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Метою нашого дослідження було оцінити зв’язок між наявністю ларингофарингеального рефлюксу 
(ЛФР) та кількістю Т-лімфоцитів при раку гортані (РГ). За результатами рН-моніторування 
87 пацієнтів з пухлинами гортані були сформовані групи, що включали: РГ без ЛФР (1-ша група), 
РГ на фоні ЛФР (2-га група), пацієнти з доброякісними новоутвореннями гортані на фоні ЛФР 
(3-тя група). Імунне мікрооточення пухлин оцінювали імуногістохімічно з підрахуванням числа 
Т-лімфоцитів (СD3+), Т-цитотоксичних клітин (CD8+) і Т-регуляторних клітин (Treg; FOXP3+) 
у межах пухлини, в перитуморозній стромі та в інтактних зонах. У пацієнтів з РГ на фоні ЛФР 
спостерігалася вища інтенсивність запальної інфільтрації пухлини. ЛФР асоціювався з розвитком 
хронічного запалення і визначав зміни складу імунного мікрооточення карцином гортані. При цьому 
не встановлено статистично значущих розбіжностей між кількістю CD3+- і CD8+-клітин у 
пухлинах пацієнтів 1-ї та 2-ї груп. Проте за умов ЛФР значно підвищувалася кількість Treg-клітин 
у межах пухлини та інтактній слизовій оболонці гортані, що може визначати посилення імунної 
толерантності й впливати на ефективність протипухлинного імунітету, створюючи передумови 
для прогресування РГ. 
Ключові слова: рак гортані; ларингофарингеальний рефлюкс; імунне мікрооточення пухлини; Т-лім-
фоцити; Т-регуляторні клітини.

ВСТУП

Плоскоклітинні карциноми (ПКК) голо-
ви та шиї, включаючи рак гортані (РГ), за 
розповсюдженістю посідають шосте міс
це серед злоякісних новоутворень [1, 2]. 
Ключовими факторами ризику РГ є куріння, 
вживання алкоголю та інфікування онко
генними штамами вірусу папіломи людини 
(ВПЛ) [3, 4]. Крім того, обговорюється роль 
радіаційного опромінення, професійних 
хімічних чинників і ларингофарингеального 
рефлюксу (ЛФР) [5, 6]. Останній визначено 
серед найбільш поширених хронічних захво
рювань дорослих у багатьох розвинутих 
країнах світу [5]. Проте, незважаючи на 
численні дослідження, мало відомо про 
механізми впливу ЛФР на РГ. Рефлюкс асо
ційований зі зменшенням рН, зміною експресії 
карбоангідрази ІІІ і спричиняє розвиток 

запалення, що може сприяти пухлинній 
трансформації та впливати на реалізацію 
протипухлинної імунної відповіді [2, 7, 8]. 
Ключовими клітинами протипухлинного іму-
нітету є Т-цитотоксичні лімфоцити (CD8+) [9, 
10]. Закономірно, що щільність інфільтрації 
пухлин CD8+-лімфоцитами, позитивно коре
лює з виживаністю хворих на РГ [8, 11]. 
Однак їх наявність не виключає можливість 
імуносупресії, що за умов метаболічного 
репрограмування може здійснюватися різними 
способами, в тому числі за рахунок активації 
Т-регуляторних лімфоцитів (Treg) [12–14]. 
Нині мало відомо про вплив ЛФР на параметри 
імунного мікрооточення та вираженість ПКК 
гортані CD8+- та Treg-клітинами. 

Мета нашого дослідження – оцінити 
взаємозв’язок  наявності ЛФР та показників 
імунного мікрооточення у ПКК гортані. 
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МЕТОДИКА

Обстежено 87 пацієнтів (72 чоловіки та 
15 жінок), які проходили лікування на базі 
онкологічної клініки ДУ «Інституту ото
ларингології ім. О.С. Коломійченка НАМН 
України». Всі вони підписали інформовану 
згоду на участь у обстеженні та публікацію 
результатів. Дизайн дослідження було схва
лено комісією з біоетики ДУ «Інституту 
отоларингології ім. проф. О.С. Коломійченка» 
НАМН України. 

