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Отчет 78 с., 14 таб., 30 источников. 
ВИРУСНЫЕ ГЕПАТИТЫ, АПОПТОЗ, ФЕНОМЕН ГИБЕЛИ КЛЕТОК, ХРОНИЧЕСКИЕ ПАРЕНТЕРАЛЬНЫЕ ГЕПАТИТЫ, ДИАГНОЗ ВПГ, ВПЧ ИНФЕКЦИИ, ПАПИЛЛОМАВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ, АПОПТИЧЕСКИЕ ЛИГАНДЫ.
В отчете представлены результаты исследований, выполненных по 3 этапу Государственного контракта № П1084 «Молекулярные основы регуляции программированной гибели клеток при хронических онкогенных вирусных инфекциях» (шифр «НК-193П») от 24 августа 2009 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 годы.
Цель работы - проведение клинико-экспериментальных  исследований по регуляции программируемой гибели клеток при хронических вирусных инфекциях с высоким онкогенным риском препаратами иммуноцитокинов
Методы, использованные при выполнении работ (3 этап) по Государственному контракту: в процессе клинико-лабораторного исследования были применены методы ИФА, RT-PCR, определение рецепторного фенотипа в помощью проточной цитофлуориметрии.
Обследованы следующие группы больных: 
Хронические парентеральные гепатиты: Была выделена группа пациентов, получавших специфическую противовирусную терапию. Для 17 больных хроническим вирусным гепатитом В с умеренной или высокой биохимической активностью, с вирусной нагрузкой более 10000 копий/мл это было назначение пегилированного интерферона-α-2а или 2в в течении 12 месяцев. Кроме того, противовирусная терапия была назначена 27 пациентам с хроническим вирусным гепатитом С в сроки от 4 месяцев доя 12 месяцев, в зависимости от генотипа вируса и интенсивности вирусной нагрузки. В качестве противовирусной терапии назначались препараты интерферона-α, как пегилированные, так и короткоживущие в комбинации с рибавирином, дозирующимся по массе тела.
ВПГ-1,2 инфекция: Была выделена группа пациентов, 25 больных, с ВПГ-1,2 инфекцией с количеством рецидивов от 10-12 в год. В качестве противовирусной терапии назначались препараты реаферона (1млн МЕ в\м 10 дней) совместно с препаратом виферон №4 по 1 свечи вагинально (утром  вечером) в течение 30 дней. ВПЧ высокого онкогенного риска: Была выделена группа пациентов, 25 больных, с ВПЧ инфекцией высокого онкогенного риска. В качестве противовирусной терапии назначались препараты реаферона (1млн МЕ в\м 10 дней) совместно с препаратом виферон №4 по 1 свечи вагинально (утром  вечером) в течение 30 дней.

ЦМВ – инфекция: Была выделена группа пациентов, 25 больных, с ВПЧ инфекцией высокого онкогенного риска. В качестве противовирусной терапии назначались препараты реаферона (1млн МЕ в\м 10 дней) совместно с препаратом виферон №4 по 1 свечи вагинально (утром  вечером)  в течение 30 дней.
Исследование влияния подключения к базисной терапии препаратов иммуномодуляторов позволило прийти к следующим выводам:

1. Интерферонотерапия вызывает усиление как Th1 клеточного ответа, так и Th2 клеточного ответа, что проявляется усилением экспрессии мРНК ИЛ-2, мРНК ФНО-α на лимфоцитах периферической крови у больных хроническими вирусными гепатитами В и С. мРНК ФНО-α выше не только по сравнению с группой здоровых, но и с группой пациентов, получавших только базис-терапию(p<0,01).

2. Препараты интерферона вызывают усиление FAS-индуцированного апоптоза, проявляющегося в усилении экспрессии мРНК FAS на лейкоцитах периферической крови, повышении экспрессии CD95 на лимфоцитах, избыточным повышении концентрации растворимого FASL в сыворотке крови, наиболее выраженное у больных хроническим вирусным гепатитом С, что косвенно может свидетельствовать о снижении сродства растворимого FAS к специфическим рецепторам на фоне интерферонотерапии.

3. У больных хроническими вирусными гепатитами, получавшими в лечении препараты интерферона, выявлено усиление TRAIL-индуцированного апоптоза, который определялся повышением экспрессии мРНК TRAIL на лимфоцитах периферической крови, более выраженное у больных гепатитом С.

4. Причины недостаточной эффективности интерферонотерапии у больных хроническими вирусными гепатитами В и С связаны с поздней фазой иммуноцитокинового ответа, когда влияние интерферона приводит к активации Th1 клеточного ответа и Th2 звена. Поэтому, наиболее эффективным будет назначение интерферона в острый период заболевания (в период развития ранних цитокиновых реакций на вирусную инфекцию). 
5. Подключение к базисной терапии пациентов с тяжелыми формами ВПГ-1,2 инфекции препаратов иммуномодуляторов не вызывает увеличение экспрессии рецептора  CD95+, в отличие от выявленной положительной динамики экспрессии рецептора DR5+. 

6. У больных ВПГ-1,2 инфекцией, получавших препараты интерферона, выявлено повышение экспрессии мРНК ИЛ-2 на клеточных элементах цервикального канала. 

7. В группах пациентов с ЦМВИ независимо от терапии значимых изменений экспрессии генов лигандов апоптоза не обнаружено, что свидетельствует об отсутствии инициации воспалительной реакции на генетическом уровне и соответствует выявленным нормальным показателям концентраций провоспалительных цитокинов в данных группах пациентов.
8. При ВПЧ инфекции высокого онкогенного риска выявлены нарушения апоптических  процессов на генетическом уровне, на фоне нормальных значений мРНК иммуноцитокинов. Подключение препаратов иммуномодуляторов в комплексную терапию пациентов с ВПЧ активизирует TRAIL пути элиминации вируса
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Введение
Хронические вирусные гепатиты инфекции являются важной причиной заболеваемости и смертности по всему миру. В формируется пожизненная персистенция вирусов, которая характеризуется множеством проблем в будущем. Механизмы такой длительной персистенции вирусов с выраженным поражением различных тканей, по-прежнему остаются до конца неясными. Многие исследователи указывают на дисбаланс иммунного ответа, который играет основную роль в патогенезе хронических вирусных инфекций [1].
Лечение больных вирусными инфекциями представляет определенные трудности как из-за отсутствия четкого понимания отдельных механизмов патогенеза заболевания, возможности хронического и рецидивирующего течения, формирования резистентности к используемым противовирусным химиопрепаратам (ПХП), так и в связи с высокой стоимостью для населения высокоэффективных ПХП. Использование противовирусных соединений для химиотерапии (ХТ) и химиопрофилактики (ХПР) вирусных инфекций (ВИ) представляет собой относительно новый раздел в учении об инфекционных болезнях. Как известно, для репликации и получения потомства вирус использует метаболический аппарат клетки-хозяина. Знания об особенностях процесса репликации, уникальных для каждого вируса, можно использовать для выработки специфической ХТ. При этом противовирусные препараты должны обладать высокой селективностью и специфичностью. Препараты должны быть минимально токсичны для незараженных клеток организма. 

Со времен первого исследования Hoofnagle с соавт. (1986), многие исследователи показали эффективность альфа-интерферонотерапии у пациентов с хроническим вирусным гепатитом С с устойчивым ответом у ограниченного числа пациентов. В дальнейших исследованиях была показана значительная эффективность комбинированной терапии с рибавирином, которая до настоящего времени является предпочтительной. Предикторами устойчивого вирусного ответа являются вирусная нагрузка, генотип со стороны вируса и ряд предикторов устойчивого ответа со стороны организма человека. При хроническом гепатите С антивирусный эффект альфа-интерферона хорошо продемонстрирован быстрым снижением вирусной нагрузки и снижения активности трансаминаз сыворотки крови [2,3,4].
Davis c соавт. (1986) одними из первых исследователей продемонстрировали эффективность интерферонотерапии у больных хроническим вирусным гепатитом В, ВПГ-1,2 инфекцией. За ним и другие – на ограниченном пациентов демонстрировали возможность использования интерферона в терапии ХВГВ [5]. Причем, пациенты с активным иммунологическим ответом на HBV имеют более выраженный цитолитический эффект и низкую вирусную репликацию. Антивирусная и иммунорегуляторная польза интерферонотерапии более выражена у этой группы больных [6].
Целью 3 этапа было проведение клинико-экспериментальных исследований по регуляции программируемой гибели клеток при хронических вирусных инфекциях с высоким онкогенным риском препаратами иммуноцитокинов
Глава 1 Аннотированная справка по научным результатам НИР, полученным на I этапе
Программируемая клеточная гибель или апоптоз является важнейшим механизмом контроля клеточной популяции в многоклеточном организме. Наиболее хорошо изучена последовательность событий, приводящих клетку к апоптозу в результате взаимодействия белков из семейства фактора некроза опухоли (ФНО) со специфическими рецепторами. Ярким представителем этой группы белков является система Fas/Fas-L. Fas-L является цитокином из ФНО-семейства, экспрессируется на поверхности различных клеток, в том числе на активированных Т-лимфоцитах и натуральных киллерах. Возможным механизмом «Fas-рецепторной недостаточности» при вирусных хронических инфекциях является увеличение содержания растворимого Fas26 рецептора (sFas), продукта альтернативного сплайсинга mРНК FasR и протеолитического отщепления трансмембранного FasR. 

ФНОα - один из основных цитокинов, способных оказывать прямое повреждающее действие на клетки-мишени и лизировать клетки, инфицированные вирусом, является необходимым и в то же время достаточным индуктором местных и системных воспалительных реакций.
ФНО также является индуктором апоптоза и воспринимается рецепторами, по структуре напоминающими Fas. Цитоплазматический фрагмент Fas и ФНО-рецепторов содержит домен «смерти», транслирующий апоптозный сигнал на внутриклеточный аппарат апоптоза.
В тоже время вирусные белки способны оказывать иммуносупрессивное действие, направленность которого может быть связана как с клеточным иммунитетом, так и с нарушением синтеза цитокинов и снижения апоптической активности зараженных клеток. В вирусном генетическом материале закодированы вещества, которые и по строению, и по функции очень похожи на клеточные антиапоптозные белки-регуляторы (Bcl-2).
Особенно актуальной является проблема развития процесса вирогении в случае таких хронических вирусных инфекций как вирусные гепатиты В, С, герпетические инфекции, когда, несмотря не отсутствие активной репликации вируса, клетки макроорганизма «заражены» геномом вируса. Перспективной  задачей современной иммунологии является поиск путей модуляции механизма работы клеток в направлении регуляции апоптоза.

Целью исследования было изучение маркеров апоптоза в сыворотке крови и других биологических жидкостях при хронических вирусных инфекциях с высоким онкогенным риском.

В главе 1 был проведен анализ современной литературы по теме исследования (281 литературный источник).

В главе 2 отражены клинико-лабораторная характеристика исследуемых групп пациентов и описаны лабораторные методы исследования.

Главы 3.1. и 3.2. посвящены исследованию основных показателей апоптоза при вирусных гепатитах с парентеральным типом инфицирования, герпетической инфекций 1,2 типа разной степени тяжести, цитомегаловирусной инфекцией, папилломавируснойинфекцией разного онкогенного риска. Маркеры апоптоза изучены как в сыворотке крови, так и отделяемом половых органов (при герпетической и папилломавирусной инфекции). результаты работы отражены в главе 3.1, 3.2 в таблицах, рисунках и суммированы в заключении и таблице 13 (части А, В, С). 

