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Реферат

Отчет 94 с., 1 ч., 6 рис., 6 табл., 112 источников, 2 прил.
РАК ШЕЙКИ МАТКИ, ПРЕДРАКОВЫЕ ЗАБОЛЕВАНИЯ ШЕЙКИ МАТКИ, ДИСПЛАЗИЯ, ЛЕЙКОПЛАКИЯ, РАНДОМИЗАЦИЯ, ВПЧ, КАНЦЕРОГЕНЕЗ ШЕЙКИ МАТКИ.

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. В целом по распространенности рак шейки матки занимает второе место после рака молочной железы. По данным Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ) ежегодно в мире регистрируется около 450 тыс. новых случаев рака шейки матки. 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. Более 40% женщин с установленным диагнозом инвазивного рака шейки матки умирают в течение первых 5 лет с момента установления диагноза. 

В последние годы в человеческой популяции отмечен рост заболеваемости раком шейки матки среди женщин молодого и среднего возраста, 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 анализа 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. 

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.

Цель работы на данном этапе проведение молекулярно–эпидемиологического исследования распространённости папилломавирусной инфекции.

Объектом исследования на данном этапе являются три группы пациенток: 
1)  с диагностированной папилломавирусной инфекцией высокого онкогенного риска; 2) с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия, лейкоплакия с клеточной атипией, эритроплакия, аденоматоз); 3) с раком шейки матки.

Выполнение международных обязательств Российской Федерации по развитию научно – технического сотрудничества со странами ОЭСР. Разработка методов оценки риска, прогнозирования течения и профилактики папиллома вирус–ассоциированного канцерогенеза шейки матки.

В процессе выполнения работ на данном этапе использовались следующие методы: клинико–визуальный, кольпоскопический, цитологический, гистологический, иммуноцитохимические для обнаружения капсидного антигена ВПЧ, электронно ( микроскопические для нахождения зрелых вирионов в клетках, компьютерная резонансная томография, ультразвуковое исследование (УЗИ) и др.. При сравнительной оценке эффективности возможных способов решения исследовательских задач были выбраны: методы тестирования  на ВПЧ (качественный и количественный).
На первом этапе НИР основным исполнителем получены следующие результаты:

Проведен аналитический обзор информационных источников.
Проведено обоснование выбора объектов исследования, отвечающих цели НИР. 

Проведено патентное исследование по ГОСТ 15.011–06.
Осуществлен выбор направления исследований, в том числе:

· разработка возможных направлений реализации плана исследований;

· разработка возможных решений отдельных исследовательских задач;

· сравнительная оценка эффективности возможных способов решения исследовательских задач;

· обоснование оптимального варианта плана исследований;

· обоснование требований к медицинским параметрам;

Исследована частота выявления ВПЧ у клинически здоровых женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки в КБР. Выявлены особенности распространения различных типов ВПЧ в исследуемой популяции женщин в КБР.
Разработаны клинические карты для пациенток трех групп: 1) с диагностированной папилломавирусной инфекцией высокого онкогенного риска, 2) с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия, лейкоплакия с клеточной атипией, эритроплакия), 3) с раком шейки матки.
Реализованы мероприятия по достижению технико–экономических показателей (п.8 технического задания) и обеспечению выполнения экспериментальных работ.
Подведены итоги этапа НИР.
Разработана отчетная документация в соответствии с требованиями технического задания и актов Заказчика

Иностранным партерном выполнены следующие работы:

