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АПОПТОЗ, АЛЬФАВИРУСЫ, ГЕПАТИТ В, ГЕРПЕС - ВИРУСНАЯ ИНФЕКЦИЯ, ОЦЕНКА ЭКСПРЕССИИ, ОНКОГЕННЫЙ РИСК, РЕЦЕПТОР, ИММУНОТЕРАПИЯ, ИММУНОЦИТОКИНЫ, ПАПИЛЛОМАВИРУСНАЯ ИНФЕКЦИЯ. 
В отчете представлены результаты исследований, выполненных по 2 этапу Государственного контракта №П1084 «Молекулярные основы регуляции программированной гибели клеток при хронических вирусных инфекциях» (шифр НК-193П) от 24 августа 2009г. по направлению «Фундаментальная медицина и физиология» в рамках мероприятия 1.3.1.» Проведение научных исследований молодыми учеными – кандидатами наук» мероприятия 1.3. «Проведение научных исследований молодыми учеными – кандидатами наук и целевыми аспирантами в научно-образовательных центрах», направления 1 «Стимулирование закрепления молодежи в сфере науки, образования и высоких технологий» Федеральной целевой программы «Научные и научно-педагогические кадры инновационной России» на 2009-2013 гг.

Перспективной задачей современной иммунологии является поиск путей модуляции механизма работы клеток в направлении регуляции апоптоза. Целью исследования на втором этапе было определение рецепторного фенотипа и генетического контроля апоптоза у пациентов с хроническими вирусными инфекциями с высоким онкогенным риском (хронические парентеральные гепатиты, герпетическая инфекция, папилломавирусная инфекция). Для оценки рецепторного фенотипа исследованы клетки лейкоцитарной фракции во всех группах и цервикального канала пациенток с ВПГ-1,2 и ВПЧ. Проведено сравнительное исследование активности показателей апоптоза при различных вирусных инфекциях и в различном биологическом материале. Определены нозологические формы с наиболее выраженным снижением апоптоза, определены перспективные направления дальнейшего поиска причин нарушения противовирусной защиты, с целью использования в качестве прогностических, диагностических критериев и с целью выбора методов терапии.
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Введение
В настоящее время интенсивно изучается роль апоптоза (программированной клеточной гибели) в регуляции иммунного ответа, развитии иммунодефицитных состояний и иммунопатологии [1]. Особый интерес представляет участие апоптоза в патогенезе инфекционных заболеваний, так как их возбудители оказывают разнообразное влияние на программированную гибель клеток - стимулирующее или подавляющее. В частности, что вирус гриппа, альфавирусы, вирус клещевого энцефалита индуцируют апоптоз в перевиваемых клеточных культурах [2, 3, 4, 5]. 
Показана роль вирусиндуцированного апоптоза в патогенезе СПИДа, клещевого энцефалита, энцефалита новорожденных мышей, вызванного вирусом Sindbis [6, 7, 8, 9]. В то же время известен феномен защиты от апоптоза клеток, инфицированных ВИЧ-1, аденовирусами, полиовирусом, вирусом коровьей оспы [10, 11, 12]. Феномен гибели клеток, инфицированных вирусами, известен давно, хорошо изучен и широко используется для количественной оценки цитопатического действия вирусов при оценке активности противовирусных препаратов. Гибель инфицированных вирусами клеток может рассматриваться как защитный механизм, предотвращающий распространение вирусов. Цитотоксические Т-лимфоциты также предотвращают распространение вирусов за счет узнавания и уничтожения клеток, содержащих вирусные пептиды, связанные с поверхностью клетки. 
Вирус-индуцируемый апоптоз характеризуется обычными для этого явления признаками, включая изменения морфологии ядра и клетки в целом и межнуклеосомную фрагментацию ДНК. Очень многие гены, продукты которых индуцируют или предотвращают гибель клеток кодируются вирусами. С помощью таких белков вирусы регулируют функции клеток [13].

Индуцируемый вирусами апоптоз может быть ведущим механизмом в патогенезе вирусных заболеваний. Примером таких заболеваний является паралич и гибель лабораторных мышей при заражении нейротропным вирусом (Sinbis). Индукция этим вирусом апоптоза нейронов головного и спинного мозга мышей коррелировала со смертностью: нейровирулентные штаммы индуцировали in vivo более интенсивный апоптоз по сравнению с менее вирулентными.
Возможно, что аналогичным действием по индукции апоптоза обладают вирусы гепатита В и С человека (ХГВ и ХГС). Проблема цитопатического действия вирусов гепатита В и С активно изучается в связи с тревожной ситуацией неуклонного роста этих заболеваний. Вирусы гепатитов, в частности В и С представляет большую угрозу для человечества. Более 1/3 населения мира по данным ВОЗ инфицированы ВГВ, из них более 400 миллионов страдают хроническим гепатитом (данные на 2000 г), а от патологии, связанной с ВГВ, ежегодно умирает свыше 1 млн. человек [14].
Вирус гепатита С также представляет серьезную угрозу здоровью людей из-за очень высокой вероятности (более 50 %) развития хронического гепатита С (ХВГ С), приводящего в дальнейшем к циррозу и гепатоцеллюлярной карциноме [15]. Около 3 % населения мира инфицировано ВГС, и эпидемический прогноз довольно неутешительный. Несмотря на значительный прогресс в понимании молекулярной вирусологии ВГВ и ВГС, патогенез вирусных гепатитов В и С и роль апоптоза в развитии поражения печени при вирусных гепатитах еще до конца не выяснены. Основные патогенетические особенности вирусных гепатитов  обусловлены нарушением функции гепатоцитов - главной мишени вирусов.

Некоторые вирусы успешно живут в алоптотических клетках, это представляет определенную опасность для организма и является существенным моментом в патогенезе заболевания. Это происходит за счет того, что многие вирусы кодируют белки, ингибирующие апоптоз. При этом реализуются в основном две возможности: с помощью гомологов Вс1-2 (структурных или функциональных) и с помощью ингибиторов каспаз. Блок апоптоза усиливается вирусами за счет деградации р53. К вирусам, ингибируюшим апоптоз, относятся бакуло вирус р35, кодирующий белок ингибитор каспаз, вирус Эпштейн-Барр, кодирующий белок HMRFI, являющийся гомологом Bcl-2. Аналогичным механизмом ингибирования апоптоза обладают различные вирусы герпеса человека [16].
Способность ингибировать апоптоз позволяет вирусам закончить цикл репликации до гибели клетки. Ингибиторы апоптоза аденовирусов, кроме того, ускоряют онкотрансформацию клеток, блокируя апоптоз, индуцируемый трансформирующим геном Е1А. Однако роль этого процесса (блока апоптоза) в злокачественном перерождении клетки еще не показана ни для одного из вирусов [17].
В случае апоптоза клеток, ассоциированных с вирусными инфекциями, также изменяется активность системы Fas/FasL. При этом можно выделить две основные причины нарушения регуляции апоптоза. С одной стороны, зараженные клетки и клетки иммунной системы запускают процессы Fas-опосредованной гибели, увеличивая экспрессию Fas в клетках-мишенях и FasL в эффекторных клетках, с целью элиминации чужеродного генома. С другой стороны, для продолжения репликации вируса специализированные вирусные белки предот​вращают развитие апоптоза в инфицированных клетках посредством изменения экспрессии Fas и FasL и ингибирования передачи цитотоксического сигнала [18,19].
Таким образом, вирусы могут индуцировать или блокировать апоптоз в зараженной клетке, как за счет специфического действия продуктов вирусных генов, так и в результате изменения свойств поверхностной мембраны клетки. 
Целью исследования на втором этапе было определение рецепторного фенотипа и генетического контроля апоптоза у пациентов с хроническими вирусными инфекциями с высоким онкогенным риском (хронические парентеральные гепатиты, герпетическая инфекция, папилломавирусная инфекция).
Глава 1 Аналитический отчет о проведении теоретических и экспериментальных исследований
Клинико-эпидемиологическая и лабораторная характеристика обследованных групп больных хроническим вирусным гепатитом В, С и их сочетанной формой. Под нашим наблюдением находилось 155 больных хроническими вирусными гепатитами в возрасте от 18 до 76 лет, которые проходили стационарное лечение в ЦПБ СПИД и ИЗ МЗ и СР КБР. Преобладали лица мужского пола (88%). Из них – 76 больных с хроническим вирусным гепатито. В, 37 пациентов с хроническим вирусным гепатитом                 С и 38 – с хроническим вирусным гепатитом – mixt. 
При хроническом гепатите В длительность заболевания к моменту поступления составляла 7,8 года, при хроническом гепатите С – 11,2 года и при хроническом вирусном гепатите-mixt – 5,6 года. Обращает на себя внимание тот факт, что при всех этиологических формах вирусного гепатита преобладают мужчины, но в группе больных с вирусным гепатитом С и микст гепатитом В+С, процентная доля мужчин значительно выше, чем женщин (75% и 94% соответственно). При остром вирусном гепатите В преобладание мужчин составляет 65%.

Другой характерной особенностью парентеральных гепатитов являлось преобладание среди заболевших лиц молодого возраста от 15 до 30 лет. При хроническом гепатите В таких больных было 37 человек (48%), вирусном гепатите С-19 пациентов (56%) и микст-гепатите В+С-22 (63%). Процентная доля больных от 31 года до 50 лет составила соответственно: при ВГВ-29%, ВГС-33% и ВГВ+С-25% больных. Больший процент больных старше 50 лет определялся у больных вирусным гепатитом В-21%, у больных вирусным гепатитом С этот процент составил-11% и у больных вирусным гепатитом            В+С - 12% 

Проведенный нами анализ возможных путей и факторов передачи возбудителей инфекции показал, что кроме инфицирования во время введения наркотических препаратов через необработанные шприцы и иглы (24% у больных ВГВ, 38%-у инфицированных ВГС и 50% у больных ВГВ+С), заражение вирусными гепатитами происходило в стационарах и поликлиниках при заборе крови для анализов и проведении оперативных вмешательств (40% при вирусном гепатите В, 29%-при вирусном гепатите С и 35% у пациентов с микст-гепатитом В+С). 
Примерно в одинаковом процентном соотношении заражение вирусными гепатитами происходило при гинекологических и стоматологических манипуляциях (18% ВГВ, 20% ВГС и 17% ВГВ+С). Половой путь заражения отмечался у больных вирусными гепатитами В и С (12% и 7% соответственно). 

Не установленный путь инфицирования оказался также у больных вирусным гепатитом В и С и составил по 6%. Значительная доля заражения во время внутривенного введения наркотиков в общей структуре путей передачи при сочетанном варианте вирусного гепатита приводило к относительному уменьшению удельного веса других путей инфицирования.

Клиническая характеристика больных с вирусными гепатитами показала, что все пациенты распределялись по уровню клинико-биохимической активности: 32 больных с минимальной активностью (0-1N АлТ), 77 – с умеренной степенью активности (2-4N АлТ) и 46 – с высокой степенью активности (>4N АлТ). 


Возможное влияние сопутствующей патологии на тяжесть процесса было примерно равнозначно в исследуемых группах. Сопутствующие заболевания внутренних органов встречались при хроническом ГВ в 32,5%, при ВГС-в 34,3% и при микт-инфекции- в 21% случаев. Преобладание среди заболевших лиц молодого возраста во многом определяло структуру сопутствующей патологии, которая не имела принципиальных различий в представленных клинических группах. Болезни сердечнососудистой системы диагностировались в единичных случаях (2,7-3%), а ведущей являлась гастроэнтерологическая патология, которая встречалась при ВГВ в 14,3%, ВГС- в 18,4% и при микст-гепатите- в 11% случаев, а также патология почек: хронический пиелонефрит встречался у 11,9% больных вирусным гепатитом В, 8,3% вирусным гепатитом С и у 4% больных микст-гепатитом В+С.


Симптомы диспепсического и астенического характера (общая слабость, снижение аппетита, тошнота, головная боль) оставались ведущими при поступлении в стационар, и частота их регистрации во многих случаях не отличалась в сравниваемых группах. Однако имелись и определенные различия. Так, при моно инфекции вирусом В, а также при его сочетанной форме, чаще регистрировался такой признак интоксикации, как рвота (42% и 37% соответственно). 

При желтухе больные чаще, по сравнению с предыдущим этапом заболевания, жаловались на кожный зуд. Этот симптом чаще встречался у больных хроническим вирусным гепатитом В и и его сочетанной формы (19% и 15% соответственно), по сравнению с вирусным гепатитом С (9%). Температурная реакция, возникшая впервые непосредственно в разгар желтушного периода, чаще всего являлась или симптомом сопутствующей патологии (обострение хронического холецистита, панкреатита, пиелонефрита и др.) или свидетельствовала о возможном развитии тяжелой формы заболевания. 
Спленомегалия по данным УЗИ несколько чаще наблюдалась при микст-гепатите и вирусном гепатите С (13% и 19%). Головокружение-симптом, который при вирусном гепатите является отражением энцефалопатического синдрома, чаще регистрировался при хроническом гепатите В в его «чистом» и сочетанном вариантах по сравнению с моноинфекцией, вызванной ВГС (в 17%, 21% и 3%). Мышечно-суставные боли также являлись более характерным признаком хронического гепатита В и его сочетанного варианта, по сравнению с вирусным гепатитом С. Этот симптом регистрировался в 25% случаев при ВГВ и микст-гепатите и в 6% при вирусном гепатите С. 

На спонтанные ноющего, тупого характера боли в животе, чаще в правом подреберье и эпигастрии, жаловались большинство пациентов в исследуемых группах, причем этот признак при гепатите-микст определялся чаще, чем  при вирусном гепатите В и С (79% и  64%, 52% соответственно). Характер и локализация болей свидетельствовали, прежде всего, о воспалительном отеке печени и растяжении глиссоновой капсулы. Печень выступала из-под края реберной дуги при всех исследуемых формах вирусного гепатита, примерно, с одинаковой частотой (при ВГВ в 85% случаев, при ВГС и при микст-гепатите в 88%). 
При смешанной форме вирусного гепатита гепатомегалия была более значительная, чем при моноинфекциях. Так, более 3 см печень выступала у больных сочетанной формой гепатита в 34% случаев, значительно больше, чем при вирусном гепатите В и С (12% и 18% соответственно).

Диагноз был выставлен на основании клинико-эпидемиологической и молекулярно-биохимической оценке. Всем пациентам проводилось определение маркеров вирусных гепатитов методом ИФА (тест-системы «Вектор-Бест», Россия), ДНК-ВГВ, РНК-ВГС, РНК-ВГД методом полимеразной цепной реакции с использованием тест-систем «АмплиСенс» (ЦНИИЭ, Москва),

Инструментальное обследование предусматривало УЗИ печени, желчного пузыря, поджелудочной железы и селезенки. Для диагностики сопутствующих заболеваний применялся комплекс клинических и лабораторно-инструментальных методов исследования, который изменялся в зависимости от конкретных условий.

Лечение больных осуществлялось по общепринятой схеме. Базис-терапия включала в себя диету: стол №5, комплекс витаминов в терапевтических дозах, средства нормализующие деятельность желудочно-кишечного тракта, препятствующие дисбактериозу, накоплению кишечных                          эндотоксинов - эубиотики (бифидумбактерин, лактобактерин, колибактерин). Больные принимали лактулозу, при необходимости - ферменты (панкреатин, мезим-форте и др.), симптоматические средства.

