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Реферат
Отчет 225 с., 6 табл., 7 схем, 3 рис., 44 источника, 9 прил.
АПОПТОЗ, КАНЦЕРОГЕНЕЗ ШЕЙКИ МАТКИ, ПАПИЛЛОМАВИРУСНАЯ ИНФЕКЦИЯ, КОМПЛЕКС АНТИОКСИДАНТНЫХ АМИНОКИСЛОТ, ДИСПЛАЗИЯ.
Объектами исследований были следующие группы женщин:

1. Группа клинически здоровых женщин, но инфицированных вирусам папилломы человека высокого онкогенного риска.

2. Вторая группа пациенток с ВПЧ инфекцией и уже выявленными предраковыми заболеваниями шейки матки. 

3. Третья группа – женщины с раковыми заболеваниями шейки матки. 

Основная методология исследований на четвертом этапе касалась изучения эффективности подключения к стандартной терапии антиоксидантного комплекса по выявленным патогенетическим обоснованным направлениям, а обобщение и анализ полученных данных НИР. 
Цель работы:

· стимулирование развития международных интеграционных процессов в науке и содействие формированию устойчивых кооперационных связей российских и иностранных научно-исследовательских организаций и университетов, направленных на создание технологий в области живых систем, соответствующих мировому уровню либо превосходящих его, получение международных патентов и привлечение молодых ученых и специалистов к исследованиям в рамках международной кооперации с научно-исследовательскими организациями стран ОЭСР;

· участие в исследовательских проектах стран ОЭСР (в том числе доступ к информационно-аналитическому потенциалу), направленных на интеграцию России в мировую экономическую систему, осуществление рыночных преобразований, достижение высокого и устойчивого экономического роста и повышение жизненного уровня граждан Российской Федерации;

· выполнение международных обязательств Российской Федерации по развитию научно-технического сотрудничества со странами ОЭСР. Разработка методов оценки риска, прогнозирования течения и профилактики папилломавирус-ассоциированного канцерогенеза шейки матки.

В задачи российской стороны входит выявление путей вторичной профилактики рака шейки матки, с проведением исследований по оценке активности апоптоза и рандомизированного контролируемого испытания эффективности подключения препаратов-антиоксидантов в профилактике развития канцерогенеза у клинически здоровых женщин с риском развития рака шейки матки (диагностированная ВПЧ-инфекция) и женщин с предраковыми заболеваниями шейки матки.
В ходе рандомизированного контролируемого испытания эффективности подключения препаратов-антиоксидантов в профилактике развития канцерогенеза у клинически здоровых женщин с риском развития рака шейки матки (диагностированная ВПЧ-инфекция) и женщин с предраковыми заболеваниями шейки матки были исследованы основные показатели состояния тканей шейки матки.
Для достижения целей исследования было оценено влияние терапии на активность апоптоза  (на уровне лигандов, экспрессии рецепторов и генов апоптоза), исследованы концентрации пероксинитрита (по концентрации нитрат-нитритов в тканях биоптатов).

Основные выводы по НИР, включая 4 этап следующие:

1. В эпидемиологических исследованиях ВПЧ обнаружен у 40 — 50% клинически здоровых женщин, в 50-60% у женщин с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия I и  II степени, лейкоплакия), более чем в 80% случаев у женщин с раком шейки матки. Спектр типов ВПЧ различен, но в исследуемых популяциях превалирует 16 тип независимо от географии зоны изучения.

2.  Выявлено снижение уровня sFas в сыворотке крови и отделяемом цервикального канала у женщин с ВПЧ 16,18 типов, у пациенток с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки по сравнению с соответствующими показателями пациенток с ВПЧ10,13 типов и сывороточной и цервикальной концентрациями sFas здоровых женщин, (p<0,05).

3.  Обнаружено, что концентрация TRAIL уменьшается при тяжелом течении инфекционного процесса: сывороточный и цервикальный уровни TRAIL у женщин с ВПЧ 16,18 типов, у пациенток с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки ниже по сравнению с соответствующими показателями пациенток с ВПЧ10,13 типов и здоровых женщин,(p<0,05).

4. При ВПЧ высокого и низкого онкогенного риска обнаружено, что концентрации ФНОα в сыворотке крови выше нормальных на 90 % и 94 %, соответственно. Достоверно повышены сывороточные концентрации у женщин с  предраковыми заболеваниями шейки матки (р<0,05), в группе женщин с раковыми заболеваниями шейки матки сывороточный уровень ФНОα ниже нормальных значений (р<0,05).

5. При исследовании концентраций ФНОα в цервикальном отделяемом отличий  между значениями в группах женщин с ВПЧ 10,13 и 16,18 типов, пациенток с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки не выявлено.

6. При папилломавирусной инфекции общий уровень CD95+клеток в цервикальной жидкости женщин независимо от типа ВПЧ-инфекции снижен, но достоверность различий обнаружена только при инфекции ВПЧ высокого онкогенного риска. В группах с предраковыми и раковыми заболеваниями ШМ уровень СD95+клеток достоверно ниже нормы и степень снижения коррелирует с тяжестью заболевания (k=0.79). Выявлена корреляция показателей от степени онкогенного риска инфекции. 

7. При папилломавирусной инфекции общий уровень DR5+клеток в цервикальной жидкости женщин независимо от типа ВПЧ-инфекции не изменен. Таким образом, при ВПЧ-инфекции не выявлена корреляция показателей экспрессии DR5+клеток от степени онкогенного риска инфекции. 

8. При исследовании особенностей экспрессии генов апоптоза в клетках крови и клеточных элементах цервикального канала женщин с ВПЧ-инфекциями обнаружены сходные результаты, но можно отметить следующие особенности: 

8.1. Снижение экпрессии генов  лигандов апоптоза sFas и TRAIL при ВПЧ-инфекции высокого онкогенного риска свидетельствуют о блокировании процессов самоочищения зараженных клеток и являются фактором риска последующей трансформации клеток.

8.2.Изменения экспрессии генов ФНОα, sFas и TRAIL, 
ИЛ-2 в клетках биоптата у женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями ШМ аналогичны генетическим изменениям в клетках крови (лейкоцитах), что свидетельствует о системном характере заболеваний, вызванных ВПЧ.

9.  Так как все показатели экспрессии генов ФНОα, sFas и TRAIL, 
ИЛ-2 снижены в группе больных с РШМ, следует проводить поиск методов терапии, затрагивающих активизацию этих путей защиты, – как для профилактики развития канцерогенеза у больных с ВПЧ и дальнейшей онкотрансформации у пациенток с предраковыми заболеваниями ШМ, так и для мониторинга эффективности проводимой терапии у больных с РШМ.

10 Обнаружено, что при инфицировании ВПЧ низкого онкогенного риска (10, 13 типы ВПЧ) не изменяется синтез NO, о чем свидетельствует нормальный уровень нитрат-нитритов в тканях биоптатов в данной группе женщин. Концентрация нитрат-нитритов у пациенток с 16, 18 типами и больных с предраковыми заболеваниями шейки матки достоверно выше нормы (p<0,05), но между группами различий нет (р>0,05). У женщин с раком шейки матки в тканях биоптата выявлены максимальные концентрации, достоверно (p<0,01) более высокие по сравнению с нормой и с показателями нитрат-нитритов других групп пациенток.

11 На фоне терапии препаратом Immugen через 3 и 6  месяцев достоверно снизились концентрации нитрат-нитритов во всех группах, принимавших «Immugen», (р<0,05).  

12 На фоне комплексной терапии после эксцизии пораженного участка и дальнейшей терапии с применением антиоксидантного препарата Immugen через 6 месяцев обнаружено улучшение состояния ткани шейки матки, что выявлялось в постановке диагноза «вариант нормы» в 100 % случаев. 

13 Достоверно значимое снижение вирусной нагрузки  произошло только при подключении в комплексную терапию препарата Immugen доказывает возможность применения этого препарата при различных вирусных заболеваниях.  

14 Дополнение комплексной терапии пациенток с предраковыми заболеваниями шейки матки на фоне папилломавирсуной инфекции препаратом Immugen привело к положительному влиянию на основные патогенетические звенья и может быть рекомендовано для применения в практическом здравоохранении.
Систематизация и совместное обсуждение результатов, полученных партнерами в рамках данного проекта, привела к созданию:

· программы медицинской стандартизации по профилактике и терапии папилломавирус-ассоцированного канцерогенеза шейки матки, состоящей из последовательности действий профилактических и лечебных мероприятий в зависимости от возраста, инфицированности и индивидуальных молекулярно-генетических особенностей склонности к канцерогенезу;

· технологии профилактики и терапии папилломавирус-ассоцированного канцерогенеза шейки матки, состоящая из совокупности технологических операций, зависящих от результатов оценки риска развития онкологии женщин разных возрастных групп;
· разработке методов оценки риска, прогнозирования течения и профилактики папилломавирус-ассоциированного канцерогенеза шейки матки;
· научно-технического задела, используемого для создания учебно-методической базы для студентов и аспирантов, обучающихся по медицинским, биологическим специальностям. Комплект документов включает в себя:

1. Рекомендации по выбору методов профилактики в зависимости от наличия ВПЧ инфекции, выявленных молекулярно-генетических нарушений и предрасположенности к онкогенезу.

2. Рекомендации по подбору препаратов для комплексной терапии при выявленных молекулярно-генетических нарушениях и предрасположенности к онкогенезу.

3. Методические указания по изучению активности апоптоза на разном уровне (системный, тканевой, клеточный) с описанием материалов и методов для исследования.

4. Схемы назначения препаратов антиоксидантов в зависимости от особенностей показателей свободно-радикального и молекулярно-генетического статуса пациента и стадии развития опухоли.

Основными областями применения результатов НИР являются гинекология, иммунология, молекулярная биология, инфекционные болезни. Полученные в ходе НИР результаты служат для уточнения патогенеза ВПЧ инфекции и для более эффективного подбора методов профилактики и терапии папилломавирус-ассоциированных заболеваний шейки матки. В результате реализации предложенной в рамках НИР программы медицинской стандартизации по профилактике и терапии папилломавирус-ассоцированного канцерогенеза шейки матки, медицинской технологии ожидается повышение эффективности профилактики и терапии пациенток исследуемых групп, что будет, несомненно, иметь социально и экономически значимые результаты.
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Введение

Несмотря на широкое применение современных методов диагностики, проблема смертности от рака шейки матки остается актуальной [1,2]. Рак шейки матки занимает второе место по распространенности среди онкологических заболеваний в мире и первое место среди причин женской смертности от рака в развивающихся странах. По данным Всемирной организации здравоохранения, в мире ежегодно регистрируется около 500 000 новых случаев и более 250 000 смертей от данного заболевания [2]. Средний возраст больных по данным отечественной и зарубежной литературы колеблется от 38 до 50 лет. Как отмечают большинство исследователей [3], выявляемость начальных стадий рака шейки матки составляет от 42% до 58%. В возрасте 35-40 лет рак шейки матки является одной из основных причин смерти от злокачественных опухолей. За последние десятилетия это онкологическое заболевание существенно помолодело, и его пик приходится на активный репродуктивный возраст фертильных женщин. 
Одним из основных направлений возможной ранней профилактики канцерогенеза шейки матки является разработка методов прогнозирования течения предопухолевых заболеваний шейки матки и преинвазивного рака, а также создание патогенетически обоснованных методов профилактики и терапии предраковых состояний. Рак шейки матки – заболевание, в значительной мере связанное с вирусной инфекцией. Особую значимость имеет факт обнаружения интегративных вирусов, вызывающих хронические инфекции (герпетическая и папилломавирусная инфекции). Наиболее существенная роль в его развитии отводится вирусу папилломы человека (HPV, ВПЧ) 16 и 18 серотипов, являющихся вероятной причиной возникновения рака шейки матки в 41% и 16% случаев соответственно, к высокоонкогенным серотипам относятся также ВПЧ 18,31,35,58 серотипы [4].

Спектр генотипов ВПЧ, ассоциированных с раковыми поражениями шейки матки, в различных географических регионах варьирует. При молекулярно-эпидемиологическом исследовании, проведенном среди жительниц КБР на 1 этапе НИР, анализ продуктов ПЦР позволил выявить 22 различных типа ВПЧ. Чаще всего (в 55,0% случаев) в цервикальных образцах присутствовал ВПЧ 16,18 типы ВПЧ. У женщин без цитологических цервикальных аномалий ВПЧ-инфекцию обнаруживали в 21,0% случаев, а у женщин с ЦИН – более чем 89,4% случаев (см. отчет по 1 этапу). Полученные данные коррелировали с представленными в литературе клинико-статистическими данными, что подтверждает общие популяционный характер значимости ВПЧ инфекции [5,6]. В Российской Федерации широкомасштабные исследования в этом направлении не проводились.

Длительной персистенции ВПЧ способствует его способность ускользать от иммунного надзора. Хотя ВПЧ инфицирует базальные клетки, репликация вируса и сборка вирусных частиц происходит в дифференцированных клетках поверхностного слоя эпителиальных клеток. Вирус реплицируется и выходит из клеток, этот процесс не сопровождается признаками воспаления. 

На сегодняшний день не существует лекарственного препарата, способного уничтожить или удалить из организма папилломовирус. Поэтому лечение вируса папилломы человека ограничивается лишь местным удалением папиллом или кондилом и курсом иммунокорригирующей терапии. Принимая во внимание широкую распространенность папилломавирусной инфекции среди населения, доказанную этиологическую роль ВПЧ в развитии рака шейки матки, чрезвычайно значение имеет разработка средств вакцинопрофилактики этой инфекции. Поэтому создание вакцины против вируса папилломы человека является одним из самых крупных достижений медицинской науки. Международная организация по исследованиям в области рака (IARC) заявляет, что предотвращение заражения и персистенции ВПЧ однозначно можно считать профилактикой рака шейки матки [7]. 

Профилактическая вакцинация против ВПЧ нескольких типов является методом первичной профилактики РШМ, экзофитных кондилом, заболеваний вульвы, влагалища, пениса и, возможно, части анальных раков. Первая профилактическая вакцина (4-валентная вакцина против вируса папилломы человека 6,11,16 и 18-го типов) зарегистрирована начиная с июня 2006 г. более чем в 60 странах мира, включая страны Евросоюза и Россию, и внесена в Национальный календарь вакцинации уже более 20 стран мира [8]. Она относится к классу генно-инженерных вакцин и представляет собой смесь ВПЧ-подобных частиц типов 6,11,16 и 18. 
Первой категорией женщин, которую исследовали в ходе НИР, являлись женщины, не инфицированные ВПЧ, но относящиеся к ранее не охваченным возрастным группам. Действие вакцины было в основном изучено у молодых женщин (17-22лет), которые не были инфицированы ни одним из четырех типов ВПЧ. В то время как основной контингент женщин с предраковыми и раковыми поражениями, ассоциированными с папилломавирусной инфекцией, варьирует с 32-45 лет. Оценка эффективности вакцинации против вирусов папилломы основных онкогенных серотипов женщин разных возрастов позволит расширить группы первичной профилактики и предотвратить развитие канцерогенеза в более позднем возрасте. Данным проектом предусматривалась оценка эффективности вакцинации женщин двух возрастных групп – 25-35 лет и 36-40 лет, не охваченных в ранее проведенных исследованиях и наиболее подверженных опухолевым заболеваниям шейки матки. Данное направление разрабатывалось иностранным партнером по НИР - Институтом Дермопатологии Непорочной Девы, Научным Институтом Госпитализации и Лечения, IDI-IRCCS (Италия). В задачи иностранного партнера входило проведение молекулярно-эпидемиологических исследований распространенности ВПЧ инфекции на территории Италии, а также рандомизированное клиническое исследование эффективности первичной профилактики в разных возрастных группах женщин.

Второй категорией исследованных женщин являлись клинически здоровые женщины, но инфицированные вирусами папилломы человека. Основная задача своевременной профилактики (вторичной) состояла в определении индивидуального прогноза возможного течения инфекции у этой группы женщин с учетом молекулярно-генетических особенностей противовирусного и противоопухолевого иммунитета. Предотвращение развития поражений цервикальной ткани возможно с помощью подбора индивидульно-обоснованных схем профилактической терапии.

Третья категория исследований касалась пациенток с ВПЧ инфекцией и уже выявленными предраковыми и раковыми заболеваниями. Поскольку опухолевый рост при инфицировании вирусами, изменяющими генотип клетки, является результатом дисбаланса между пролиферацией клеток и апоптозом, клинический интерес представляет, прежде всего, возможность использовать стимуляцию апоптоза в процессах лечения. Воздействие на программу клеточной гибели - перспективное направление лекарственного лечения. Важными физиологическими регуляторами апоптоза являются свободные радикалы. При нарушении адекватного соотношения окислительных и антиокислительных процессов происходит избыточное накопление свободных радикалов, приводящее к повреждению нуклеиновых кислот, индукции хромосомных аберраций, нарушениям регуляции клеточной пролиферации и апоптоза, играющих важную роль в злокачественной трансформации клеток и опухолевой прогрессии [9]. Проведение химиотерапии и лучевого воздействия ведет к резкому нарастанию интоксикации как за счет увеличения уровня свободнорадикального окисления, так и за счет распада опухолевых клеток. В связи с этим патогенетически обоснованным является применение антиоксидантов в профилактике и терапии рака шейки матки. Российской стороной в ходе НИР было проведено рандомизированное контролируемое испытание эффективности подключения в комплексную терапию препарата «Immugen» (IDI, Италия). 
Проведенный патентный поиск и анализ научно-технической литературы показал, что существующие подходы не учитывают факторы, влияющие на взаимодействие макроорганизма и микроорганизма: не исследуется интенсивность апоптоза как процесса элиминации вирусинфицированных клеток, не предложено системы оценки риска развития канцерогенеза шейки матки. Существует большое количество разработок по терапии раковых заболеваний с помощью препаратов растительного происхождения. Однако, вышеуказанная группа веществ эффективна при длительном использовании, в то время как процессы трансформации тканей в раковые клетки могут превалировать по интенсивности и скорости развития над эффектом растительных препаратов. Кроме того, нежелательным следствием действия антиоксидантов является неконтролируемое снижение радикалообразования с падением уровня радикалов ниже нормы. Желательным эффектом антиоксидантных препаратов является нормализация, а не падение ниже нормы уровня антиоксидантных ферментов и общей антиокислительной активности плазмы крови и тканей.
Цель этапа: обобщение и оценка результатов исследований эффективности первичной и вторичной профилактики ВПЧ.

Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 
1. Разработать программу медицинской стандартизации по профилактике и терапии папилломавирус-ассоцированного канцерогенеза шейки матки.
2. Создать технологию профилактики и терапии папилломавирус-ассоцированного канцерогенеза шейки матки, состоящей из совокупности технологических операций, зависящих от результатов оценки риска развития онкологии женщин разных возрастных групп.
3. Разработать диагностический алгоритм обследования пациенток с высоким риском развития онкологических заболеваний шейки матки. 

4. Создать алгоритм оценки риска папилломавирус ассоциированного канцерогенеза шейки матки.
5. Разработать алгоритм подбора препаратов (антиоксиданты и их комплексы) и методов их применения, регулирующих свободно-радикальные патогенетические механизмы и активность апоптоза в разных группах больных.
6. Провести клинико-лабораторный мониторинг эффективности комплексной терапии больных с риском развития опухолевых заболеваний, предопухолевыми заболеваниями шейки матки и преинвазивным раком шейки матки с подключением препаратов антиоксидантов.

7. Рандомизированное клиническое испытание эффективности вакцинации квадрилентной вакциной женщин разных возрастных групп.

8. Модель для контроля эффективности препаратов антиоксидантов в комплексной терапии женщин с риском развития опухолевых заболеваний, предопухолевыми заболеваниями шейки матки и преинвазивным раком шейки матки путем определения в тканях биоптата шейки матки больных пероксинитрита.

9. Создать алгоритм оценки эффективности вакцинации женщин разных возрастных групп, в том числе инфицированных различными серотипами ВПЧ.

10. Разработать техническое задание (ТЗ) на разработку опытно-технологической разработки (ОТР) новой лекарственной формы комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот для профилактики и терапии опухолевых заболеваний шейки матки.

11. Создать научно-технический задел (методические указания, схемы прогностических и диагностических критериев при хронических онкогенных вирусных инфекциях, предраковых и раковых заболеваниях шейки матки, алгоритмы индивидуальной оценки эффективности проводимой терапии), используемый для создания учебно-методической базы для студентов и аспирантов, обучающихся по медицинским, биологическим специальностям. 
В результате проведения патентных исследований, включающих патентную информацию РФ, США, Японии, Франции, т.е. стран, где исследования папилломавирусной инфекции и ее роли в развитии патологических состояний являются наиболее полными, на глубину 15 лет по способам оценки активности апоптоза, веществам, регулирующим активность апоптоза и  веществам, регулирующим пролиферативную активность эпителия шейки матки, а также научно-технической и периодической литературы обнаружено 25 патентов, из них 11 иностранных. В вышеназванных патентах не предложены способы оценки риска развития канцерогенеза, данные методы касаются только возможностей прогнозирования течения уже сформировавшейся опухоли. Кроме того, способы прогнозирования клинического течения онкологического заболевания относятся к другой локализации онкологического заболевания и неприменимы в области гинекологии. В целом, стоит отметить небольшое количество патентов, касающихся способов оценки риска развития канцерогенеза различных тканей, или органов. Таким образом, разработка стандартов диагностики и терапии пациенток с предраковыми процессами на основе регуляции процессов элиминации транформированных клеток является актуальной и недостаточно разработанной ранее проблемой.

Кроме того, была оценена новизна разрабатываемого метода профилактики и терапии предраковых заболеваний шейки матки по способам профилактики и терапии рака шейки матки. В результате проведения патентных исследований, включающих патентную информацию РФ, США, Японии, Франции на глубину 15 лет по способам профилактики и терапии рака шейки матки, а также научно-технической и периодической литературы  обнаружено 112 патентов, из них 14 иностранных. Среди веществ, регулирующих противовопухолевую активность, наибольшее количество патентов связано с антиоксидантами растительного происхождения, однако, вышеуказанная группа веществ эффективна при длительном использовании и процессы трансформации тканей в раковые клетки могут превалировать по интенсивности и скорости развития над эффектом растительных препаратов. Таким образом, перспективным направлением, по-видимому, является применение комбинированных антиоксидантов и аминокислот, сочетающих различные механизмы действия нескольких компонентов препарата, а также корригирующих радикалообразование, но не уменьшающих его интенсивность ниже нормы, что является патогенетически обоснованным при вирус-ассоциированном поражении клеток и тканей.
Отчет о НИР 1 этап «Молекулярно–эпидемиологические исследования распространенности папилломавирусной инфекции». Инв. № 78952

Отчет о НИР 2 этап «Разработка методов оценки апоптоз-зависимого риска развития канцерогенеза шейки матки при ВПЧ - инфекции». Инв. № 78953.

Отчет о НИР 3 этап «Разработка методов оценки свободно радикально-зависимого риска развития канцерогенеза шейки матки при ВПЧ инфекции, методов профилактики и терапии с помощью антиоксидантов». Инв. № 78954.

Глава 1 Создание научно-технического задела (инструкции, методические указания, схемы прогностических и диагностических критериев канцерогенеза)
1.1 Рекомендации по выбору методов профилактики в зависимости от наличия ВПЧ инфекции, выявленных молекулярно-генетических нарушений и предрасположенности к онкогенезу

Рак шейки матки занимает ведущее место в структуре женской онкологической заболеваемости и смертности в развивающихся странах и стабильное третье-четвертое место (после рака молочной железы, рака яичников, рака эндометрия) в экономически развитых странах [1,10]. В целом по распространенности рак шейки матки занимает второе место после рака молочной железы. По данным ВОЗ ежегодно в мире регистрируется около 450 тыс. новых случаев рака шейки матки [10]. Ежегодно только в странах Европейского сообщества отмечается более 25 тыс. новых случаев заболеваний и около 12 тыс. летальных исходов, связанных с раком шейки матки. В России в настоящее время ежегодная заболеваемость раком шейки матки составляет 14,9 на 100 тыс. женщин [11]. Более 40% женщин с установленным диагнозом инвазивного рака шейки матки умирают от прогрессирования заболевания в течение первых 5 лет с момента установления диагноза [12]. 

В последние годы в человеческой популяции отмечен рост заболеваемости раком шейки матки среди женщин молодого и среднего возраста [10.], с особенно заметным повышением заболеваемости рака шейки матки в группе женщин до 29 лет, составляющим 2,1% в год. Одним из основных направлений возможной ранней профилактики канцерогенеза шейки матки является разработка методов дифференцированного подхода к женщинам разных возрастных групп с индивидуальным выбором методов первичной и вторичной профилактики. 
При выборе методов профилактики папилломавирус-ассоциированного рака шейки матки (РШМ) следует обратить внимание на следующие ключевые моменты: 

· ВПЧ инфекция широко распространена [1,2].
· ВПЧ инфекция передается контактно. Презерватив, девственность, постоянный половой партнер, воздержание - не гаранты от заражения [1]. 

· ВПЧ инфекция диагностируется лабораторными методами и может не иметь клинических проявлений [7]. 

· При обнаружении папилломавирусной инфекции целесообразно провести осмотр полового партнера, поскольку рак полового члена - такое же последствие папилломавирусной инфекции, как и рак шейки матки [7]. 

· ВПЧ инфекция рецидивирует при снижении иммунитета [1,7].
· Применяемые в настоящее время схемы лечения не могут удалить вирус папилломы из организма полностью, и не может гарантировать от заражения в будущем [7]. 

· В случае самопроизвольной элиминации папилломавирусной инфекции задействован процесс апоптоза [13].
· При выборе методов вторичной профилактики необходимо учитывать индивидуальные молекулярно-генетические особенности организма, в частности, способность к реализации апоптоза зараженных трансформированных клеток [14].
· В прогнозе течения заболевания и подборе методов вторичной профилактики следует учитывать радикал-зависимые механизмы поражения тканей при хронической вирусной инфекции [15,16].
На сегодняшний день не существует лекарственного препарата, способного уничтожить или удалить из организма папилломовирус. Поэтому лечение вируса папилломы человека ограничивается лишь местным удалением папиллом или кондилом и курсом иммунокорригирующей терапии. Принимая во внимание широкую распространенность папилломавирусной инфекции среди населения, доказанную этиологическую роль ВПЧ в развитии рака шейки матки, чрезвычайно значение имеет разработка средств вакцинопрофилактики этой инфекции. Поэтому создание вакцины против вируса папилломы человека является одним из самых крупных достижений медицинской науки. Международная организация по исследованиям в области рака (IARC) заявляет, что предотвращение заражения и персистенции ВПЧ однозначно можно считать профилактикой рака шейки матки [7]. 

Профилактическая вакцинация против ВПЧ нескольких типов является методом первичной профилактики РШМ, экзофитных кондилом, заболеваний вульвы, влагалища, пениса и, возможно, части анальных раков. Первая профилактическая вакцина (4-валентная вакцина против вируса папилломы человека 6,11,16 и 18-го типов) зарегистрирована начиная с июня 2006 года более чем в 60 странах мира, включая страны Евросоюза и Россию, и внесена в Национальный календарь вакцинации уже более 20 стран мира [8]. Она относится к классу генно-инженерных вакцин и представляет собой смесь ВПЧ-подобных частиц типов 6,11,16 и 18. 

Нами разработаны рекомендации по выбору методов комплексной профилактики, включающей возможности первичной или вторичной профилактики в виде схем для различных категорий женщин (схемы 1,2,3).

В случае обследования женщин младше 25 лет, проводится первичный сбор информации согласно разработанной анкете (см. приложение Б) и проводится первичное разграничение на группы женщин, в зависимости от наличия половых связей (девственности). Для группы девочек и девушек, не имевших половых связей, согласно имеющимся в литературе рекомендациям, показана первичная профилактика [8]. Первичная профилактика заключается в вакцинации против ВПЧ. Разработанная схема вакцинации предусматривает введение трех доз: вторая доза вводится через 2 месяца после первой, а третья - через 6 месяцев после первой (схема 0-2-6). Выполнение полного курса вакцинации обеспечивает защиту против вирусов 6, 11,16 и 18-го типов на уровне 99-100%. В Российской Федерации применяется и бивалентная вакцина (против ВПЧ 16-го и 18-го типов) [8].
При выборе возможности проведения вакцинации у молодых женщин (возраст до 25 лет), ведущих половую жизнь, рекомендуется проведение обследование на наличие ДНК ВПЧ основных генотипов, как у самих женщин, так и у их партнеров (см. схему 1). При отсутствии ВПЧ инфекции возможна первичная профилактика при условии соблюдения договоренности - предоставление письменного информированного согласия пациентки на обследование и вакцинацию, все пациентки детородного возраста должны соблюдать меры контрацепции на период вакцинации, не иметь посторонних сексуальных связей (допускается единственный половой партнер с доказанным отсутствием ДНК ВПЧ анализах крови и отделяемого уретры).
При исследовании выбора методов профилактики ВПЧ-ассоциированного РШМ у женщин старше 25 лет предлагается проведение клинико-инструментальных методов обследования, включающих кольпоскопическое и цитологическое обследование. Окончательное разграничение и выбор методов профилактики возможен при условии ПЦР обследования на наличие ДНК ВПЧ согласно схеме 2. 

Основная задача своевременной профилактики (вторичной) состоит в определении индивидуального прогноза возможного течения инфекции у этой группы женщин с учетом молекулярно-генетических особенностей противовирусного и противоопухолевого иммунитета. Предотвращение развития поражений цервикальной ткани возможно с помощью подбора индивидульно-обоснованных схем профилактической терапии. Поскольку опухолевый рост при инфицировании вирусами, изменяющими генотип клетки, является результатом дисбаланса между пролиферацией клеток и апоптозом, клинический интерес представляет прежде выявление молекулярно-генетических особенностей регуляции апоптоза. Важными физиологическими регуляторами апоптоза являются свободные радикалы. При нарушении адекватного соотношения окислительных и антиокислительных процессов происходит избыточное накопление свободных радикалов, приводящее к повреждению нуклеиновых кислот, индукции хромосомных аберраций, нарушениям регуляции клеточной пролиферации и апоптоза, играющих важную роль в злокачественной трансформации клеток и опухолевой прогрессии [9]. 
Основные молекулярно-генетических нарушения, определяющие предрасположенность к развитию онкологических заболеваний шейки матки и которые следует учитывать при выборе методов вторичной профилактики (схема3), следующие:

1. Снижение уровней лигандов апоптоза sFAS, TRAIL в крови и отделяемом цервикального канала более чем на 30% от нормальных показателей;
2. Снижение общего уровня CD95+клеток в цервикальной жидкости пациенток более чем на 35% по сравнению с показателями здоровых женщин;

3. Снижение экспрессии генов ФНОα, sFas и TRAIL, ИЛ-2 в клетках биоптата шейки матки и в клетках крови (лейкоцитах) более чем на 30%  по сравнению с показателями здоровых женщин;

4. Повышение концентраций нитрат-нитритов в биоптатах шейки матки более чем на 40% по сравнению с показателями здоровых женщин.

Разработка стандартов вторичной профилактики пациенток с предраковыми процессами с подключением препаратов антиоксидантов и их комплексов к базисной терапии позволит воздействовать на одно из ведущих патогенетических звеньев канцерогенеза.
Таким образом, меры профилактики РШМ не должны сводиться только к вакцинации, необходима максимальная индивидуализация профилактического подхода, основанная на различных методах, включающих молекулярно-генетические и физико-химические особенности женщины, что создает основу персонализированной медицины.

*-имеющих постоянного партнера, не инфицированного ВПЧ
Схема 1 - Рекомендации по выбору методов комплексной профилактики папилломаавирус-ассоцированного рака шейки матки у женщин младше 25 лет




Схема 2 - Рекомендации по выбору методов комплексной  профилактики папилломаавирус-ассоцированного рака шейки матки у женщин старше 25 лет.



Схема 3 - Рекомендации по выбору методов вторичной профилактики  рака шейки матки.
1.2 Рекомендации по подбору препаратов для комплексной терапии при выявленных молекулярно-генетических нарушениях и предрасположенности к онкогенезу

В последние годы в человеческой популяции отмечен рост заболеваемости раком шейки матки среди женщин молодого и среднего возраста [1], с особенно заметным повышением заболеваемости рака шейки матки в группе женщин до 29 лет, составляющим 2,1% в год. Однако в  настоящее время нет единого международного стандарта лечения заболеваний шейки матки, ассоциированных с вирусом папилломы человека [7]. Проводится активная разработка хирургических методов терапии предраковых заболеваний шейки матки, но в тоже время описаны  осложнения в результате применения деструктивных методик [17,18,19]. 

Для консервативной терапии предлагается использовать несколько направлений, учитывающих участие иммунной системы в развитии заболевания, среди которых ведущее место принадлежит иммуномодулирующей и противовирусной терапии. Известны способы терапии предраковой патологии шейки матки с применением иммуномодуляторов (ликопид, амиксин, виферон, кипферон) [20]. В некоторых работах предлагается использование пентапептида (Val-Val-Tyr-Pro-Asp) в качестве иммуномодулятора при раковых и предраковых заболеваниях [21]. В патенте №2337700 Гольдберга Е.Д. с соавторами предлагается использование водорастворимых полисахаридов, полученных из листьев мать-и-мачехи, обладающих иммуномодулирующей активностью и эффективно стимулирующих Th1-зависимый тип иммунного ответа [22]. Известен способ иммунотерапии (патент №2347562) Данилец М.Г. и соавторов производными D-глюкуроновой кислоты. 
Недостатками иммуностимулирующей терапии является то, что следствием активации клеток является повышение продукции радикалов кислорода и азота [24]. Высокореактивные радикалы участвуют в элиминации бактерий и вирусов при остром инфекционном процессе. Однако при хронических вирусных инфекциях (в том числе папилломавирусной инфекции) доказано, что избыточная генерация радикалов, в свою очередь является канцерогенным фактором, в связи с чем, актуальной задачей исследования является оценка эффективности применения препаратов антиоксидантов.

Среди веществ, регулирующих противоопухолевую активность, наибольшее количество патентов связано с антиоксидантами растительного происхождения. Предложенные в патентах способы воздействия на процессы свободно-радикального окисления  касаются области применения препаратов антиоксидантов, в основном с добавлением селена и его производных (селенит натрия), а также растительных гликозидов [25,26]. 
Однако, вышеуказанная группа веществ эффективна при длительном использовании, в то время как процессы трансформации тканей в раковые клетки могут превалировать по интенсивности и скорости развития над эффектом растительных препаратов. Кроме того, нежелательным следствием действия антиоксидантов является неконтролируемое снижение радикалообразования с падением уровня радикалов ниже нормы. Желательным эффектом антиоксидантных препаратов является нормализация, а не падение ниже нормы уровня антиоксидантных ферментов и общей антиокислительной активности плазмы крови и тканей.
Оптимальным в  терапии вирус-ассоциированных заболеваний, таких как предраковые и раковые заболевания шейки матки является наличие комбинированного как антиоксидантного, так и противовирусного эффекта. 
Перечень клинико-диагностических показателей, являющихся показанием для дополнения стандартной терапии препаратом Immugen, был выявлен на 2,3 этапах НИР (см. отчеты). Подключение к комплексной терапии препарата Иммуджен (IDI, Италия) считается патогенетически обоснованным и целесообразным при выявлении следующих результатов при обследовании пациенток:

1. При снижении уровней лигандов апоптоза sFAS, TRAIL в крови и отделяемом цервикального канала более чем на 30% от нормальных показателей (сыворотка крови: sFAS≤750,0±100,5 пг\мл при норме 1250,5 ± 135,5пг\мл; TRAIL≤ 120,0±10,0 пг\мл при норме 199,0±5,3 пг\мл в сыворотке крови; отделяемое цервикального канала - sFAS≤400,0±50,5 пг\мл при норме 750,5 ± 130,5пг\мл; TRAIL≤ 95,0±10,0 пг\мл при норме 145,0±25,0 пг\мл).
2. При снижении общего уровня CD95+клеток в цервикальной жидкости пациенток более чем на 35% по сравнению с показателями здоровых женщин (процент CD95+ клеток ниже 3,5±0,5% при норме 5,8±0,5%).
3. При снижении экспрессии генов ФНОα, sFas и TRAIL, ИЛ-2 в клетках биоптата шейки матки и в клетках крови (лейкоцитах) более чем на 30% по сравнению с показателями здоровых женщин.
4. При повышенных концентрациях нитрат-нитритов в биоптатах шейки матки более чем на 40% по сравнению с показателями здоровых женщин (концентрации нитрат-нитритов более 20,5±1,5 мкМ/мг при норме в 13,0±0,5мкМ/мг).

Предложено в качестве дополнения к стандартным методам терапии использовать комплекс антиоксидантных витаминов и аминокислот, состоящий из альфа-токоферола, l-метионина, убихинона, селена, фосфолипидов и омега 3,6 жирных кислот. Комплекс антиоксидантных витаминов и аминокислот обладает противовирусным и антиоксидантным эффектами. Комплекс антиоксидантных витаминов и аминокислот назначают  пациенткам ежедневно в капсулах во время еды (по 1 -2 капсулы зависимости от состояния пациентки в течение 2-3 месяцев). 
Таким образом, перспективным направлением, по-видимому, является применение комбинированных антиоксидантов и аминокислот, сочетающих различные механизмы действия нескольких компонентов препарата, а также корригирующих радикалообразование, но не уменьшающих его интенсивность ниже нормы, что является патогенетически обоснованным при вирус-ассоциированном поражении клеток и тканей. 
Существенным отличием предлагаемого способа лечения и профилактики развития предраковых заболеваний шейки матки на фоне ВПЧ является сочетание нескольких патогенетически важных эффектов: нормализация интенсивности радикалообразования, повышение антиоксидантной защиты, а также противирусный эффект комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот. Преимуществом от всех известных аналогов является также возможность применения данного метода до формирования патологических процессов в тканях, что дает возможность врачам назначить профилактический курс и предотвратить развитие рака шейки матки при выявленной предрасположенности или при наличии факторов риска.

Предлагаемый способ лечения и профилактики развития предраковых заболеваний шейки матки у женщин, инфицированных вирусами папилломы человека, осуществляют следующим способом:

комплекс антиоксидантных витаминов и аминокислот, состоящий из альфа-токоферола, l-метионина, убихинона, селена, фосфолипидов и омега 3,6 жирных кислот назначают пациенткам с предраковыми заболеваниями шейки матки в дополнение к комплексной терапии ежедневно в капсулах во время еды (по 1 -2 капсулы зависимости от состояния пациентки в течение 2-3 месяцев). Способ позволяет повысить эффективность лечения и составляет основу профилактики канцерогенеза шейки матки у женщин с выявленными вирусами папилломы человека (ВПЧ) высокого онкогенного риска. Считаем целесообразным назначение комплексов антиоксидантных витаминов и аминокислот с вышеперечисленными компонентами, не ограничиваясь предложенным и апробиорованным препаратом Immugen, но обращая внимание на качество и соотношение доз вышеуказанных составных частей препарата.
(Приложение к рекомендациям по подбору препаратов для комплексной терапии при выявленных молекулярно-генетических нарушениях и предрасположенности к онкогенезу включают методические рекомендации по методам исследования процессов апоптоза на тканевом, клеточном и генетическом уровнях, см. 1.3.).
1.3 Методические указания по изучению активности апоптоза на разном уровне (системный, тканевой, клеточный) с описанием материалов и методов для исследования
Сданы в печать (см. Приложение А)
Издание содержит сведения об основных группах методов исследования программируемой смерти клетки (апоптоза). Описаны основные подходы к  изучению разных этапов апоптоза и приведены примеры используемых методик. Предназначено для иммунологов, а также студентов медицинских вузов, интересующихся вопросами иммунологии,  молекулярной биологии и новыми методами исследования функций клеток.
1.4 Схемы назначения препаратов антиоксидантов в зависимости от особенностей показателей свободно-радикального и молекулярно-генетического статуса пациента и стадии развития опухоли
В качестве препарата-антиоксиданта апробирован «Immugen» IDIFARMACEUTICIS.p.A. (Италия), который является одной из последних разработок в области комбинаций антиоксидантов и аминокислот и представляет собой уникальный комплекс оптимально сочетающихся компонентов [27-31]. Препарат состоит из убихинона, витамина Е (альфа-токоферол-ацетат), фосфолипидов сои (лецитин), альфа-метионина и селена. Метионин и селен обладают антиоксидантными свойствами, снижая разрушающее действие свободных радикалов. КоэнзимQ усиливает метаболические процессы и ускоряет ранозаживление, снижает интоксикацию, улучшает общую сопротивляемость организма, является одним из основных веществ, активно противостоящих процессам старения. Фосфолипиды сои и витамин Е дополняют комплекс за счет выраженных антисклеротических и противораковых свойств. 
Перечень клинико-диагностических показателей и молекулярно-генетических, являющихся показанием для дополнения стандартной терапии препаратом Immugen, был выявлен на 2,3 этапах НИР и состоит в следующем:

1. При снижении уровней лигандов апоптоза sFAS, TRAIL в крови и отделяемом цервикального канала более чем на 30% от нормальных показателей (сыворотка крови: sFAS≤750,0±100,5 пг\мл при норме 1250,5 ± 135,5пг\мл; TRAIL≤ 120,0±10,0 пг\мл при норме 199,0±5,3 пг\мл в сыворотке крови; отделяемое цервикального канала - sFAS≤400,0±50,5 пг\мл при норме 750,5 ± 130,5пг\мл; TRAIL≤ 95,0±10,0 пг\мл при норме 145,0±25,0 пг\мл). 

2. При снижении общего уровня CD95+клеток в цервикальной жидкости пациенток более чем на 35% по сравнению с показателями здоровых женщин (процент CD95+ клеток ниже 3,5±0,5% при норме 5,8±0,5%).
3. При снижении экспрессии генов ФНОα, sFas и TRAIL, ИЛ-2 в клетках биоптата шейки матки и в клетках крови (лейкоцитах) более чем на 30% по сравнению с показателями здоровых женщин.
4. При повышенных концентрациях нитрат-нитритов в биоптатах шейки матки более чем на 40% по сравнению с показателями здоровых женщин (концентрации нитрат-нитритов более 20,5±1,5 мкМ/мг при норме в 13,0±0,5мкМ/мг).

При выявленных нарушениях молекулярно-генетического статуса и свободно-радикального статуса (изменение экспрессии генов, регулирующих апоптоз, обнаружение дисбаланса радикальных и антиоксидантных показателей в биоптатах шейки матки, см. ниже) дополнительно к стандартной терапии соответствующей группы добавлялся препарат Immugen по 2 капсулы 3 раза в день во время еды в течение 3 месяцев [31]. Противопоказания: индивидуальная непереносимость компонентов продукта. Беременным и кормящим женщинам перед применением рекомендуется проконсультироваться с врачом [27,29,31].
Стандартная комплексная терапия пациенток с выявленными ВПЧ высокого онкогенного риска включала «Виферон» №2 два раза в день внутри влагалищно в течение 7 дней в сочетании с индукторами интерферона (амиксин, ридостин, циклоферон) [1,7]. Комплексная терапия пациенток с предраковыми заболеваниями включала при большой площади поражения метод эксцизии или деструкции, в сочетании с противовирусной и иммуномодулирующей терапией (изопринозин 1000мг, 3 раза в стуки, 10 дней, свечи «Виферон» №2 два раза в день внутри влагалищнов течение 10 дней в сочетании с индукторами интерферона (амиксин, ридостин, циклоферон) [1,7,18].
Глава 2 Создание алгоритма и методики оценки риска развития папилломавирус ассоциированного канцерогенеза
Несмотря на широкое применение современных методов диагностики, проблема смертности от рака шейки матки остается актуальной [1,7]. Заболеваемость раком шейки матки растет и занимает второе место по распространенности среди онкологических заболеваний в мире и первое место среди причин женской смертности от рака в развивающихся странах. По данным Всемирной организации здравоохранения, в мире ежегодно регистрируется около 500 000 новых случаев и более 250 000 смертей от данного заболевания. Средний возраст больных по данным отечественной и зарубежной литературы колеблется от 38 до 50 лет. Как отмечают большинство исследователей, выявляемость начальных стадий рака шейки матки составляет от 42% до 58%. В возрасте 35-40 лет рак шейки матки является одной из основных причин смерти от злокачественных опухолей [5]. За последние десятилетия это онкологическое заболевание существенно помолодело, и его пик приходится на активный репродуктивный возраст фертильных женщин. По экспертным оценкам стоимость комплексного лечения одного случая РШМ составляет около 1,1 млн. руб. [6,32, 33].В целом проблема ранней диагностики рака шейки матки далека от разрешения.