Исследована частота ВПЧ у клинически здоровых женщин, женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки в Италии.
Выявлены особенности распространения различных типов ВПЧ в исследуемой популяции женщин в Италии.
Проведено рандомизированное контролируемое испытание эффективности вакцинации квадрилентной вакциной против ВПЧ инфекции высокого онкогенного риска женщин разных возрастных групп. Проведен 1 этап вакцинации.
Разработан протокол согласования пациентками на проведение исследования.
Определена приемлемость пациенток перед рандомизацией (разработаны критерии включения в группы).
Проведена стратификация групп по возрасту и сопутствующим заболеваниям.
Результаты, полученные Институтом Дерматологии Непорочной Девы, научным институтом Госпитализации и Лечения позволили провести сравнительную характеристику частоты выявления ВПЧ–инфекции у клинически здоровых женщин, женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки на территории Российской Федерации и Италии. Полученные результаты позволят в дальнейшем разработать методы оценки риска, прогнозирования течения и профилактики папилломавирус–0ассоциированного канцерогенеза шейки матки.
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. Так как современные вакцины содержат антигены 16–го и 18–го типов, а вакцина Gardasil® содержит 6, 11 типы, поэтому полученные эпидемиологические результаты служат основой успешного результата первичной профилактики.
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ЗППП – заболевания предаваемые половым путем
Введение

В настоящее время заболеваемость инфекциями, передаваемыми половым путем (ИППП), остается на высоком уровне, представляя серьезную угрозу для населения. Одной из наиболее распространенных ИППП является папилломавирусная инфекция (ПВИ). Согласно проведенным исследованиям, распространенность ПВИ в популяции составляет от 60% до 87%. При этом, по данным Всемирной организации здравоохранения, за последнее десятилетие число инфицированных увеличилось в 10 – 15 раз. Проблемы диагностики, а также способность ПВИ инициировать не только доброкачественные, но и злокачественные процессы мочеполовых органов, ставит ПВИ в один ряд с наиболее социально опасными заболеваниями урогенитальной системы. [1,2,3,4].

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. 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 (РШМ) 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. 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.

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%. 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. 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 важное 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. 

Профилактическая вакцинация против ВПЧ нескольких типов является методом первичной профилактики РШМ, экзофитных кондилом, заболеваний вульвы, влагалища, пениса и, возможно, анальных раков. Первая профилактическая вакцина (4(валентная вакцина против вируса папилломы человека 6,11,16 и 18–го типов) зарегистрирована начиная с июня 2006года 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. 

Первой категорией женщин, которую планируется исследовать, являются женщины, не инфицированные ВПЧ, но относящиеся к ранее не охваченным возрастным группам. 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. Данным проектом предусматривается оценка эффективности вакцинации женщин двух возрастных групп – 25–35лет и 36–40лет, не охваченных в ранее проведенных исследованиях и наиболее подверженных опухолевым заболеваниям шейки матки. Планируется провести оценку эффективности в разные сроки после первой вакцинации (1,6,12,18 месяцев). Биологическими маркерами эффективности вакцинации выбраны: титр антител к вирусам папилломы, наличия ДНК ВПЧ в вагинальных (цервикальных) образцах, гистологическое исследование образцов, полученных при кольпоскопии женщин, цитологическое исследование соскобов шейки матки и цервикального канала.  В продолжение данного проекта предусматривается продолжение исследований эффективности вакцинации против вирусов папилломы основных онкогенных серотипов женщин разных возрастов в более отдаленные сроки (3,5,7 лет после первой вакцинации).

Вторая категория исследований касается клинически здоровых женщин, но инфицированных вирусам папилломы человека. 

Третья категория исследований касается пациенток с ВПЧ инфекцией и уже выявленными предраковыми и раковыми заболеваниями.

За последние годы достигнут значительный прогресс в клиническом использовании различных биологических маркеров. В их числе онкогены, рецепторы эстрогенов  и прогестерона, маркеры апоптоза, рецепторы факторов роста и т. д. Все эти показатели позволяют более детально изучить молекулярно–биологические особенности злокачественных опухолей, ассоциируются со степенью дифференцировки, способностью к инвазии и метастазированию, чувствительностью к химиотерапии. 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 индивидуально–обоснованных схем профилактической терапии. 