Ендоларингоскопію проводили з вико
ристанням відеосистеми Stryker™ (США), 
фіброларингоскопію – Olympus™ CV 150 
(Японія), устатковану фіброскопом і брон
хоскопом. Об’єктивізацію оцінки ларинго
скопічної картини і динамічне спостереження 
здійснювали за RFS-шкалою (The Reflux 
Finding Score). Для верифікації наявності 
та оцінки ступеня тяжкості ЛФР проводили 
добову рН-метрію ацидогастрографом АГ-1 
рН–М (Україна). Ступінь тяжкості рефлюксу 
визначали згідно з загальноприйнятими 
критеріями [6]. За результатами рН-моніто
рування були сформовані групи обстежених 
по 10 хворих у кожній: 1-ша група – РГ 
без ЛФР; 2-га – РГ на фоні ЛФР; 3-тя – 10 
пацієнти з доброякісними новоутвореннями 
гортані на фоні ЛФР.

Отриманий операційний матеріал фік
сували у 10%-му розчині забуференого 
нейтрального формаліну. Обробку біома
теріалу здійснювали у автоматизованих гіс
топроцесорах (Milestone LOGOS Microwave 
Hybrid Tissue Processor, «Milestone», Італія). 
Парафінові блоки виготовляли на заливочних 
станціях Thermo Scientifiс HistoStar («Thermo 
Fisher Scientifiс», США). Гістологічні зрізи 
товщиною 4 мкм – на напівавтоматизованому 
ротаційному мікротомі Thermo Scientific 
HM 340E. Патогістологічну оцінку пухлин 
проводили відповідно до Міжнародної 
гістологічної класифікації пухлин голови та 
шиї ВООЗ (2017). Визначали розмір і глибину 
інвазії пухлини, її гістологічний тип і ступінь 

диференціювання (грейд). Для подальшого 
морфологічного дослідження відбирали 
ВПЛ-негативних пацієнтів 1-ї та 2-ї груп з 
ПКК гортані I-II стадії (T1-2N0M0). 

Для оцінки інфільтрації ПКК гортані 
Т-лімфоцитами досліджували матеріал 
пухлини та інтактних ділянок слизової 
оболонки, не ураженою ПКК. Різні типи 
Т-клітин визначали імуногістохімічно з 
використанням антитіл до СD3 (загальний 
маркер Т-лімфоцитів; DAKO, поліклональні), 
CD8 (маркер Т-цитотоксичних лімфоцитів; 
DAKO, клон C8/144B), FOXP3 (маркер 
Treg; Abcam, клон 236A/E7). При цьому 
враховували кількість клітин у межах пух
линних гнізд та в перитуморозній стромі, а 
також в інтактних зонах. Щільності лімфо
цитів визначали в 10 полях зору кожного 
зрізу, з наступним перерахунком на 1 мм2. 

Статистичний аналіз результатів здійсню
вали за допомогою програмного пакета 
MedCalc (Бельгія). Нормальність розподілу 
оцінювали за допомогою тесту Шапіро–Уіл
ка. Результати представлені у форматі серед
нє ± стандартна похибка середнього значення 
(SEM) з 95%-м довірчим інтервалом. Для 
визначення ролі ЛФР на показники імунного 
мікрооточення проводили дисперсійний 
аналіз (ANOVA). Статистично значущими 
вважали розбіжності при P < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Дослідження матеріалу пацієнтів з РГ пока
зало, що інтенсивність лімфогістіоцитарної 
інфільтрації була значно вищою у пацієнтів 
з супутнім ЛФР. У хворих 1-ї групи виявлено 
помірну кількість CD3+-клітин у поверхневих 
ділянках пухлини та концентрування Т-лім
фоцитів у перитуморозній стромі навколо 
краю інвазії (рис. 1). Проте порівняння 
числа Т-лімфоцитів у ПКК пацієнтів 1-ї та 
2-ї груп не визначило статистично значущих 
міжгрупових розбіжностей як щодо CD3+-
клітин, так і CD8+-лімфоцитів (таблиця). 
В межах інтактної слизової оболонки кіль
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Рис. 1. Лімфогістіоцитарна інфільтрація та різні типи лімфоцитів у пацієнтів з раком гортані без рефлюксу (I); з раком 
гортані на фоні рефлюксу (ІІ). Більша чисельність Treg-клітин на фоні схожої кількості CD3+- і CD8+-лімфоцитів. На 
а–г – забарвлення гематоксиліном та еозином, д–і – імуногістохімічне дослідження. Збільшення у 200 разів. ПКК – 
плоскоклітинна карцинома