Таким образом, нами изучены основные изменения секретируемых показателей апоптоза ФНОα, sFAS, TRAIL в различных биологических жидкостях при хронических инфекциях с высоким онкогенным риском. Наиболее выраженные изменения обнаружены при хронических гепатитах с парентеральным механизмом инфицирования, герпетической инфекцией средней и тяжелой степенью тяжести, папилломавирусной инфекции 16,18 типов. Наиболее перспективными областями для дальнейшего исследования являются: исследование прогностической значимости показателей апоптоза, изучение причин «неотвечаемости клеток» на апоптозные лиганды (рецепторный фактор, генный фактор). Кроме того, многообещающими являются также подходы, связанные с регуляцией апоптоз-специфических генов и реализующиеся, в частности, в генной терапии - одной из самых перспективных областей современной медицины - при лечении заболеваний, вызванных нарушением функционирования отдельных генов. 
Глава 2 Аннотированная справка по научным результатам НИР, полученным на II этапе
В настоящее время интенсивно изучается роль апоптоза (программированной клеточной гибели) в регуляции иммунного ответа, развитии иммунодефицитных состояний и иммунопатологии. 
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. Показана роль вирусиндуцированного апоптоза в патогенезе СПИДа, клещевого энцефалита, энцефалита новорожденных мышей, вызванного вирусом Sindbis. 
В то же время известен феномен защиты от апоптоза клеток, инфицированных ВИЧ-1, аденовирусами, полиовирусом, вирусом коровьей оспы.

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 [7].
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. 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. 
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. 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 [8].
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. 
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).
В главе 1 представлен аналитический отчет о проведении теоретических и экспериментальных исследований с приведением исследованных клинико-эпидемиологических групп  пациентов.

Глава 2 (2.1.-2.6) посвящены исследованию основных показателей апоптоза при вирусных гепатитах с парентеральным типом инфицирования, герпетической инфекций 1,2 типа разной степени тяжести, цитомегаловирусной инфекцией, папилломавируснойинфекцией разного онкогенного риска. Рецепторный фенотип  (CD95+, DR5+) изучены как в клетках лейкоцитарной фракции, так и клетках цервикального канала женщин с  герпетической и папилломавирусной инфекциями. 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. результаты работы отражены в таблицах, рисунках и суммированы в заключении. 

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

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 апопотоза, 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 Аналитический отчет о проведении теоретических и экспериментальных исследований
3.1 Выбор маркеров активности апоптоза для дальнейшего использования в качестве прогностических и диагностических критериев течения хронической вирусной инфекции с онкогенным риском, а также   при мониторинге эффективности комплексной терапии (для каждой нозологический формы отдельно)

Несмотря на имеющиеся в литературе данные о значимости исследования исключительно паренхимы печеночной ткани, проведенные в этапах 1 и 2эксперименты 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  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. 
В связи с вышесказанным для дальнейшего использования в качестве прогностических и диагностических критериев течения хронической вирусной инфекции с онкогенным риском, а также   при мониторинге эффективности комплексной терапии  выбраны следующее показатели:

1. Хронические парентеральные гепатиты: показатели содержания ФНО-α, sFas , ИЛ-2 и TRAIL в сыворотке крови, экспрессия рецептора CD95 и рецептора к TRAIL лиганду на лейкоцитах ПК пациентов, уровень мРНК (sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL) в лейкоцитах.

2. ВПГ-1,2 инфекция: показатели содержания ФНО-α, sFas , ИЛ-2 и TRAIL в сыворотке крови, экспрессия рецептора CD95 и рецептора к TRAIL лиганду на клеточных элементах цервикального канала женщин, уровень мРНК (sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL) на клеточных элементах цервикального канала женщин.

3. ВПЧ высокого онкогенного риска: показатели содержания ФНО-α, sFas, ИЛ-2 и TRAIL в сыворотке крови, экспрессия рецептора CD95 и рецептора к TRAIL лиганду на клеточных элементах цервикального канала женщин, уровень мРНК (sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL) на клеточных элементах цервикального канала женщин.

4. ЦМВ инфекция: показатели содержания ФНО-α, sFas , ИЛ-2 и TRAIL в сыворотке крови, экспрессия рецептора CD95 и рецептора к TRAIL лиганду на лейкоцитах ПК пациентов, уровень мРНК (sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL) в лейкоцитах.

3.2 Определение препаратов (рекомбинантных иммуноцитокинов и  их комплексов), регулирующих активность апоптоза зараженных интегративными вирусами клеток (для каждой нозологический формы отдельно)

Хронические парентеральные гепатиты: Была выделена группа пациентов, получавших специфическую противовирусную терапию. Для 17 больных хроническим вирусным гепатитом В с умеренной или высокой биохимической активностью, с вирусной нагрузкой более 10000 копий/мл это было назначение пегилированного интерферона-α-2а или 2в в течении 12 месяцев. Кроме того, противовирусная терапия была назначена 27 пациентам с хроническим вирусным гепатитом С в сроки от 4 месяцев доя 12 месяцев, в зависимости от генотипа вируса и интенсивности вирусной нагрузки. В качестве противовирусной терапии назначались препараты интерферона-α, как пегилированные, так и короткоживущие в комбинации с рибавирином, дозирующимся по массе тела.
ВПГ-1,2 инфекция: Была выделена группа пациентов, 25 больных, с ВПГ-1,2 инфекцией с количеством рецидивов от 10-12 в год. В качестве противовирусной терапии назначались препараты реаферона (1млн МЕ в\м 10 дней) совместно с препаратом виферон №4 по 1 свечи вагинально (утром  вечером)  в течение 30 дней.
ВПЧ высокого онкогенного риска: Была выделена группа пациентов, 25 больных, с ВПЧ инфекцией высокого онкогенного риска. В качестве противовирусной терапии назначались препараты реаферона (1млн МЕ в\м 10 дней) совместно с препаратом виферон №4 по 1 свечи вагинально (утром  вечером) в течение 30 дней.

ЦМВ – инфекция: Была выделена группа пациентов, 25 больных, с ВПЧ инфекцией высокого онкогенного риска. В качестве противовирусной терапии назначались препараты реаферона (1млн МЕ в\м 10 дней) совместно с препаратом виферон №4 по 1 свечи вагинально (утром  вечером)  в течение 30 дней.
3.3 Клинико-лабораторный мониторинг эффективности комплексной терапии с подключением препаратов – потенциальных модуляторов активности апоптоза при следующих инфекционных заболеваниях -хронические гепатиты В,С, и В+С; вирус папилломы человека разного онкогенного риска, герпетические инфекции – вирус простого герпеса 1,2 типа и цитомегаловирусная инфекция
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 гепатитом 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 HCV 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 сердечно-сосудистой 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 HCV (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, осложненом вторичной бактериальной инфекцией назначали антимикробные средства (ампициллин, клафоран и др.).
Была выделена группа пациентов, получавших специфическую противовирусную терапию. Для 17 больных хроническим вирусным гепатитом В с умеренной или высокой биохимической активностью, с вирусной нагрузкой более 10000 копий/мл это было назначение пегилированного интерферона-α-2а или 2в в течении 12 месяцев. 
Кроме того, противовирусная терапия была назначена 27 пациентам с хроническим вирусным гепатитом С в сроки от 4 месяцев доя 12 месяцев, в зависимости от генотипа вируса и интенсивности вирусной нагрузки. 
В качестве противовирусной терапии назначались препараты интерферона-α, как пегилированные, так и короткоживущие в комбинации с рибавирином, дозирующимся по массе тела.
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 Exel» 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 — 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).
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 %).
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
	-


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% сучаев. 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).

Дополнительно была выделена 3 группы группа пациентов:

25 больных, с ВПГ-1,2 инфекцией с количеством рецидивов от 10-12 в год. В качестве противовирусной терапии назначались препараты реаферона (1млн МЕ в\м 10 дней) совместно с препаратом виферон №4 по 1 свечи вагинально (утром вечером) в течение 30 дней;
25 больных, с ВПЧ инфекцией высокого онкогенного риска. В качестве противовирусной терапии назначались препараты реаферона (1млн МЕ в\м 10 дней) совместно с препаратом виферон №4 по 1 свечи вагинально (утром  вечером) в течение 30 дней;

25 больных, с ВПЧ инфекцией высокого онкогенного риска. В качестве противовирусной терапии назначались препараты реаферона (1млн МЕ в\м 10 дней) совместно с препаратом виферон №4 по 1 свечи вагинально (утром  вечером) в течение 30 дней.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 230  g 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 атематической 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.

Динамика изменений сывороточных маркеров ФНО-индуцированного апоптоза у больных хроническими вирусными гепатитами, получавших противовирусную терапию.
В динамике заболевания вирусными гепатитами обследовано 155 больных хроническими вирусными гепатитами. Из них – 76 больных с хроническим вирусным гепатитом В, 37 пациентов с хроническим вирусным гепатитом С и 38 – с хроническим вирусным гепатитом – mixt.  Обследование проводилось в разгар клинических проявлений, при поступлении в стационар и через 30 дней после начала стационарного лечения. В качестве контрольной группы было обследовано 15 практически здоровых людей, являющихся донорами республиканской станции переливания крови. При изучении ФНО-индуцированного пути апоптоза у больных вирусным гепатитом В были выявлены следующие закономерности. При поступлении в стационар, когда максимально выраженными были симптомы интоксикации, иногда - желтуха и, соответственно, биохимические показатели цитолитического, мезинхимально-воспалительного и холестатического синдромов, у больных из данной группы отмечалось существенное повышение концентрации исследуемого фактора. В периоде купирования клинических и биохимических изменений, на 30-е сутки после поступления показатели FASL достоверно снижались, но не приходили в норму. У больных хроническим вирусным гепатитом С отмечались однонаправленные изменения концентрации FASL, как и у больных хроническим вирусным гепатитом В. При поступлении в стационар, когда у больных отмечается интоксикация и соответственно изменения биохимических показателей было выявлено закономерное повышение содержания FASL в сыворотке крови. В периоде купирования клинических и биохимических изменений показатели FAS лиганда достоверно снизились, но не приходили в норму. 
Из таблицы 1 видно, что изменения содержания FASL связаны с этиологической структурой гепатитов. При гепатите С выявляется достоверно более высокая концентрация изучаемого показателя по сравнению с данными при остром вирусном гепатите В и у больных mixt-гепатитом. Причем стоит отметить, что даже через 30 дней изучаемый показатель в группе больных ХГС – самый высокий в представленных группах. При изучении концентрации ФНО в плазме крови были получены сопоставимые с показателями FASL результаты. Имеет место достоверное повышение концентрации интерлейкина во всех периодах обследования в трех представленных группах. Однако, в отличие от данных по FASL, наиболее высокие результаты ФНО в сыворотке крови наблюдались в группе больных с хроническим вирусным гепатитом В, достоверно отличающиеся от показателей в группе с ХВГС и mixt-гепатитами. Такой результат, по-видимому, является следствием выраженности некровоспалительных процессов у больных ХВГВ.