Для этого предлагается два направления: 

1. Оценка способности организма к самостоятельной элиминации зараженных вирусами клеток – исследование апоптоза. В проекте предусматривается выявление маркеров нарушения программируемой смерти инфицированных клеток на секреторном, рецепторном и генетическом уровнях  (исследование уровня лигандов апоптоза sFAS, ФНОα, ИЛ–2, TRAIL в крови и отделяемом цервикального канала; оценка экспрессии рецепторов апоптоза CD 95, TRAIL на клетках крови и клеточных элементах цервикального канала; изучение и анализ экспрессии генов, кодирующих активность апоптоза в тканях биоптата от пациенток и РНК иммуноцитокинов и других лигандов (sFAS, ФНОα, ИЛ–2, TRAIL). Выявление генетической предрасположенности к онкогенезу за счет блокирования путей программируемой смерти зараженной или трансформированной клетки (нарушение экспрессии генов, кодирующих активность апоптоза) создаст предпосылки для ранней профилактики развития РШМ. 

2. Исследование роли токсичного третичного радикала – пероксинтрита в папилломавирус–ассоциированном онкогенезе и разработка методов подбора антиоксидантов для профилактики и терапии предраковых и раковых заболеваний шейки матки. Исследование концентрации пероксинитрита на фоне комплексной терапии с применением препаратов антиоксидантов позволит оценить эффективность воздействия на свободно(радикальное звено патогенеза предраковых и раковых заболеваний шейки матки и послужит маркером эффективности при разработке профилактического комплекса. Оптимизация стандартов терапии пациенток с риском развития РШМ, с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия, лейкоплакия с явлениями атипии, эритроплакия, аденоматоз), с раком шейки матки с подключением препаратов антиоксидантов и их комплексов к базисной терапии онкобольных позволит создать условия для полноценной реализации апробированных вариантов лечения и позволит улучшить качество жизни онкологических больных.

Исходя из этого, можно сформулировать основные задачи целенаправленной профилактики и терапии в онкологии, разрабатываемые в предлагаемом проекте:

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.

Выбор иностранного партнера был ообоснован наличием общего направления исследований в Институте Дермопатологии Непорочной Девы, Научном Институте Госпитализации и Лечения, IDI–IRCCS (папилломавирусные инфекции). Институт Дермопатологии Непорочной Девы, Научном Институте Госпитализации и Лечения, IDI–IRCCS ( крупнейший в Европе научно–клинико–индустриальный центр по исследованию фундаментальных процессов патогенеза различных заболеваний. В IDI– IRCCS работают более 400 врачей и научных сотрудников (среди них известные в Европе профессора G. Mileno, S. D’Atri, S. Pastore, L. Korkina), имеются современные диагностические, клинические и экспериментальные отделения, 6 лабораторий (сосудистой патологии, фармакологии, иммунологии, биохимии кожи, клеточного старения, тканевой и инженерии, клеточной и молекулярной биологии). Институт Дермопатологии Непорочной Девы, IDI–IRCCS имеет научные связи с зарубежными партнерами из Японии, России, США, Великобритании, Германии. В Институте Дермопатологии Непорочной Девы разработаны и внедрены методы терапии различных заболеваний кожи (в том числе папилломатоза кожи) с помощью препаратов, создаваемых на собственной базе. 

В задачи иностранного партнера входит проведение молекулярно –эпидемиологических исследований распространенности ВПЧ инфекции на территории Италии, а также рандомизированное клиническое исследование эффективности первичной профилактики в разных возрастных группах женщин. Выбор партнера с итальянской стороны был также предопределен его  научным весом в области исследований по теме данного проекта, в частности, в области изучения окислительного стресса при различных патологических состояниях.
Систематизация и совместное обсуждение результатов, полученных партнерами в рамках данного проекта, приведут к созданию:

Программы медицинской стандартизации по профилактике и терапии папилломавирус–ассоцированного канцерогенеза шейки матки, состоящая 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 будет включать 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.

Цель 1 этапа НИР – проведение молекулярно – эпидемиологических исследования распространённости папилломавирусной инфекции.