а б
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кість Т-лімфоцитів була меншою, ніж у 
пухлинній стромі в обох групах. Число 
СD3+-клітин в інтактній сполучній тканині 
у хворих з супутнім ЛФР було вищим  
(Р = 0,03) за показник в 1-й групі. Проте 
щільність CD8+-клітин у неуражених ПКК 
зонах слизової оболонки гортані у пацієнтів 
2-ї групи виявилася статистично істотно 

меншою порівняно зі значеннями у 1-й групі 
(P < 0,001). Це може бути пов’язано з участю 
інших субпопуляцій Т-лімфоцитів у форму-
ванні запальної інфільтрації ПКК гортані на 
тлі ЛФР. Незважаючи на ознаки хронічного 
запалення, число CD3+- і CD8+-клітин у 
слизовій оболонці пацієнтів 3-ї групи було 
меншим, ніж у 1-й та 2-й. Ці розбіжності 

Порівняльна характеристика кількості лімфоцитів у складі пухлини та в межах інтактної слизової оболонки у 
пацієнтів різних груп

Показник

Хворі на рак гортані
Пацієнти з ларинго

фарингеальним 
рефлюксом

Вірогідність 
розбіжностей

без ларинго
фарингеального 

рефлюксу

на фоні ларинго
фарингеального 

рефлюксу
Кількість CD3+ клітин (Т-лімфоцитів)

у межах пухлин-
них кластерів

375,0 ± 17,2
(340,02 – 410,0)

318,3 ± 21,6
(274,2 – 362,4)

– Р = 0,328

у пухлинній 
стромі

740,3 ± 41,0
(656,6 – 824,0)

625 ± 34,63
(554,4 – 695,5)

– Р = 0,617

у інтактному 
епітелії

217,8 ± 26,8
(161,7 – 273,9)

275,3 ± 16,5
(240,9 – 309,6)

115,1 ± 6,98
103,7 – 132,7

P1-2 = 0,08
Р3 < 0,001

у інтактній  
сполучній тканині 

250,3 ± 25,2
(197,5 – 303,0)

360,4 ± 27,5
(303,4 – 417,5)

168,7 ± 22,2
121,7 – 201,7

Р = 0,03
Р3 < 0,001

Кількість CD8+ клітин (Т-цитотоксичних лімфоцитів)
у межах пухлин-
них кластерів

271,6 ± 17,4
(235,8 – 307,2) 

229,1 ± 13,6
(201,3 – 257,0)

– P = 0,483

у пухлинній 
стромі

365,7 ± 31,8
(300,5 – 430,7)

286,5 ± 24,5
(236,5 – 336,4)

– P = 0,115

у інтактному  
епітелії

164,8 ± 13,9
(135,8 – 193,9)

72,6 ± 7,03
(57,8 – 87,5)

51,7 ± 6,05
38,5 – 64,9

P < 0,001

у інтактній  
сполучній тканині 

194,9 ± 18,8
(155,4 – 234,5)

117,5 ± 14,9
(85,8 – 149,3)

93,1 ± 7,34
77,1 – 109,1

P < 0,001

Кількість FOXP3+-клітин (Т-регуляторних клітин)
у межах пухлин-
них кластерів

28,9 ± 7,41
(13,4 – 44,3)

99 ± 15,8
(64,1 – 133,9)

– P < 0,001

у пухлинній 
стромі

110,8 ± 11,0
(87,0 – 134,6)

296,3 ± 47,0
(193,9 – 398,8)

– P < 0,001

у інтактному  
епітелії

11,6 ± 0,80
(9,9 – 13,4)

35,5 ± 2,51
(29,9 – 41,0)

10,8 ± 1,83
(6,81 –14,8)

P < 0,001

у інтактній  
сполучній тканині 

25,8 ± 1,56
(22,5 – 29,2)

237,9 ± 29,9
(171,9 – 303,9)

55,1 ± 8,19
37,7 – 72,5

P < 0,001

Примітка: результати в таблиці представлені у форматі M ± s.e.m. (95%-й довірчий інтервал).
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можуть бути зумовлені наявністю в межах 
інфільтратів клітин вродженого імунітету або 
реакцією адаптивної ланки імунної системи 
слизової оболонки гортані пацієнтів цих груп 
на розвиток пухлинного процесу.