В настоящее время результаты диагностики и прогнозирования течения  папилломавирус-ассоциированной трансформации ткани шейки матки на сегодняшний день не удовлетворяют ни врача, ни пациента. Существующие на данные момент способы оценки риска развития канцерогенеза шейки матки относятся к двум группам:

1. Кольпоскопическое исследование, позволяющее морфологически оценить степень изменения тканей. При данном методе возможна достаточно поздняя констатация трансформации тканей шейки матки [34].

2.  Определение инфицированности ВПЧ и типов ВПЧ (низкоонкогенные, среднеонкогенные и высокоонкогенные типы) методом ПЦР. Однако у части инфицированных женщин, в том числе высокоонкогенными типами вирусов папилломы человека инфекционное заболевание проходит латентно и со временем вирус элиминируется из организма. В то же время доказано, что ассоциация нескольких типов ВПЧ, включающая не только высокоонкогенные типы, но и другие типы ВПЧ может способствовать более быстрому развитию онкогенеза шейки матки [1,7].

Известен способ, учитывающий возможность элиминации трансформированных клеток за счет апоптоза, по патенту РФ № 2208789 (2002128701/14), описывающий прогнозирование клинического течения увеальной меланомы на основе изучения активности маркера апоптоза р53 (автор Лихванцева В.Г.). Данный способ предлагает учет данного маркера в прогнозе первичной злокачественной опухоли, занимающей первое место по частоте среди внутриглазных новообразований. 

Известен способ прогнозирования клинического течения увеальной меланомы по патенту РФ № 2208790 (2002128702/14) (автор Лихванцева В.Г.), который основан на исследовании на основе активности маркера апоптоза Вax. 
Недостатками вышеназванных способов прогнозирования течения онкологического заболевания является оценка отдельных показателей, при этом отсутствует системный анализ происходящих в организме процессов, влияющих на известные в данное время патогенетические звенья канцерогенеза. В вышеназванных патентах не предложены способы оценки риска развития канцерогенеза, данные методы касаются только возможностей прогнозирования течения уже сформировавшейся опухоли. Кроме того, способы прогнозирования клинического течения онкологического заболевания относятся к другой локализации онкологического заболевания и неприменимы в области гинекологии. 

Задача изобретения состоит в оценке риска развития канцерогенеза шейки матки у женщин, инфицированных вирусами папилломы.
Сущность изобретения состоит в ранней оценке степени риска канцерогенеза шейки матки у женщин с выявленной методами ПЦР инфекцией, вызванной семейством вирусов папилломы. 

Существенным отличием предлагаемого способа оценки степени риска развития канцерогенеза шейки матки является разных звеньев в патогенеза рака, в том числе учет типа вируса, интенсивности радикал-зависимого повреждения тканей шейки матки в процессе хронической инфекции высокого онкогенного риска и способности организма к элиминации раковых и вирус-инфицированных клеток за счет апоптоза. Преимуществом от всех известных аналогов является также возможность применения данного метода до формирования патологических процессов в тканях, что дает возможность врачам назначить профилактический курс и предотвратить развития рака шейки матки при выявленной предрасположенности или при наличии факторов риска.

Оценка риска канцерогенеза шейки матки проводится на основании исследования показателей апоптоза в крови по уровню лигандов апоптоза (sFAS, TRAIL), особенностей рецепторного фенотипа клеточных элементов  цервикального канала (экспрессия рецепторов к CD95 и DR5), генетических особенностей экспрессии генов, регулирующих процессы апоптоза, а также процессов радикалообразования (активность миелопероксидазы, уровень нитрат-нитритов, общая антиоксидантная емкость ткани по реакции Фентона), измеряемых в тканях биоптата, взятых при кольпоскопии из шейки матки.

Сущность изобретения состоит в систематизации факторов риска развития канцерогенеза шейки матки. 
Предлагаемый способ оценки степени риска развития канцерогенеза шейки матки включает исследование разных звеньев в патогенезе рака, в том числе учет типа вируса, интенсивности радикал-зависимого повреждения тканей шейки матки в процессе хронической инфекции высокого онкогенного риска и способности организма к элиминации раковых и вирус-инфицированных клеток за счет апоптоза. Преимуществом от всех известных аналогов является также возможность применения данного метода до формирования патологических процессов в тканях, что дает возможность врачам назначить профилактический курс и предотвратить развития рака шейки матки при выявленной предрасположенности или при наличии факторов риска.

Для оценки риска развития канцерогенеза предлагается рассчитать суммарный коэффициент риска  по формуле:

K=K1+K2+K3, 








(1)

где K1 – коэффициент инфицированности вирусами папилломы человека. 

K1=0 - в случае отсутствия  ВПЧ высокого онкогенного риска (16,18 типы ВПЧ) при ПЦР исследовании цервикального эпителия.

K1=1 - в случае обнаружения  ВПЧ высокого онкогенного риска (16,18 типы ВПЧ) при ПЦР исследовании цервикального эпителия.

K2 – коэффициент радикального повреждения тканей при ВПЧ. 

K2=k2a+k2b+k2c, 







(2)

где k2a показатель активности миелопероксидазы в тканях, взятых при кольпоскопическом исследовании, k2a=0 – в случае выявления значений  0,054±0,005ммоль\грамм белка (показатель здоровой ткани доноров, n=35).

k2a=1– в случае выявления значений >0,054±0,005ммоль\грамм белка

Получение гомогенатов.

Образец ткани (биоптат) тщательно отмыть от эритроцитов (в 0,9% NaCl). К образцу весом 1-3 мг добавить 600 мкл К-фосфатного буфера и растереть в ручном гомогенизаторе Поттера до получения однородной суспензии. Гомогенат центрифугировать в течение 30 минут при 900g (3000 об/мин, центрифуга ОПН-3 без охлаждения) и для дальнейших анализов отобрать прозрачный супернатант. 

Оценка содержания белка по Лоури. Для оценки содержания белка в супернатанте гомогената следует использовать метод Лоури, в качестве калибратора возможно использовать бычий сывороточный альбумин (БСА, Sigma). К 20 мкл образца добавить 180 мкл воды, инкубировать в течение 10 минут с 1 мл реактива Лоури, а затем добавить 100 мкл реактива Фолина (1:1). Через 40 минут измерить поглощение пробы при 750 нм.

Оценка активности миелопероксидазы (МПО). Активность МПО следует оценивать в супернатантах гомогенатов на основании реакции с орто-дианизидином. Аликвоты супертанатнов (50 мкл) смешать с 50 мкл Н2О и добавить 100 мкл реакционной смеси, содержащей 100мкг/мл о-дианизидина и 80 мкг/мл Н2О2 в 0,1М натрий-цитратном буфере, рН 5,5. Пробы инкубировать в течение 5 минут при комнатной температуре и останавить реакцию добавлением 1 мл 35%-ной ортофосфорной кислоты. Измерить поглощение проб при 560 нм и рассчитать активность МПО с использованием коэффициента экстинкции 20040 М-1см-1 (Andrews P.C., Parens C., Krinsky N.I. Comparison of myeloperoxidase with respect to catalysis, regulation and bactericidal activity// Arch.Biochem.Biophys., 1984; 228: 439-442).

k2b – показатель активности оксид азот-зависимого окисления тканей

k2b=0, в случае содержания нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов 120,0±10,0 микромоль/г белка (показатель здоровой ткани доноров, n=35).

k2b=1, в случае содержания нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов >120,0±10,0 микромоль/г белка

Оценка содержания нитратов и нитритов. 80 мкл образца внести в лунку 96-луночного планшета, затем внести по 10 мкл раствора нитрат-редуктазы и кофактора и инкубировать смесь при комнатной температуре в течение 2 часов. По окончании инкубации в каждую лунку добавить 50 мкл реактива Грисса (А), аккуратно перемешать и через 5 минут внести 50 мкл реактива Грисса (Б). Смесь перемешать, оставить на 10 минут при комнатной температуре и затем измерить поглощение при 540 нм. Для расчета концентрации нитратов и нитритов использовать калибровочную кривую, полученную по той же схеме с использованием раствора нитрата. Для проведения измерений применять набор «Nitrate/nitrite Assay Kit Colorimetric» Sigma (23479).

k2c – показатель общей антиоксидантной емкости ткани гомогената шейки матки.

k2c=0, в случае снижения хемилюминесценции (ХЛ) в реакции Фентона более (≥) чем на 50% при концентрации белка 1 мг/мл.

k2c=1, в случае снижения хемилюминесценции (ХЛ) в реакции Фентона менее чем на 50% при концентрации белка 1 мг/мл.

Оценка эффектов гомогенатов образцов в системе Фентона. 

Анализ следует проводить в кювете люминометра объемом 1 мл, в режиме постоянного перемешивания и непрерывной регистрации. В среду измерений (0,01М К-фосфатный буфер, рН7,4, добавить раствор FeSO4 (17,7 мкМ), образец (20) и люминол (0,2мМ). Реакцию Фентона инициировать внесением Н2О2 (17,7 мкМ) через диспенсер и регистрировать интенсивность вспышки. Контролем являются пробы, не содержащие биологический образец.

K3 - коэффициент экспрессии генов апоптоза в тканях биопататов шейки матки (FAS, TRAIL). 

K3=k3a+k3b 








(3)

k3a=0 – в случае выявления нормальных показателей экспрессии FAS.

k3a=1– в случае снижения уровня экспрессии FAS относительно уровня доноров более, чем на 25%.

k3b=0 – в случае выявления нормальных показателей экспрессии TRAIL.

k3b=1– в случае снижения уровня экспрессии TRAIL относительно уровня доноров более, чем на 25%.

Оценку экспрессии генов апоптоза (sFAS, TRAIL) проводят методом количественного Real-time ПЦР по технологии TaqMan с использованием прибора ICycler IQ (BioRad), в соответствии с основными рекомендациями протокола ЕАС (European Anti Cancer Program, 2003). Оценка экспрессии проводится в три этапа: на первом этапе проводят выделение РНК из тканей биоптата женщин с ВПЧ-инфекцией, предраковыми заболеваниями шейки матки и раком шейки матки. 

Требования к биоптатам. Для анализа экспрессии генов можно использоваться свежие или замороженные ткани. Размер ткани должен был быть 4-5 мм - для оптимальной заморозки и пропитывания (в случае необходимости) стабилизирующим раствором RNA-later (Ambion). Обработку RNA-later следует провести  сразу после взятия. Замороженный биоптат возможно хранить при температуре - 200С не более 3 месяцев. Повторное замораживание  не допустимо.

Для выделения РНК из свежих или замороженных тканей используют iPrepPureLink TM Total RNA Kit , основанный на методике P. Chomczynsky, N. Sacchi (метод кислой гуанидин-тиоцинат-фенол-хлороформ-экстракции). К 10 млг гомогената образца ткани добавить 100мкл лизирующего буфера, затем центрифугировать при 12 000g 5 минут при комнатной температуре. Супернатант перенести в iPrepTM Sample Tube и произвести выделение РНК согласно инструкции к iPrepPureLink TM Total RNA Kit (Invitrogen, USA).

Далее с помощью реакции обратной транскрипции синтезировать копии ДНК на матрице мРНК. Для синтеза кДНК можно использовать  комплект реагентов «Реверта-L» (ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, РФ). Для этого в пробирку с RT-mix внести 5мкл RT-G-mix-1, тщательно перемешать на вортексе, осадить капли с крышки кратковременным центрифугированием. К полученному раствору добавить 6 мкл ревертазы (MMlv), пипетировать 5 раз и перемешать на вортексе. Внести в микропробирки по 10 мкл готовой реакционной смеси. Использовать наконечники с аэрозольным барьером, добавить по 10 мкл РНК-пробы в пробирки с реакционной смесью. Осторожно перемешать пипетированием. Полученную в реакции обратной транскрипции кДНК для последующей постановки ПЦР, развести в 2 раза ДНК-буфером. Готовый препарат кДНК использовать либо сразу для ПЦР, либо заморозить и хранить при -680С. Не допускать хранения необработанных образцов кДНК более 3 месяцев. На последнем этапе провести полимеразную цепную реакцию на амплификаторе. ПЦР-амплификация должна была выполнена в соответствии с методикой, предложенной R.Gelder. В работе следует использовать пары праймеров для следующих генов апопотоза и цитокинов: sFAS, TRAIL. В качестве контрольного (housekeeping) гена можно использовать ген β2 микроглобулина (β2M). Экспрессия генов sFAS, TRAIL и β2 микроглобулина определяется в виде числа копий транскрипта. Количество копий в исследуемых образцах следует определять по отношению к стандартной калибровочной кривой, построение которой производится с помощью прибора Real-time ПЦР на основании серии 10-кратных разведений плазмиды с известным количеством копий в 1 мкл. Уровень экспрессии исследуемых генов следует рассчитывать относительно контроля, используя 2-ΔΔСt, метод позволяет оценить во сколько раз изменяется экспрессия изучаемого гена в пораженной ткани по сравнению с непораженной тканью. ΔΔСt рассчитать  как ΔΔСt =ΔСt (пораженная ткань)- ΔСt (непораженная ткань), где каждое значение ΔСt = ΔСt (исследуемый ген)- ΔСt (β2 микроглобулин). Отрицательный контроль, необходимый для определения контаминации, должен содержать все компоненты для ПЦР кроме матрицы ДНК (ОКП). Положительный контроль используют для оценки эффективности работы реактивов, он должен содержать все компоненты для ПЦР и контрольные ДНК-матрицы (ПКП).
Чем выше суммарный коэффициент, тем выше уровень риска развития канцерогенеза шейки матки: 

Если суммарный коэффициент K≤3, то уровень риска канцерогенеза низкий, если K>3, то уровень риска канцерогенеза высокий.

Методика  позволяет определить степень риска развития канцерогенеза шейки матки у клинически здоровых женщин (но инфицированных ВПЧ), а также при патологии с целью прогноза заболевания и мониторинга эффективности проводимой профилактики и терапии. 

Предлагаемый способ прогнозирования риска канцерогенеза шейки матки у женщин, инфицированных вирусами папилломы человека, осуществляют следующим способом:

1. При кольпоскопическом исследовании пациенток выявляют женщин с признаками вирусной инфекции и проводят гистологическое исследование биоптатов, а также отправляют материал на выявление ВПЧ инфекции (с определением типа вируса).

2. По данным ПЦР анализа с выявлением типа ВПЧ инфекции вычисляют первую составляющую суммарного коэффициента риска: K1=1 при выявлении ВПЧ высокого онкогенного риска (16,18 типы ВПЧ); K1=0 при отсутствии ВПЧ 16,18 типов.

3. Для вычисления коэффициента радикального повреждения тканей исследуют образцы тканей биоптатов. Биоптаты вручную гомогенизируют, определяют количество белка по Лоури и используют для исследования: 

3.1. активности миелопероксидазы (k2a - k2a=0 – в случае выявления значений 0,054±0,005ммоль/грамм белка; k2a=1– в случае выявления значений >0,054±0,005ммоль/грамм белка);

3.2. концентрации нитра-нитритов в тканях (k2b=0, в случае содержания нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов 120,0±10,0 микромоль/г белка; k2b=1, в случае содержания нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов >120,0±10,0 микромоль/г белка).

3.3. Определения общей антиоксидантной емкости ткани гомогената шейки матки (k2c=0, в случае снижения хемилюминесценции (ХЛ) в реакции Фентона более (≥) чем на 50% при концентрации белка 1 мг/мл; k2c=1, в случае снижения хемилюминесценции (ХЛ) в реакции Фентона менее чем на 50% при концентрации белка 1 мг/мл).

3.4. Вычисляют вторую составляющую суммарного риска K2=k2a+k2b+k2c, демонстрирующей активность радикальной нагрузки в тканях шейки матки.

4. Проводят оценку экспрессии генов апоптоза генов sFAS и TRAIL методом количественного Real-time ПЦР по технологии TaqMan с использованием прибора ICycler IQ (BioRad), в соответствии с основными рекомендациями протокола ЕАС (European Anti Cancer Program, 2003). По результатам вычисляют третью составляющую суммарного коэффициента риска - K3=k3a+k3b (k3a=0 – в случае выявления нормальный показателей экспрессии генов FAS, k3a=1– в случае снижения уровня экспрессии FAS относительно уровня доноров более, чем на 25%; k3b=0 – в случае выявления нормальный показателей экспрессии TRAIL, k3b=1– в случае снижения уровня экспрессии TRAIL относительно уровня доноров более, чем на 25%).

5. Вычисляют суммарный коэффициент риска развития рака шейки матки у пациентки K=K1+K2+K3.

6. При выявлении значений выше 3, пациентку выделяют в группу риска и назначают курс терапии ВПЧ инфекции и профилактики рака шейки матки. 

Пример 1. Пациентка 35 лет. Диагноз – ВПЧ инфекция 16,18 типа. Проведено исследование радикальной нагрузки в ткани шейки матки и  оценка экспрессии генов апоптоза (FAS, TRAIL). Суммарный коэффициент риска=5. Больная отнесена в группу высокого риска развития канцерогенеза. Назначены укороченные интервалы между визитами к врачу. Назначена противовирусная терапия и иммунотерапия.

Пример 2. Пациентка 38 лет. Диагноз – ВПЧ инфекция 10,13 типа. Проведено исследование радикальной нагрузки в ткани шейки матки и  оценка экспрессии генов апоптоза (FAS, TRAIL). Суммарный коэффициент риска=2. Больная отнесена в группу низкого риска развития канцерогенеза. Больной предложены визиты к врачу 1 раз в год. Наблюдение на протяжении 8 лет не выявило патологий шейки матки.

Таким образом, предлагаемый способ оценки риска развития канцерогенеза шейки матки позволяет прогнозировать течение заболевания и своевременно назначать адекватное лечение.

Медико-технические требования к методам идентификации генетических маркеров, имеющих прогностическую ценность в диагностике злокачественных образований, а также маркеров, позволяющих оценить эффективность профилактики и терапии с учетом индивидуальных генетических особенностей с целью выбора рационального  выбора стратегии лечения

1. Наименование и область применения.

1.1. Наименование: методы идентификации генетических маркеров, имеющих прогностическую ценность в диагностике злокачественных образований, а также маркеров, позволяющих оценить эффективность профилактики и терапии с учетом индивидуальных генетических особенностей с целью выбора рационального  выбора стратегии лечения

1.2. Область применения: онкогинекология, молекулярная биология.

2. Цель и назначение разработки.

2.1. Основная цель разработки и ожидаемый медицинский,  техническийэкономический или социальный эффект при использовании:  повышение эффективности ранней диагностики риска канцерогенеза шейки матки, а также эффективности профилактики  и терапии папилломавирус-ассоциированного рака шейки матки. 

В результате реализации проекта очевидна его бюджетная эффективность, так как экономия средств, в результате внедрения соответствующих технологии, программ, методик и алгоритмов значительно превосходит затраты, связанные с реализацией данного проекта. Повышение эффективности оценки риска, прогнозирования течения и профилактики папилломавирус-ассоциированного канцерогенеза шейки матки позволит значительно сократить объемы бюджетных средств, выделяемых учреждениям здравоохранения для лечения заболевания. Это позволит в свою очередь использовать освобождаемые бюджетные средства на закупку современного оборудования и материалов, с целью предоставления качественных медицинских услуг. 

Применение результатов позволит повысить продолжительность жизни, значительно улучшить демографическую ситуацию в регионе и Российской Федерации, так же будет способствовать повышению уровня жизни населения. 

2.2. Непосредственное функциональное назначение: использование в  лечебно - диагностическом процессе в области онкогинекологии в соответствии с методикой диагностических исследований, лечебных воздействий,  хирургических вмешательств,  вспомогательных операций.

2.3. Возможности разрабатываемых методов, расширяющие целевое назначение и обеспечивающие преимущества по сравнению с существующими аналогами: в методах идентификации проводится оценка риска канцерогенеза шейки матки, которая  проводится на основании исследования показателей апоптоза в крови по уровню лигандов апоптоза (sFAS, TRAIL), особенностей рецепторного фенотипа клеточных элементов  цервикального канала (экспрессия рецепторов к CD95 и DR5), генетических особенностей экспрессии генов, регулирующих процессы апоптоза, а также процессов радикалообразования (активность миелопероксидазы, уровень нитрат-нитритов, общая антиоксидантная емкость ткани по реакции Фентона), измеряемых в тканях биоптата, взятых при кольпоскопии из шейки матки. Существенным отличием предлагаемых методов идентификации генетических маркеров, имеющих прогностическую ценность в диагностике злокачественных образований, а также маркеров, позволяющих оценить эффективность профилактики и терапии с учетом индивидуальных генетических особенностей с целью выбора рационального  выбора стратегии лечения является учет разных звеньев в патогенеза рака, в том числе  учет типа вируса, интенсивности радикал-зависимого повреждения тканей шейки матки в процессе  хронической инфекции высокого онкогенного риска и  способности организма к элиминации раковых и вирус-инфицированных клеток за счет апоптоза.
3. Медицинские требования.

3.1. Требования к выполнению функциональных задач в лечебно-диагностическом процессе. Методы идентификации генетических маркеров, имеющих прогностическую ценность в диагностике злокачественных образований, а также маркеров, позволяющих оценить эффективность профилактики и терапии с учетом индивидуальных генетических особенностей, с целью выбора рационального выбора стратегии лечения могут быть использованы в клинических учреждениях гинекологического,  онкологического профиля при лечении пациентов с патологией шейки матки; для проведения опытно-технологических работ в научно-исследовательских организациях РАН, РАМН и профильных министерств, а также в фирмах-производителях наукоемкой продукции, направленных на создание технологий конструирования лекарственных средств, фармацевтической промышленности.
3.2. Требования к способам и средствам отражения. Методы идентификации генетических маркеров, имеющих прогностическую ценность в диагностике злокачественных образований, а также маркеров, позволяющих оценить эффективность профилактики и терапии с учетом индивидуальных генетических особенностей, с целью выбора рационального  выбора стратегии лечения должны быть отражены в полном объеме с описанием алгоритмов и методик. 

3.3. Специальные медицинские требования, определяемые назначением и принципом действия – не выставляются.

4. Медико-технические  требования к материалам исследования:

Для анализа экспрессии генов могли использоваться свежие или замороженные ткани. Размер ткани должен был быть 4-5 мм - для оптимальной заморозки и пропитывания (в случае необходимости) стабилизирующим раствором RNA-later (Ambion). Обработку RNA-later проводили сразу после взятия. 

Замороженный биоптат следует хранить при температуре - 200С не более 3 месяцев. Повторное замораживание было не допустимо.

Готовый препарат кДНК использовали либо сразу для ПЦР, либо замораживали и хранили при -680С. Не допускали хранения необработанных образцов кДНК более 3 месяцев.

Замороженные образцы сыворотки иди отделяемого цервикального канала замораживать однократно, хранить не более 1,5 месяцев при температуре - 200С. Разведенные растворы для ИФА исследований хранить в холодильнике не более 14 дней.

5. Дополнительные требования – не предъявляются.
Глава 3 Создание диагностического алгоритма обследования пациенток с высоким риском развития онкологических заболеваний шейки матки

Алгоритм обследования предусматривает три этапа:

1 этап – провести популяционный скрининг, заключающийся в анкетировании (разработанная анкета в приложении Б) и осмотре врачом – гинекологом.
2 этап – выявить группы риска:
1 группа (4 варианта).
Клинически здоровая женщина, нет ВПЧ высокого онкогенного риска, нет семейной предрасположенности.
Клинически здоровая женщина, нет ВПЧ высокого онкогенного риска, есть семейная предрасположенность.
Клинически здоровая женщина, есть ВПЧ высокого онкогенного риска, нет семейной предрасположенности.
Клинически здоровая женщина, есть ВПЧ высокого онкогенного риска, есть семейная предрасположенность.
2 группа (2 варианта)

Выявлены предраковые заболевания шейки матки, нет ВПЧ высокого онкогенного риска.
Выявлены предраковые заболевания шейки матки, есть ВПЧ высокого онкогенного риска.
В предварительные группы высокого риска включаются пациентки с выявленными предраковыми заболеваниями шейки матки (с ВПЧ высокого онкогенного риска), а также клинически здоровые женщины (с ВПЧ высокого онкогенного риска и выявленной семейной предрасположенностью).

3 этап 

Сформировать группы для диспансерного наблюдения и учета, мониторинга эффективности проводимой профилактики и терапии в зависимости от риска развития рака шейки матки, проведение дополнительных исследований для более детальной оценки степени риска канцерогенеза. Предлагается проведение регулярного цитологического и кольпоскопического контроля в следующие сроки: 

· для пациенток с выявленными предраковыми заболеваниями шейки матки (с ВПЧ высокого онкогенного риска) - один раз в два-три месяца;

· для клинически здоровых женщин (с ВПЧ высокого онкогенного риска и выявленной семейная предрасположенностью) – один раз 5-6 месяцев.

Для более объективной оценки риска развития канцерогенеза шейки матки предлагается дополнительно обследование для ВПЧ-инфицированных пациенток (см. схему 4): на основании исследования показателей апоптоза в крови по уровню лигандов апоптоза (sFAS, TRAIL), особенностей рецепторного фенотипа клеточных элементов цервикального канала  (экспрессия рецепторов к CD95 и DR5), генетических особенностей экспрессии генов, регулирующих процессы апоптоза (экспрессия генов Fasl, TRAIL), а также процессов радикалообразования (активность миелопероксидазы, уровень нитрат-нитритов, общая антиоксидантная емкость ткани по реакции Фентона), измеряемых в тканях биоптата, взятых при кольпоскопии из шейки матки.
В группу высокого риска входят пациентки со следующими параметрами:

1. в случае выявления значений активности миелопероксидазы >0,054±0,005ммоль\грамм белка;

2. в случае содержания нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов >120,0±10,0 микромоль/г белка;

3. в случае снижения хемилюминесценции (ХЛ) в реакции Фентона менее чем на 50% при концентрации белка 1 мг/мл);

4. в случае снижения экспрессии генов, регулирующих апоптоз - генов sFAS и TRAIL (более чем на 30% по сравнению с показателями здоровых женщин).

 
Схема 4 - Алгоритм обследования пациенток пациенток с высоким риском развития онкологических заболеваний шейки матки.
* - пояснения в тексте

Глава 4 Создание алгоритма подбора препаратов (антиоксидантов и их комплексов), регулирующих активность свободно-радикальных механизмов защиты и активность апоптоза 
Впервые теоретически обоснован и апробирован алгоритм поиска и экспериментального изучения составляющих частей в комплексах антиоксидантов. В моделях in vitro и в биологическом эксперименте на модели асептического перитонита проведено сравнительное исследование антиокисдантных свойств основных компонентов комплекса натиокислантных витаминов и аминокислот. 

Изучение влияния препарата Immugen на образование кислородных радикалов лейкоцитами периферической крови человека. Лейкоциты периферической крови человека выделяли по стандартной методике, основанной на центрифугировании на градиенте плотности фиколл-верографина 1.119 при 400g. Препарат Immugen (0.5-1.0мг\мл) добавляли к изолированным лейкоцитам  непосредственно перед активацией ФМА. Для сравнения влияния отдельных составляющих  препарата Immugen на образование свободных радикалов лейкоцитами компоненты (лецитин, убихинон, витамин Е, метионин) также добавляли к изолированным лейкоцитам непосредственно перед активацией ФМА.  Хемилюминесцентный анализ проводили с использованием хемилюминометра LKB (Швеция) в стандартных условиях (см. ниже) при активации ФМА (10-5М). Для оценки  генерации супероксидного радикала клетками перитонеального экссудата использовали спектрофотометрический метод, основанный на восстановлении цитохрома с (см. ниже).

Определение радикалобразующей способности нейтрофилов.

Измерение хемилюминесценции (ХЛ).

Для изучения продукции активных кислородных метаболитов традиционно используется хемилюминесцентный анализ. Измерение хемилюминесценции (ХЛ) нейтрофилов производили на хемилюминометре ПХЛ-1, а также на LKB Luminometer (model 1251, Sweden) в термостатированных при 37 0С стеклянных кюветах при постоянном перемешивании. Образец содержал 5х105клеток в 1 мл раствора Хенкса, 2х10 –5 люминола (или люцигенина). В качестве показателя степени активации фагоцитов принимали изменение амплитуды ХЛ ответа (I отн.ед.). Индекс предстимуляции иммуноцитокинами рассчитывали как отношение амплитуд ХЛ ответов стимулированных и контрольных клеток. 

Измерение продукции супероксидрадикала нейтрофилами.

Для измерения концентрации супероксидрадикала, генерируемого нейтрофилами, использовали метод, основанный на реакции восстановления супероксидом цитохрома с. В работе исследовали спонтанную и индуцированную продукцию супероксидрадикала. В инкубационную смесь объемом 1 мл и содержащую 100 мкл суспензии нейтрофилов (106\мл) в растворе Хенкса (рН 7.4) и 50мкл цитохрома с (12.5мг\мл), добавляли 10мкл ФМА (10-6М). Спонтанную продукцию супероксидного радикала измеряли путем добавления 10мкл диметилсульфоксида (99%) вместо ФМА.  Для выяснения вклада в реакцию восстановления цитохрома с именно супероксидного радикала в реакционную смесь добавляли 10 мкл Cu-Zn-СОД (0.5мг\мл). Приготовленные таким образом пробы инкубировали при периодическом перемешивании в течение 1 часа при 37 0С. Затем суспензии центрифугировали 10 минут при 400 g, после чего измеряли оптическое поглощение супернатанта при 550нм (А550) и выражали в нМ/мин, с учетом показателя экстинкции восстановления цитохрома с (ε = 21мМ-1 см-1).  

Эксперимент выполнялся на 40 беспородных крысах, которые были разбиты на 4 группы: 10 животным интраперитонеально вводили 20 мл стерильный физиологический раствор (группа «Контроль»); 10 животным интраперитонеально вводили 20 мл стерильного 2% раствора пептона для индукции асептического воспаления на фоне реакции на чужеродный белок (группа «Пептон»); 10 животным интраперитонеально вводили стерильный физиологический раствор на фоне перорального введения комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот Immugen (в состав входят убихинон, фосфолипиды сои, токоферол, селен и метионин), разведенного подсолнечным маслом (25мг\мл), при этом пероральное введение было начато  за 7 дней до введения  физиологического раствора (группа «Контроль+Комплекс»); 10 животным интраперитонеально вводили 20 мл стерильного 2% раствора пептона на фоне перорального введения антиоксидантного комплекса (группа «Пептон+Комплекс»). Эритороциты получали из гепаринизированной крови, клетки перитонеального экссудата выделяли после введения в брюшную полопсть 20 мл раствора Хенкса.  Клеточный состав оценивали с помощью мазков, окрашенных по Романовскому-Гимзе, анализ фагоцитарной активности проводили по стандартной методике с использованием зимозана («Sigma»,USA). Оценивали активность аланин аминотрансферазы (АЛТ) и аспартат аминотрансферазы (АСТ) в сыворотке с использованием биохимического анализатора ASCA (США), активность глутатион-S-трансферазы (GST) эритроцитов по восстановлению 1-хлор-2,4-динитробензола (CDNB), активность супероксид дисмутазы (СОД) клеток перитонеального экссудата и эритроцитов по способности клеточных лизатов ингибировать аутоокисление адреналина. Антиокислительную активность препарата определяли по методу Клебанова Г.И. и др .Статистическая обработка полученных данных проводилась с применением пакета прикладных программ Statistica 6.0 (StatSoft, USA). Достоверность различий этих показателей определялась параметрическим критерием Стьюдента.

Поскольку в состав изучаемого комплекса входят такие антиоксиданты как убихинон и витамин Е, было изучено его влияние на образование кислородных радикалов лейкоцитами периферической крови человека и процессы перекисного окисления липидов в системе in vitro. Добавление комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот к изолированным лейкоцитам или цельной крови непосредственно перед активацией ФМА (10-5М) приводило к снижению ХЛ ответа на активатор (С50=0,2мг\мл). Однако при инкубации цельной крови с препаратом (0,5-1,0мг\мл) в течение 4 часов при 370С этот эффект исчезал и величина ХЛ ответа полностью восстанавливалась.

Сравнение отдельных компонентов комплекса антиоксидантных витаминов аминокислот по способности ингибировать образование свободных радикалов in vitro показало, что максимальным эффектом обладают убихинон и витамин Е (таблица 1), тогда как метионин, напротив усиливал ХЛ ответ лейкоцитов, активированных ФМА.

Исследование влияния препарата на железо-индуцированное окисление желточных липопротеидов показало, что он обладает антиоксидантным  действием (С50=4мг\мл).

Таблица 1 - Концентрации 50%-ингибирования ХЛ и восстановления цитохрома с лейкоцитами in vitro для комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот и его компонентов (мг/мл).
	компоненты
	Ингибирование восстановления цитохрома с
	Ингибирование люминол-зависимой ХЛ

	«Комплекс»
	1,00
	0,200

	Лецитин
	0,37
	0,020

	Убихинон
	0,01
	0,004

	Витамин Е
	---
	0,008

	Метионин
	Не ингибирует
	Не ингибирует


Таким образом, на основании исследованных свойств комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот in vitro можно предположить, что препарат выступает как ингибитор свободно-радикальных процессов.

Действие комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот  исследовали в биологическом эксперименте путем интраперитонеального введения пептона. О развитии воспалительной реакции в брюшной полости судили по увеличению выхода клеток перитонеального эксудата на 2 сутки. К этому сроку острая нейтрофильная реакция уже завершается, о чем свидетельствует близкое к контрольным значениям содержание полиморфноядерных лейкоцитов в эксудате (таблица 2). Введение пептона интраперитонеально вызывало у крыс гепатотоксичекую реакцию - повышение уровня активности АСТ и АЛТ в сыворотке, особенно на 7 сутки и GST в эритроцитах (таблица 2). 

Как видно из приведенных в таблице 3 данных, «комплекс антиоксидантных витаминов и аминокислот» существенно снижает интоксикацию, вызванную введением чужеродного белка (об этом свидетельствует снижение уровня АСТ и АЛТ, особенно на 7 сутки, в группе «Пептон+Комплекс» по сравнению с группой «Пептон»). Кроме того, препарат, увеличивая уровень активности GST на 2 сутки по сравнению с группой «Пептон», практически нормализует его к 7 суткам. Следует также отметить резкое падение уровня активности СОД эритроцитов, ведущее к дисбалансу окислительно-восстановительных процессов, которое происходит на 7 сутки. Препарат, состоящий из антиоксидантных витаминов и аминокислот, полностью предотвращает это падение (таблица 2). 

Таблица 2 - Влияние комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот на свойства клеток перитонеального экссудата.
	Параметр
	дни
	Группа

«Контроль»
	Группа
«Контроль+Комплекс»
	Группа
«Пептон»
	Группа
«Пептон+ Комплекс»

	Cуммарное количество клеток в эксудате
	0

2

7
	24,8(0,8

-----

28,3(3,3
	14,5(1,8

-----

33,5(7,6
	----

54,6(13,2

11,7(3,2
	-----

75,5(9,5

10,4(3,3

	Содержание

ПМЯЛ в 

эксудате,%
	0

2

7
	7,4(0,4

----

19,0(4,7
	10,8(2,5

-----

5,7(1,4
	----

11,0(1,6

2,9(0,3
	----

8,9(4,4

8,1(4,5

	Содержание фагоцитирующих клеток в эксудате,%
	0

2

7
	15,7(0,4

-----

4,0(0,4
	7,9(3,0

------

7,8(3,0
	----

15,4(3,0

38,9(4,3
	----

23,3(12,1

35,6(11,7

	Индекс фагоцитоза, частиц зимозана на клетку
	0

2

7
	1,7(0,3

----

2,6(0,4
	2,5(0,3

----

2,9(1,0
	2,2(0,2

----

3,4(0,5


	3,1(0,9

----

3,8(0,8

	Величина ХЛ ответа клеток эксудата на ФМА,мВ
	0

2

7
	----

----


	----

----


	----

9(3

19(2
	----

10(4

402(16**

	Активность СОД клеток эксудата,ед\мг белка
	0

2

7
	37,7(9,6

----

17,1(2,5
	16,3(0,2

----

12,4(5,1
	----

2,7(1,3

6,5(0,1
	----

18,8(2,9*

16,3(5,5


--- - нет данных

*- р<0,05 относительно экспериментальной группы без комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот

  ** - р<0,01 относительно экспериментальной группы без комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот

Таблица 3 - Влияние комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот на некоторые показатели крови экспериментальных животных.
	Параметр
	Дни
	Группа

«Контроль»
	Группа
«Контроль+Комплекс»
	Группа
«Пептон»
	Группа
«Пептон+ Комплекс»

	Активность глутатион-S-трансферазы эритроцитов, нмоль CDNB\мин.г гемоглобина
	0

2

7
	133,1(27,0

---

        ---
	177,0(19,2

----

----
	----

271,0(39,4

318,0(38,2
	----

348,0(28,3

154,0(29,6

	Активность СОД эритроцитов, ед\мг белка


	0

2

7
	5,2(1,3

----

----
	6,8(5,6

----

----
	-----

10,8(1,4

0,7(0,5
	----

13,9(2,0

5,3(1,5

	Активность аспартат-аминотрансферазы, ед\л
	0

2

7
	102,2(3,9

----

----
	99,7(9,7

----

----
	----

89,7(10,8

240,5(3,5
	----

84,0(8,1

146,5(7,6

	 Активность аланин аминотрансферазы в сыворотке, ед\л
	0

2

7
	180,7(11,0

----

----
	189,1(30,7

----

----
	----

235,3(46,6

281,5(5,6
	----

189,4(25,2*

191,5(49,0**


--- - нет данных

*- р<0,05 относительно экспериментальной группы без комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот

 ** - р<0,01 относительно экспериментальной группы без комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот

Таким образом, Immugen уменьшает токсическую и, в частности гепатотоксическую нагрузку на организм. С другой стороны, препарат не снижает выход клеток в очаг воспаления (таблица 2) и не влияет на содержание полиморфноядерных лейкоцитов и фагоцитирующих клеток в очаге. Влияние препарата на клеточную популяцию в этом случае проявляется в восстановлении способности к дыхательному взрыву (7 сутки, группа «Пептон+Комплекс»). При этом препарат восстанавливает до нормальных значений уровень СОД-активности клеток перитонеального эксудата, тогда как в группе «Пептон» эти значения ниже контрольных. Следует также отметить и тенденцию к повышению индекса фагоцитоза в группах животных, принимавших «комплекс антиоксидантных витаминов и аминокислот» (как на фоне перитонита, так и в контрольных группах) (таблица 3).

На основании полученных данных можно утверждать, что при пероральном применении Immugen уменьшает общую интоксикацию организма. Он также действует как регулятор свободно-радикальных процессов в организме, восстанавливая уровень активности СОД макрофагов и эритроцитов и способность фагоцитов к осуществлению дыхательного взрыва, что имеет особое значение при инфекционной патологии, в частности при вирусассоциированной патологии шейки матки. Мы предлагаем при скрининге возможных новых комплексов антиоксидантов использование схожих с вышеперечисленными методиками для выявления воздействия на основные звенья патологического процесса.

Подбор антиоксидантов в терапии женщин с патологией шейки матки следует  провести в виде последовательности следующих действий (схема 5):

1. Определить длительность инфицирования: в случае выявления ВПЧ инфекции более  1 года назад, следует дополнить комплексную терапию препаратами, состоящими из убихинона, токоферола, селена и метионина.
2. Провести цитологическое исследование: при наличии воспалительного типа мазка следует дополнить комплексную терапию препаратами, состоящими из убихинона, токоферола, селена и метионина.

3. Провести кольпоскопическое исследование, при выявлении патологически измененных  очагов  тканей шейки матки, провести гистологическое исследование.
Следующие виды кольпоскопических заключений (диагнозов) основанием для подключения в комплексную терапию препаратов, состоящих из убихинона, токоферола, селена и метионина: койлоцитоз, утолщение многослойного плоского эпителия, гиперкератоз, паракератоз, CIN I, CIN II.   

4. Провести исследование прооксидантно-антиоксидантной системы в тканях шейки матки при исследовании биоптатов. Оценить активность миелопероксидазы,  содержания нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов  и общей антиоксидантной емкости ткани гомогената шейки матки по  следующим методикам: 
Получение гомогенатов.

Образец ткани (биоптат) тщательно отмыть от эритроцитов (в 0,9% NaCl). К образцу весом 1-3 мг добавить 600 мкл К-фосфатного буфера и растереть в ручном гомогенизаторе Поттера до получения однородной суспензии. Гомогенат центрифугировать в течение 30 минут при 900g (3000 об/мин, центрифуга ОПН-3 без охлаждения) и для дальнейших анализов отобрать прозрачный супернатант. 

Оценка содержания белка по Лоури. Для оценки содержания белка в супернатанте гомогената следует использовать метод Лоури, в качестве калибратора возможно использовать бычий сывороточный альбумин (БСА, Sigma). К 20 мкл образца добавить 180 мкл воды, инкубировать в течение 10 минут с 1 мл реактива Лоури, а затем добавить 100 мкл реактива Фолина (1:1). Через 40 минут измерить поглощение пробы при 750 нм.

Оценка активности миелопероксидазы (МПО). Активность МПО следует оценивать в супернатантах гомогенатов на основании реакции с орто-дианизидином. Аликвоты супертанатнов (50 мкл) смешать с 50 мкл Н2О и добавить 100 мкл реакционной смеси, содержащей 100мкг/мл о-дианизидина и 80 мкг/мл Н2О2 в 0,1М натрий-цитратном буфере, рН 5,5. Пробы инкубировать в течение 5 минут при комнатной температуре и останавить реакцию добавлением 1 мл 35%-ной ортофосфорной кислоты. Измерить поглощение проб при 560 нм и рассчитать активность МПО с использованием коэффициента экстинкции 20040 М-1см-1.

Оценка содержания нитратов и нитритов. 80 мкл образца внести в лунку 96-луночного планшета, затем внести по 10 мкл раствора нитрат-редуктазы и кофактора и инкубировать смесь при комнатной температуре в течение 2 часов. По окончании инкубации в каждую лунку добавить 50 мкл реактива Грисса (А), аккуратно перемешать и через 5 минут внести 50 мкл реактива Грисса (Б). Смесь перемешать, оставить на 10 минут при комнатной температуре и затем измерить поглощение при 540 нм. Для расчета концентрации нитратов и нитритов использовать калибровочную кривую, полученную по той же схеме с использованием раствора нитрата. Для проведения измерений применять набор «Nitrate/nitrite Assay Kit Colorimetric» Sigma (23479).

Оценка эффектов гомогенатов образцов в системе Фентона. Анализ следует проводить в кювете люминометра объемом 1 мл, в режиме постоянного перемешивания и непрерывной регистрации. В среду измерений (0,01М К-фосфатный буфер, рН7,4, добавить раствор FeSO4 (17,7 мкМ), образец (20) и люминол (0,2мМ). Реакцию Фентона инициировать внесением Н2О2 (17,7 мкМ) через диспенсер и регистрировать интенсивность вспышки. Контролем являются пробы, не содержащие биологический образец.

Показаниями для поключения в комплексную терапию препаратов, состоящих из убихинона, селена, метионина, токоферола являются следующие параметры прооксидантно-антиоксидантного статуса:
· активности миелопероксидазы >0,054±0,005ммоль/грамм белка;

· содержание нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов >120,0±10,0 микромоль/г белка;

· снижение хемилюминесценции (ХЛ) в реакции Фентона менее чем на 50% при концентрации белка 1 мг/мл.
При подборе препаратов антиоксидантов оптимальным является сочетание регуляторного, антиоксидантного и противовирусного действия.

Схема 5 - Основные клинико-лабораторные показания для подключения  антиоксидантов в комплексную терапию пациенток с патологией ШМ.