Задачи проведенного этапа НИР:

· проведение аналитического обзора информационных источников;
· обоснование выбора объектов исследования, отвечающих цели НИР;
· проведение патентных исследований по ГОСТ 15.011 – 06;
· разработка возможных направлений реализации плана исследований;

· разработка возможных решений отдельных исследовательских задач;

· сравнительная оценка эффективности возможных способов решения исследовательских задач;

· обоснование оптимального варианта плана исследований;

· обоснование требований к медицинским параметрам объекта исследования;
· исследование частоты выявления ВПЧ у клинически здоровых женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки в КБР. Выявление особенностей распространения различных типов ВПЧ в исследуемой популяции женщин в КБР;
· разработка клинических карт для пациенток трех групп: 1) с диагностированной папилломавирусной инфекцией высокого онкогенного риска, 2) с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия, лейкоплакия с клеточной атипией, эритроплакия), 3) с раком шейки матки;
· реализация мероприятий по достижению технико–экономических показателей (п.8 технического задания) и обеспечению выполнения экспериментальных работ;
· разработка отчетной документации в соответствии с требованиями технического задания и актов Заказчика;
· исследование частоты ВПЧ у клинически здоровых женщин, женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки в Италии;
· выявление особенностей распространения различных типов ВПЧ в исследуемой популяции женщин в Италии;
· рандомизированное контролируемое испытание эффективности вакцинации квадрилентной вакциной против ВПЧ инфекции высокого онкогенного риска женщин разных возрастных групп. Проведение 1 этапа вакцинации;

· разработка протокола согласования с пациентками на проведение исследования;

· определение приемлемости пациенток перед рандомизацией (разработка критериев включения в группы);

· стратификация групп по возрасту и сопутствующим заболеваниям.

В 2008 году немецкий ученый Харальд цур Хаузен (Harald zur Hausen) получил нобелевскую премию в области медицины за открытие связи вируса папилломы человека (ВПЧ) с развитием рака шейки матки (РШМ) у женщин. Результаты многолетних исследований в крупнейших лабораториях мира подтвердили достоверность его открытия. 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 500000 новых случаев и более 250000 смертей от данного заболевания [4].

Наибольший интерес среди них вызывают 16, 18, 31, 33 – й типы ВПЧ, регулярно обнаруживаемые при раке шейки матки и составляющие группу «высокого риска». Несмотря на высокую потенциальную опасность, вирусы папилломы человека являются условными патогенами. 
Действительно, папилломавирус достаточно часто (10 – 30%) выявляется у абсолютно здоровых женщин [5,6]. Длительный период инфекции, развитие рака у небольшого числа инфицированных, моноклональность опухолей, содержащих интегрированные вирусные последовательности, дают основание предполагать, что вирусная инфекция является необходимым, но не достаточным условием в развитии злокачественного новообразования [6,7,8]. Таким образом, носительство HPV свидетельствует не о злокачественном процессе как таковом, а о многократно повышенном риске возникновения последнего. Факторы, модифицирующие патогенность HPV и, как следствие, провоцирующие опухолевый рост у зараженных женщин, остаются неизвестными [8,9].

Дальнейшее изучение проблемы папилломавирусной инфекции как фактора развития предраковых и опухолевых поражений шейки матки вселяет надежду на разработку и использование в клинической практике новых скрининговых программ для ранней диагностики рака шейки матки.