Специфічні зміни були виявлені щодо 
кількості Treg-клітин, яка була вищою за 
наявності ЛФР як у неураженій карциномою 
слизовій оболонці гортані, так і в ПКК. 
У хворих 1-ї групи FOXP3+-клітини були 
нечисленними у пухлинних кластерах, 
проте у перитуморозній стромі їх кількість 
виявлялася майже втричі більшою. Слід 
відмітити переважання Treg-клітин у 2-й 
групі як у межах пухлинних кластерів  
(Р = 0,02), так і в пухлинній стромі (P < 0,001) 
порівняно з пацієнтами без ЛФР. У сполучній 
тканині інтактної слизової оболонки їх 
щільність була значно меншою за таку 
в пухлинній стромі в 1-й групі, проте не 
відрізнялася статистично значуще у стромі 
ПКК гортані хворих 2-ї групи. При цьому в 
межах досліджуваної вибірки не встановлено 
вірогідних зав’язків між кількістю CD3+-, 
CD8+-, FOXP3+-клітин та віком, стадією, а 
також ступенем диференціювання пухлин. 
Цікаво, що в слизовій оболонці гортані 
пацієнтів 3-ї групи кількість Тreg-лім-
фоцитів була меншою, ніж у 2-й групі  
(Р < 0,001), але значно перевищувала число 
FOXP3+-клітин в інтактній сполучній тканині 
пацієнтів 1-ї групи (P < 0,001). Більше того, 
сумарна відносна частка FOXP3+-клітин 
щодо загального пулу Т-лімфоцитів (1:3) у 
хворих з ЛФР була суттєво вищою за таку у 
пацієнтів з ПКК без ЛФР (1:10). Такі зміни, 
з одного боку, можуть бути спричинені 
зниженням рН за умов рефлюксу та зміною 
імунного ландшафту слизової оболонки 
гортані спрямовані на обмеження запалення. 
З іншого боку, зростання кількості Тreg- клі-
тин на фоні хронічного запального процесу 
ймовірно сприяє пухлинній трансформації 
та малігнізації, впливаючи на розвиток і 
прогресування ПКК гортані.

Нині прогнозування перебігу РГ ґрун

тується на аналізі клінічних даних та ре
зультатів патогістологічного дослідження, 
наявності таких факторів ризику, як куріння, 
інфікування ВПЛ, сполучення з ЛФР тощо [3, 
5, 6]. При цьому до важливих з прогностич-
ної точки зору патогістологічних параметрів 
відносяться: розмір пухлини, атипова клі
тинна морфологія, гістологічний тип карци
номи, грейд, ознаки лімфоваскулярної 
інвазії, стадія пухлинного процесу. Система 
стадіювання (TNM-класифікація AJCC/
UICC) враховує поширеність пухлини, та 
наявність метастазів у регіональних лім
фатичних вузлах чи відділених органах і дає 
змогу прийняти оптимальне рішення щодо 
менеджменту пацієнтів на етапі діагностики 
[15]. Проте ця класифікація має певні обме
ження щодо оцінки післяопераційного ре
зультату – дійсно, клінічний результат значно 
відрізняється у пацієнтів з однаковими 
параметрами пухлини (гістологічний тип, 
стадія тощо) [3, 16]. Попередні дослідження 
продемонстрували залежність прогнозу 
від наявності лімфоцитарної інфільтрації 
на тлі аутоімунного процесу [17]. Дані 
патогістологічних досліджень переконливо 
свідчать про те, що різні варіанти карцином 
гортані мають ознаки запальної інфільтрації, 
більшість ПКК тією чи іншою мірою ін
фільтровані лімфоцитами, макрофагами 
та іншими клітинами, включаючи пухли-
но-асоційовані фібробласти, нейтрофіли, 
Тreg-клітини, мієлоїдні супресорні клітини, 
натуральні кілери, тромбоцити, тучні клітини 
тощо [11, 16, 18]. Ці субпопуляції клітин взає-
модіють між собою, а також з пухлинними 
клітинами через складні комунікаційні 
мережі, що включають широкий спектр 
цитокінів, хемокінів, факторів росту і ком
понентів позаклітинного матриксу [8, 14]. 
Інфільтрація пухлини різними популяціями 
лімфоцитів є одним з найбільш інформатив
них прогностичних параметрів [2]. Оцінка 
числа CD3+- і CD8+-лімфоцитів лежить в  
основі дослідження імунного статусу пухли
ни при колоректальних карциномах, раку 
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шлунка, карциномах щитоподібної залози 
[9, 19]. Крім того, деякі автори показали 
інформативність дослідження СD45+-клітин, 
мієлоїдних супресорних клітин та Treg-
лімфоцитів [3, 4]. При цьому вибір маркерів 
для вивчення різних субпопуляцій імунних 
клітин насамперед ґрунтується на їх ролі в 
здійсненні протипухлинного імунітету та 
механізмів толерантності. Саме з огляду на це 
у межах нашого дослідження зроблено акцент 
на визначенні кількості та розподілі СD8+- 
та FOХР3+-клітин. Перші є ефекторними 
клітинами протипухлинного імунітету, другі – 
залучені у механізми імуносупресії [9]. По-
казано, що зростання щільності інфільтрації 
пухлини CD3+- і CD8+-лімфоцитами було 
асоційоване з покращенням прогнозу пе
ребігу пухлинного процесу у пацієнтів з 
карциномами голови та шиї [14]. Також 
відомо, що попереднє запалення та лімфоїдна 
інфільтрація можуть впливати на прогноз 