Синдромальная терапия включала в себя купирование интоксикационного синдрома за счет включения в лечение кристаллоидных растворов: глюкозы, солевых растворов и коллоидных растворов: белковых препаратов (альбумин), факторов свертывания (свежезамороженная и антигемофильная плазма). При развитии геморрагического синдрома в лечение включали гемостатические средства (децинон, аминокапроновая кислота, викасол). Холестатический синдром купировали за счет назначения абсорбентов (холестерамин, билигнин, полифепан, энтеросгель), а также препаратов ненасыщенных жирных кислот (урсофальк, хенофальк и др.). 
При вирусном гепатите, осложненном вторичной бактериальной инфекцией назначали антимикробные средства (ампициллин, клафоран и др.).

Полученные результаты сравнивали с показателями контрольной группы, состоящей из 15 практически здоровых доноров Республиканской станции переливания крови г. Нальчика. 
Результаты проведенных исследований обработаны на компьютерной программе «Microsoft Excel» и «Statistica» с применением метода вариационной статистики, регрессивного и корреляционного анализа.

Клинико-эпидемиологическая и лабораторная характеристика обследованных групп больных герпетической инфекцией (вирус простого герпеса -1,2 типа и цитомегаловирусная инфекция). 
Под наблюдением находилось 70 пациентов с хронической рецидивирующей генитальной герпес-вирусной инфекцией (ВПГ-1,2). Критериями выбора пациентов для обследования являлись: 1) наличие различной частоты рецидивов генитального герпеса – от 2 до 12 и более раз в год; 2) продолжительность генитальной герпес-вирусной инфекции более одного года; 3) обследование в фазе обострения процесса или в периоде продромы, не более 48 часов от момента появления высыпаний; 4) отсутствие приема иммуномодулирующей терапии в течение последних 3 месяцев. Диагноз ВПГ-1,2 верифицирован на основании клинической картины и данных лабораторного обследования, согласно рекомендациям 5-го международного форума (IHMF-1997) по диагностике генитального герпеса. 
По тяжести клинического течения ВПГ-1,2 инфекции легкая форма (1-2 рецидива в год) диагностирована у 10 пациентов (22,5 %) исследуемой группы, средняя (3-5 рецидива в год) - у 40 (70,83 %), тяжелая (6-12 и более рецидивов в год) - у 20(6,67 %) (таблица 1). 
Клиническое обследование включало: анамнез жизни и заболевания, выявление сопутствующей патологии, аллергологический анамнез, а также регулярный осмотр мест поражения. 
При осмотре выяснялись жалобы пациента (зуд, жжение, общее состояние, температура, миалгия и др.), оценивалось состояние кожных покровов и слизистых (наличие везикулезных элементов, изъязвлений, эпителизации, отечности, гиперемии). 
Длительность генитальной герпес-вирусной инфекции у всех больных, включенных в исследование, составила в среднем 4,0±2,5 года. У 7,5% пациентов длительность заболевания не превышала 1,5 года, около 40% пациентов страдали заболеванием от 1,5 до 3-х лет, у 21,6% – генитальный герпес наблюдался от 3 до 5 лет, у 19,4% – от 5 до 8 лет, а 12,5%          пациентов – более 8 лет.
Таблица 1 - Характеристика по полу и возрасту пациентов с герпетической инфекцией.
	Группа
	Количество рецидивов в год
	Количество  пациентов
	Возраст
	Пол

	
	
	
	
	М
	Ж

	ВПГ-1,2
1
	1-2
	10
	23-49
	7
	14

	ВПГ-1,2
2
	3-5
	40
	20-48
	15
	27

	ВПГ-1,2
3
	6 и более
	20
	24-48
	17
	30

	ЦМВИ
	-
	40
	22-42
	11
	29


По локализации у 50,7% пациентов высыпания возникали только в области гениталий, у 15,3% женщин  и 21% мужчин наблюдалось экстрагенитальное поражение с очагами в области ягодиц, параанальной, лобковой области и внутренней поверхности бедер. 
Смешанное поражение (генитальная и экстрагенитальная локализация) выявлено у 34,0% женщин и 12% мужчин. Провоцирующими рецидивы факторами являлись взаимосвязь с менструальным циклом у женщин, стресс, переутомление, переохлаждение. 

Анализ ранее проводимой терапии у обследуемых пациентов показал, что около 38% пациентов использовали только местную терапию (мазь с ацикловиром, растворы антисептиков).
Около 50% пациентов использовали ациклические нуклеозиды, в 55% раннее проводилась комплексная терапия с подключением ациклических нуклеозидов и иммуномодуляторов (препараты интерферонов, индукторы интерферонов). 

Также наблюдалось 40 человек с диагностированной цитомегаловирусной (ЦМВИ) инфекцией, из них 29 женщин и 11 мужчин. Цитомегаловирусная инфекция лабораторно была подтверждена с помощью РИФ у 19% больных, ПЦР - у 65% пациентов, методом иммуноблотинга антитела класса М к специфическим и высокоспецифическим белкам выявлены в 18% случаях, антитела класса G - в 34% случаях, с помощью ИФА антитела класса М выявлены у 10 (25%) человек. 
Средний титр антител класса IgM составил 1/275, минимальный - 0 1/100, максимальный - 1/800). 
Антитела класса IgG выявлены в 24 (60%) случаях (средний титр антител составил 1/3586, минимальный - 1/100, максимальный - 1/12800). ЦМВ инфекция в основном была выявлена при клинико-лабораторном обследовании при выявлении причин бесплодия (25%) и привычного невынашивания беременности (20%), 5% пациентов имели жалобы на частые рецидивирующие респираторные инфекции (от 4 до 8 раз в год).  
Помимо пациентов с герпетической инфекцией под наблюдением находились больные с папилломавирусной инфекцией (ВПЧ) (таблица 2).
Таблица 2 - Характеристика по полу и возрасту пациентов с ВПЧ инфекцией.
	Группа пациентов
	Количество пациентов
	Пол
	Возраст, лет

	
	
	М
	Ж
	

	С ВПЧ высокого онкогенного риска
	54
	5
	49
	19-42

	С ВПЧ низкого онкогенного риска
	42
	11
	29
	21-44

	Всего
	96
	16
	78
	-


У всех пациентов ВПЧ-инфекция подтверждалась ПЦР-анализом. Цитологические изменения при кольпоскопии у женщин с ВПЧ высокого онкогенного риска (койлоцитарная атипия, наличие в мазках двухъядерных и многоядерных клеток, амфофилия цитоплазмы и пр.) были обнаружены у 48 пациенток (50 %). При расширенной кольпоскопии изменения, характерные для папилломавирусной инфекции, были выявлены и подтверждены гистологическим методом у 68 женщин (100 %), причём у 18 (31 %) обследуемых присутствовали признаки дисплазии слабой степени, а у двух     (3 %) – дисплазии умеренной степени. 
У всех обследованных был воспалительный тип мазка. При ВПЧ низкого онкогенного риска цитологические изменения при кольпоскопии не зарегистрированы.

В 45% случаев клиническим проявлением ВПЧ высокого онкогенного риска инфекции являлись остроконечные кондиломы (папилломы), представляющие собой бородавчатые разрастания на короткой ножке. Папилломы располагались в виде скоплений в 14% и в 31% в виде единичных образований. Чаще всего остроконечные кондиломы располагались в области входа во влагалище, на больших и малых половых губах, реже - на шейке матки, а также на промежности и вокруг заднепроходного отверстия. 
В 5% случаев проявлением ВПЧ инфекции высокого онкогенного риска являлись папиллярные кондиломы, которые представляли собой гладкие бородавки, располагающиеся в области входа во влагалище, на больших и малых половых губах у женщин, в параанальной области у мужчин. 

Субклиническая форма ВПЧ-инфекции высокого онкогенного риска проявлялась в виде плоских кондилом в 14% случаев. Плоские кондиломы располагались на шейке матки и реже - во влагалище в виде единичных (4%) или множественных разрастаний (10%). Субъективных жалоб пациенты с субклинической формой ВПЧ не предъявляли. При латентной форме                       ВПЧ-инфекции не имелось клинических проявлений. Анализ ранее проводимой терапии у обследуемых пациентов показал, что около 48% пациентам комплексной терапии не проводилось. Около 50% пациентов использовали иммуномодуляторы (препараты интерферонов, индукторы интерферонов).
В группу контроля вошли 30 здоровых доноров, не имеющих антител к ВПГ-1, ВПГ-2 и ЦМВ в сыворотке крови и не содержащих ДНК ВПГ, ЦМВ и других инфекций, передающихся половым путем, в половом тракте.
Лабораторные методы исследования. Показатели апоптоза измерялись в следующих биологических материалах: сыворотка крови, клеточные элементы цервикального канала женщин. Выделение лейкоцитов из периферической крови. Для выделения лейкоцитов использовали центрифугирование в градиенте плотности фиколл-верографин. Из локтевой вены пациентов брали 10 мл крови, смешивали с 1 мл 3,8% раствора трехзамещенного цитрата натрия. Плазму отстаивали при 37СС, наслаивали на фиколлсодержащий раствор («ICN», США) и центрифугировали при 230 g в течение 30 минут при комнатной температуре. Интерфазный слой в виде кольца, содержащий лейкоциты, отбирали в чистые пробирки, добавляли ФСБ до 15 мл, проводили двукратную отмывку лейкоцитов ФСБ с центрифугированием при 230g в течение 10 минут при комнатной температуре. Клетки ресуспендировали в 2 мл ФСБ, отбирали 10 мкл для подсчета количества клеток в камере Горяева (без окрашивания), доводя пробы до концентрации 1Х106кл\мл.

Выделение клеточных элементов цервикального канала женщин. Содержимое цервикального канала получали при гинекологическом осмотре. Взятие материала из цервикального канала шейки матки производилось только после того, как шейку матки открывали при помощи зеркал. После того, как шейка матки была открыта в зеркалах, влагалищная часть ее протиралась  сухим ватным тампоном. Материал брался зондом. Зонд вводился в цервикальный канал на 1-1,5 см, осторожно поворачивался, вынимался, не прикасаясь к стенкам влагалища. После взятия биологического материала зонд помещали  в транспортную среду. К пробам добавляли 10 мл ФСБ и отмывали цетрифугированием при 230g в течение 10 минут при комнатной термпературе. Осадок ресуспендировали, подсчитывали и определяли клеточный состав.

Иммунофенотипический анализ. Для определения рецепторного фенотипа клеток 5 мл крови помещали в пробирку VACUTAINER, содержащую динатриевую соль ЭДТА (BD). Для выделения лейкоцитов использовали стандартный метод градиентного центрифугирования с последующей отмывкой клеток фосфатно-солевым буферным раствором            (рН 7.2). Концентрация клеток во всех проведенных исследованиях составляла 1 х 106 клеток/мл, жизнеспособность более 95%.Оценку рецепторной структуры клеток лейкоцитарной фракции осуществляли стандартным методом прямого двухпараметрического иммунофлюоресцентного окрашивания с использованием коммерческих лизирующих/фиксирующих (CellLyse, ВD) и промывающих растворов (CellWash, BD) и панели моноклональных антител (IOTest, Beckman Coulter), - антиCD95-FITC/антиDR5+-PE, (Caltag Labs). В планшет раскапывали клеточную взвесь (400 тыс. клеток на лунку), добавляли моноклональные антитела (по схеме) по 5 мкл. и инкубировали в течение 30 мин при 40 С. Отмывали дважды холодным PBS c азидом натрия путем центрифугирования по 5 мин при 1000 об/мин. Цитофлюорометрию осуществляли на проточном цитофлюориметре FACSCalibur (BD), при этом регистрировали суммарно не менее 10.000 событий. Данные анализировали в рамках программного обеспечения CellQuest (BD).

Оценку экспрессии белков апоптоза и цитокинов (sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL) проводили методом количественного Real-time ПЦР по технологии TaqMan с использованием прибора ICycler IQ (BioRad), в соответствии в основными рекомендациями протокола ЕАС (European Anti Cancer Program, 2003). Оценка экспрессии проводилась в три этапа: на первом этапе проводили выделение РНК из лейкоцитарной фракции клеток периферической крови и клеточных элементов цервикального канала женщин с ВПГ-1,2 и ВПЧ инфекциями, далее с помощью реакции обратной транскрипции синтезировали копии ДНК на матрице мРНК. На последнем этапе проводили полимеразную цепную реакция на амплификаторе. Выделение РНК проводили из лейкоцитарной фракции или клеток цервикального канала, которые замораживали и хранили в морозильной камере при температуре -70°С, предварительно добавив RNAlater (BD). Выделение РНК проводили по методике P.Chomczynsky, N.Sacchi методом кислой гуанидин-тиоцинат-фенол-хлороформ экстракции. Обратная транскрипция и ПЦР-амплификация были выполнены в соответствии с методикой, предложенной Gelder. 
В работе были использованы пары праймеров для следующих белков апопотоза и цитокинов: sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL (BD). В качестве контрольного (housekeeping) гена использовали ген β2 микроглобулина (β2M). Для каждого образца проводились 2 независимые ПЦР-реакции: для количественного определения белков апоптоза, иммуноцитокинов  и β2 микроглобулина. Экспрессия генов sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL и β2 микроглобулина определялась в виде числа копий транскрипта. Количество копий в исследуемых образцах определяли по отношению к стандартной калибровочной кривой, построение которой производилось с помощью прибора Real-time ПЦР на основании серии 10-кратных разведений плазмиды с известным количеством копий в 1 мкл. Уровень экспрессии исследуемых генов рассчитывали относительно контроля, принимая величину экспрессии гена в контроле за единицу.
Статистическая обработка полученных результатов. При математической обработке результатов исследований были использованы следующие методы: расчет средних значений и доверительный интервал, рассчитанные по данным n измерений. Доверительный интервал оценивали с использованием  критерия Стъюдента  для р<0.05. Статистическую обработку и расчет корреляционного коэффициента проводили с использованием программы Microsoft Excel.

Глава 2 Результаты теоретических и (или) экспериментальных исследований
2.1 Систематизация и предварительная оценка полученных результатов
Результаты оценки экспрессии рецептора смерти CD95 на лейкоцитах периферической крови пациентов с парентеральными гепатитами. CD95 (Fas, APO-1) относится к семейству рецепторов фактора некроза опухоли / фактору роста нервов. Fas проводит апоптотический сигнал внутрь клетки, антитела к Fas работают как антагонисты Fas-белков. СD95-рецептор представлен преимущественно на Т-клетках, в частности, на Т-хелперах. На Т-киллерах представлен в большей мере СD95L. Увеличение маркера апоптоза характерно для острой вирусной инфекции, для некоторых стадий ВИЧ-инфекции и вирусного гепатита. 
В наших исследованиях обнаружено достоверное повышение процента CD95-положительных лейкоцитов у больных хроническими вирусными гепатитами В и С по сравнению с группой здоровых доноров. 
При анализе полученных данных в зависимости от этиологии гепатита оказалось, что, хотя, и при вирусном гепатите и В и С происходит достоверное повышение CD95, этот показатель выше у больных с хроническим вирусным гепатитом С. Следует отметить, что изменение изучаемого показателя зависело от степени биохимической активности. Более высокие показатели процента CD95-положительных клеток наблюдались у больных с высокой биохимической активностью. 