1 Аналитический обзор информационных источников
1.1 Строение и классификация вирусов папилломы человека
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Рисунок 1 – Вирус папилломы человека (компьютерная реконструкция и фотографии с электронного микроскопа).
Вирус папилломы человека (ВПЧ) относится к роду папилломавирусов (Papillomavirus) и принадлежит к подгруппе А семейства Papovaviridae, обладает способностью инфицировать и трансформировать эпителиальные клетки. Идентифицировано более ста видов ВПЧ, из которых 35 способны инфицировать урогенитальный тракт человека, вызывая поражение покровного эпителия кожи и слизистых оболочек половых органов. 
Основной мишенью для ВПЧ, представителя группы мукозотропных вирусов является эпителиальная выстилка аногенитальной области. ВПЧ обнаруживают на коже, слизистой оболочке полости рта, на конъюнктиве, в пищеводе, бронхах, мочевом пузыре. 
ВПЧ является причиной разрастания клеток эпителия в виде бородавок, реже в виде обширных образований (кондилом). ВПЧ относят к высококонтагиозным вирусам с инкубационным периодом от 3 ( 4 недель до 8 месяцев, (в среднем 3 месяца) [10,11,12].

ВПЧ имеет диаметр приблизительно 45 ( 55 нм, состоит из 72 капсомеров и не имеет внешней оболочки. Вирус сохраняется при температуре 50 С в течение 30 минут, устойчив к эфирам и спиртам. 
В процессе репликационного цикла геном вируса экспрессирует от 8 до 10 белковых продуктов. Вирионы ВПЧ сферической формы, капсид с кубическим типом симметрии, построен из 72 капсомеров. Геном ВПЧ представлен циклически замкнутой двухнитевой ДНК с молекулярной массой 3 – 5 мД, размером 8 000 пар нуклеотидов. 
Изолированная ДНК обладает инфекционными и трансформирующимися свойствами. Геном ВПЧ разделен на 3 функционально активных региона: Long control region (LCR), early (E), late (L). 
Область LCR участвует в регуляции транскрипции вирусных генов [13]. Регион Е включает ранние гены (Е(6, Е(7, Е(1, Е(2, Е(4, Е(5), кодирующие ранние белки. Поздние гены (L(l, L(2) кодируют структурные белки вириона. 
Три ранних гена (Е(1, Е(2, Е(4) контролируют функции, необходимые для репродукции вируса, причем Е–2 обладает функциями регулятора транскрипции вирусной ДНК, которая начинается в регуляторной области LCR. Гены Е(5, Е(6, Е(7 обладают активностью, стимулирующей пролиферацию и трансформацию клеток [14]. Гены E6 и E7 всегда выявляются в опухолевых клетках зараженных ВПЧ, в то время как другие фрагменты вирусного генома могут быть утеряны в процессе его длительной персистенции. 
Считается, что ВПЧ высокой степени онкогенного риска кодируют синтез капсидных белков Е6 и Е7, которые участвуют в злокачественной трансформации. Взаимодействия Е6/p53 и Е7/Rv1 приводят к сбою клеточного цикла с потерей контроля над репарацией ДНК и репликацией [14]. Таким образом, полиморфизм гена кодирующего р53, является генетической предрасположенностью для активного развития ВПЧ с малигнизацией клетки [15,16].
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Рисунок 2 – Карта генома ВПЧ – 16 [15].
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Рисунок 3 ( Строение вируса папилломы человека.

В составе вириона присутствуют два слоя структурных белков, обозначаемых буквой Е. Внутренние белки, соединенные с ДНК, являются клеточными гистонами, а капсидные белки – типоспецифическими антигенами [15]. Репродукция ВПЧ происходит в ядрах клеток, где вирусная ДНК присутствует в виде эписомы. Это первая особенность, отличающая ВПЧ от других онкогенных ДНК–содержащих вирусов (вирус гепатита В – семейство паднавирусов и вирус Эпштейна – Барра – семейство герпесвирусов), которые могут встраивать свой геном в ДНК трансформированной клетки. 
Вторая особенность заключается в том, что состояние клетки хозяина регулирует экспрессию вирусного генома. 
Однако, вирусный ген, ответственный за репликацию клеточной ДНК, также может транскрибироваться, в результате клетка хозяина снова и снова делиться вместе с ВПЧ, что приводит к продуктивному типу воспаления. ВПЧ инфицирует клетки эпителия, вызывая появление кожных бородавок и папиллом слизистой оболочки мочеполовых, дыхательных путей и пищеварительного тракта [15,16]. 

