироватці крові. Найбільш резистентними до дії екзоестрогенів виявились нирки. 

Надходження гормонального препарату з їжею викликало зміни показників прооксидантно-антиоксидантних систем в головному  мозку з можливим наступним ураженням сигнальних шляхів передачі інформації. В самиць у препубертантному періоді в головному мозку реакція прооксидантної системи перевищувала силу відповіді в органах статевозрілих тварин. Концентрація відновного глутатіону в тканинах головного мозку є досить сталим показником. Тому зменшення рівня трипептиду в головному мозку щурів в препубертантному періоді є негативним прогностичним критерієм деструкції інтегральної афферентної системи. Зважаючи, що дії естрогенів стосуються всієї центральної нервової системи та включають сигнальні шляхи, які перетинаються з іншими медіаторами, такими як нейротрансмітери і нейромодулятори,  як наслідок, впливаючи на процеси, пов'язані з  вегетативною регуляцією,  нейропротекцією тощо [370]. 
Подібні феномени в подальшому можуть стати тригером зниження потенціалу компенсаторних механізмів, зокрема адаптації та апоптозу, впливати на канцерогенез шляхом регулювання гомеостазу мозку, а також шляхом безпосереднього впливу на внутрішньоклітинні процеси в ході розвитку і диференціації клітин, які результуються в несприятливі проблеми зі здоров'ям, обумовлюють потенційний розвиток проліферативних гіперпластичних процесів, що разом з безпосередньою генотоксичною дією екзоестрогенів є важливою патогенетичною ланкою розвитку пухлин в естроген–залежних тканинах і, зокрема, молочній залозі.

Зміни на рівні нервової системи посилюють холінергічну стимуляцію і, ймовірно, змінюють молекулярні шляхи. Одним з механізмів дії ксеноестрогенів, можливо, є відмічене інгібування АХЕ, ензиму, відповідальному за гідроліз ацетилхоліну в холінергічних синапсах. Екзоестрогени можуть викликати зміни в епітелії молочної залози, що впливають на процес канцерогенезу, і такі зміни відбуваються на рівні нервової системи за рахунок збільшення холінергічної стимуляції. 
Відмічена органна дискретність змін активності ензимів антиоксидантного захисту, яка залежить від віку тварин, що свідчить про розбалансування роботи ензимів системи глутатіону. Зважаючи на залучення системи глутатіону до інактивації естрогенів шляхом їх кон’югації в реакціях, що каталізуються глутатіонтрансферазою, зниження  її активності може призводити до накопичення високоактивних проміжних метаболітів та пошкодження внутрішньоклітинних структур, головним чином ДНК.  Дизбаланс ланки СОД –  ГП результується у накопичення перекисів, що є показником розвитку ендогенної інтоксикації, більш вираженої у самиць у препубертантному періоді. 

Знайдене зниження потенціалу антиоксидантного захисту в нирках та печінці самиць дослідних груп свідчить про ризик розвитку порушень функціонування системи детоксикації. Це може призводити до накопичення вільних радикалів, які є ініціюючими чинниками розвитку проліферативних процесів.

Вживання екзоестрогенів призводило до змін в протеолітичній системі та розвитку ендогенної інтоксикації, що також є органоспецифічними та залежними від віку тварин: вищий рівень посилення активності інгібіторної ланки та вмісту МСМ спостерігався у щурів у пубертантному періоді, що спричиняє зниження потенціалу захисних механізмів організму і може стати тригером дисфункції систем природної детоксикації та біотрансформації. Визначені феномени в організмі дослідних щурів можуть призводити до гальмування апоптозу – одного з основних механізмів видалення ушкоджених клітин з популяції. 

Самиці у препубертантному періоді були більш сприйнятливими, ніж статевозрілі тварини до аліментарних синтетичних естрогенів, доводячи, що вік є ще одним фактором в експозиції ксеноестрогенів. Через зміни в темпах реакцій шляху детоксикації, а не в метаболізмі естрогенів, що надходили до організму, зокрема, з продуктами харчування, тварини ставали менш чутливими до впливу цих речовин з віком.
Експозиція естрогенів in vitro спричиняла редукцію процесів перекисного окиснення ліпідів у мозку самиць в препубертантному періоді та статевозрілих щурів шляхом активації антиокисної системи за рахунок збільшення тіолових груп. Естроген є антиоксидантом і тому при взаємодії з компонентами загальної антиокислювальної системи підвищує рівень активності її компонентів, що приводить до активації ензимів системи захисту від вільних радикалів. В самиць у препубертантному періоді реакція антиоксидантної системи в головному мозку  перевищувала силу відповіді статевозрілих тварин, що пояснюється лабільністю їх біохімічних процесів. 