Значение изучаемого показателя в группе больных микст-гепатитом имело ту же тенденцию к повышению CD95, однако выявить достоверных отличий от группы больных с хроническими вирусными гепатитами В и С не удалось. 
Учитывая, что подавляющее большинство пациентов с микст-гепатитами представлены патологией, вызываемой вирусами гепатита В и С, мы сочли возможным не включать их в дальнейшую разработку для получения дифференцированных данных по моноинфекциям вирусом гепатита В и вирусом гепатита С.
Таблица 3 - Относительное количество CD95+ лейкоцитов у больных хроническими вирусными гепатитами В и С, (%).
	Степень биохимической активности
	CD 95

	
	n
	ХВГВ
X±m
	ХВГС
X±m

	Здоровые
	15
	5,8± 0,7
	5,8± 0,7

	Минимальная
	8;13
	5,5±0,5
	8,1 ± 1,4

	Умеренная
	32;8
	6,9±1,2
	10,1 ± 1,1*

	Высокая
	19;15
	9,2±1,0*
	13,00 ± 1,2*^


Примечания: * - достоверность различий к уровню здоровых лиц; ^- достоверность различий к результатам у пациентов с ХВГВ.

Увеличение количества CD95+ лимфоцитов у обследованных нами пациентов следует рассматривать, по всей видимости, как адекватную реакцию организма на элиминацию инфектогена, т.к. основной функцией Fas-рецептора является индукция апоптоза. 
Исследование экспрессии рецептора смерти CD95 на различных клетках крови и других биологических жидкостей пациентов с герпетической и папилломавирусной инфекциями. Установлено, что ряд вирусов защищают от апоптоза инфицированные клетки, одновременно усиливая апоптоз незараженных клеток, в чем можно заподозрить важный механизм вирусиндуцированной иммуносупрессии. 
К таким вирусам, оказывающим двоякое воздействие на апоптоз клеток иммунной системы, принадлежат вирусы герепеса (ВПГ1,2; вирус Эпштейн-Барра (ВЭБ), вирусы папилломавирусной инфекции).
Показано, что различные вирусы (вирусы парагриппа 1 и 2, респираторно-синцитиальный вирус) in vitro вызывают усиление экспрессии рецептора апоптоза Fas (CD95) на мембране «наивных» Т-лимфоцитов периферической крови человека, без повышения их чувствительности к апоптозу или с дальнейшим повышением чувствительности в случае продуктивной инфекции [20]. Подобный механизм является одним из примеров усиления противовирусной защиты организма. 
Особенности индукции апоптоза через CD95 при герпетических и папилломавирусных инфекциях, являющегося одним из основных механизмов самосохранения организма при интегративных вирусных инфекциях с высоким онкогенным риском, были основной целью исследования.
Таблица 4 - Относительное число CD95+ клеток в лейкоцитарной фракции периферической крови пациентов с герпетической и папилломавирусной инфекциями, %.
	группа
	% СD95+ клеток

	
	В момент поступления
	Через 30 суток

	ВПГ-1,2
	1
	3,8±0,51
	3,5±0,52

	
	2
	2,9±0,51
	2,5±0,52

	
	3
	1,8±0,51
	1,5±0,51

	ЦМВИ
	5,8±0,5
	5,5±0,5

	ВПЧ
	ВПЧ высокого онкогенного риска
	3,5 ±0,51
	3,8±0,51

	
	ВПЧ низкого онкогенного риска
	5,8±0,5
	5,5±0,5

	доноры
	5,5±0,5
	-


1 -  р<0,05 по отношению к показателям доноров;
2  - р<0,05 по отношению к показателям предыдущего срока исследования.
Обнаружено, что на клетках лейкоцитарной фракции при ВПГ-1,2 типа независимо от степени тяжести заболевания достоверно снижен % CD95 + клеток (р<0,05). 
Выявлена обратная корреляционная связь между степенью тяжести инфекционного заболевания и количеством клеток, экспрессирующих данный антиген (рисунок 1). 
При исследовании динамики активности Fas-рецепторнозависимых апопотических процессов при ВПГ-1,2 инфекции, стоит отметить отсутствие положительных изменений на фоне проводимой противовирусной терапии через 30 суток.

При ЦМВИ у пациентов не выявлено достоверно значимых изменений относительного количества CD95 + клеток.
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Рисунок 1 - Относительное число CD95+ клеток в лейкоцитарной фракции периферической крови пациентов с герпетической разной степени тяжести заболевания, (%).
В случае исследования клеток лейкоцитарной фракции при ВПЧ инфекции обнаружено значительное (38,4%) снижение уровня CD95+клекто при вирусной инфекции высокого онкогенного риска, при отсутствии значимых изменений экспрессии рецептора смерти при ВПЧ низкого онкогенного риска. Низкий уровень CD95 + клеток является одной из основных причин нарушения апоптических процессов в зараженных интегративными вирусами клеток. 
В качестве биологического материала для исследования апопотической активности при ВПГ-12, и ВПЧ исследовались клетки цервикального жидкости женщин с выявленными вирусными инфекциями. 
Выявлено, что при ВПГ-1,2 инфекции  достоверно значимое снижение относительного количества CD95+ клеток определяется только во 2 и 3 группах больных.
Сравнительный анализ данных экспрессии антигена рецептора смерти крови и цервикального канала  показывает, что при герпетической инфекции значимые изменения на разных уровнях, что говорит о системной характере инфекционного процесса и общей иммуносупрессии организма. 
Таблица 5 - Относительное число CD95+ клеток цервикального канала женщин с герпетической и папилломавирусной инфекциями, %.
	группа
	% СD95+ клеток

	
	В момент поступления
	Через 30 суток

	ВПГ-1,2
	1
	5,8±0,5
	5,5±0,5

	
	2
	3,9±0,51
	4,5±0,5

	
	3
	2,8±0,51
	2,5±0,51

	ВПЧ
	ВПЧ высокого онкогенного риска
	5,5 ±1,5
	5,8±0,5

	
	ВПЧ низкого онкогенного риска
	1,8±0,51
	1,5±0,51

	доноры
	5,5±1,5
	-


1 -  р<0,05 по отношению к показателям доноров;

2  - р<0,05 по отношению к показателям предыдущего срока исследования.
При папиломивирусной инфекции общий уровень CD95+ клеток в цервикальной жидкости женщин независимо от  типа ВПЧ инфекции снижен, но достоверность различий обнаружена только при инфекции ВПЧ высокого онкогенного риска.
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Рисунок 2 - Относительное число CD95+ клеток цервикального канала периферической крови пациенток с герпетической разной степени тяжести заболевания, (%).
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Рисунок 3 - Относительное число CD95+ клеток цервикального канала периферической крови пациенток с папилломавирусной инфекцией разного онкогенного риска, (%).
На фоне проводимой терапии не происходит значимых изменений  ни в одной из исследованных групп пациентов, что демонстрирует отсутствие в терапии хронических вирусных инфекционных заболеваний  влияние на увеличение возможностей организма элиминировать зараженные клетки путем апоптоза. 
Таким образом, степень тяжести клинических симптомов ВПГ-1,2 ассоциирована со снижением экспрессии Fas/CD95 и склонности к спонтанному апоптоза. 
Это сопровождается снижением экспрессии рецептора апоптоза CD95 на циркулирующих лейкоцитах и клетках цервикального канала и повышением выживаемости клеток, зараженных вирусным геномом. 
Патогенетическая значимость модуляции иммуногенеза и апоптоза при ЦМВИ остается неясной, так как выраженных изменений в клетках крови не обнаружено. Напротив, при ВПЧ инфекции выявлена корреляция показателей от степени онкогенного риска инфекции. 
Не исключено, что при данном заболевании снижение экспрессии CD95 и готовности клеток к спонтанному апоптозу является неблагоприятным признаком, так как оно ассоциировано с переключением на менее эффективный при вирусной инфекции гуморальный путь иммунной защиты с присущими такому переключению проявлениями иммуносупрессии. 
Экспрессия рецептора смерти к TRAIL лиганду на лейкоцитах пациентов с парентеральными гепатитами. При изучении экспрессии другого рецептора лиганда из группы ФНО-индуцирующих  апоптоз – TRAIL на лейкоцитах периферической крови были получены следующие данные.

Таблица 6 - Изменение экспрессии рецептора TRAIL на лейкоцитах переферической крови у больных хроническим вирусным гепатитом В и С (%).
	Исследуемые группы
	n
	X±m
	P
	P1

	Здоровые
	15
	4,31±0.57
	
	

	Пациенты с ХВГВ с минимальной степенью активности
	8
	7.82±1.0


	<0,001
	

	Пациенты с ХВГВ с умеренной степенью активности
	32
	15,78±2.08
	<0,001
	

	Пациенты с ХВГВ с высокой степенью активности
	19
	21.23±2.38
	<0,001
	

	Пациенты с ХВГС с минимальной степенью активности
	13
	14.0±2.21


	<0,001
	<0,01

	Пациенты с ХВГС с умеренной степенью активности
	8
	22.81±2.61
	<0,001
	<0,05

	Пациенты с ХВГС с высокой степенью активности
	15
	29.31±1.87
	<0,001
	<0,01


1 Примечания: Р- достоверность различий по отношению к группе показателей у здоровых; Р1- достоверность различий по отношению к показателям у больных с ХВГВ.

В обеих группах у пациентов с хроническим вирусным гепатитом и В и С достоверно повышается экспрессия рецептора TRAIL на лейкоцитах периферической крови. Следует отметить, что наиболее высокие показатели получены в группе пациентов с хроническим вирусным гепатитом С. Помимо этиологии, изучаемый фактор зависел от степени биохимической активности гепатита. Достоверно более высокие значения были получены у больных хроническим вирусным гепатитом С высокой биохимической активности. Исследование экспрессии рецептора смерти к TRAIL (TRAIL-R2, DR5) лиганду на различных клетках крови и других биологических жидкостей пациентов с герпетической и папилломавирусной инфекциями. TRAIL(TNF-related apoptosis inducing ligand) – белок, синтезируемый клетками иммунной системы способен вызывать апоптоз злокачественных клеток, не влияя при этом на нормальные клетки организма. 
Таблица 7 - Относительное число DR5+ клеток в лейкоцитарной фракции периферической крови пациентов с герпетической и папилломавирусной инфекциями, %.
	группа
	% DR5+  клеток

	
	В момент поступления
	Через 30 суток

	ВПГ-1,2
	1
	4,5±0,3
	4,2±0,7

	
	2
	3,9±0,5
	3,2±0,3

	
	3
	2,5±0,81
	2,1±0,51

	ЦМВИ
	4,0±0,5
	4,9±0,9

	ВПЧ
	ВПЧ высокого онкогенного риска
	4,0±0,5
	4,4±0,5

	
	ВПЧ низкого онкогенного риска
	4,2±0,5
	4,2±0,5

	доноры
	4,31±0.57
	-


1- р<0,05 по отношению к показателям доноров; 
2- 2  - р<0,05 по отношению к показателям предыдущего срока исследования.
Обнаружено, что на клетках лейкоцитарной фракции при ВПГ-1,2 типа достоверно снижено количество клеток экспресссирующих DR5+ только  3 группе (р<0,05). 
На фоне проводимой терапии изменения относительного количества DR5+ клеток не обнаружено. При исследовании клеток цервикального канала выявлено, что при ВПГ-1,2 инфекции достоверно значимое снижение относительного количества DR5+ клеток определяется во 2 и 3 группах больных (таблица 8, рисунок 4). 

Таблица 8 - Относительное число DR5+ клеток цервикального канала женщин с герпетической и папилломавирусной инфекциями, %.
	группа
	% DR5+ клеток

	
	В момент поступления
	Через 30 суток

	ВПГ-1,2
	1
	4,8±0,8
	4,3±0,5

	
	2
	3,1±0,51
	2,9±0,31

	
	3
	2,5±0,21
	2,1±0,61

	ВПЧ
	ВПЧ высокого онкогенного риска
	5,5 ±1,5
	4,8±0,5

	
	ВПЧ низкого онкогенного риска
	4,8±0,5
	4,5±0,3

	доноры
	4,5±0,5
	-


1-  р<0,05 по отношению к показателям доноров;

2 - р<0,05 по отношению к показателям предыдущего срока исследования.

При папиломивирусной инфекции общий уровень DR5+ клеток в цервикальной жидкости женщин независимо от типа ВПЧ инфекции не изменен. Таким образом, степень тяжести клинических симптомов ВПГ-1,2 ассоциирована со снижением экспрессии  рецеторов апоптоза Fas/CD95 и DR5. При ВПЧ инфекции не выявлена корреляция показателей экспрессии DR5+ клеток от степени онкогенного риска инфекции. 
Изучение экспрессии генов, кодирующих активность апоптоза в различных клетках пациентов с парентеральными гепатитами. Изучение и анализ уровня м РНК иммуноцитокинов лигандов (sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL), задействованных в регуляции программируемой гибели зараженной клетки при хронических вирусных гепатитах выявил следующие изменения.
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Рисунок 4 - Относительное число DR5+  клеток цервикального канала периферической крови пациенток с герпетической разной степени тяжести заболевания, (%).
Таблица 9 - Изменение экспрессии мРНК sFAS, TRAIL, ФНО-α, ИЛ-2 в лейкоцитах периферической крови у больных хроническими  вирусными гепатитами В и С
.
	Группа пациентов
	Показатель
	Значения

	вирусные гепатиты
	ХВГВ

(n=32)


	мРНК ФНО α
	

	
	
	мРНК sFas
	

	
	
	мРНК TRAIL
	

	
	
	мРНК ИЛ-2
	

	
	ХВГС
(n=23)
	мРНК ФНО α
	

	
	
	мРНК sFas
	

	
	
	мРНК TRAIL
	

	
	
	мРНК ИЛ-2
	

	здоровые доноры
(n=15)
	мРНК ФНО α
	

	
	мРНК sFas
	 SHAPE  \* MERGEFORMAT 




	
	мРНК TRAIL
	

	
	мРНК ИЛ-2
	


Примечания:            присутствие показателя

                                   отсутствие показателя

                                   повышение значений по сравнению с группой контроля
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Рисунок 5 - Изменение экспрессии мРНК sFAS, TRAIL, ФНО-α, ИЛ-2 в лейкоцитах периферической крови у больных хроническими вирусными гепатитами В и С.

Интересные данные были получены при изучении экспрессии генов ФНО-α и ИЛ-2. Оказалось, что ни в одной контрольной пробе не определяются мРНК вышеуказанных цитокинов. У больных хроническим вирусным гепатитом С только у 5% обследуемых определяется мРНК ИЛ-2, тогда как у больных хроническим вирусным гепатитом В этот показатель не отличался от уровня здоровых. Достоверной разницы между показателями у пациентов с ХВГС и ХВГВ выявлено не было. С другой стороны, следует отметить повышение процента лейкоцитов, экспрессирующих мРНК ФНО-α у больных хроническим вирусным гепатитом В и С, по сравнению с контрольной группой. Опять же без достоверной разницы между двумя этими группами больных. Что касается данных по экспрессии м-РНК FAS, то оказалось, что имеет место достоверное повышение показателя у больных хроническим вирусным гепатитом С, по сравнению с показателями в контрольной группе, тогда как процент лейкоцитов, экспрессирующих данный показатель у больных хроническим вирусным гепатитом В повышался только у 7% обследованных. Таким образом, можно говорить о достоверном повышении эксрессии мРНК FAS у пациентов с ХВГС по сравнению с группой больных с ХВГВ.