Предложение на разработку и освоение метода идентификации генетических маркеров, имеющих прогностическую ценность в диагностике злокачественных новообразований, а также маркеров, позволяющих оценит эффективность профилактики и терапии с учетом индивидуальных генетических особенностей пациентов, с целью рационального выбора стратегии лечения

В настоящее время использование в медицине новых методов, как исследования ДНК, молекулярно-цитогенетический анализ, хромато-масс-спектрометрия, высокоэффективная хроматография и многих других, позволило установить генетическую природу и предрасположенность к  их развитию множества болезней человека [33]. Исследование генетических механизмов широко распространенных болезней особенно важно, так как эта патология вносит основной вклад не только в структуру заболеваемости, но и смертности пациентов.

Доказана существенная роль генетических факторов в возникновении эссенциальной гипертонии, сахарного диабета, бронхиальной астмы, атеросклероза, многих врожденных пороков развития и др [34]. Большинство этих заболеваний имеют мультифакториальную природу, т.е. проявления клинических симптомов возникают только в результате совместного действия некоторого числа генетических и средовых факторов. Каждая нозологическая форма болезни с наследственным предрасположением на самом деле генетически гетерогенная группа. Отдельные болезни (например, гипертоническая болезнь, ишемическая болезнь сердца, язвенная болезнь желудка, сахарный диабет и др.) представляют собой не одну болезнь, а группу болезней с одинаковым конечным проявлением. Но, чем выше наследственная предрасположенность и больше вредных воздействий среды, тем выше вероятность заболеть тем или иным заболеванием.

При папилломавирус-ассоциированном поражении шейки матки есть два основных аспекта патогенеза: микробный (вирусный) и иммунный (включающий активность компонентов врожденного и приобретенного иммунитета). Поскольку опухолевый рост  при инфицировании вирусами, изменяющими генотип клетки, является результатом дисбаланса между пролиферацией клеток и апоптозом, клинический интерес представляет прежде всего возможность использовать стимуляцию апоптоза в процессах лечения. Воздействие на программу клеточной гибели - перспективное направление лекарственного лечения. Важными физиологическими регуляторами апоптоза являются свободные радикалы. При нарушении адекватного соотношения окислительных и антиокислительных процессов происходит избыточное накопление свободных радикалов, приводящее к повреждению нуклеиновых кислот, индукции хромосомных аберраций, нарушениям регуляции клеточной пролиферации и апоптоза, играющих важную роль в злокачественной трансформации клеток и опухолевой прогрессии  [9].

На основе полученных в ходе НИР результатов представлены предложения для разработки и освоения метода идентификации генетических маркеров, имеющих прогностическую ценность в диагностике злокачественных новообразований, а также маркеров, позволяющих оценит эффективность профилактики и терапии с учетом индивидуальных генетических особенностей пациентов, с целью рационального выбора стратегии лечения.

Нами выделены несколько 2  группы показателей, являющихся основными при составлении прогноза течения заболевания и мониторинга эффективности терапии:

1 группа – группа показателей, демонстрирующих процесс апоптоза (уровень лигандов апоптоза на клетках цервикального канала - FAS, TRAIL, TNF; экспрессия рецепторов апоптоза  (CD95, DR5) на клетках цервикального канала, экпрессия генов, кодирующих процессы программированной смерти зараженных  вирусов клеток).

2 группа – показатели, радикального поражения тканей шейки матки, включающие  исследование показателей кислородных и азотных радикалов в биоптатах шейки матки (нитротирозин, общая антиоксидантная активность тканей, каталаз и глутатион-пероксидаза тканей). 

В дальнейших разработках предлагается исследовать особенности нитрозильного окисления, позволяющие более детально понять участие радикалов в канцерогенезе. Полученные данные по активности нитрозильного окисления могут служить также одним из основных параметров для оценки эффективности терапии, так как доказана роль третичных радикалов азота в раковых заболеваниях различной локализации [35].

Одним из перспективных направлений дальнейших исследований является подбор неинвазивных, но демонстративных показателей тканевой защиты.

Следует изучить эффективность вторичной профилактики у пациенток с генетической предрасположенностью, выявленной при оценке экспрессии генов, кодирующих противовирусный и противовопухолевый иммунитет.
Глава 5 Создание алгоритма оценки эффективности вакцинации женщин разных возрастных групп 
Первичные меры по предупреждению рака шейки матки осуществляются посредством предупреждения и контроля генитальной инфекции онкогенными типами ВПЧ. Имеющая государственное значение стратегия популяризации здорового образа жизни с информированием населения о предупреждении инфекций, передающихся половым путем, может оказаться эффективной в предупреждении генитальной ВПЧ-инфекции. Принимая во внимание широкую распространенность папилломавирусной инфекции среди населения, доказанную этиологическую роль ВПЧ в развитии РШМ, чрезвычайно значение имеет разработка средств вакцинопрофилактики этой инфекции [36].
Первая профилактическая вакцина (4-валентная вакцина против вируса папилломы человека 6, 11, 16 и 18-го типов) зарегистрирована начиная с июня 2006 г. более чем в 60 странах мира, включая страны Евросоюза и Россию, и внесена в Национальный календарь вакцинации уже более 20 стран мира [8]. Она относится к классу генно-инженерных вакцин и представляет собой смесь ВПЧ-подобных частиц типов 6,11,16 и 18. Длительность защиты по результатам проведенных исследований составляет на сегодня 5 лет, но уже получены свидетельства наличия клеток иммунологической памяти, что позволяет рассчитывать на длительность защиты на несколько десятилетий. На основании результатов ряда международных контролируемых клинических исследований и эпидемиологических данных были определены основные возрастные группы, которым рекомендована иммунизация: девочки и мальчики от 9 до 17 лет и молодые женщины от 18 до 26 лет. Разработанная схема вакцинации предусматривает введение трех доз: вторая доза вводится через 2 месяца после первой, а третья - через 6 месяцев после первой (схема 0-2-6). Выполнение полного курса вакцинации обеспечивает защиту против вирусов 6, 11,16 и 18-го типов на уровне 99-100%. В РФ и странах Евросоюза  стране применяется и 2-валентная вакцина (против ВПЧ 16-го и 18-го типов).

Действие вакцины было в основном изучено у молодых женщин (17-            22 лет), которые не были инфицированы ни одним из четырех типов ВПЧ. В то время как основной контингент женщин с предраковыми и раковыми поражениями, ассоциированными с папилломавирусной инфекцией варьирует с 32-45 лет. Оценка эффективности вакцинации против вирусов папилломы основных онкогенных серотипов женщин разных возрастов позволит расширить группы первичной профилактики и предотвратить развитие канцерогенеза в более позднем возрасте. Данной НИР предусматривается оценка эффективности вакцинации женщин двух возрастных групп – 25-35 лет и 36-40лет, не охваченных в ранее проведенных исследованиях и наиболее подверженных опухолевым заболеваниям шейки матки (работы иностранного партнера по НИР). Разработанный и представленный алгоритм оценки эффективности вакцинации создан в соавторстве и иностранным партнером - коллективом IDI Farmaceutici (Рим, Италия). Алгоритм состоит из следующих этапов:

1.Подбор групп, подлежащих вакцинации. 

Однородность групп исследования (критерии включения и исключения из групп исследования).

Критерии включения: 

1. Возраст больных 1 группа от 25 до 35 лет, 2 группа от 36-40лет. 

2. Предоставление письменного информированного согласия пациентки на обследование и вакцинацию.

3. Все пациентки детородного возраста должны соблюдать меры контрацепции на период вакцинации.

4. Не иметь посторонних сексуальных связей (допускается единственный половой партнер с доказанным отсутствием ДНК ВПЧ анализах крови и отделяемого уретры).

Критерии исключения: 

1. Беременные или кормящие грудью женщины.
2. Наличие ВПЧ.
3. Медицинские противопоказания к иммунизации (наличие иммунодефицитных состояний).
4. Психические заболевания или другие нарушения, влияющие на способность адекватно дать согласие.
5. Женщины, имеющие аллергические реакции на любой ингредиент вакцины.
6. Женщины, ранее страдающие злокачественными новообразованиями.

7. Женщины, ведущие беспорядочную половую жизнь

8. Исключали женщин, ранее получавших иммунодепрессанты, стероиды или противовирусные препараты.
9. Женщин, злоупотреблявших алкоголем или наркотиками.

10. Предыдущая вакцинация против любого инфекционного агента не менее чем за 6 мес. до настоящего исследования.

11. Текущие острые инфекционные и неинфекционные заболевания, включая период реконвалесценции, менее одного месяца с момента клинического выздоровления.

12. Системные заболевания соединительной ткани

13. Наличие декомпенсированных заболеваний, которые могут повлиять на проведение исследования (декомпенсированная патология сердечно–сосудистой системы, больные с острой почечной или печеночной недостаточностью).

2. Основные требования, предъявляемые к клиническим и лабораторным исследованиям эффективности вакцинации, сводятся к следующему:

В алгоритме (см. схему 6) предусматривается исследование на 3 уровнях: Клинический уровень, включающий цитологический мониторинг и гистологический мониторинг, вирусологический мониторинг и иммунологический мониторинг. При этом важно обращать внимание на:
· Стандартность взятия и хранения клинических проб.

· Короткий промежуток времени, в течение которого исследуются все сыворотки.
· Стандартность вакцин, применяемых в исследовании.
· Необходима высокая чувствительность иммунологического теста для определения антител.

· Необходима высокая чувствительность методов определения наличия ДНВ ВПЧ в клиническом материале.

Изучение иммунологической эффективности вакцин проводится путем сопоставления титров специфических антител, в сыворотке крови привитых до и в разные сроки после иммунизации, а также путем сравнения этих результатов с данными уровня антител, полученными в те же сроки при обследовании лиц, которым вводили плацебо или препарат сравнения. Плацебо помещают в точно такие же ампулы или флаконы, как и изучаемую вакцину. При этом схема иммунизации, дозировка и место введения препарата должны быть такими же, как и в группе испытуемых. 
Основные параметры иммунологического контроля – это уровень защитных антител Защитный уровень антител устанавливается заранее в опытах с однонаправленным препаратом.

Основным параметром вирусологического контроля является наличие ДНК ВПЧ в образцах, взятых из групп вакцинированных женщин. Исследование проводится методом ПЦР.
В дальнейшем эффективность вакцинации можно оценивать путем наблюдения за возникающими на протяжении выбранного отрезка времени случаями заболеваний в опытной и контрольной группах (прогностический подход). С этой целью организуется постоянное медицинское наблюдение за контингентом привитых, позволяющее своевременно выявить и диагностировать все случаи болезни вплоть до бессимптомных форм. Когда речь идет о контролируемом эпидемиологическом опыте, срок наблюдения должен быть достаточным для определения длительности иммунитета, формирующегося у привитых изучаемой вакциной. При наличии соответствующей документации защитный эффект вакцинации может быть оценен и ретроспективно, т. е. на основе уже имеющейся информации о заболеваемости привитых и непривитых лиц. Сбор и обобщение данных позволят установить причины заболеваемости среди привитых, т. е. оценить возможность реализации защитных свойств вакцины при массовом ее применении.

Основными параметрами клинического контроля эффективности массовой иммунизации служат показатели не только заболеваемости, но и смертности; изменения в характере очаговости, сезонности и цикличности, возрастной структуре болеющих, а также клиническом течении соответствующего вакцине инфекционного заболевания, которые учтены за достаточно длительный период времени до и после проведения прививок.

Выбранные сроки наблюдения (1,2,6 месяцы, 1,3,5,6,10,15 лет) не зависят от возрастной группы исследованных женщин, но связаны с сроками вакцинации и временным характером поражения тканей шейки матки [1,7,8,36].





Схема 6 - Алгоритм оценки эффективности вакцинации женщин разных возрастных групп.

Глава 6 Создание модели для контроля эффективности препаратов антиоксидантов в комплексной терапии женщин с риском развития опухолевых заболеваний, предопухолевыми заболеваниями шейки матки и преинвазивным раком шейки матки путем определения в тканях биоптата шейки матки пероксининитрита
Известно, что при хронических вирусных и бактериальных инфекциях в ответ на длительный контакт с инфекционным агентом происходит формирование пула праймированных макрофагов, продуцирующих повышенные количества свободных радикалов кислорода и азота [38]. В литературе описаны факты корреляции радикалообразования и онкогенеза в разных тканях [39]. Однако большая часть исследований касается изучения процессов радикалообразования клетками крови [38,39], в тоже время оптимальным было бы исследование радикалообразования непосредственно в тканях шейки матки (ШМ). В связи с этим на 2 этапе НИР нами были исследованы концентрации нитрат-нитритов (стабильных продуктов оксида азота, преоксинитрита) в тканях пациенток исследуемых групп: клинически здоровых женщин, но инфицированных ВПЧ высокого онкогенного риска; женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями ШМ (см. отчет по второму этапу НИР). Нами было доказано, что концентрации нитрат-нитритов коррелируют с тяжестью поражения ткани шейки матки и, следовательно, могут служить дополнительным критерием как в диагностике, так и в мониторинге эффективности терапии женщин с риском развития канцрогенеза ШМ, предраковыми или раковыми заболеваниями ШМ.

Пероксинитрит – анион, имеющий формулу ONOO−. Он образуется в результате реакции перекиси водорода с нитрит-ионом [40]:
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Пероксинитрит является сильным окислителем. Благодаря своим свойствам он способен вызывать повреждения широкого спектра молекул в клетке, в том числе ДНК и белков. Образование пероксинитрита in vivo происходит в результате взаимодействия супероксид-иона и оксида азота:
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Так как пероксинитрит является короткоживущим анионом, о его возможной концентрации судили по суммарной концентрации стабильных метаболитов нитратов и нитритов в ткани биоптата (мкМ) спектрофотометрически с использованием реактива Гриса (Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit) (Cayman, USA). Для этого в каждую пробу добавляли разбавленную в два раза буфером (Аssay buffer) гомогенизированную ткань, 10 мкл энзимного кофактора и 10 мкл нитрат-редуктазы. Инкубировали 1 час при комнатной температуре и вносили 50 мкл реактива Гриса R1 и 50 мкл реактива Гриса R2. Инкубировали 10 минут при комнатной температуре, измеряли оптическую плотность при 540 нм. Требования к биоптатам: для исследования  могут использоваться свежие или замороженные ткани. Размер ткани должен был быть 3-4 мм. Замороженный биоптат хранили при температуре -200С не более 3 месяцев. Повторное замораживание было не допустимо.
Критерии оценки были выведены из полученных ранее концентраций нитрат-нитритов при исследовании женщин из разных групп (рисунок 1). 
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Рисунок 1 – Концентрация нитрат-нитритов (мкМ/мг) в тканях биоптатов шейки матки женщин с диагностированной папилломавирусной инфекцией разного онкогенного риска, с предраковыми заболеваниями шейки матки, с раком шейки матки.

Концентрации нитрат-нитритов  в пределах 8-14 мкМ/мг характерны для нормальных тканей (биоптаты ШМ здоровых женщин). При исследовании эффективности комплексной терапии проводилось исследование с разницей в 6 месяцев (до и после проведенной терапии) (схема 7).

Схема 7 - Модель для контроля эффективности препаратов антиоксидантов в комплексной терапии женщин с риском развития опухолевых заболеваний, предопухолевыми заболеваниями шейки матки и преинвазивным раком шейки матки путем определения в тканях биоптата шейки матки пероксининитрита.

Необходимое оборудование

1. Спектрофотометр М-40

2. Ручной гомогенизатор Поттера
3. Лабораторная центрифуга (3000 об/мин, центрифуга ОПН-3 без охлаждения)
4. Лабораторный холодильник с морозильной камерой (-200С и ниже)
5. Автоматические пипетки
Реактивы:

1. Калий-фосфатный буфер

2. Бычий сывороточный альбумин (БСА, Sigma)

3. Реактива Фолина
4. набор “Nitrate/nitrite Assay Kit Colorimetric” Sigma (23479)
Материал для исследования – биоптаты. 

Требования к материалам - для исследования  могут использоваться свежие или замороженные ткани. Размер ткани должен был быть 3-4 мм.   Замороженный биоптат  хранили при температуре   -200С не более 3 месяцев. Повторное замораживание было не допустимо.

Методы исследования и последовательность диагностических мероприятий

1. Получение гомогенатов.

Образец ткани (биоптат) тщательно отмывали от эритроцитов (в 0,9% NaCl) . К образцу весом 1-3 мг добавляли 600 мкл К-фосфатного буфера и растирали  в ручном гомогенизаторе Поттера до получение однородной суспензии. Гомогенат центрифугировали в течение 30 минут при 900g (3000 об/мин, центрифуга ОПН-3 без охлаждения) и для дальнейших анализов отбирали прозрачный супернатант. 

2. Оценка содержания белка по Лоури. Для оценки содержания белка в супернатанте гомогената использовали метод Лоури, в качестве калибратора использовали бычий сывороточный альбумин (БСА, Sigma). К 20 мкл образца добавляли 180 мкл воды, инкубировали в течение 10 минут с 1 мл реактива Лоури, а затем добавляли 100 мкл реактива Фолина (1:1). Через 40 минут измеряли поглощение пробы при 750 нм.

3. Оценка содержания нитратов и нитритов. 80 мкл образца вносили в лунку 96-луночного планшета, затем вносили по 10 мкл раствора нитрат-редуктазы и кофактора и инкубировали смесь при комнатной температуре в течение 2 часов. По окончании инкубации в каждую лунку добавляли 50 мкл реактива Грисса (А), аккуратно перемешивали и через 5 минут вносили 50 мкл реактива Грисса (Б). Смесь перемешивали, оставляли на 10 минут при комнатной температуре и затем измеряли поглощение при 540 нм.  Для расчета концентрации нитратов и нитритов использовали калибровочную кривую, полученную по той же схеме  с использованием раствора нитрата. Для проведения измерений применяли набор “Nitrate/nitrite Assay Kit Colorimetric” Sigma (23479).

Критерии оценки:

Концентрации нитрат-нитритов  в пределах 8-14 мкМ/мг характерны для нормальных тканей (биоптаты ШМ здоровых женщин).

В группу среднего риска входят пациентки в случае содержания нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов от 30,0±10,0  до 120,0±10,0 микромоль/г белка.

В группу высокого риска входят пациентки в случае содержания нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов >120,0±10,0 микромоль/г белка.

Критерий оценки эффективности терапии препаратами антиоксидантами (см. схему 7):

1. В случае достоверно значимого снижения показателей нитрат-нитритов в биоптатах шейки матки при повторном исследовании через 6 месяцев  - результат интерпретируется  как удовлетворительный («терапия эффективна»)
2. В случае отсутствия  достоверно значимого снижения показателей нитрат-нитритов в биоптатах шейки матки при повторном исследовании через 6 месяцев - результат интерпретируется как неудовлетворительный («терапия неэффективна»)
Глава 7 Разработка проекта технического задания для проведения последующих ОТР на тему: «Комплекс антиоксидантах витаминов и аминокислот для профилактики и терапии опухолевых заболеваний шейки матки»
Проект технического задания для проведения последующих ОТР на тему: «Комплекс антиоксидантах витаминов и аминокислот для профилактики и терапии опухолевых заболеваний шейки матки» представлен в виде отдельного документа в составе отчетной документации 

Глава 8 Подведение итогов рандомизированного контролируемого испытания эффективности комплексной терапии, включающей препараты – антиоксиданты в профилактике развития канцерогенеза у клинически здоровых женщин с риском развития рака шейки матки (диагностированная ВПЧ инфекция) и женщин с предраковыми заболеваниями шейки матки (по данным количественного ПЦР анализа и гистологическим исследованиям) (через 6 месяцев)
В качестве препарата-антиоксиданта апробирован «Immugen» IDIFARMACEUTICIS.p.A. (Италия), который является одной из последних разработок в области комбинаций антиоксидантов и аминокислот и представляет собой уникальный комплекс оптимально сочетающихся компонентов [27-31]. Препарат состоит из убихинона, витамина Е (альфа-токоферол-ацетат), фосфолипидов сои (лецитин), альфа-метионина и селена. Метионин и селен обладают антиоксидантными свойствами, снижая разрушающее действие свободных радикалов. КоэнзимQ усиливает метаболические процессы и ускоряет ранозаживление, снижает интоксикацию, улучшает общую сопротивляемость организма, является одним из основных веществ, активно противостоящих процессам старения. Фосфолипиды сои и витамин Е дополняют комплекс за счет выраженных антисклеротических и противораковых свойств. Показано эффективное действие препарата при некоторых вирусных инфекциях, папилломатозе кожи, атопическом дерматите, гнойно-воспалительных процессах мягких тканей [28-31].

Материалы и методы. В исследование были включены 250 пациенток, стратифицированных по патологии:

1 группа – 152 клинически здоровые женщины с выявленным ВПЧ высокого онкогенного риска в возрасте 25–45 лет; 

2 группа – 98 пациенток с предраковыми заболеваниями шейки матки в возрасте 25–52 лет. 
Все пациентки предоставили подробную информацию об имевшихся ранее случаях заболеваний, передающихся половым путем. У всех пациенток был проведен тщательный осмотр промежности, вульвы, влагалища, уретры и канала шейки матки.
Разделение участников исследования. Каждая из женщин-участниц рандомизированного исследования эффективности подключения препаратов антиоксидантов в профилактике развития канцерогенеза подписала подтверждение согласия на участие. После стратификации пациентов по патологии (см. схему 8) они были распределены случайным образом (двойное слепое рандомизированное исследование) в опытную группу или в плацебо-группу:

группа «Immugen 1» – 82 клинически здоровые женщины с выявленным ВПЧ высокого онкогенного риска в опытной группе; 
группа «Плацебо 1» - 70 клинически здоровых женщин с выявленным ВПЧ высокого онкогенного риска. 

группа«Immugen 2»– 50 пациенток с предраковыми заболеваниями шейки матки в опытной группе; 
группа «Плацебо 2» - 48 женщин с предраковыми заболеваниями шейки матки.
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Схема 8 – Разделение пациенток с риском развития рака шейки матки 

(диагностированная ВПЧ-инфекция) и женщин с предраковыми 

заболеваниями шейки матки в испытании эффективности 

подключения препаратов-антиоксидантов.

Комплексная терапия пациенток из группы «Плацебо 1» включала «Виферон» №2 два раза в день внутри влагалищно в течение 7 дней в сочетании с индукторами интерферона (амиксин, ридостин, циклоферон). [1,11,18]. Комплексная терапия пациенток из группы «Плацебо 2» включала при большой площади поражения метод эксцизии или деструкции, в сочетании с противовирусной и иммуномодулирующей терапией (изопринозин 1000мг, 3 раза в стуки, 10 дней, свечи «Виферон» №2 два раза в день внутри влагалищнов течение 10 дней в сочетании с индукторами интерферона (амиксин, ридостин, циклоферон) [1,11,18].

В группах «Immugen 1» и «Immugen 2» дополнительно к стандартной терапии соответствующей группы добавлялся препарат Immugen по 2 капсулы 3 раза в день во время еды в течение 3 месяцев [28-31]. При оценке переносимости препарата Immugen проводился мониторинг и регистрация любых эпизодов (как общих, так и местных), которые могут быть связаны или не связаны с применением препарата. На каждую женщину, участвующую в исследовании, была заведена и тщательно заполнялась «Индивидуальная регистрационная карта» для учета общих и местных реакций. В исследование не включались больные, подвергнутые ранее любому виду противовирусной и противоопухолевой терапии, и пациентки, имеющие серьезные сопутствующие заболевания других систем организма. 
В группу контроля вошли 30 здоровых доноров, не имеющих антител к ВПЧ, ВПГ-1, ВПГ-2, ЦМВ в сыворотке крови и не содержащих ДНК ВПЧ, ВПГ, ЦМВ и других инфекций, передающихся половым путем в половом тракте.

Расширенная кольпоскопия проводилась с помощью кольпоскопа   «Leisegang» (Германия) при увеличении в 15 раз с целью выявления и конкретизации изменений эпителиального покрова шейки матки, для документирования кольпоскопических картин использовалась видеоприставка. При оценке кольпоскопических картин использовалась международная терминология кольпоскопических терминов, принятая в 1990 г. на Всемирном конгрессе по патологии шейки матки и кольпоскопии в Риме и обновленную Международной ассоциацией по патологии шейки матки кольпоскопии в Барселоне в 2003 г. Цитологическое исследование мазков с экзо- и эндоцервикса проводилось по Папаниколау (Pap-smear-test). Изучение гистологических материалов проводилось путем создания серии срезов, окрашивания и микроскопии.

Метод качественной полимеразной цепной реакции (ПЦР) для определения ДНК вирусов группы ВПЧ 16, 18, 31, 33, 35,45 проводился по следующей методике: соскоб эпителиальных клеток из цервикального канала и эктоцервикса отправлялся в лабораторию, где с помощью праймеров, позволяющих амплифицировать фрагмент ДНК всех серотипов вируса отбирались образцы, в которых был выявлен HPV. Реакцию амплификации проводили в объеме 25 мкл. В реакционную смесь последовательно вносили деионизованную воду до объема 2,5 мкл 10-кратного буфера для ПЦР (660 мМ трис-HCL, рH - 8,8; 166мМ сульфата аммония, 0,1% твин – 20, 0,001% желатин, 30 мМ хлористого магния) по 250 мкМ каждого дНТФ, по 1 пМ праймеров и 0,8 акт. единиц Тaq - полимеразы, 5 мкл рас-ра ДНК, 30 мкл минерального масла. Для положительного контроля вносили 1-5 пг ДНК HPV. Реакция проводилась в течение 35 циклов на амплификаторе Biorad при 940 С – 30 с, 600 С – 20 с, 720 С – 30 с. Продукты реакции анализировали методом электрофореза в 1,5% агарозном геле. 

Для определения количественного содержания геномных эквивалентов проводили ПЦР в реальном времени. В исследовании использована отечественная тест-система «Амплисенс ВПЧ ВКР скрин-титр FRT». Набор реагентов «Амплисенс ВПЧ ВКР скрин-титр FRT» позволял обнаружить ДНК ВПЧ двух основных филогенетических групп – А7 (18, 39, 45, 59 типы) и А9 (16, 31, 33, 35, 52, 58 типы), а также ДНК ВПЧ 51 (группа А5) и 56 (группа А6) типов. Результат рассчитывали в геномных эквивалентах на 105 клеток. Вирусная нагрузка менее 3 lg считалась клинически малозначимой, т.к. ассоциирована с минимальным риском их развития [39]. При вирусной нагрузке от 3 до 5 lg данные считались значимыми. При обнаружении количество вируса более 105 геномных эквивалентов, приходящихся на 105 клеток человека при установленном факте персистентного течения ВПЧ-инфекции (ВПЧ выявляется более 1 года) вирусная нагрузка считалась высокозначимой (клинически высокозначимые данные) [39]. Анализ данных проводили автоматически с использованием программного обеспечения в формате MS Excel («Microsoft», USA), Statistica 9 EN («StatSoft», USA). 
Полученные клинические и лабораторные данные заносились в карты клинического наблюдения пациенток и обрабатывались статистически с применением современных методов статистического анализа медицинских исследований с использование пакета статистических программ Microsoft. Достоверность различий между группами оценивали с помощью критерия Уилкоксона для связанных величин и U-теста или t-критерия Стьюдента для несвязанных величин. Достоверным считали отличие при p<0,05. Проверки выборки на нормальность распределения проводилась по критерию согласия Пирсона хи-квадрат. В таблицах и на графиках приведены среднеарифметические значения показателей, в качестве разброса указаны среднеквадратичные отклонения.
Частота встречаемости различных генотипов ВПЧ в исследованных группах пациентов показала, что в группах Плацебо 1,2 и Immugen 1,2 распределение по генотипам ВПЧ практически не отличалось, ведущая роль в инфицировании популяции принадлежит 16,18 типам ВПЧ (рисунки 2,3).
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Рисунок 2 - Распределение  генотипов ВПЧ в группах
Плацебо 1 и Immugen 1, %.

[image: image6.emf]0

10

20

30

40

50

60

70

16

18

31

35

39

45

51

52

56

58

59

67

23

3

1

1

2,5

0

0

0,5

1,5

0,5

65

24

5

2

1

1

0,5

0,5

0

0,5

0,5

плацебо2 

Immugen 2

тип ВПЧ

%

Рисунок 3 - Распределение генотипов ВПЧ
в группах  Плацебо 2 и Immugen 2, %.
Таблица 4 - Средний логарифм вирусной нагрузки на 105 клеток в группах пациенток Плацебо 1,2 и Immugen 1,2 (в зависимости от вида комплексной терапии).
	группа
	N, (число больных)
	Средний логарифм вирусной нагрузки на 105 клеток
	Достоверность различий р между показателями до начала терапии и показателями спустя 6 месяцев

	
	
	До начала терапии
	Через 6 месяцев
	

	Плацебо 1
	70
	4,6±0,6
	3,7±0,4
	р=0,057

	Плацебо 2
	48
	5,4±0,5
	4,5±0,4
	р=0,061

	Immugen 1
	82
	4,6±0,5
	2,8±0,41
	р=0,031

	Immugen2
	50
	5,6±0,6
	3,0±0,51
	р=0,034


1 – достоверность p<0,05  по сравнению с предыдущим периодом исследований.
Данные по изменению вирусной нагрузки в зависимости от проводимой терапии, представлены в таблице 4. Достоверно значимое снижение вирусной нагрузки произошло только при подключении в комплексную терапию препарата Immugen, что в соответствии с другими источниками [30] доказывает возможность применения этого препарата при различных вирусных заболеваниях. 
Гистологический контроль тканей, взятых при кольпоскопии (через 6 месяцев).

При исследовании групп женщин Плацебо 1 и Immugen 1 (клинически здоровые женщины с выявленными ВПЧ высокого онкогенного риска), то есть без выявленной патологии генитальной системы, биопсия не проводилась. Участницы рандомизированного исследования прошли гинекологический осмотр и кольпоскопию, в результате которой у 1 (1,2 %) женщины из группы Immugen 1 (через 6 месяцев) были признаки кандидоза, у 2 (2,8 %) женщины из группы Плацебо 1 были выявлены признаки неспецифического кольпита.

До начала терапии пациентки из группы Плацебо 2 с предраковыми заболеваниями шейки матки прошли гинекологический осмотр, кольпоскопическое исследование и по показаниям было проведено гистологическое исследование биоптатов шейки матки. Наиболее частым гистологическим признаком диагнозом был койлоцитоз (см. таблица 5). Достаточно часто обнаруживались утолщение многослойного плоского эпителия (45,8 %) и гиперкератоз (39,6 %). Практически у любой женщины (47 из 50 пациенток в группе Immugen 2 и 47 из 48 женщин в группе Плацебо 2) встречалось сочетание 2 и более признаков патологии при гистологическом анализе. При цитологическом исследовании в 100 % случаев выявлялся воспалительный тип мазка.
Таблица 5 – Частота встречаемости различных гистологических диагнозов

в группе пациенток с предраковыми заболевания шейки матки при первичном обследовании до начала комплексной терапии.
	Гистологическое заключение (диагноз)
	Группа Плацебо 2 (n=48)
	Группа Immugen 2
(n=50)

	Койлоцитоз
	72,9 % (35 пациенток)
	76,0 % (38 пациенток)

	Утолщение многослойного плоского эпителия
	45,8 % (22 пациентки)
	52,0 % (26 пациентки)

	Гиперкератоз, паракератоз
	39,6 % (19 пациенток)
	40,0 % (20 пациенток)

	CIN I
	31,2 % (15 пациенток)
	32,0 % (16 пациенток)

	CIN II
	10,4 % (5 пациенток)
	80 % (4 пациенток)

	Сочетание 2 и более признаков патологии 
при гистологическом анализе
	97,9 % (47 пациенток)
	94,0 % (47 пациенток)


На фоне комплексной терапии после эксцизии пораженного участка и дальнейшей терапии  применением антиоксидантного препарата Immugen через 6 месяцев обнаружено улучшение состояния ткани шейки матки, что выявлялось в постановке диагноза «вариант нормы» в 100 % случаев, в связи с чем повторный гистологический анализ со взятием биоптата не проводился. При цитологическом исследовании воспалительный тип мазка был выявлен в 32,0 % случаев (16 женщин).

В группе Плацебо 2 в 2 % случаев (1 пациентка) был обнаружен койлоцитоз, в 6% (3 пациентки) утолещение многослойного эпителия. При цитологическом исследовании воспалительный тип мазка был выявлен в 39,6% случаев (19 женщин).

Таким образом, в соответствии с целью исследования в результате проведенной работы был решен ряд теоретических и практических задач по изучению аспектов оптимизации терапии пациенток с предраковой патологией шейки матки с помощью препаратов антиоксидантов. Оптимальным в терапии вирус-ассоциированных заболеваний, таких как предраковые и раковые заболевания шейки матки является наличие комбинированного антиоксидантного и противовирусного эффекта. Преимуществом от всех известных аналогов является также возможность применения данного метода до формирования патологических процессов в тканях, что дает возможность врачам  назначить профилактический курс и предотвратить развитие рака шейки матки при выявленной предрасположенности или  при наличии факторов риска.
Глава 9 Реализация мероприятий по достижению технико-экономических показателей (п. 8 технического задания).

В результате реализации НИР повышена эффективность терапии больных папилломавирусной инфекцией, с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки, что приведет к снижению материальных и временных затрат на их стационарное лечение. Полученные результаты предложены к апробации и внедрению в практику ведущих клиник РФ и Италии. 

Разрабатываемые методы идентификации генетических маркеров, имеющих прогностическую ценность в диагностике злокачественных новообразований, а также маркеров, позволяющих оценить эффективность первичной и вторичной профилактики с целью рационального выбора стратегии лечения конкурентоспособны по сравнению с: 

1. Цитологическим и  гистологическим исследованиями: достоверность цитологического исследования составляет 89% - 98%, но это не касается пациенток, имеющих риск развития новообразований (инфицирование интегративными вирусами). 

2. Использованием современных новейших технологий магнитно-резонансной и компьютерной томографии, которое направлено в основном на повышение эффективности дооперационной диагностики опухолевых заболеваний, степени распространенности опухолевого процесса, а так же для планирования и контроля лучевой терапии рака женских половых органов, диагностике послеоперацинных осложнений 

3. Методами применения витаминных препаратов, обладающих антиоксидантным действием.
Проведена технико-экономическая оценка рыночного потенциала полученных результатов планируется  по факту реализации НИР. 

По результатам НИР разработан проект технического задания  (ТЗ) на проведение опытно-технологической разработки (ОТР)  новой лекарственной формы «Комплекс антиоксидантных  витаминов  и аминокислот для профилактики и терапии опухолевых заболеваний шейки матки».
Достигнуты значения всех программных индикаторов, заданные государственным контрактом.

Разработана технология профилактики и терапии папилломавирус-ассоцированного канцерогенеза шейки матки, методы оценки риска, прогнозирования течения и профилактики папилломавирус-ассоциированного канцерогенеза шейки матки разных возрастных групп  будут соответствовать мировому уровню работ в области гинекологии, онкологии, молекулярной биологии канцерогенеза. Представлен итоговый маркетинговый отчет, содержащий сравнительный анализ технических характеристик выполненной разработки и продукции мировых лидеров, имеющейся на рынке на момент завершения проекта и подтверждающий сохранение её мирового уровня либо превосходства над ним.

Поданы 2 заявки на патент на результаты интеллектуальной деятельности, полученные в рамках выполнения проектов: изобретение «Способ оценки риска развития канцерогенеза шейки матки у женщин, инфицированных вирусами папилломами», изобретение «Применение комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот и способ лечения папилломавирус-ассициированных предраковых заболеваний шейки матки и профилактики канцерогенеза при папилломавирусной инфекции». 

Опубликовано 6 публикаций, содержащих результаты интеллектуальной деятельности, полученные в рамках выполнения проектов: 

«Эпидемиологические особенности распространения папилломовирусной инфекции у женщин» (журнал «Известия Кабардино-Балкарского научного центра»), «Цитокиновый профиль крови больных с хроническими и вирусными инфекциями высокого онкогенного риска» (журнал «Известия Кабардино-Балкарского научного центра»), «Некоторые аспекты апоптоза при вирусных инфекциях с высоким онкогенным потенциалом» (Журнал «Эпидемиология  и инфекционные болезни, актуальные вопросы», 

№ 2, 2012 г.), «Особенности апоптоза при папилломавирусной инфекции разного онкогенного риска» (Доклады Адыгской (Черкесской) Международной академии наук. 2012. Т.14, №1), статья «Лиганды апоптоза при папиломавирус-ассоциированных заболеваниях шейки матки» (Журнал «FUNDAMENTAL RESEARCH. MEDICAL SCIENCE Фундаментальные исследования Медицинские науки». № 3, 2013), «Показатели оксидативного стресса в тканях при вирусной и бактериальной патологии» (журнал «Известия Кабардино-Балкарского научного центра»).
Защищена диссертация на соискание ученой степени кандидата медицинских наук Геляховой Зухры Абдуллаховны (Оптимизация обследования и лечения женщин с хроническими воспалительными заболеваниями внутренних половых органов с применением баротерапевтических методов).
Объем привлеченных внебюджетных средств составил 20 000 000 рублей.

К выполнению работ были привлечены 6 молодых специалистов.
Глава 10 Разработка программы медицинской стандартизации по профилактике и терапии папилломавирус-ассоциированного канцерогенеза шейки матки, с последующим предложением на утверждение как в отдельные клинические учреждения РФ и Италии, так и в Министерство здравоохранения КБР
Разработка и внедрение программы связана с необходимостью качественного изменения оказания медицинской помощи, диагностики и лечения большой группы женщин с ВПЧ инфекцией, с осуществлением эффективных профилактических мероприятий в онкогинекологии. 

Программа медицинской стандартизации по профилактике и терапии папилломавирус-ассоциированного канцерогенеза шейки матки (далее именуется - Программа) разработана во исполнение контракта № 11.519.11.2019 от 21 октября 2011 г. в рамках федеральной целевой программы «Исследования и разработки по приоритетным направлениям развития научно-технологического комплекса России на 2007-2013 годы». 

Цель Программы – развитие онкогинекологической службы, которая позволит качественно улучшить диагностику, лечение, первичную, вторичную профилактику канцерогенеза шейки матки, что приведет к существенному снижению инвалидности и смертности в этой группе патологий. Программа должна обеспечить рациональное использование ресурсов здравоохранения и объединения усилий правительственных, административных органов, неправительственных организаций, медицинской общественности, средств массовой информации.

Обоснование программы.
Несмотря на широкое применение современных методов диагностики, проблема смертности от рака шейки матки остается актуальной. Рак шейки матки занимает второе место по распространенности среди онкологических заболеваний в мире и первое место среди причин женской смертности от рака в развивающихся странах. По данным Всемирной организации здравоохранения, в мире ежегодно регистрируется около 500 000 новых случаев и более 250 000 смертей от данного заболевания [2]. Средний возраст больных по данным отечественной и зарубежной литературы колеблется от 38 до 50 лет. Как отмечают большинство исследователей [1,2,7], выявляемость начальных стадий рака шейки матки составляет от 42% до 58%. В возрасте 35-40 лет рак шейки матки является одной из основных причин смерти от злокачественных опухолей. За последние десятилетия это онкологическое заболевание существенно помолодело, и его пик приходится на активный репродуктивный возраст фертильных женщин. По экспертным оценкам [34] стоимость комплексного лечения одного случая РШМ составляет около 1,1 млн руб. Поздняя обращаемость к специалистам приводит к недостаточно высоким показателям эффективности самого профессионального лечения и 5-летней выживаемости после него. Косвенным следствием этого является снижение рождаемости и ухудшение демографической ситуации. Одним из основных направлений возможной ранней профилактики канцерогенеза шейки матки является разработка методов прогнозирования течения предопухолевых заболеваний шейки матки и преинвазивного рака, а также создание патогенетически обоснованных методов профилактики и терапии предраковых состояний. Рак шейки матки – заболевание, в значительной мере связанное с вирусной  инфекцией. Особую значимость имеет факт обнаружения интегративных вирусов, вызывающих хронические инфекции (герпетическая и папилломавирусная инфекции). Наиболее существенная роль в его развитии отводится вирусу папилломы человека (HPV, ВПЧ) 16 и18 серотипов, являющихся вероятной причиной возникновения рака шейки матки  в 41% и 16% случаев соответственно, к высокоонкогенным серотипам относятся также ВПЧ 18,31,35,58 серотипы [4].

Спектр генотипов ВПЧ, ассоциированных с раковыми поражениями шейки матки, в различных географических регионах варьирует. При молекулярно-эпидемиологическом исследовании, проведенном среди жительниц Чехии в 1999 году, методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) ВПЧ был обнаружен в 44% исследованных образцов. Анализ продуктов ПЦР позволил выявить 22 различных типа ВПЧ. Чаще всего (в 55,0% случаев) в цервикальных образцах присутствовал ВПЧ 16. Смешанная инфекция различными типами ВПЧ была зафиксирована в 16,4% случаев. У женщин без цитологических цервикальных аномалий ВПЧ-инфекцию обнаруживали в 23,0% случаев, а у женщин с ЦИН - в 59,4% случаев. При этом частота выявления ВПЧ в образцах цервикальных карцином составляла 73,5% [6]. Среди жительниц Китая с цервикальным раком и предраковыми поражениями выявлено широкое распространение инфекции, вызванной ВПЧ 58. 
Уже сегодня в США инфекция, вызванная ВПЧ - наиболее распространённое вирусное заболевание, передающееся половым путём [5]. В Российской Федерации широкомасштабные исследования в этом направлении не проводились.

Длительной персистенции ВПЧ способствует его способность ускользать от иммунного надзора. Хотя ВПЧ инфицирует базальные клетки, репликация вируса и сборка вирусных частиц происходит в дифференцированных клетках поверхностного слоя эпителиальных клеток. Вирус реплицируется и выходит из клеток, этот процесс не сопровождается признаками воспаления. 

На сегодняшний день не существует лекарственного препарата, способного уничтожить или удалить из организма папилломовирус. Поэтому лечение вируса папилломы человека ограничивается лишь местным удалением папиллом или кондилом и курсом иммунокорригирующей терапии. 
Принимая во внимание широкую распространенность папилломавирусной инфекции среди населения, доказанную этиологическую роль ВПЧ в развитии рака шейки матки, чрезвычайно значение имеет разработка средств вакцинопрофилактики этой инфекции. Поэтому создание вакцины против вируса папилломы человека является одним из самых крупных достижений медицинской науки. 
Международная организация по исследованиям в области рака (IARC) заявляет, что предотвращение заражения и персистенции ВПЧ однозначно можно считать профилактикой рака шейки матки [7]. 

Профилактическая вакцинация против ВПЧ нескольких типов является методом первичной профилактики РШМ, экзофитных кондилом, заболеваний вульвы, влагалища, пениса и, возможно, части анальных раков. Первая профилактическая вакцина (4-валентная вакцина против вируса папилломы человека 6,11,16 и 18-го типов) зарегистрирована начиная с июня 2006г. более чем в 60 странах мира, включая страны Евросоюза и Россию, и внесена в Национальный календарь вакцинации уже более 20 стран мира [8]. Она относится к классу генно-инженерных вакцин и представляет собой смесь ВПЧ-подобных частиц типов 6,11,16 и 18. 

Концепция 
Исходя из этого, можно сформулировать и основные задачи целенаправленной профилактики и терапии в онкогинекологии:

1. Выявление возможностей применения первичной профилактики (вакцинации) в разных возрастных группах населения

2. Исследование основных мишеней для мониторинга                                          состояния трансформированных клеток; 
3. Подбор лекарственных препаратов, корректирующих данные нарушения;

4. Максимальная индивидуализация терапевтического подхода с помощью методов диагностики, позволяющих провести подбор препаратов (в отдельности или комбинации) с учетом генетических, иммунологических особенностей конкретного больного.

Структура и организация онкогинекологической службы.
Основными базовыми учреждениями, осуществляющими онкогинекологическую помощь являются женские консультации и гинекологические стационары. 

Для совершенствования диагностики, учета и лечения больных с заболеваниями шейки матки следует пересмотреть и модернизировать:

· систему учета и отчетности на основе современных информационных технологий;

· стандартизировать методы диагностики и лечения больных с патологией шейки матки;

· пересмотреть продолжительность основного курса лечения при разнообразных видах шейки матки;

· пересмотреть сроки и критерии излечения при предраковых забоелваниях шейки матки;

· обосновать и выделить группы диспансерного наблюдения для разных видов патологии шейки матки;

· создать и внедрить образовательные программы по профилактике рака шейки матки;

· внедрить шкалы по оценке тяжести различных видов шейки матки с учетом молекулярно-генетических особенностей пациенток. 
Образовательные программы.
Одним из важнейших разделов онкогинекологической службы является совершенствование образования врачей и просвещения населения (работа в школах и ВУЗах). 