При изучении концентрации еще одного растворимого лиганда из группы ФНО-индуцирующих апоптоз – TRAIL были получены следующие данные. В отличие от полученных повышенных показателей FASL и ФНО в сыворотке крови у больных хроническими вирусными гепатитами, для показателей TRAIL имелась противоположная тенденция. 
Во всех периодах обследования в представленных группах пациентов имело место достоверное снижение концентрации исследуемого фактора. Причем, следует отметить, что самые низкие значения из представленных регистрировались в группе больных с хроническим вирусным гепатитом С, в отличие от группы пациентов с хроническим вирусным гепатитом В и хроническими mixt-гепатитами. 
Следует отметить, что при исследовании сывороточных маркеров апоптоза у всех групп пациентов с хроническими вирусными гепатитами нет достоверной разницы представленных показателей в зависимости от периодов обследования. То есть имеет место монотонная тенденция и при обострении воспалительного процесса и после полученного симптоматического лечения.
Таблица 3 - Показатели содержания ФНО-α, sFas и TRAIL в сыворотке крови у больных хроническими вирусными гепатитами (пкг/мл).
	Группа пациентов
	Показатель
	При поступлении в стационар
	Через 30 суток

	вирусные гепатиты
	ХВГВ
	ФНО α (n=30; 17)
	55,0±1,61,3
	64,0±2,11,2,3

	
	
	sFas 

(n=46; 22)
	1739,0±64,71,3
	1652,0±123,51,3

	
	
	TRAIL

(n=29;18)
	119±13,01,3
	107±16,21

	
	ХВГС
	ФНО α
(n=20;14)
	41,0±3,31
	35,0±1,21

	
	
	sFas

(n=20;15)
	2366,0±85,71
	2317±74,61

	
	
	TRAIL

(n=15;11)
	55±19,61
	78±22,41

	
	ХВГ-mixt
	ФНО α
(n=27;19)
	48±1,91
	49±3,61,3

	
	
	sFas

(n=25;17)
	2177±73,31
	1488±154,4±1,2,3

	
	
	TRAIL

(n=15;12)
	112±21,71
	105±24,31

	здоровые доноры
(n=15)
	ФНО α
	18,0±2,0
	-

	
	sFas
	1250.5 ± 135.5
	-

	
	TRAIL
	199±5,3
	-


Примечания к таблице: 1 - достоверность различий по отношению к показателям доноров, р<0,001 ;2- достоверность различий по отношению к показателям предыдущего периода, р<0,001, 3- достоверность различий к показателям у больных ХВГС, р<0,001

Была выделена группа пациентов, получавших специфическую противовирусную терапию. Для 17 больных хроническим вирусным гепатитом В с умеренной или высокой биохимической активностью, с вирусной нагрузкой более 10000 копий/мл это было назначение пегилированного интерферона-α-2а или 2в в течении 12 месяцев. Кроме того, противовирусная терапия была назначена 27 пациентам с хроническим вирусным гепатитом С в сроки от 4 месяцев доя 12 месяцев, в зависимости от генотипа вируса и интенсивности вирусной нагрузки. В качестве противовирусной терапии назначались препараты интерферона-α, как пегилированные, так и короткоживущие в комбинации с рибавирином, дозирующимся по массе тела. Учитывая разнонаправленные изменения показателей апоптоза, полученные у больных хроническими вирусными гепатитами-микст, эта группа не была включена в дальнейшие исследования.
У больных, получавших противовирусную терапию, имелась отличающаяся тенденция изменения сывороточных маркеров апоптоза. Следует отметить, что и у больных хроническим вирусным гепатитом В и С имеет место достоверное повышение концентрации ФНО- α  во всех периодах исследования. Однако, достоверно более высокие показатели наблюдались у больных хроническим вирусным гепатитом В только через 6 месяцев после лечения. В другие периоды исследования достоверного влияния этиологического фактора выявлено не было, в отличие от общей группы.

Такая же тенденция наблюдалась при изучении концентрации растворимого FAS-лиганда. Определялось значимое повышение показателя в обеих группах во всех периодах обследования. Кроме того, показатели изучаемого фактора были достоверно выше у больных хроническим вирусным гепатитом С, причем даже через 6 месяцев после окончания терапии.

Определялась интересная динамика растворимого TRAIL у больных хроническими вирусными гепатитами. 
Как и в группе больных, получавших только базисную терапию, в группе пациентов на интерферонотерапии имеет место достоверное снижение показателя, такое же как и в контрольной группе. 
Однако, в отличие от пациентов с базисной терапией, у больных вирусным гепатитом В через 6 месяцев после интерферонотерапии, показатель TRAIL не отличается от показателей группы доноров. 
Тогда как у пациентов с хроническим вирусным гепатитом С изучаемый TRAIL остается значительно сниженным даже через 6 месяцев после интерферонотерапии (таблица 4).

Таблица 4 - Показатели содержания ФНО-α, sFas и TRAIL в сыворотке крови у больных хроническими вирусными гепатитами на фоне базисной терапии и интерферонотерапии (пкг/мл).
	Группа пациентов
	Показатель
	До лечения
	6-й месяц терапии
	12-й месяц терапии
	6 месяцев после терапии

	
	ХВГВ
	ФНО-α
	57±1,61

(n=17)
	73±1,91,2

(n=17)
	87±2,11,2

(n=15)
	61±2,31,2

(n=12)

	
	
	sFAS
	1741,0±64,71
	2217,0±71,01,2
	2482,0±79,01,2
	2127,0±82,01,2

	
	
	TRAIL
	117±13,01
	98±11,21
	71±9,41
	178±10,22

	
	ХВГС
	ФНО-α
	42,0±3,11,3

(n=27)
	68,0±3,61,2
(n=27)
	91,0±4,31,2

( n=20)
	31,0±5,21,2,3

(n=18)

	
	
	sFAS
	2362,0±82,41,3
	2873,0±76,81,2,3
	3211,0±81,71,2,3
	2678,0±87,91,2,3

	
	
	TRAIL
	59±17,21,3
	67±14,61
	65±15,11
	79±12,41,3

	здоровые доноры

(n=15)
	ФНО α
	18,0±2,0
	
	
	

	
	sFas
	1250.5± 135.5
	
	
	

	
	TRAIL
	199±5,3
	
	
	


Примечания к таблице: 1 - достоверность различий по отношению к показателям доноров, р<0,05 ;2- достоверность различий по отношению к показателям предыдущего периода, р<0,05, 3- достоверность различий к показателям у больных ХВГС, р<0,001.
Интерлейкин-2 (ИЛ-2) представляет собой гликопротеин, индуцирующий пролиферацию и дифференцировку Т-лимфоцитов и NK-клеток. ИЛ-2 активизирует функциональную активностть Т-хелперов, продуцирующих ИФН-γ. Усиление с помощью ИЛ-2 продукции ИФН-α ведет к активации макрофагов. 
Поэтому этот показатель имеет большое значение в противовирусной защите организма. При изучении концентрации сывороточного показателя у здоровых и больных хроническими вирусными гепатитами В и С на фоне только базисной терапии и интерферонотерапии были получены следующие данные (таблица 5). 
Оказалось, что у большинства доноров ИЛ-2 в сыворотке крови не определялся. Средние значения получились  31±18.4 пкг/мл. С другой стороны, у 50% пациентов с ХГС и у 30% с ХГВ этот показатель также равнялся 0 пкг/мл. У оставшейся части пациентов средние концентрации ИЛ-2 для ХВГС составили 41±13.8 пкг/мл и для ХВГВ – 55 ± 21.6 пкг/мл. Достоверного изменения исследуемого фактора не определялось как для ХВГС, так и пациентов с ХВГВ по сравнению с группой контроля. Значимых отличий концентрации ИЛ-2 у пациентов в зависимости от этиологии гепатита и периода исследования также получено не было. 
Таблица 5 - Концентрация ИЛ-2 у больных вирусными гепатитами В и С на фоне базисной терапии и интерферонотерапии (пкг/мл).
	Группы пациентов
	Базисная терапия
	6-й месяц лечения интерфероном
	12-й месяц лечения интерфероном
	6-й месяц после лечения интерфероном

	ХГВ
	55±21,6
(n=16)
	101±19,2*

(n=16)
	169±21,6*
(n=14)
	81±19,3*■
(n=12)

	ХГС
	41±13,8
(n=27)
	88±12,9*
(n=27)
	142±11,8*
(n=23)
	124±11,2*
(n=20)

	Здоровые

(n=15)
	31±18,4
	
	
	


Примечания: *- достоверность различий по отношению к значениям у доноров; ■- достоверность различий к значениям предыдущего периода.
Стоит отметить, что на фоне интерферонотерапии определяется достоверное повышение ИЛ-2 уже через 6 месяцев после начала лечения и эта тенденция сохраняется до конца терапии и спустя 6 месяцев после ее окончания. Однако, только у пациентов с хроническим вирусным гепатитом В имеется достоверная тенденция к снижению изучаемого показателя через 6 месяцев после интерферонотерапии.

Таким образом, можно констатировать значительный дефицит ИЛ-2, определяющий недостаточный Th-1 клеточный ответ иммунитета при хронических вирусных гепатитах В и С, что способствует дальнейшему персистированию вирусов гепатита В и С в организме человека с формированием неблагоприятных исходов заболевания. На фоне интерферонотерапии определяется повышение концентрации ИЛ-2, более выраженное у больных хроническим вирусным гепатитом С, что, по-видимому, может объяснить более высокую эффективность противовирусной терапии у этой группы по сравнению с пациентами хроническим вирусным гепатитом В.
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 (таблица 6). 

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. Кроме того, не получено разницы в показателях между периодами обследования у пациентов, в связи с чем, в таблице приведены значения при поступлении больных в стационар. 
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.

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. 
Таблица 6 - Относительное количество CD95+ лейкоцитов у больных хроническими вирусными гепатитами В и С на фоне базисной терапии (%).
	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.
На фоне интерферонотерапии имеет место значительное повышение экспрессии CD 95 на лимфоцитах периферической крови как у больных хроническим вирусным гепатитом С, так и гепатитом В. В частности, если повышение СD 95 у пациентов ХВГВ на фоне базисной терапии наблюдалось только в группе с высокой биохимической активностью, то на фоне интерферонотерапии происходило достоверное повышение показателей изучаемого фактора к 12-му месяцу лечения, хотя через 6 месяцев после интерферонотерапии достигнутые результаты были потеряны. Эти показатели не имели достоверной разницы со значениями в группе доноров. 
Таблица 7 - Относительное количество CD95+ лейкоцитов у больных хроническими вирусными гепатитами В и С на фоне интерферонотерапии (%).
	Группы пациентов
	До лечения
	6-й месяц лечения
	12-й месяц лечения
	6-й месяц после лечения

	ХГВ
	7,2±0,9
(n=16)
	9,4±1,2*

(n=16)
	11,6±1,6*■

(n=14)
	8,1±1,3
(n=12)

	ХГС
	10,4±1,2*^

(n=27)
	13,6±0,9*■^
(n=27)
	16,2±0,8*■^

(n=23)
	14,1±1,2*■^

(n=20)

	Здоровые (n=15)
	5,8±0,7
	
	
	


Примечания: * - достоверность различий к уровню здоровых лиц;■ – достоверность различий к результатам группы больных на базисной терапии;  ^- достоверность различий к результатам у пациентов с ХВГВ.