Похожая ситуация складывается при изучении мРНК TRAIL лейкоцитов периферической крови. Оказалось, что в контрольной группе ни в одной пробе не определяется экспрессиям РНК изучаемого показателя. С другой стороны, у больных хроническим вирусным гепатитом В в 70% проб имеет место экспрессия мРНК TRAIL и только в 18% проб у больных хроническим вирусным гепатитом С.
Изменение экспрессии генов лигандов sFas, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL в клетках крови и других биологических жидкостях пациентов с герпетической и папилломавирусной инфекциями. Как показали результаты недавних исследований [отчет по первому этапу], в сыворотке крови больных герпетичсекой инфекцией наблюдается повышенный уровень ряда провоспалительных цитокинов, в том числе ФНОa. При оценке уровня экспрессии ФНОα обнаружены повышение значений (таб.), на фоне проводимой терапии значения экспрессии гена ФНОα остались выше нормальный показателей у пациентов 3 группы с количеством рецидивов ВПГ-1,2 инфекции выше 12 в год. ФНОα является одним из наиболее сильных предстимулирующих факторов, оказывает системное воздействие на организм и активно участвуют в противоинфекционной защите [21, 22, 23, 24]. В тоже время ФНОα является одним из основных лигандов апоптических рецепторов [25, 26]. 
Повышенная экспрессия гена ФНОα проводит к повышению концентрации данного цитокина как в сыворотке крови, так влагалищном и уретральном отделяемом [отчет по первому этапу]. Однако сниженный уровень экспрессии рецепторов (DR5+), по-видимому, является одной их причин блока апоптоза зараженных клеток.
В группах пациентов с ЦМВИ и ВПЧ значимых изменений экспрессии генов ФНОα не обнаружено, что свидетельствует об отсутствии инициации воспалительной реакции на генетическом уровне  и соответствует выявленным нормальным показателям концентраций провоспалительных цитокинов в данных группах пациентов. 
Так как последние годы появились данных об участии ИЛ-2 и ИЛ-2R в процессах онкотрансформации и о возможности их использования в противоопухолевой иммуннотерапии понятен интерес к структурно-функциональным исследованиям ИЛ-2 и его гена, и роли при вирусных инфекциях с высоким онкогенным риском [27].  ИЛ-2 является важным провоспалительным цитокином, который стимулирует пролиферацию и дифференцировку активированных Т-лимфоцитов в эффекторные                            Th-лимфоциты или цитотоксические Т-клетки. ИЛ-2 может стимулировать крупные гранулярные лимфоциты, макрофаги и В-клетки. 
Также установлено, что ИЛ-2 стимулирует синтез и секрецию целого ряда других лимфокинов: IL-4 , IL-6 , гамма-интерферона, колоний-стимулирующих факторов ( CSFs ), факторов некроза опухолей (TNFs ) [28, 29]. 
Не исключено, что на сегодняшний день определены не все функции ИЛ-2. Кроме того, многие биологические эффекты ИЛ-2, описанные in vitro, могут не наблюдаться in vivo, поэтому представление о роли ИЛ-2 в функционировании иммунной системы может измениться. 
При исследовании особенностей уровня мРНК ИЛ-2 в клетках лейкоцитраной фракции пациентов с ВПГ-1,2 инфекцией обнаружено, что в 1 группе уровень экспрессии генов ИЛ-2 выше, чем в клетках доноров, что может свидетельствовать о мобилизации защитных противовирусных механизмов и, по-видимому, является одним из благоприятных признаков более легкого течения инфекционного заболевания, так как ИЛ-2 является одним из основных стимуляторов ЕК. К 30 суткам показатель достоверно не отличается от нормы (p>0,05). 
В группах с более тяжелым течением ВПГ-1,2 инфекции  выявлены другие результаты: во 2 группе значения близки к значениям доноров (в момент рецидива инфекции и через 30 суток после проеденной противовирусной и иммуномодулирующей терапии), в 3 группе уровень экспрессии снижен в оба срока наблюдения. 
Отсутствие повышения экспрессии генов ИЛ-2 (при рецидиве инфекции и через 30 дней) приводит к иммунодефицитному состоянию и в тоже время может являться причиной неэффективности препаратов-индукторов выработки иммуноцитокинов. 
Апоптические лиганды – Fas и TRAIL, вырабатываемые клетками при запуске программируемой гибели клеток, запускают процесс самоуничтожения только в случае воздействия через соответствующие рецепторы. Ранее было обнаружено, что при ВПГ-1,2 инфекции  рецепторный фенотип клеток лейкоцитарной фракции и клеток цервикального канала был изменен, количество рецепторов CD95 и DR5достоверно снижено в 3 группе (см. выше). Однако, при изучении экспрессии мРНК лигандов апоптоза  выявлено, что и эти показатели снижены по сравнению с показателями здоровых доноров. 
Таким образом, выявлено 2 причины нарушения процессов апоптоза при тяжелом течении ВПГ-1,2 инфекции: 1.нарушен рецепторный фенотип клеток; 2. выявлено нарушение экспрессии мРНК лигандов апоптоза. 
Таблица 10 - Изменение экспрессии генов лигандов sFas, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL в клетках лейкоцитарной фракции пациентов с герпетической и папилломавирусной инфекциями.
	Группа
	Уровень экспрессии

	
	sFas
	ФНОα
	TRAIL
	ИЛ-2

	
	Момент поступления
	30 суток
	Момент поступления
	30 суток
	Момент поступления
	30 суток
	Момент поступления
	30 суток

	ВПГ-1,2
	1
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	2
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	3
	
	
	
	
	
	
	
	

	ЦМВИ
	
	
	
	
	
	
	
	

	ВПЧ
	ВПЧ высокого онкогенного риска
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	ВПЧ низкого онкогенного риска
	
	
	
	
	
	
	
	


       - показатель повышен

      - показатель снижен
      - показатель в переделах нормы
При ВПЧ инфекции выявлены нарушения апоптических  процессов на генетическом уровне, на фоне нормальный значений мРНК иммуноцитокинов. 
При инфекции ВПЧ низкого онкогенного риска  изменений на уровне генов не выявлено.
Таблица 11 - Изменение экспрессии генов лигандов sFas, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL в клетках цервикального канала женщин с герпетической и папилломавирусной инфекциями.
	группа
	Уровень экспрессии

	
	sFas
	ФНОα
	TRAIL
	ИЛ-2

	
	Момент поступления
	30 суток
	Момент поступления
	30 суток
	Момент поступления
	30 суток
	Момент поступления
	30 суток

	ВПГ-1,2
	1
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	2
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	3
	
	
	
	
	
	
	
	

	ЦМВИ
	
	
	
	
	
	
	
	

	ВПЧ
	ВПЧ высокого онкогенного риска
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	ВПЧ низкого онкогенного риска
	
	
	
	
	
	
	
	


       - показатель повышен

      - показатель снижен

      - показатель в переделах нормы
При исследовании клеточных элементов цервикального канала женщин в ВПГ-1,2 и ВПЧ инфекциями обнаружены сходные результаты, но можно отметить следующие особенность:
1. Выявлен более значимый дефицит экспрессии ИЛ-2, обнаруженный не только в 3 группе пациенток с ВПГ-1,2 инфекцией (более 12 рецидивов в год), но и во 2 группе с менее тяжелым течением заболевания (6-11 рецидивов в год).

2. Уровень экспрессии мРНК TRAIL не приходит  к нормальным значениям при ВПЧ инфекции через 30 суток (на фоне проводимой противовирусной терапии).
2.2 Оценка полноты решения задач и достижения поставленных целей
Целью исследования на втором этапе исследования было определение рецепторного фенотипа и генетического контроля апоптоза у пациентов с хроническими вирусными инфекциями с высоким онкогенным риском (хронические парентеральные гепатиты, герпетическая инфекция, папилломавирусная инфекция). 
Цель исследования достигнута и поставленные задачи исследования на втором этапе, касающиеся исследования рецепторного фенотипа клеток из различного биологического материалы и изучения особенностей экспрессии белков апоптоза и цитокинов полностью решены, так как  выявлены следующие закономерности:

· Хроническая ВГС и ВГВ-инфекция сопровождается недостаточной продукцией цитокинов, вырабатываемых Th1. Что собственно и было продемонстрировано при исследовании экспрессии мРНК ИЛ-2, который не определялся не только  в пробах здоровых доноров, но и у больных. 

· У больных с хроническим вирусным гепатитом С и В активируется FAS-опосредованный апоптоз, проявлением чего явилось повышение экспрессии мРНК FAS.

· Повышение экспрессии мРНК ФНО-α в лейкоцитах переферической крови у больных с хроническими вирусными гепатитами, при отсутствии изучаемого показателя в контрольных пробах, по-видимому, указывает на зависимость активации ФНО-индуцируемого апоптоза от наличия в организме антигенов вирусов гепатита В и С.  

· у больных хроническими вирусными гепатитами, при исследовании показателей TRAIL можно говорить о дефиците сывороточного TRAIL за счет повышения экспрессии TRAIL на мембране лейкоцитов. При изучении экспрессии гена TRAIL, в отличие от данных по FAS гену, имеется четкая триггерная зависимость экспрессии мРНК TRAIL от наличия антигенов вирусов В и С, причем более выраженная для вируса гепатита В. 

· Степень тяжести клинических симптомов ВПГ-1,2 ассоциирована со  снижением экспрессии Fas/CD95 и DR5+ рецепторов и склонности к спонтанному апоптозу. 

· При ВПЧ инфекции выявлена корреляция показателей от степени онкогенного риска инфекции. Снижение количества CD95+ клеток является неблагоприятным признаком, так как оно ассоциировано с переключением на менее эффективный при вирусной инфекции гуморальный путь иммунной защиты. Корреляция показателей экспрессии DR5+ клеток от степени онкогенного риска инфекции не выявлена.

· Выявлено 2 причины нарушения процессов апоптоза при тяжелом течении ВПГ-1,2 инфекции: 5.1.нарушен рецепторный фенотип клеток; 5.2. выявлено нарушение экспрессии мРНК лигандов апоптоза.
· При ВПЧ инфекции выявлены нарушения апоптических  процессов на генетическом уровне, на фоне нормальных значений мРНК иммуноцитокинов (ИЛ-2, ФНОα).
2.3 Сопоставление и обобщение результатов анализа научно-информационных источников и теоретических (экспериментальных) исследований 
Определение диагностической значимости нарушения экспрессии рецепторов на мембране клеток, наличия генетической дисрегуляции активности апоптоза. 
По литературным данным известно, что нарушение баланса продукции цитокинов Тh1 и Тh2 клетками играет важную роль в иммунопатогенезе ВГС и ВГВ-инфекции. 
Большинство авторов считают, что преимущественное участие цитокинов, продуцируемых Тh2-клетками, ассоциируется с вирусной персистенцией и хронизацией процесса, а Тh1 – со спонтанным  выздоровлением и элиминацией возбудителя. Известно, что хроническая               ВГС-инфекция сопровождается недостаточной продукцией цитокинов, вырабатываемых Th1. Что собственно и было продемонстрировано при исследовании экспрессии мРНК ИЛ-2, который не определялся не только в пробах здоровых доноров и у больных хроническими вирусными гепатитами В и С. Одним из ключевых механизмов поддержания вирусной персистенции является модуляция программированной клеточной смерти. Показано, что при вирусных инфекциях сосуществуют факторы, индуцирующие и ингибирующие апоптоз клеток [29, 30, 31]. 
Вирусам целесообразно подавить апоптоз вирусинфицированных клеток, так как они могут размножаться лишь в живых клетках. 
Исход инфекционного процесса связывают с результатом противостояния антиапоптотической способности вирусов и активации физиологической гибели, инфицированных клеток как части защитного механизма организма. 
Проведенное нами исследование показало, что у больных с хроническим вирусным гепатитом С и В активируется FAS-опосредованный апоптоз, результатом чего явилось повышение экспрессии мРНК FAS у этой группы пациентов и повышение экспрессии рецептора FAS на лейкоцитах периферической крови, более выраженное у больных хроническим вирусным гепатитом С с высокой биохимической активностью[32, 33, 34, 35]. Такая благоприятная казалось бы ситуация для элиминации вирусов гепатита с одной стороны, не подтверждается в ряде работ по исследованию экспрессии гена FAS непосредственно в гепатоцитах, в которых происходит снижение экспрессии исследуемого гена, из чего можно сделать вывод о способности ингибировать FAS-индуцируемый апоптоз антигенами вируса гепатита С, но такой зависимости не было получено для пациентов с хроническим вирусным гепатитом В [36,37,38,39]. Повышение экспрессии мРНК ФНО-α в лейкоцитах периферической крови у больных с хроническими вирусными гепатитами, при отсутствии изучаемого показателя в контрольных пробах, по-видимому, указывает на зависимость активации ФНО-индуцируемого апоптоза от наличия в организме антигенов вирусов гепатита В и С. И еще раз подтверждает способность к внепеченочному альтерирующему воздействию вирусов гепатита В и С, поскольку исследование проводилось в лейкоцитах периферической крови [40,41].
В отличие от изменений показателей FAS, когда определяется избыток сывороточного лиганда FAS, избыточная экспрессия FAS рецептора на клетках периферической крови и повышение экспрессии FAS гена и в контрольной группе и у больных хроническими вирусными гепатитами, при исследовании показателей TRAIL можно говорить о дефиците сывороточного TRAIL за счет повышения экспрессии TRAIL рецептора не только на мембране лейкоцитов, но и на гепатоцитаэ. При изучении экспрессии гена TRAIL, в отличие от данных по FAS гену, имеется четкая триггерная зависимость экспрессии мРНК TRAIL от наличия антигенов вирусов В и С, причем более выраженная для вируса гепатита В. С другой стороны, J Du с соавторами (2008) указывают на ингибирование TRAIL-индуцированного апоптоза cor-антигеном вируса гепатита В в печеночной паренхиме.
При ВПГ-1,2 инфекции рецепторный фенотип клеток лейкоцитарной фракции и клеток цервикального канала был изменен, количество рецепторов CD95 и DR5 достоверно снижено в 3 группе (см.2.2). Выбор объекта исследования (лейкоциты или клетки цервикального канала) в случае исследования рецепторного фенотипа не был существенным фактором, в отличие от секреторных показателей (см. отчет по 1 этапу). 
При изучении экспрессии в этой группе пациентов мРНК лигандов апоптоза  выявлено, что показатели снижены по сравнению с показателями здоровых доноров. Таким образом, выявлено 2 причины нарушения процессов апоптоза при тяжелом течении ВПГ-1,2 инфекции: 1.нарушен рецепторный фенотип клеток; 2. выявлено нарушение экспрессии мРНК лигандов апоптоза. При ВПЧ инфекции выявлены нарушения апоптических  процессов на генетическом уровне, на фоне нормальных значений мРНК иммуноцитокинов. При инфекции ВПЧ низкого онкогенного риска изменений на уровне генов не выявлено. Важность выбора объекта исследования для исследованных нозологических групп. Несмотря на имеющиеся в литературе данные о значимости  исследования исключительно паренхимы печеночной ткани, проведенные эксперименты выявили диагностическую и прогностическую значимость показателей, полученных при исследованиях клеточных элементов периферической крови человека. Выбор объекта исследования (лейкоциты или клетки цервикального канала) в случае исследования рецепторного фенотипа при ВПГ-1,2 инфекции не был существенным фактором, в отличие от секреторных  показателей (см. отчет по 1 этапу). Зависимости уровня показателей от выбора объекта исследования при ВПЧ инфекции не было выявлено. Таким образом, вирусы могут индуцировать или блокировать апоптоз в зараженной клетке, как за счет специфического действия продуктов вирусных генов, так и в результате изменения свойств поверхностной мембраны клетки, что делает ее мишенью для цитотоксических иммунокомпетентных клеток.
2.4 Оценка эффективности полученных результатов в сравнении с современным научно-техническим уровнем 
Полученные результаты экспериментальных исследований проведены на достаточном современном научном уровне:
· впервые было обнаружено, что хроническая ВГС и ВГВ-инфекция сопровождается недостаточной продукцией цитокинов, вырабатываемых Th1. Что собственно и было продемонстрировано при исследовании экспрессии мРНК ИЛ-2, который не определялся не только  в пробах здоровых доноров, но и у больных. Выявленная иммунная недостаточность позволит разработать рекомендации по успешному применению иммунотерапии в этих группах пациентов;

· впервые было выявлено, что в группе больных хроническими вирусными гепатитами, при исследовании показателей TRAIL можно говорить о дефиците сывороточного TRAIL за счет повышения экспрессии TRAIL на мембране лейкоцитов. При изучении экспрессии гена TRAIL, в отличие от данных по FAS гену, имеется четкая триггерная зависимость экспрессии мРНК TRAIL от наличия антигенов вирусов В и С, причем более выраженная для вируса гепатита ВЖ; впервые обнаружено, что степень тяжести клинических симптомов ВПГ-1,2 ассоциирована со снижением экспрессии Fas/CD95 и DR5+ рецепторов. 
· при ВПЧ инфекции впервые выявлена корреляция показателей от степени онкогенного риска инфекции. Снижение количества CD95+ клеток является неблагоприятным признаком, так как оно ассоциировано с переключением на менее эффективный при вирусной инфекции гуморальный путь иммунной защиты.
Научный уровень работ был обеспечен  путем реализации основных требований к создаваемой научной продукции:

· полученные результаты и разработанные методы были ориентированы на широкое применение в научно-исследовательских организациях, клинических и образовательных учреждениях; результаты НИР были получены с использованием современной научно-технической аппаратуры и адекватных инструментальных методов молекулярно - генетического анализа;

· обработка и анализ полученного цифрового материала  проводилась современными средствами вычислительной техники (в том числе доступом к многопроцессорным вычислительным системам) с лицензионным программным обеспечением, правильность научных результатов была обеспечена уровнем достоверности суждений не ниже 95% (р < 0.05). 