Необходимо продолжить разработку программ для обучения больных по отдельным нозологическим формам. В основу таких школ следует положить накопленный огромный опыт по созданию и проведению дней профилактик рака шейки матки, образовательной литературы в виде журналов и методических рекомендаций.

Образовательные программы разрабатываются на базе медицинских ВУЗов, женских консультаций и гинекологических отделений.

Следует продолжить работы по комплайнсу между врачом и пациентом с учетом адаптации и совершенствования мировых разработок (добровольное следование пациента предписанному ему режиму лечения). Усовершенствовать и внедрить программы по оценке качества жизни больных с онкопатологией шейки матки. 
Государственная система мониторинга патологии шейки матки.
Целью государственной системы мониторинга является улучшение управления онкогинекологической службой. Эта цель достигается за счет получения и постоянного обновления информации эпидемиологического и организационного содержания. Сбор информации осуществляется с помощью унифицированного блока компьютерных программ на основе персонального учета больных заболеваниями шейки матки и аналитических регистров. 

Формирование баз данных осуществляется на основе утвержденных стандартных учетных и отчетных форм. 
Диагностика, лечение и профилактика
канцерогенеза шейки матки
Скрининг
Скрининг – имеет целью выявление групп женщин с высоким риском развития рака шейки матки. Скрининг эффективен только в случае эффективной организации взаимодействия различных служб: женские консультации, гинекологические стационары, клинико-лабораторные учреждения, центры молекулярной диагностики.

Скрининг следует проводить с учетом необходимости проведения следующих этапов:

· Сбор анамнеза (анкета в приложении).

· Гинекологическое исследование.

· Анализ на наличие ДНК ВПЧ высокого онкогенного риска.

· Цитологический метод исследования.

· Кольпоскопический метод исследования.

· Суммарная оценка риска развития канцерогенеза шейки матки (согласно заявке на патент №1).
Обследование в рамках скрининга проводится женщинам следующих групп:

· Всем женщинам от 25 лет и старше, которые проводили цитологическое и кольпоскопическое исследование боле 3 лет назад.

· Женщинам с межменструальными кровянистыми выделениями, выделении после половых связей или в постменопаузальный период.

· Женщинам, у которых выявлена патология шейки матки при осмотре с помощью гинекологического зеркала.

Выбор тактики проведения профилактики и лечения.
При выборе тактик лечения следует учитывать следующие факторы:
1. Наличие ДНК ВПЧ высокого онкогенного риска и длительность инфицирования (более 1 года);

2. Суммарная оценка способности организма женщины в элиминации трансформированных клеток и клеток, зараженных вирусом к апоптозу (концентрация лигандов апоптоза, экспрессия рецепторов апоптоза, экспрессия генов апоптоза);

3. Оценка степени соответствия процессов интенсивности радикалообразования и антиоксидантной активности тканей биоптатов шейки матки у женщин с предраковыми заболеваниями шейки матки (выявление дисбаланса).

В случае обнаружения нарушений в 2 и 3 пунктах (в отдельности или совместно) к стандартной тактике терапии пациенток с предраковыми заболеваниями шейки матки необходимо подключение комплексов антиоксидантных витаминов и аминокислот, содержащих следующие компоненты: убихинон, витамин Е (альфа-токоферил ацета), L-метионин, селен (в виде аспартата селена). Наличие трех антиоксидантных компонентов позволяет компенсировать по трем различным механизмам спад антиокислительной защиты тканей, наличие метионина приводит контролируемой нормализации, но не падению уровня радикаообразования, что особенно значимо при инфекционной этиологии процесса (папилломавирус-ассоциированному процессу) [27,28,31]. 
К программе прилагается следующая документация:

1.1. Рекомендации по выбору методов профилактики в зависимости от наличия ВПЧ инфекции, выявленных молекулярно-генетических нарушений и предрасположенности к онкогенезу;

1.2. Методические указания по изучению активности апоптоза на разном уровне (системный, тканевой, клеточный) с описанием материалов и методов для исследования;

1.3. Схемы назначения препаратов антиоксидантов в зависимости от особенностей показателей свободно-радикального и молекулярно-генетического статуса пациента и стадии развития опухоли (см. главу 1)
Глава 11 Разработка технологии профилактики и терапии папилломавирус-ассоциированного канцерогенеза шейки матки, состоящей из совокупности технологических операций, зависящих от результатов оценки риска развития онкологии женщин разных возрастных групп

В медицинской технологии приведены основные факторы риска развития опухолевых заболеваний шейки матки с алгоритом оценки риска развития канцерогенеза, последовательные алгоритмы обследования женщин, выбора метода профилактики, оценки эффективности вакцинации разных возрастных групп, алгоритма подбора препаратов антиоксидантов в комплексной терапии предраковых заболеваний шейки матки, схемы назначения препаратов антиоксидантов в зависимости от особенностей показателей свободно-радикального и молекулярно-генетического статуса пациента и стадии развития опухоли.

Технология предназначена для врачей гинекологов, онкогинекологов, врачей-иммунологов.

Уровень внедрения: находится на стадии предложения для практического использования в медицинских учреждениях.
Совершенствование диагностики заболеваний шейки матки, связанное в первую очередь с открытием основного этиологического фактора – инфицирования вирусом папилломы (ВПЧ) [1], позволило существенно повысить число выявленных заболеваний шейки матки на предраковой стадии [7]. Тем не менее распространенность предраковых и раковых заболеваний шейки матки высок кроме того продолжает оставаться существенным процент запущенных форм заболеваний шейки матки [5,6,7]. Более 40% женщин с установленным диагнозом инвазивного рака шейки матки умирают от прогрессирования заболевания в течение первых 5 лет с момента установления диагноза [2,3]. До настоящего времени неясно, каким образом предраковые изменения тканей шейки матки переходят в рак. Не изучены методы профилактики злокачественных новообразований тканей шейки матки с использованием препаратов, способных вызывать апоптозный эффект. Проведение химиотерапии и лучевого воздействия ведет к резкому нарастанию интоксикации как за счет увеличения уровня свободнорадикального окисления, так и за счет распада опухолевых клеток. В связи с этим патогенетически обоснованным является применение антиоксидантов в профилактике и терапии рака шейки матки. Однако известно, что свободные радикалы задействованы на разных стадиях онкогенеза [36]. Эти обстоятельства диктуют необходимость разработки новых многокомпонентных стандартов в оценке степени риска развития канцерогенеза, а также применения системных подходов как в первичной, вторичной профилактике, и приемов к индивидуально-ориентированной терапии. 

Медицинская технология «Комплексная профилактика и терапия папилломавирус-ассоциированного канцерогенеза шейки матки» является новой, так как в ней впервые представлены новые прогностически важные критерии и предложен способ оценки риска развития канцерогенеза. Учтены свободно-радикальный, апоптический и генетический факторы как в диагностике, так и при подборе методов терапии. Предложены алгоритмы обследования пациенток с высоким риском развития онкологических заболеваний шейки матки, алгоритм оценки риска развития канцерогенеза шейки матки, рекомендации по выбору методов профилактики в зависимости от наличия ВПЧ инфекции, выявленных молекулярно-генетических нарушений и предрасположенности к онкогенезу, алгоритм оценки эффективности вакцинации женщин разных возрастных групп, алгоритм подбора препаратов (антиоксидантов и их комплексов), регулирующих активность свободно-радикальных механизмов защиты, схемы назначения препаратов антиоксидантов в зависимости от особенностей показателей свободно-радикального и молекулярно-генетического статуса пациента и стадии развития опухоли. Использование предложенных методов и алгоритмов, как составляющих частей технологии, послужит оптимизации при выборе мер профилактики и терапии предраковых и раковых заболеваний шейки матки.

В технологии приведены показания к ее использованию, это группы женщины, инфицированных ВПЧ, пациентки с предраковыми заболеваниями шейки матки, пациентки с раковыми заболеваниями шейки матки. Противопоказаний к использованию технологии нет.

При разработке технологии обращено внимание на ее материально-техническое обеспечение, перечислено основное оборудование и реактивы (тест-системы), необходимые для ее эффективного и полного использования.

Технология состоит из последовательных алгоритмов, рекомендаций и схем:

1. Алгоритм обследования пациенток с высоким риском развития онкологических заболеваний шейки матки

2. Алгоритм оценки риска развития канцерогенеза шейки матки

3. Рекомендации по выбору методов профилактики в зависимости от наличия ВПЧ инфекции, выявленных молекулярно-генетических нарушений и предрасположенности к онкогенезу;
4. Создание алгоритма оценки эффективности вакцинации женщин разных возрастных групп.

5. Алгоритм подбора препаратов (антиоксидантов и их комплексов), регулирующих активность свободно-радикальных механизмов защиты и активность апоптоза

6. Схемы назначения препаратов антиоксидантов в зависимости от особенностей показателей свободно-радикального и молекулярно-генетического статуса пациента и стадии развития опухоли.

Приводится заключение и список использованной литературы. Документ в полном объеме прилагается в составе комплекта документов к итоговому отчету.

Глава 12 Технико-экономическая оценка результатов НИР с учетом ориентировочной оценки экономической эффективности внедрения методов оценки риска, прогнозирования течения и профилактики папилломавирус – ассоциированного канцерогенеза шейки матки
Несмотря на широкое применение современных методов диагностики, проблема смертности от рака шейки матки остается актуальной [1,3,7]. Заболеваемость раком шейки матки растет и занимает второе место по распространенности среди онкологических заболеваний в мире и первое место среди причин женской смертности от рака в развивающихся странах. Средний возраст больных по данным отечественной и зарубежной литературы колеблется от 38 до 50 лет. Как отмечают большинство исследователей, выявляемость начальных стадий рака шейки матки составляет от 42% до 58%. В возрасте 35-40 лет рак шейки матки является одной из основных причин смерти от злокачественных опухолей [2,8,]. За последние десятилетия это онкологическое заболевание существенно помолодело, и его пик приходится на активный репродуктивный возраст фертильных женщин [1,7].В целом проблема ранней диагностики рака шейки матки далека от разрешения.

Существующие на данные момент способы оценки риска развития канцерогенеза шейки матки относятся к двум группам: 1.визуальным - кольпоскопическое исследование, позволяющее морфологически оценить степень изменения тканей; 2.лабораторным - определение инфицированности ВПЧ и типов ВПЧ (низкоонкогенные, среднеонкогенные и высокоонкогенные типы) методом ПЦР. Однако у части инфицированных женщин, в том числе высокоонкогенными типами вирусов папилломы человека инфекционное заболевание проходит латентно и  со временем вирус элиминируется из организма. В то же время доказано, что ассоциация нескольких типов ВПЧ, включающая не только высокоонкогенные типы, но и другие типы ВПЧ может способствовать более быстрому развитию  онкогенеза шейки матки [32]. Недостатками вышеназванных способов прогнозирования течения онкологического заболевания является оценка отдельных показателей, при этом отсутствует системный анализ происходящих в организме процессов, влияющих на известные в данное время патогенетические звенья канцерогенеза. В рамках НИР предложен новый метод оценки риска развития канцерогенеза, учитывающий не только тип вируса, но и  интенсивность радикал-зависимого повреждения тканей шейки матки в процессе  хронической инфекции высокого онкогенного риска и  способность организма к элиминации раковых и вирус-инфицированных клеток за счет апоптоза. Преимуществом от всех известных аналогов является также возможность применения данного метода до формирования патологических процессов в тканях, что дает возможность врачам  назначить профилактический курс и предотвратить развития рака шейки матки при выявленной предрасположенности или  при наличии факторов риска.

В тоже время при поставленном диагнозе предраковой или раковой патологии ШМ нет единого международного стандарта лечения заболеваний шейки матки, ассоциированных с вирусом папилломы человека [1].  Проводится активная  разработка  хирургических методов терапии предраковых заболеваний шейки матки, однако, описаны  осложнения в результате применения деструктивных методик [1,3,4]. Для консервативной терапии предлагается использовать несколько направлений, учитывающих  участие иммунной системы в развитии заболевания, среди которых ведущее место принадлежит иммуномодулирующей и противовирусной терапии. Недостатками иммуностимулирующей терапии является то, что следствием  активации клеток является повышение  продукции радикалов кислорода и азота [35]. Высокореактивные радикалы участвуют в элиминации бактерий и вирусов при остром инфекционном процессе [35]. Однако при хронических вирусных инфекциях  (в том числе папилломавирусной инфекции) доказано, что  избыточная генерация радикалов,  в свою очередь является канцерогенным фактором, в связи с чем, актуальной задачей исследования является оценка эффективности применения препаратов антиоксидантов. Среди веществ, регулирующих противоопухолевую активность, наибольшее количество изобретений и методик связано с антиоксидантами растительного происхождения. В тоже время  антиоксиданты растительного происхождения имеют клинический эффект при длительном использовании, в то время как процессы трансформации тканей в раковые клетки могут превалировать по интенсивности и скорости развития над эффектом растительных препаратов. В рамках НИР предложен метод профилактики и терапии предраковых заболеваний ШМ с помощью комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот Immugen. Существенным отличием предлагаемого способа лечения  и профилактики развития предраковых заболеваний  шейки матки на фоне ВПЧ является сочетание нескольких патогенетически важных эффектов: нормализация интенсивности радикалообразования, повышение антиоксидантной защиты, а также противирусный эффект комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот. Преимуществом от всех известных аналогов является также возможность применения данного метода до формирования патологических процессов в тканях, что дает возможность врачам  назначить профилактический курс и предотвратить развитие рака шейки матки при выявленной предрасположенности или  при наличии факторов риска.
Основной областью применения результатов НИР является область здравоохранения. В результате реализации НИР можно будет ожидать повышение эффективности терапии больных с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки, что приведет к снижению материальных и временных затрат на их стационарное лечение. 
По данным Министерства здравоохранения КБР в республике наблюдается выраженный рост заболеваемости раком шейки матки с 11,5 в 1991 году до 14,6 в 2012 году на 100 тыс. женского населения (см. таблицу 6). Несмотря на эффективный арсенал хирургических, лучевых и химиотерапевтических средств для лечения рака шейки матки, используемых в качестве самостоятельных и комплексных методов, смертность от злокачественных опухолей половых органов у женщин остается высокой (см. таблицу 6). 
Таблица 6 - Частота рака шейки матки в КБР на 100 тысяч населения за период 1991-2012 годы.
	Год
	Частота рака шейки матки в КБР на 100 тысяч населения
	Смертность от рака шейки матки на 100 тысяч населения

	1991
	11,5
	7,5

	1992
	11,4
	7,2

	1993
	11,8
	7,5

	1994
	12,3
	7,8

	1995
	12,9
	7,9

	1996
	12,4
	7,9

	1997
	12,3
	7,2

	1998
	12,7
	7,2

	1999
	12,5
	7,5

	2000
	12,4
	7,6

	2001
	12,6
	7,0

	2002
	12,7
	6,9

	2003
	12,7
	8,0

	2004
	13,0
	7,6

	2005
	13,2
	7,2

	2006
	13,0
	6,9

	2007
	13,6
	6,8

	2008
	13,2
	7,2

	2009
	14,0
	8,0

	2010
	14,3
	7,6

	2011
	14,2
	8,2

	2012
	14,6
	8,0


По экспертным оценкам [34] стоимость комплексного лечения одного случая РШМ составляет около 1,1 млн. руб. Поздняя обращаемость к специалистам приводит к недостаточно высоким показателям эффективности самого профессионального лечения и 5-летней выживаемости после него. Косвенным следствием этого является снижение рождаемости и ухудшение демографической ситуации. 

По ориентировочной оценке на терапию пациенток с РШМ необходимо в среднем в республике Кабардино-Балкарии приходится 30,3-40,4 млн. рублей (30-40 впервые выявленных случаев РШМ). Каждая вторая женщина обращается к врачу с запущенными случаями поражения ШМ, но, в тоже время, остальная половина пациенток относится к той категории, которая наблюдается у врача-гинеколога и, несмотря на проведение терапии, у них развивается дисплазия ШМ разной степени тяжести. В рамках НИР ожидается повышение эффективности терапии этой группы пациенток, кроме того разработана система профилактики (первичной и вторичной), что приведет к сокращению пациенток с предраковыми заболеваниями ШМ. По ориентировочным оценкам, исходя из данных МЗ КБР по частоте выявляемых новых случаев РШМ, экономический эффект от внедрения результатов НИР составит не менее 15-20 млн. рублей в год. Внедрение в клиническую практику разработанных методов индивидуальной обоснованной терапии и профилактики канцерогенеза шейки матки позволит существенно увеличить эффективность проводимой терапии пациентов, что приведет к сокращению койко-дней стационарного лечения и будет иметь значительный экономический эффект, так как стоимость лечения больных с РШМ выше стоимости затрат на терапию пациенток с предраковыми заболеваниями, которые как правило, получают медицинскую помощь амбулаторно, а не в стационаре.
В результате реализации проекта очевидна его бюджетная эффективность, так как экономия средств, в результате внедрения соответствующих технологии, программ, методик и алгоритмов значительно превосходит затраты, связанные с реализацией данного проекта.

Повышение эффективности оценки риска, прогнозирования течения и профилактики папилломавирус-ассоциированного канцерогенеза шейки матки позволит значительно сократить объемы бюджетных средств, выделяемых учреждениям здравоохранения для лечения заболевания. Это позволит в свою очередь использовать освобождаемые бюджетные средства на закупку современного оборудования и материалов, с целью предоставления качественных медицинских услуг. 

Следует отметить, что произойдет экономия в расходах бюджетных средств от реализации проекта, так как сократятся и расходы по обязательному медицинскому страхованию, по выплатам пособий по инвалидности, расходы по реабилитации. 

Произойдет и увеличение доходов бюджета, так как, сохранится за определенной категорией способность осуществлять рабочую деятельность и платить соответствующие налоги.

Кроме того, сохранение репродуктивных функций и уменьшение тяжести инвалидизации женщин (после оперативных вмешательств), позволяет говорить не только о чистом доходе от внедрения этого проекта, но и социальной его значимости. Применение результатов НИР позволит повысить продолжительность жизни, значительно улучшить демографическую ситуацию в регионе и Российской Федерации, так же будет способствовать повышению уровня жизни населения. Известно, что лечение данного заболевания является дорогостоящим, а применения результатов НИР будет способствовать их значительному сокращению и как следствие повышению реальных доходов населения. 

Производство препарата для комплексной терапии при выявленных молекулярно-генетических нарушениях и предрасположенности к онкогенезу является экологически безопасным. Отрицательное влияние на состояние окружающей среды является минимальным. 
Глава 13 Оформление и регистрация двух заявок на патент
Поданы 2 заявки на патент на результаты интеллектуальной деятельности, полученные в рамках выполнения проектов: изобретение «Способ оценки риска развития канцерогенеза шейки матки у женщин, инфицированных вирусами папилломами», изобретение «Применение комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот и способ лечения папилломавирус-ассициированных предраковых заболеваний шейки матки и профилактики канцерогенеза при папилломавирусной инфекции». 

Глава 14 Разработка заключительного отчета о НИР
Разработанный заключительный отчет соответствует требованиям государственного контракта.

В отчете представлены следующие работы и документы, предусмотренные государственным контрактом:
1. Создание научно-технического задела (инструкции, методические указания, схемы прогностических и диагностических критериев канцерогенеза).

2. Рекомендации по выбору методов профилактики в зависимости от наличия ВПЧ инфекции, выявленных молекулярно-генетических нарушений и предрасположенности к онкогенезу 
3. Рекомендации по подбору препаратов для комплексной терапии при выявленных молекулярно-генетических нарушениях и предрасположенности к онкогенезу.

4. Методические указания по изучению активности апоптоза на разном уровне (системный, тканевой, клеточный) с описанием материалов и методов для исследования.

5. Схемы назначения препаратов антиоксидантов в зависимости от особенностей показателей свободно-радикального и молекулярно-генетического статуса пациента и стадии развития опухоли.

6. Создание алгоритма и методики оценки риска развития папилломавирус ассоциированного канцерогенеза.

7. Создание диагностического алгоритма обследования пациенток с высоким риском развития онкологических заболеваний шейки матки.

8. Создание алгоритма подбора препаратов (антиоксидантов и их комплексов), регулирующих активность свободно-радикальных механизмов защиты и активность апоптоза.

9. Создание алгоритма оценки эффективности вакцинации женщин разных возрастных групп.

10. Создание модели для контроля эффективности препаратов антиоксидантов в комплексной терапии женщин с риском развития опухолевых заболеваний, предопухолевыми заболеваниями шейки матки и преинвазивным раком шейки матки путем определения в тканях биоптата шейки матки пероксининитрита.

11. Разработка проекта технического задания для проведения последующих ОТР на тему: «Комплекс антиоксидантах витаминов и аминокислот для профилактики и терапии опухолевых заболеваний шейки матки».

12. Подведение итогов рандомизированного контролируемого испытания эффективности комплексной терапии, включающей препараты – антиоксиданты в профилактике развития канцерогенеза у клинически здоровых женщин с риском развития рака шейки матки (диагностированная ВПЧ инфекция) и женщин с предраковыми заболеваниями шейки матки (по данным количественного ПЦР анализа и гистологическим исследованиям) (через 6 месяцев).

13. Реализация мероприятий по достижению технико-экономических показателей (п. 8 технического задания).
14. Разработка программы медицинской стандартизации по профилактике и терапии папилломавирус-ассоциированного канцерогенеза шейки матки, с последующим предложением на утверждение как в отдельные клинические учреждения РФ и Италии, так и в Министерство здравоохранения КБР.

15. Разработка технологии профилактики и терапии папилломавирус-ассоциированного канцерогенеза шейки матки, состоящей из совокупности технологических операций, зависящих от результатов оценки риска развития онкологии женщин разных возрастных групп
.

16. Технико-экономическая оценка результатов НИР с учетом ориентировочной оценки экономической эффективности внедрения методов оценки риска, прогнозирования течения и профилактики папилломавирус – ассоциированного канцерогенеза шейки матки
.

17. Оформление и регистрация двух заявок на патент.

18. Разработка заключительного отчета о НИР.

19. Методы изучения активности апоптоза на системном, тканевом, клеточном, генетическом  уровнях.
20. Анкета скрининга рака шейки матки.

21. Алгоритм оценки риска развития папилломавирус ассоциированного канцерогенеза.

22. Диагностический алгоритм обследования пациенток с высоким риском развития онкологических заболеваний шейки матки.

23. Алгоритм подбора препаратов (антиоксидантов и их комплексов), регулирующих активность свободно-радикальных механизмов защиты и активность апоптоза.

24. Алгоритм оценки эффективности вакцинации женщин разных возрастных групп.

25. Методика оценки риска прогнозирования течения и профилактики папилломавирус ассоциированного канцерогенеза шейки матки.

26. Медико-технические требования к методам идентификации генетических маркеров, имеющих прогностическую ценность в диагностике злокачественных новообразований, а также маркеров, позволяющих оценить эффективность профилактики и терапии с учетом индивидуальных генетических особенностей пациентов с целью рационального выбора стратегии лечения.

27. Основные первичные данные пациенток исследованных групп

Заключение
Одним из основных направлений возможной ранней профилактики канцерогенеза шейки матки является разработка методов дифференцированного подхода к женщинам разных возрастных групп с индивидуальным выбором методов первичной и вторичной профилактики, прогнозированием течения предопухолевых заболеваний шейки матки и преинвазивного рака, а также созданием патогенетически обоснованных схем профилактики и терапии раковых состояний. 

Обнаружено, что в КБР процент женщин с ВПЧ инфекцией в каждой группе значителен (отче по 1 этапу НИР), повышение числа женщин, у которых выявляется вирус папилломы с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки  подтверждает роль данных вирусов в этиологии транформации эпителия шейки матки. 
Полученные в рамках данного проекта результаты позволяют предположить, что снижение интенсивности апоптоза может отражать атипичные изменения в клетках шеечного эпителия в процессе их неопластических изменений и что пролиферативная активность в месте неопластического процесса возникала у больных с диспластическими изменениями шеечного эпителия в периоде перехода в карциному in situ. Наиболее значимыми показателями уменьшения активности апоптических процессов среди маркеров, исследованных в рамках данного этапа НИР являются концентрации основных лигандов апоптоза sFas и TRAIL.                 Сниженное количество sFas приводит к уменьшению возможности клетки запустить апоптоз [40,41] и, таким образом, к увеличению персистенции интегративных вирусов. Выявлены достоверно сниженные показатели sFas у пациенток с раковыми заболеваниями шейки матки (р<0,05). Сывороточные концентрации TRAIL в изученных группах пациентов оказались близки к нормальным значениям лишь в группе больных с ВПЧ низкого онкогенного риска. Резко сниженные показатели у пациентов с ВПЧ высокого онкогенного риска приводят к заключению о том, что отсутствие TRAIL-рецепторного апоптоза может быть одной из причин онкогенеза, о чем дополнительно свидетельствуют более чем в 6–7 раз сниженные показатели TRAIL у пациентов с предраковыми заболеваниями шейки матки и раком шейки матки.

При изучении возможных изменений на рецепторном уровне  обнаружено, что в нарушении процессов апоптоза при ВПЧ-ассоциированном канцерогенеза, вероятно, больше задействованы CD95 рецепторы. Общий уровень CD95+клеток в цервикальной жидкости женщин независимо от типа ВПЧ-инфекции снижен, но достоверность различий обнаружена только при инфекции ВПЧ высокого онкогенного риска. В группах с предраковыми и раковыми заболеваниями ШМ уровень СД95+ клеток достоверно ниже нормы и степень снижения коррелирует с тяжестью заболевания. На генетическом уровне выявлено нарушение экспрессии генов ФНОα, sFas и TRAIL, ИЛ-2 в группе больных с РШМ. Обнаружение изменений в группе с РШМ на разных уровнях (сывороточный, рецепторный, генетический) позволяет оценить значимость процессов апоптоза и использовать представленные данные для дальнейшего использования в качестве показателей тяжести заболевания, прогностических критериев.
Участие свободных радикалов в случае интегративных вирусов двояко:

1. С одной стороны, свободные радикалы участвуют в инициации процессов апоптоза зараженных вирусами клеток. Но известно, что ВПЧ способен благодаря белку р53 блокировать апоптическую активность.

2. С другой стороны, свободные радикалы продуцируются в большей, чем в норме, концентрации и оказывают токсичное действие на собственные клетки и ткани. НА втором и третьем этапах доказано, что по мере усиления тяжести патологических изменений в тканях (биоптаты шейки матки), увеличивается концентрации нитрат-нитритов, являющихся продуктами пероксинитрита. 
Таким образом, в рамках НИР исследованы основные мишени для мониторинга состояния трансформированных клеток, а также патогенетически обосновано применение антиоксидантов в терапии и профилактике канцерогенеза ШМ.

В качестве препарата-антиоксиданта апробирован «Immugen» IDIFARMACEUTICIS.p.A. (Италия), который является одной из последних разработок в области комбинаций антиоксидантов и аминокислот и представляет собой уникальный комплекс оптимально сочетающихся компонентов [27-31]. На фоне терапии препаратом Иммуджен через 3 и 6 месяцев достоверно снизились концентрации нитрат-нитритов во всех группах, принимавших «Immugen», (р<0,05). На фоне комплексной терапии после эксцизии пораженного участка и дальнейшей терапии с применением антиоксидантного препарата Immugen через 6 месяцев обнаружено улучшение состояния ткани шейки матки, что выявлялось в постановке диагноза «вариант нормы» в 100 % случаев. Достоверно значимое снижение вирусной нагрузки  произошло только при подключении в комплексную терапию препарата Immugen, что в соответствии с другими источниками [30] доказывает возможность применения этого препарата при различных вирусных заболеваниях. 
Таким образом, исследована возможность максимальной индивидуализации терапевтического подхода с помощью методов диагностики, позволяющих провести подбор препаратов (в отдельности или комбинации) с учетом генетических, иммунологических особенностей конкретного больного.

Систематизация и совместное обсуждение результатов, полученных партнерами в рамках данного проекта привела к созданию:

· программы медицинской стандартизации по профилактике и терапии папилломавирус-ассоцированного канцерогенеза шейки матки, состоящей из последовательности действий профилактических и лечебных мероприятий в зависимости от возраста, инфицированности и индивидуальных молекулярно-генетических особенностей склонности к канцерогенезу;
· технологии профилактики и терапии папилломавирус-ассоцированного канцерогенеза шейки матки, состоящая из совокупности технологических операций, зависящих от результатов оценки риска развития онкологии женщин разных возрастных групп;
· разработке методов оценки риска, прогнозирования течения  и профилактики папилломавирус-ассоциированного канцерогенеза шейки матки;
· научно-технического задела, используемого  для создания учебно-методической базы для студентов и аспирантов, обучающихся по медицинским, биологическим специальностям. Комплект документов  включает в себя:

1. Рекомендации по выбору методов профилактики в зависимости от наличия ВПЧ инфекции, выявленных молекулярно-генетических нарушений и предрасположенности к онкогенезу.

2. Рекомендации по подбору препаратов для комплексной терапии при выявленных молекулярно-генетических нарушениях и предрасположенности к онкогенезу.

3. Методические указания по изучению активности апоптоза на разном уровне (системный, тканевой, клеточный) с описанием  материалов и методов для исследования.

4. Схемы назначения препаратов антиоксидантов в зависимости от особенностей показателей свободно-радикального и молекулярно-генетического статуса пациента и стадии развития опухоли.

Основные выводы по НИР следующие:

1. В эпидемиологических исследованиях ВПЧ обнаружен у 40 — 50% клинически здоровых женщин, в 50-60% у женщин с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия I и  II степени, лейкоплакия), более чем в 80% случаев у женщин с раком шейки матки. Спектр типов ВПЧ различен, но в исследуемых популяциях превалирует 16 тип независимо от географии зоны изучения.

2.  Выявлено снижение уровня sFas в сыворотке крови и отделяемом цервикального канала у женщин с ВПЧ 16,18 типов, у пациенток с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки по сравнению с соответствующими показателями   пациенток с ВПЧ10,13 типов и сывороточной и цервикальной концентрациями sFas здоровых женщин, (p<0,05).

3.  Обнаружено, что концентрация TRAIL уменьшается при тяжелом течении инфекционного процесса: сывороточный и цервикальный уровни TRAIL у женщин с ВПЧ 16,18 типов, у пациенток с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки ниже по сравнению с соответствующими показателями   пациенток с ВПЧ10,13 типов и здоровых женщин,(p<0,05).

4. При ВПЧ высокого и низкого онкогенного риска обнаружено, что концентрации ФНОα в сыворотке крови выше нормальных на 90 % и 94 %, соответственно. Достоверно повышены сывороточные концентрации у женщин с  предраковыми заболеваниями шейки матки (р<0,05), в группе женщин с раковыми заболеваниями шейки матки сывороточный уровень ФНОα ниже нормальных значений (р<0,05).

5. При исследовании концентраций ФНОα в цервикальном отделяемом отличий  между значениями в группах женщин с ВПЧ 10,13 и 16,18 типов, пациенток с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки не выявлено.

6. При папилломавирусной инфекции общий уровень CD95+клеток в цервикальной жидкости женщин независимо от типа ВПЧ-инфекции снижен, но достоверность различий обнаружена только при инфекции ВПЧ высокого онкогенного риска. В группах с предраковыми и раковыми заболеваниями ШМ уровень СD95+клеток достоверно ниже нормы и степень снижения коррелирует с тяжестью заболевания (k=0.79). Выявлена корреляция показателей от степени онкогенного риска инфекции. 

7. При папилломавирусной инфекции общий уровень DR5+клеток в цервикальной жидкости женщин независимо от типа ВПЧ-инфекции не изменен. Таким образом, при ВПЧ-инфекции не выявлена корреляция показателей экспрессии DR5+клеток от степени онкогенного риска инфекции. 

8. При исследовании особенностей экспрессии генов апоптоза в клетках крови и клеточных элементах цервикального канала женщин с ВПЧ-инфекциями обнаружены сходные результаты, но можно отметить следующие особенности: 

8.1. Снижение экпрессии генов  лигандов апоптоза sFas и TRAIL при ВПЧ-инфекции высокого онкогенного риска свидетельствуют о блокировании процессов самоочищения зараженных клеток и являются фактором риска последующей трансформации клеток.

9. 8.2.Изменения экспрессии генов ФНОα, sFas и TRAIL, 
ИЛ-2 в клетках биоптата у женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями ШМ аналогичны генетическим изменениям в клетках крови (лейкоцитах), что свидетельствует о системном характере заболеваний, вызванных ВПЧ.

10.  Так как все показатели экспрессии генов ФНОα, sFas и TRAIL, 
ИЛ-2 снижены в группе больных с РШМ, следует проводить поиск методов терапии, затрагивающих активизацию этих путей защиты, – как для профилактики развития канцерогенеза у больных с ВПЧ и дальнейшей онкотрансформации у пациенток с предраковыми заболеваниями ШМ, так и для мониторинга эффективности проводимой терапии у больных с РШМ.

11. Обнаружено, что при инфицировании ВПЧ низкого онкогенного риска (10, 13 типы ВПЧ) не изменяется синтез NO, о чем свидетельствует нормальный уровень нитрат-нитритов в тканях биоптатов в данной группе женщин. Концентрация нитрат-нитритов у пациенток с 16, 18 типами и больных с предраковыми заболеваниями шейки матки достоверно выше нормы (p<0,05), но между группами различий нет (р>0,05). У женщин с раком шейки матки в тканях биоптата выявлены максимальные концентрации, достоверно (p<0,01) более высокие по сравнению с нормой и с показателями нитрат-нитритов других групп пациенток.

12. На фоне терапии препаратом Immugen через 3 и 6  месяцев достоверно снизились концентрации нитрат-нитритов во всех группах, принимавших «Immugen», (р<0,05).  

13. На фоне комплексной терапии после эксцизии пораженного участка и дальнейшей терапии с применением антиоксидантного препарата Immugen через 6 месяцев обнаружено улучшение состояния ткани шейки матки, что выявлялось в постановке диагноза «вариант нормы» в 100 % случаев. 

14. Достоверно значимое снижение вирусной нагрузки  произошло только при подключении в комплексную терапию препарата Immugen доказывает возможность применения этого препарата при различных вирусных заболеваниях.  

15. Дополнение комплексной терапии пациенток с предраковыми заболеваниями шейки матки на фоне папилломавирсуной инфекции препаратом Immugen привело к положительному влиянию на основные патогенетические звенья  и может быть рекомендовано для применения в практическом здравоохранении.
В рамках НИР полностью решены все поставленные задачи, научное и практическое значение подобных исследований заключается в увеличении эффективности профилактики и терапии папилломавирус-ассоциированных заболеваний ШМ, что, несомненно, будет иметь экономический и социальный эффект.
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Введение

Апоптоз является общебиологическим механизмом, ответственным за поддержание постоянства численности клеточных популяций, а также элиминацию  поврежденных, трансформированных клеток [2,4,7,9,13,19]. Нарушение регуляции апоптоза приводит к возникновению различных заболеваний, связанных с усилением или, наоборот, ингибированием апоптоза [14,18,20,21,23]. Исследование механизмов регуляции различных этапов программируемой смерти клеток (апоптоз) позволяет воздействовать на отдельные этапы с целью регуляции и коррекции отдельных патогенетических звеньев при различных заболеваниях. Идентификация морфологических и биохимических маркеров апоптоза должна в перспективе способствовать более глубокому пониманию механизмов патогенеза заболеваний, улучшению дифференциальной диагностики и стимулировать принципиально новых направлений терапии. 

На основе знаний о программированной гибели клетки используется широкий ряд препаратов с целью регуляции апопотоза в клетках. С другой стороны, понимание роли апоптоза в гибели клеток привело к разработке и применению лекарственных средств, защищающих от излишне интенсивного апоптоза. В ближайшие годы можно ожидать появления новых лекарственных препаратов для лечения и предупреждения различных заболеваний, в основе действия которых будет заложен принцип регуляции процессов апоптоза. Исследование механизмов апоптоза позволит создать новое представление о патогенезе социально значимых заболевания (онкологические заболевания, хронические вирусные инфекции, нейродегенеративные заболевания).  Однако для   получения объективной системной картины происходящего в макроорганизме необходимо выбирать методы, отвечающие целям и задачам исследований, а также учитывающие особенности биологического материала. В представленной работе дана информация о методах исследования апоптоза в зависимости от объекта исследования.

1. Основные понятия об апоптозе, физиологическая и патологическая роль апоптоза при заболеваниях

Сегодня хорошо известно, что эмбрион использует апоптоз как часть своей программы развития для удаления зародышевых структур и построения новых органов. Апоптоз продолжает играть важную роль в постнатальной жизни, поддерживая тканевой гомеостаз и удаляя поврежденные и старые клетки. Во многих тканях взрослого организма, таких как соединительная или мышечная, частота апоптоза в нормальных условиях минимальна. Однако клетки в этих тканях могут запускать программу программированной гибели под воздействием специфических токсинов внешней среды, химиотерапии, радиации, окислительного стресса, гипоксии или воспаления [22,23,25,27,31]. Другие ткани, в частности те, что состоят из гемопоэтических и эпителиальных клеток, имеют более высокую скорость клеточных обновлений, при которых многократные митозы уравновешиваются адекватным уровнем апоптоза. Такие ткани содержатся в органах иммунной системы, тонкой кишке, матке и яичниках. [14].

Апоптоз принимает участие в следующих физиологических и патологических процессах: 

1. Запрограммированном разрушении клеток во время эмбриогенеза (включая имплантацию, органогенез). [13,19,27]. 

2. Гормон-зависимой инволюции органов у взрослых, например, отторжении эндометрия во время менструального цикла, атрезии фолликулов в яичниках в менопаузе и регрессии молочной железы после прекращения лактации [14]. 

3. Удалении некоторых клеток при пролиферации клеточной популяции,  гибели транформированных клеток [7,11,20,].

4.  Гибели клеток иммунной системы, как В-, так и Т-лимфоцитов, в случае критического  уменьшения концентрации цитокинов, а также гибели аутореактивных Т-клеток при развитии в тимусе [33,43].

5.  Патологической атрофии гормон-зависимых органов, например, атрофии предстательной железы после кастрации и истощении лимфоцитов в тимусе при терапии глюкокортикоидами [11].

6. Патологической атрофии паренхиматозных органов после обтурации выводных протоков, что наблюдается в поджелудочной и слюнных железах, почках [7,8,].

7. Гибели клеток, вызванных действием цитотоксических Т-клеток, например, при отторжении трансплантата и болезни “трансплантат против хозяина” [19]. 

8. Повреждении клеток при некоторых вирусных заболеваниях, например, при вирусном гепатите, когда фрагменты апоптотических клеток обнаруживаются в печени (тельца Каунсильманна) [8,18,21,26,34]. 

9. Гибели клеток при действии различных повреждающих факторов, которые способны вызвать некроз, но действующих в небольших дозах, например, при действии высокой температуры, ионизирующего излучения, противоопухолевых препаратов [5,26,31].

Таблица 1

Некоторые проявления апоптоза при физиологических и патологических процессах

	Процесс
	Проявление

	Запрограммированное разрушение клеток во время эмбриогенеза
	Удаление зародышевых структур

	Физиологическая инволюция органов
	Инволюция тимуса

	Повреждение паренхимы печени при вирусных гепатитах
	Тельца Каунсильманна

	Гибель клеток, вызванных действием сенсибилизированных Т-клеток
	Отторжение трансплантанта

	Физиологическая гормон-зависимая атрофия
	Атрезия фолликулов в яичниках в менопаузе

	Патологическая гормон-зависимая атрофия
	Атрофия предстательной железы после кастрации

	Опухолевый рост
	Снижение активности апоптоза при раке толстой кишки


Выделяют три стадии апоптоза:

1.Стадия индукции (ее особенности зависят от характера действующего на клетку стимула, запускающего апоптоз).

2.Эффекторная стадия (в процессе этой стадии включаются внутриклеточные механизмы, предопределяющие необратимость гибели клетки).

3.Стадия деградации (разрушение жизненно важных клеточных компонентов и возникновение морфологических признаков, характерных для апоптоза). Стадия деградации представляется типичными морфологическими и биохимическими изменениями, является неуправляемой и необратимой. В конечной стадии активизированные фагоциты поглощают апоптозные тельца [12,19]. 

2. Методы изучения активности апоптоза на сывороточном уровне 

Наиболее детально изучен рецепторный механизм индукции апоптоза при действии внешних факторов. Рецепторы, запускающие апоптоз, принадлежат к суперсемейству рецепторов фактора некроза опухоли и обозначаются как рецепторы смерти (Death Receptor — DR). Характерная особенность этих рецепторов — наличие внутриклеточного домена, называемого доменом «смерти» (англ. Death Domain — DD), активация этого домена индуцирует внутриклеточные сигналы, приводящие к апоптозу. Описано 6 DR; среди них рецептор Fas (Аро-1 или CD95), ФНО-р1 (р55 или СD120а) и другие рецепторы (TRAIL-R1/DR4, TRAIL-R2/DR5, Apo-2/TRICK2/KILLER, LTpR, CAR1 и DR6). Самые известные лиганды рецепторов смерти — Fas-лиганд (FasL или CD95L) и ФНО. Они представляют собой мембранные белки, экспрессируемые теми же клетками, на которых находятся рецепторы, или клетками ближайшего окружения [1,6,37,43]. Таким образом, апоптоз может индуцироваться по аутокринному или паракринному механизму. В последние годы показано, что не только рецепторы суперсемейства фактора некроза опухоли могут запускать процесс апоптоза — этой способностью обладают и Toll-рецепторы (TLR). Цитоплазматический домен TLR2 через каскад адапторных белков (MyD88 и FADD) активирует протеолитический каскад каспаз, что приводит к апоптозу клеток. Этот механизм показан для клеток плаценты. Активация TLR4 индуцирует синтез провоспалительного цитокина ФНО-а, который, связываясь со своим рецептором, запускает апоптоз. В макрофагах, инфицированных М. tuberculosis, тоже инициируется TLR-опосредованный апоптоз.

На втором этапе молекулы - посредники передают полученный сигнал, он достигает ядра, и в результате запуска генетической программы синтезируются или активируются ферменты, способные разрушать клеточные белки и нуклеиновые кислоты [2,11,41].

Примером исследований на сывороточном уровне является изучение концентрация лигандов апоптоза и растворимых рецепторов к ним. В большинстве случаев для определения концентраций данных молекул и растворимых рецепторов к ним используется ИФА и его модификации (рис.1). Ниже приведены методики определения показателей апоптоза в сыворотке крови. 
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Рис. 1 Принцип ИФА (http://vmede.org/sait)

Метод определения sFAS 

Для определения могут использоваться  96-луночные тест-системы Bender MedSystems (USA). Определение растворимого sFAS проводят следующим образом:

1. Промывают ячейки планшета дважды промывочным буфером.

2. Добавляют по 100 мкл разбавителя образцов в ячейки, предназначенные для стандартов. 

3. Вносят по 100 мкл разбавителя образцов в ячейки «Бланк».

4. Вносят по 90 мкл разбавителя образцов в ячейки, предназначенные для образцов. 

5. Вносят по 10 мкл каждого образца в дублях в соответствующие ячейки. 

6. Готовятстандартные разведения добавлением 100 мкл разбавленного стандарта sAPO-1/Fas в ячейки А1 и А2, создавая разведения стандарта sAPO-1/Fas в диапазоне от 1000 до 16 пг/мл переносом по 100 мкл из ячейки в ячейку. Удаляют и выбрасывают 100 мкл жидкости из последних ячеек (G1, G2). 
7.  Готовят биотиновый конъюгат. Добавляют по 50 мкл разбавленного биотинового конъюгата, готового для использования, во все ячейки, включая Бланк. 
8.  Закрывают планшет плёнкой и инкубируют 1 час при температуре 37 (С. 
9. Готовят стрептавидиновый конъюгат. 

10. Полностью удаляют содержимое ячеек и промывают ячейки 4 раза промывочным буфером. 

11. Вносят по 100 мкл стрептавидинового конъюгата во все ячейки. Закрывают планшет плёнкой и инкубируют 1 час при температуре 37 °C. 

