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Cyclooxygenase-2 role in pathogenesis of the laryngeal papillomatosis in adults
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Цель. На основании иммуногистохимического анализа изучить экспрессию маркера циклооксигена-
за-2 (ЦОГ-2) в ткани папиллом гортани у взрослых в зависимости от степени дисплазии.

Материал и методы. Материалом исследования послужили 62 фрагмента ткани папиллом, полученных 
в ходе хирургического лечения гортани с удалением опухоли у взрослых пациентов с респираторным папил-
ломатозом. Проведена оценка степени дисплазий в ткани папиллом. Выполнен анализ степени выражен-
ности иммуногистохимической экспрессии моноклонального антитела ЦОГ-2 в клетках папиллом гортани. 

Результаты. Первую группу исследования составили пациенты с папилломой гортани без дисплазии 
эпителия (7/11,3 %), вторую – с дисплазией первой (слабой) степени (12/19,4%), третью – с дисплазией 
второй (умеренной) степени (28/45,2%), четвертую – с тяжелой дисплазией  (9/14,5%), пятую – с раком 
гортани на фоне папилломатоза (6/9,7%). Установлено достоверное отличие исследованных групп по ин-
тенсивности слабой экспрессии в эпителиальных клетках папиллом гортани с обратной корреляционной 
взаимосвязью. Выявлено нарастание умеренной экспрессии ЦОГ-2 в клетках с дисплазией по сравнению 
с папилломами без дисплазии. Отмечено наибольшее значение интенсивности умеренной экспрессии и 
практически равное значение выявлено в группах с первой и второй степенью дисплазии эпителия па-
пиллом. Также установлено достоверное отличие исследованных групп по интенсивности выраженной 
экспрессии в клетках папиллом гортани с прямой корреляционной взаимосвязью. В клетках рака гортани 
отмечено наибольшее значение интенсивности выраженной экспрессии ЦОГ-2.

Заключение. В клетках папиллом гортани у взрослых наблюдается нарастание интенсивности имму-
ногистохимического маркера ЦОГ-2 при увеличении степени дисплазии, что свидетельствует об активности 
данного фермента. ЦОГ-2 имеет важное значение в патогенезе папилломатоза гортани у взрослых, а именно 
играет одну из ключевых ролей в опухолевой трансформации и прогрессировании новообразования.
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Objectives. On the basis of the immunohistochemical analysis to study the expression of cyclooxygenase-2 
(COX-2) marker depending on the degree of dysplasia in the laryngeal papilloma tissue in adults. 

Methods. The papilloma tissue fragments (62) obtained during the surgical treatment of the larynx with 
the tumor removal in adult patients with respiratory papillomatosis have been served as a research material. The 
evaluation of the dysplasia degree in the papilloma tissue was performed. The immunohistochemical assessment of 
expression of COX-2 monoclonal antibody in cells of the laryngeal papillomas has been conducted. 

Results. The first studied group consisted of patients with laryngeal papilloma without epithelial dysplasia 
(7/11,3%), the second – with dysplasia of the first (mild) degree (12/19,4%), the third – with a second-degree 
dysplasia (moderate) (28/45,2%), the fourth – with severe dysplasia (9/14,5%), the fifth – with laryngeal cancer 
against a background of papillomatosis (6/9,7%). The reliable difference of the studied groups according to the weak 
expression intensity in the epithelial cells of laryngeal papillomas with the inverse correlation interrelation has been 
established. The moderate growth of expression COX-2 in the cells with dysplasia was revealed in comparison with 
papillomas without dysplasia. The highest figure of intensity of moderate expression and substantially equal value found 
in the groups of the first and second degree of epithelial dysplasia papillomas have been recorded. Reliable difference 
between the studied groups in severe expression intensity in cells of the laryngeal papillomas with the direct correlations 
has been established. The laryngeal cancer cells had the highest intensity value of severe COX-2 expression.