В ходе проведения НИР было использовано современное оборудование медико-биологического центра, входящего в состав НОЦ «Прикладной антропологии» Кабардино-Балкарского государственного университета им. Х.М. Бербекова, в частности:

· лаборатории генома человека, животных и растений, которое не имеет аналогов в Северокавказском Федеральном Округе: Полимеразно-цепная реакция (ПЦР) в настоящем времени Bio-Rad, роботизированная станция извлечения нуклеиновых кислот «iPrep Purification Instrument» Invitrogen, автоматический гомогенизатор, пиросеквенатор PyroMark MD и станция пробоподготовки Vacuum Prep, роботизированное хранилище образцов, инкубатор для клеточных культур, термошейкер для инкубировния бактерий и др. 
· привлечения специалистов из разных областей научной деятельности, в частности: студентов, аспирантов и молодых научных сотрудников медицинских, биологических и химических специальностей, программистов; 

· использования мощных современных вычислительных средств для построения специализированных алгоритмов обработки экспериментальных данных и проведения статистического анализа цифрового материала.
2.5 Разработка рекомендаций по использованию результатов НИР в реальном секторе экономики
Основной областью применения результатов НИР  является область здравоохранения. 
В результате реализации НИР можно будет ожидать повышение эффективности терапии больных с хроническими вирусными инфекциями с высоким онкогенным риском, что приведет к снижению материальных и временных затрат на их стационарное лечение. 

На данном этапе реализации НИР для использования в диагностике и терапии пациентов с хроническими парентеральными гепатитами, герпетической и папилломавирусной инфекциями следующие рекомендации: 

1. Определены общие диагностически и прогностически неблагоприятные критерии течения вирусных гепатитов В и С, к которым относятся: 

1.1. снижение экспрессии мРНК-ИЛ-2, как показатель недостаточности Th1-клеточного ответа, способствующий персистенции вирусов в клетках человека;

1.2. недостаточность экспрессии мРНК ФНО-α, связанная с ингибированием ФНО-опосредованного апоптоза антигенами вирусов В и С, как еще один способ сохранения вируса в клетке хозяина;

1.3. отсутствие экспрессии мРНК TRAIL у больных хроническими вирусными гепатитами В и С и снижение активности апоптоза у этих пациентов приводит не только к длительному персистированию вирусов в организме хозяина, но и определяет наличие высокого онкогенного потенциала, особенно у вируса гепатита В, обладающего интегративной способностью;

1.4. неоднозначность полученных данных по FAS-индуцируемому апоптозу в лейкоцитах периферической крови требует исследования изучаемого фактора непосредственно в гепатоцитах;

1.5. эти же критерии могут быть предложены для определения эффективности иммуномодулирующей противовирусной терапии хронических вирусных гепатитов В и С, динамический контроль за которыми позволит индивидуализировать лечение с выбором пациентов, имеющих больше шансов на положительный эффект от терапии.

2. В качестве неблагоприятных прогностических критериев при герпетической инфекции следует использовать следующие показатели:

а) относительное количество CD95+ и DR5+ клеток (независимо от источника получения биологического материала – лейкоциты  периферической крови или клетки цервикального канала)
б) уровень экспрессии апоптических факторов (Fas, TRAIL, ФНОα)

3. Рекомендовать ввести в обязательный перечень диагностических показателей пациентов с хроническими вирусными инфекциями с высоким онкогенным риском тесты на определение мРНК ИЛ-2. В случае выявления сниженной экспрессии цитокина применять препараты, содержащие рекомбинантный ИЛ-2.
4. При папилломавирусной инфекции прогностически важным критерием является уровень CD95+ , относительно количество CD95+ клеток рекомендуется ввести в обязательный перечень диагностических показателей пациентов с данной инфекцией.
2.6 Разработка рекомендаций по использованию результатов НИР при создании научно-образовательных курсов
Результаты работы служат основой для создания учебно-теоретической базы для студентов, обучающихся по направлениям биология и медицина. Создание научно-технического задела (практические рекомендации для врачей) используются для учебно-методической базы врачей-интернов, ординаторов и аспирантов, обучающихся по медицинским, биологическим специальностям. Результаты НИР послужили основой для методических изменений, которые были внесены в занятия: «Типы взаимодействия  «вирус-клетка» по дисциплине «Микробиология, вирусология и иммунология», «Вирусные гепатиты» по дисциплине «Инфекционные болезни», «Герпетические инфекции» по дисциплине «Кожные и венерические болезни». Были разработаны специальные курсы «Противовирусный иммунитет» и «Апоптические процессы при хронический вирусных инфекциях – проблемы и перспективы применения знаний в клинике» ля чтения на  3 и 5 курсах медицинских факультетов ВУЗов РФ и других медицинских образовательных учреждений. По результатам НИР подготовлено к печати и издано учебное пособие для студентов медицинских и биологических специальностей, а также врачей-интернов, ординаторов и аспирантов Хараевой З.Ф., Ивановой М.Р. , Шевченко А.А. «Показатели апоптоза при хронических вирусных инфекциях с высоким онкогенным риском» (Нальчик:Каб.Бал.ун-т,2010.-126с.). Издание содержит сведения о молекулярно-генетических основах апоптоза, роли апоптоза в иммунопатогенезе хронических вирусных инфекций с высоким онкогенным риском. Описаны результаты исследований по оценке общих и местных показателей апоптоза при вирусных гепатитах, герпетической и папилломавирусной инфекциях. Издание рассчитано для врачей-инфекционистов, иммунологов, гинекологов, студентов медицинских ВУЗов, интересующих проблемами противовирусного иммунитета.
Глава 3 Публикации результатов НИР
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Заключение

1. Хроническая ВГС и ВГВ-инфекция сопровождается недостаточной продукцией цитокинов, вырабатываемых Th1. Что собственно и было продемонстрировано при исследовании экспрессии мРНК ИЛ-2, который не определялся не только в пробах здоровых доноров, но и у больных. 
2. У больных с хроническим вирусным гепатитом С и В активируется FAS-опосредованный апоптоз, проявлением чего явилось повышение экспрессии мРНК FAS.
3. Повышение экспрессии мРНК ФНО-α в лейкоцитах переферической крови у больных с хроническими вирусными гепатитами, при отсутствии изучаемого показателя в контрольных пробах, по-видимому, указывает на зависимость активации ФНО-индуцируемого апоптоза от наличия в организме антигенов вирусов гепатита В и С.  
4. В группе больных хроническими вирусными гепатитами, при исследовании показателей TRAIL можно говорить о дефиците сывороточного TRAIL за счет повышения экспрессии TRAIL на мембране лейкоцитов. При изучении экспрессии гена TRAIL, в отличие от данных по FAS гену, имеется четкая триггерная зависимость экспрессии мРНК TRAIL от наличия антигенов вирусов В и С, причем более выраженная для вируса гепатита В. 
5. Степень тяжести клинических симптомов ВПГ-1,2 ассоциирована со  снижением экспрессии Fas/CD95 и DR5+ рецепторов. 

6. При ВПЧ инфекции выявлена корреляция показателей от степени онкогенного риска инфекции. Снижение количества CD95+ клеток является неблагоприятным признаком, так как оно ассоциировано с переключением на менее эффективный при вирусной инфекции гуморальный путь иммунной защиты. Корреляция показателей экспрессии DR5+ клеток от степени онкогенного риска инфекции не выявлена.

7. Выявлено 2 причины нарушения процессов апоптоза при тяжелом течении ВПГ-1,2 инфекции: 5.1.нарушен рецепторный фенотип клеток; 5.2. выявлено нарушение экспрессии мРНК лигандов апоптоза.
8. При ВПЧ инфекции выявлены нарушения апоптических  процессов на генетическом уровне, на фоне нормальных значений мРНК иммуноцитокинов (ИЛ-2, ФНОα).
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anonto3a B CbIBOPOTKE KpPOBU NMauUMEHTOB C XPOHNYECKMMU BU-
PYyCHbIMM I/IHq:)eKLl,I/IﬂMVI C BbICOKMM OHKOreHHbIM PUCKOM.

MaumeHTb! M MeTOoAbI

Mop HabnopeHneM HaxoaMUCh NauMeHTbl ¢ BUPYCHbIMU Nna-
peHTeparnbHbIMU renatutamm, reprneTM4eckon 1 nanunnomasu-
pycHOM UHMpeKumAMU. 155 60MbHBIX XPOHUYECKUMWN BUPYCHLIMU
renatutamm B Bo3pacTe oT 18 fo 76 neT npoxoaunu craumoHap-
Hoe neveHuve B LleHTpe no npodmnaktuke n 6opb6e co CMN un
VMHGEKLUMOHHBbIMU 3a6oneBaHnamm M3 n CP KBP. MNpeobnaganu
nmua Myxckoro nona (88%). 13 Hux — 76 605bHbIX C XPOHMYe-
ckum renatutom B (XIB), 37 naumeHToB C XpOHNYECKUM renatu-
Tom C (XI'C) 1 38 — ¢ XpOHNYECKMM BMPYCHBIM FrenaTuTtoM co4e-
TaHHou aTuonoruu. Mpu XIB anutenbHOCTbL 3a6oneBaHns K Mo-
MEHTY MOCTynJieHusa coctaensana 7,8 roga, npu XfC — 11,2 roga
M MpY XPOHWUYECKOM BUPYCHOM renaTute COYeTaHHOW 3TUOMO-
run — 5,6 roga. /3 yncna Bcex obcnegoBaHHbIX 48% NaumeHToB
oTMeYanu napeHTepasibHoe MnoTpebrieHne HapKOTUKOB. Y 75%
naunMeHToB OTCYTCTBOBASIM YKa3aHUs Ha NepeHeceHHbINn OCTPbIN
renaTtut B aHamHese. [pu aHanMse KINMHMKO-6MOXMMNYECKON aK-
TUBHOCTM 6bINIO BbISIB/IEHO, YTO C MUHUMAITbHOM aKTUBHOCTBLIO MO
YPOBHIO anaHvHamuHoTpaHcdepasbl (AJIT) B uvccneposaHuve
oL 32 naumenta (0-1N AJTT), ¢ yMepeHHON CTeneHbIo aKTUB-
HocTn (2-4N AJIT) — 77, C BbICOKOW CTEMeHbD aKTUBHOCTU
(>4N AJ1T) — 46. BonbHble nofyyany CMMATOMAaTUYecKoe neye-
HMe 6e3 BKIYEHUs MPOTMBOBUPYCHBLIX Mnpenapartos. [AuarHos
ObI/1 BbICTAB/IEH HA OCHOBaHWU KITIMHWKO-3MMOEMUOSNTOrNYECKOr 1
MOSIEKYNSAPHO-OMOXMMNYECKOM OLeHKW. Becem naumeHTam nposo-
Ounock onpefeneHne MapkepoB BUPYCHBIX renaTUToB METOAoM
nmmyHodbepmeHTHoro aHanmnsa (MIPA) (TecT-cuctembl «BekTop-
Bect», Poccusi), OHK Bupyca renatuta B (HBV), PHK Bupyca
renatuta C (HCV), PHK Bupyca renatuta D (HDV), a Takxe
onpepeneHne reHotuna HCV meTogom nonvmepasHow LienHom
peakumn (MLP) ¢ ncnonb3oBaHneM TecT-cuctem «AmMiInCeHc»
(LIHWW3 Pocnotpebragsopa, Poccus), reHotunuposaHne HBV
NpPOBOANSIOCE METOLOM MPSIMOrO CEKBEHVMPOBaHWA S-reHa c no-
crnefyoLwmM PUnoreHeTU4eCKUM aHasrim3om.

C XpOHWYECKOW peLuanBUPYIOLLIEA FeHUTamnbHOW reprneceu-
pycHoW nHeKumen (Bnpyc npoctoro repneca (Bl tvnos 1, 2)
Ha6nogany 70 naumeHToB (48 XXeHLUWH, 22 MyX4rH). Kputepuamm
Bbl6Opa MauMeHTOB Ans o6CnefoBaHusa aBnanuce: 1) Hanmuve
pasnnMyHoOM YacToTbl PELMAMBOB reHnTanbHOro reprneca — ot 2 o
12 n 6onee pas B rof; 2) NPOJOMKUTENBHOCTb FreHUTaNbHOW rep-
necBUpyCcHOM MHbekummn 6onee ogHoro roga; 3) ob6cnenosaHve B
hasze 060CTpeHus npouecca He nosgHee 48 4acoB OT MOMEHTa
NOSIBNEHUSA BbICbINAHUIA U B NPOAPOMarnbHOM nepuoge; 4) oT-
CYTCTBME Nprema UMMYyHOMOAYNUPYIOLLEn Tepanuu B TeYeHune
nocnegHux 3 mecsaues. [uarHo3 nHgekumu, BbidasaHHou BIMI-1,2,
6bI BEpUPULUMPOBAH Ha OCHOBaHWUM KIIMHWYECKOW KapTuHbI U
[aHHbIX fabopaTopHOro o6enefoBaHms, CorfiacHO pekomeHaaLum-
AM 5-ro mexgyHapogHoro copyma (IHMF-1997) no gnarHoctuke
reHuTansHoro repneca. o TaKeCTU KIIMHUYECKOro TeHeHuns ner-
kas dopma nHdekumm (1-2 peumamea B rof), BbI3BaHHONW BUPY-
COM reHuTansHoro repneca (BI'T) Tvnos 1, 2, aarHoctupoBaHa y
10 naumeHTOoB (22,5%) nccnegyemon rpynnbl, CPpepgHeTXenas
dopma (3-5 peumamsa B rog) — y 40 (70,8%), Taxenas (612 n
60nee peunaveos B rofg) —y 20 (6,7%).

