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	Смертность от злокачественных заболеваний напрямую связана с ранним метастазированием и развитием рецидивов. В настоящее время стало возможным определение единичных опухолевых клеток в биоптатах костного мозга и периферической крови. Колоректальный рак занимает одно из ведущих мест в структуре онкологической заболеваемости и смертности, как в России, так и во всем мире. Исследования показали, что после операций увеличивается способность опухолевых клеток к имплантации и диссеминации. В работу были включены 30 пациентов по поводу верифицированного рака толстой кишки с метастазированием в печень. Для определения ЦОК применялась технология анализа в системе CellSearch System™ (Janssen Diagnostics, LLC). Проведенное нами исследование количества и  частоты выявления циркулирующих опухолевых клеток в периферической крови больных основной и контрольной групп наглядно демонстрирует уменьшение количества ЦОК при проведении лапароскопических вмешательств и изменение динамики уровня опухолевых клеток в виде их снижения начиная с этапа мобилизации препарата за счет малотравматичного доступа, минимизации манипуляций в проекции опухоли и как, следствие, препятствию выхода в кровяное русло единичных опухолевых клеток

	Mortality from malignant diseases is directly linked to early metastasis and relapse. It is now possible to identify individual tumor cells in bone marrow biopsies and peripheral blood. Colorectal cancer is one of the leading places in the structure of cancer incidence and mortality, both in Russia and around the world. Studies have shown that after surgery the ability of tumor cells to the dissemination and implantation increases. The work contains 30 patients with the verified colorectal cancer with metastasis to the liver. To determine the CSC we have applied an analysis technology in CellSearch System ™ (Janssen Diagnostics, LLC). Our study of the number and frequency of detection of circulating tumor cells in peripheral blood of patients and control group demonstrates the reduction in the number of CTCs during laparoscopic surgery and changing the dynamics of the level of tumor cells in the form of reduction from the stage of the mobilization of the drug due to minimally invasive access, minimizing manipulation in the projection of the tumor and as a consequence, preventing the release into the blood stream of single tumor cells
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ВВЕДЕНИЕ
[bookmark: _GoBack]В настоящее время известно, что смертность от злокачественных заболеваний напрямую связана с ранним метастазированием и развитием рецидивов. С развитием современных технологий стало возможным детекция единичных опухолевых клеток в биоптатах костного мозга и периферической крови [11]. Циркулирующие опухолевые клетки (ЦОК) – клетки эпителиального происхождения, своего рода клоны первичной опухоли [4,5,10]. Клетки опухоли приобретают способность проникать в кровоток после процесса эпителиально-мезенхимального перехода, в результате которого опухолевая клетка утрачивает клеточную адгезию, приобретает аномальную подвижность и инвазивность [7,16]. После попадания в кровоток основная часть опухолевых клеток (85%) подвергается апоптозу в течение 5 минут, часть - продолжает циркулировать, а часть клеток покидает кровоток в сосудах отдаленных органов, где могут находиться в «дремлющем» или «спящем» состоянии или, при реверсии мезенхимального фенотипа в эпителиальный, пролиферировать с формированием метастаза [8,13].
Основной интерес представляет фракция клеток опухоли, продолжающая свое существование в сосудистом русле. Эти клетки не вступают в клеточный цикл, не пролиферируют, устойчивы к действию цитотоксических агентов и не подвергаются апоптозу, благодаря активации антиапоптотических программ происходящей во время эпителиально-мезенхимального перехода [7]. ЦОК имеют агрессивный метастатический потенциал, приобретенный в результате эволюции клона, что позволяет рассматривать их как основной механизм опухолевой прогрессии [6]. Во время эпителиально-мезенхимального перехода опухолевая клетка теряет эпителиальные антигены и приобретает мезенхимальные, в связи с чем меняются ее фенотипические характеристики, по сравнению с клетками в первичной опухоли [14]. 