Conclusion. In the cells of laryngeal papillomas in adults the increase of the intensity of immunohistochemical 
COX-2 markers with increasing degree of dysplasia testifing the activity of this enzyme has been observed. COX-2 
is considered to be an important factor in the pathogenesis of laryngeal papillomatosis in adults, and it plays one of 
the key roles in malignant transformation and progression of neoplasms.
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Введение

Папиллома гортани у взрослых – это до-

брокачественная фиброэпителиальная опу-
холь, состоящая из соединительнотканной 
основы, бедной клетками и содержащей ши-
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рокие сосуды [1]. Вся поверхность ее покрыта 
многослойным плоским эпителием, достигаю-
щим иногда высокой степени ороговения в ре-
зультате метаплазии. В норме многослойный 
плоский эпителий представлен несколькими 
слоями клеток и характеризуется определен-
ной стратификацией (послойностью) строе-
ния. Базальные клетки отличаются от осталь-
ных меньшей цитоплазмой и соответственно 
более крупным ядром и являются ориентиром 
для диагностики дисплазий. 

Дисплазия в многослойном плоском эпи-
телии характеризуется нарушением стратифи-
кации и цитологической атипией: ядро стано-
вится больше, иногда неправильной формы со 
светлым (гипохромным) или темным (гиперх-
ромным) хроматином, появляются ядрышки; 
ядра становятся крупными, полиморфными 
(разного размера) [2, 3]. Нарушение стратифи-
кации характеризуется нарушением послойно-
сти многослойного плоского эпителия и оце-
нивается от базального слоя: если изменения 
клеток (цитологическая атипия) затрагивает 1/3 
толщины эпителия – это дисплазия первой сте-
пени; 2/3 – дисплазия второй степени. Когда 
в эпителиальном пласте полностью отсутствует 
стратификация, весь пласт представлен клет-
ками с крупными, полиморфными ядрами, то 
речь идет о дисплазии третьей степени, которую 
иногда (при наличии патологических митозов) 
расценивают как cancer in situ. Инвазивный рак 
характеризуется разрушением базальной мем-
браны эпителиального пласта. 

Циклооксигеназа-2 (ЦОГ-2) – это инду-
цибельный фермент, который не встречается 
в здоровых тканях, а экспрессируется в транс-
формированных клетках и опухолях [4]. При-
стальное внимание к себе данный фермент 
получил после эпидемиологического исследо-
вания начала XXI века, проведенного группой 
ученых под руководством M.J. Thun, которые 
заметили, что пациенты длительно принима-
ющие нестероидные противовоспалительные 
средства для лечения различной патологии 
значительно реже страдают онкологическими 
заболеваниями [5]. Указанный факт вызвал 
интерес у многих исследователей и был деталь-
но изучен в лабораториях всего мира. Непо-
средственно было доказано, что ЦОГ-2 игра-
ет ключевую роль в опухолевой прогрессии и 
трансформации, а терапия с применением ин-
гибиторов ЦОГ-2 (нестероидные противовос-
палительные средства) является эффективной 
профилактикой рецидивирования и малигни-
зации новообразований [6, 7].

Существует несколько путей реализации 
патологических эффектов ЦОГ-2 в тканях. 

Один из них заключается в стимуляции транс-
крипции фактора роста эндотелия сосудов, 
приводящему к усиленному неоангиогенезу. 
В экспериментальных условиях доказана чет-
кая связь между уровнем экспрессии ЦОГ-2 и 
интенсивностью сосудистого роста [8]. Другой 
путь возможен через активацию синтеза про-
стагландина Е2. В основе этого механизма ле-
жит метаболизм арахидоновой кислоты и ее 
продуктов в опухоли. Под воздействием ЦОГ-
2  в результате каталитического окисления 
арахидоновая кислота превращается в проста-
гландин Е2, который активизирует рецепторы 
эпидермального фактора роста, что приводит 
к усиленному клеточному росту, клеточной 
инвазии и иммуномодуляции [9, 10]. В по-
следние годы появились новые сведения об 
участии ЦОГ-2 в регуляции уровня эстрогенов 
в трансформированных клетках, что особенно 
важно для респираторной папилломы, являю-
щейся эстрогензависимой опухолью [11, 12]. 

Экспрессия иммуногистохимического 
маркера ЦОГ-2 наблюдается при раке шей-
ки матки, колоректальном раке, раке про-
статы, пищевода, легких, мочевого пузыря  
и при различных новообразованиях головы 
и шеи [13, 14]. В настоящее время благода-
ря научным работам группы исследователей 
под руководством Bettie M. Steinberg и Rong 
Wu в исследовательском центре онкологии и 
клеточной биологии The Feinstein Institute for 
Medical Research (США) подтверждена высо-
кая экспрессия ЦОГ-2 и в клетках папиллом 
гортани [15, 16]. 