A.A.lLleB4yeHko u ap. / NHeKUNOHHbIE 60one3Hun, 2010, T. 8, Ne3, c. 13-18
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Takxe Habnoganock 40 YenoBeK C AMArHOCTUPOBAHHOW Ly
meranosupycHor (LIMB) wuHdekumen, n3 HUx 29 XEHLWWH U
11 my>xuunH. UMB-Hdekuma B OCHOBHOM Oblnia BbisiBlieHa Mpu
KIMHWKO-NabopaTopHOM 06CnefoBaHny Npu YCTaHOBEHUN MpU-
YmH 6ecnnogms (25%) 1 NPUBBIYHOTO HEBbIHALLMBaHWA 6epeMeH-
HocTU (20%), 5% MauMeHTOB UMENW XXanobbl Ha YacTble peunan-
BMPYIOLLIME pecnupaTopHble Hdekummn (oT 4 fo 8 pas B ropf).

MoMMMO MaumeHToB C repneTU4eckon MHekumen, nog Ha-
énogeHnem Haxogunueb 136 naumMeHToB ¢ HGEeKLMen, BbI3BaH-
HOV BMpYycOM nanunsiioMmbl 4enoseka (BIMY) (68 >XeHLwH,
28 myxunH). Y Bcex naumeHtoB BIMNY-uHdekumns nogreepxpa-
nacsb MNLUP-aHanusom. Lintonornyeckne naMeHeHunst npu Kombmno-
CKOMUU Y XeHWKH ¢ BIMY BbICOKOrO OHKOreHHOro pwucka
(16-n,18-n TMMbI) (KoMnouutTapHas aTvnus, Hanu4me B Maskax
OBYAOEPHBIX U MHOMOSAEPHbIX KNEToK, amodunusa uutonnas-
Mbl 1 1Ip.) 6bIK 06HapyXeHbl Y 48 nauneHTok (50%). Mpwn BIMY
HWM3KOr0 OHKOreHHoro pucka (10-14,13- Tvnbl) uuTONOrM4yeckue
N3MEHEHUNs NPU KOSbMOCKONUN He 3aperncTpuposaHsl. AHanna
paHee nposoAMMON Tepanuu y obcrefyembiX naumMeHToB noka-
3ar, 4YTo 48% naumeHTaM KOMIMNEKCHOW Tepanun He MpoBOAU-
nocsb. MNMpumepHO NonoBMHA BCEX MaLMEHTOB UCMNOMbL30Banu UM-
MYHOMORYNATOPbI (NpenapaTbl MHTEPAEPOHOB, UHAYKTOPbI MH-
TepdepoHoB). B rpynny koHTpons sowsv 30 340POBbIX JOHO-
poB, He nmetomx aHtuTen K Br-1, BMr-2 n LUIMB B cbiBOpOTKe
KpoBU 1 He copepxalimx OHK BIIT, LUMB v gpyrux nHdekumin,
nepefaroLLMxcs rnosioBbIM MyTeM, B NMONOBOM TPaKTe.

OueHKy copepXaHusi CbIBOPOTOYHOro pactesopumoro Fas-
peuenTopa (sFas) npoBogunu metogom TBepgodasHoro MOA
C ucnonb3oBaHWeM CcTaHZapTHOM TecT-cucTembl «human
sAPO-1/Fas ELISA BMS245» (Bender MedSystems).
Onpepgenenne yposHa TRAIL B CbIBOPOTKE KPOBW Takxe Mnpo-
BoOunM metogoMm TBepgodasHoro VMDA ¢ mcnonb3oBaHWEM
cTaHpgapTHor TecT-cucteMbl «<human TRAIL ELISA» (Biosource).
MccneposaHue ypoBH ®HO-a B CbIBOPOTKE KPOBM NALMEHTOB
NPOBOAUNN C MOMOLLbIO TECT-CUCTEMBI «[1POTENHOBLIA KOH-
Typ» (CaHnkT-lNeTepbypr). Bce npobel nccnegosanncb B avMHa-
Muke (B TedeHue 30 gHewr): ¢ MOMeHTa MOCTYNNeHns B cTaumo-
Hap (unu peungmea UHMEKLMM) U CNYCTA MECAL, Nocrie NpoBo-
OVMOWN KOMIMNEKCHON Tepanuu (C NOAKMYEHUEM aumknuye-
CKUX HYKNeo3M[oB M MMMYHOMOLYNATOPOB — npernapartbl WH-
TepdepoHOB, UHAYKTOPbI MHTEPAEPOHOB).

PesynkTaThl NpoBefeHHbIX nccnefosaHnn obpabdoTaHbl rnpu
MCMONb30BaHUMN KOMMbIOTEPHBbIX MnporpaMm Microsoft Exel u
Statistica ¢ npyMeHeHVem MeToAa BapuaLMOHHON CTAaTUCTUKMK,
perpeccrBHOroO 1 KOppensumoHHOro aHanmsos.

Pe3ynbTaTbl MCCNlefOBaHUA U UX 06cyXaeHue

Mpu onpepenexHun reHoTuna 42 naumeHTam ¢ XPOHUYECKON
HCV-nHdekumen, BkIo4as M renatutbl COHMETAHHOM 3TUOMO-
rmn, 6bI5I0 NOMAy4YeHO cregyollee COoTHoLweHMe: 16 60MbHbIX
nmenu redotun 1b, 21 nayneHT — 3a n 5 4YenoBek — reHoTMN 2.
Kak cBMOETeNbCTBYIOT MOJMyYEHHblE OaHHble, HA TeppuUTopun
KabapauHo-bankapckon pecny6nvku npesanupyet reHoTun
3a, B y6blBaOLLEM MNopsigke BCTpedarTcs reHotunsl 1b un 2.
Mpy reHotunupoBaHun 67 6OMbHLIX C XpoHuyeckon HBV-
VMHEeKLMEN, BKNOYasa renatntbl COYETaHHOM 3TUONOMUKn, 661510
YCTaHOBJEHO, YTO 61% naumeHToB UMmenu reHotun D Bupyca 1
39% — reHoTun A.




http://www.pdfxviewer.com/

http://www.pdfxviewer.com/




_1347260598.pdf
“ 4o

16

<
cu-tracy

c.ndro pucka. B nocnepHee Bpems C pakoM LUEMKU MaTKu
cBA3biBaloT okono 20 Tunos BIMNY. Hanbonee yacto cpean HUX
BoigBngaoTca BMNY 16-ro n 18-ro tunos. O6pailaloT Ha cebs
BHVYMaHWe faHHble, NOosy4YeHHbIe MPpU UCCnefoBaHumn CbIBOPOTKU
KpoBu naumeHTos ¢ BlMNY pasHon cTeneHn OHKOreHHOro pucka.
Tak, npu BINY 16-ro,18-ro Tvnos sFas B MOMEHT peuuanea CHu-
XeH Ha 22% MO CPaBHEHWIO C OOHOPCKOW rpynnow (tabn. 3).
Yepe3 30 cyTOK C MOMEHTa NeYeHUss U3BMEHEHUN He oTMmeYa-
nocb. CHWXeHHoe Konn4yecTBo sFas NprMBOAUT K YMEHbLUEHUIO
BO3MOXHOCTU KIETKN 3anyCTuUTb anonTto3 W, TakuMm obpasom,
yBENNYEHUIO BEpPOATHOCTN COXpaHeHus BUpycoB. Bo3mOXHO,
OfHNM N3 MEXaHW3MOB aHTManonNTU4eCKoM akTUBHOCTU ABMAET-
Ccsl OnucaHHas B nutepatype crnoco6HocTb BIMY B3aumopen-
cTBaTb C reHoM p53 M noaaBnATb TPAHCKPUMLUMOHHYIO aKTUB-
HOCTb 6enkoB, BxogsLmx B coctaB Fas [8]. B cnyyvae nHopuum-
poBanus BIMY HM3KOro OHKoreHHoro pucka (tunbl 10, 13) Ha
oHe KoMMeKcHor Tepanuu (Ha 30-e cyTkn) ypoBeHb sFas npu-
6nvmxancs K Hopme (taén. 3).

CbiBOpOTOYHbIe KOHUeHTpauun TRAIL B n3y4eHHbIX rpynnax
naumMeHToB oKasannch 6JIM3KN K HOpMasibHbIM 3HAYEHUAM NULLb
B rpynne 60nbHbIX ¢ BINY HN3KOro OHKOreHHoro pucka v B rpyn-
ne naumeHToB ¢ BIM1,2-uHdeKumen nerkon cTeneHn TaXecTn n
LIMB-uHpekumen. Obpallaet Ha cebs BHMMaHWE BbIsIBIEHHASA
TeHgeHums K cHuxeHutio TRAIL B CbIBOpOTKe KPOBU B Criy4asx
6onee TAXenbIM Te4eHeM MHPEKLUMOHHOrO npouecca (Tabn. 4).
Pe3ko cHWXeHHble nokasaTenu y naumeHtos ¢ BIMY Bbicokoro
OHKOMEeHHOro puUcka CBWAOETENLCTBYIOT B MOMb3y TOro, YTO OT-
cytcteue TRAIL-peLenTopHOro anonto3a MoXeT 6bITb OHOW U3
NPWYNH OHKOreHesa.

Opyrumun perynatopamu npoLieccoB anonTtosa ABMATCA Lu-
TOKUHbI. MI3BecTHO, 4to ®HO npogyumpyeTcs akTUBMPOBaHHbI-
MU Makpodaramn n T-numdoumTamMmm B OTBET Ha aHTUrEeHHYH

A.A.llleB4yeHko u ap. / NHeKUMOHHbIE 6one3Hun, 2010, T. 8, Ne3, c. 13-18

ctumynaumio. O6Hapyxunu, 4to npy BT 1,2-uHdekumm n Liv'=
nHdekuun yposeHb PHO-a B MOMEHT peuunamea 3Ha4uTeNbHO
MoOBbLILLIANICS, COXPaHAAChb BbICOKMM 4Yepe3d 30 cyT ¢ MOMeHTa
neyeHus (tabn. 3). 3HaveHns GHO-o koppenupoBanu co cTene-
HbIO TsHKeCTU 3abonesaHus npu BIM,2-uHdekuymn.

Mpw BIMY BBICOKOrO M HU3KOrO OHKOreHHoro pucka ®HO-a
nosbiwancsa Ha 90 n 94%, COOTBETCTBEHHO; JOCTOBEPHOrO CHU-
xeHnsa ®HO-a Ha hoHEe KOMMIIEKCHOW MPOTMBOBUPYCHOW Tepa-
MMM He Habnaanoch.

Cuctema nporpammmpyemolt KeTo4HOW CMepTu — cylle-
CTBEHHbIV (pakTOp UMMYHUTETA, NOCKONbKY MMberb 3apaeHHoM
KIeTKN MOXEeT MPefoTBpatuTb pacnpocTpaHeHne MHpekunn B
opraHuame. Y HEeKOTOpbIX BMPYCOB BblpaboTanuch crneuunarns-
Hble MPUCNOCOBeHns, HanpaBeHHbIe Ha noJasfieHne anonTo-
3a B 3apaxaemsblIx KreTkax. B ogHux cnyyasx B reHome Bupyca
MMEIOTCA reHbl, KoanpytoLLme 6enku, KoTopble U Mo CTPOEHWIO, U
Nno (PYHKLUMM OYeHb MOXOXWM Ha KIETOYHble aHTUarnonTo3Hble
6enKN-perynaTopbl (HanpMMep Takue, Kak yxe yrnoMUHaBLUMIACA
Bcl-2 unn 6enkun, nogaensaoLwme akTMBHOCTbL npoTteas). B gpy-
rMX — BMPYCHble GeNKn CTUMYNUPYIOT CUHTES3 KIETKON ee cob-
CTBEHHbIX aHTUanonTo3HbIX 6eNKoB. Tak unu nHaye, cosgaroTcs
NpeanockInNkK Ang 6ecnpenaTCTBEHHOro pasMHOXEHUsT BMpyca
[8]. Ponb pactBopuMbIX (hopM MeMOpPaHHbIX MOSIEKYST UMMYH-
HbIX KNETOK M aKTMBaLuMK anornTto3a B NaToreHeTU4eCKoOM Mexa-
HU3Me PasBUTUA XPOHUYECKMX BUPYCHBIX MHAEKLMI C BLICOKUM
OHKOreHHbIM PUCKOM MPeACTaBIAETCA BECbMa aKTyasnbHON.

MoBbiweHne KoHueHTpauun ®HO-a B CbIBOPOTKE KPOBU Mpw
BUPYCHbIX renatutax 6bi10 BbISBIEHO BO MHOMMX UCCefoBaHu-
AX N pacLeHVBaeTCA Kak Mapkep HEeKpoOMOTUYECKUX MnpoLuec-
COB, pasBuBaKOLLMXCA B TKaHW nedeHu [9]. NoaTomMy NOrn4Ho,
YTO Hamboree BbICOKME nokasaTenu rnosy4eHsl y 605bHbIX XIB.
Y70, NO-BMAMMOMY, OTpaxkaeT npeobrafaHne HEKPOTUHECKUX