та ефективність лікування хворих з іншою 
онкологічною патологією [4, 10, 14]. 

Виявлені в роботі морфологічні зміни при 
ЛФР є досить закономірними з огляду на рі
вень рН та дію ферментів. Раніше було пока
зано, що за умов рефлюксу в слизовій оболонці 
гортані зростає експресія та ензиматична 
активність матриксної металопротеїнази-7 
[20] при порушенні експресії Е-кадгерину, 
H+,K+-ATФази та карбоангідрази ІІІ [21]. Це 
обмежує бар’єрні властивості покривного 
епітелію та сприяє розвитку ушкодження 
та хронічного запалення. З іншого боку, 
доведено, що куріння та рефлюкс мають 
потужний імуномодулюючий вплив на 
слизову оболонку гортані, призводячи до 
зменшення загальної популяції Т-клітин 
при зростанні числа Тreg [7]. Останній вис
новок підтверджено в проведеному нами 
дослідженні, яке продемонструвало вищу 
кількість FOXP3+-клітин за умов ЛФР як у 

а б

в г д

Рис. 2. Запальна інфільтрація та кількість різних Т-лімфоцитів у слизовій оболонці гортані за умов ларингофарингеального 
рефлюксу. На а і б – гіперплазія багатошарового плоского епітелію гортані з ознаками гіперкератозу, виражена 
лімфогістіоплазмоцитарна інфільтрація власної пластинки слизової оболонки з домішкою нейтрофілів та еозинофілів. 
Забарвлення гематоксиліном та еозином. Збільшення на а – у 100 разів, на б – у 200 разів. На в–д – помірна кількість 
та просторовий розподіл Т-лімфоцитів (CD3+; в) включаючи Т-цитотоксичні (г) та Т-регуляторні клітини (д). 
Імуногістохімічне дослідження з використанням антитіл до CD3, CD8 і FOXP3. Збільшення у 200 разів
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ПКК, так і в межах неураженої пухлиною 
слизової оболонки. Такі зміни визначають 
також порушення балансу між ефекторною 
ланкою протипухлинного імунітету (CD8+-
клітини) та механізмами імуносупресії (Treg) 
при ПКК на фоні ЛФР. Як відомо, Treg-клітини 
секретують численні протизапальні цитокіни 
і фактори росту. Крім того, вони залучені у 
регуляцію інших імунних клітин, включаючи 
CD4+- і CD8+-Т-лімфоцити, В-клітини, NK-
клітини, макрофаги і дендритні клітини. 
Доведено інгібуючий вплив Treg-клітин 
на функціонування дендритних клітин, 
обмеження проліферації та активності CD8+-
лімфоцитів внаслідок пригнічення продукції 
інтерлейкіну 2 та порушення механізмів 
гранзим- і перфоринзалежного кілінгу клі
тин-мішеней [12, 16].