За літературними даними естрогени по-різному впливають на активність протеаз in vitro та in vivo: активують в незміненій тканині гормонзалежних органів та інгібують у трансплантованих пухлинах [371]. 
При дії препарату Сінестрол in vitro відмічалась активація катепсинів В та L в тканинах дослідних органів, можливо, за рахунок впливу на SH-групи активних центрів ензимів. Не відмічено ефектів на серинову протеїназу та її облігатні інгібітори.  

Очевидно, що in vitro антиоксидантна фенольна структура фенолів естрогенів домінує, тоді як після їх введення in vivo  відбувається біотрансформація, залежна від віку та дози,  з наступними прооксидантними ефектами на додаток до антиоксидантних структур. Вираженість  ефектів вища у самиць в пубертатному  періоді в порівнянні з статевозрілими щурами, як у дослідах  in vitro, так  in vivo,  що свідчить про існування конкретних вікових фізіологічних умов, які визначають високу чутливість до екзогенних естроген-подібних сполук. 

Зважаючи на стан процесів пероксидації, протеолізу та активності АХЕ в органах самиць, що вживали ксеноестрогени, можна допустити можливість перебудови функціонування медіаторних та ензимних систем, додаткове посилення патологічної симптоматики. Припустимо, що перераховані вище ефекти здатні ініціювати ендокринні порушення, моделювати реакції, що залежать від рецепторів стероїдних гормонів, а також рецепторонезалежні процеси в патологічні, а саме сприяти підвищенню проліферативної активності, інгібуванню апоптозу, стимуляції неоангіогенезу, викликати зміни в епітелії молочної залози, що впливають на процес пухлиноутворення,  та бути тригерними механізмами розвитку канцерогенезу в гормонзалежних органах, зокрема, молочній залозі. 
 У жінок у пременопаузі у пухлинах молочної залози в порівнянні з незміненою тканиною, що оточує новоутворення, значне посилення протеолізу, активація вільно-радикальних процесів, інгібіція загальної антиоксидантної активності призводять до змін структури та проникності пухлинних клітинних мембран з наступним зниженням відповіді рецепторів естрогену та прогестерону, експресією епідермального фактора росту, що є предикторами надзвичайно високої агресивності, проліферативного потенціалу, зростання ризику метастазування та інвазії пухлини (рис.6.1). 
У пухлинах жінок у постменопаузальному періоді протеоліз помірно підвищений на тлі посилення інгібіторної активності, антиокисний потенціал значно знижений з наступним посиленням гіпоксичного стану, тому пухлини 
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Рис. 6.1. Характеристика пухлин молочної залози жінок віком 40-50 років

характеризуються середнім ступенем відповіді рецептора естрогену та агресивності, низьким проліферативним потенціалом, що стимулює ріст пухлини, але інгібує інвазію і рухливість. В той час, посилення інгібіторної ланки в пухлинній тканині молочної залози пригнічує селективне вивільнення лізосомальних протеаз з наступним уповільненням процесів апоптозу, що обумовлює зростання резистентності до ад’ювантної терапії (рис. 6.2).
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Рис. 2. Характеристика пухлин молочної залози жінок віком 50 років і старші
ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі вперше наведено теоретичне узагальнення та розв’язання актуального наукового завдання – визначення особливостей біохімічно-імуногістохімічних механізмів канцерогенезу, проліферації та метастазування раку молочної залози залежно від віку, дослідження впливу аліментарного навантаження екзогенними естрогенами як негативного прогностичного чинника посилення ризику виникнення гормональних пухлин. Експериментально обгрунтовано доцільність впровадження комплексу біохімічно-імуногістохімічних показників пухлини та сироватки крові пацієнтів, що дозволить уточнити діагноз та прогноз захворювання, проводити  індивідуальне лікування, і особливо гормональну терапію, вплинути на вибір тактики побудови реабілітаційних програм хворих, прооперованих з приводу онкопатології з урахуванням вікових станів:

1. У пухлинній тканині молочної залози визначено значну маніфестацію перекисного окиснення в постменопаузі на тлі зниження загальної антиоксидантної активності ензимів, ступінь якої вищий у пацієнтів у пременопаузі. Протеолітичні процеси у пухлинах жінок молодшого віку активніші, ніж у старших. Підвищення активності інгібіторів протеолізу характерне для пухлин жінок у постменопаузі. Ступінь ендогенної інтоксикації в незміненій тканині молочної залози та пухлинах жінок у пременопаузі вищий, ніж у літніх за рахунок вищої активності біохімічних процесів.
2. Наявність метастазів призводить до вірогідного посилення процесів пероксидації, зниження загальної антиокисної активності, підвищення вмісту відновного глутатіону, посилення активності ензимів глутатіонової системи. У пацієнток у постменопаузі спостерігались однонаправлені зміни меншого вираження. Метастазування призводило до накопичення маркерів ендогенної інтоксикації в усіх тканинних зразках, ступінь якого вищий у жінок у постменопаузі.

3. Вміст рецепторів естрогену і прогестерону позитивно корелював з віком пацієнтів: у жінок старшого віку зв’язок естрогену з відповідним рецептором (ER +) спостерігався частіше   (73 % випадків), ніж у жінок у віці 40-50 років (59 % випадків). Фенотип пухлин ER + / PGR- частіше визначався у  пацієнтів у постменопаузі. Зниження рівня PGR фіксувався у більшій кількості випадків, ніж редукція вмісту ER. Посилення / надлишкова експресія Her-2/neu безпосередньо корелювала з пременопаузальним статусом та естроген – негативним фенотипом пухлин молочної залози. Концентрація антигену Ki-67 збільшувалася з віком. У первинних пухлинах ER позитивний статус був значно вищим, ніж у метастатичних зразках, тоді як між позитивними Her-2/neu і PGR рівнями суттєвої різниці не спостерігалось. 

4. У жінок, прооперованих з приводу раку молочної залози, у сироватці крові посилені процеси протеолізу на тлі зниження активності основних облігатних інгібіторів. Ступінь інтенсифікації протеолізу вищий у жінок у віці 40-50 років порівняно з показниками жінок старшого віку. Ступінь накопичення ТБК-активних продуктів вищий у сироватці жінок у пременопаузі та зворотньо корелював з загальною антиокисною активністю. Метастазування призводило до інтенсифікації процесів протеолізу, пероксидації ліпідів у сироватці крові хворих на рак молочної залози на тлі послаблення системної антиокисної активності, що результувалось посиленням ендогенної інтоксикації. З віком пацієнтки зазначені порушення посилювались. 

5. Експозиція синтетичних естрогенів in vitro спричиняла редукцію процесів ПОЛ у тканинах самиць у пубертантному періоді та статевозрілих щурів шляхом активації антиокисної системи за рахунок збільшення тіолових груп і агоністичних ефектів на ензими глутатіонової системи. У самиць у пубертаті реакція антиоксидантної системи перевищувала силу відповіді у статевозрілих тварин. Під час дії препарату Сінестрол in vitro помічено активацію цистеїнових катепсинів у тканинах дослідних органів, не відмічено ефектів на серинову протеїназу та її облігатні інгібітори.  

6. Аліментарна експозиція естрогенів спричиняла посилення процесів ПОЛ  в організмі тварин у препубертантному періоді та статевозрілих самиць. Мав місце різний ступінь інтенсифікації пероксидації залежно від віку та дослідного органу. В самиць у препубертантному періоді в головному мозку та печінці реакція прооксидантної системи перевищувала силу відповіді в органах статевозрілих тварин. Детермінована напруга у холінергічній медіаторній системі головного мозку на тлі інгібіції АХЕ у сироватці крові та тканині печінки з превалюванням у самиць у пубертантному періоді. 
7. Відмічено органну дискретність змін активності ензимів антиоксидантного захисту, яка залежить від віку тварин, що свідчить про розбалансування роботи ензимів системи глутатіону. Виявлене зниження потенціалу антиоксидантного захисту в нирках та печінці самиць дослідних груп свідчить про ризик розвитку порушень функціонування системи детоксикації.

8. Вживання екзоестрогенів призводило до змін у протеолітичній системі та розвитку ендогенної інтоксикації, що також є органоспецифічними та залежними від віку тварин: вищий рівень посилення активності інгібіторної ланки та вмісту МСМ спостерігався у щурів у пубертантному періоді, що спричиняє зниження потенціалу захисних механізмів організму і може стати тригером дисфункції систем природної детоксикації та біотрансформації.
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