Основываясь на сведениях о роли ЦОГ-2 в 
патогенезе папилломатоза гортани у взрослых, 
мы предположили, что экспрессия данного 
фермента будет значительно отличаться в зави-
симости от стадии диспластического процесса, 
увеличиваясь по мере нарастания агрессивно-
го характера заболевания и злокачественного 
потенциала опухоли. А количественные харак-
теристики экспрессии ЦОГ-2 могут служить 
достоверными прогностическими маркерами 
малигнизации респираторного папилломатоза. 
Эти научные гипотезы получили дальнейшее 
развитие в нашем исследовании.

Цель работы. На основании иммуноги-
стохимического анализа изучить экспрессию 
маркера циклооксигеназа-2 (ЦОГ-2) в ткани 
папиллом гортани у взрослых в зависимости 
от степени дисплазии.

Материал и методы

Материалом исследования послужили 62 
фрагмента ткани папиллом, полученных в ходе 
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хирургического лечения гортани с удалением 
опухоли при прямой микроларингоскопии у 
взрослых пациентов, длительно страдающих 
рецидивирующей формой респираторного 
папилломатоза. На светооптическом уровне 
проведена оценка степени дисплазий в тка-
ни папиллом гортани. Выполнен анализ сте-
пени выраженности иммуногистохимической 
экспрессии моноклонального антитела ЦОГ-
2 (фирма производитель “Thermo Scientific 
(Pierce)”, США) в клетках папиллом гортани. 

Проведение иммуногистохимического 
исследования осуществлялось по стандарт-
ной пероксидазно-антипероксидазной мето-
дике с использованием в качестве системы 
визуализации SuperPicture™™ Kit  фирмы “Life 
Technologies”. После промывки гистологи-
ческих срезов в дистиллированной воде про-
водилась термическая демаскировка генов в 
микроволновой печи в течение 30 минут при 
мощности 750 Вт, при этом срезы находились 
в демаскировочном буфере с рН=9,0. После 
остывания при комнатной температуре (20 
минут), промывки в дистиллированной воде 
(3 смены, по 2 минуты) на срезы наносили 3% 
раствор перекиси водорода на 10 минут. По-
сле повторной промывки в дистиллированной 
воде (3 смены, по 2 минуты) срезы инкубиро-
вались с первичным антителом ЦОГ-2 в рабо-
чем разведении 1:100 при температуре 37°С, в 
течение 30 минут. Затем следовала промывка 
в промывочном буфере (рН=7,3-7,4, 3 смены, 
по 2 минуты), после чего на срезы наносили 
раствор вторичных антител, время воздействия 
с которыми составило 30 минут (при темпера-
туре 37°С). После промывки в промывочном 
буфере (3 смены, по 2 минуты) проводили 
окрашивание красителем ДАВ для визуали-
зации реакции антитела с антигеном. Затем 
следовала промывка в дистиллированной воде 
(3 смены, по 2 минуты), окрашивание ядер ге-
матоксилином Майера (10 минут). Далее для 
обезвоживания срезы помещались в растворы 
спиртов с возрастающей концентрацией (по 5 
минут в каждом из трех), с целью обесцвечива-
ния они помещались в ксилол (2 смены, по 10 
минут). На заключительном этапе гистологи-
ческие срезы тканей заключали под покровное 
стекло с помощью бальзама. Иммуногистохи-
мический анализ выполнялся с постановкой 
отрицательного контроля, при проведении 
которого методика исследования исключала 
нанесение первичного антитела. Экспрессия 
данного маркера выявлялась в виде цитоплаз-
матического окрашивания, что расценивалось 
как положительная реакция при наличии экс-
прессии более чем в 10% клеток.

Иммуногистохимическая реакция с анти-
телом в клетках оценивалась при помощи ана-
лизатора изображений “Aperio Image Scope”с 
использованием алгоритма “positive pixel 
count”. Для компьютерной обработки данных 
микропрепараты фотографировали в 10 произ-
вольно выбранных полях зрения (увеличение 
×400) при помощи микроскопа фирмы “Leica 
DMLS” и цифровой камеры “Canon Power 
Shot G3”. Площадь одного поля зрения со-
ставила 438536 мкм². В качестве информатив-
ных параметров были выбраны интенсивность 
слабой, умеренной и выраженной экспрессии 
в клетках эпителия папиллом гортани, а так-
же общая позитивность, которая оценивалась 
программой как соотношение положительных 
пикселей к отрицательным.