Колоректальный рак занимает одно из ведущих мест в структуре онкологической заболеваемости и смертности, как в России, так и во всем мире [1,2,3]. Известно, что хирургический стресс может активизировать рост опухоли и способствовать ее метастазированию. В экспериментах A. M. Eggermont и соавт. и H. Goshima и соавт. показано, что после операций увеличивается способность опухолевых клеток к имплантации и диссеминации [9,12]. Лапароскопические вмешательства по сравнению с традиционными, открытыми операциями позволяют минимизировать хирургическую травму и хирургический стресс за счет прецизионной техники и малотравматичного доступа [15]. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование были включены 30 пациентов по поводу верифицированного рака толстой кишки с метастазированием в печень в ФГБУ «РНИОИ» Минздрава РФ. Все пациенты были разделены на основную группу (лапароскопические операции, 15 человек) и контрольную (традиционные открытые операции, 15 человек). Для определения ЦОК применялась технология анализа в системе CellSearch System™ (Janssen Diagnostics, LLC). Анализ выполнялся трижды: до оперативного вмешательства при поступлении, во время операции при мобилизации  препарата и перед выпиской. Методика определения ЦОК заключалась в следующем: кровь в объеме 8–10 мл забиралась в пробирки СellSave Preservative Tube, содержащие антикоагулянт ЭДТА, а также реагент для сохранения жизнеспособности опухолевых клеток. Для отделения клеток крови и опухолевых от плазмы, кровь смешивалась с рабочим буфером из набора реагентов CellSearch® СТС kit и центрифугировалась при ускорении 800g в течение 10 минут. После этого образцы переносились в аппарат CellTracks® AutoPrep® System, который в автоматическом режиме, удаляя плазму крови и форменные элементы, иммуномагнитно обогащал образец микрочастицами железа, покрытыми антителами к маркерам адгезии эпителиальных клеток EpCAM, CD45 и цитокератинам 8,18,19. Качество работы системы оценивали с использованием стандартного контроля СТС control kit. Материал сканировался в анализаторе CellTracks® Analyzer II®. С учетом морфологических характеристик и экспрессии маркеров регистрировались циркулирующие опухолевые клетки. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
При проведении количественного анализа ЦОК в крови больных основной группы на этапе до оперативного вмешательства опухолевые клетки были зарегистрированы у 13 больных из 15 (86,7% случаев). При этом от 1 до 3 клеток, что является допустимым при онкологических заболеваниях, наблюдалось в 46,7% случаев (у 7 из 15 больных). Уровень ЦОК выше 3-х наблюдался у 40% больных (6 из 15). Разброс опухолевых клеток в крови на этапе до оперативного вмешательства колебался от 1 до 121 ЦОК, в среднем составив 11,1±7,6%.
Процентное соотношение выявленных опухолевых клеток в крови в основной группе больных на этапе мобилизации препарата по сравнению с детекцией до оперативного вмешательства было немного меньше, так ЦОК регистрировались в 80% случаев (у 12 из 15 больных). От 1 до 3 клеток обнаружено в 53,3% случаев (у 8 из 15 больных). На долю больных с уровнем ЦОК свыше 3-х приходилось 26,7% больных (4 из 15). Уровень ЦОК в крови больных на этапе мобилизации препарата находился в пределах от 1 до 52 опухолевых клеток, в среднем составив 5,3±3,3%.
На 7 сутки после оперативного вмешательства доля больных с выявленными ЦОК составила 46,7% (7 из 15). От 1 до 3 ЦОК наблюдалось у 33,3% больных основной группы (5 из 15). У двоих больных уровень ЦОК был выше 3-х. Количество ЦОК в крови больных на 7 сутки после оперативного вмешательства составляло от 1 до 12 клеток, в среднем составив 1,5±0,8%.
В целом, при анализе динамики уровня ЦОК во всех трех точках исследования при проведении лапароскопического оперативного вмешательства были получены следующие типы изменений содержания опухолевых клеток:
· Уровень ЦОК постепенно снижался от исходного фона к этапу мобилизации препарата и к 7-м суткам после оперативного вмешательства в 33,3% случаев (у 5 из 15 больных).
· В первой и второй точках исследования был одинаков и снижался на 7-е сутки в 20% случаев (у 3 из 15 больных).
· Снижался на этапе мобилизации препарата и оставался таким же на 7-е сутки в 20% (у 3 из 15 больных).
· Повышался на этапе мобилизации препарата, но снижался к 7-м суткам (в нашем случае, наблюдалось отсутствие ЦОК в 3 точке) в 13,3% у 2 из 15 больных.
· Снижался и отсутствовал на этапе мобилизации препарата, но увеличивался до 1 ЦОК на 7-е сутки после вмешательства в 6,7% случаев (1 из 15).
· В 1 случае из 15 анализ показал отсутствие опухолевых клеток в крови во всех трех точках исследования, что составило 6,7%.
Проведение количественного анализа ЦОК в крови больных контрольной группы на этапе до оперативного вмешательства выявило отсутствие опухолевых клеток в 13,3% случаев (у 2 из 15 больных),  против 86,7% больных с наличием ЦОК (13 из 15). Детекция от 1 до 3 клеток происходила в 40% случаев (у 6 из 15 больных). Доля больных с уровнем ЦОК свыше 3 клеток составила 46,7% больных (7 из 15). Количество опухолевых клеток в крови на этапе до оперативного вмешательства у больных контрольной группы колебалось от 1 до 142 ЦОК, в среднем составив 12,2±9,2%.
Процентное соотношение выявленных опухолевых клеток в крови в контрольной группе больных на этапе мобилизации препарата составило 93,3% (у 14 из 15 больных). От 1 до 3 клеток зарегистрировано в 40% случаев (у 6 из 15 больных). На долю больных с уровнем ЦОК свыше 3-х приходилось 53,3% (8 из 15). Уровень ЦОК в крови больных на этапе мобилизации препарата находился в пределах от 1 до 140 опухолевых клеток, в среднем составив 12,7±9,1%.