Тенденция к повышению экспрессии CD 95 лимфоцитов периферической крови пациентов с хроническим вирусным гепатитом С на фоне базисной терапии и на фоне интерферонотерапии продолжалась. 
Однако, следует отметить, что определяется устойчивая достоверно повышающаяся разница между показателями на фоне базисной терапии и интерферонотерапии, причем показатели CD 95  и через 6 месяцев после окончания курса интерферона оставались достоверно выше, чем у больных, получавших только симптоматическую терапию.

Таким образом, можно говорить об усилении продукции CD95 на фоне и через 6 месяцев после интерферонотерапии у больных хроническим вирусным гепатитом В и С, причем достоверно более выраженной у пациентов с хроническим вирусным гепатитом С (таблица 7).

Экспрессия рецептора смерти к TRAIL лиганду на лейкоцитах пациентов с парентеральными гепатитами на фоне базисной терапии и интерферонотерапии.
При изучении экспрессии другого рецептора лиганда из группы ФНО-индуцирующих апоптоз – TRAIL на лейкоцитах периферической крови были получены следующие данные. 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 (таблица 8). Описанная выше тенденция наблюдалась и в группе больных вирусными гепатитами В и С, получавшими интерферонотерапию. Наблюдалось значительное повышение экспрессии TRAIL на лимфоцитах периферической крови как у больных ХВГС, так и ХВГВ.
Таблица 8 - Изменение экспрессии рецептора TRAIL на лейкоцитах переферической крови у больных хроническим вирусным гепатитом В и С на фоне базисной терапии (%).
	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


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

Причем, следует отметить, что повышение показателя было прямо пропорционально связано с продолжительностью специфической терапии. У больных хроническим вирусным гепатитом С экспрессия рецептора TRAIL продолжает достоверно повышаться и после 6 месяцев окончания терапии, чего нельзя сказать по отношению к пациентам с ХВГВ. У них исследуемый показатель через 6 месяцев после интерферонотерапии имеет тенденцию к снижению, по сравнению с предыдущим периодом, хотя, достоверно выше, чем у группы пациентов, получавших только базисную терапию. Так же как и в группе больных, получавших только базисную терапию, у пациентов с интерферонотерапией имеет место достоверно более высокая экспрессия рецептора TRAIL на лимфоцитах периферической крови, страдающих хроническим вирусным гепатитом С (таблица 9). 
Таким образом, имеет место достоверная активация экспрессии одного из ФНО- индуцирующих апоптоз рецептора TRAIL на лимфоцитах периферической крови на фоне проводимой специфической терапии препаратами интерферона.
Таблица 9 - Изменение экспрессии рецептора TRAIL на лейкоцитах переферической крови у больных хроническим вирусным гепатитом В и С на фоне интерферонотерапии (%).
	Группы пациентов
	До лечения
	6-й месяц лечения
	12-й месяц лечения
	6-й месяц после лечения

	ХГВ
	14,94±1,821
	24,8±2,261,2
	41,5±2,871,2
	32,9±2,451,2

	ХГС
	22,04±2,231,3
	38,4±3,421,2,3
	59,2±2,571,2,3
	63,2±3,811,3

	Здоровые (n=15)
	4,31±0.57
	
	
	


Примечания: 1- достоверность различий по отношению к группе показателей у здоровых; 2- достоверность различий по отношению к предыдущему периоду; 3- достоверность различий по отношению к группе пациентов с ХВГВ
Изучение экспрессии генов, кодирующих активность апоптоза в различных клетках пациентов с парентеральными гепатитами на фоне базисной терапии и интерферонотерапии.
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.

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 переферической крови. 
Оказалось, что в контрольной группе ни в одной пробе не определяется экспрессия мРНК 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.

Таблица 10 - Изменение экспрессии мРНК sFAS, TRAIL, ФНО-α, ИЛ-2 в лейкоцитах периферической крови у больных хроническими вирусными гепатитами В и С
 на фоне базисной терапии.
	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.
При изучении экспрессии мРНК изучаемых факторов на фоне интерферонотерапии были получены следующие данные. Сохранялась тенденция, которая была выявлена у пациентов только на фоне базисной терапии. 
Следует отметить, что экспрессия генов ФНО-α и TRAIL у больных хроническим вирусным гепатитом В повышалась не только по отношению к значениям группы контроля, но и по отношению к группе, получавших только патогенетическую терапию. 
Если у пациентов с ХВГВ на фоне базисной терапии не определялась экспрессия генов sFAS и ИЛ-2, то на фоне специфической противовирусной терапии имеет место значительное повышение представленных факторов. 
При изучении экспрессии мРНК в лейкоцитах периферической крови у больных с хроническим вирусным гепатитом С определяется значительное повышение ФНО-α и sFAS по сравнению как с контрольной группой, так и с группой, получавших базисную терапию. 
По сравнению с контрольной группой и пациентами, получавшими только патогенетическую терапию, значения мРНК TRAIL и ИЛ-2 определяются в 47% и 62% лейкоцитов периферической крови соответственно у больных с хроническими вирусным гепатитом С, получавших специфическую противовирусную терапию.

Таким образом, у пациентов с хроническими вирусными гепатитами В и С, получавших помимо базисной терапии еще и специфическую интерферонотерапию, имеет место значительное повышение экспрессии генов sFAS, TRAIL, ФНО-α и ИЛ-2 в лейкоцитах периферической крови. 
Причем, следует отметить, что более выраженные изменения наблюдались в группе пациентов с хроническим вирусным гепатитом С, что по-видимому приводит к более активной индукции апоптоза у этой группы пациентов и, соответственно, более высокой эффективности интерферонотерапии.
Таблица 11 - Изменение экспрессии мРНК sFAS, TRAIL, ФНО-α, ИЛ-2 в лейкоцитах периферической крови у больных хроническими вирусными гепатитами В и С
 на фоне интерферонотерапии.
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Примечания:

    - присутствие показателя

     - отсутствие показателя

    - повышение значений по сравнению с группой контроля

    - повышение значений по сравнению с группой больных ХГ только на базисной терапии.
В одних случаях в вирусном генетическом материале закодированы вещества, которые и по строению, и по функции очень похожи на клеточные антиапоптозные белки-регуляторы (такие как, например, уже упоминавшийся Bcl-2 или белки, подавляющие активность протеаз). В других - вирус на правах «оккупанта» насильственно стимулирует синтез клеткой ее собственных анти-апоптозных белков. Так или иначе, создаются предпосылки для беспрепятственного размножения вируса [9].Роль участия растворимых форм мембранных молекул иммунных клеток и активации апоптоза в патогенетическом механизме развития хронических вирусных инфекций с высоким онкогенным риском является одним из этапов изучения патогенетической роли апоптоза при интергративной вирусной инфекции. Роль цитокинов в развитии противовирусного иммунного ответа трудно переоценить. Углубленное изучение иммунопатогенеза вирусных гепатитов должно привести к новой терапевтической стратегии – иммуноцитокинотерапии, не ограничиваясь только препаратами интерферона [10].
В своем исследовании мы проанализировали сывороточные показатели ФНО-индуцированного пути апоптоза у пациентов на фоне только базисной терапии и у группы пациентов, получавших интерферонотерапию. Повышение концентрации ФНО-α в сыворотке крови при вирусных гепатитах были обнаружены во многих исследованиях, как маркера некробиотических процессов, развивающихся в ткани печени [11]. Поэтому логично, что наиболее высокие показатели получены у больных хроническим вирусным гепатитом В. С другой стороны, у пациентов, получавших интерферонотерапию наблюдается тенденция к дальнейшему повышению концентрации ФНО-α, причем имеется достоверное нарастание показателя, в зависимости от длительности проводимой терапии. Спустя 6 месяцев после окончания терапии определяется достоверное снижение изучаемого фактора и у больных хроническим вирусным гепатитом В и хроническим вирусным гепатитом С, однако, достоверно отличающееся от значений контрольной группы. Значительно более высокие концентрации ФНО-α у больных хроническим вирусным гепатитом В в этом периоде, причем более выраженное у пациентов с ХВГС отражает преобладание некротических процессов над апоптическими механизмами у этой группы пациентов. 

С полученными нами данными совпадают и результаты Shapiro с соавт.(1998), которые указали на усиление мРНК экспрессии как провосполительных, так и противовоспалительных цитокинов на лейкоцитах периферической крови у больных хроническим вирусным гепатиом С на фоне интерферонотерапии, что не приводит к устойчивому вирусологическому ответу у значительного числа пациентов. Тогда как лечение интерфероном пациентов острым вирусным гепатитом С приводит к ранним цитокиновым реакциям, характеризующимися активацией Т1 ответа и, соответственно, более высокой эффективностью терапии [12].

О чем косвенно свидетельствует и более низкие показатели sFAS и высокие TRAIL у больных этой группы на фоне базисной терапии. Снижение интенсивности апоптоза, возможно, косвенно подтверждает и более высокий онкогенный потенциал вируса гепатита В.

С другой стороны, в группах больных только на базисной терапии, более низкое содержание TRAIL в сыворотке крови у больных хроническим вирусным гепатитом С может свидетельствовать об интенсивности образования домена смерти DR-5, который активно связывает TRAIL, в связи с чем снижается его концентрация в сыворотке крови. У пациентов, получавших при лечении препараты интерферона, имеется обратная тенденция. У пациентов с хроническим ГВ достоверно снижается концентрация исследуемого показателя по мере продолжения терапии, что свидетельствует об интенсивном связывании TRAIL и, следовательно, активации апоптоза. Однако, через 6 месяцев полученное преимущество теряется и концентрация TRAIL повышается и значительно отличается от группы доноров и больных ГС. У пациентов хроническим вирусным гепатитом С имеется монотонное снижение рассматриваемого показателя во всех периодах исследования, причем, значения TRAIL остаются достоверно ниже донорских и через 6 месяцев после окончания терапии, что свидетельствует о более высоком потенциале апоптоза у данной группы с вероятностью элиминации вируса.

Как сказано выше, цитокины играют важную роль в противовирусном иммунологическом ответе у больных хроническими вирусными гепатитами. Продукция Ил-2, ИФН-гамма, гранулоцитколоний-стимулирующего фактора у этих больных приводит к значительному повышению цитотоксичности Т-лимфоцитов, индуцированному FAS. С другой стороны, снижение уровня Т1 цитокинов приводит к нарушению активной пролиферации ЦТЛ и, следовательно, снижает возможность элиминации вирусной инфекции. Применение интерферонотерапии приводит к повышению Т1 ответа у больных ХВГС, определяющееся в ряде исследований [14].
Антигены вирусов активируют цитотоксические лимфоциты, которые начинают повышенную выработку растворимого FAS-лиганда, причем более выраженную у пациентов с хроническим вирусным гепатитом С. У пациентов, которые в терапии получали препараты интерферона, имеется достоверная тенденция к повышению концентрации FAS-L в сыворотке крови у пациентов с хроническими вирусными гепатитами, причем, более значимое повышение показателя имеет место у больных с ГС, нарастающее с длительностью интерферонотерапии. Через 6 месяцев после ее окончания имеет место некоторое снижение концентрации FASL, более выраженное у больных ГВ, тогда как у пациентов с ГС этот показатель оставался достоверно выше.