Использование современных алгоритмов диагностики и широкое внедрение молекулярно–биологических методов позволило обнаружить десятки типов папилломавирусов, отличающихся по эпидемиологической роли. В настоящее время выявлено более 70 типов ВПЧ, специфичных по тропности к различным тканям [17,18]. 
По классификации вирусов, принятой на 7 Международном Конгрессе по таксономии, папилломавирус образует семейство – Papillomaviridae. Семейство Papillomaviridae включает следующие роды: Alphapapillomavirus, Beta–papillomavirus, Gammapapillomavirus, Deltapapillomavirus, Epsilonpapil–lomavirus, Zetapapillomavirus, Etapapillomavirus, Thetapapillomavirus, Iotapapillomavirus, Kappapapillomavirus, Lambdapapillomavirus, Mupapil–lomavirus, Nupapillomavirus, Xipapillomavirus, Omikronpapillomavirus, Pipapillomavirus.

Alphapapillomavirus (HPV–2, HPV–3, HPV–6, HPV–7, HPV–10, HPV–13, HPV–16, HPV–18, HPV–26, HPV–28, HPV–32, HPV–33, HPV–34, HPV–40, HPV–42, HPV–45, HPV–52, HPV–53, HPV–54, HPV–55, HPV–57, HPV–61, HPV–66, HPV–67, HPV–68, HPV–69, HPV–71, HPV–77, HPV–81, HPV–84, HPV–cand85, HPV–cand86, HPV–cand89, HPV–cand90, HPV–cand91,HPV–94, PCPV–1, RhPV–1) Члены этого рода наиболее часто поражают слизистую лица и аногенитальной области. Для некоторых типов (ВПЧ 2, 10) более характерны кожные поражения.

Betapapillomavirus (HPV–4, HPV–5, HPV–9, HPV–12, HPV–14D, HPV–17, HPV–20, HPV–23, HPV–25, HPV–38, HPV–47, HPV–48, HPV–49, HPV–50, HPV–60, HPV–65, HPV–75 HPV–88, HPV–cand92, HPV–cand96, BPV–1, BPV–2, DPV, OvPV–1, OvPV–2). Члены этого рода наиболее часто поражают кожные покровы. Для инфекции характерно скрытое течение и активация при развитии иммунодефицита. ВПЧ 9, 49 типов связан с веруциформной эпидермодисплазией.

Epsilonpapillomavirus (BPV (Bovine papillomavirus) –5). Инфекция вызывает кожные папилломы у рогатого скота.

Zetapapillomavirus (EcPV (Equus caballus papillomavirus) (1, EcPV). Инфекция вызывает кожные поражения у лошадей.

Etapapillomavirus (FcPV (Fringilla coelebs papillomavirus), ChPV (Chaffinch papillomavirus)). Инфекция вызывает кожные поражения у птиц.

Thetapapillomavirus (PePV (Psittacus erithacus timneh papillomavirus)). Инфекция вызывает кожные поражения у птиц.

Iotapapillomavirus (MNPV (Mastomys natalensis papillomavirus)). Инфекция вызывает кожные поражения у грызунов.

Kappapapillomavirus (CRPV (Cottontail rabbit papillomavirus), ROPV (Rabbit oral papillomavirus)). Инфекция вызывает поражения кожи и слизистых у кроликов.

Lambdapapillomavirus (COPV (Canine oral papillomavirus), FDPV (Felis domesticus papillomavirus)). Инфекция вызывает поражения кожи и слизистых у собак и котов.

Mupapillomavirus (HPV–1, HPV–63). Инфекция вызывает кожные поражения у человека.

Nupapillomavirus (HPV–41). Инфекция вызывает злокачественные поражения кожи и мягких тканей у человека.