Для статистической обработки получен-
ных данных применяли пакет прикладных 
программ STATISTICA 6.0. Оценка достовер-
ности различия результатов проводилась вы-
числением непараметрических критериев. С 
целью проверки статистической нулевой ги-
потезы об однородности групп исследования 
использовался H-критерий Краскала-Уоллиса. 
Взаимосвязь между показателями оценивали 
при помощи непараметрического двусторон-
него коэффициента корреляции Спирмена. 
Различие считалось достоверным при р<0,05. 
Рассчитывались: медиана (Ме), интерквар-
тильный размах (LQ; UQ).

Результаты

Первую группу исследования составили 
пациенты с папилломой гортани без диспла-
зии эпителия (7/11,3 %). Во вторую группу 
включены случаи с дисплазией первой (сла-
бой) степени в эпителиальном пласте папил-
лом (12/19,4%), в третью группу – с диспла-
зией второй (умеренной) степени (28/45,2%). 
Четвертая группа включала пациентов с па-
пилломатозом гортани с тяжелой (третья сте-
пень) дисплазией (9/14,5%), пятая – с раком 
гортани на фоне папилломатоза (6/9,7%). Во 
всех исследованных образцах отмечалась оча-
говая или диффузная цитоплазматическая экс-
прессия антитела ЦОГ-2. 

В группе пациентов с папилломами гор-
тани, которые характеризовались отсутствием 
диспластических изменений, выявлена слабая, 
умеренная и выраженная экспрессия маркера 
ЦОГ-2 с позитивностью иммуногистохимиче-
ской реакции в пределах 29% (рис. 1).

При этом преобладала слабая экспрессия 
ЦОГ-2 в клетках папиллом данной группы (та-
блица 1). 



730

Во второй группе пациентов с папиллома-
ми гортани, в которых выявлена слабая дис-
плазия, также отмечена слабая, умеренная и 
выраженная экспрессия маркера ЦОГ-2 с по-
зитивностью иммуногистохимической реак-
ции в пределах 35% (рис. 2).

Интенсивность слабой и умеренной экспрес-
сии маркера ЦОГ-2 в эпителиальных клетках па-
пиллом гортани при наличии дисплазии первой 
степени находилась практически на одинаковом 
уровне с некоторым преобладанием интенсивно-
сти умеренной экспрессии (таблица 2). 

В третьей группе пациентов с папиллома-
ми гортани, в которых установлена умеренная 
дисплазия эпителия, также отмечена слабая, 
умеренная и выраженная экспрессия маркера 
ЦОГ-2 с позитивностью иммуногистохимиче-
ской реакции в пределах 34% (рис. 3).

Интенсивность слабой и умеренной экс-
прессии маркера ЦОГ-2 в эпителиальных клет-
ках папиллом гортани при наличии дисплазии 
2 степени также характеризовалась близкими 
значениями с некоторым преобладанием ин-
тенсивности умеренной экспрессии (таблица 3). 

Таблица 1
Иммуногистохимическая характеристика экспрессии ЦОГ-2 в первой группе исследования

Рис. 1. Иммуногистохимическая экспрессия ЦОГ-2 в клетках папиллом гортани без дисплазии.  А – окраска 
гематоксилином и эозином, Б – программная обработка среза: желтым – слабая, коричневым – умеренная, 
темно-коричневым – выраженная экспрессия маркера, синим – отрицательная реакция. Ув. ×400.

Рис. 2. Иммуногистохимическая экспрессия ЦОГ-2 в клетках папиллом гортани с дисплазией 1 степени. А 
– окраска гематоксилином и эозином. Б – программная обработка среза: желтым – слабая, коричневым – 
умеренная, темно-коричневым – выраженная экспрессия маркера, синим – отрицательная реакция. Ув. ×400.