При изучении концентрации сывороточного показателя у здоровых и больных хроническими вирусными гепатитами В и С на фоне только базисной терапии и интерферонотерапии были получены следующие данные. Оказалось, что у большинства доноров ИЛ-2 в сыворотке крови не определялся. С другой стороны, у 50% пациентов с ХГС и у 30% с ХГВ этот показатель также равнялся 0 пкг/мл. У оставшейся части пациентов достоверного изменения  исследуемого фактора не определялось как для ХВГС, так и пациентов с ХВГВ по сравнению с группой контроля. Значимых отличий концентрации ИЛ-2 у пациентов в зависимости от этиологии гепатита и периода исследования также получено не было. Стоит отметить, что на фоне интерферонотерапии определяется достоверное повышение ИЛ-2 уже через 6 месяцев после начала лечения и эта тенденция сохраняется до конца терапии и спустя 6 месяцев после ее окончания. Однако, только у пациентов с хроническим вирусным гепатитом В, имеется достоверная тенденция к снижению изучаемого показателя через 6 месяцев после интерферонотерапии.

Т-1 клетки секретируют интерлейкин-2 и интерферон-гамма, которые играют важное значение в антивирусном иммунном ответе, включающем в себя образование генерации Т-цитотоксических лимфоцитов и активацию NK-клетки. Т-2 клетки продуцируют ИЛ-4, ИЛ-10, которые потенцируют продукцию специфических антител и снижают Т-1 ответ. Поэтому дисбаланс между Т1 и Т2 ответами приводит к прогрессированию заболевания, за счет отсутствия элиминации вируса. У пациентов с острым вирусным гепатитом С, у которых произошла спонтанная элиминация вируса, имеется сильный Т1 ответ, но слабый или отсутствующий Т2 ответ. С другой стороны, у пациентов, у которых развилась хроническая инфекция, имеет место преобладающий Т2-ответ, но слабый Т1-ответ [15,16].

Таким образом, можно констатировать значительный дефицит ИЛ-2, определяющий недостаточный Th-1 клеточный ответ иммунитета при хронических вирусных гепатитах В и С, что способствует дальнейшему персистированию вирусов гепатита В и С в организме человека с формированием неблагоприятных исходов заболевания. На фоне интерферонотерапии определяется повышение концентрации ИЛ-2, более выраженное у больных хроническим вирусным гепатитом С. Можно констатировать, преобладающая продукция Т1 цитокинов играет роль в углублении некровоспалительного процесса [17]. Этот продолжающийся некровоспалительный процесс, неэффективность элиминации вирусной инфекции является основной причиной фиброгенеза и прогрессирования заболевания печени, что не может указывать на однозначное благоприятное воздействие интерферонотерапии на группу больных хроническими вирусными гепатитами.

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. Результат исследования Sanna K. с соавт. (2003) продемонстрировал, что у больных хроническим вирусным гепатитом В и С имеют преобладающий Т1 цитокиновый ответ и слабый Т2 в ткани печени, хотя Т2 ответ имеет выраженный характер в периферической крови, что, по видимому, и является условием дальнейшей персистенции вирусов в печени и других клетках организма.
Что собственно и было продемонстрировано при исследовании экспрессии мРНК ИЛ-2 в группе пациентов только на базисной терапии, который не определялся не только  в пробах здоровых доноров и у больных хроническими вирусными гепатитами В и С. Следует отметить повышение экспрессии мРНК на лимфоцитах периферической крови у пациентов, получавших интерферонотерапию как в группе пациентов с ХГВ, так и с ХГС, что свидетельствует о генопосредованном механизме действия интерферонов. Lerat с соавт.(1996) указывает, что развитие ВГС-инфекции может быть изучено в мононуклеарных клетках и лимфоцитах переферической крови, так как детекция мРНК вируса в гематопоэтических клетках определяет их как внепеченочные мишени репликации для вируса гепатита С. HCV специфические ЦТЛ способны распознавать структурные и не структурные ВГС протеины (особенно core и NS4) и эти клетки могут быть определены внутри лимфогистиоцитарной инфильтрации в ткани печени (Minute MA et all.,1993). В связи с чем мы сочли возможным выбрать клеточные мишени вируса в периферической крови, не прибегая у пациентов к инвазивной процедуре пункционной биопсии печени.

Одним из ключевых механизмов поддержания вирусной персистенции является модуляция программированной клеточной смерти. Показано, что при вирусных инфекциях сосуществуют факторы, индуцирующие и ингибирующие апоптоз клеток [18,19]. 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 на фоне только базисной терапии 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. 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 [20,21,22,23,24]. С другой стороны, у пациентов, получавших препараты интерферона для лечения, продолжается описанная выше тенденция. Происходит как активация экспрессии мРНК FAS на лимфоцитах периферической крови, так и, как следствие, усиленная выработка CD95 на этих клетках. Причем интенсивность этого процесса выше у пациентов с ГС во всех периодах исследования, чего нельзя сказать о группе больных с ГВ. У них происходит снижение этих процессов через 6 месяцев после окончания интерферонотерапии, значимо отличающиеся от больных с ГС.
Повышение экспрессии мРНК ФНО-α в лейкоцитах переферической крови у больных с хроническими вирусными гепатитами на базисной терапии, 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. При исследовании экспрессии мРНК  ФНО-α у группы пациентов, получавших интерферонотерапию, описанная выше тенденция сохранялась, но стоит отметить, что экспрессия была выше, чем в группе пациентов, получавших только базисную терапию. Значимых отличий изучаемого фактора в зависимости от этиологии гепатита получено не было, что еще раз определяет общий противовирусный механизм действия интерферона.

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 гепатоцитах [25,26,27,28]. 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 определении экспрессии TRAIL рецептора и мРНК TRAIL в группе пациентов хроническими вирусными гепатитами, которые в терапии получали препараты интерферона, имело место дальнейшее повышение экспрессии этих показателей, зависящее от длительности интерферонотерапии. Причем экспрессия рецептора TRAIL была выше у больных хроническим вирусным гепатитом С, а экспрессия мРНК TRAIL на лимфоцитах периферической крови – у пациентов с хроническим вирусным гепатитом В [29,30]
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. Изучение механизмов цитопатического действия вирусов, а также нарушение регуляции программируемой клеточной гибели в этом процессе крайне необходимо для понимания механизмов взаимоотношений: вирус - клетка-хозяин - макроорганизм. Из полученных выше данных можно говорить о важной роли цитокинов в иммунорегуляторном ответе при хроническим вирусном гепатите С и В. В будущем выбор предикторов прогрессирования заболевания печени лежит в определении более значимых цитокинов и дальнейшего изучения их роли в иммунопатогенезе заболевания для развития иммуноцитокинотерапии.
Динамика изменений маркеров ФНО-индуцированного апоптоза у больных герпетической инфекцией, папилломавирусной инфекцией, получавших противовирусную иммуномодулирующую терапию 

Особенности регуляции индукции апоптоза с помощью применяемых методов иммуномодуляции 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 12 - Относительное число CD95+ клеток цервикального канала женщин с герпетической и папилломавирусной инфекциями, %.

	группа
	% СD95+ клеток

	
	В момент поступления
	Через 30 суток

	ВПГ-1,2

Базисная терапия
	1,8±0,51
	1,5±0,51

	ВПГ-1,2

С подключением иммуномодуляторов
	1,9±0,51
	1,8±0,51

	ЦМВИ
Базисная терапия
	5,8±0,5
	5,5±0,5

	ЦМВИ

С подключением иммуномодуляторов
	5,7±0,5
	5,6±0,5

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

	ВПЧ высокого онкогенного риска

С подключением иммуномодуляторов
	3,4±0,5
	3,5±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 цервикального при ВПГ-1,2 типа независимо от степени тяжести заболевания достоверно снижен % CD95 + клеток (р<0,05), (таблица 12). При исследовании динамики активности Fas-рецепторнозависимых апопотических процессов при ВПГ-1,2 инфекции, стоит отметить отсутствие положительных изменений на фоне проводимой базисной и иммуномодулирующей противовирусной терапии через 30 суток.

При ЦМВИ у пациентов не выявлено достоверно значимых изменений относительного количества CD95 + клеток.

В случае исследования клеток цервикального канала  при ВПЧ инфекции обнаружено значительное (38,4%) снижение уровня CD95+клекто при вирусной инфекции высокого онкогенного риска, базисная и иммуномодулирующая терапия не приводят к достоверным изменениям показателя (p>0,05). 
Низкий уровень CD95 + клеток является одной из основных причин нарушения апоптических процессов в зараженных интегративными вирусами клеток. 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 апопотоза.
Таблица 13 - Относительное число DR5+ клеток цервикального канала женщин с герпетической и папилломавирусной инфекциями, %.
	группа
	% DR5+ клеток

	
	В момент поступления
	Через 30 суток

	ВПГ-1,2

Базисная терапия
	1,8±0,51
	2,8±0,51,2

	ВПГ-1,2

С подключением иммуномодуляторов
	1,9±0,51
	3,9±0,51,2

	ЦМВИ

Базисная терапия
	4,6±0,5
	4,6±0,5

	ЦМВИ

С подключением иммуномодуляторов
	4,4±0,5
	4,5±0,5

	ВПЧ высокого онкогенного риска Базисная терапия
	4,5 ±0,51
	4,8±0,51

	ВПЧ высокого онкогенного риска

С подключением иммуномодуляторов
	4,4±0,5
	4,5±0,5

	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 исследовании экспрессии рецептора DR5+ на  клетках цервикального канала выявлено, что при ВПГ-1,2 инфекции  достоверно значимое снижение относительного количества DR5+ клеток определяется во 2 и 3 группах больных (таб.13). Подключение в комплексную терапию препаратов иммуномодуляторов приводит к достоверному увеличению экспрессии рецепторов DR5+ (p<0,01), однако, нормализации показателей  к 30 суткам не выявлено.

При ЦМВ и папиломивирусной инфекции общий уровень DR5+ клеток в цервикальной жидкости женщин 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. 

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 (таблица 13), 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 
В тоже время ФНОα является одним из основных лигандов апоптических рецепторов. 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. 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 ). Hе 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. 

Раннее было найдено, что уровень мРНК ИЛ-2 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. 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. 
При ВПЧ инфекции выявлены нарушения апоптических  процессов на генетическом уровне, на фоне нормальный значений мРНК иммуноцитокинов (таблица 14). 
Подключение иммуномодуляторов  в комплексную терапию  повлияло на экспрессию гена ИЛ-2 (таблица14), другие показатели достоверно не изменялис

Таблица 14 - 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
	Базисная терапия
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	Терапия с подключением иммуномодуляторов
	
	
	
	
	
	
	
	

	ЦМВИ
	Базисная терапия
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	Терапия с подключением иммуномодуляторов
	
	
	
	
	
	
	
	

	ВПЧ
	ВПЧ высокого онкогенного риска
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	Терапия с подключением иммуномодуляторов
	
	
	
	
	
	
	
	


- показатель повышен

- показатель снижен

- показатель в переделах нормы

3.4 Создание научно-технического задела (инструкции, методические указания, схемы прогностических и диагностических критериев при хронических онкогенных вирусных инфекциях, алгоритмы индивидуальной  оценки эффективности проводимой терапии), используемого в подготовке учебно-методической базы для студентов и аспирантов, обучающихся по медицинским, биологическим специальностям (14.00.36, 03.00.04, 14.00.10)
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.