12. Готовят субстратный раствор за несколько минут до использования. Полностью удаляют содержимое ячеек и промыли ячейки 4 раза промывочным буфером. Вносят по 100 мкл субстратного раствора во все ячейки, включая Бланк. Инкубируют при комнатной температуре 15 минут (18–25 °C). Добавляют по 100 мкл стоп-раствора во все ячейки, включая Бланк. Определяют  оптическую плотность ячеек при 450 нм против «Бланка» при длине волны сравнения 610–650 нм.

Ход определения содержания TRAIL-связанного апоптоз-индуци​рующего лиганда

А. Приготовление и разбавление стандартов было произведено согласно следующей методике:

1. Восстанавливающий стандарт (3000 пкг/мл) соединить со стандартным разбавляющим буфером. Перемешать и оставить на 10 минут. Использовать не позже 1 часа после приготовления.

2. Добавить 300 мкл стандартного разбавляющего буфера в каждую из 6 ячеек, обозначенных 1500; 750; 375; 187,5; 93,7; 46,8 пг/м TRAIL.

3. Сделать серийные разведения, как описано выше.

В. Разбавление и хранение стрептавидин-hrp
Нужно иметь в виду, что 100-кратный стрептавидин-hpr разбавляется в 50 % растворе глицерола, и это вязкий раствор. Для того, чтобы сделать точные разбавления, довести раствор до комнатной температуры. Осторожно перемешать и пипетировать стрептавидин-hpr медленно. Убирать излишек раствора с помощью фильтровальной бумаги.

1. Растворить 10 мкл 100-кратного стрептавидина-hpr в 1 мл растворителя стрептавидин-hpr для каждого стрипа. Отметить рабочее разведение.

2. Неиспользованный раствор хранить в холодильнике.

С. Разбавление промывающего буфера

Довести 25-кратный раствор до комнатной температуры и хорошо перемешать. Добавить к 1 объему 24 объема дистиллированной воды. Рабочий раствор можно хранить в холодильнике 14 дней.

Проведение процедуры и подсчет

1. Сыворотку или плазму разбавляют 1–2-стандартным разбавляющим буфером.

2. Добавить 100 мкл стандартного разбавляющего буфера в нулевую ячейку.

3. Добавить 100 мкл стандартов или проб в соответствующие ячейки.

4. Накрыть и оставить в инкубаторе на 2 часа при комнатной температуре.

5. Отмыть 4 раза.

6. Добавить 100 мкл биотинилированного анти TRAIL.

7. Инкубировать 1 час при комнатной температуре.

8. Промыть 4 раза.

9. Добавить 100 мкл стрептавидина-hpr.

10. 30 минут инкубировать при комнатной температуре.

11. Промыть 4 раза.

12. Добавить 100 мкл стабилизирующего хромогена. Жидкость в ячейках начнет синеть.

13. 30 минут инкубировать при комнатной температуре в темном месте

14. Добавить 100 мкл стоп-раствора в каждую ячейку.

15. Подсчитать оптическую плотность при длине волны 450 нм.

Определение фактора некроза опухоли α(ФНОα). Для изучения содержания ФНОα возможно  использовать тест-системы разлиичных производителей. Ниже приводится  метод твердофазного иммуноферментного анализа определения ФНОα российского призводителя («Протеиновый контур», СПб., Россия).

Исследуемый образец (сыворотка, отделяемое цервикального канала) в количестве 50 мкл вносят в 50 мкл инкубационного буфера и выдерживали при комнатной температуре 2 часа. Затем удаляли содержимое ячеек и промывали 4 раза. Добавляли биотинилированный конъюгат в объеме 100 мкл и инкубировали 2 часа при комнатной температуре. После четырехкратного промывания добавляли 100мкл стрептавидинового конъюгата и спустя 
30 минут 100 мкл хромогенного раствора. После 30-минутной инкубации добавляли 100 мкл стоп-раствора и считывали оптическую плотность при 450 нм.
Для сопоставления показателей пациентов с данными маркеров апоптоза у здоровых людей провели исследование 55 доноров (табл. 2).

Таблица 2 – Показатели сывороточных маркеров апоптоза в группе здоровых доноров (пг/мл)
	Сывороточные показатели апоптоза
	Показатели контрольной группы

	ФНОα
	18,0±2,0

	sFas
	1250,5 ± 135,5

	TRAIL
	199,0±5,3


3. Методы изучения активности апоптоза
на тканевом и клеточном  уровнях

При изучении апоптотических процессов на тканевом и клеточном уровнях применение методов морфофункционального анализа позволило установить ряд фундаментальных закономерностей. Прежде всего, это касается детализации феноменологии проявления и последовательности развития апоптоза - от мембранных процессов к ядерному аппарату. Также установлена ключевая роль структурно-функциональных изменений митохондриального аппарата в динамике развития апоптоза[18,19,].Применение морфофункциональных методов используется при изучении динамики развития апоптотических процессов инициированных различными агентами, при оценке их эффективности как регуляторов апоптоза. Изменение апоптотического индекса является показателем оценки эффективности химиотерапевтических средств и может применяется для проведения скрининг-анализа при отборе наиболее эффективных препаратов с целью оптимизации индивидуальных схем лечения.

Для исследования апоптоза на тканевом и клеточном уровнях используется целый арсенал новых и современных методов. Среди них ширококе распространение получили электронно-микроскопические методы исследования. Активно используются гистохимические методы при анализе морфологических изменений в тканях [11,12,30].

Апоптоз имеет свои отличительные морфологические признаки, как на светооптическом, так и на ультраструктурном уровне. Наиболее четко морфологические признаки выявляются при электронной микроскопии. Для клетки, подвергающейся апоптозу характерно:

Сжатие клетки. Клетка уменьшается в размерах; цитоплазма уплотняется; органеллы, которые выглядят относительно нормальными, располагаются более компактно. Предполагается, что нарушение формы и объема клетки происходит в результате активации в апоптотических клетках трансглютаминазы и цистеиновых протеаз (каспаз). Первая группа ферментов вызывает образование перекрестных связей в цитоплазматических белках, что приводит к формированию своеобразной оболочки под клеточной мембраной, подобно ороговевающим клеткам эпителия, а вторая группа ферментов разрушает белки в цитозоле. 

· Конденсация хроматина. Это наиболее характерное проявление апоптоза. ДНК расщепляется эндонуклеазами в местах, связывающих отдельные нуклеосомы, что приводит к образованию большого количества фрагментов, в которых число пар оснований делится на 180-200, которые затем конденсируются под ядерной мембраной. Ядро может разрываться на два или несколько фрагментов. Самым ранним признаком апоптоза, выявляемом на электронно-микроскопическом уровне, являются резко очерченные уплотнения ядерного хроматина в виде гомогенной массы. Кроме того, наблюдается некоторая конденсация (уплотнение) цитоплазмы. Затем ядро и цитоплазма распадаются на фрагменты, причем цитоплазматические фрагменты разделяются цитоплазматической мембраной, то есть сохранность мембраны является одним из признаков апоптоза.

· Формирование апоптотических телец. В апоптотической клетке формируются глубокие впячивания клеточной мембраны, что приводит к отшнуровке фрагментов клетки, т.е. формированию окруженных мембраной апоптотических телец, состоящих из цитоплазмы и плотно расположенных органелл, с или без фрагментов ядра.

· Фагоцитоз апоптотических клеток или телец осуществляется окружающими здоровыми клетками, как макрофагами, так и паренхиматозными. Апоптотические тельца быстро разрушаются в лизосомах, а окружающие клетки либо мигрируют, либо делятся, чтобы заполнить освободившееся после гибели клетки пространство.

При окраске гематоксилином и эозином апоптоз определяется в единичных клетках или небольших группах клеток. Апоптотические клетки имеют округлую или овальную форму, интенсивно эозинофильную цитоплазму с плотными фрагментами ядерного хроматина. Поскольку сжатие клетки и формирование апоптотических телец происходит быстро и также быстро они фагоцитируются, распадаются или выбрасываются в просвет органа, то на гистологических препаратах апоптоз обнаруживается в случаях его значительной выраженности. К тому же апоптоз – в отличие от некроза – никогда не сопровождается воспалительной реакцией, что также затрудняет его гистологическое выявление [22,27].

Для выявления клеток, находящихся на ранних этапах апоптоза, используют специальные иммуногистохимические исследования, например, определение активированных каспаз или TUNEL-метод, визуализирующий разорванную эндонуклеазами ДНК. 

TUNEL-метод (Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin–dUTP Nick End Labeling) -  маркирует клетки с ДНК, деградирующей в результате активации Ca/Mg–зависимой эндонуклеазы. Параллельная окраска образцов тканей с применением технологий методов TUNEL даёт возможность строго дифференцировать проявления различных форм клеточной гибели - апоптоза и некроза.

Благодаря высокой специфичности и возможности работы с различными образцами (суспензии клеток, образцы тканей и др.), TUNEL-метод получил широкое распространение в исследованиях. Он является своего рода «стандартным» для идентификации апоптических клеток и их количественного определения, например по параметру апоптотического индекса, в клеточных популяциях при патологических процессах различных видов и для оценки эффективности различных препаратов модуляторов апоптоза. 
Другим не менее распространенным и активно используемым методом исследования клеточных и тканевых апоптических изменений является проточная цитофлуориметрия (цитометрия). Проточная цитометрия является современной технологией быстрого измерения параметров клетки, ее органелл и происходящих в ней процессов. Методика проточной цитометрии заключается в выявлении рассеяния света лазерного луча при прохождении через него клетки в струе жидкости, причем степень световой дисперсии позволяет получить представление о ее размерах и структуре. Кроме того, в ходе анализа учитывается уровень флуоресценции химических соединений, входящих в клеточный состав (аутофлуоресценция) или внесенных в исследуемый образец перед проведением проточной цитометрии.
Принцип метода включает мечение флуоресцирующими моноклональными антителами или флуоресцентными красителями клеточной суспензии, которая попадает в поток жидкости, проходящей через проточную ячейку. Условия подобраны таким образом, что клетки выстраиваются друг за другом в результате так называемого гидродинамического фокусирования струи в струе. В момент пересечения клеткой лазерного луча детекторы фиксируют: 1) рассеяние света под малым углом (1–10°), что используется для определения размеров клетки; 2) рассеяние света под углом 10° (позволяет судить о соотношении ядро/цитоплазма, а также о неоднородности и гранулярности клеточного содержимого); 3) интенсивность флуоресценции (позволяет определять субпопуляционный состав клеточной суспензии).

Среди наиболее часто применяемых флуорохромов находятся следующие: флуоресцеин изотиоционат (FITC), фикоэритрин (PE, RD1), перидининхлорофилл протеин (Per-CP), алофикоцианин (APC), а также тандемные красители (фикоэритрины Cy5 и Cy7).

Области применения метода включают: иммунофенотипирование клеток периферической крови, исследование иммунного статуса, определение фагоцитарной активности, определение внутриклеточных цитокинов, определение экспрессии поверхностных антигенов, оценка активности внутриклеточных ферментов с помощью флуорогенных субстратов, количественный анализ внутриклеточных компонентов (ДНК), анализ стадий клеточного цикла, исследование механизмов клеточной гибели [8,14,18].

Одним из модификаций проточной цитометрии является лазерная сканирующая цитометрия. Важным преимуществом данного метода является то, что несколько тысяч клеток могут быть одновременно подвержены анализу в течение 1 мин. Характерной особенностью лазерной сканирующей цитометрии явилась возможность изучения клеточной топологии, связанная с выявлением максимума пиксель-ассоциированной флуоресценции ДНК, отражающего взаимозависимость ДНК-связанной гиперхромии с конденсацией хроматина, которая в определенной мере может характеризовать процессы митоза или апоптоза [11,43]

Примером исследований на клеточном уровне является изучение экспрессии рецепторов к апоптическим лигандам. Ниже приведены методики определения рецепторов CD95 и DR5. 

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/ фик​сирующих (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 минут при 4 (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).

4. Методы изучения активности апоптоза на генетическом уровне

Современным методом молекулярной биологии является полимеразная цепная реакция (ПЦР), которая дает широкие возможности для диагностических и прогностических целей. ПЦР - это метод, который вследствие своей высокой чувствительности и скорости во многих случаях заменил предшествующие молекулярно-биологические методы, такие как Саузерн-блоттинг и гибридизацию in situ в биомедицинских исследованиях. Суть метода ПЦР заключается в амплификации специфических сегментов ДНК.  Методологической базой для проведения молекулярной диагностики при исследования апоптоза являются сравнительные исследования нарушений молекулярных процессов на различных стадиях в злокачественно трансформированных клетках по отношению к механизмам развития апоптоза в норме. Поэтому на первый план выдвигаются вопросы диагностики ключевых звеньев проапоптотического аппарата. Результаты молекулярной диагностики являются отправными точками при решении задач, связанных с определением оптимальных путей фармакологического регулирования нарушений механизмов апоптоза, подбором соответствующих агентов, их апробацией и последующим применением в клинической практике. Молекулярно-генетическая диагностика направлена на картирование генетического профиля и выявление специфичных мутаций в генах апоптотических белков.
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Рис.2 Принцип ПЦР метода (http://diagnostica.su/pcr.php)

 Полимеразная цепная реакция - это осуществляемый in vitro процесс специфической амплификации нуклеиновых кислот, инициируемый синтетическими олигонуклеотидными праймерами. ПЦР -цикл состоит из тепловой денатурации ДНК, её отжига с праймером и удлинения цепи (элонгации) (рис.2). Смена этапов происходит в результате изменения температурного режима. Праймеры ориентируются на матрице таким образом, что число раундов репликации растёт по экспоненте, соответственно экспоненциально увеличивается число копий специфической нуклеотидной последовательности.

Существует несколько модификаций постановки и проведения ПЦР-анализа, однако принципиальная последовательность - денатурация нуклеиновых кислот, присоединение праймера, элонгация - неизменны. Амплимеры гибридизируются с обеими цепями ДНК, поэтому нативная последовательность и синтезируемые продукты являются также матричными в последующих раундах репликации, в результате чего число копий экспоненциально увеличивается. Чувствительность ПЦР чрезвычайно высока - позволяет найти всего одну аномальную нуклеотидную последовательность на 100.000 - 1.000.000 клеток. Благодаря высокой специфичности и чувствительности, с помощью ПЦР выявляются нарушения ДНК, которые не поддаются обнаружению никакими другими методами. Экспериментально разрабатываются модели антисмысловых олигонуклеотидов в регуляции клеточных процессов [6,10,15].
В качестве примера использования генетических методов при исследовании апоптоза ниже приведена методика оценки экспрессии генов, задействованных в регуляции апоптоза. Оценку экспрессии генов апоптоза и цитокинов (sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL) возможно проводить методом количественного Real-time ПЦР по технологии TaqMan с использованием прибора ICycler IQ (BioRad), в соответствии с основными рекомендациями протокола ЕАС (European Anti Cancer Program, 2003). Оценку экспрессии проводят в три этапа: на первом этапе проводят выделение РНК из тканей или клеток.

Требования к биоптатам. Для анализа экспрессии генов можно использовать свежие или замороженные ткани. Размер ткани должен был быть 4-5 мм -  для оптимальной заморозки и пропитывания (в случае необходимости) стабилизирующим раствором  RNA-later (Ambion). Обработку RNA-later проводят сразу после взятия. Замороженный биоптат  хранят при температуре   -200С не более 3 месяцев. Повторное замораживание не допустимо.

Для выделения РНК из свежих или замороженных тканей используют iPrepPureLink TM Total RNA Kit ,  основанный на методике P. Chomczynsky, N. Sacchi  (метод кислой гуанидин-тиоцинат-фенол-хлороформ-экстракции). К 10 млг гомогената образца ткани добавляют 100мкл лизирующего буфера, затем центрифугируют при 12 000g 5 минут при комнатной температуре. Супернатант переносили в iPrepTM Sample Tube и производят выделение РНК согласно инструкции к iPrepPureLink TM Total RNA Kit (Invitrogen, USA).

Далее с помощью реакции обратной транскрипции синтезируют копии ДНК на матрице мРНК. Для синтеза кДНК используют комплект реагентов «Реверта-L» (ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, РФ). Для этого в пробирку с RT-mix вносят 5мкл RT-G-mix-1, тщательно перемешивают на вортексе, осаждают капли с крышки кратковременным центрифугированием. К полученному раствору добавляют 6 мкл ревертазы (MMlv), пипетируют 5 раз и перемешивают на вортексе. Вносят в микропробирки по 10 мкл готовой реакционной смеси. Используя наконечники с аэрозольным барьером, добавляют по 10 мкл РНК-пробы в пробирки с реакционной смесью. Осторожно перемешивают пипетированием. Полученную в реакции обратной транскрипции кДНК для последующей постановки ПЦР разводят в 2 раза ДНК-буфером. Готовый препарат кДНК используют либо сразу для ПЦР, либо замораживали и хранили при -680С. Не допускали хранения необработанных образцов кДНК более 3 месяцев. На последнем этапе проводят полимеразную цепную реакцию на амплификаторе. ПЦР-амплификация была выполнены в соответствии с методикой, предложенной Gelder. В работе были использованы пары праймеров для следующих генов апопотоза и цитокинов: sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL. В качестве контрольного (housekeeping) гена используют ген β2 микроглобулина (β2M). 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, используя 2-ΔΔСt, метод позволяет оценить во сколько раз изменяется экспрессия изучаемого гена в пораженной ткани по сравнению с непораженной тканью. ΔΔСt рассчитывали как ΔΔСt =ΔСt (пораженная ткань)- ΔСt (непораженная ткань), где каждое значение ΔСt = ΔСt (исследуемый ген)- ΔСt (β2 микроглобулин). Отрицательный контроль, необходимый для определения контаминации, содержал все компоненты для ПЦР кроме матрицы ДНК (ОКП). Положительный контроль используют для оценки эффективности работы реактивов,  содержал все компоненты для ПЦР и контрольные ДНК-матрицы (ПКП).
Заключение
Система программируемой клеточной смерти - существенный фактор иммунитета, поскольку гибель зараженной клетки может предотвратить распространение инфекции по организму[34,35,37]. 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 широко применяются несколько групп методов исследования апоптоза.  Правильный выбор подхода является непременным условием получения объективных научных данных, являющихся основой для дальнейших разработок в области диагностики и терапии мультифакториальных заболеваний.

Инновационной  задачей современной иммунологии  и молекулярной биологии является поиск путей модуляции механизма работы клеток в направлении регуляции апоптоза. 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 [10]. Несомненно, новые методические подходы открывают новые области исследований, позволяющие современному ученому быть не только любознательным, но и практически полезным, так как конечная цель фундаментальной медицины – помощь конкретному пациенту.
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б
Анкета

скрининга рака шейки матки
1. Ф.И.О.

2. Возраст

3. Место работы

4. Профессиональная вредность на работе:

4.1. Нет

4.2. Контакт с продуктами химической промышленности

4.3. Работа в медицинских учреждениях (медицинские и стационары)

4.4. Контакт с гербицидами, пестицидами

4.5. Работа в фамацевтической промышеленности

4.6. Другие факторы (указать)

5.Сколько лет работали с профессиональной вредностью (указать)

6.Были ли в Вашей семье случаи онкологических заболеваний (родители, бабушки, дедушки, братья, сестры)
7.В каком возрасте у Вас начались менструации
8.Месячные проходят:

Регулярно

Нерегулярно

Прекратились в _____ возрасте

9.Вы живете половой жизнью с ____ возраста

10. Количество половых партнеров в Вашей жизни: ______

11. Вы используете (использовали) противозачаточные средства  (укажите вид, и длительность приема) ____________________________

12.В каком возрасте наступила первая беременность:_____________

13.Количество родов______

14.Количество абортов _____

15. Были ли выкидыши_______

16.Вас беспокоят чувство тяжести и боли в нижней части живота:

Часто

Периодически

Нет

17.Вас беспокоят выделения, не связанные с месячными:

Кровянистые

Сукровичные

Водянистые

Бели

18.Выделения бывают:

Единичные

Многократные

Обильные

19.Продолжительность выделений:

До 3 месяцев

До 6 месяцев

Более 6 месяцев

20.Находили ли у Вас эрозии, полипы, папилломы, кольпиты (указать что) ________

21.Когда Вы последний раз проходили гинекологическое обследование___
22. Были ли выявлены у Вас при обследовании возбудители инфекционных заболеваний

Микоплазмы

Уреаплазмы

ВПГ1,2

ЦМВ

Хламидии

ВПЧ высокого онкогенного риска

ВПЧ низкого онкогенного риска

ПРИЛОЖЕНИЕ В
Алгоритм оценки риска развития папилломавирус ассоциированного канцерогенеза

Несмотря на широкое применение современных методов диагностики, проблема смертности от рака шейки матки остается актуальной. Заболеваемость раком шейки матки растет и занимает второе место по распространенности среди онкологических заболеваний в мире и первое место среди причин женской смертности от рака в развивающихся странах. По данным Всемирной организации здравоохранения, в мире ежегодно регистрируется около 500 000 новых случаев и более 250 000 смертей от данного заболевания. Средний возраст больных по данным отечественной и зарубежной литературы колеблется от 38 до 50 лет. Как отмечают большинство исследователей, выявляемость начальных стадий рака шейки матки составляет от 42% до 58%. В возрасте 35-40 лет рак шейки матки является одной из основных причин смерти от злокачественных опухолей. За последние десятилетия это онкологическое заболевание существенно помолодело, и его пик приходится на активный репродуктивный возраст фертильных женщин. По экспертным оценкам стоимость комплексного лечения одного случая РШМ составляет около 1,1 млн. руб. В целом проблема ранней диагностики рака шейки матки далека от разрешения.

В настоящее время результаты диагностики и прогнозирования течения  папилломавирус-ассоциированной трансформации ткани шейки матки на сегодняшний день не удовлетворяют ни врача, ни пациента. Существующие на данные момент способы оценки риска развития канцерогенеза шейки матки относятся к двум группам:

3. Кольпоскопическое исследование, позволяющее морфологически оценить степень изменения тканей. При данном методе возможна достаточно поздняя констатация трансформации тканей шейки матки.

4.  Определение инфицированности ВПЧ и типов ВПЧ (низкоонкогенные, среднеонкогенные и высокоонкогенные типы) методом ПЦР. Однако у части инфицированных женщин, в том числе высокоонкогенными типами вирусов папилломы человека инфекционное заболевание проходит латентно и со временем вирус элиминируется из организма. В то же время доказано, что ассоциация нескольких типов ВПЧ, включающая не только высокоонкогенные типы, но и другие типы ВПЧ может способствовать более быстрому развитию онкогенеза шейки матки.

Известен способ, учитывающий возможность элиминации трансформированных клеток за счет апоптоза, по патенту РФ № 2208789 (2002128701/14), описывающий прогнозирование клинического течения увеальной меланомы на основе изучения активности маркера апоптоза р53 (автор Лихванцева В.Г.). Данный способ предлагает учет данного маркера в прогнозе первичной злокачественной опухоли, занимающей первое место по частоте среди внутриглазных новообразований. 

Известен способ прогнозирования клинического течения увеальной меланомы по патенту РФ № 2208790 (2002128702/14) (автор Лихванцева В.Г.), который основан на исследовании на основе активности маркера апоптоза Вax. 
Недостатками вышеназванных способов прогнозирования течения онкологического заболевания является оценка отдельных показателей, при этом отсутствует системный анализ происходящих в организме процессов, влияющих на известные в данное время патогенетические звенья канцерогенеза. В вышеназванных патентах не предложены способы оценки риска развития канцерогенеза, данные методы касаются только возможностей прогнозирования течения уже сформировавшейся опухоли. Кроме того, способы прогнозирования клинического течения онкологического заболевания относятся к другой локализации онкологического заболевания и неприменимы в области гинекологии. 

Задача изобретения состоит в оценке риска развития канцерогенеза шейки матки у женщин, инфицированных вирусами папилломы.
Сущность изобретения состоит в ранней оценке степени риска канцерогенеза шейки матки у женщин с выявленной методами ПЦР инфекцией, вызванной семейством вирусов папилломы. 

Существенным отличием предлагаемого способа оценки степени риска развития канцерогенеза шейки матки является разных звеньев в патогенеза рака, в том числе учет типа вируса, интенсивности радикал-зависимого повреждения тканей шейки матки в процессе хронической инфекции высокого онкогенного риска и способности организма к элиминации раковых и вирус-инфицированных клеток за счет апоптоза. Преимуществом от всех известных аналогов является также возможность применения данного метода до формирования патологических процессов в тканях, что дает возможность врачам назначить профилактический курс и предотвратить развития рака шейки матки при выявленной предрасположенности или при наличии факторов риска.

Оценка риска канцерогенеза шейки матки проводится на основании исследования показателей апоптоза в крови по уровню лигандов апоптоза (sFAS, TRAIL), особенностей рецепторного фенотипа клеточных элементов  цервикального канала (экспрессия рецепторов к CD95 и DR5), генетических особенностей экспрессии генов, регулирующих процессы апоптоза, а также процессов радикалообразования (активность миелопероксидазы, уровень нитрат-нитритов, общая антиоксидантная емкость ткани по реакции Фентона), измеряемых в тканях биоптата, взятых при кольпоскопии из шейки матки.

Сущность изобретения состоит в систематизации факторов риска развития канцерогенеза шейки матки. При этом рассчитывают суммарный коэффициент риска  по формуле:

K=K1+K2+K3

где K1 – коэффициент инфицированности вирусами папилломы человека. 

K1=0 - в случае отсутствия  ВПЧ высокого онкогенного риска (16,18 типы ВПЧ) при ПЦР исследовании цервикального эпителия.

K1=1 - в случае обнаружения  ВПЧ высокого онкогенного риска (16,18 типы ВПЧ) при ПЦР исследовании цервикального эпителия.

K2 – коэффициент радикального повреждения тканей при ВПЧ. 

K2=k2a+k2b+k2c,
где k2a показатель активности миелопероксидазы в тканях, взятых при кольпоскопическом исследовании, k2a=0 – в случае выявления значений  0,054±0,005ммоль\грамм белка (показатель здоровой ткани доноров, n=35).
k2a=1– в случае выявления значений >0,054±0,005ммоль\грамм белка

Получение гомогенатов.

Образец ткани (биоптат) тщательно отмывали от эритроцитов (в 0,9% NaCl). К образцу весом 1-3 мг добавляли 600 мкл К-фосфатного буфера и растирали в ручном гомогенизаторе Поттера до получения однородной суспензии. Гомогенат центрифугировали в течение 30 минут при 900g (3000 об/мин, центрифуга ОПН-3 без охлаждения) и для дальнейших анализов отбирали прозрачный супернатант. 

Оценка содержания белка по Лоури. Для оценки содержания белка в супернатанте гомогената использовали метод Лоури, в качестве калибратора использовали бычий сывороточный альбумин (БСА, Sigma). К 20 мкл образца добавляли 180 мкл воды, инкубировали в течение 10 минут с 1 мл реактива Лоури, а затем добавляли 100 мкл реактива Фолина (1:1). Через 40 минут измеряли поглощение пробы при 750 нм.

Оценка активности миелопероксидазы (МПО). Активность МПО оценивали в супернатантах гомогенатов на основании реакции с орто-дианизидином. Аликвоты супертанатнов (50 мкл) смешивали с 50 мкл Н2О и добавляли 100 мкл реакционной смеси, содержащей 100мкг/мл о-дианизидина и 80 мкг/мл Н2О2 в 0,1М натрий-цитратном буфере, рН 5,5. Пробы инкубировали в течение 5 минут при комнатной температуре и останавливали реакцию добавлением 1 мл 35%-ной ортофосфорной кислоты. Измеряли поглощение проб при 560 нм и рассчитывали активность МПО с использованием коэффициента экстинкции 20040 М-1см-1 (Andrews P.C., Parens C., Krinsky N.I. Comparison of myeloperoxidase with respect to catalysis, regulation and bactericidal activity// Arch.Biochem.Biophys., 1984; 228: 439-442).

k2b – показатель активности оксид азот-зависимого окисления тканей
k2b=0, в случае содержания нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов 120,0±10,0 микромоль/г белка (показатель здоровой ткани доноров, n=35).

k2b=1, в случае содержания нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов >120,0±10,0 микромоль/г белка

Оценка содержания нитратов и нитритов. 80 мкл образца вносили в лунку 96-луночного планшета, затем вносили по 10 мкл раствора нитрат-редуктазы и кофактора и инкубировали смесь при комнатной температуре в течение 2 часов. По окончании инкубации в каждую лунку добавляли 50 мкл реактива Грисса (А), аккуратно перемешивали и через 5 минут вносили 50 мкл реактива Грисса (Б). Смесь перемешивали, оставляли на 10 минут при комнатной температуре и затем измеряли поглощение при 540 нм. Для расчета концентрации нитратов и нитритов использовали калибровочную кривую, полученную по той же схеме с использованием раствора нитрата. Для проведения измерений применяли набор «Nitrate/nitrite Assay Kit Colorimetric» Sigma (23479).

k2c – показатель общей антиоксидантной емкости ткани гомогената шейки матки.
k2c=0, в случае снижения хемилюминесценции (ХЛ) в реакции Фентона более (≥) чем на 50% при концентрации белка 1 мг/мл.

k2c=1, в случае снижения хемилюминесценции (ХЛ) в реакции Фентона менее чем на 50% при концентрации белка 1 мг/мл.
Оценка эффектов гомогенатов образцов в системе Фентона. 

Анализ проводили в кювете люминометра объемом 1 мл, в режиме постоянного перемешивания и непрерывной регистрации. В среду измерений (0,01М К-фосфатный буфер, рН7,4, добавляли раствор FeSO4 (17,7 мкМ), образец (20) и люминол (0,2мМ). Реакцию Фентона инициировали внесением Н2О2 (17,7 мкМ) через диспенсер и регистрировали интенсивность вспышки. Контролем служили пробы, не содержащие биологический образец.

K3 - коэффициент экспрессии генов апоптоза в тканях биопататов шейки матки (FAS, TRAIL). 

K3=k3a+k3b
k3a=0 – в случае выявления нормальный показателей экспрессии FAS.

k3a=1– в случае снижения уровня экспрессии FAS относительно уровня доноров более, чем на 25%.

k3b=0 – в случае выявления нормальный показателей экспрессии TRAIL.

k3b=1– в случае снижения уровня экспрессии TRAIL относительно уровня доноров более, чем на 25%.

Оценку экспрессии генов апоптоза (sFAS, TRAIL) проводили методом количественного Real-time ПЦР по технологии TaqMan с использованием прибора ICycler IQ (BioRad), в соответствии с основными рекомендациями протокола ЕАС (European Anti Cancer Program, 2003). Оценка экспрессии проводилась в три этапа: на первом этапе проводили выделение РНК из тканей биоптата женщин с ВПЧ-инфекцией, предраковыми заболеваниями шейки матки и раком шейки матки. 
Требования к биоптатам. Для анализа экспрессии генов могли использоваться свежие или замороженные ткани. Размер ткани должен был быть 4-5 мм - для оптимальной заморозки и пропитывания (в случае необходимости) стабилизирующим раствором RNA-later (Ambion). Обработку RNA-later проводили сразу после взятия. Замороженный биоптат хранили при температуре - 200С не более 3 месяцев. Повторное замораживание было не допустимо.

Для выделения РНК из свежих или замороженных тканей использовали iPrepPureLink TM Total RNA Kit , основанный на методике P. Chomczynsky, N. Sacchi (метод кислой гуанидин-тиоцинат-фенол-хлороформ-экстракции). К 10 млг гомогената образца ткани добавляли 100мкл лизирующего буфера, затем центрифугировали при 12 000g 5 минут при комнатной температуре. Супернатант переносили в iPrepTM Sample Tube и производили выделение РНК согласно инструкции к iPrepPureLink TM Total RNA Kit (Invitrogen, USA).

Далее с помощью реакции обратной транскрипции синтезировали копии ДНК на матрице мРНК. Для синтеза кДНК использовали комплект реагентов «Реверта-L» (ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, РФ). Для этого в пробирку с RT-mix вносили 5мкл RT-G-mix-1, тщательно перемешивали на вортексе, осаждали капли с крышки кратковременным центрифугированием. К полученному раствору добавляли 6 мкл ревертазы (MMlv), пипетировали 5 раз и перемешивали на вортексе. Вносили в микропробирки по 10 мкл готовой реакционной смеси. Используя наконечники с аэрозольным барьером, добавляли по 10 мкл РНК-пробы в пробирки с реакционной смесью. Осторожно перемешивали пипетированием. Полученную в реакции обратной транскрипции кДНК для последующей постановки ПЦР, разводили в 2 раза ДНК-буфером. Готовый препарат кДНК использовали либо сразу для ПЦР, либо замораживали и хранили при -680С. Не допускали хранения необработанных образцов кДНК более 3 месяцев. На последнем этапе проводили полимеразную цепную реакцию на амплификаторе. ПЦР-амплификация была выполнена в соответствии с методикой, предложенной Gelder. В работе были использованы пары праймеров для следующих генов апопотоза и цитокинов: sFAS, TRAIL. В качестве контрольного (housekeeping) гена использовали ген β2 микроглобулина (β2M). Экспрессия генов sFAS, 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, используя 2-ΔΔСt, метод позволяет оценить во сколько раз изменяется экспрессия изучаемого гена в пораженной ткани по сравнению с непораженной тканью. ΔΔСt рассчитывали как ΔΔСt =ΔСt (пораженная ткань)- ΔСt (непораженная ткань), где каждое значение ΔСt = ΔСt (исследуемый ген)- ΔСt (β2 микроглобулин). Отрицательный контроль, необходимый для определения контаминации, содержал все компоненты для ПЦР кроме матрицы ДНК (ОКП). Положительный контроль использовали для оценки эффективности работы реактивов, содержал все компоненты для ПЦР и контрольные ДНК-матрицы (ПКП).
Чем выше суммарный коэффициент, тем выше уровень риска развития канцерогенеза шейки матки: 

Если суммарный коэффициент K≤3, то уровень риска канцерогенеза низкий, если K>3, то уровень риска канцерогенеза высокий.
Способ позволяет определить степень риска развития канцерогенеза шейки матки у клинически здоровых женщин (но инфицированных ВПЧ), а также при патологии с целью прогноза заболевания и мониторинга эффективности проводимой профилактики и терапии. 
Предлагаемый способ прогнозирования риска канцерогенеза шейки матки у женщин, инфицированных вирусами папилломы человека, осуществляют следующим способом:

7. При кольпоскопическом исследовании пациенток выявляют женщин с признаками вирусной инфекции и проводят гистологическое исследование биоптатов, а также отправляют материал на выявление ВПЧ инфекции (с определением типа вируса).

8. По данным ПЦР анализа с выявлением типа ВПЧ инфекции вычисляют первую составляющую суммарного коэффициента риска: K1=1 при выявлении ВПЧ высокого онкогенного риска (16,18 типы ВПЧ); K1=0 при отсутствии ВПЧ 16,18 типов.

9. Для вычисления коэффициента радикального повреждения тканей исследуют образцы тканей биоптатов. Биоптаты вручную гомогенизируют, определяют количество белка по Лоури и используют для исследования: 

9.1. активности миелопероксидазы (k2a - k2a=0 – в случае выявления значений 0,054±0,005ммоль/грамм белка; k2a=1– в случае выявления значений >0,054±0,005ммоль/грамм белка);

9.2. концентрации нитра-нитритов в тканях (k2b=0, в случае содержания нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов 120,0±10,0 микромоль/г белка; k2b=1, в случае содержания нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов >120,0±10,0 микромоль/г белка).
9.3. Определения общей антиоксидантной емкости ткани гомогената шейки матки (k2c=0, в случае снижения хемилюминесценции (ХЛ) в реакции Фентона более (≥) чем на 50% при концентрации белка 1 мг/мл; k2c=1, в случае снижения хемилюминесценции (ХЛ) в реакции Фентона менее чем на 50% при концентрации белка 1 мг/мл).

9.4. Вычисляют вторую составляющую суммарного риска K2=k2a+k2b+k2c, демонстрирующей активность радикальной нагрузки в тканях шейки матки.
10. Проводят оценку экспрессии генов апоптоза генов sFAS и TRAIL методом количественного Real-time ПЦР по технологии TaqMan с использованием прибора ICycler IQ (BioRad), в соответствии с основными рекомендациями протокола ЕАС (European Anti Cancer Program, 2003). По результатам вычисляют третью составляющую суммарного коэффициента риска - K3=k3a+k3b (k3a=0 – в случае выявления нормальный показателей экспрессии генов FAS, k3a=1– в случае снижения уровня экспрессии FAS относительно уровня доноров более, чем на 25%; k3b=0 – в случае выявления нормальный показателей экспрессии TRAIL, k3b=1– в случае снижения уровня экспрессии TRAIL относительно уровня доноров более, чем на 25%).

11. Вычисляют суммарный коэффициент риска развития рака шейки матки у пациентки K=K1+K2+K3.

12. При выявлении значений выше 3, пациентку выделяют в группу риска и назначают курс терапии ВПЧ инфекции и профилактики рака шейки матки. 
Пример 1. Пациентка 35 лет. Диагноз – ВПЧ инфекция 16,18 типа. Проведено исследование радикальной нагрузки в ткани шейки матки и  оценка экспрессии генов апоптоза (FAS, TRAIL). Суммарный коэффициент риска=5. Больная отнесена в группу высокого риска развития канцерогенеза. Назначены укороченные интервалы между визитами к врачу. Назначена противовирусная терапия и иммунотерапия.
Пример 2. Пациентка 38 лет. Диагноз – ВПЧ инфекция 10,13 типа. Проведено исследование радикальной нагрузки в ткани шейки матки и  оценка экспрессии генов апоптоза (FAS, TRAIL). Суммарный коэффициент риска=2. Больная отнесена в группу низкого риска развития канцерогенеза. Больной предложены визиты к врачу 1 раз в год. Наблюдение на протяжении 8 лет не выявило патологий шейки матки.

Таким образом, предлагаемый способ оценки риска развития канцерогенеза шейки матки позволяет прогнозировать течение заболевания и своевременно назначать адекватное лечение.

ПРИЛОЖЕНИЕ Г

Диагностический алгоритм обследования пациенток с высоким риском развития онкологических заболеваний шейки матки

Алгоритм обследования предусматривает три этапа:

1 этап – провести популяционный скрининг, заключающийся в анкетировании (разработанная анкета в приложении Б) и осмотре врачом – гинекологом.
2 этап – выявить группы риска:
1 группа (4 варианта).
Клинически здоровая женщина, нет ВПЧ высокого онкогенного риска, нет семейной предрасположенности.
Клинически здоровая женщина, нет ВПЧ высокого онкогенного риска, есть семейная предрасположенность.
Клинически здоровая женщина, есть ВПЧ высокого онкогенного риска, нет семейной предрасположенности.
Клинически здоровая женщина, есть ВПЧ высокого онкогенного риска, есть семейная предрасположенность.
2 группа (2 варианта)

Выявлены предраковые заболевания шейки матки, нет ВПЧ высокого онкогенного риска.
Выявлены предраковые заболевания шейки матки, есть ВПЧ высокого онкогенного риска.
В предварительные группы высокого риска включаются пациентки с выявленными предраковыми заболеваниями шейки матки (с ВПЧ высокого онкогенного риска), а также клинически здоровые женщины (с ВПЧ высокого онкогенного риска и выявленной семейной предрасположенностью).

3 этап 

Сформировать группы для диспансерного наблюдения и учета, мониторинга эффективности проводимой профилактики и терапии в зависимости от риска развития рака шейки матки, проведение дополнительных исследований для более детальной оценки степени риска канцерогенеза. Предлагается проведение регулярного цитологического и кольпоскопического контроля в следующие сроки: 

· для пациенток с выявленными предраковыми заболеваниями шейки матки (с ВПЧ высокого онкогенного риска) - один раз в два-три месяца;

· для клинически здоровых женщин (с ВПЧ высокого онкогенного риска и выявленной семейная предрасположенностью) – один раз 5-6 месяцев.

Для более объективной оценки риска развития канцерогенеза шейки матки предлагается дополнительно обследование для ВПЧ-инфицированных пациенток (см. схему 4): на основании исследования показателей апоптоза в крови по уровню лигандов апоптоза (sFAS, TRAIL), особенностей рецепторного фенотипа клеточных элементов цервикального канала  (экспрессия рецепторов к CD95 и DR5), генетических особенностей экспрессии генов, регулирующих процессы апоптоза (экспрессия генов Fasl, TRAIL), а также процессов радикалообразования (активность миелопероксидазы, уровень нитрат-нитритов, общая антиоксидантная емкость ткани по реакции Фентона), измеряемых в тканях биоптата, взятых при кольпоскопии из шейки матки.
В группу высокого риска входят пациентки со следующими параметрами:

5. в случае выявления значений активности миелопероксидазы >0,054±0,005ммоль\грамм белка;

6. в случае содержания нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов >120,0±10,0 микромоль/г белка;

7. в случае снижения хемилюминесценции (ХЛ) в реакции Фентона менее чем на 50% при концентрации белка 1 мг/мл);

8. в случае снижения экспрессии генов, регулирующих апоптоз - генов sFAS и TRAIL (более чем на 30% по сравнению с показателями здоровых женщин).

ПРИЛОЖЕНИЕ Д
Алгоритм подбора препаратов (антиоксидантов и их комплексов), регулирующих активность свободно-радикальных механизмов защиты и активность апоптоза
Впервые теоретически обоснован и апробирован алгоритм поиска и экспериментального изучения составляющих частей в комплексах антиоксидантов. В моделях in vitro и в биологическом эксперименте на модели асептического перитонита проведено сравнительное исследование антиокисдантных свойств основных компонентов комплекса натиокислантных витаминов и аминокислот. 
Изучение влияния препарата Immugen на образование кислородных радикалов лейкоцитами периферической крови человека. Лейкоциты периферической крови человека выделяли по стандартной методике, основанной на центрифугировании на градиенте плотности фиколл-верографина 1.119 при 400g. Препарат Immugen (0.5-1.0мг\мл) добавляли к изолированным лейкоцитам  непосредственно перед активацией ФМА. Для сравнения влияния отдельных составляющих  препарата Immugen на образование свободных радикалов лейкоцитами компоненты (лецитин, убихинон, витамин Е, метионин) также добавляли к изолированным лейкоцитам непосредственно перед активацией ФМА.  Хемилюминесцентный анализ проводили с использованием хемилюминометра LKB (Швеция) в стандартных условиях (см. ниже) при активации ФМА (10-5М). Для оценки  генерации супероксидного радикала клетками перитонеального экссудата использовали спектрофотометрический метод, основанный на восстановлении цитохрома с (см. ниже).

Определение радикалобразующей способности нейтрофилов.

Измерение хемилюминесценции (ХЛ).

Для изучения продукции активных кислородных метаболитов традиционно используется хемилюминесцентный анализ. Измерение хемилюминесценции (ХЛ) нейтрофилов производили на хемилюминометре ПХЛ-1, а также на LKB Luminometer (model 1251, Sweden) в термостатированных при 37 0С стеклянных кюветах при постоянном перемешивании. Образец содержал 5х105клеток в 1 мл раствора Хенкса, 2х10 –5 люминола (или люцигенина). В качестве показателя степени активации фагоцитов принимали изменение амплитуды ХЛ ответа (I отн.ед.). Индекс предстимуляции иммуноцитокинами рассчитывали как отношение амплитуд ХЛ ответов стимулированных и контрольных клеток. 

Измерение продукции супероксидрадикала нейтрофилами.

Для измерения концентрации супероксидрадикала, генерируемого нейтрофилами, использовали метод, основанный на реакции восстановления супероксидом цитохрома с. В работе исследовали спонтанную и индуцированную продукцию супероксидрадикала. В инкубационную смесь объемом 1 мл и содержащую 100 мкл суспензии нейтрофилов (106\мл) в растворе Хенкса (рН 7.4) и 50мкл цитохрома с (12.5мг\мл), добавляли 10мкл ФМА (10-6М). Спонтанную продукцию супероксидного радикала измеряли путем добавления 10мкл диметилсульфоксида (99%) вместо ФМА.  Для выяснения вклада в реакцию восстановления цитохрома с именно супероксидного радикала в реакционную смесь добавляли 10 мкл Cu-Zn-СОД (0.5мг\мл). Приготовленные таким образом пробы инкубировали при периодическом перемешивании в течение 1 часа при 37 0С. Затем суспензии центрифугировали 10 минут при 400 g, после чего измеряли оптическое поглощение супернатанта при 550нм (А550) и выражали в нМ/мин, с учетом показателя экстинкции восстановления цитохрома с (ε = 21мМ-1 см-1).  