Таким чином, за результатами проведе
ного дослідження, ЛФР асоційований з 
розвитком хронічного запалення і зростанням 
кількості Treg-клітин у слизовій оболонці 
гортані. Розвиток ПКК на фоні ЛФР також 
супроводжується зростанням їх кількості, 
що може визначати посилення толерантності 
до пухлини і впливати на ефективність 
протипухлинного імунітету, створюючи 
передумови для прогресування РГ.
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with any conflicts regarding commercial or financial 
relations, relations with organizations and/or 
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and interrelations of coauthors of the article.

Д.И. Заболотный, В.В. Кизим, Д.Д. Заболотная, 
Я.В. Кизим, О.Н. Сулаева

ВЛИЯНИЕ ЛАРИНГОФАРИНГЕАЛЬНОГО 
РЕФЛЮКСА НА ИММУННОЕ 
МИКРООКРУЖЕНИЕ КАРЦИНОМ 
ГОРТАНИ

Цель данного исследования заключалась в оценке влияния 
ларингофарингеального рефлюкса (ЛФР) на количество 
Т-лимфоцитов в опухоли при раке гортани (РГ). По ре-
зультатам рН-мониторирования 87 пациентов с опухолями 

гортани, были сформированы группы, включавшие: РГ без 
ЛФР (1-я группа), РГ на фоне ЛФР (2-я группа), пациенты с 
доброкачественными новообразованиями гортани на фоне 
ЛФР (3-я группа). Оценку иммунного микроокружения 
опухолей проводили иммуногистохимически с подсчетом 
количества Т-лимфоцитов (СD3+), Т-цитотоксических 
клеток (CD8+) и Т-регуляторных клеток (Treg; FOXP3+) 
в пределах опухоли, в перитуморозной строме, и в 
интактных зонах гортани. ЛФР был ассоциирован с 
развитием хронического воспаления и влиял на иммунное 
микроокружение карциномы гортани. РГ на фоне 
ЛФР характеризовался выраженной воспалительной 
инфильтрацией опухоли и интактной слизистой оболочки. 
При этом не выявлено статистически значимых различий 
между количеством CD3+- и CD8+-клеток в опухолях 
пациентов 1-й и 2-й групп. Однако при ЛФР значительное 
увеличивалась плотность Treg-клеток как в опухоли, 
так и в интактной слизистой оболочке, что может 
влиять на иммунную толерантность и эффективность 
противоопухолевого иммунитета, предрасполагая к 
развитию и прогрессированию РГ.
Ключевые слова: рак гортани; ларингофарингеальный 
рефлюкс; иммунное микроокружения опухоли; Т-лим
фоциты; Т-регуляторные клетки.
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The purpose of this study was to evaluate the effect of the 
laryngopharyngeal reflux (LPR) on the number of tumour-
infiltrating T-lymphocytes in laryngeal cancer (LC). According 
to the results of pH monitoring, 87 patients with laryngeal 
tumours were subdivided into three groups: 1st group included 
patients with LC without LPR; 2nd group comprised LC pa-
tients with coexisting LPR, patients with benign neoplasms of 
the larynx with LPR were enrolled into 3d group. TIME was 
assessed immunohistochemically by counting T-lymphocytes 
(CD3+), T-cytotoxic cells (CD8+) and T-regulatory cells (Treg; 
FOXP3+) number within the tumour, in the peritumour stroma, 
and in the intact areas of the larynx. It was shown that LPR 
leads to chronic inflammation and affects TIME of laryngeal 
carcinomas. LC with coexisting LPR demonstrated a higher 
inflammatory infiltration of tumour area and intact mucosa. 
However, no statistically significant differences were found 
between a number of CD3+- and CD8+-cells in LC of the 1st 
and 2nd groups. In contrast, LPR was associated with higher 
number of immunosuppressive Treg-cells within tumour and 
in intact mucosa that could affect immune tolerance and ef-
ficacy of anti-tumour immunity facilitating LC progression.
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Key words: laryngeal cancer; laryngopharyngeal reflux; tumour 
immune microenvironment; T-lymphocytes; T-regulatory cells.
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