При разработке научно-образовательных курсов, рекомендации по использованию результатов НИР, были рассмотрены на Ученом совете КБГУ. 

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» lля 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 апопотоза, 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 4 Отчет по обобщению и оценке результатов исследований
4.1 Модели, методы, программы и (или) алгоритмы, позволяющие увеличить объем знаний для более глубокого понимания изучаемого предмета исследования новых явлений, механизмов или закономерностей
Для исследования активности противовирусного и противоопухолевого иммунитета, а именно, апоптической защиты разработан алгоритм, позволяющий оценить степень риска канцерогенеза:
Тест 1 уровня  - системный (сывороточный) уровень:

Определение сывороточных концентраций лигандов апоптоза (ФНО, TRAIL, FAS)
Тесты 2 уровня – клеточный (рецепторный) уровень:

Определение экспрессии рецепторов апоптоза на клеточных элементах периферической крови и при ВПГ-1,2 и ВПЧ инфекции клеточных элементах цервикального канала

Тесты 3 уровня – молекулярно-генетический уровень:

Определение экспрессии мРНК лигандов апоптоза

При наличии сниженного уровня апоптоза на двух и трех уровнях одновременно, можно сделать вывод о  нарушении процессов элиминации вирусинфицированных и трансформированных клеток.
Для оценки эффективности подбора иммуномодулирующей терапии целесообразно использовать тот же алгоритм в динамике лечения.
4.2 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.

Глава 5 Публикации результатов НИР 
5.1 Заключение экспертной комиссии по открытому опубликованию 
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OCOBEHHOCTH ®HO-HHAYIIUPOBAHHOTI'O AIIONITO3A
Y BOJbHBIX C TAPEHTEPAJIbHBIMU I'EIIATUTAMA
U T’EPOIETHWYECKOU UTHOEKIIUEN

Xapaesa 3.®., MBanosa M.P., IlleBuenxo A.A.
T'OY BIIO «Kab6apouno-Bbanxapcxuii ocyoapcmeennviti ynusepcumem um. X.M. Bepbexosay, Hanvuux,
e-mail: irafe@yandex.ru

TTposeneHo usyuenue noxasareneit ®HO-uHIyIMPOBAHHOIO aNONTO3a B CRIBOPOTKE KPOBH MALMEHTOR C XPO-
HUMECKMMY BUDYCHBIMH ISIaTUTAMU | reprieTrueckoil nadexumeii. GHO-a 3aBMCHMBIE ITyTH POTUBOBHPYCHOM 32~
IUTEI aKTHBYPOBAHBI BO BCEX MCCITEAYEMBIX TPYTITAX GOTBHBIX € XOHHTECKUMMY BUPYCHBIMI HH(EKIHSIML, TIPH 3TOM
yposens GHO-¢ ABISETCS IOKA3ATENEM AKTHBHOCTH BOCIIAICHHA M KOPPENMPYET C THKECTHIO TEHEHM! MHPEKIMOH-
HOTO IPOLIECCA, HTO MO3BOJIAET UCIIONB3OBATH E10 B KAYECTBE AMATHOCTHHECKOTO KPUTEPHS IIPH CKPEITHIX HHDEKIHIX,
‘Vposenn TRAIL crinken npu BITT-1,2, XBI'B u XBI'C ¥ He #3MEHEH NIPH LIMTOMETANIOBHPYCHOH MHEbEKImH.

Kmouessie ciiosa: @HO-a, amomTos, BHPyCHBIE FeNaTHTEI, FepnerHaeckne WH(ekumun

FEATURES OF TNF-A-INDUCED APOPTOSIS IN PATIENTS
‘WITH PARENTERAL HEPATITIS AND HERPES INFECTION

Kharaeva Z.F., Ivanova M.R., Shevchenko A.A.
GOU VPO «Kabardino-Balkarian State University Berbekov's namedy, Nalchik, e-mail: irafe@yandex.ru

The study of the TNF- a-induced apoptosis in the blood serum of patients with chronic virus hepatitis and
herpes infection was done. TNF-a dependent path of antiviral protection activated in all studied groups of patients
with chronic virus infections, the level of TNF-a is an indicator of inflammation activity and correlates with the
severity of the infection process, that allows to use it as a diagnostic criterion for the hidden infections. The TRAIL
reduced by HSV-1,2 chronic virus hepatitis and not changed by cytomegalovirus infection.

Keywords: TNF- a, apoptosis, virus hepatitis, herpes infection

®axrop Hexposa omyxonu (PHOa) — onus
M3 OCHOBHBIX LUTOKHHOB, CIOCOOHBIX OKa-
3BIBaTh MPSAMOE TTOBPEKIAIOINEE [EHCTBIE Ha
KJIETKA-MUIIIEHH M JIM3HPOBATE KIIETKH, HHOU-
nupoBaHHEsIe BupycoM [ 1,4, 6]. ®HOa siensiercst
HEOOXOIUMBIM H B TO € BPEMsI JOCTaTOYHBIM
WHIYKTOPOM MECTHBIX H CHCTEMHBIX BOCTIAJIH-
TeJBHBIX peakuwii [4, 5, 6]. HauGonee xopomo
H3ydeHa MOCIENOBATEIFHOCTE COOBITHI, MpH-
BOJISIIITMX KIIETKH K alfONTO3y B Pe3ylsTaTe B3a-
uMozeiicTerst OenkoB M3 cemelicta (axTopa
HEKPO03a OITYXOJI! CO CIeNHUIECKAMH PeLIET-
Topamu [5, 7, 8, 11, 13]. IIpu XpoHHUECKHX BH-
PYCHBIX HH(EKIMSAX aroNTo3 MOXET SBIATHCS
KaK 3aIUTHBIM, TaK U HOBPEXIAIOIINM (haKro-
pom [2]. McenenoBanre akTHBHOCTH AIONITO32
W W3ydEeHUE MyTeH PETyISIM IpOTpaMMHApye-
MO CMEPTH KJIETKH JOIKHEI CITYKUTH OCHOBOMH
IS IOA0OpA MAaTOreHETHIECKOM TEPATTHH.

Hennio mccaegoBanmsi GbUIO H3ydeHHE
mokasareneit @HO-MHIYIUPOBAHHOTO AITOM-
TO32 B CHIBOPOTKE KPOBH IIALIHEHTOB ¢ XPOHH-
YECKUMH BUPYCHBIMH TEIIATATAMH U I€PHETH-
uecKoif mHpEKInen.

MaTepnam,l M METOIbI HCCIICHOBAHUA

TTox HaOMONCHHEM HAXONMIIHCH MALMECHTHI C BHPYC-
HEIMH TIAPEHTEPATHHEIME TEaTHTAMH W TEPIIETHIECKOH
wHpexmmeii. 113 GOMLHEIX XPOHHIECKMMH BHDPYCHBIMH
TenaTTaMH B Bospacre ot 18 1o 76 met mpoxomHim cTa-
1monapuoe nederwe B LB CITA w U3 M3 KBP. Ilpe-
obmagany mana Myxkckoro nona (88 %). U3 mux — 76 Goms-
HEBIX C XPOHHYECKHM BHPYCHEIM renatuToM B (XBI'B) 1
37 mauMeHTOB ¢ XPOHWYECKHM BHPYCHBIM remaruroM C

(XBI'C). ITpu XxpoHHyeckoM renature B puuremsHocTs 3a-
GoneBaHnA kK MOMEHTY TIOCTYILIEHHs cocTaBmsia 7,8 roxa,
Tipu xpomraeckoM renatate C— 11,2 rona. M3 wmcna Beex
obcnenopanHsx 48% mMaupenToB GBUIM TapeHTepaib-
HEIMH TIOTpeOHTeNs IMH HapkoTHKOB. Y 75% TaupeHToB
OTCYTCTBOBAJIM YKA3aHWS HA TIEPEHECEHHEIH OCTpEIH Te-
TATHT B aHamHese. Bce TALWeHTH pacnpenensumcs 1o
YPOBHIO KIIMHHKO-OHOXMMHYECKOH akTHBHOCTH: 22 GOb-
HBIX C MHHMMAJILHOM akTuBHOCTEIO (0—1N AnT), 57 — ¢
ymepeHHo# creneHsio akruBHOCTH (2—4N AnT) u 34 —¢
BRICOKOH CTeneHbi0 akTuBHOCTH (>4N AnT). BonbHeie
TOJyHYATH CHMITTOMATHIECKOE JIgeHHE (€3 BKIIOUCHHS
TIPOTHBOBHMPYCHBIX TIPENAPAToB. Jliarno3 GuT BRICTARIEH
HA OCHOBAHHH KIIHHHKO-3TIHIEMHOIOTHYCCKOM H MOJIEKY-
IsIpHO-OHOXHMHUYEcKo# OneHKH. BceM mammeHTam mpo-
BOIWJIOCH ONPENCICHHE MAPKEPOB BUPYCHBIX IENATHTOB
meronom DA (recr-cucremsr «Bexrop-Bect», Poccus),
JHK-BI'B, PHK-BI'C, PHK-BI/I MeronoM moaMmepas-
HOH ICIHOH PEAKIMHM C MCIOJb30BAHHEM TECT-CHCTEM
«AvmumCenicy (ITHAMD, MockBa), I€HOTHIHPOBAHHE
BHPYCOB IIPOBOIHIIOCE METOIOM NOMMMOP(H3Ma UTHH pe-
CTPHKIIHOHHEIX (PParMeHTOB.

C xpoHmdecko#l pPeLHIMBHPYIOMEH TeHHTATBHOR
repriecBupycHol madexmuei (BIII-1,2) nabmoxanncs
70 maupenToB (48 sxemmuH, 22 MyxanH). Kprrepusvu
BEIGOpA ALMEHTOB JUTS O0CIEIORAHKS ABIISIACE:

1) HamMYHMe PA3NTHYHON YACTOTHI PELMIMBOB TEHH-
TansHOTrO reprieca — or 2 1o 12 u Gonee pas B rox;

2) NPOAOIKHTENBHOCTE TEHHTABHOH Teprec-BH-
pycHoi rHdexLpn Gonee OAHOTO TOxa;

3) ob6cnenosanue B ase oboCTpeHHs IpoLECCa HIH
B mepuoze npoxpomsr (e Gonee 48 9acoB OT MOMEHTa
TIOSBJICHHS BRICHITIAHHI);

4) OTCYTCTBHE NIPHEMa HMMYHOMOIYITHDYIOIIEH Te-
PAIHH B TCYCHHE NOCACIHHX 3 MECALEB.