Эксперимент выполнялся на 40 беспородных крысах, которые были разбиты на 4 группы: 10 животным интраперитонеально вводили 20 мл стерильный физиологический раствор (группа «Контроль»); 10 животным интраперитонеально вводили 20 мл стерильного 2% раствора пептона для индукции асептического воспаления на фоне реакции на чужеродный белок (группа «Пептон»); 10 животным интраперитонеально вводили стерильный физиологический раствор на фоне перорального введения комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот Immugen (в состав входят убихинон, фосфолипиды сои, токоферол, селен и метионин), разведенного подсолнечным маслом (25мг\мл), при этом пероральное введение было начато  за 7 дней до введения  физиологического раствора (группа «Контроль+Комплекс»); 10 животным интраперитонеально вводили 20 мл стерильного 2% раствора пептона на фоне перорального введения антиоксидантного комплекса (группа «Пептон+Комплекс»). Эритороциты получали из гепаринизированной крови, клетки перитонеального экссудата выделяли после введения в брюшную полопсть 20 мл раствора Хенкса.  Клеточный состав оценивали с помощью мазков, окрашенных по Романовскому-Гимзе, анализ фагоцитарной активности проводили по стандартной методике с использованием зимозана («Sigma»,USA). Оценивали активность аланин аминотрансферазы (АЛТ) и аспартат аминотрансферазы (АСТ) в сыворотке с использованием биохимического анализатора ASCA (США), активность глутатион-S-трансферазы (GST) эритроцитов по восстановлению 1-хлор-2,4-динитробензола (CDNB), активность супероксид дисмутазы (СОД) клеток перитонеального экссудата и эритроцитов по способности клеточных лизатов ингибировать аутоокисление адреналина. Антиокислительную активность препарата определяли по методу Клебанова Г.И. и др .Статистическая обработка полученных данных проводилась с применением пакета прикладных программ Statistica 6.0 (StatSoft, USA). Достоверность различий этих показателей определялась параметрическим критерием Стьюдента.
Поскольку в состав изучаемого комплекса входят такие антиоксиданты как убихинон и витамин Е, было изучено его влияние на образование кислородных радикалов лейкоцитами периферической крови человека и процессы перекисного окисления липидов в системе in vitro. Добавление комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот к изолированным лейкоцитам или цельной крови непосредственно перед активацией ФМА (10-5М) приводило к снижению ХЛ ответа на активатор (С50=0,2мг\мл). Однако при инкубации цельной крови с препаратом (0,5-1,0мг\мл) в течение 4 часов при 370С этот эффект исчезал и величина ХЛ ответа полностью восстанавливалась.

Сравнение отдельных компонентов комплекса антиоксидантных витаминов аминокислот по способности ингибировать образование свободных радикалов in vitro показало, что максимальным эффектом обладают убихинон и витамин Е (таблица 1), тогда как метионин, напротив усиливал ХЛ ответ лейкоцитов, активированных ФМА.

Исследование влияния препарата на железо-индуцированное окисление желточных липопротеидов показало, что он обладает антиоксидантным  действием (С50=4мг\мл).

Таблица 1 - Концентрации 50%-ингибирования ХЛ и восстановления цитохрома с лейкоцитами in vitro для комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот и его компонентов (мг/мл).

	компоненты
	Ингибирование восстановления цитохрома с
	Ингибирование люминол-зависимой ХЛ

	«Комплекс»
	1,00
	0,200

	Лецитин
	0,37
	0,020

	Убихинон
	0,01
	0,004

	Витамин Е
	---
	0,008

	Метионин
	Не ингибирует
	Не ингибирует


Таким образом, на основании исследованных свойств комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот in vitro можно предположить, что препарат выступает как ингибитор свободно-радикальных процессов.

Действие комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот  исследовали в биологическом эксперименте путем интраперитонеального введения пептона. О развитии воспалительной реакции в брюшной полости судили по увеличению выхода клеток перитонеального эксудата на 2 сутки. К этому сроку острая нейтрофильная реакция уже завершается, о чем свидетельствует близкое к контрольным значениям содержание полиморфноядерных лейкоцитов в эксудате (таблица 2). Введение пептона интраперитонеально вызывало у крыс гепатотоксичекую реакцию - повышение уровня активности АСТ и АЛТ в сыворотке, особенно на 7 сутки и GST в эритроцитах (таблица 2). 

Как видно из приведенных в таблице 3 данных, «комплекс антиоксидантных витаминов и аминокислот» существенно снижает интоксикацию, вызванную введением чужеродного белка (об этом свидетельствует снижение уровня АСТ и АЛТ, особенно на 7 сутки, в группе «Пептон+Комплекс» по сравнению с группой «Пептон»). Кроме того, препарат, увеличивая уровень активности GST на 2 сутки по сравнению с группой «Пептон», практически нормализует его к 7 суткам. Следует также отметить резкое падение уровня активности СОД эритроцитов, ведущее к дисбалансу окислительно-восстановительных процессов, которое происходит на 7 сутки. Препарат, состоящий из антиоксидантных витаминов и аминокислот, полностью предотвращает это падение (таблица 2). 

Таблица 2 - Влияние комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот на свойства клеток перитонеального экссудата.
	Параметр
	дни
	Группа

«Контроль»
	Группа
«Контроль+Комплекс»
	Группа
«Пептон»
	Группа
«Пептон+ Комплекс»

	Cуммарное количество клеток в эксудате
	0

2

7
	24,8(0,8

-----

28,3(3,3
	14,5(1,8

-----

33,5(7,6
	----

54,6(13,2

11,7(3,2
	-----

75,5(9,5

10,4(3,3

	Содержание

ПМЯЛ в 

эксудате,%
	0

2

7
	7,4(0,4

----

19,0(4,7
	10,8(2,5

-----

5,7(1,4
	----

11,0(1,6

2,9(0,3
	----

8,9(4,4

8,1(4,5

	Содержание фагоцитирующих клеток в эксудате,%
	0

2

7
	15,7(0,4

-----

4,0(0,4
	7,9(3,0

------

7,8(3,0
	----

15,4(3,0

38,9(4,3
	----

23,3(12,1

35,6(11,7

	Индекс фагоцитоза, частиц зимозана на клетку
	0

2

7
	1,7(0,3

----

2,6(0,4
	2,5(0,3

----

2,9(1,0
	2,2(0,2

----

3,4(0,5


	3,1(0,9

----

3,8(0,8

	Величина ХЛ ответа клеток эксудата на ФМА,мВ
	0

2

7
	----

----


	----

----


	----

9(3

19(2
	----

10(4

402(16**

	Активность СОД клеток эксудата,ед\мг белка
	0

2

7
	37,7(9,6

----

17,1(2,5
	16,3(0,2

----

12,4(5,1
	----

2,7(1,3

6,5(0,1
	----

18,8(2,9*

16,3(5,5


--- - нет данных

*- р<0,05 относительно экспериментальной группы без комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот

  ** - р<0,01 относительно экспериментальной группы без комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот

Таблица 3 - Влияние комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот на некоторые показатели крови экспериментальных животных.

	Параметр
	Дни
	Группа

«Контроль»
	Группа
«Контроль+Комплекс»
	Группа
«Пептон»
	Группа
«Пептон+ Комплекс»

	Активность глутатион-S-трансферазы эритроцитов, нмоль CDNB\мин.г гемоглобина
	0

2

7
	133,1(27,0

---

        ---
	177,0(19,2

----

----
	----

271,0(39,4

318,0(38,2
	----

348,0(28,3

154,0(29,6

	Активность СОД эритроцитов, ед\мг белка


	0

2

7
	5,2(1,3

----

----
	6,8(5,6

----

----
	-----

10,8(1,4

0,7(0,5
	----

13,9(2,0

5,3(1,5

	Активность аспартат-аминотрансферазы, ед\л
	0

2

7
	102,2(3,9

----

----
	99,7(9,7

----

----
	----

89,7(10,8

240,5(3,5
	----

84,0(8,1

146,5(7,6

	 Активность аланин аминотрансферазы в сыворотке, ед\л
	0

2

7
	180,7(11,0

----

----
	189,1(30,7

----

----
	----

235,3(46,6

281,5(5,6
	----

189,4(25,2*

191,5(49,0**


--- - нет данных

*- р<0,05 относительно экспериментальной группы без комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот

 ** - р<0,01 относительно экспериментальной группы без комплекса антиоксидантных витаминов и аминокислот

Таким образом, Immugen уменьшает токсическую и, в частности гепатотоксическую нагрузку на организм. С другой стороны, препарат не снижает выход клеток в очаг воспаления (таблица 2) и не влияет на содержание полиморфноядерных лейкоцитов и фагоцитирующих клеток в очаге. Влияние препарата на клеточную популяцию в этом случае проявляется в восстановлении способности к дыхательному взрыву (7 сутки, группа «Пептон+Комплекс»). При этом препарат восстанавливает до нормальных значений уровень СОД-активности клеток перитонеального эксудата, тогда как в группе «Пептон» эти значения ниже контрольных. Следует также отметить и тенденцию к повышению индекса фагоцитоза в группах животных, принимавших «комплекс антиоксидантных витаминов и аминокислот» (как на фоне перитонита, так и в контрольных группах) (таблица 3).

На основании полученных данных можно утверждать, что при пероральном применении Immugen уменьшает общую интоксикацию организма. Он также действует как регулятор свободно-радикальных процессов в организме, восстанавливая уровень активности СОД макрофагов и эритроцитов и способность фагоцитов к осуществлению дыхательного взрыва, что имеет особое значение при инфекционной патологии, в частности при вирусассоциированной патологии шейки матки. Мы предлагаем при скрининге возможных новых комплексов антиоксидантов использование схожих с вышеперечисленными методиками для выявления воздействия на основные звенья патологического процесса.

При подборе антиоксидантов в терапии женщин с патологией шейки матки следует учитывать следующие факторы (схема 1):

5. Длительность инфицирования.

6. Наличие воспалительного типа мазка при цитологическом исследовании.

7. Выявление патологических нарушений тканей шейки матки при гистологическом исследовании.

8. Обнаружение дисбаланса прооксиаднтно-антиоксиантной системы в тканях шейки матки при исследовании биоптатов. 

Наличие любого одного положительного фактора из 4 является основанием для назначения комплексов антиоксидантных витаминов и аминокислот. При подборе препаратов антиоксидантов оптимальным является сочетание регуляторного, антиоксидантного и противовирусного действия.


Схема 1 - Основные клинико-лабораторные показания для подключения  антиоксидантов в комплексную терапию пациенток с патологией ШМ.

Предложение на разработку и освоение метода идентификации генетических маркеров, имеющих прогностическую ценность в диагностике злокачественных новообразований, а также маркеров, позволяющих оценит эффективность профилактики и терапии с учетом индивидуальных генетических особенностей пациентов, с целью рационального выбора стратегии лечения

В настоящее время использование в медицине новых методов, как исследования ДНК, молекулярно-цитогенетический анализ, хромато-масс-спектрометрия, высокоэффективная хроматография и многих других, позволило установить генетическую природу и предрасположенность к  их развитию множества болезней человека. Исследование генетических механизмов широко распространенных болезней особенно важно, так как эта патология вносит основной вклад не только в структуру заболеваемости, но и смертности пациентов.

Доказана существенная роль генетических факторов в возникновении эссенциальной гипертонии, сахарного диабета, бронхиальной астмы, атеросклероза, многих врожденных пороков развития и др. Большинство этих заболеваний имеют мультифакториальную природу, т.е. проявления клинических симптомов возникают только в результате совместного действия некоторого числа генетических и средовых факторов. Каждая нозологическая форма болезни с наследственным предрасположением на самом деле генетически гетерогенная группа. Отдельные болезни (например, гипертоническая болезнь, ишемическая болезнь сердца, язвенная болезнь желудка, сахарный диабет и др.) представляют собой не одну болезнь, а группу болезней с одинаковым конечным проявлением. Но, чем выше наследственная предрасположенность и больше вредных воздействий среды, тем выше вероятность заболеть тем или иным заболеванием.

При папилломавирус-ассоциированном поражении шейки матки есть два основных аспекта патогенеза: микробный (вирусный) и иммунный (включающий активность компонентов врожденного и приобретенного иммунитета). Поскольку опухолевый рост  при инфицировании вирусами, изменяющими генотип клетки, является результатом дисбаланса между пролиферацией клеток и апоптозом, клинический интерес представляет прежде всего возможность использовать стимуляцию апоптоза в процессах лечения. Воздействие на программу клеточной гибели - перспективное направление лекарственного лечения. Важными физиологическими регуляторами апоптоза являются свободные радикалы. При нарушении адекватного соотношения окислительных и антиокислительных процессов происходит избыточное накопление свободных радикалов, приводящее к повреждению нуклеиновых кислот, индукции хромосомных аберраций, нарушениям регуляции клеточной пролиферации и апоптоза, играющих важную роль в злокачественной трансформации клеток и опухолевой прогрессии.

На основе полученных в ходе НИР результатов представлены предложения для разработки и освоения метода идентификации генетических маркеров, имеющих прогностическую ценность в диагностике злокачественных новообразований, а также маркеров, позволяющих оценит эффективность профилактики и терапии с учетом индивидуальных генетических особенностей пациентов, с целью рационального выбора стратегии лечения.

Нами выделены несколько 2 группы показателей, являющихся основными при составлении прогноза течения заболевания и мониторинга эффективности терапии:

1 группа – группа показателей, демонстрирующих процесс апоптоза (уровень лигандов апоптоза на клетках цервикального канала - FAS, TRAIL, TNF; экспрессия рецепторов апоптоза (CD95, DR5) на клетках цервикального канала, экпрессия генов, кодирующих процессы программированной смерти зараженных  вирусов клеток).

2 группа – показатели, радикального поражения тканей шейки матки, включающие  исследование показателей кислородных и азотных радикалов в биоптатах шейки матки (нитротирозин, общая антиоксидантная активность тканей, каталаз и глутатион-пероксидаза тканей). 

В дальнейших разработках предлагается исследовать особенности нитрозильного окисления, позволяющие более детально понять участие радикалов в канцерогенезе. Полученные данные по активности нитрозильного окисления могут служить также одним из основных параметров для оценки эффективности терапии, так как доказана роль третичных радикалов азота в раковых заболеваниях различной локализации .

Одним из перспективных направлений дальнейших исследований является подбор неинвазивных, но демонстративных показателей тканевой защиты.

Следует изучить эффективность вторичной профилактики у пациенток с генетической предрасположенностью, выявленной при оценке экспрессии генов, кодирующих противовирусный и противовопухолевый иммунитет.
ПРИЛОЖЕНИЕ Е

Алгоритм оценки эффективности вакцинации женщин разных возрастных групп
Первичные меры по предупреждению рака шейки матки осуществляются посредством предупреждения и контроля генитальной инфекции онкогенными типами ВПЧ. Имеющая государственное значение стратегия популяризации здорового образа жизни с информированием населения о предупреждении инфекций, передающихся половым путем, может оказаться эффективной в предупреждении генитальной ВПЧ-инфекции. Принимая во внимание широкую распространенность папилломавирусной инфекции среди населения, доказанную этиологическую роль ВПЧ в развитии РШМ, чрезвычайно значение имеет разработка средств вакцинопрофилактики этой инфекции.
Первая профилактическая вакцина (4-валентная вакцина против вируса папилломы человека 6, 11, 16 и 18-го типов) зарегистрирована начиная с июня 2006 г. более чем в 60 странах мира, включая страны Евросоюза и Россию, и внесена в Национальный календарь вакцинации уже более 20 стран мира. Она относится к классу генно-инженерных вакцин и представляет собой смесь ВПЧ-подобных частиц типов 6,11,16 и 18. Длительность защиты по результатам проведенных исследований составляет на сегодня 5 лет, но уже получены свидетельства наличия клеток иммунологической памяти, что позволяет рассчитывать на длительность защиты на несколько десятилетий. На основании результатов ряда международных контролируемых клинических исследований и эпидемиологических данных были определены основные возрастные группы, которым рекомендована иммунизация: девочки и мальчики от 9 до 17 лет и молодые женщины от 18 до 26 лет. Разработанная схема вакцинации предусматривает введение трех доз: вторая доза вводится через 2 месяца после первой, а третья - через 6 месяцев после первой (схема 0-2-6). Выполнение полного курса вакцинации обеспечивает защиту против вирусов 6, 11,16 и 18-го типов на уровне 99-100%. В РФ и странах Евросоюза  стране применяется и 2-валентная вакцина (против ВПЧ 16-го и 18-го типов).

Действие вакцины было в основном изучено у молодых женщин (17-            22 лет), которые не были инфицированы ни одним из четырех типов ВПЧ. В то время как основной контингент женщин с предраковыми и раковыми поражениями, ассоциированными с папилломавирусной инфекцией варьирует с 32-45 лет. Оценка эффективности вакцинации против вирусов папилломы основных онкогенных серотипов женщин разных возрастов позволит расширить группы первичной профилактики и предотвратить развитие канцерогенеза в более позднем возрасте. Данной НИР предусматривается оценка эффективности вакцинации женщин двух возрастных групп – 25-35 лет и 36-40лет, не охваченных в ранее проведенных исследованиях и наиболее подверженных опухолевым заболеваниям шейки матки (работы иностранного партнера по НИР). Разработанный и представленный алгоритм оценки эффективности вакцинации создан в соавторстве и иностранным партнером - коллективом IDI Farmaceutici (Рим, Италия). Алгоритм состоит из следующих этапов:

1.Подбор групп, подлежащих вакцинации. 

Однородность групп исследования (критерии включения и исключения из групп исследования).

Критерии включения: 

5. Возраст больных 1 группа от 25 до 35 лет, 2 группа от 36-40лет. 

6. Предоставление письменного информированного согласия пациентки на обследование и вакцинацию.

7. Все пациентки детородного возраста должны соблюдать меры контрацепции на период вакцинации.

8. Не иметь посторонних сексуальных связей (допускается единственный половой партнер с доказанным отсутствием ДНК ВПЧ анализах крови и отделяемого уретры).

Критерии исключения: 

14. Беременные или кормящие грудью женщины.
15. Наличие ВПЧ.
16. Медицинские противопоказания к иммунизации (наличие иммунодефицитных состояний).
17. Психические заболевания или другие нарушения, влияющие на способность адекватно дать согласие.
18. Женщины, имеющие аллергические реакции на любой ингредиент вакцины.
19. Женщины, ранее страдающие злокачественными новообразованиями.

20. Женщины, ведущие беспорядочную половую жизнь

21. Исключали женщин, ранее получавших иммунодепрессанты, стероиды или противовирусные препараты.
22. Женщин, злоупотреблявших алкоголем или наркотиками.

23. Предыдущая вакцинация против любого инфекционного агента не менее чем за 6 мес. до настоящего исследования.

24. Текущие острые инфекционные и неинфекционные заболевания, включая период реконвалесценции, менее одного месяца с момента клинического выздоровления.

25. Системные заболевания соединительной ткани

26. Наличие декомпенсированных заболеваний, которые могут повлиять на проведение исследования (декомпенсированная патология сердечно–сосудистой системы, больные с острой почечной или печеночной недостаточностью).

2. Основные требования, предъявляемые к клиническим и лабораторным исследованиям эффективности вакцинации, сводятся к следующему:

В алгоритме предусматривается исследование на 3 уровнях: Клинический уровень, включающий цитологический мониторинг и гистологический мониторинг, вирусологический мониторинг и иммунологический мониторинг. При этом важно обращать внимание на:
· Стандартность взятия и хранения клинических проб.

· Короткий промежуток времени, в течение которого исследуются все сыворотки.
· Стандартность вакцин, применяемых в исследовании.
· Необходима высокая чувствительность иммунологического теста для определения антител.

· Необходима высокая чувствительность методов определения наличия ДНВ ВПЧ в клиническом материале.

Изучение иммунологической эффективности вакцин проводится путем сопоставления титров специфических антител, в сыворотке крови привитых до и в разные сроки после иммунизации, а также путем сравнения этих результатов с данными уровня антител, полученными в те же сроки при обследовании лиц, которым вводили плацебо или препарат сравнения. Плацебо помещают в точно такие же ампулы или флаконы, как и изучаемую вакцину. При этом схема иммунизации, дозировка и место введения препарата должны быть такими же, как и в группе испытуемых. 

Основные параметры иммунологического контроля – это уровень защитных антител Защитный уровень антител устанавливается заранее в опытах с однонаправленным препаратом.

Основным параметром вирусологического контроля является наличие ДНК ВПЧ в образцах, взятых из групп вакцинированных женщин. Исследование проводится методом ПЦР.
В дальнейшем эффективность вакцинации можно оценивать путем наблюдения за возникающими на протяжении выбранного отрезка времени случаями заболеваний в опытной и контрольной группах (прогностический подход). С этой целью организуется постоянное медицинское наблюдение за контингентом привитых, позволяющее своевременно выявить и диагностировать все случаи болезни вплоть до бессимптомных форм. Когда речь идет о контролируемом эпидемиологическом опыте, срок наблюдения должен быть достаточным для определения длительности иммунитета, формирующегося у привитых изучаемой вакциной. При наличии соответствующей документации защитный эффект вакцинации может быть оценен и ретроспективно, т. е. на основе уже имеющейся информации о заболеваемости привитых и непривитых лиц. Сбор и обобщение данных позволят установить причины заболеваемости среди привитых, т. е. оценить возможность реализации защитных свойств вакцины при массовом ее применении.

Основными параметрами клинического контроля эффективности массовой иммунизации служат показатели не только заболеваемости, но и смертности; изменения в характере очаговости, сезонности и цикличности, возрастной структуре болеющих, а также клиническом течении соответствующего вакцине инфекционного заболевания, которые учтены за достаточно длительный период времени до и после проведения прививок.

Выбранные сроки наблюдения (1,2,6 месяцы, 1,3,5,6,10,15 лет) не зависят от возрастной группы исследованных женщин, но связаны с сроками вакцинации и временным характером поражения тканей шейки матки.
ПРИЛОЖЕНИЕ Ж

Методика оценки риска и прогнозирования течения папилломавирус-ассоциированного канцерогенеза шейки матки

Предлагаемый способ оценки степени риска развития канцерогенеза шейки матки включает исследование разных звеньев в патогенезе рака, в том числе учет типа вируса, интенсивности радикал-зависимого повреждения тканей шейки матки в процессе хронической инфекции высокого онкогенного риска и способности организма к элиминации раковых и вирус-инфицированных клеток за счет апоптоза. Преимуществом от всех известных аналогов является также возможность применения данного метода до формирования патологических процессов в тканях, что дает возможность врачам назначить профилактический курс и предотвратить развития рака шейки матки при выявленной предрасположенности или при наличии факторов риска.

Для оценки риска развития канцерогенеза предлагается рассчитать суммарный коэффициент риска  по формуле:

K=K1+K2+K3, 








(1)

где K1 – коэффициент инфицированности вирусами папилломы человека. 

K1=0 - в случае отсутствия  ВПЧ высокого онкогенного риска (16,18 типы ВПЧ) при ПЦР исследовании цервикального эпителия.

K1=1 - в случае обнаружения  ВПЧ высокого онкогенного риска (16,18 типы ВПЧ) при ПЦР исследовании цервикального эпителия.

K2 – коэффициент радикального повреждения тканей при ВПЧ. 

K2=k2a+k2b+k2c, 







(2)

где k2a показатель активности миелопероксидазы в тканях, взятых при кольпоскопическом исследовании, k2a=0 – в случае выявления значений  0,054±0,005ммоль\грамм белка (показатель здоровой ткани доноров, n=35).

k2a=1– в случае выявления значений >0,054±0,005ммоль\грамм белка

Получение гомогенатов.

Образец ткани (биоптат) тщательно отмыть от эритроцитов (в 0,9% NaCl). К образцу весом 1-3 мг добавить 600 мкл К-фосфатного буфера и растереть в ручном гомогенизаторе Поттера до получения однородной суспензии. Гомогенат центрифугировать в течение 30 минут при 900g (3000 об/мин, центрифуга ОПН-3 без охлаждения) и для дальнейших анализов отобрать прозрачный супернатант. 

Оценка содержания белка по Лоури. Для оценки содержания белка в супернатанте гомогената следует использовать метод Лоури, в качестве калибратора возможно использовать бычий сывороточный альбумин (БСА, Sigma). К 20 мкл образца добавить 180 мкл воды, инкубировать в течение 10 минут с 1 мл реактива Лоури, а затем добавить 100 мкл реактива Фолина (1:1). Через 40 минут измерить поглощение пробы при 750 нм.

Оценка активности миелопероксидазы (МПО). Активность МПО следует оценивать в супернатантах гомогенатов на основании реакции с орто-дианизидином. Аликвоты супертанатнов (50 мкл) смешать с 50 мкл Н2О и добавить 100 мкл реакционной смеси, содержащей 100мкг/мл о-дианизидина и 80 мкг/мл Н2О2 в 0,1М натрий-цитратном буфере, рН 5,5. Пробы инкубировать в течение 5 минут при комнатной температуре и останавить реакцию добавлением 1 мл 35%-ной ортофосфорной кислоты. Измерить поглощение проб при 560 нм и рассчитать активность МПО с использованием коэффициента экстинкции 20040 М-1см-1 (Andrews P.C., Parens C., Krinsky N.I. Comparison of myeloperoxidase with respect to catalysis, regulation and bactericidal activity// Arch.Biochem.Biophys., 1984; 228: 439-442).

k2b – показатель активности оксид азот-зависимого окисления тканей

k2b=0, в случае содержания нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов 120,0±10,0 микромоль/г белка (показатель здоровой ткани доноров, n=35).

k2b=1, в случае содержания нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов >120,0±10,0 микромоль/г белка

Оценка содержания нитратов и нитритов. 80 мкл образца внести в лунку 96-луночного планшета, затем внести по 10 мкл раствора нитрат-редуктазы и кофактора и инкубировать смесь при комнатной температуре в течение 2 часов. По окончании инкубации в каждую лунку добавить 50 мкл реактива Грисса (А), аккуратно перемешать и через 5 минут внести 50 мкл реактива Грисса (Б). Смесь перемешать, оставить на 10 минут при комнатной температуре и затем измерить поглощение при 540 нм. Для расчета концентрации нитратов и нитритов использовать калибровочную кривую, полученную по той же схеме с использованием раствора нитрата. Для проведения измерений применять набор «Nitrate/nitrite Assay Kit Colorimetric» Sigma (23479).

k2c – показатель общей антиоксидантной емкости ткани гомогената шейки матки.

k2c=0, в случае снижения хемилюминесценции (ХЛ) в реакции Фентона более (≥) чем на 50% при концентрации белка 1 мг/мл.

k2c=1, в случае снижения хемилюминесценции (ХЛ) в реакции Фентона менее чем на 50% при концентрации белка 1 мг/мл.

Оценка эффектов гомогенатов образцов в системе Фентона. 

Анализ следует проводить в кювете люминометра объемом 1 мл, в режиме постоянного перемешивания и непрерывной регистрации. В среду измерений (0,01М К-фосфатный буфер, рН7,4, добавить раствор FeSO4 (17,7 мкМ), образец (20) и люминол (0,2мМ). Реакцию Фентона инициировать внесением Н2О2 (17,7 мкМ) через диспенсер и регистрировать интенсивность вспышки. Контролем являются пробы, не содержащие биологический образец.

K3 - коэффициент экспрессии генов апоптоза в тканях биопататов шейки матки (FAS, TRAIL). 

K3=k3a+k3b 








(3)

k3a=0 – в случае выявления нормальных показателей экспрессии FAS.

k3a=1– в случае снижения уровня экспрессии FAS относительно уровня доноров более, чем на 25%.

k3b=0 – в случае выявления нормальных показателей экспрессии TRAIL.

k3b=1– в случае снижения уровня экспрессии TRAIL относительно уровня доноров более, чем на 25%.

Оценку экспрессии генов апоптоза (sFAS, TRAIL) проводят методом количественного Real-time ПЦР по технологии TaqMan с использованием прибора ICycler IQ (BioRad), в соответствии с основными рекомендациями протокола ЕАС (European Anti Cancer Program, 2003). Оценка экспрессии проводится в три этапа: на первом этапе проводят выделение РНК из тканей биоптата женщин с ВПЧ-инфекцией, предраковыми заболеваниями шейки матки и раком шейки матки. 

Требования к биоптатам. Для анализа экспрессии генов можно использоваться свежие или замороженные ткани. Размер ткани должен был быть 4-5 мм - для оптимальной заморозки и пропитывания (в случае необходимости) стабилизирующим раствором RNA-later (Ambion). Обработку RNA-later следует провести  сразу после взятия. Замороженный биоптат возможно хранить при температуре - 200С не более 3 месяцев. Повторное замораживание  не допустимо.

Для выделения РНК из свежих или замороженных тканей используют iPrepPureLink TM Total RNA Kit , основанный на методике P. Chomczynsky, N. Sacchi (метод кислой гуанидин-тиоцинат-фенол-хлороформ-экстракции). К 10 млг гомогената образца ткани добавить 100мкл лизирующего буфера, затем центрифугировать при 12 000g 5 минут при комнатной температуре. Супернатант перенести в iPrepTM Sample Tube и произвести выделение РНК согласно инструкции к iPrepPureLink TM Total RNA Kit (Invitrogen, USA).

Далее с помощью реакции обратной транскрипции синтезировать копии ДНК на матрице мРНК. Для синтеза кДНК можно использовать  комплект реагентов «Реверта-L» (ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, РФ). Для этого в пробирку с RT-mix внести 5мкл RT-G-mix-1, тщательно перемешать на вортексе, осадить капли с крышки кратковременным центрифугированием. К полученному раствору добавить 6 мкл ревертазы (MMlv), пипетировать 5 раз и перемешать на вортексе. Внести в микропробирки по 10 мкл готовой реакционной смеси. Использовать наконечники с аэрозольным барьером, добавить по 10 мкл РНК-пробы в пробирки с реакционной смесью. Осторожно перемешать пипетированием. Полученную в реакции обратной транскрипции кДНК для последующей постановки ПЦР, развести в 2 раза ДНК-буфером. Готовый препарат кДНК использовать либо сразу для ПЦР, либо заморозить и хранить при -680С. Не допускать хранения необработанных образцов кДНК более 3 месяцев. На последнем этапе провести полимеразную цепную реакцию на амплификаторе. ПЦР-амплификация должна была выполнена в соответствии с методикой, предложенной R.Gelder. В работе следует использовать пары праймеров для следующих генов апопотоза и цитокинов: sFAS, TRAIL. В качестве контрольного (housekeeping) гена можно использовать ген β2 микроглобулина (β2M). Экспрессия генов sFAS, TRAIL и β2 микроглобулина определяется в виде числа копий транскрипта. Количество копий в исследуемых образцах следует определять по отношению к стандартной калибровочной кривой, построение которой производится с помощью прибора Real-time ПЦР на основании серии 10-кратных разведений плазмиды с известным количеством копий в 1 мкл. Уровень экспрессии исследуемых генов следует рассчитывать относительно контроля, используя 2-ΔΔСt, метод позволяет оценить во сколько раз изменяется экспрессия изучаемого гена в пораженной ткани по сравнению с непораженной тканью. ΔΔСt рассчитать  как ΔΔСt =ΔСt (пораженная ткань)- ΔСt (непораженная ткань), где каждое значение ΔСt = ΔСt (исследуемый ген)- ΔСt (β2 микроглобулин). Отрицательный контроль, необходимый для определения контаминации, должен содержать все компоненты для ПЦР кроме матрицы ДНК (ОКП). Положительный контроль используют для оценки эффективности работы реактивов, он должен содержать все компоненты для ПЦР и контрольные ДНК-матрицы (ПКП).
Чем выше суммарный коэффициент, тем выше уровень риска развития канцерогенеза шейки матки: 

Если суммарный коэффициент K≤3, то уровень риска канцерогенеза низкий, если K>3, то уровень риска канцерогенеза высокий.

Методика  позволяет определить степень риска развития канцерогенеза шейки матки у клинически здоровых женщин (но инфицированных ВПЧ), а также при патологии с целью прогноза заболевания и мониторинга эффективности проводимой профилактики и терапии. 

Предлагаемый способ прогнозирования риска канцерогенеза шейки матки у женщин, инфицированных вирусами папилломы человека, осуществляют следующим способом:

13. При кольпоскопическом исследовании пациенток выявляют женщин с признаками вирусной инфекции и проводят гистологическое исследование биоптатов, а также отправляют материал на выявление ВПЧ инфекции (с определением типа вируса).

14. По данным ПЦР анализа с выявлением типа ВПЧ инфекции вычисляют первую составляющую суммарного коэффициента риска: K1=1 при выявлении ВПЧ высокого онкогенного риска (16,18 типы ВПЧ); K1=0 при отсутствии ВПЧ 16,18 типов.

15. Для вычисления коэффициента радикального повреждения тканей исследуют образцы тканей биоптатов. Биоптаты вручную гомогенизируют, определяют количество белка по Лоури и используют для исследования: 

15.1. активности миелопероксидазы (k2a - k2a=0 – в случае выявления значений 0,054±0,005ммоль/грамм белка; k2a=1– в случае выявления значений >0,054±0,005ммоль/грамм белка);

15.2. концентрации нитра-нитритов в тканях (k2b=0, в случае содержания нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов 120,0±10,0 микромоль/г белка; k2b=1, в случае содержания нитратов и нитритов в гомогенатах тканей биоптатов >120,0±10,0 микромоль/г белка).

15.3. Определения общей антиоксидантной емкости ткани гомогената шейки матки (k2c=0, в случае снижения хемилюминесценции (ХЛ) в реакции Фентона более (≥) чем на 50% при концентрации белка 1 мг/мл; k2c=1, в случае снижения хемилюминесценции (ХЛ) в реакции Фентона менее чем на 50% при концентрации белка 1 мг/мл).

15.4. Вычисляют вторую составляющую суммарного риска K2=k2a+k2b+k2c, демонстрирующей активность радикальной нагрузки в тканях шейки матки.

16. Проводят оценку экспрессии генов апоптоза генов sFAS и TRAIL методом количественного Real-time ПЦР по технологии TaqMan с использованием прибора ICycler IQ (BioRad), в соответствии с основными рекомендациями протокола ЕАС (European Anti Cancer Program, 2003). По результатам вычисляют третью составляющую суммарного коэффициента риска - K3=k3a+k3b (k3a=0 – в случае выявления нормальный показателей экспрессии генов FAS, k3a=1– в случае снижения уровня экспрессии FAS относительно уровня доноров более, чем на 25%; k3b=0 – в случае выявления нормальный показателей экспрессии TRAIL, k3b=1– в случае снижения уровня экспрессии TRAIL относительно уровня доноров более, чем на 25%).

17. Вычисляют суммарный коэффициент риска развития рака шейки матки у пациентки K=K1+K2+K3.

18. При выявлении значений выше 3, пациентку выделяют в группу риска и назначают курс терапии ВПЧ инфекции и профилактики рака шейки матки. 

Пример 1. Пациентка 35 лет. Диагноз – ВПЧ инфекция 16,18 типа. Проведено исследование радикальной нагрузки в ткани шейки матки и  оценка экспрессии генов апоптоза (FAS, TRAIL). Суммарный коэффициент риска=5. Больная отнесена в группу высокого риска развития канцерогенеза. Назначены укороченные интервалы между визитами к врачу. Назначена противовирусная терапия и иммунотерапия.

Пример 2. Пациентка 38 лет. Диагноз – ВПЧ инфекция 10,13 типа. Проведено исследование радикальной нагрузки в ткани шейки матки и  оценка экспрессии генов апоптоза (FAS, TRAIL). Суммарный коэффициент риска=2. Больная отнесена в группу низкого риска развития канцерогенеза. Больной предложены визиты к врачу 1 раз в год. Наблюдение на протяжении 8 лет не выявило патологий шейки матки.

Таким образом, предлагаемый способ оценки риска развития канцерогенеза шейки матки позволяет прогнозировать течение заболевания и своевременно назначать адекватное лечение.

ПРИЛОЖЕНИЕ З

Медико-технические требования к методам идентификации генетических маркеров, имеющих прогностическую ценность в диагностике злокачественных новообразований, а также маркеров, позволяющих оценить эффективность профилактики и терапии с учетом индивидуальных генетических особенностей пациентов с целью рационального выбора стратегии лечения.
1. Наименование и область применения.

1.1. Наименование: методы идентификации генетических маркеров, имеющих прогностическую ценность в диагностике злокачественных образований, а также маркеров, позволяющих оценить эффективность профилактики и терапии с учетом индивидуальных генетических особенностей с целью выбора рационального  выбора стратегии лечения

1.2. Область применения: онкогинекология, молекулярная биология.

2. Цель и назначение разработки.

2.1. Основная цель разработки и ожидаемый медицинский,  технический,   экономический или социальный эффект при использовании:  повышение эффективности ранней диагностики риска канцерогенеза шейки матки, а также эффективности профилактики и терапии папилломавирус-ассоциированного рака шейки матки. 

В результате реализации проекта очевидна его бюджетная эффективность, так как экономия средств, в результате внедрения соответствующих технологии, программ, методик и алгоритмов значительно превосходит затраты, связанные с реализацией данного проекта. Повышение эффективности оценки риска, прогнозирования течения и профилактики папилломавирус-ассоциированного канцерогенеза шейки матки позволит значительно сократить объемы бюджетных средств, выделяемых учреждениям здравоохранения для лечения заболевания. Это позволит в свою очередь использовать освобождаемые бюджетные средства на закупку современного оборудования и материалов, с целью предоставления качественных медицинских услуг. 

Применение результатов позволит повысить продолжительность жизни, значительно улучшить демографическую ситуацию в регионе и Российской Федерации, так же будет способствовать повышению уровня жизни населения. 

2.2. Непосредственное функциональное назначение:  использование в  лечебно- диагностическом процессе в области онкогинекологии в соответствии с методикой диагностических исследований, лечебных воздействий,  хирургических вмешательств,  вспомогательных операций.

2.3. Возможности разрабатываемых  методов,  расширяющие  целевое назначение и  обеспечивающие преимущества по сравнению с существующими аналогами: в методах идентификации проводится оценка риска канцерогенеза шейки матки, которая  проводится на основании исследования  показателей апоптоза в крови по уровню лигандов апоптоза (sFAS, TRAIL), особенностей рецепторного фенотипа клеточных элементов  цервикального канала  (экспрессия рецепторов к CD95 и DR5), генетических особенностей экспрессии генов, регулирующих процессы апоптоза, а также процессов радикалообразования (активность миелопероксидазы, уровень нитрат-нитритов, общая антиоксидантная емкость ткани по реакции Фентона), измеряемых в тканях биоптата, взятых при кольпоскопии из шейки матки. Существенным отличием предлагаемых методов идентификации генетических маркеров, имеющих прогностическую ценность в диагностике злокачественных образований, а также маркеров, позволяющих оценить эффективность профилактики и терапии с учетом индивидуальных генетических особенностей с целью выбора рационального  выбора стратегии лечения является учет разных звеньев в патогенеза рака, в том числе  учет типа вируса, интенсивности радикал-зависимого повреждения тканей шейки матки в процессе  хронической инфекции высокого онкогенного риска и  способности организма к элиминации раковых и вирус-инфицированных клеток за счет апоптоза.
3. Медицинские требования.

3.1. Требования  к выполнению функциональных задач в лечебно-диагностическом процессе. Методы идентификации генетических маркеров, имеющих прогностическую ценность в диагностике злокачественных образований, а также маркеров, позволяющих оценить эффективность профилактики и терапии с учетом индивидуальных генетических особенностей с целью выбора рационального  выбора стратегии лечения могут быть использованы в клинических учреждениях гинекологического,  онкологического профиля при лечении пациентов с патологией шейки матки; для проведения опытно-технологических работ в научно-исследовательских организациях РАН, РАМН и профильных министерств, а также в фирмах-производителях наукоемкой продукции, направленных на создание технологий конструирования лекарственных средств, фармацевтической промышленности.     

3.2. Требования к способам и средствам отражения. Методы идентификации генетических маркеров, имеющих прогностическую ценность в диагностике злокачественных образований, а также маркеров, позволяющих оценить эффективность профилактики и терапии с учетом индивидуальных генетических особенностей с целью выбора рационального  выбора стратегии лечения должны быть отражены в полном объеме с описанием алгоритмов и методик. 

3.3. Специальные медицинские требования, определяемые назначением

и принципом действия – не выставляются.

4. Медико-технические  требования к материалам исследования:

Для анализа экспрессии генов могли использоваться свежие или замороженные ткани. Размер ткани должен был быть 4-5 мм - для оптимальной заморозки и пропитывания (в случае необходимости) стабилизирующим раствором RNA-later (Ambion). Обработку RNA-later проводили сразу после взятия. 

Замороженный биоптат следует хранить при температуре - 200С не более 3 месяцев. Повторное замораживание было не допустимо.

Готовый препарат кДНК использовали либо сразу для ПЦР, либо замораживали и хранили при -680С. Не допускали хранения необработанных образцов кДНК более 3 месяцев.

Замороженные образцы сыворотки иди отделяемого цервикального канала замораживать однократно, хранить не более 1,5 месяцев при температуре - 200С. Разведенные растворы для ИФА исследований хранить в холодильнике не более 14 дней.