Xipapillomavirus (BPV (Bovine papillomavirus) –3, BPV–4, BPV–6). Инфекция вызывает истинные папилломы кожи и слизистой оболочки крупного рогатого скота.

OmikronPapillomavirus (PsPV (Phocoena spinipinnis papillomavi–rus)). Инфекция вызывает половые бородавки у животных семейства китовых.

Pipapillomavirus (HaOPV Hamster oral papillomavirus). Инфекция вызывает поражения слизистых у хомяков. На сегодняшний день идентифицировано более 300 новых папилломавирусов, еще не вошедших в таксономию [19].

Условно все известные типы папилломавирусов можно разбить на следующие основные группы:

· Неонкогенные папилломавирусы (HPV 1,2,3,5);
· Онкогенные папилломавирусы низкого онкогенного риска (в основном HPV 6,11,42,43,44);
· Онкогенные папилломавирусы среднего онкогенного риска (HPV 31, 33, 35, 51, 52, 58);
· Онкогенные папилломавирусы высокого онкогенного риска (HPV 16,18, 39,45, 56,59 и 68).
Таблица 1 – Классификация типов ВПЧ по их онкогенной активности.

	ВПЧ низкого онкогенного риска
	ВПЧ средней степени риска
	ВПЧ высокой степени риска


HPV 31, 33, 35, 51, 5


HPV 16, 

8, 

	9,45, 56,59,68



	


Известно, что ВПЧ 2 типа поражает преимущественно кожу, вызывая появление бородавок. ВПЧ 6 и 11 типов считаются низкой степени онкогенного риска и ассоциируются с развитием генитальных кондилом (множественных выростов соединительной ткани, покрытых многослойным плоским эпителием) и лёгкой степени цервикальных интраэпителиальных неоплазий (ЦИН) [20,21]. Для ВПЧ 11 типа также доказана ассоциация с кондиломами гортани [22,23]. 
Таблица 2 – Заболевания, вызываемые вирусами папилломы человека.
	Тип вируса
	Заболевания

	HPV–1
	Подошвенные бородавки 

	HPV–2
	Обычные бородавки на руках 

	HPV–3
	Плоские бородавки; бородавчатая эпидермодисплазия 

	HPV–4
	Подошвенные бородавки 

	HPV–5
	Плоские бородавки; бородавчатая эпидермодисплазия (перерождающаяся в злокачественную) 

	HPV–6
	Генитальные бородавки; рак шейки матки 

	HPV–7
	Папилломы мясников 

	HPV–8
	Бородавчатая эпидермодисплазия (перерождающаяся в злокачественную) 

	HPV–9
	Плоские бородавки; бородавчатая эпидермодисплазия (перерождающаяся в злокачественную) 

	HPV–10
	Плоские бородавки; бородавчатая эпидермодисплазия (перерождающаяся в злокачественную); рак шейки матки; рак наружных женских половых органов 

	HPV–11
	Папилломы гортани и кондиломы; рак шейки матки 

	HPV–12
	Бородавчатая эпидермодисплазия (перерождающаяся в злокачественную) 

	HPV–13
	Очаговая гиперплазия полости рта 

	HPV–14
	Бородавчатая эпидермодисплазия 

	HPV–15
	Бородавчатая эпидермодисплазия

	HPV–16
	Рак шейки матки; папулозность типа болезни Боуэна 

	HPV–18
	Рак шейки матки 

	HPV –39
	Рак шейки матки 

	HPV –45
	Рак шейки матки 

	HPV–56
	Рак шейки матки 


Для аногенитальной области человека специфичны 14 типов ВПЧ высокой степени онкогенного риска [24]. ВПЧ 16, 18, 31, 33, 35, 36, 39, 45, 52, 56, 58, 59, 66, проникая в переходную зону шейки матки, вызывают ЦИН I, II, III степени и карциному. ВПЧ этих типов обнаруживают в 50–80% образцов с ЦИН II, III степени и в 90% инвазивного рака. Число копий ДНК вирусов папилломы человека в цервикальных образцах зависит от тяжести поражения и от типа ВПЧ.