Juarsos BIIT-1,2 6su1 BepHQHIMPOBAH HA OCHO-
BAHHH KJIMHHIECKOH KAPTHHBI H JAHHEIX 1a60paTopHOro
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00C/Ie[0BAHKS, COMIACHO PEKOMEHIALMAM 5-1O MEX/Y-
napogsoro Gopyma (IHMF-1997) 1o auarsocTuke reHn-
TAIBHOrO repreca. [10 TDKECTH KIMHHYIECKOrO TEIEHHS
BIIT-1,2 uudexupu nerkas popma (1-2 peumausa B rox)
muarHoctuposana y 10 maumenTos (22,5 %) ucciegyemoi
rpymmsI, cpeauss (3—5 penpmmsa B rox) — y 40 (70,83 %),
Tmkenas (612 u Gonee perauBoB B rox) —y 20 (6,67 %).
Taxke Habmonamucs 40 4ETOBEK C JHATHOCTHPO-
BaHHO# 1uToMeranoupycroi (IIMBH) undexuuei, u3
Hux 29 xenmuH ¥ 11 Myxaun. [IMBU B ocHOBHOM GbiIa
BBISBICHA NIPH KIMHUKO-1a60paropHOM oOCIeI0BaHUK
TIpH BBIARJICHUH TpuauH Gecrutomus (25 %) M TPUBEM-
HOTO HeBHIHammBamus Gepemennoctu (20%), 5% ma-
LHEHTOB HMEJIH JKaI00kI Ha J9aCTHIE PELHANBHPYIOIIHE
pecnuparopHsie uHexuuu (ot 4 10 8 pas B rox).
OrueHKy COIEpKAHHA CEIBOPOTOIHOrO PACTBOPHMOTO
Fas-peuerrropa (sFas) mpoBoguimu MeToxom Teepaodas-
Horo HMMyHOdepmenTHoro ananusa (MPA) ¢ uemons3o-
BAHHEM CTAHIAPTHOM TecT-cucremul human sAPO-1/Fas
ELISA BMS245 (Bender MedSystems). Onpenenenne
yposust TRAIL B CHIBOPOTKE KPOBH TaIOKE MPOBOIMITH
METONOM TBEPAO(}HA3HOro HMMYHOGEPMEHTHOTO aHAIH3A
C HCIIOJIB30BAHHEM CTAHIAPTHOM TECT-CHCTEME! human
TRAIL ELISA (Biosource). Mccnenosanue ypoBHs (ak-
Topa Hekpo3a omyxonH o (PHO«) B CEIBOPOTKE KPOBH
TALMEHTOB POBOHIIA C TIOMOIBIO TECT-CHCTeMBI «I1po-
TeuHOBEN KoHTyp» (Canxr-Ilerep6ypr,; Poccus). Bce
TIpo6BI HCCIIENORATHMCE B AMHAMHKE (B Teuerue 30 muei):
C MOMEHTA IOCTYIUICHHS B CTALMOHAP (MIIM PEeLHAMBa
HHGEKIMA) M CIIYCTS MECAL( IIOCNe TPOBOXHMOM KOM-
TUIEKCHOH Tepanuu (C TOKIIOYEHHEM ALMKIHYEeCKHX
HyKIJIEO3UI0B X HMMMYHOMOLYJIATOPOB — IPENIAPATOB HH-
Tep(epOHOB 1 HHIYKTOPOB HHTEPHEPOHOB). Pesynsrarst

TIPOBENEHHEIX HCCIEAOBaHMH 06paboTasl ¢ TOMOMEBIO
KOMITBIOTEPHRIX Iporpamm «Microsoft Exell» u «Statisti-
cay ¢ IPHMEHEHHEM METOA BAPHALIHOHHOH CTATHCTHKH,
PErPECCHBHOTO H KOPPEISIIHOHHOTO AHATH3A.
PesyabTarsl ncciegoBanns
o nx o6cyxnenne

TIpu m3ygennn PHO-uHAYIMPOBAHHOTO
arnonTo3a y GoIbHEIX BUPYCHBIM remaTuToM B
OBUIH BBISBJIEHBI CIEAYIOINUE 3aKOHOMEPHO-
cru. IIpy moCTyIIeHHH B CTAaMOHAp y 60b-
HBIX C TeNaTHTOM B oTMewanock cymecTBeH-
HOe ToBBIMeHWe KoHumentpamun O®HO o u
sFas (p > 0,01) (ta6. 1). Ha 30-e cyTku mocne
MOCTYIUIEHUsT Ha (hOHE KOMIUIEKCHOMN Teparmii
noka3arenu sFas JOCTOBEPHO CHMIKAIHCH, HO
He MPUXOAMIA B HOPMY. YPOBEHB IPOBOCIAIIH-
TenpHOrO mMMyHouuTokuHa ®HO a, HecMoTpst
Ha NPOBEJIEHHYI0 KOMILIEKCHYIO TEpaInIo, Ha
30 cyTkH BHIIIE, 9EM IIPH HOCTYIIIEHHH B CTa-
nuoHap (p < 0,01). YV GONBHBIX XPOHUIECKUM
BHPYCHEIM TemarutoM C OTMEYaInch OXHOHA-
npaBneHHbIe ¢ nanuesTamu ¢ XBI'B, Ho Gornee
BBIP2KEHHEBIE H3MEHEHHsT KOHIIeHTpanuy sFas.
B omimdume oT MONYYEHHBIX MMOBHIIEHHBIX II0-
kazareneit sFas 1 ®HO B CHIBOPOTKE KPOBH Y
GONBHBIX XPOHWIECKAMH BHPYCHBIMH TeIIaTH-
Tamu, koHneHTpanus TRAIL Bo Bcex mepmo-
Jnax obcienopanmst B mpu XBI'B u XBI'C Gsina
IocToBepHO cHIkeHa (p < 0,01) (Tabm. 1).

Ta6auna 1

Tlokasarenu cogepxanns ®HO-a, sFas 1 TRAIL B cHIBOPOTKE KPOBH Y GOIMBHBIX
XPOHWIECKHMH BUPYCHBIMH TeNaTHTaMH, (IIT/Mi1)

IIpu mocTynueHs
T'pyrma namyeHToB Tlokazarens B CTATRORAT Yepes 30 cyTok
®HO a (n=30; 17) 55,0 £ 1,63 64,0 +2,1'23
XBIB sFas (n = 46; 22) 1739,0 £ 64,73 1652,0 = 123,5™
TRAIL (n=29;18) 119 +£13,02 107 £16,2!
Bupycrsic remarms! BHO o (n=20.14) 40233 350LLY
XBI'C sFas (n=20;15) 2366,0 = 85,7 2317 + 74.6'
TRAIL (n=15:11) 55+19.,6' 78 +22.4!
®HO a 18,0 £2,0 -
3mopoesie goHOpE! (7 = 15) sFas 1250,5 £ 135.5 -
TRAIL 199+5.3 -

IIpumeganus:

1~ IOCTOBEPHOCTH PA3IMYMIA 110 OTHOIIEHHIO K TIOKA3aTe M ZOHOPOE, p < 0,01;
2 — IOCTOBEPHOCTH PA3IIMHHI1 IO OTHONICHHIO K IIOKA3aTesM IIPeIBIAyIIero nepuoaa, p < 0,01,
3— JOCTOBEPHOCTH paxivHHii K mokasareisiM y Gombrbix XBI'C, p < 0,01.

IIpu wmccnemoBanmu mnammentoB ¢ BIIT
1,2 — undexnuell 0OTMEHANOCh NOBHILIEHHE
ypoBHs sFas B MOMEHT peluauBa IpH JIETKOH
crenenu Ha 42 %, CpefHell CTENEHH TSKECTH
Ha 35 %, TsoKénoit crenenu Ha 26 % (Tabi. 2).
Uepes 30 cyTok, Ha (oHE IMPOBOTUMOH Tepa-
AN YPOBEHb SFas 3HAYMTENBHO CHH3HIICS,
HO NMPEBRIMAJ YPOBECHb KOHTpOHLHOﬁ TPYTIIbL
(p <0,01). TTIpu IIMBU B MOMEHT peLHaNBa
3nadenne sFas Ha 75% BbIme ypoBHS KOH-
TPOJILHOH TPYIINEI U COXPaHSIET CBOH YPOBEHb
noBeIeHHBM Ha 15% uepes 30 cyrok ¢ mMo-
MeHTa negenns (p < 0,01).

Taxkum 06pa3oM, NP PasiIMYHBIX TUIAX
TepHeTHIeCKOH HMH(EKIWH  aKTHBHPYETCS

CTMOCOGHOCTh OpraHu3Ma dIMMHHHAPOBAThH BH-
pyc. B 1o ke BpeMsi clIOCOGHOCTE K 3aIyCKy
aronTo3a 3apaXKeHHBIX KIETOK MPU TSDKEBIX
tdopmax BII-1,2 wnbeknun MeHbIIE, YEM
npu Goiree ieTkux hopmax (cpeqHed 1 IeTKoi
creneHd TsokecTH). CHIBOPOTOYHBIE KOHIIEH-
Tpanuu TRAIL oxazanucek 63K K HOpMAIIb-
HbIM 3HAYEHMSIM JIMIIb B TPYIINE TALHEHTOB C
BIII'-1,2 nerxoii crenensio Tsokectn 1 [IMBU.
O6pamaer Ha ce0si BHHMaHWE BEHISBIEHHAS
TeHAeHIMsA K cHiKeHui0o TRAIL B cHIBOpPOTKE
KPOBH B CIIy4asx ¢ 0oyiee TSDKEJIBIM TEYEHHEM
HHOEKIMOHHOTO nporecca (cM. Tabu. 2).
Onpezenenue PO yIacTHsT PACTBOPHMBIX
¢opm MeMOpaHHBIX MOJIEKYJl HMMYHHBIX KJle-
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TOK 1 aKTHBALIWY AIIONTO3a B IIATOTEHETHYECKOM
MEXaHH3Me Pa3BUTHA XPOHHYECKHX BHPYCHBIX
MHGEKIMHA C BHICOKAM OHKOTEHHBIM DPHCKOM
SIRIISIETCS OMHMM 13 ITAIOB W3YUEHNS TTaTOTeHE-
THYECKOH POJIM AIloNTo3a IIPH WHTETPATHBHOH
BupycHo#t nHbexmn. [ToBEIIEeHHe KOHIIEHTpa-
1 @HO-a B CEIBOPOTKE KPOBH TIPH BUPYCHBIX
rematuTax ObUIO OOHApYXEeH BO MHOTHX HC-
CIIE/IOBAHMIX, KaK MapKepa HEKpOOHOTHIECKIX
HPOLIECCOB, PA3BHBAIOINMXCA B TKAHH IIede-
HU [3]. Hanbonee BBICOKHE MOKA3aTENH MOTY-
YeHB y OONBHBIX XPOHMYECKMM BHPYCHBIM
renatuToM B, 9T0, MO-BHAWMOMY, OTpaXaer
npeobiaiaHie HEKPOTUYECKHX MPOLIECCOB Ha
aIONTHYECKAMH MEXaHW3MaMHM Y 3TO# TPYTITEI
MAOUEHTOB, 0 Y€M KOCBEHHO CBUIETECIILCTBY-
1or Gollee HU3KHE MOKasarenu sFas U BEICOKHE

TRAIL y 601BHBIX 3TOR rpymisl. CHIDKSHHE HH-
TEHCHUBHOCTH aIIONTO3a, BO3MOXHO, KOCBEHHO
TOATBEPXAET U Goliee BHICOKHH OHKONGHHBINH
TIOTeHNHAN 3Tor0 Bupyca. C IpyToi CTOPOHEL,
Gomnee BrICOKOe cofepxkanue sFas n Hu3KOE —
TRAIL B CHIBOPOTKE KPOBH Y GOJBHBIX XPOHH-
9eCKHM BHPYCHBIM renaruToM C MOXeT CBHAe-
TEJBCTBOBATH 00 MHTEHCHBHOCTH OOPa30OBAHUSL
Jiomena cmepr DR-5, KOTOpBIH aKkTHBHO CBs-
31BaeT TRAIL, B CBSI3M C 9eM CHIDKAETCS ero
KOHIIGHTpALIHs B CEIBOPOTKE KpoBH. B mponecce
aronTo3a MPOMCXOMUT T'HOENB 1 3THUX KIIETOK, B
CBSI3M C 9€M MOXET IMOBBIMIATHCS KOHLIEHTpa-
uust Fas-uranza, 4To TUImHWi pa3 060CHOBbI-
BaeT HEOOXOIMMOCTE MCCIIENOBAHHUSA MapKEpOB
aIoNTo3a B PA3IMYHBIX OHONOTHIECKIX 00BEK-
Tax, IOMHMO CHIBOPOTKH KPOBH.