&
Ocy-trad

Ta6bnuua 2. Noka3atenu copepxanus ®HO-¢, sFas n TRAIL B cbIBOPOTKE KPOBU 6OJIbHLIX XPOHUYECKUMM BUPYCHbIMU renatutamm B
3aBUCUMOCTU OT CTEeNeHN 6MOXMMUYECKON aKTUBHOCTM (NKr/MJ)
[pynnbl nayveHTos lMokasatens Mpwn noctynneHuu B ctaumoHap, M + S Yepea 30 cyT, M+ S
XI'B MUHAMAIEHOW CTENeH akTBHOCTH ®HO-a (n=8;7) 37,0 £ 2,21:34 44,0 + 1,7134
sFas (n = 8; 8) 1535,0 + 85,3 1484,0 £ 111,5
TRAIL (n=7;7) 151 +17,0"® 131 + 15,4
XI'C MUHUMArBHON CTEMEHN aKTUBHOCTY ®HO-a (n = 13; 11) 26,0 £ 2,34 31,0 £1,9'
sFas (n = 12; 13) 1921,0 + 65,74 1746,0 £ 71,3'4
TRAIL (n = 13; 11) 72 21,41 94 + 18,2
XPOHW4ECKMI BUPYCHBIN renatut ®HO-a (n=11; 10) 42 +1,6"3 44 £ 2,718
COYETaHHOMN STUOMOTUM MUHUMATBHO sFas (n=11; 11) 1815,0 + 76,34 1380,0 + 123,1234
CTENeHN aKTUBHOCTH TRAIL (n = 9; 10) 134 + 31,5'° 125 + 31,3
XI'B yMepeHHOW CTeneHn akTUBHOCTH ®HO-a (n = 49; 47) 52 +0,9'3 61+0,71,3
sFas (n = 48; 38) 1723,0 + 42,3'3 1592 + 36,2'3
TRAIL (n = 47; 37) 132+ 2,6'3 109 + 3,2123
XI'C ymepeHHOW cTeneHn akTMBHOCTM ®HO-a (n=9;7) 40 £ 4,3 38 5,21
sFas (n=8; 8) 2268,0 + 76,8' 2367,0 + 74,9
TRAIL (n=9; 7) 54 +5,9' 79 + 4,6'2
XPOHUHECKNIA BUPYCHBIN renaTut ®HO-a (n=10;7) 49 +3,9' 50 + 4,23
COYETAHHOW 3TUOOMN YMEPEHHO sFas (n=9; 8) 2023,0 £ 62,12 1495,0 + 68,72°
CTeMneHu aKT1BHOCTY TRAIL (n=10;7) 109 + 33,6'° 103 + 36,7'¢
XI'B BbICOKOW CTeneHn akTUBHOCTU ®HO-a (n=19; 17) 63 + 1,3134 78 +1,51234
sFas (n=18; 17) 1874,0 + 64,1'8 1795 + 56,9'%4
TRAIL (n =17; 19) 102 + 4,7134 92 + 54134
XI'C BbICOKOW CTEMEHU aKTUBHOCTM ®HO-a (n = 15; 13) 56 1,714 32+£2,7'2
sFas (n = 14; 12) 2512,0 + 62,4 2722,0 + 69,4124
TRAIL (n = 15;11) 45+ 3,24 63 + 2,824
XPOHWYECKUA BUPYCHbIA renatut ®HO-a (n=17; 15) 62 +2,1134 58 +2,8"3
COYETaHHOW 3TWONOTNM BbICOKO sFas (n = 16; 15) 2179,0 £ 58,6"° 1659,0 + 62,123
CTENeHN aKkTUBHOCTM TRAIL (n = 17; 14) 98 + 5,8'° 88 + 4,73
[loHopb! ®HO-a 18,0+ 2,0 -
sFAS 1250,5 + 135,5 =
TRAIL 199 +53 =
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uHdekumen (nkr/mn)

lpynna naumeHTos sFas ®HO-a
B momeHT peunansa, M + S Yepe3 30 cyT, M= S B momeHT peunavea, M + S Yepe3 30 cyT, M £ S
BMr-1, 2 Ilerkas cteneHb 1780,0 + 120,0! 1380,0 + 110,0 38,0 +2,0 24,0+2,0
CpepHss cTeneHb 1880,0 + 110,0° 1780,0 + 100,0° 42,0 +4,0' 30,0 £ 3,0
Taxenas cTeneHb 1820,0 + 130,0' 1680,0 + 140,0' 45,0 £ 5,0 32,0 + 3,0
LIMBW 2150,0 = 170,0 1450,5 + 115,5 25020 21,0£1,0
BMY Tmn 16, 18 980,0 + 70,0 950,0 + 70,0' 35,0 £ 5,0 35,0 £ 5,0
n 10, 13 1300,0 + 110,0 1200,0 + 110,0 38,0 + 5,0 37,0 £5,0°
[loHopb! 1250,5 + 135,5 - 18,0 £ 2,0 -

uHdekumen (nkr/mn)
[pynnbl nauyeHToB

BMr-1,2 1 189,5 + 13,0
2 154,5 + 13,0
3 129,0 + 13,0
LIMBW 179,5 £ 10,0
BMY BbICOKOr0 OHKOrEHHOr0 pycka 90,0 + 16,0
HW3KOro OHKOreHHOro pucka 180,0 + 14,0
[loHopbI 199 +5,3

[Mpu noctynnexnm, M + S

Ta6nuua 4. Mokasatenu copepxaHus TRAIL B cbiBOPOTKE KPOBM 60JIbHbIX C XPOHUYECKOW reprneTuyeckor W nanuaniomasBupyCHOMN

Yepes 30 cyT, M + S
157,5 £ 16,0'2
105,0 + 9,2"2
100,0 + 6,0"2
180,5 + 15,0

60,0 + 10,0
190,0 + 15,0

npoLeccoB Haf anonTUY4ECKUMU MeXaHuamMamu y 3TOW rpynnbl
naunmeHToB, O YeM KOCBEHHO CBUOETENbCTBYIOT 6oree HU3Kue
nokasarenun sFas u Bbicokne nokasatenn TRAIL. CHuxeHne
MHTEHCUBHOCTM anonTo3a, BO3MOXHO, KOCBEHHO MOATBepXAaeT
1 60nee BbICOKUA OHKOreHHbIN NOTeHUuMan 3Toro Bmpyca.

C ppyroii cTopoHbl, 60nee BbICOKOE cofepxaHue sFas n Hus-
koe copgepxaHve TRAIL B cbiBOpOTKe KpoBW Yy 60mbHbIX XIC
MOXET CBUAETENbCTBOBATL 06 MHTEHCMBHOCTU CUHTE3a peLenTo-
pa «cmeptu» DR-5, koTopbI akTMBHO cBsA3biBaeT TRAIL, B cBA3K
C YEeM CHUXaeTCs ero KOHUEHTpauus B CbIBOPOTKE KPOBMU.
MoBbIWweHHOe cogepxxaHne sFas, BO3MOXHO, CBUAETENbCTBYET O
CHWXXEHUWN aKTUBHOCTM anonTo3a, HO He CTOUT 3abblBaTb O MHO-
>XKECTBE KIIETOK MMMYHHOW CUCTEMbI, KOTOPbIE CMNOCO6HBLI 06Ppa30-
BblBaTb Fas-peuentopbl, TOMUMO renaTtounToB, KOTOpble NPUHU-
MalrT aKTUBHOE y4yacTue B (POPMUPOBAHUM MMMYHHOrO OTBETa Y
60sbHbIX 9TOW rpynbl. B npouecce anonto3a NpovcxoauT ruéesb
1 9TUX KIETOK, B CBA3W C YeM MOXET MOBbILLATHCA KOHLEeHTpauums
Fas-nuranga, 4TOo NUWHUIA pa3 060CHOBbLIBAET HEOOXOAMMOCTb
1ccnegoBaHUst MapKepoB anonTo3a B pasfivyHbIX 6GUONOrMYeCcKmnx
cpenax, NOMMMO CbIBOPOTKM kpoBu. CriegoBaTtesfisHO, akTyasb-
HOW 3afa4ven crnepfyollero atana padoTbl Npy UCCNefoBaHUU
naTonormm nedeHu, 6yaeT WU3y4eHUe TKaHEeBbIX MapKepoB.
MpoTnBOpeUMnBbIE AaHHbIE, NOMYyYeHHbIe B rpymnrne 605bHbIX XPo-
HUYECKMMU renatutamMu COYeTaHHOW 3TUONOrnK, TpebyoT Aalb-
HelLwero n3y4eHns 1 6osee TLWATENbHOW rPYNnUPOBKY 9TUX Na-
LIMEHTOB MO 3TUonornyeckomy dpaktopy. Pesynsratbl paboTbl no
pacnpegeneHnio 605bHbIX MO YPOBHIO BUOXUMUYECKON aKTUBHO-
CTW npoLecca CBUAETENbCTBYIOT O Napannenuame Mexay UHTeH-
CUBHOCTbLIO LIMTONU3a renatoumnTos, C OOHOM CTOPOHbI, U anonTo-
3a 1 HEKpO3a 3TUX KIIETOK, C OPYron CTOPOHbI, Y 60SIbHbIX XPOHU-
YECKMMU BUPYCHbIMU renatutamm pasfnuyHon 3Tuonoruu ¢ na-
peHTeparnbHbIM MEXaHU3MOM 3apaXKeHUS.

Mpun repnetnyeckon MHMEKUMN Hanbonee BblpaXKeHHble 13-
MEHeHUs1 BbISIBMEHbl MpU TaXenbix dopmax TedveHua BIM1,2-
MHeKuun. TpudmHammn TAXKeNnoro TeveHUs WUHGEKLMOHHOro
npouecca MOryT CIy>XUWUTb CHUXEHHbIN UMMYHUTET U YrHETEHUe
3aLUUTHBIX MPOTUBUPYCHBIX anonTo303aBUCUMbIX MPOLECCOB.

[MonyyeHHble gaHHble NCCnefoBaHUs akKTUBHOCTM anonTosa
npv NanunnoMaBuUpPyCHOM UHMEKLMN OEMOHCTPUPYIOT Hanu-
Yyne CUCTEeMHbIX HapyLleHWr NpOTUBOBUPYCHOW 3aliuTbl. B

KpOBM OTMEYeHO MOoBbIeHNe Konuyectsa sFas, KoTopble,
BO3MOXHO, CBA3aHbl C NIMM@OTPOMNHLIM AeACTBMEM BUpYyca.
[MpoayKTMBHAasA BUpYCHaA UHMEKUUSA NPUBOAUT K TMOEeNn NnM-
POLUTOB, HTO MOXET ABNATLCA TaKXe OAHOM U3 NPUYNH MOBbI-
weHns sFas. MNpun vHdekumu, BoizsaHHon BIMY 16-ro,18-ro
TUMOB, CHUXEHME WMHTEHCMBHOCTW anonTtos3a oTpaxaeT aTu-
NMUYHbIE N3MEHEHUSA B KNEeTKaX SMUTENUA LWENKN MaTKU U PUCK
pasBuTUA HeonnacTU4eckoro npouecca. BeiseneHve Bo3mMox-
HbIX NMPUYUH CHUXXEHUSA aKTUBHOCTM anonTtosa co3faeT ycro-
BUSA NS NOBbILLEHNS 3PPEKTUBHOCTN AUArHOCTUKN, NeYeHuns
M npounakTukn 3Tnx 3abonesaHun. [lepcnekTUBHbLIM Ha-
npasfieHNEM SBNAETCA falibHelLlee n3y4eHne nporHocTunye-
CKOW 3Ha4YMMOCTU MokasaTefniel anontosa, a Takxe npu4uH
HEeYyBCTBUTENbHOCTM KJIETOK K amnonTo3HbIM AvraHgam (pe-
LenTopHbIN hakTop, reHetTnyeckun dakTtop). Kpome Toro,
MHOroo6eLLaLLMMN ABASIOTCA TakXe NMoaxobl, CBA3aHHbIE C
perynsuuen anonto3-cneundu4ecknx reHoB, KoTopblie MoryT
peanuaoBaTbCa B pa3paboTke 3(PPEeKTUBHbIX METOLOB feve-
HUSA Ha OCHOBE reHHOM Tepanuu.

Takum 06pas3om, Hanbonee BbipaKeHHbIe N3MEHEHMSA anon-
TO3a O6HapY>XeHbl NPY NapeHTepanbHbIX XPOHUYECKUX BUPYC-
HbIX rernarturtax, repneTm4eckon MHMEKUUU cpegHen un Taxe-
JION CTeneHenh TAXKECTW, ManuanoMaBuMpyCHON WHMEKLUU,
BbI3BaHHOM Bupycamu 16-ro,18-ro tunos. ®HO-a-3aBUCKMbIE
nyTW NPOTUBOBUPYCHOW 3aLUMTbl aKTUBUPOBAHbLI BO BCEX WUC-
cnegyemMblix rpyrnnax 60fbHbIX C XPOHUYECKUMU BUPYCHbLIMU
WHbekumamn, npm atom yposeHb ®HO-a ABnseTcA nokasare-
JIeM aKTUBHOCTW BOCMAaNEHUA U KOPPEenupyeT C TAXECTbIO Te-
YeHUs MH(EKLMOHHOro npolecca, Y4To No3BOoNAET UCMNOSb30-
BaTb €ro B Ka4ecTBe [MAarHOCTUYECKOro KpUTEPUSA MPU CKPbI-
ThIX UHPEKLNSAX.

Pa6ota nogaepxaHa pefepanbHOW LeneBon nporpammon
«Hay4Hble 1 Hay4Ho-nepgarorvyeckue Kappbl WHHOBALMOHHOW
Poccnmn» Ha 2009-2013 rogel» (HK-19311).
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N n3dydeHnn OHO-nHAoyumpoBaHHOro MNyTWM anonTosa vy
60bHbIX BUPYCHBLIM renatutomM B 6binu BbisiBNEHbI cnegyoLumne
3aKoHoMepHocTW. Mpu NocTynneHnn B ctaumMoHap, Korga Mak-
CUMAanbHO BbIPaXEHHbIMU ObIfIM CUMNTOMbI MHTOKCUKAaLMU,
MHorga — Xentyxa u, COOTBETCTBEHHO, BUOXMMUYECKME MOKa-
3atenn LMTONMUTUYECKOrO, ME3NHXMMarbHO-BOCNANUTENLHOIO
M XOnecTaTn4eckoro CUHAPOMOB, Y 60SbHbIX U3 AaHHOW rpynmbl
OTMeYarnocb CyLleCTBEHHOE MOBbILLEHNE KOHUEHTpauum uc-
cnegyemoro dakropa. B nepuopf KynmpoBaHusa KIMHUYECKUX U
6MOXMMUYECKUX M3MEHEeHN, Ha 30-e CyTKM mnocne nocTynne-
Hus, nokasaTtenu sFas [OCTOBEPHO CHUXanuUCb, HO HE MPUXO-
OVNn B HOPMY.

Y 60nbHbIX XI'C 0TMeYanuck OgHOHaNpaBneHHble N3MEHEHNS
KOHLleHTpaumn sFas, Kak 1 y 6onbHbix XI'B. MNpu noctynneHnn B
cTauuoHap, Korga y 605bHbIX OTMEeYaeTc MHTOKCHMKauus n, co-
OTBETCTBEHHO, U3MEHEHUST BUOXMMUNYECKMX roKasartenem, 6b11o
BbISIBJIEHO 3aKOHOMEpPHOE MOoBbILLEHNE cofepXaHusa sFas B cbl-
BOPOTKE KpOBW. B neprop KynnupoBaHus KIMHUYECKNX U BUOXU-
MUYECKNX M3MEHEHWI nokasatenn FAS-nuraHga [OCTOBEPHO
CHU3UINCL, HO He npuxoaunu B Hopmy. V3 tabn. 1 BUOHO, 4TO
M3MeHeHns cofepxaHua sFas cBfizaHbl C 3TUONOMMYECKOn
CcTpykTypon renatutoB. [Npu renatute C BbiBASETCS JOCTOBEP-
HO 60nee BbICOKas KOHLIEHTpaums n3yyaemoro rnokasartens rno
CpaBHEHMIO C JaHHLIMW MPU OCTPOM renatute B vy 60sbHbIX
renaTtuToM coveTaHHoW 3Tuomnoruun. puyem CTOUT OTMETUTB,
yTto Aaxe 4Yepesd 30 AHeM mM3y4vaembl nokasaTenb B rpynne
60nbHbIX XI'C — cambll BbICOKMIA B NMPEeACTaBfeHHbIX rpynnax
(tabn. 1).

Mpu n3yyeHnn koHueHTpaumn GHO B CbIBOPOTKE KPOBM Na-
LIMEHTOB C renatntamu 6bian nosyyeHbl CornocTaBMMble C NMoka-
3atensamu sFas peaynbraTbl. OgHako, B OTAMYME OT AAHHBIX MO
sFas, Hanbonee Bbicokune peaynstatel ®HO B CbIBOPOTKE KPOBHU
Habnoganuce B rpynne 6onbHbIX ¢ XI'B, oOCTOBEPHO OTNMYato-
Lmecs oT nokasartenen B rpynne ¢ XI'C n renatmramm coyeTan-
HOW aTnomnorun. TakoW pesyneTart, Mo-BMAUMOMY, ABNAETCS
CNefCTBMEM BbIPAXXEHHOCTN HEKPOBOCMANUTENbHbLIX NPOLECCOB
y 60nbHbIX XIB.