А Б

Группа Морфологический параметр
Интенсивность 

слабой экспрессии, 
Ме (25%-75%),  пкс

Интенсивность 
умеренной экспрессии, 

Ме (25%-75%),  пкс

Интенсивность 
выраженной экспрессии, 

Ме (25%-75%),  пкс

Позитивность, 
Ме (25%-75%)

без дисплазии 
эпителия 
папиллом 

6989652 (5479550-
9065280)

12131241 
(7626785-17664431)

144258
 (35203-223720)

0,29
(0,24-0,37)

А Б
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В четвертой группе пациентов с папилло-
мами гортани, в которых установлена тяжелая 
дисплазия эпителия, также отмечена слабая, 
умеренная и выраженная экспрессия маркера 
ЦОГ-2 с позитивностью иммуногистохимиче-
ской реакции в пределах 40% (рис. 4).

В эпителиальных клетках папиллом гор-
тани при наличии дисплазии третьей степени 
отмечено преобладание интенсивности умерен-
ной экспрессии маркера ЦОГ-2 (таблица 4). 

В пятой группе пациентов с папилломами 
гортани, в которых выявлена трансформация в 
плоскоклеточный рак, также наблюдалась сла-
бая, умеренная и выраженная экспрессия мар-
кера ЦОГ-2 с позитивностью иммуногистохи-
мической реакции в пределах 39% (рис. 5). 

В эпителиальных клетках папиллом горта-
ни при наличии рака отмечено значительное 

Таблица 2
Иммуногистохимическая характеристика экспрессии ЦОГ-2 во второй группе исследования

Таблица 3
Иммуногистохимическая характеристика экспрессии ЦОГ-2 в третьей группе исследования

Группа Морфологический параметр
интенсивность 

слабой экспрессии, 
Ме (25%-75%),  пкс

интенсивность 
умеренной экспрессии, 

Ме (25%-75%),  пкс

интенсивность 
выраженной экспрессии, 

Ме (25%-75%),  пкс

позитивность, 
Ме (25%-75%)

с дисплазией 
эпителия 
папиллом 1 
степени

10552365 (8103792-
11841600)

13171970  (10077369-
15698843)

328289 
(153228-805068)

0,35
(0,30-0,42)

Рис. 3. Иммуногистохимическая экспрессия ЦОГ-2 в клетках папиллом гортани с дисплазией 2 степени. А 
– окраска гематоксилином и эозином. Б – программная обработка среза: желтым – слабая, коричневым – 
умеренная, темно-коричневым – выраженная экспрессия маркера, синим – отрицательная реакция. Ув. ×400.

А Б

Группа Морфологический параметр
интенсивность 

слабой экспрессии, 
Ме (25%-75%),  пкс

интенсивность 
умеренной 
экспрессии, 

Ме (25%-75%),  пкс

интенсивность 
выраженной 
экспрессии,

 Ме (25%-75%),  пкс

позитивность, 
Ме (25%-75%)

с дисплазией 
эпителия 
папиллом 2 
степени

10082726 (7493134-
11962411)

13220767 (10666357-
16643995)

233001 
(91662-444276)

0,34
(0,30-0,40)

преобладание интенсивности умеренной экс-
прессии маркера ЦОГ-2 (таблица 5). 

В процессе статистической обработки 
данных установлено достоверное отличие ис-
следованных групп по интенсивности слабой 
экспрессии в эпителиальных клетках папил-
лом гортани (тест Краскала-Уоллиса: H=72,56, 
р=0,000) с обратной корреляционной взаи-
мосвязью (R=-0,09, р=0,05). В эпителиальных 
клетках папиллом гортани с трансформацией 
в рак отмечалась наименьшая интенсивность 
слабой экспрессии маркера. Умеренная экс-
прессия маркера характеризовалась прямой 
корреляционной взаимосвязью в исследован-
ных группах (R=0,28, р=0,000) со статисти-
чески достоверным отличием (тест Краскала-
Уоллиса: H=42,10, р=0,000). Выявлено нарас-
тание умеренной экспрессии маркера ЦОГ-2 в 
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Таблица 4
Иммуногистохимическая характеристика экспрессии ЦОГ-2 в четвертой группе исследования

Таблица 5
Иммуногистохимическая характеристика экспрессии ЦОГ-2 в пятой группе исследования

Рис. 4. Иммуногистохимическая экспрессия ЦОГ-2 в клетках папиллом гортани с дисплазией 3 степени. А –  
окраска гематоксилином и эозином. Б – программная обработка среза: желтым – слабая, коричневым – уме-
ренная, темно-коричневым – выраженная экспрессия маркера, синим – отрицательная реакция. Ув. ×400.