5. Дополнительные требования – не предъявляются.
ПРИЛОЖЕНИЕ И
Основные первичные данные пациенток исследованных групп

Данные по  группе Immugen  1(клинически здоровые женщины, инфицированные ВПЧ высокого онкогенного риска)

	№
	Ф.И.О

(шифр)
	Воз-раст
	Кольпоскопическое заключение (диагноз)
	Концентрация нитрат-нитритов, мкМ\мг
	ФНОα, пг\мл

(в цервикальном отделяемом)
	sFas, пг\мл

(в цервикальном отделяемом)
	TRAIL, пг\мл

(в цервикальном отделяемом)
	ИЛ-2, пг\мл

(в цервикальном отделяемом)
	CD95+,%
	DR5+

%

	
	
	
	0
	3 
	6 1

	0
	3 


	6 


	0
	3
	6
	0
	3
	6
	0
	3
	6
	0
	3
	6
	0
	3
	6
	0
	3
	6

	1. 
	К.П.И.
	43
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	14,5
	12,5
	13
	12
	12
	670
	750
	760
	50
	80
	80
	5
	5
	5
	2,0
	2,1
	2,4
	4
	6
	6

	2. 
	Р.И.О.
	27
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	13,0
	9,0
	17
	13
	15
	820
	900
	890
	65
	89
	89
	4
	5
	6
	3,0
	4,0
	3,9
	4
	7
	7

	3. 
	П.И.Р.
	29
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	16,0
	10,0
	15
	12
	16
	740
	860
	900
	60
	70
	89
	5
	4
	5
	2,5
	4,1
	1,8
	3,5
	5
	7

	4. 
	К.Р.Р.
	25
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	15,5
	11,5
	12
	15
	14
	690
	760
	760
	55
	100
	70
	6
	4
	5
	1,5
	1,5
	2,3
	3,7
	5
	6

	5. 
	Х.Ф.И.
	34
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	16,0
	12,0
	14
	16
	15
	780
	890
	820
	54
	80
	100
	5
	4
	5
	3,5
	3,2
	2,1
	4,5
	6
	6

	6. 
	Х.О.Р.
	36
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	14,0
	12,0
	15
	14
	12
	800
	900
	900
	57
	89
	80
	5
	4
	4
	2
	2
	2,1
	5,5
	7
	5

	7. 
	А.М.П.
	41
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	13,5
	10,5
	16
	15
	15
	690
	760
	770
	58
	89
	90
	5
	6
	4
	2,5
	2,4
	2,0
	4,0
	6
	5

	8. 
	М.Х.О.
	39
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	17,0
	11,0
	17
	12
	16
	720
	820
	860
	65
	70
	95
	4
	5
	4
	3,0
	3,9
	2,0
	4,5
	6
	6

	9. 
	Е.А.М.
	38
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	16,5
	14,5
	16
	15
	15
	812
	900
	850
	60
	100
	80
	4
	5
	4
	2,0
	1,8
	1,9
	4,5
	6
	6

	10. 
	А.В.С.
	36
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	13,5
	13,0
	15
	16
	16
	820
	870
	760
	60
	80
	89
	4
	6
	6
	-
	2,3
	2,4
	4
	6
	7

	11. 
	В.А.М.
	28
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	13,0
	11,0
	14
	15
	12
	680
	760
	790
	50
	90
	70
	4
	6
	5
	-
	2,1
	3,9
	4
	5
	6

	12. 
	В.С.А.
	29
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	17,0
	16,5
	10,5
	17
	16
	15
	750
	850
	800
	55
	95
	80
	6
	5
	5
	2,5
	2,1
	1,8
	4,5
	5
	7

	13. 
	К.М.П.
	26
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	17,5
	14,5
	10,5
	17
	15
	12
	740
	840
	760
	50
	80
	80
	5
	5
	6
	2,5
	2,0
	2,4
	5,5
	7
	7

	14. 
	Е.А.В.
	25
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	13,0
	11,0
	15
	12
	15
	690
	760
	890
	64
	89
	89
	5
	5
	5
	2,0
	2,0
	3,9
	4,0
	7
	6

	15. 
	Н.А.Р.
	41
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	16,0
	11,0
	16
	15
	16
	720
	900
	900
	60
	70
	89
	6
	4
	5
	3,0
	1,9
	2,4
	4,5
	7
	6

	16. 
	Р.Н.О.
	45
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	15,5
	13,5
	15
	16
	14
	690
	740
	760
	60
	80
	70
	6
	5
	5
	2,5
	2,4
	3,9
	4,5
	6
	5

	17. 
	Г.Л.Ш.
	34
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	16,0
	12,0
	13
	12
	15
	780
	890
	820
	59
	89
	100
	5
	5
	4
	1,5
	3,9
	1,8
	4
	7
	5

	18. 
	Ф.Е.В.
	36
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	14,0
	11,0
	17
	15
	12
	-
	-
	900
	55
	70
	80
	-
	4
	4
	3,5
	1,8
	2,3
	4
	7
	6

	19. 
	Ш.К.Х.
	39
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	13,5
	11,5
	15
	16
	12
	690
	870
	760
	55
	90
	90
	6
	4
	5
	2,0
	2,3
	2,1
	4,5
	7
	6

	20. 
	Г.И.Р.
	32
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	17,0
	12,0
	12
	14
	15
	780
	840
	890
	54
	89
	95
	5
	5
	6
	2,0
	2,4
	2,1
	5,5
	7
	7

	21. 
	К.С.А.
	31
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	16,5
	10,5
	14
	15
	16
	690
	730
	700
	57
	80
	80
	5
	5
	5
	3,0
	3,9
	2,0
	3,5
	7
	7

	22. 
	У.В.А.
	28
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	13,5
	9,5
	16
	12
	14
	700
	805
	760
	58
	80
	89
	5
	5
	5
	2,0
	1,8
	2,4
	4
	7
	6

	23. 
	Ц.П.А.
	28
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	17,5
	14,5
	9,5
	15
	15
	15
	690
	800
	890
	65
	89
	70
	4
	5
	5
	3,0
	2,3
	3,9
	4
	76
	7

	24. 
	Н.О.Г.
	26
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	14,5
	12,5
	13
	16
	12
	720
	850
	900
	60
	70
	80
	4
	4
	4
	2,5
	2,1
	1,8
	4
	5
	7

	25. 
	Л.А.Р.
	24
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,5
	13,0
	12,0
	17
	14
	15
	690
	760
	760
	55
	100
	89
	4
	4
	4
	1,5
	2,1
	2,3
	4,5
	6
	6

	26. 
	С.О.А.
	26
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	16,0
	11,0
	15
	15
	16
	780
	800
	820
	54
	80
	80
	6
	4
	4
	3,5
	2,0
	2,1
	5,5
	7
	6

	27. 
	В.Г.Л.
	35
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	15,5
	12,5
	12
	12
	15
	800
	900
	760
	57
	89
	89
	6
	4
	4
	2,0
	2,0
	2,1
	4,0
	7
	5

	28. 
	И.Р.О.
	37
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	16,0
	13,0
	14
	15
	16
	690
	750
	890
	58
	70
	89
	6
	6
	6
	3,0
	1,9
	2,0
	4,5
	6
	5

	29. 
	О.П.Г.
	40
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	14,0
	12,0
	15
	16
	12
	720
	840
	900
	65
	100
	70
	5
	5
	5
	2,5
	2,4
	2,0
	4,5
	6
	6

	30. 
	Б.Л.Г.
	42
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	13,5
	11,5
	16
	15
	15
	812
	840
	760
	60
	80
	100
	5
	5
	6
	1,5
	3,9
	1,9
	4
	5
	6

	31. 
	Б.З.В.
	45
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	17,0
	12,0
	17
	16
	16
	820
	900
	820
	55
	89
	80
	5
	6
	5
	2,0
	1,8
	2,4
	4
	5
	7

	32. 
	К.М.В.
	29
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	16,5
	13,5
	13
	15
	14
	680
	750
	900
	59
	70
	90
	4
	5
	5
	3,0
	2,3
	3,9
	4,5
	6
	7

	33. 
	К.Ш.В.
	36
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	17,5
	13,5
	12,5
	16
	12
	15
	750
	760
	870
	64
	100
	95
	4
	5
	5
	2,5
	2,4
	1,8
	4,5
	6
	6

	34. 
	С.П.Е.
	37
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	13,5
	11,5
	15
	15
	12
	740
	790
	760
	55
	80
	80
	5
	4
	4
	1,5
	3,9
	2,4
	5,5
	7
	6

	35. 
	У.В.Н.
	25
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	14,5
	12,5
	14
	16
	15
	690
	800
	850
	55
	89
	89
	5
	4
	4
	3,5
	1,8
	3,9
	4,0
	7
	6

	36. 
	У.Р.Н.
	41
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	13,0
	10,0
	17
	14
	16
	700
	870
	760
	54
	70
	89
	6
	4
	4
	2,0
	2,3
	2,4
	4,5
	6
	7

	37. 
	У.С.Р.
	42
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	17,5
	16,0
	13,0
	17
	15
	15
	690
	900
	890
	57
	100
	70
	6
	4
	4
	3,0
	2,1
	3,9
	4,5
	7
	7

	38. 
	П.Н.Р.
	38
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	15,5
	14,5
	15
	12
	16
	700
	700
	760
	58
	80
	100
	6
	6
	6
	2,5
	2,1
	1,8
	4
	7
	6

	39. 
	В.А.К.
	40
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,5
	16,0
	13,0
	13
	12
	12
	710
	850
	890
	65
	80
	80
	4
	5
	5
	1,5
	2,0
	2,3
	4
	6
	6

	40. 
	Х.О.Р.
	45
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	14,0
	12,0
	17
	15
	15
	720
	850
	800
	60
	89
	90
	4
	5
	6
	3,5
	2,0
	2,1
	4,5
	6
	7

	41. 
	И.Р.Ш.
	28
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	13,5
	12,5
	15
	16
	16
	812
	905
	860
	55
	70
	95
	5
	6
	5
	2,0
	1,9
	2,1
	5,5
	6
	7

	42. 
	М.П.Ш.
	26
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	-
	12,5
	12
	14
	14
	820
	880
	820
	54
	100
	80
	5
	6
	5
	3,0
	2,4
	2,0
	4,5
	6
	6

	43. 
	А.А.Ш.
	27
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	14,5
	12,5
	14
	15
	15
	680
	750
	800
	57
	80
	89
	5
	5
	5
	2,5
	3,9
	2,0
	5,5
	6
	6

	44. 
	А.К.Е.
	35
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	13,0
	10,0
	15
	12
	12
	750
	800
	870
	55
	
	80
	5
	5
	4
	1,5
	1,8
	1,9
	4,0
	6
	6

	45. 
	В.А.М.
	34
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	16,0
	10,0
	16
	15
	15
	740
	860
	760
	65
	80
	89
	6
	5
	4
	2,0
	2,4
	2,4
	4,5
	6
	7

	46. 
	М.Ф.М.
	39
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	15,5
	13,5
	17
	16
	16
	690
	750
	850
	65
	89
	89
	6
	5
	4
	3,0
	3,9
	3,9
	4,5
	7
	7

	47. 
	М.С.М.
	39
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	16,0
	12,0
	13
	15
	15
	700
	780
	760
	60
	70
	70
	6
	4
	4
	2,5
	1,8
	1,8
	4
	7
	6

	48. 
	М.З.В.
	41
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	14,0
	10,0
	17
	16
	16
	690
	870
	890
	58
	100
	100
	5
	4
	6
	1,5
	2,3
	2,4
	4
	5
	6

	49. 
	С.В.Ч.
	25
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	13,5
	11,5
	15
	15
	12
	720
	900
	900
	55
	80
	80
	5
	4
	5
	3,5
	2,1
	3,9
	4,5
	5
	5

	50. 
	Т.Р.А.
	27
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	14,5
	10,5
	12
	12
	15
	812
	760
	760
	65
	89
	90
	5
	4
	6
	2,0
	2,1
	1,8
	5,5
	6
	5

	51. 
	Т.М.А.
	25
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	13,0
	12,0
	14
	15
	16
	820
	900
	820
	65
	70
	95
	5
	6
	5
	3,0
	2,0
	2,3
	4,0
	7
	6

	52. 
	О.Н.Р.
	42
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	16,0
	13,0
	13
	16
	14
	680
	700
	900
	60
	100
	80
	5
	5
	5
	2,5
	2,0
	2,1
	4,5
	7
	6

	53. 
	Т.И.А.
	43
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	15,5
	11,5
	17
	14
	15
	750
	820
	870
	58
	80
	89
	4
	5
	5
	1,5
	1,9
	2,1
	4,5
	6
	7

	54. 
	Т.М.П.
	40
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	17,5
	16,0
	12,0
	15
	15
	12
	740
	850
	760
	55
	89
	70
	4
	6
	6
	3,5
	2,4
	2,0
	4
	7
	7

	55. 
	Г.П.Р.
	28
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	14,0
	13,0
	12
	12
	15
	690
	700
	850
	65
	70
	80
	5
	6
	5
	2,0
	3,9
	2,0
	4
	7
	6

	56. 
	Т.Р.А.
	34
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,5
	14,5
	9,5
	14
	15
	16
	700
	850
	760
	65
	100
	89
	6
	5
	5
	3,0
	1,8
	1,9
	4,5
	5
	6

	57. 
	И.Р.О.
	37
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	13,0
	9,0
	13
	14
	15
	720
	870
	760
	55
	80
	80
	5
	5
	5
	2,5
	2,4
	2,4
	4,5
	5
	6

	58. 
	Б.Л.Ш.
	30
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	16,0
	10,0
	12
	14
	16
	812
	790
	890
	65
	89
	89
	5
	5
	6
	2,0
	3,9
	3,9
	5,5
	6
	7

	59. 
	Х.К.А.
	44
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	15,5
	11,5
	12
	14
	12
	820
	870
	760
	65
	70
	89
	5
	4
	5
	3,0
	1,8
	1,8
	4,0
	6
	6

	60. 
	Х.И.А
	26
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	16,0
	10,0
	13
	13
	15
	680
	805
	890
	60
	100
	70
	5
	5
	5
	2,5
	2,3
	2,3
	4,0
	7
	7

	61. 
	Х.З.К.
	44
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	14,0
	12,0
	12
	12
	16
	750
	800
	900
	58
	80
	100
	4
	5
	5
	1,5
	2,1
	2,1
	4,0
	7
	7

	62. 
	Ж.Н.А.
	28
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	13,5
	12,5
	16
	15
	14
	740
	850
	760
	55
	89
	80
	4
	4
	4
	3,5
	2,1
	2,1
	3,5
	6
	6

	63. 
	Ж.М.Л.
	27
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	17,0
	13,0
	15
	16
	15
	690
	760
	820
	65
	70
	90
	4
	4
	4
	2,0
	2,0
	2,0
	3,8
	6
	6

	64. 
	В.К.А.
	45
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	16,5
	16,5
	14
	14
	12
	700
	870
	900
	65
	100
	95
	6
	4
	4
	3,0
	2,0
	2,4
	3,9
	5
	5

	65. 
	М.Л.В.
	25
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	13,5
	9,5
	17
	15
	15
	690
	800
	870
	60
	-
	80
	6
	4
	5
	2,5
	1,9
	3,9
	4,0
	5
	6

	66. 
	С.А.Р.
	29
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	17,5
	14,5
	11,5
	17
	12
	16
	720
	850
	760
	58
	76
	80
	5
	6
	6
	1,5
	2,4
	1,8
	4,0
	5
	7

	67. 
	В.А.Р.
	36
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	13,0
	12,0
	15
	15
	15
	812
	900
	850
	55
	80
	89
	5
	5
	5
	3,5
	3,9
	2,3
	4,0
	6
	7

	68. 
	В.А.К.
	38
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,5
	14,5
	9,5
	15
	16
	12
	720
	850
	860
	55
	89
	89
	5
	5
	5
	2,0
	1,8
	2,1
	3,5
	5
	6

	69. 
	П.О.Н.
	30
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	13,0
	9,0
	14
	15
	15
	812
	880
	890
	65
	70
	70
	5
	5
	5
	2,0
	2,4
	2,1
	3,8
	5
	7

	70. 
	Ц.В.А.
	30
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	16,0
	10,0
	17
	16
	16
	820
	890
	900
	65
	100
	100
	5
	5
	4
	3,0
	3,9
	2,0
	3,9
	6
	7

	71. 
	Ц.В.Х.
	37
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	15,5
	12,5
	17
	15
	14
	680
	760
	760
	60
	80
	80
	5
	4
	4
	2,5
	1,8
	2,0
	4,0
	6
	6

	72. 
	П.И.Р.
	42
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	16,0
	11,0
	16
	12
	15
	750
	860
	760
	58
	89
	90
	5
	4
	4
	1,5
	2,3
	1,9
	4,0
	5
	6

	73. 
	С.В.А.
	26
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	14,5
	9,5
	15
	15
	12
	740
	870
	890
	55
	70
	95
	4
	4
	4
	3,5
	2,1
	2,4
	4,0
	5
	5

	74. 
	Т.М.А.
	28
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	13,0
	10,0
	14
	12
	15
	690
	730
	900
	65
	100
	80
	4
	4
	6
	2,0
	2,1
	3,9
	3,5
	6
	5

	75. 
	Б.Л.З.
	34
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	16,0
	11,0
	17
	15
	16
	700
	760
	760
	65
	80
	89
	6
	6
	5
	3,0
	2,0
	1,8
	3,8
	5
	6

	76. 
	Н.Л.В.
	39
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	15,5
	11,5
	17
	16
	15
	690
	800
	810
	60
	89
	70
	6
	5
	6
	2,5
	2,0
	2,3
	3,9
	5
	6

	77. 
	Ш.Д.Х.
	45
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	16,0
	12,0
	15
	14
	16
	720
	860
	900
	58
	70
	80
	6
	5
	5
	1,5
	1,9
	2,1
	4,0
	6
	6

	78. 
	Х.Т.А.
	45
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	14,5
	14,0
	16
	15
	12
	812
	900
	760
	55
	100
	89
	5
	6
	6
	3,5
	2,4
	2,4
	4,0
	7
	7

	79. 
	О.Л.К.
	43
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	13,0
	10,0
	14
	12
	15
	820
	870
	890
	65
	80
	89
	5
	6
	5
	2,0
	2,9
	3,9
	4,0
	6
	6

	80. 
	П.Р.В.
	26
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	16,0
	10,0
	15
	15
	16
	680
	800
	900
	65
	89
	70
	5
	5
	5
	3,0
	1,8
	1,8
	3,5
	7
	7

	81. 
	П.Р.А.
	27
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	15,5
	12,5
	14
	16
	14
	750
	870
	760
	60
	70
	100
	4
	5
	5
	2,5
	2,3
	2,3
	3,8
	6
	7

	82. 
	Ч.М.М.
	43
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	16,0
	11,0
	14
	15
	15
	740
	800
	820
	58
	100
	80
	5
	5
	4
	1,5
	2,1
	2,1
	3,9
	5
	6


1 – сроки наблюдения (месяцы)
Данные по  группе Плацебо   1(клинически здоровые женщины, инфицированные ВПЧ высокого онкогенного риска)

	№
	Ф.И.О

(шифр)
	возраст
	Кольпоскопическое заключение (диагноз)
	Концентрация нитрат-нитритов, мкМ\мг
	ФНОα, пг\мл

(в цервикальном отделяемом)


	sFas, пг\мл

(в цервикальном отделяемом)
	TRAIL, пг\мл

(в цервикальном отделяемом)
	ИЛ-2, пг\мл

(в цервикальном отделяемом)
	CD95+
	DR5+

	
	
	
	0
	3 а
	61

	0
	3


	6 


	0
	3


	6
	0
	3
	6
	0
	3
	6
	0
	3
	6
	0
	3
	6
	0
	3
	6

	1. 
	Х.П.А.
	23
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	14,5
	12,5
	12
	14
	14
	660
	650
	695
	58
	57
	58
	6
	6
	6
	2,5
	2,1
	2,0
	4,0
	4
	3

	2. 
	А.А.О.
	27
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	13,0
	9,0
	16
	15
	15
	860
	850
	790
	59
	60
	54
	6
	5
	5
	2,5
	2,0
	2,0
	4,0
	4
	4

	3. 
	П.А.А.
	39
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	16,0
	10,0
	14
	16
	15
	750
	740
	800
	54
	56
	53
	6
	5
	4
	2,0
	2,0
	2,9
	3,5
	3
	3

	4. 
	Х.А.А.
	45
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	15,5
	11,5
	13
	13
	15
	760
	755
	760
	55
	58
	55
	5
	6
	5
	3,0
	2,9
	2,4
	3,8
	4
	4

	5. 
	Х.Ф.А.
	24
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	16,0
	12,0
	15
	14
	13
	720
	720
	695
	56
	54
	52
	4
	5
	5
	2,5
	2,1
	2,0
	3,9
	3
	4

	6. 
	Х.О.А.
	36
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	14,0
	12,0
	12
	15
	14
	690
	670
	695
	59
	53
	50
	4
	4
	4
	2,5
	2,0
	2,0
	4,0
	4
	4

	7. 
	А.М.П.
	31
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	13,5
	10,5
	14
	15
	14
	700
	695
	790
	56
	55
	69
	6
	5
	5
	2,0
	2,0
	2,9
	4,0
	3
	4

	8. 
	М.Х.О.
	29
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	17,0
	11,0
	12
	15
	15
	810
	790
	800
	55
	52
	58
	5
	5
	5
	3,0
	2,9
	2,4
	4,0
	4
	3

	9. 
	М.А.М.
	28
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	16,5
	14,5
	13
	13
	15
	820
	800
	670
	54
	50
	54
	4
	4
	5
	2,5
	2,4
	2,0
	3,5
	3
	4

	10. 
	А.В.С.
	36
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	13,5
	13,0
	16
	14
	15
	690
	670
	695
	54
	69
	53
	4
	5
	4
	1,8
	1,9
	2,0
	3,8
	3
	4

	11. 
	В.А.М.
	28
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	13,0
	11,0
	15
	15
	14
	660
	660
	695
	54
	53
	58
	6
	5
	5
	3,4
	2,8
	2,0
	3,9
	3
	3

	12. 
	В.С.А.
	29
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	17,0
	16,5
	10,5
	12
	15
	15
	760
	770
	790
	59
	50
	54
	5
	5
	5
	2,0
	2,3
	2,0
	4,0
	4
	4

	13. 
	Х.М.П.
	26
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	17,5
	14,5
	10,5
	16
	16
	15
	810
	800
	800
	60
	55
	53
	4
	4
	5
	2,3
	2,1
	2,9
	4,0
	4
	4

	14. 
	М.А.В.
	25
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	13,0
	11,0
	14
	13
	15
	665
	670
	670
	57
	58
	55
	4
	5
	6
	2,5
	2,0
	2,4
	4,0
	4
	4

	15. 
	Н.А.А.
	41
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	16,0
	11,0
	13
	14
	13
	680
	690
	695
	58
	54
	52
	6
	5
	5
	2,4
	2,0
	2,0
	3,5
	4
	4

	16. 
	А.Н.О.
	25
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	15,5
	13,5
	15
	15
	14
	730
	700
	790
	59
	50
	50
	6
	5
	6
	3,1
	2,9
	2,0
	3,8
	3
	3

	17. 
	Г.Л.Ш.
	34
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	16,0
	12,0
	12
	15
	14
	700
	690
	600
	57
	53
	69
	5
	6
	5
	2,5
	2,4
	2,9
	3,9
	4
	4

	18. 
	Ф.М.В.
	36
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	14,0
	11,0
	16
	15
	14
	740
	740
	670
	57
	50
	58
	4
	5
	4
	1,5
	1,1
	2,4
	4,0
	4
	4

	19. 
	Ш.Х.Х.
	29
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	13,5
	11,5
	14
	13
	15
	840
	825
	895
	56
	53
	54
	4
	4
	5
	2,5
	2,4
	2,0
	4,0
	4
	3

	20. 
	Г.А.А.
	42
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	17,0
	12,0
	13
	14
	15
	830
	820
	695
	55
	52
	58
	6
	5
	5
	1,8
	1,9
	2,0
	4,0
	4
	4

	21. 
	Х.С.А.
	41
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	16,5
	10,5
	15
	15
	15
	800
	790
	790
	54
	53
	54
	5
	5
	4
	3,4
	2,8
	2,8
	3,5
	3
	4

	22. 
	У.В.А.
	28
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	13,5
	9,5
	12
	15
	13
	705
	690
	800
	56
	55
	53
	4
	4
	6
	2,5
	2,4
	2,4
	3,8
	3
	4

	23. 
	Ц.П.А.
	28
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	17,5
	14,5
	9,5
	16
	15
	14
	690
	685
	670
	55
	51
	55
	6
	5
	5
	1,5
	1,1
	2,0
	3,9
	3
	4

	24. 
	Н.О.Г.
	36
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	14,5
	12,5
	14
	15
	14
	810
	800
	695
	54
	50
	52
	5
	6
	4
	2,5
	2,5
	2,0
	4,0
	4
	3

	25. 
	Л.А.А.
	34
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,5
	13,0
	12,0
	13
	13
	15
	830
	800
	790
	54
	54
	50
	4
	5
	5
	2,5
	2,5
	2,9
	4,0
	4
	4

	26. 
	С.О.А.
	26
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	16,0
	11,0
	15
	14
	15
	725
	715
	800
	54
	51
	69
	4
	4
	5
	1,5
	1,1
	2,2
	3,5
	4
	4

	27. 
	В.Г.Л.
	35
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	15,5
	12,5
	12
	15
	15
	710
	690
	670
	59
	55
	58
	6
	5
	4
	2,5
	2,4
	2,0
	4,0
	34
	3

	28. 
	А.А.О.
	37
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	16,0
	13,0
	14
	15
	14
	750
	740
	695
	60
	56
	54
	5
	5
	5
	2,5
	2,4
	2,0
	4,0
	
	4

	29. 
	О.П.Г.
	40
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	14,0
	12,0
	12
	15
	15
	805
	800
	790
	56
	50
	53
	4
	4
	5
	1,5
	1,1
	2,7
	3,5
	4
	4

	30. 
	Б.Л.Г.
	42
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	13,5
	11,5
	13
	15
	15
	680
	650
	695
	55
	53
	55
	6
	5
	5
	3,5
	2,1
	2,0
	3,8
	4
	4

	31. 
	Б.З.В.
	25
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	17,0
	12,0
	16
	13
	15
	730
	770
	790
	54
	54
	58
	5
	6
	6
	2,0
	2,1
	2,0
	3,9
	4
	4

	32. 
	Х.М.В.
	39
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	16,5
	13,5
	15
	14
	13
	700
	690
	800
	54
	55
	54
	4
	5
	5
	3,0
	2,0
	2,8
	4,0
	4
	4

	33. 
	Х.Ш.В.
	36
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	17,5
	13,5
	12,5
	12
	15
	14
	740
	730
	670
	54
	56
	53
	4
	4
	4
	2,5
	2,0
	2,4
	4,0
	4
	4

	34. 
	С.П.М.
	37
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	13,5
	11,5
	16
	15
	14
	840
	800
	695
	59
	55
	55
	6
	5
	5
	1,5
	1,9
	2,0
	4,0
	4
	4

	35. 
	У.В.Н.
	25
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	14,5
	12,5
	14
	15
	15
	835
	790
	790
	60
	56
	52
	5
	5
	5
	3,5
	2,4
	2,0
	3,5
	3
	4

	36. 
	У.А.Н.
	41
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	13,0
	10,0
	13
	15
	15
	805
	800
	800
	57
	50
	50
	4
	4
	4
	2,0
	3,9
	2,9
	3,8
	4
	3

	37. 
	У.С.А.
	42
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	17,5
	16,0
	13,0
	15
	15
	15
	680
	670
	670
	58
	53
	69
	4
	5
	5
	3,5
	2,1
	2,3
	3,9
	4
	4

	38. 
	П.Н.А.
	48
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	15,5
	14,5
	12
	15
	13
	730
	725
	695
	59
	54
	58
	6
	5
	5
	2,0
	2,1
	2,0
	4,0
	4
	3

	39. 
	В.А.Х.
	40
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,5
	16,0
	13,0
	16
	15
	14
	725
	715
	790
	57
	55
	54
	5
	6
	5
	3,0
	2,0
	2,0
	4,0
	4
	4

	40. 
	Х.О.А.
	25
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	14,0
	12,0
	14
	13
	14
	740
	720
	800
	57
	56
	53
	4
	5
	4
	2,5
	2,0
	2,7
	4,0
	4
	3

	41. 
	А.А.Ш.
	38
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	13,5
	12,5
	13
	14
	15
	840
	830
	670
	56
	55
	55
	4
	4
	5
	3,5
	2,1
	2,4
	4,0
	4
	4

	42. 
	М.П.Ш.
	26
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	-
	12,5
	15
	15
	15
	830
	830
	695
	55
	56
	52
	6
	5
	5
	2,0
	2,1
	2,0
	3,5
	4
	4

	43. 
	А.А.Ш.
	37
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	14,5
	12,5
	12
	15
	15
	800
	790
	790
	54
	50
	50
	5
	5
	5
	3,0
	2,0
	2,0
	3,8
	3
	3

	44. 
	А.Х.М.
	35
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	13,0
	10,0
	14
	15
	13
	680
	670
	800
	54
	53
	69
	4
	4
	6
	2,5
	2,0
	2,9
	3,9
	4
	3

	45. 
	В.А.М.
	34
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	16,0
	10,0
	12
	15
	14
	730
	720
	670
	54
	54
	58
	4
	5
	5
	1,5
	1,9
	2,0
	4,0
	4
	4

	46. 
	М.Ф.М.
	39
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	15,5
	13,5
	13
	13
	14
	700
	670
	695
	59
	55
	54
	6
	5
	6
	3,5
	2,4
	2,0
	4,0
	4
	4

	47. 
	М.С.М.
	39
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	16,0
	12,0
	16
	14
	15
	815
	800
	790
	60
	56
	53
	5
	6
	5
	2,0
	3,9
	2,0
	4,0
	4
	4

	48. 
	М.З.В.
	41
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	14,0
	10,0
	15
	15
	14
	750
	730
	800
	57
	50
	55
	4
	5
	4
	3,5
	2,1
	2,0
	3,5
	4
	4

	49. 
	С.В.Ч.
	25
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	13,5
	11,5
	12
	15
	15
	760
	750
	670
	58
	53
	52
	4
	4
	5
	2,0
	2,1
	2,9
	3,8
	4
	3

	50. 
	Х.А.А.
	27
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	14,5
	10,5
	16
	15
	15
	690
	670
	695
	59
	54
	50
	6
	5
	5
	3,0
	2,0
	2,0
	3,9
	4
	4

	51. 
	Х.М.А.
	25
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	13,0
	12,0
	14
	15
	15
	700
	690
	790
	57
	55
	69
	5
	5
	4
	2,5
	2,0
	2,0
	4,0
	4
	3
	3

	52. 
	О.Н.А.
	42
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	16,0
	13,0
	13
	15
	13
	690
	730
	800
	57
	56
	58
	4
	4
	5
	1,5
	1,9
	2,0
	4,0
	3
	4
	4

	53. 
	Х.А.А.
	43
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	15,5
	11,5
	12
	13
	14
	725
	800
	670
	56
	55
	54
	4
	5
	5
	3,5
	2,1
	2,9
	4,0
	3
	4
	4

	54. 
	Х.М.П.
	40
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	17,5
	16,0
	12,0
	16
	14
	14
	685
	790
	695
	55
	56
	53
	6
	5
	5
	2,0
	2,1
	2,3
	4,0
	3
	4
	4

	55. 
	Г.П.А.
	28
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	14,0
	13,0
	14
	15
	15
	750
	800
	790
	54
	50
	55
	5
	6
	4
	3,0
	2,0
	2,0
	4,0
	3
	4
	4

	56. 
	Х.А.А.
	34
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,5
	14,5
	9,5
	13
	15
	15
	860
	670
	800
	54
	53
	52
	4
	5
	5
	2,5
	2,0
	2,0
	3,5
	4
	3
	3

	57. 
	А.А.О.
	37
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	13,0
	9,0
	12
	15
	15
	660
	725
	670
	56
	55
	50
	6
	5
	5
	3,5
	2,1
	2,0
	3,8
	4
	4
	4

	58. 
	Б.Л.Ш.
	30
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	16,0
	10,0
	16
	15
	14
	815
	715
	695
	55
	56
	58
	5
	6
	5
	2,0
	2,1
	2,0
	3,9
	3
	3
	3

	59. 
	Х.Х.А.
	44
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	15,5
	11,5
	14
	15
	15
	750
	720
	790
	54
	50
	54
	4
	5
	5
	3,0
	2,0
	2,3
	4,0
	4
	4
	4

	60. 
	Х.А.А
	26
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	16,0
	10,0
	12
	15
	15
	800
	830
	800
	54
	53
	58
	6
	5
	6
	3,5
	2,1
	2,0
	4,0
	4
	4
	4

	61. 
	Х.З.Х.
	44
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	14,0
	12,0
	16
	15
	15
	670
	830
	670
	54
	54
	54
	5
	6
	5
	2,0
	2,1
	2,0
	4,0
	4
	4
	4

	62. 
	Ж.Н.А.
	28
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	13,5
	12,5
	14
	15
	13
	680
	790
	695
	59
	55
	53
	4
	5
	4
	3,0
	2,0
	2,9
	3,5
	3
	4
	4

	63. 
	Ж.М.Л.
	27
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	17,0
	13,0
	13
	13
	14
	750
	670
	790
	60
	56
	55
	4
	4
	5
	2,5
	2,0
	2,4
	3,8
	3
	3
	3

	64. 
	В.Х.А.
	45
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	16,5
	16,5
	15
	14
	14
	860
	720
	800
	57
	55
	52
	6
	5
	5
	1,5
	1,9
	2,0
	3,9
	4
	4
	4

	65. 
	М.Л.В.
	25
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	13,5
	9,5
	12
	15
	15
	660
	670
	670
	58
	56
	50
	5
	5
	4
	3,5
	2,4
	2,0
	4,0
	4
	4
	4

	66. 
	С.А.А.
	29
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	17,5
	14,5
	11,5
	14
	15
	15
	815
	800
	695
	59
	50
	69
	4
	4
	5
	2,0
	3,9
	2,9
	4,0
	4
	3
	3

	67. 
	В.А.А.
	36
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	13,0
	12,0
	12
	15
	15
	750
	730
	790
	57
	53
	58
	4
	5
	5
	3,5
	2,1
	2,4
	4,0
	4
	3
	3

	68. 
	В.А.Х.
	38
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,5
	14,5
	9,5
	13
	15
	13
	760
	690
	800
	57
	54
	54
	6
	5
	6
	2,0
	2,1
	2,0
	3,5
	4
	4
	4

	69. 
	П.О.Н.
	30
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	13,0
	9,0
	16
	13
	14
	650
	690
	670
	56
	55
	53
	5
	6
	5
	3,0
	2,0
	2,0
	3,8
	4
	4
	4

	70. 
	Ц.В.А.
	30
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,0
	16,0
	10,0
	15
	14
	14
	750
	730
	740
	55
	56
	55
	4
	5
	4
	2,5
	2,0
	2,1
	3,9
	4
	4
	4


1 – сроки наблюдения (месяцы)
Данные по группе Immugen2

	№
	Ф.И.О.

Шифр
	возраст
	Кольпоскопическое заключение (диагноз)
	Концентрация нитрат-нитритов, мкМ\мг
	ФНОα, пг\мл

(в цервикальном отделяемом)


	sFas, пг\мл

(в цервикальном отделяемом)
	TRAIL, пг\мл

(в цервикальном отделяемом)
	ИЛ-2, пг\мл

(в цервикальном отделяемом)
	CD95+,%\DR5+,%

	
	
	
	
	
	0
	3
	6
	0
	3
	6
	0
	3
	6
	0
	3
	6
	0
	3
	6

	
	
	
	0
	3
	61
	0
	3
	6
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	1. 
	Э.С.Г.
	26
	койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы*
	Вариант нормы
	19,5
	15,0
	11,5
	11,5
	11,5
	15,5
	620,0
	640,0
	630,0
	39,5
	88,5
	90,0
	5,0
	6,0
	5,0
	2,5\1,2
	3,2\2,0
	3,0\1,9

	2. 
	А.М.Р.
	52
	койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	16,5
	16,0
	15,5
	15,5
	12,5
	740,0
	820,0
	810,0
	45,0
	107,0
	94,0
	4,0
	5,0
	4,0
	3,0\2,8
	2,5\1,2
	3,4\1,0

	3. 
	Р.О.Т.
	51
	койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	23,0
	11,5
	11,5
	12,5
	12,5
	13,5
	800,0
	830,0
	840,0
	44,0
	100,5
	96,0
	4,0
	4,0
	4,0
	2,3.\2,8.
	3,5\2,8
	3,3\2,0

	4. 
	П.М.А.
	46
	койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	25,5
	14,0
	16,0
	13,0
	13,5
	15,5
	810,0
	840,0
	850,0
	49,0
	99,5
	100,0
	6,0
	6,0
	5,0
	3,2\2,0
	2,6\2,8.
	2,5\1,2

	5. 
	А.М.Р.
	50
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	27,0
	11,5
	13,0
	15,0
	15,5
	15,5
	640,0
	700,0
	670,0
	40,5
	88,5
	105,0
	5,0
	5,0
	5,0
	2,5\1,2
	3,2\2,5
	3,5\2,8

	6. 
	Е.А.С.
	32
	койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	24,5
	17,5
	12,5
	11,0
	11,5
	12,5
	820,0
	740,0
	840,0
	43,0
	90,0
	96,0
	4,0
	4,0
	4,0
	3,5\2,8
	2,5\1,2
	2,3.\2,8.

	7. 
	Е.И.Р.
	40
	койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	23,0
	16,0
	13,5
	12,5
	12,5
	13,5
	630,0
	640,0
	640,0
	46,0
	94,0
	105,0
	4,0
	6,0
	4,0
	2,3.\2,8.
	2,8\2,8.
	3,2\2,5

	8. 
	А.Р.Т.
	51
	Утолщение многослойного плоского эпителия
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	29,0
	11,5
	12,5
	13,0
	13,5
	15,5
	640,0
	820,0
	800,0
	43,0
	96,0
	90,0
	5,0
	5,0
	6,0
	3,2\2,5
	3,2\2,0
	2,5\1,2

	9. 
	В.А.В.
	25
	Утолщение многослойного плоского эпителия
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	24,5
	15,0
	11,0
	12,0
	12,5
	15,5
	700,0
	630,0
	730,0
	39,0
	100,0
	94,0
	4,0
	5,0
	5,0
	2,5\1,2
	3,2\2,0
	2,3\2,8.

	10. 
	В.В.К.
	39
	койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	23,0
	12,0
	13,0
	13,5
	13,5
	12,5
	740,0
	750,0
	740,0
	40,0
	105,0
	96,0
	4,0
	4,0
	4,0
	2,3.\2,8.
	2,5\1,2
	3,2\2,1

	11. 
	С.А.П.
	36
	Утолщение многослойного плоского эпителия CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	16,0
	12,5
	14,0
	14,5
	13,5
	720,0
	820,0
	800,0
	44,0
	96,0
	100,0
	4,0
	4,0
	6,0
	3,2\2,0
	3,5\2,8
	3,2\2,0

	12. 
	В.К.С.
	37
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	29,0
	11,5
	14,0
	14,0
	14,5
	12,5
	730,0
	630,0
	720,0
	49,0
	105,0
	90,0
	5,0
	5,0
	5,0
	2,3\1,2
	3,2\2,0
	3,2\2,0

	13. 
	С.К.С.
	25
	Утолщение многослойного плоского эпителия
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	24,5
	16,0
	12,0
	11,0
	11,5
	11,5
	700,0
	640,0
	660,0
	40,0
	100,5
	94,0
	4,0
	4,0
	6,0
	3,5\2,8
	2,5\1,2
	2,5\1,2

	14. 
	С.О.А.
	41
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	27,0
	11,5
	11,5
	12,5
	12,5
	15,5
	740,0
	750,0
	740,0
	43,0
	99,5
	96,0
	4,0
	6,0
	4,0
	2,5\1,5
	3,5\2,8
	3,5\2,8

	15. 
	К.М.Р.
	42
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	23,0
	11,5
	16,0
	13,0
	11,5
	12,5
	700,0
	700,0
	710,0
	39,5
	89,5
	101,0
	6
	4,0
	4,0
	3,0\2,9
	2,2\2,8.
	2,5\2,9.

	16. 
	Р.И.Н
	48
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	29,0
	16,0
	11,5
	14,0
	15,5
	11,5
	740,0
	740,0
	750,0
	47,0
	98,0
	103,0
	4,0
	4,0
	6,0
	2,5\2,8.
	3,2\2,5
	3,2\2,5

	17. 
	Ч.А.П.
	40
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	24,5
	11,5
	11,5
	15,0
	12,5
	15,5
	640,0
	640,0
	660,0
	44,0
	94,0
	99,0
	4,0
	6,0
	4,0
	3,2\2,7
	2,5\1,3
	2,5\1,8

	18. 
	Х.М.А.
	25
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	13,5
	12,0
	14,0
	13,0
	12,5
	700,0
	700,0
	710,0
	49,0
	106,0
	99,0
	6,0
	6,0
	6,0
	2,3.\2,8.
	3,9\2,0
	3,2\2,4

	19. 
	Х.Л.И.
	38
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	12,5
	11,5
	14,0
	15,0
	11,5
	740,0
	740,0
	760,0
	42,5
	107,0
	96,0
	5,0
	5,0
	5,0
	3,2\2,0
	2,7\1,2
	2,5\1,3

	20. 
	И.Р.Г.
	26
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	23,0
	16,0
	12,0
	13,5
	11,0
	15,5
	-
	670,0
	720,0
	43,0
	100,5
	100,0
	4,0
	4,0
	4,0
	2,5\1,9
	3,5\2,9
	3,2\2,8

	21. 
	Г.Ж.Р.
	37
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	25,5
	11,5
	11,5
	1,35
	11,5
	12,5
	650,0
	740,0
	740,0
	39,0
	107,0
	90,0
	-
	6,0
	4,0
	3,0\2,9
	2,3.\2,0.
	2,3.\2,8.

	22. 
	В.С.П.
	35
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	23,0
	17,0
	12,0
	13,5
	15,5
	11,5
	630,0
	700,0
	700,0
	45,0
	100,5
	94,0
	5,0
	5,0
	4,0
	2,3.\2,7.
	3,4\2,5
	3,2\2,1

	23. 
	А.П.И.
	34
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	29,0
	13,5
	11,0
	13,5
	12,5
	15,5
	640,0
	740,0
	740,0
	41,0
	99,5
	96,0
	4,0
	4,0
	6,0
	3,2\2,4
	2,5\1,2
	2,5\1,2

	24. 
	В.А.Р.
	39
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	24,5
	12,5
	13,5
	12,5
	13,5
	12,5
	700,0
	740,0
	740,0
	47,0
	89,5
	100,0
	4,0
	6,0
	4,0
	2,5\1,5
	2,3.\2,1.
	2,3.\2,8.

	25. 
	Р.И.Р.
	39
	Гиперкератоз, паракератоз Утолщение многослойного плоского эпителия CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	23,0
	13,5
	12,0
	13,5
	15,5
	11,5
	740,0
	760,0
	750,0
	40,5
	99,0
	105,0
	6,0
	5,0
	4,0
	3,5\2,6
	3,2\2,0
	3,2\3,0

	26. 
	В.Н.Т.
	41
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз CIN II
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	13,5
	12,0
	14,5
	11,5
	15,5
	630,0
	740,0
	740,0
	39,5
	94,0
	96,0
	5,0
	4,0
	4,0
	2,3.\2,4.
	3,2\2,5
	3,2\2,0

	27. 
	Р.Т.О.
	25
	Утолщение многослойного плоского эпителия Гиперкератоз, паракератоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	23,0
	13,5
	12,0
	13,5
	12,5
	12,5
	640,0
	640,0
	650,0
	45,0
	107,0
	105,0
	4,0
	4,0
	6,0
	2,5\1,2
	2,5\1,8
	2,5\1,2

	28. 
	Г.Е.Р.
	27
	Утолщение многослойного плоского эпителия Гиперкератоз, паракератоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	29,0
	15,0
	14,5
	12,5
	13,5
	11,5
	700,0
	700,0
	720,0
	39,5
	107,0
	109,0
	4,0
	4,0
	4,5
	3,4\2,8
	3,6\2,8
	3,5\2,8

	29. 
	Ц.М.Н.
	25
	Утолщение многослойного плоского эпителия CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	14,0
	13,0
	13,5
	12,5
	12,5
	740,0
	740,0
	760,0
	45,0
	100,5
	90,0
	6,5
	6,0
	4,5
	2,8.\2,8.
	2,3.\2,8.
	2,3.\2,5.

	30. 
	Х.О.Д.
	39
	Утолщение многослойного плоского эпителия Гиперкератоз, паракератоз CIN II
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	27,0
	16,0
	13,0
	14,5
	15,5
	11,5
	800,0
	840,0
	810,0
	41,0
	105,0
	94,0
	5,0
	4,0
	4,5
	2,6\1,2
	3,9\2,5
	3,2\2,1

	31. 
	Д.И.Т.
	36
	Утолщение многослойного плоского эпителия CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	25,0
	19,5
	13,0
	13,5
	15,0
	15,5
	700,0
	700,0
	710,0
	45,0
	100,5
	96,0
	4,5
	4,0
	6,0
	3,5\2,8
	3,2\2,2
	3,2\2,7

	32. 
	Х.А.Т.
	37
	Утолщение многослойного плоского эпителия CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	24,0
	12,0
	12,5
	13,5
	13,5
	12,5
	740,0
	750,0
	750,0
	43,5
	99,5
	100,0
	4,0
	6,0
	4,0
	2,3.\2,8.
	2,5\1,1
	2,5\1,9

	33. 
	К.Т.Л.
	25
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	23,0
	13,5
	11,0
	13,5
	13,5
	11,5
	700,0
	640,0
	680,0
	43,0
	88,5
	105,0
	4,0
	4,0
	4,0
	2,5\1,2
	3,2\2,7
	3,2\2,0

	34. 
	К.М.Л,
	41
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	29,0
	15,0
	12,5
	14,5
	15,0
	15,5
	810,0
	700,0
	700,0
	46,0
	96,0
	96,0
	4,0
	4,0
	4,0
	3,0\2,8
	2,5\1,9
	2,5\1,2

	35. 
	Ч.М.И.
	55
	койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	14,0
	11,5
	13,5
	14,0
	12,5
	800,0
	790,0
	790,0
	39,5
	99,0
	90,0
	6
	6
	6
	2,4.\2,8.
	3,5\2,8
	3,5\2,0

	36. 
	Ш.Т.Р.
	51
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	27,0
	12,5
	13,0
	13,5
	12,5
	12,5
	700,0
	740,0
	760,0
	45,0
	104,0
	94,0
	6
	4,0
	4,0
	3,2\2,0
	2,3.\2,8.
	2,3.\2,8.