B otnnume ot nokasartenen sFas n ®HO, ona KoTopbix 661710
XapakTepHO MOBbILLIEHNE UX KOHLIEHTpaLUMK B CbIBOPOTKE KPOBU
y 60MbHbIX XPOHUYECKUMW BUPYCHBLIMW renatutamu, Ans rnoka-
3atenen TRAIL mmenacb npoTuBOnonoxHas TeHaeHuus. Bo
BCEX Nnepuogax obcnefosaHus B NMpeAcTaBeHHbIX rpynnax na-

iMKO-NnaToreHeTn4yeckne acrnekTbl anonrto3a y 605bHbIX XPOHUYECKUMU BUPYCHbIMU I/IHq)eKLWIﬂMI/I C BbICOKUM OHKOIFeHHbIM pU

LMEHTOB MMEeNO MeCTO AOCTOBEPHOE CHMKEHWE KOHLEHTPuL .
uccnegyemoro cakrtopa. lNpuyem cnegyet oTMETUTb, YTO CaMble
HU3KME 3Ha4YeHUss U3 MpPefcTaBfieHHbIX PerncTpupoBanvcb B
rpynne 6onbHbix ¢ XI'C B oTnnumne ot rpynnbl naumeHtos ¢ XIMB
M XPOHMYECKMMUN renatutaMm co4eTaHHOM 3TUOMOrnn.

VHTepecHble OaHHble ObIM Nony4YeHbl Npu UccregoBaHuu
CbIBOPOTOYHbIX MapKepoB anonTo3a B 3aBUCMMOCTU OT CTEMEHU
OVMOXMMUNYECKOM aKTUBHOCTU B MUCCrieQyeMblX rpynnax naumeH-
TOB C XPOHUYECKMMU BUPYCHbIMW renatutamu. Havbonee Bbl-
paXkeHHble U3MEHEeHUs1 N3yvaeMblxX nokasartenen 6bim nosy4e-
Hbl B rpymnne C BbICOKON CTEMEHbI0 GUOXMMNYECKON aKTUBHOCTH
(Tabn. 2). JlocToBepHO 60Mee BbICOKME NMoKa3aTenm KOHLEHTpa-
unn sFas 6bInn nonyyeHsl BO BCeX nepuopax 3aboneBaHus y
60MNbHbIX XPOHUYECKUM renaTtuToM ¢ YMEPEHHOW U BbICOKOW CTe-
NeHbo BUOXMMNYECKOM aKTUBHOCTU MO CPABHEHWUIO C rpynnamm
60nbHbIX ¢ XI'B 1 renatutamm covetaHHom atmonorun. C gpyrown
CTOPOHBI, Y 3TOW rpynrbl 60f1bHbIX GbIN NOAY4YEeHbl JOCTOBEPHO
6onee HU3KMe nokasartenu pactsopumoro TRAIL npu Bcex Ba-
puaHTax ypoBHs 6MOXMMUYECKOM aKTUBHOCTU. Hanbornee BbICO-
kve nokasaTtenu koHueHTpauum OHO-o 6binn BbISBIEHBI B
rpynne 60nbHbIX ¢ XI'B no cpaBHEHUIO ¢ AaHHLIMU Y NALUEHTOB
¢ XI'C n renattamMu co4eTaHHOM 3TUONOMUK MPU BCEX CTEMEHAX
BOVOXMMUNYECKOM aKTUBHOCTMU.

Mpu nccneposaHun naumeHToB ¢ BIIM1,2- uHdekumnen otme-
Yarnocb MoBblLLIEHNE YpOBHSA SFas B MOMEHT peuuanea npwu ner-
KOWM CcTeneHn Ha 42%, cpegHen cteneHn Taxectn — Ha 35%, T4-
XEnomn cTeneHn — Ha 26% (Tabn. 3). Yepes 30 cyTok Ha ¢hoHe
NPOBOAMMOM Tepanun YypoBeHb SFas 3Ha4YUTENbHO CHU3WICS, HO
npeBbILan ypoBeHb KOHTPOMAbHOW rpynnbl (p < 0,01). Mpw LIMB-
MHEeKUUN B MOMEHT peuuamsa 3HadeHue sFas Ha 75% 6b110
BblILLIE YPOBHS KOHTPOSIbHOW FPYMrbl U COXPaHSANIO CBOW YPOBEHb
noBbILLEHHbIM Ha 15% 4epe3 30 cyTok nedvenus (p < 0,01).
Taknm 06pasom, Npu pasnu4HbIX TUNax reprneTn4eckon NHGeK-
UMM aKTUBMUPYeTCH CMOCOBHOCTb OpraHvama 3NMMUHUMPOBATb
BUpyc. B TO e Bpemsi CNOCOBGHOCTb K anonTo3y Mpu TsXXKesblX
dopmax Bl 1,2-nHdekumn MeHbLLe, YeM npu 6oree nerkux
dopmax (cpedHen 1 Nerkom CTeNneHn TSHKECTN).

Onsa BMNY gokasaHa mx cnoco6HOCTb MHAyUMpoBaTbh 06pa3o-
BaHWe HeonnacTn4eckKnx NpoLeccoB y Yenoseka. Ha ocHoBaHuK
3TOM CNOCOGHOCTU UX MPUHATO nogpasfensaTb Ha pasHOBUAOHO-
CTu Hu3koro (Tunel 3, 6, 11, 13, 32, 34), cpegHero (Tunel 30, 35,
45, 52, 53) n BbIcokoro (Tunbl 16, 18, 31, 33, 39, 50, 59) oHko-

Ta6nuua 1. NMokasarenu copepxanna PHO-a, sFas n TRAIL B cbIBOPOTKE KPOBM 60JIbHBIX XPOHUYECKUMU BUPYCHbIMM renatutamm (nKr/mn)

[pynna naumeHTos lMokasatenb
BupycHble XrB ®HO-a (n = 30; 17)
renatubl sFas (n = 46; 22)
TRAIL (n = 29; 18)
Xrc ®HO-a (n = 20; 14)
sFas (n = 20; 15)
TRAIL (n = 15; 11)
XpoHu4eckun ®HO-a. (n = 27; 19)
BUPYCHbIA renatut sFas (n = 25; 17)
CO4ETaHHOM TRAIL (n = 15; 12)
3TVONOTUK
[loHopb! ®OHO-a
sFas
TRAIL
3necb 1 B Tabn. 2-4: M - cpeaHee apughmeTnyeckoe, S — cTaHAapPTHOE OTKIIOHEHUE
I0CTOBEPHOCTb Pa3nnymii o OTHOLLEHUIO K roKa3aTesnsm [oHopos, p < 0,001
20CTOBEPHOCTb pa3nmnyuii o OTHOLLIEHUIO K 1oKa3aTensm fpeabiayLuero nepuoga, p < 0,001
3[0CTOBEPHOCTb pasimymii K nokaarensam y 6onbHbix XIC, p < 0,001
4n0CTOBEPHOCTL Pa3/N4miA M0 OTHOLLEHMIO K [OKA3ATENAM C YMEPEHHOW CTENEHbIO OUOXUMNYECKON aKTUBHOCTU B KXAOM rpynne.

IMpu nocTynnexnm B ctaumoHap, M + S Yepe3 30 cyT, M+ S

55,0 + 1,6"° 64,0 £ 2,1128
1739,0 + 64,7'3 1652,0 + 123,52
119 £ 13,0'¢ 107 + 16,2

41,0 £ 3,3 35,0+ 1,2'
2366,0 + 85,7 2317 £ 74,6'
55 + 19,6 78 + 22,4
48 +1,9' 49 +3,6'2
2177 £ 73,3 1488 + 154,4'23
112 + 21,71 105 + 24,3
18,0 £2,0 =
1250,5 + 135,5 =
199 £5,3 =
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KnuHuko-naTtoreHeTU4ecKkue acnekTbl anonTosa
Yy 60/1IbHbIX XPOHUYECKUMUN BUPYCHbIMU
MH(EKUUSAMU C BbICOKMM OHKOr€HHbIM PUCKOM

A.A.lleByeHko', M.P.UBaHOBa', 3.d.XapaeBa', B.[1.YynaHos?, C.M.Bapa36ueBa', P.X.>)KemyxoBa'

'KabapanHo-bankapckuvi rocynapctBeHHbivi yHnBepenteT um. X.M.bepbekoBa, Hanb4nk;
2l{eHTpanbHbi HAW smvpemmnonorum PocrnoTpebHaasopa, Mocksa

Llensbto nccnepnosaHusa 6bI0 3yyYeHMe MapKepos arnonTo3a B CbIBOPOTKE KPOBWU MALMEHTOB C XPOHUHECKUMU BUPYCHBLIMU
NHPEKLMAMM C BbICOKUM OHKOT€HHbIM pUCKOM. Hanbonee BbipaXXeHHbIe N3MEHEHUS anonTo3a 06HapYXeHbl NpuU NapeHTepsb-
HbIX XPOHUYECKMX BUPYCHbIX renatutax, repnetu4eckor MHAEKLUMM CpedHEN 1 TSXKENON CTEMEHeN TSHKeCTW, nanuiioMasu-
PYCHOM WHAEKUMW, Bbi3BaHHOW Bupycamu 16-ro, 18-ro Tmnos. ®HO-o-3aBUCKMMbIE MYTW NPOTMBOBUPYCHOWM 3aLLUTbl Obln
aKTMBMPOBAaHbI BO BCEX UCCRepyeMblX rpynnax 60sfbHbIX C XPOHWHECKMMMU BUPYCHLIMU MHMDEKLMAMMU, MPpU STOM YpOBEHb
OHO-0. fABNANCs nokasarenemMm akTVBHOCTU BOCNANEHUS U KOPPEnMpoBan C TSXECTbIO TeYeHUs MHAEKLMOHHOrO npotecca,
4TO NO3BOSIMIIO UCMONB30BaTb €r0 B KA4ECTBE AMArHOCTUHECKOrO KPUTEPUS MPU CKPbITbIX MHMDEKLMAX.

Krto4eBble crioBa: BUPYCHbIE renatuTbl, reprneTu4eckme MHEEeKUmMn, nanunioMmaBmpycHas MHGeKUYms, anontos, (hakTop

HEeKpo3a ornyxonm

Clinico-pathogenetic aspects of apoptosis in patients with
chronic viral infections with a high oncogenic risk

A.A.Shevchenko', M.R.lvanova', Z.F.Kharaeva', V.P.Chulanov?, S.M.Barazbieva', R.Kh.Zhemukhova'

'Kh.M.Berbekov Kabardino-Balkar State University, Nalchik;
2Central Research Institute of Epidemiology, Federal Supervision Service for Consumer Rights Protection and People’s

Welfare, Moscow

porpaMmmMmupyemMasn Kneto4Has rméesnb UM anonTo3 ABMs-

The objective of the work was to study the markers of apoptosis in blood serum of patients with chronic viral infections
with a high oncogenic risk. The most marked changes of apoptosis were found in parenteral chronic viral hepatitis,
moderate and severe herpetic infection, papilloma virus infection caused by type 16 and 18 viruses. TNF-a-dependent
routes of antiviral defense were activated in all studied groups of patients with chronic viral infections, TNF-a indicated the
activity of inflammation and correlated with the severity of infectious process, which permitted to use it as a diagnostic
criterion in occult infections.

Key words: viral hepatitis, herpetic infections, papilloma virus infection, apoptosis, tumor necrosis factor

CcA peuenTtopamMu, no CTPYKType HanoMuUHarwWnMn Fas.

eTCs BaXKHEeNLMUM MEeXaHU3MOM KOHTPONs KIeTOYHOM
nonynsuun B MHOMOKIIETOYHOM opraHuamMme. Hanbonee xopoLuo
M3y4eHa nocregoBaTeslbHOCTb COObITUN, NPUBOASALLNX KIETKY K
anonTo3y B pe3yfnbraTe B3aumMoaencTens 6enkoB U3 ceMencTaa
pakTopa Hekposa onyxonu (PHO) co cneundunydeckumm peuen-
Topamu [1, 2]. DHO-o — 0QNH U3 OCHOBHbIX LIUTOKMHOB, CNOCO6-
HbIX OKasblBaTb MpsMoOe NnoBpexpaaroLlee OeNCTBUE Ha KIEeTKU-
MULLEHN U NIN3UPOBAaTb KIEeTKU, MHPUUMPOBAHHbIE BUPYCOM,
ABNSETCA HEOOXOOUMbIM U1 B TO XEe BpPeMs OCTATOYHbIM UHAOYK-
TOPOM MECTHbIX M CUCTEMHbIX BOCManuTenbHbIX peakuun [3].
®OHO Takxe ABASETCA MHOYKTOPOM anonTo3a W BOCNPUHUMAET-

Linsi KoppecnoHAeHuun:

LLleB4eHko AHHa AnekcaHApoBHa, kaHauaaT 6MONOrMYeCcKnX Hayk,
CTapLUnii Hay4HbIA COTPYAHVK MeOUKO-6MONOrM4ecKoro LieHTpa
KabappaunHo-bankapckoro rocyaapctseHHoro yHusepcuteta uMm. X.M.Bepbekosa

Appec: 360000, Hanb4uk, yn. YepHbiwesckoro, 173
TenedooH: (866-2) 42-2468

Cratbsi noctynuna 11.05.2010 r., npuHsiTa k nevatv 09.09.2010 r.

Lntonnasamatunyeckunn ¢parmeHt Fas- n ®HO-peuenTtopos
COLIEPXUT OMEH «CMEepTU», TPAHCNNPYIOLLMIA anonTO3HbI CUr-
Han Ha BHYTPUWKIETO4YHbIA annapart anontosa [4].

SpKUM NpeacTaBuUTeNnem 3ToW rpynnbl 6EIKOB SABMNAETCS CUCTe-
Ma Fas/Fas-L. Fas-L siBnsietcs umtoknHom nsz ®HO-cemelicTa u
3KCMpeccupyeTcs Ha MOBEPXHOCTU PasfNYHbLIX KIETOK, B TOM
yuCrie Ha aKTMBMPOBAaHHbLIX T-NMMAdoLMTaX N HaTyparbHbIX KUil-
nepax [5, 6]. Bo3aMoXHbIM MexaHU3MOM Fas-peLenTtopHor Hepo-
CTaTOYHOCTU NMPU BUPYCHBIX XPOHNYECKUX MHMEKUMAX ABNaeTCs
yBENUYeHNe cofepxxaHus pacTeopumoro peuentopa Fas26
(sFas), npogykTta ansrepHatuBHoro cnnavicuHra mPHK FasR u
NPOTEONUTUYECKOro OTLUENeHna TpaHcmembpaHHoro FasR.
TRAIL (Apo2L) (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand) — aTo nuraHg DR3 1 DR5 [6]. Tak xe, kak 1 CD95L, Apo2L
3anyckaeT 6bICTPbIN anonTo3 BO MHOMMX 3/T0KAYECTBEHHbIX JINHK-
AX KNeToK [7]. B crnyyae XpOHWYECKUX BUPYCHBbIX WUHGEKLMA C
BbICOKMM OHKOreHHbIM pyckoM posb TRAIL n yyactue atoro pe-
LIenTOPHOro nyTu B aKTUBaLmy arnonto3a He SICHbI.
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