Tabauna 2

DaxTOp HEKpO3a OIYXONH-0, i PACTBOPHMEIH JiuraHy sFas B CHIBOPOTKe KPOBH MAL[HEHTOB
¢ reprieTaecKoi nHpeKImeH, mr\v

Tpymma sFas DHO-0 TRAIL

B MomenT B momeHT Yepes B MomeHT Yepes
HAIMCHTON peLMarBa Hepes 30 cyr. permarea 30 cyr. pelyaBea 30 cyr.
E Jgglf:;; 1780,0 + 120,0" | 1380,0+110,0 | 38,04+2,0' | 24,0+2,0 | 189,5 + 13,0 | 157,516,0"
=2 SQTHT 1880,0 = 110,0* | 1780,0 + 100,0' | 42,04,0' | 30,0 £3,0' | 154,5 £ 13,0' | 105,09,2'
E E,”Z;‘;’;" 1820,0 + 130,0" | 1680,0 = 140,0' | 45,0 + 5,01 | 32,0 £3,0' | 129,0 £ 13,0' | 100,0+6,0'
MBUA 2150,0 + 170,0* | 1450,5 + 115,5'| 25,0+£2,0 | 21,0+ 1,0 | 179,5+ 10,0 | 180,5 15,0
TloHOpEl 1250,5  135,5 = 18,0 £ 2,0 = 199,053

IIpumevanue. 'NocroBepHocTs pasimaarii (p < 0,01) 0 CPABHEHMIO C KOHTPOIBHOM IPYIITION.

TIpu repnermdeckoii mubexman Hanbonee
BBIPAXKCHHBIC W3MEHCHUSI BBISIBICHBI IIPA TS-
xenbix hopmax teuennst BITT-1,2 tuma. ITpu-
YHHAMH TSDKENOTO TedeHWsT WH(EKIMOHHOTO
MPOLIECCA MOTYT CIYXKHTh CHIKEHHBIA MMMY-
HHATET ¥ YTHETEHHE 3alITHBIX IPOTHBOBUPYC-
HEBIX aIIONTO303aBUCHMBIX IPOLIECCOB. B kposn
OTMEYEHO MOBHIMeHHe komrdecTsa sFas. Tlomy-
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Заключение
Система программируемой клеточной смерти - существенный фактор иммунитета, поскольку гибель зараженной клетки может предотвратить распространение инфекции по организму. Другое дело, что некоторые инфекционные агенты выработали специальные меры для предотвращения преждевременной гибели зараженных клеток. Нарушения системы программируемой гибели клетки - причина серьезной патологии. Ослабление способности к апоптозу может вести к развитию злокачественных опухолей. Некоторые заболевания, в частности дегенеративные повреждения нервной системы, - результат избыточного апоптоза.

В настоящее время растворимые мембранные молекулы клеток иммунной системы, особенно маркеры активации и апоптоза, исследуются при аутоиммунных, инфекционных, онкологических заболеваниях. У некоторых вирусов выработались специальные приспособления, направленные на подавление апоптоза в заражаемых клетках. В одних случаях в вирусном генетическом материале закодированы вещества, которые и по строению, и по функции очень похожи на клеточные антиапоптозные белки-регуляторы (такие как, например, уже упоминавшийся Bcl-2 или белки, подавляющие активность протеаз). В других - вирус на правах «оккупанта» насильственно стимулирует синтез клеткой ее собственных анти-апоптозных белков. Так или иначе, создаются предпосылки для беспрепятственного размножения вируса.

Роль участия растворимых форм мембранных молекул иммунных клеток и активации апоптоза в патогенетическом механизме развития хронических вирусных инфекций с высоким онкогенным риском является одним из этапов изучения патогенетической роли апоптоза при интергративной вирусной инфекции.

Результаты исследования кратко отражены в табличном материале – таблица 13, части А, B,C. В своем исследовании мы попытались проанализировать сывороточные показатели ФНО-индуцированного пути апоптоза. Повышение концентрации ФНО-α в сыворотке крови при вирусных гепатитах были обнаружены во многих исследованиях, как маркера некробиотических процессов, развивающихся в ткани печени. Поэтому логично, что наиболее высокие показатели получены у больных хроническим вирусным гепатитом В. Что, по-видимому, отражает преобладание некротических процессов над апоптическими механизмами у этой группы пациентов. О чем косвенно свидетельствует и более низкие показатели sFAS и высокие TRAIL у больных этой группы. Снижение интенсивности апоптоза, возможно, косвенно подтверждает и более высокий онкогенный потенциал этого вируса.

С другой стороны, более высокое содержание sFAS и низкое – TRAIL в сыворотке крови у больных хроническим вирусным гепатитом С может свидетельствовать об интенсивности образования домена смерти DR-5, который активно связывает TRAIL, в связи с чем снижается его концентрация в сыворотке крови. Повышенное содержание sFAS как будто бы свидетельствует о снижении активности апоптоза, но не стоит забывать о множестве клеток иммунной системы, которые способны образовывать FAS-рецепторы, помимо гепатоцитов, которые принимают активное участие в формировании иммунного ответа у больных этой группы. В процессе апоптоза происходит гибель и этих клеток, в связи с чем может повышаться концентрация FAS-лиганда, что лишний раз обосновывает необходимость исследования маркеров апоптоза в различных биологических объектах, помимо сыворотки крови. Следовательно, актуальной задачей следющего этапа работы при исследовании патологии печени, будет изучение тканевых маркеров.

Разнонаправленные данные, полученные в группе больных хроническими mixt-гепатитами требуют дальнейшего изучения и более тщательной группировки этих пациентов по этиологическому фактору. Результаты работы по распределению больных по биохимической активности процесса свидетельствуют о параллелизме между интенсивностью цитолиза гепатоцитов с одной стороны и апоптоза, и некроза в этих клетках с другой стороны, у больных хроническими вирусными гепатитами различной этиологии с парентеральным механизмом заражения. 

Полученные данные исследования активности апоптоза при  папилломавирусной инфекции демонстрируют наличие как системных нарушений (по показателям крови), так и локальных (одинаковыя информативная ценность отмечена как для вагинального, так и для уретрального отделяемого). Сравнительные показатели активности sFAS системы в крови и отделяемом половых органов показали разнонаправленные изменения. В крови отмечено повышение количества sFAS, локально концентрация sFAS, наоборот, достоверно снижена. Возможно, полученные результаты можно объяснить лимфотропным действием  вируса. Продуктивная вирусная инфекция приводит к гибели лимфоцитов, что может являться также  одной из причин повышения sFAS. При инфекции 16,18 типов  снижение интенсивности апоптоза может отражать атипичные изменения в клетках шеечного эпителия у женщин в процессе их неопластических изменений и риск развития неопластического процесса. Дальнейшее выявление причин снижение активности апоптоза – изменения рецепторного фенотипа клеток, генное воздействие - создаст условия для повышения эффективности диагностики, лечения и профилактики этих заболеваний. 

При герпетической инфекции наиболее выраженные изменения выявлены при тяжелых формах течения ВПГ-1,2 типа. Причинами ияжелого течения инфекицонного процесса могут служить  сниженный иммунитет и угненетие защитных противирусных апоптоззависимых процессов. 

Таким образом, при хронических вирусных инфекциях с высоким онкогенным риском выявлены изменения активности апоптоза. Наиболее выраженные изменения обнаружены при хронических гепатитах с парентеральным механизмом инфицирования, герпетической инфекцией средней и тяжелой степенью тяжести, папилломавирусной инфекции 16,18 типов. 
Проведенное нами исследование по оценке рецепторного фенотипа 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. 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. 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. И еще раз подтверждает способность к внепеченочному альтерирующему воздействию вирусов гепатита В и С, поскольку исследование проводилось в лейкоцитах периферической крови. 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 гепатоцитах[Gong-Ying Chen et al.,2005]. 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 нормальный значений мРНК иммуноцитокинов. При инфекции ВПЧ низкого онкогенного риска  изменений на уровне генов не выявлено.

Исследование влияния подключения к базисной терапии препаратов иммуномодуляторов позволило прийти к следующим выводам:

1. Интерферонотерапия вызывает усиление как Th1 клеточного ответа, так и Th2 клеточного ответа, что проявляется усилением экспрессии мРНК ИЛ-2, мРНК ФНО-α на лимфоцитах периферической крови у больных хроническими вирусными гепатитами В и С. мРНК ФНО-α выше не только по сравнению с группой здоровых, но и с группой пациентов, получавших только базис-терапию(p<0,01).

2. Препараты интерферона вызывают усиление FAS-индуцированного апоптоза, проявляющегося в усилении экспрессии мРНК FAS на лейкоцитах периферической крови, повышении экспрессии CD95 на лимфоцитах, избыточным повышении концентрации растворимого FASL в сыворотке крови, наиболее выраженное у больных хроническим вирусным гепатитом С, что косвенно может свидетельствовать о снижении сродства растворимого FAS к специфическим рецепторам на фоне интерферонотерапии.

3. У больных хроническими вирусными гепатитами, получавшими в лечении препараты интерферона, выявлено усиление TRAIL-индуцированного апоптоза, который определялся повышением экспрессии мРНК TRAIL на лимфоцитах периферической крови, более выраженное у больных гепатитом С.

4. Причины недостаточной эффективности интерферонотерапии у больных хроническими вирусными гепатитами В и С связаны с поздней фазой иммуноцитокинового ответа, когда влияние интерферона приводит к активации Th1 клеточного ответа и  Th2 звена. Поэтому, наиболее эффективным будет назначение интерферона в острый период заболевания (в период развития ранних цитокиновых реакций на вирусную инфекцию).  

5. Подключение к базисной терапии пациентов с тяжелыми формами ВПГ-1,2 инфекции препаратов иммуномодуляторов не вызывает увеличение экспрессии рецептора CD95+, в отличие от выявленной положительной динамики экспрессии рецептора DR5+. 

6. У больных ВПГ-1,2 инфекцией, получавших препараты интерферона, выявлено повышение экспрессии мРНК ИЛ-2 на клеточных элементах цервикального канала. 

7. В группах пациентов с ЦМВИ независимо от терапии значимых изменений экспрессии генов лигандов апоптоза не обнаружено, что свидетельствует об отсутствии инициации воспалительной реакции на генетическом уровне  и соответствует выявленным нормальным показателям концентраций провоспалительных цитокинов в данных группах пациентов
8. При ВПЧ инфекции высокого онкогенного риска выявлены нарушения апоптических процессов на генетическом уровне, на фоне нормальных значений мРНК иммуноцитокинов. Подключение препаратов иммуномодуляторов в комплексную терапию пациентов с ВПЧ активизирует TRAIL пути элиминации вируса.
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