Рис. 5. Иммуногистохимическая экспрессия ЦОГ-2 в клетках рака гортани. А – окраска гематоксилином и 
эозином. Б – программная обработка среза: желтым – слабая, коричневым – умеренная, темно-коричневым –  
выраженная экспрессия маркера, синим – отрицательная реакция. Ув. ×400.

А Б

Группа Морфологический параметр
интенсивность слабой 

экспрессии,
 Ме (25%-75%),  пкс

интенсивность 
умеренной экспрессии, 

Ме (25%-75%),  пкс

интенсивность 
выраженной экспрессии,

 Ме (25%-75%),  пкс

позитивность, 
Ме (25%-75%)

с дисплазией 
эпителия 
папиллом 3 
степени

9940470 
(8063919-12051337)

15682896
 (12861505-18124082)

375201 
(242046-982871)

0,40
(0,36-0,45)

Группа Морфологический параметр
интенсивность слабой 

экспрессии, 
Ме (25%-75%),  пкс

интенсивность 
умеренной экспрессии, 

Ме (25%-75%),  пкс

интенсивность 
выраженной экспрессии, 

Ме (25%-75%),  пкс

позитивность, 
Ме (25%-75%)

Рак 
гортани

6319231 
(5140603-7433398)

17277717 (14974579-
18843934)

545076 
(290616-782426)

0,39
(0,34-0,44)
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эпителиальных клетках с дисплазией по срав-
нению с папилломами без дисплазии. В опухо-
левых клетках отмечено наибольшее значение 
интенсивности умеренной экспрессии и прак-
тически равное значение выявлено в группах с 
первой и второй степенью дисплазии эпителия 
папиллом. Также установлено достоверное от-
личие исследованных групп по интенсивно-
сти выраженной экспрессии в эпителиальных 
клетках папиллом гортани (тест Краскала-
Уоллиса: H=19,62, р=0,000) с прямой корре-
ляционной взаимосвязью (R=0,28, р=0,000). 
В клетках рака гортани отмечено наибольшее 
значение интенсивности выраженной экс-
прессии и практически равное значение вы-
явлено в группах пациентов с первой и вто-
рой степенью дисплазии эпителия папиллом. 
Эпителиальные клетки папиллом гортани без 
дисплазии характеризовались меньшей интен-
сивностью выраженной экспрессии ЦОГ-2.

Обсуждение

Степень выраженности и позитивность 
иммуногистохимической реакции с  маркером 
ЦОГ-2 свидетельствует об активности фермента 
циклооксигеназы в цитоплазме эпителиальных 
клеток папиллом гортани. Статистически до-
стоверное преобладание умеренной и выражен-
ной экспрессии, а также позитивности (т.е. на-
личие положительной реакции по отношению 
к отрицательной реакции) в клетках папиллом 
с тяжелой дисплазией и раком гортани харак-
теризует повышенную активность данного фер-
мента. Таким образом, полученные результаты 
свидетельствуют о роли ЦОГ-2 в патогенезе ре-
спираторного папилломатоза у взрослых. Зна-
чительное увеличение уровня экспрессии ЦОГ-
2 при нарастании злокачественного потенциала 
опухоли, доказывает участие данного фермента 
в опухолевой трансформации и прогрессирова-
нии новообразования.

На наш взгляд, это также имеет большое 
практическое значение в прогнозировании ис-
ходов заболевания и выборе индивидуальной 
тактики лечения. Идентификация экспрес-
сии ЦОГ-2 в тканях папиллом гортани может 
выполнять функцию предиктора опухолевой 
трансформации и малигнизации папиллома-
тоза гортани у взрослых.

Выводы

1. В клетках папиллом гортани у взрослых 
наблюдается нарастание высокой интенсивно-
сти иммуногистохимического маркера ЦОГ-2 
при тяжелой дисплазии и раке гортани, что 

свидетельствует об активности данного фер-
мента и подтверждает его участие в развитии 
респираторного папилломатоза.

2. Определение экспрессии ЦОГ-2 в тка-
нях папиллом гортани у взрослых может слу-
жить достоверным прогностическим маркером 
опухолевой трансформации и малигнизации 
новообразования.
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