На 7 сутки после оперативного вмешательства в крови больных контрольной группы наличие клеток опухоли выявлено в 86,7% (13 из 15). От 1 до 3 ЦОК обнаружено у 33,3% больных контрольной группы (5 из 15). На долю больных с уровнем ЦОК свыше 3-х клеток приходилось 53,3% (8 из 15). 
Уровень ЦОК в крови больных контрольной группы на 7 сутки после оперативного вмешательства находился в пределах от 1 до 160 клеток, в среднем составив 14,7±10,4%.
Анализ динамики уровня ЦОК во всех трех точках исследования при проведении традиционной полостной операции соответствовал следующим типам изменений содержания опухолевых клеток:
· Постепенное снижение уровня ЦОК от исходного фона к этапу мобилизации препарата и к 7-м суткам после оперативного вмешательства не выявлено ни в одном из проанализированных  случаев контрольной группы.
· В первой и второй точках исследования уровень ЦОК был одинаков и снижался на 7-е сутки в 1 из 15 случаев, что составило 6,7%. 
· Случаи снижения уровня ЦОК на этапе мобилизации препарата и такие же значения на 7-е сутки после операции среди больных контрольной группы нами выявлены не были.
· Уровень ЦОК повышался на этапе мобилизации препарата, но снижался к 7-м суткам у 4 из 15 больных, в 26,7%.
· Снижался на этапе мобилизации препарата, но увеличивался на 7-е сутки после оперативного вмешательства в 26,7% случаев (4 из 15).
· Постепенное повышение уровня ЦОК от исходного фона к этапу мобилизации препарата и к 7-м суткам после оперативного вмешательства выявлено в 20% случаев (у 3 из 15 больных).
· По 1 случаю приходилось на следующие типы динамики ЦОК: отсутствие опухолевых клеток в крови на всех этапах исследования и одинаковый исходный уровень и во время операции на этапе мобилизации препарата с увеличением к 7-м суткам (по 6,7%).
· Увеличение уровня ЦОК на этапе мобилизации препарата и сохранение на 7-е сутки отмечено у 1 из 15 больных (6,7%).
Проведенный сравнительный анализ количества ЦОК у больных обеих групп на этапах исследования выявил, что исходные показатели средних значений опухолевых клеток до оперативного вмешательства в основной и контрольной группах находились практически на одинаковом уровне и составили 11,1±7,6 и 12,2±9,2 соответственно. При проведении лапароскопической операции на этапе мобилизации препарата у больных основной группы отмечено снижение в 2,4 раза среднего количества ЦОК в крови в сравнении со значениями больных контрольной групппы (с 12,7±9,1 при полостной операции против 5,3±3,3 при лапароскопической). Наиболее выраженные изменения количества ЦОК, хотя и не имеющие достоверной разницы, отмечены на 7-е сутки у больных основной группы, где их средние значения в 9,8 раз снижались в сравнении со значениями больных контрольной группы (с 14,7±10,4 больных контрольной группы, против 1,5±0,8 больных основной группы).
При сравнительном анализе динамики уровня ЦОК на этапах исследования у больных основной и контрольной групп выявлены следующие типы изменений содержания опухолевых клеток:
· Одинаково часто в 6,7% у больных исследуемых групп опухолевые клетки не выявлены ни на одном из этапов исследования.
· У больных основной группы в 53,3%  отмечено снижение уровня ЦОК к этапу мобилизации препарата, причем у 33,3% снижение количества ЦОК продолжалось и к 7-е суткам в сравнении с исходным фоном и этапом мобилизации препарата. Подобная динамика уровня ЦОК у больных контрольной группы выявлена не была.
· У больных основной группы снижение уровня ЦОК только к 7-м суткам выявлено в 3 раза чаще в сравнении с контрольной группой (20% против 6,7%).
· Увеличение уровня ЦОК у больных контрольной группы на этапе мобилизации препарата выявлено в 4 раза чаще в сравнении с больными основной группы (53,3% против 13,3%). При этом в 33,3% случаев контрольной группы высокий уровень ЦОК сохранялся и на 7-е сутки после оперативного вмешательства. Подобная динамика уровня ЦОК у больных основной  группы нами не выявлена.
· Снижение уровня ЦОК на этапе мобилизации препарата и увеличение к 7-м суткам у больных контрольной группы выявлено в 4 раза чаще, в сравнении с больными основной группой (26,7% против 6,7%).
		
ВЫВОДЫ
Проведенное нами исследование количества и  частоты выявления циркулирующих опухолевых клеток в периферической крови больных основной и контрольной групп наглядно демонстрирует уменьшение количества ЦОК при проведении лапароскопических вмешательств и изменение динамики уровня опухолевых клеток в виде их снижения начиная с этапа мобилизации препарата за счет малотравматичного доступа, минимизации манипуляций в проекции опухоли и как, следствие, препятствию выхода в кровяное русло единичных опухолевых клеток.
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