	37. 
	К.М.В.
	45
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	23,0
	11,5
	12,0
	12,5
	13,0
	11,5
	740,0
	790,0
	740,0
	44,0
	100,5
	96,0
	5,0
	4,0
	4,0
	2,8\1,2
	3,2\2,5
	3,2\2,3

	38. 
	Б.Т.А.
	25
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	29,5
	15,5
	12,0
	12,5
	1,25
	15,5
	700,0
	700,0
	720,0
	48,0
	107,0
	100,0
	4,0
	6,5
	6,0
	3,5\2,8
	2,5\1,2
	2,5\1,2

	39. 
	Ю.О.А.
	39
	койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	12,5
	11,5
	15,5
	15,5
	12,5
	740,0
	780,0
	790,0
	40,5
	100,5
	105,0
	
	4,0
	4,0
	3,2\2,0
	2,3.\2,2
	2,3.\2,8.

	40. 
	К.Л.В.
	36
	Гиперкератоз, паракератоз Утолщение многослойного плоского эпителия
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	27,5
	12,5
	12,0
	13,5
	14,5
	12,5
	700,0
	720,0
	740,0
	44,0
	107,0
	90,0
	5,0
	4,0
	4,0
	2,8\1,2
	3,2\2,0
	3,2\2,0
	

	41. 
	Л.И.Н.
	37
	Гиперкератоз, паракератоз Утолщение многослойного плоского эпителия CIN II
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	15,5
	13,5
	12,5
	15,5
	11,5
	740,0
	740,0
	740,0
	46,5
	100,5
	94,0
	5,0
	4,0
	4,0
	3,5\2,8
	2,7\1,2
	2,5\1,2

	42. 
	А.Р.П,
	25
	койлоцитоз Утолщение многослойного плоского эпителия
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	11,5
	11,0
	13,5
	12,5
	15,5
	630,0
	690,0
	650,0
	43,0
	99,5
	96,0
	4,0
	6,0
	6,0
	-\1,2
	3,5\2,9
	3,5\2,8

	43. 
	Н.О.Г,
	41
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	15,5
	13,5
	14,5
	13,0
	12,5
	700,0
	740,0
	740,0
	42,5
	88,5
	100,0
	4,0
	4,0
	4,0
	3,4\2,8
	2,3.\2,9
	2,3.\2,8.

	44. 
	А.М.П,
	42
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз CIN II
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	12,5
	12,0
	13,5
	15,0
	11,5
	750,0
	740,0
	760,0
	44,0
	95,0
	105,0
	6,0
	4,0
	4,0
	3,9\2,0
	3,2\2,0
	3,2\2,5

	45. 
	Е.Г.Р,
	48
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	19,0
	1,5
	12,5
	13,0
	15,5
	700,0
	700,0
	730,0
	44,5
	102,0
	96,0
	5,0
	6,0
	6,0
	2,8\1,2
	2,5\1,2
	2,5\1,1

	46. 
	В.И.П.
	55
	койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	29,5
	21,0
	16,0
	13,5
	12,5
	12,5
	740,0
	750,0
	730,0
	40,5
	100,5
	105,0
	4,0
	4,0
	4,0
	3,5\2,8
	3,0\2,7
	3,9\2,7

	47. 
	Г.Р.И.
	51
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	26,5
	15,0
	13,5
	12,5
	13,0
	11,5
	700,0
	740,0
	740,0
	44,5
	99,5
	90,0
	4,0
	4,0
	4,0
	2,8\1,2
	3,2\2,2
	3,1\3,1

	48. 
	Ш.О.А.
	49
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	12,0
	11,0
	13,5
	12,0
	15,5
	750,0
	760,0
	700,0
	46,0
	88,5
	94,0
	6,0
	4,0
	4,0
	2,2\1,9
	3,3.\2,9
	2,3.\2,8.

	49. 
	Ш.А.К.
	48
	койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,5
	17,0
	12,0
	13,5
	14,0
	12,5
	710,0
	740,0
	730,0
	44,5
	103,0
	108,5
	5,0
	4,0
	4,0
	3,5\2,8
	3,2\2,7
	3,2\2,6

	50. 
	В.А.К.
	52
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	29,5
	20,5
	15,5
	15,5
	15,5
	11,5
	740,0
	690,0
	690,0
	44,0
	100,5
	101,5
	5,0
	6,0
	6,5
	3,2\2,0
	2,3.\2,9
	3,3.\2,8.


* На фоне комплексной терапии после эксцизии пораженного участка

1 – сроки наблюдения (месяцы)
Данные по группе Плацебо 2

	№
	Ф.И.О.

Шифр
	возраст
	Кольпоскопическое заключение (диагноз)
	Концентрация нитрат-нитритов, мкМ\мг
	ФНОα, пг\мл

(в цервикальном отделяемом)


	sFas, пг\мл

(в цервикальном отделяемом)
	TRAIL, пг\мл

(в цервикальном отделяемом)
	ИЛ-2, пг\мл

(в цервикальном отделяемом)
	CD95+,%\DR5+,%

	
	
	
	
	
	0
	3
	6
	0
	0
	0
	0
	3
	6
	0
	3
	6
	

	
	
	
	0
	3
	61
	0
	3
	6
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	0
	3
	6

	1. 
	М.С.Г.
	26
	койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы*
	Вариант нормы
	1,85
	18,0
	22,5
	14,5
	11,5
	15,5
	740,0
	720,0
	710,0
	51,5
	54,0
	49,0
	4,0
	4,0
	5,0
	2,7\2,8
	3,0\1,9
	3,0\2,5

	2. 
	Т.М.Р.
	52
	койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	20,5
	20,0
	12,5
	15,5
	12,5
	800,0
	800,0
	810,0
	56,0
	55,5
	50,5
	3,0
	4,0
	4,0
	2,7\1,9
	3,2\1,9
	3,0\2,5

	3. 
	Р.О.Т.
	51
	койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	22,0
	19,5
	11,5
	12,5
	11,5
	700,0
	700,0
	720,0
	57,5
	49,0
	49,0
	5,0
	5,0
	6,0
	2,1\2,9
	3,5\1,9
	3,0\2,4

	4. 
	П.М.Т.
	46
	койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	20,5
	21,0
	13,5
	11,5
	15,5
	740,0
	720,0
	720,0
	40,5
	43,0
	45,0
	4,0
	4,0
	4,0
	2,2\1,7
	3,4\1,9
	3,0\2,5

	5. 
	Т.М.Р.
	55
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	22,5
	22,0
	13,5
	15,5
	12,5
	700,0
	700,0
	730,0
	41,0
	46,0
	40,0
	6,0
	6,0
	4,0
	2,5\2,5
	3,0\1,8
	3,0\2,1

	6. 
	Е.Т.С.
	32
	койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	20,5
	21,0
	13,5
	12,5
	11,5
	740,0
	720,0
	720,0
	49,5
	43,0
	42,0
	4,0
	4,0
	5,0
	2,2\1,9
	3,5\1,9
	3,0\2,5

	7. 
	Е.М.Р.
	45
	койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	19,5
	19,5
	13,5
	11,5
	15,5
	800,0
	800,0
	780,0
	45,0
	43,0
	46,0
	4,0
	4,0
	5,0
	2,8\2,8
	3,2\1,8
	3,0\2,5

	8. 
	Т.Р.Т.
	51
	Утолщение многослойного плоского эпителия
	Утолщение многослойного плоского эпителия 
	Утолщение многослойного плоского эпителия 
	21,0
	21,0
	21,0
	12,5
	15,5
	12,5
	700,0
	700,0
	710,0
	48,0
	46,0
	45,0
	5,0
	5,0
	4,0
	2,7\1,9
	3,2\1,5
	2,2\1,7

	9. 
	В.Т.В.
	25
	Утолщение многослойного плоского эпителия
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,0
	20,5
	19,5
	11,5
	12,5
	15,5
	750,0
	750,0
	740,0
	49,0
	48,0
	43,0
	5,0
	5,0
	5,0
	2,7\2,8
	3,0\1,5
	2,5\2,5

	10. 
	В.В.К.
	39
	койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	20,0
	21,0
	14,5
	11,5
	12,5
	840,0
	820,0
	810,0
	40,5
	43,0
	41,0
	4,0
	4,0
	4,0
	2,7\1,9
	3,2\1,9
	2,2\1,9

	11. 
	С.Т.П.
	36
	Утолщение многослойного плоского эпителия CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,0
	19,5
	22,0
	11,5
	11,5
	11,0
	850,0
	850,0
	840,0
	43,0
	43,0
	43,5
	5,0
	6,0
	6,0
	2,2\1,7
	3,0\1,9
	2,8\2,8

	12. 
	В.К.С.
	37
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,5
	20,5
	20,5
	12,5
	15,5
	15,0
	700,0
	700,0
	680,0
	46,0
	40,0
	43,0
	4,0
	4,0
	4,0
	2,5\2,5
	3,2\1,9
	2,7\1,9

	13. 
	С.К.С.
	25
	Утолщение многослойного плоского эпителия
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	19,5
	21,0
	13,5
	12,5
	12,5
	640,0
	620,0
	620,0
	43,0
	46,0
	42,0
	4,0
	4,0
	4,0
	2,2\1,9
	2,2\1,7
	3,0\2,5

	14. 
	С.О.Т.
	41
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	21,0
	18,5
	13,5
	11,5
	11,5
	700,0
	700,0
	700,0
	39,0
	40,0
	39,0
	5,0
	5,0
	5,0
	2,8\2,8
	2,5\2,5
	3,0\2,5

	15. 
	К.М.Р.
	42
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,5
	20,5
	20,5
	13,5
	15,5
	15,0
	690,0
	690,0
	670,0
	48,0
	48,0
	45,0
	4,0
	6,0
	6,0
	2,2\1,7
	2,2\1,9
	2,2\1,7

	16. 
	Р.М.Н
	48
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,5
	19,0
	18,5
	14,5
	12,5
	12,5
	750,0
	750,0
	730,0
	46,0
	43,0
	41,0
	5,0
	4,0
	4,0
	2,9\2,5
	2,8\2,8
	2,5\2,5

	17. 
	Ч.Т.П.
	45
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	22,0
	20,5
	13,5
	11,5
	11,5
	840,0
	720,0
	730,0
	45,0
	48,0
	43,0
	4,0
	4,0
	4,0
	2,2\1,9
	2,7\1,9
	2,2\1,9

	18. 
	Х.М.Т.
	25
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	21,5
	19,5
	11,5
	15,5
	15,0
	850,0
	800,0
	800,0
	54,0
	53,0
	51,0
	4,0
	5,0
	5,0
	2,7\1,9
	3,2\1,9
	2,8\2,8

	19. 
	Х.Л.М.
	38
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,5
	22,5
	21,0
	12,5
	12,5
	12,5
	700,0
	700,0
	700,0
	57,5
	58,0
	53,0
	4,0
	5,0
	5,0
	2,7\2,8
	3,0\1,9
	2,7\1,9

	20. 
	М.Р.Г.
	26
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	20,5
	20,5
	13,5
	11,5
	11,5
	640,0
	650,0
	640,0
	55,5
	55,0
	51,0
	
	4,0
	4,0
	3,0\2,0
	2,2\1,7
	2,8\2,6

	21. 
	Г.Ж.Р.
	37
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,5
	19,5
	19,5
	11,5
	11,5
	15,5
	750,0
	730,0
	740,0
	43,5
	48,0
	43,0
	6,0
	6,0
	6,0
	2,7\1,9
	2,5\2,5
	2,7\1,9

	22. 
	В.С.П.
	35
	Утолщение многослойного плоского Мпителия койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,5
	21,0
	21,0
	12,5
	15,5
	12,5
	840,0
	840,0
	840,0
	45,0
	43,0
	41,0
	4,0
	4,0
	4,0
	2,8\2,8
	2,2\1,9
	2,5\2,5

	23. 
	Т.П.М.
	34
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	20,0
	20,0
	13,5
	12,5
	11,5
	850,0
	830,0
	810,0
	44,0
	43,0
	43,5
	4,0
	5,0
	4,0
	2,7\1,8
	2,8\2,8
	3,2\1,9

	24. 
	В.Т.Р.
	39
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	19,5
	19,0
	11,5
	11,5
	15,0
	700,0
	700,0
	700,0
	49,0
	48,0
	43,0
	5,0
	6,0
	5,0
	2,8\2,8
	2,7\1,9
	2,8\2,8

	25. 
	Р.М.Р.
	39
	Гиперкератоз, паракератоз Утолщение многослойного плоского эпителия CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,0
	21,0
	21,0
	12,5
	15,5
	12,5
	640,0
	640,0
	630,0
	40,5
	48,0
	43,0
	5,0
	5,0
	5,0
	2,7\1,9
	2,2\1,7
	2,7\1,9

	26. 
	В.Н.Т.
	41
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз CIN II
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	20,0
	20,5
	20,5
	13,5
	12,5
	11,5
	840,0
	840,0
	840,0
	43,0
	43,0
	41,0
	4,0
	4,0
	4,0
	3,2\1,7
	2,5\2,5
	2,2\1,7

	27. 
	Р.Т.О.
	25
	Утолщение многослойного плоского эпителия Гиперкератоз, паракератоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	21,5
	22,5
	11,5
	11,5
	14,5
	850,0
	830,0
	810,0
	46,0
	43,0
	43,5
	6,0
	4,0
	6,0
	2,5\2,5
	2,8\2,8
	2,5\2,5

	28. 
	Г.Е.Р.
	27
	Утолщение многослойного плоского эпителия Гиперкератоз, паракератоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	22,5
	21,0
	13,5
	15,5
	12,5
	740,0
	740,0
	710,0
	57,5
	58,0
	53,0
	4,0
	4,0
	5,0
	2,2\1,9
	3,7\1,9
	2,2\1,9

	29. 
	Ц.М.Н.
	25
	Утолщение многослойного плоского эпителия CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	21,0
	22,5
	14,5
	12,5
	11,5
	720,0
	720,0
	720,0
	45,0
	48,0
	43,0
	5,0
	4,
	4,0
	2,8\2,8
	2,8\2,8
	2,8\2,8

	30. 
	Х.О.Д.
	39
	Утолщение многослойного плоского эпителия Гиперкератоз, паракератоз CIN II
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	22,5
	21,0
	14,5
	11,5
	14,0
	790,0
	790,0
	760,0
	44,0
	43,0
	41,0
	5,0
	6,0
	5,0
	2,7\1,9
	2,5\2,9
	2,8\2,0

	31. 
	Д.М.Т.
	36
	Утолщение многослойного плоского эпителия CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	20,0
	19,0
	11,5
	11,5
	14,5
	840,0
	840,0
	820,0
	49,0
	48,0
	43,0
	4,0
	5,0
	5,0
	2,2\1,7
	2,8\2,8
	2,7\1,9

	32. 
	Х.Т.Т.
	37
	Утолщение многослойного плоского эпителия CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	22,0
	22,5
	12,5
	15,5
	14,5
	850,0
	830,0
	810,0
	40,5
	43,0
	41,0
	6,0
	5,0
	4,0
	2,8\2,8
	2,8\2,8
	2,8\2,8

	33. 
	К.Т.Л.
	25
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	21,5
	21,0
	13,5
	12,5
	12,5
	700,0
	700,0
	720,0
	43,0
	43,0
	43,5
	4,0
	4,0
	6,0
	2,4\1,9
	2,7\2,4
	3,7\1,9

	34. 
	К.М.Л,
	41
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	койлоцитоз
	койлоцитоз
	21,0
	22,5
	22,5
	11,5
	11,5
	11,5
	760,0
	730,0
	710,0
	46,0
	48,0
	43,0
	5,0
	6,0
	4,0
	2,0\2,8
	2,8\2,8
	2,8\2,8

	35. 
	Ч.М.М.
	55
	койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	20,5
	20,0
	12,5
	15,5
	14,0
	720,0
	840,0
	820,0
	43,0
	48,0
	43,0
	5,0
	4,0
	5,0
	2,7\1,2
	2,7\2,2
	2,5\2,9

	36. 
	Ш.Т.Р.
	51
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз
	Утолщение многослойного плоского эпителия 
	Утолщение многослойного плоского эпителия 
	22,0
	19,5
	19,5
	14,5
	12,5
	14,5
	-
	830,0
	810,0
	53,0
	53,0
	51,0
	4,0
	5,0
	5,0
	2,8\2,8
	2,8\2,8
	3,3\2,9

	37. 
	К.М.В.
	45
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	21,5
	21,5
	14,5
	11,5
	14,5
	730,0
	700,0
	680,0
	40,0
	48,0
	43,0
	5,0
	6,0
	4,0
	-
	2,8\2,0
	2,8\2,0

	38. 
	Б.Т.Т.
	25
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,0
	22,5
	21,0
	13,5
	15,5
	12,5
	750,0
	680,0
	690,0
	49,5
	43,0
	41,0
	5,0
	4,0
	5,0
	2,8\2,0
	2,7\1,9
	2,7\1,9

	39. 
	Ю.О.Т.
	39
	койлоцитоз CIN I
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	21,0
	22,5
	11,5
	-
	11,5
	710,0
	670,0
	690,0
	45,0
	43,0
	43,5
	4,0
	5,0
	5,0
	2,7\1,9
	2,8\3,4
	2,8\2,0

	40. 
	К.Л.В.
	36
	Гиперкератоз, паракератоз Утолщение многослойного плоского эпителия
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	19,0
	20,0
	12,5
	13,0
	14,0
	690,0
	700,0
	700,0
	44,0
	48,0
	43,0
	6,0
	5,0
	4,0
	2,8\2,8
	2,8\2,0
	2,8\2,5

	41. 
	Л.М.Н.
	37
	Гиперкератоз, паракератоз Утолщение многослойного плоского эпителия CIN II
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	22,0
	22,5
	13,5
	11,5
	15,5
	840,0
	820,0
	810,0
	40,5
	48,0
	43,0
	4,0
	5,0
	6,0
	3,7\1,9
	2,7\1,9
	2,7\1,9

	42. 
	Т.Р.П,
	25
	койлоцитоз Утолщение многослойного плоского эпителия
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	22,5
	22,5
	21,0
	11,5
	15,5
	12,5
	850,0
	850,0
	830,0
	55,0
	53,0
	51,0
	5,0
	4,0
	4,0
	2,8\2,8
	2,8\2,8
	2,8\2,8

	43. 
	Н.О.Г,
	41
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,0
	21,5
	22,5
	12,5
	12,5
	11,5
	720,0
	720,0
	730,0
	54,0
	48,0
	53,0
	5,0
	6,0
	5,0
	2,5\2,9
	3,7\1,9
	2,8\2,0

	44. 
	Т.М.П,
	42
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз CIN II
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	21,5
	22,5
	22,5
	13,5
	11,5
	15,5
	760,0
	760,0
	740,0
	49,0
	43,0
	41,0
	5,0
	4,0
	5,0
	3,3\2,9
	2,8\2,8
	2,7\1,9

	45. 
	Е.Г.Р,
	48
	Гиперкератоз, паракератоз койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	20,0
	19,0
	11,5
	15,5
	12,5
	690,0
	690,0
	680,0
	40,5
	43,0
	43,5
	5,0
	5,0
	5,0
	2,8\2,0
	2,5\2,9
	2,8\2,8

	46. 
	В.М.П.
	55
	койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	18,5
	19,0
	19,0
	12,5
	12,5
	11,5
	720,0
	720,0
	730,0
	53,0
	49,0
	53,0
	5,0
	5,0
	5,0
	2,7\1,9
	3,3\2,9
	3,7\1,9

	47. 
	Г.Р.М.
	51
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз
	Утолщение многослойного плоского эпителия 
	Утолщение многослойного плоского эпителия 
	20,0
	19,5
	21,5
	13,5
	11,5
	15,5
	750,0
	760,0
	740,0
	46,0
	43,0
	41,0
	4,0
	5,0
	4,0
	3,8\2,6
	2,8\2,4
	2,8\2,8

	48. 
	Ш.О.Т.
	49
	Утолщение многослойного плоского эпителия койлоцитоз
	Вариант нормы
	Вариант нормы
	19,0
	20,5
	20,0
	14,5
	15,5
	13,5
	700,0
	690,0
	710,0
	43,0
	44,0
	46,5
	6,0
	5,0
	6,0
	2,7\1,9
	2,8\2,9
	2,7\2,0


* На фоне комплексной терапии после эксцизии пораженного участка
1 – сроки наблюдения (месяцы)

Средний логарифм вирусной нагрузки на 105 клеток в группах пациенток  Immugen 1 

	№
	Ф.И.О

(шифр)
	Возраст
	Средний логарифм вирусной нагрузки на 105 клеток

	
	
	
	До начала терапии
	Через 6 месяцев 

	1. 
	К.П.И.
	43
	4,5
	2,5

	2. 
	Р.И.О.
	27
	4,1
	2,8

	3. 
	П.И.Р.
	29
	5,0
	3,0

	4. 
	К.Р.Р.
	25
	5,1
	3,1

	5. 
	Х.Ф.И.
	34
	4,2
	2,8

	6. 
	Х.О.Р.
	36
	4,8
	2,8

	7. 
	А.М.П.
	41
	4,5
	2,5

	8. 
	М.Х.О.
	39
	4,3
	2,5

	9. 
	Е.А.М.
	38
	4,0
	2,4

	10. 
	А.В.С.
	36
	4,2
	2,4

	11. 
	В.А.М.
	28
	4,5
	2,3

	12. 
	В.С.А.
	29
	5,0
	3,0

	13. 
	К.М.П.
	26
	5,1
	3,1

	14. 
	Е.А.В.
	25
	4,6
	2,4

	15. 
	Н.А.Р.
	41
	4,5
	2,6

	16. 
	Р.Н.О.
	45
	4,7
	2,7

	17. 
	Г.Л.Ш.
	34
	5,0
	3,0

	18. 
	Ф.Е.В.
	36
	4,9
	2,9

	19. 
	Ш.К.Х.
	39
	4,7
	2,7

	20. 
	Г.И.Р.
	32
	4,9
	2,9

	21. 
	К.С.А.
	31
	4,8
	2,8

	22. 
	У.В.А.
	28
	4,5
	2,3

	23. 
	Ц.П.А.
	28
	4,1
	2,9

	24. 
	Н.О.Г.
	26
	4,0
	2,8

	25. 
	Л.А.Р.
	24
	4,3
	2,3

	26. 
	С.О.А.
	26
	4,2
	2,8

	27. 
	В.Г.Л.
	35
	4,6
	2,6

	28. 
	И.Р.О.
	37
	4,5
	2,7

	29. 
	О.П.Г.
	40
	4,5
	2,8

	30. 
	Б.Л.Г.
	42
	4,0
	2,7

	31. 
	Б.З.В.
	45
	4,3
	2,3

	32. 
	К.М.В.
	29
	4,7
	2,7

	33. 
	К.Ш.В.
	36
	4,5
	2,3

	34. 
	С.П.Е.
	37
	4,3
	2,8

	35. 
	У.В.Н.
	25
	5,0
	3,0

	36. 
	У.Р.Н.
	41
	4,9
	2,9

	37. 
	У.С.Р.
	42
	5,1
	3,1

	38. 
	П.Н.Р.
	38
	4,9
	2,9

	39. 
	В.А.К.
	40
	5,0
	3,0

	40. 
	Х.О.Р.
	45
	4,7
	2,7

	41. 
	И.Р.Ш.
	28
	5,0
	3,0

	42. 
	М.П.Ш.
	26
	4,3
	2,3

	43. 
	А.А.Ш.
	27
	5,1
	3,1

	44. 
	А.К.Е.
	35
	4,4
	2,9

	45. 
	В.А.М.
	34
	5,0
	3,0

	46. 
	М.Ф.М.
	39
	4,6
	2,6

	47. 
	М.С.М.
	39
	5,0
	3,0

	48. 
	М.З.В.
	41
	4,9
	2,9

	49. 
	С.В.Ч.
	25
	5,0
	3,0

	50. 
	Т.Р.А.
	27
	4,3
	2,9

	51. 
	Т.М.А.
	25
	5,1
	3,1

	52. 
	О.Н.Р.
	42
	4,4
	2,9

	53. 
	Т.И.А.
	43
	5,0
	3,0

	54. 
	Т.М.П.
	40
	4,2
	2,9

	55. 
	Г.П.Р.
	28
	5,0
	3,0

	56. 
	Т.Р.А.
	34
	4,4
	2,8

	57. 
	И.Р.О.
	37
	5,0
	3,0

	58. 
	Б.Л.Ш.
	30
	4,5
	2,3

	59. 
	Х.К.А.
	44
	5,0
	3,0

	60. 
	Х.И.А
	26
	4,2
	2,9

	61. 
	Х.З.К.
	44
	5,0
	3,0

	62. 
	Ж.Н.А.
	28
	4,7
	2,7

	63. 
	Ж.М.Л.
	27
	5,0
	3,0

	64. 
	В.К.А.
	45
	4,7
	2,7

	65. 
	М.Л.В.
	25
	4,3
	2,7

	66. 
	С.А.Р.
	29
	4,5
	2,8

	67. 
	В.А.Р.
	36
	4,6
	2,6

	68. 
	В.А.К.
	38
	4,6
	2,6

	69. 
	П.О.Н.
	30
	4,8
	2,8

	70. 
	Ц.В.А.
	30
	4,4
	2,2

	71. 
	Ц.В.Х.
	37
	4,6
	2,6

	72. 
	П.И.Р.
	42
	4,3
	2,9

	73. 
	С.В.А.
	26
	4,2
	2,7

	74. 
	Т.М.А.
	28
	4,7
	2,7

	75. 
	Б.Л.З.
	34
	5,0
	3,0

	76. 
	Н.Л.В.
	39
	4,7
	2,7

	77. 
	Ш.Д.Х.
	45
	4,3
	2,3

	78. 
	Х.Т.А.
	45
	4,5
	2,8

	79. 
	О.Л.К.
	43
	4,7
	2,7

	80. 
	П.Р.В.
	26
	4,5
	2,3

	81. 
	П.Р.А.
	27
	4,2
	2,9

	82. 
	Ч.М.М.
	43
	4,1
	2,9


Средний логарифм вирусной нагрузки на 105 клеток в группах пациенток  Плацебо 1 

	№
	Ф.И.О

(шифр)
	возраст
	Средний логарифм вирусной нагрузки на 105 клеток

	
	
	
	До начала терапии
	Через 6 месяцев 

	1. 
	Х.П.А.
	23
	4,5
	3,5

	2. 
	А.А.О.
	27
	4,1
	3,8

	3. 
	П.А.А.
	39
	5,0
	4,0

	4. 
	Х.А.А.
	45
	5,1
	4,1

	5. 
	Х.Ф.А.
	24
	4,2
	3,8

	6. 
	Х.О.А.
	36
	4,8
	3,8

	7. 
	А.М.П.
	31
	4,5
	3,5

	8. 
	М.Х.О.
	29
	4,3
	3,5

	9. 
	М.А.М.
	28
	4,0
	3,4

	10. 
	А.В.С.
	36
	4,2
	3,4

	11. 
	В.А.М.
	28
	4,5
	3,3

	12. 
	В.С.А.
	29
	5,0
	4,0

	13. 
	Х.М.П.
	26
	5,1
	4,1

	14. 
	М.А.В.
	25
	4,6
	3,4

	15. 
	Н.А.А.
	41
	4,5
	3,6

	16. 
	А.Н.О.
	25
	4,7
	3,7

	17. 
	Г.Л.Ш.
	34
	5,0
	4,0

	18. 
	Ф.М.В.
	36
	4,9
	3,9

	19. 
	Ш.Х.Х.
	29
	4,7
	3,7

	20. 
	Г.А.А.
	42
	3,9
	3,9

	21. 
	Х.С.А.
	41
	4,8
	3,8

	22. 
	У.В.А.
	28
	4,5
	3,3

	23. 
	Ц.П.А.
	28
	4,1
	3,9

	24. 
	Н.О.Г.
	36
	4,0
	3,8

	25. 
	Л.А.А.
	34
	4,3
	3,3

	26. 
	С.О.А.
	26
	3,8
	3,8

	27. 
	В.Г.Л.
	35
	4,6
	3,6

	28. 
	А.А.О.
	37
	4,5
	3,7

	29. 
	О.П.Г.
	40
	4,5
	3,8

	30. 
	Б.Л.Г.
	42
	4,0
	3,7

	31. 
	Б.З.В.
	25
	4,3
	3,3

	32. 
	Х.М.В.
	39
	4,7
	3,7

	33. 
	Х.Ш.В.
	36
	4,5
	3,3

	34. 
	С.П.М.
	37
	4,3
	3,8

	35. 
	У.В.Н.
	25
	5,0
	4,0

	36. 
	У.А.Н.
	41
	4,9
	3,9

	37. 
	У.С.А.
	42
	5,1
	4,1

	38. 
	П.Н.А.
	48
	4,9
	3,9

	39. 
	В.А.Х.
	40
	5,0
	4,0

	40. 
	Х.О.А.
	25
	4,7
	3,7

	41. 
	А.А.Ш.
	38
	5,0
	4,0

	42. 
	М.П.Ш.
	26
	4,3
	3,3

	43. 
	А.А.Ш.
	37
	5,1
	4,1

	44. 
	А.Х.М.
	35
	4,4
	3,9

	45. 
	В.А.М.
	34
	5,0
	4,0

	46. 
	М.Ф.М.
	39
	4,6
	3,6

	47. 
	М.С.М.
	39
	4,0
	4,0

	48. 
	М.З.В.
	41
	4,9
	3,9

	49. 
	С.В.Ч.
	25
	5,0
	4,0

	50. 
	Х.А.А.
	27
	4,3
	3,9

	51. 
	Х.М.А.
	25
	5,1
	4,,1

	52. 
	О.Н.А.
	42
	4,4
	3,9

	53. 
	Х.А.А.
	43
	5,0
	4,0

	54. 
	Х.М.П.
	40
	4,2
	3,9

	55. 
	Г.П.А.
	28
	4,0
	4,0

	56. 
	Х.А.А.
	34
	4,4
	3,8

	57. 
	А.А.О.
	37
	5,0
	4,0

	58. 
	Б.Л.Ш.
	30
	4,5
	3,3

	59. 
	Х.А.А
	26
	5,0
	4,0

	60. 
	Х.З.Х.
	44
	4,2
	3,9

	61. 
	Ж.Н.А.
	28
	5,0
	4,0

	62. 
	Ж.М.Л.
	27
	4,7
	3,7

	63. 
	В.Х.А.
	45
	5,0
	4,0

	64. 
	М.Л.В.
	25
	4,7
	3,7

	65. 
	С.А.А.
	29
	4,3
	3,7

	66. 
	В.А.А.
	36
	4,5
	3,8

	67. 
	В.А.Х.
	38
	4,6
	3,6

	68. 
	П.О.Н.
	30
	4,6
	3,6

	69. 
	Ц.В.А.
	30
	3,8
	3,8

	70. 
	Х.А.А
	29
	4,4
	3,3


Средний логарифм вирусной нагрузки на 105 клеток в группах пациенток  Immugen 2 

	№
	Ф.И.О.

Шифр
	возраст
	Средний логарифм вирусной нагрузки на 105 клеток

	
	
	
	До начала терапии
	Через 6 месяцев 

	1. 
	Э.С.Г.
	26
	5,1
	2,5

	2. 
	А.М.Р.
	52
	6,2
	3,4

	3. 
	Р.О.Т.
	51
	5,1
	3,1

	4. 
	П.М.А.
	46
	5,2
	2,8

	5. 
	А.М.Р.
	50
	5,8
	2,9

	6. 
	Е.А.С.
	32
	5,5
	3,5

	7. 
	Е.И.Р.
	40
	5,3
	3,5

	8. 
	А.Р.Т.
	51
	6,2
	2,4

	9. 
	В.А.В.
	25
	5,2
	2,4

	10. 
	В.В.К.
	39
	5,5
	2,3

	11. 
	С.А.П.
	36
	6,2
	3,0

	12. 
	В.К.С.
	37
	5,1
	3,7

	13. 
	С.К.С.
	25
	5,6
	2,4

	14. 
	С.О.А.
	41
	5,5
	2,6

	15. 
	К.М.Р.
	42
	5,7
	2,8

	16. 
	Р.И.Н
	48
	6,2
	3,0

	17. 
	Ч.А.П.
	40
	5,9
	2,9

	18. 
	Х.М.А.
	25
	5,7
	2,8

	19. 
	Х.Л.И.
	38
	5,9
	2,9

	20. 
	И.Р.Г.
	26
	5,8
	2,8

	21. 
	Г.Ж.Р.
	37
	5,5
	2,3

	22. 
	В.С.П.
	35
	5,1
	2,9

	23. 
	А.П.И.
	34
	6,2
	2,8

	24. 
	В.А.Р.
	39
	5,3
	2,3

	25. 
	Р.И.Р.
	39
	5,2
	2,8

	26. 
	В.Н.Т.
	41
	5,6
	2,6

	27. 
	Р.Т.О.
	25
	5,5
	2,8

	28. 
	Г.Е.Р.
	27
	5,5
	2,8

	29. 
	Ц.М.Н.
	25
	6,2
	2,8

	30. 
	Х.О.Д.
	39
	5,3
	2,3

	31. 
	Д.И.Т.
	36
	5,7
	2,8

	32. 
	Х.А.Т.
	37
	5,5
	2,3

	33. 
	К.Т.Л.
	25
	5,3
	2,8

	34. 
	К.М.Л,
	41
	6,2
	3,0

	35. 
	Ч.М.И.
	55
	5,9
	2,9

	36. 
	Ш.Т.Р.
	51
	5,1
	3,1

	37. 
	К.М.В.
	45
	5,9
	2,9

	38. 
	Б.Т.А.
	25
	6,2
	3,0

	39. 
	Ю.О.А.
	39
	5,7
	2,8

	40. 
	К.Л.В.
	36
	6,2
	3,0

	41. 
	Л.И.Н.
	37
	5,3
	2,3

	42. 
	А.Р.П,
	25
	5,1
	3,1

	43. 
	Н.О.Г,
	41
	5,5
	2,9

	44. 
	А.М.П,
	42
	6,2
	3,0

	45. 
	Е.Г.Р,
	48
	5,6
	2,6

	46. 
	В.И.П.
	55
	6,2
	3,5

	47. 
	Г.Р.И.
	51
	5,9
	2,9

	48. 
	Ш.О.А.
	49
	6,2
	3,0

	49. 
	Ш.А.К.
	48
	5,3
	3,5

	50. 
	В.А.К.
	52
	5,1
	3,1


Средний логарифм вирусной нагрузки на 105 клеток в группах пациенток  Плацебо 2 

	№
	Ф.И.О

(шифр)
	возраст
	Средний логарифм вирусной нагрузки на 105 клеток

	
	
	
	До начала терапии
	Через 6 месяцев 

	1. 
	М.С.Г.
	26
	5,5
	4,5

	2. 
	Т.М.Р.
	52
	5,3
	4,8

	3. 
	Р.О.Т.
	51
	5,0
	4,0

	4. 
	П.М.Т.
	46
	5,1
	4,1

	5. 
	Т.М.Р.
	55
	4,2
	4,8

	6. 
	Е.Т.С.
	32
	5,5
	4,8

	7. 
	Е.М.Р.
	45
	5,5
	4,5

	8. 
	Т.Р.Т.
	51
	5,5
	4,5

	9. 
	В.Т.В.
	25
	5,8
	4,4

	10. 
	В.В.К.
	39
	4,2
	4,4

	11. 
	С.Т.П.
	36
	5,5
	4,4

	12. 
	В.К.С.
	37
	5,0
	4,0

	13. 
	С.К.С.
	25
	5,1
	4,1

	14. 
	С.О.Т.
	41
	5,8
	4,4

	15. 
	К.М.Р.
	42
	5,5
	4,6

	16. 
	Р.М.Н
	48
	5,0
	4,7

	17. 
	Ч.Т.П.
	45
	5,0
	4,0

	18. 
	Х.М.Т.
	25
	5,4
	4,9

	19. 
	Х.Л.М.
	38
	5,0
	4,7

	20. 
	М.Р.Г.
	26
	5,9
	4,9

	21. 
	Г.Ж.Р.
	37
	5,5
	4,8

	22. 
	В.С.П.
	35
	5,5
	4,4

	23. 
	Т.П.М.
	34
	5,3
	4,9

	24. 
	В.Т.Р.
	39
	5,8
	4,8

	25. 
	Р.М.Р.
	39
	5,5
	4,4

	26. 
	В.Н.Т.
	41
	5,8
	4,8

	27. 
	Р.Т.О.
	25
	5,8
	4,6

	28. 
	Г.Е.Р.
	27
	5,5
	4,7

	29. 
	Ц.М.Н.
	25
	5,5
	4,8

	30. 
	Х.О.Д.
	39
	5,8
	4,7

	31. 
	Д.М.Т.
	36
	5,5
	4,4

	32. 
	Х.Т.Т.
	37
	5,0
	4,7

	33. 
	К.Т.Л.
	25
	5,5
	4,4

	34. 
	К.М.Л,
	41
	5,5
	4,8

	35. 
	Ч.М.М.
	55
	5,0
	4,0

	36. 
	Ш.Т.Р.
	51
	5,4
	4,9

	37. 
	К.М.В.
	45
	5,1
	4,1

	38. 
	Б.Т.Т.
	25
	5,4
	4,9

	39. 
	Ю.О.Т.
	39
	5,0
	4,0

	40. 
	К.Л.В.
	36
	5,0
	4,7

	41. 
	Л.М.Н.
	37
	5,0
	4,0

	42. 
	Т.Р.П,
	25
	5,5
	4,4

	43. 
	Н.О.Г,
	41
	5,1
	4,1

	44. 
	Т.М.П,
	42
	4,4
	4,9

	45. 
	Е.Г.Р,
	48
	5,0
	4,0

	46. 
	В.М.П.
	55
	5,8
	4,6

	47. 
	Г.Р.М.
	51
	5,8
	4,0

	48. 
	Ш.О.Т.
	49
	5,4
	4,9


Выбор индивидуально обоснованных мер вторичной профилактики рака шейки матки (см.схему 3)




















Кольпоскопическое 


Цитологическое


Исследование молекулярных показателей апоптоза





Обнаружены ДНК ВПЧ 16,18, 31, 33, 35,45 типов





Нет ДНК ВПЧ 16,18, 31, 33, 35,45 типов





Обследование  половых партнеров на наличие ДНК ВПЧ 16,18, 31, 33, 35,45 типов





Обследование женщин от 18 до 25 лет, ведущих половую жизнь *, на наличие ДНК ВПЧ 16,18, 31, 33, 35,45 типов





Первичная профилактика с помощью вакцин





Девочки от 9 до 18 лет (не было половых связей)





Первичный сбор информации (анкета в приложении)





Первичный сбор информации (анкета в приложении)





Регулярный осмотр у врача-гинеколога, исследование молекулярно-генетических особенностей пациентки, выбор индивидуально обоснованных мер вторичной профилактики рака шейки матки (см. схему 3)





Выявлены ДНК ВПЧ ВПЧ16,18, 31, 33, 35,45 типов, патологий шейки матки нет








Нет ДНК ВПЧ16,18, 31, 33, 35,45 типов


Выявлена патология шейки матки





Возможна вакцинация, согласно рекомендациям IDI (см. отчет иностранного партнера) 





Нет ДНК ВПЧ ВПЧ 16,18, 31, 33, 35,45 типов


Нет выявлена патология тканей шейки матки





Комплексная терапия пациенток





Наличие ДНК ВПЧ 16,18, 31, 33, 35,45 типов


 Наличие патологии тканей шейки матки





Обследование женщин на наличие ДНК ВПЧ 16,18, 31, 33, 35,45 типов


Кольпоскопическое обследовани


Цитологическое обследование





Стандартная тактика, включающая регулярный осмотр, кольпоскопический и цитологический контроль, иммунотерапию []





Отсутствие  нарушений








Отсутствие  нарушений








Выявлены нарушения





Отсутствие  нарушений








Выявлены  нарушения





Выявлены нарушения








Выявлены нарушения





В дополнении к стандартной   терапии прием комплекса Immugen длительностью не менее 6 месяцев []





Отсутствие  нарушений





Исследование свободно-радикальных показателей тканей шейки матки








Исследование свободно-радикальных показателей тканей шейки матки





Задача вторичной профилактики – предотвращение дальнейшей трансформации предраковых заболеваний в раковые





Задача вторичной профилактики – предовращение развития патологии шейки матки на фоне папилломавирусной инфекции





1  категория пациенток


Выявлены ДНК ВПЧ ВПЧ16,18, 31, 33, 35,45 типов,


патологий шейки матки нет








2 категория пациенток


Наличие ДНК ВПЧ 16,18, 31, 33, 35,45 типов,


наличие патологии тканей шейки матки (предраковые заболевания)








Исследование молекулярно-генетических показателей способности к апоптозу (пояснения в тексте)











Исследование молекулярно-генетических показателей способности к апоптозу (пояснения в тексте)





Определение экспрессии генов, задействованных в противоопухолевой защите*





Выявление клеточных и тканевых показателей в биоптатах* канцерогенеза





Регулярный цитологический и кольпоскопический контроль*





Пациентки с выявленными предраковыми заболеваниями шейки матки (с  ВПЧ высокого онкогенного риска)





Клинически здоровые женщины (с ВПЧ высокого онкогенного риска и  выявленной семейная предрасположенностью)





Мониторинг показателей (1 раз в 6 месяцев)





Комплекс антиоксидантных витаминов и аминокислот, обладающий регуляторным действием на свободно-радикальные процессы в тканях и противовирусным действием





-


-


-


-


-


-


-








-


-


-


-


-


-


-








+





-


-


-


-


-


-


-








Более 1 года





Менее 1 года





+





+





Длительность инфицирования ВПЧ





Наличие воспалительного типа мазка при цитологическом исследовании цервикального канала





Наличие патологических изменений при гистологическом исследовании тканей шейки матки





Выявленный дисбаланс между повышенными показателями радикалообразования в тканях биопатата шейки матки и сниженной антиоксидантной емкостью ткани шейки матки





Отбор женщин в группы согласно протоколу и критерием включения и исключения из группы





Сроки наблюдения*:


1,2,6 месяцы


1,3,5,6,10 ,15 лет


(* пояснения в тексте)





Критерии эффективности вакцинации универсальны и не зависят от возраста женщин:


Отсутствие клинических признаков патологии шейки матки


Отсутствие ДНК ВПЧ в образцах


Серопозитивность женщин на весь период наблюдения





Иммунологический мониторинг (анализ с определением  титров ат к ВПЧ)








Вирусологический мониторинг


(анализ на ДНК ВПЧ при ПЦР исследовании )








Клинический контроль (цитологический мониторинг, гистологический мониторинг)








Оценка эффективности вакцинации проводится по тем направлениям





Подписывание протокола согласия с женщинами на проведение вакцинации протии ВПЧ





NO2/NO3, мкМ/мг





Терапия не эффективна, требуется подбор другого препарата





Терапия недостаточна эффективна, требуется увеличение длительности приема 





Нет достоверных изменений показателей нитрат-нитритов в биоптатах шейки матки





Достоверно значимое снижение показателей нитрат-нитритов в биоптатах шейки матки, нормализация  пока не достигнута








Достоверно значимое снижение показателей нитрат-нитритов в биоптатах шейки матки, нормализация 





Терапия эффективна





6 месяцев





Повторное исследование концентраций нитрат-нитритов  биоптаты шейки матки после проведено терапии терапии








Назначение комплексной терапии





Исследование концентраций нитрат-нитритов  биоптаты шейки матки до начала терапии





Мониторинг показателей (1 раз в 6 месяцев)





Комплекс антиоксидантных витаминов и аминокислот, обладающий регуляторным действием на свободно-радикальные процессы в тканях и противовирусным действием





-


-


-


-


-


-


-








-


-


-


-


-


-


-








+





-


-


-


-


-


-


-








Более 1 года





Менее 1 года





+





+





Длительность инфицирования ВПЧ





Наличие воспалительного типа мазка при цитологическом исследовании цервикального канала





Наличие патологических изменений при гистологическом исследовании тканей шейки матки





Выявленный дисбаланс между повышенными показателями радикалообразования в тканях биопатата шейки матки и сниженной антиоксидантной емкостью ткани шейки матки
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