Вирус папилломы человека длительное время считался причиной кожных и генитальных бородавок. Относительно недавно было доказано, что вирусы этого семейства индуцируют доброкачественные и злокачественные опухоли у человека (таблица 2). Впервые онкогенность была доказана для ВПЧ 16 и 18 типов, о чем указано в Информационном бюллетени ВОЗ (1996) [25]. 

1.2 Эпидемиология папилломавирусной инфекции

На сегодняшний день ВПЧ–инфекция является одной из наиболее распространенных и важных ИППП, которой инфицирована большая часть сексуально активного населения планеты и папилломавирусы единственная группа вирусов, для которых доказана индукция опухолей у человека. В мировом масштабе около 630 млн. человек инфицировано ВПЧ ссылка. В эпидемиологических исследованиях показано, что папилломавирусная инфекция передается от человека к человеку в основном половым путем. Сравнительно редкие случаи перинатальной передачи от матери новорожденному также возможны, когда во время родов происходит аспирация младенцем содержимого цервикального канала или влагалища, что может явиться причиной рецидивирующего папилломатоза верхних дыхательных путей (чаще всего гортани) [27]. Возможно заражение при проведении медицинских манипуляций в случае несоблюдения противоэпидемического режима.

Эпидемиологические и вирусологические исследования подтверждают, что, по крайней мере, 95% всех плоскоклеточных раков шейки матки содержат в ДНК ВПЧ. Число инфицированных в мире за последнее десятилетие увеличилось в 12 раз [28,29,30]. Наиболее часто ВПЧ–инфекция встречается у  молодых людей в возрасте 18–25 лет. После 30 лет количество ВПЧ–инфекций значительно снижается, когда существенно возрастает частота дисплазий и рака шейки матки, максимальное количество случаев которого приходится на 45 лет. Инфицирование шейки матки ВПЧ у подростков отмечается в 40%, в возрасте до 30 лет – в 25%, у женщин до 40 лет – в 10%, в постменопаузальном возрасте поражение папилломавирусом наблюдается в 5%.

У женщин, как и у мужчин доминирующим кофактором, способствующим развитию ВПЧ инфекции является сексуальная активность. В целом, рак шейки матки, как и выявление ВПЧ, регистрируется чаще среди женщин, рано начавших половую жизнь, имеющих большое количество половых партнеров и частые анальные половые контакты [31]. Вторым важным кофактором инфицирования, снижающим местный иммунитет за счет уменьшения количества и нарушения функции клеток Лангерганса, является урогенитальная инфекция: герпесвирусы, уреамикоплазмы, хламидии, трихомонады [32,33]. К кофакторам инфицирования ВПЧ относятся также злоупотребление алкоголем, курение и иммунодефициты [34,35,36,37]. 

Имеются данные двух популяционных исследований мужчин проведенных в Италии в 1999. При обследовании проводили визуальный осмотр, пенисоскопию с помощью кольпоскопа и биопсию. Первое исследование имело выборку 163 партнеров женщин наблюдавшихся 6 лет по поводу генитальной ВПЧ инфекции и ассоциированных с ней предраковых поражений. ВПЧ инфекция выявлена в 30,4% [38]. Второе исследование проведено у 210 мужчин, половые партнерши которых имели ЦИН I, II, III степени. Субклинические поражения гениталий обнаружены в 70% [38]. 

В США инфекция, вызванная ВПЧ – наиболее распространённое вирусное заболевание, передающееся половым путём. Максимальная заболеваемость, обусловленная ВПЧ, наблюдается в возрасте от 18 до 28 лет. Однако и в старших группах в силу возрастных изменений иммунитета и гормональной функции, которые благоприятствуют многим факторам канцерогенеза, возможны проявления папилломавирусной инфекции и клеточная трансформация ракового характера. 

Спектр генотипов ВПЧ, ассоциированных с раковыми поражениями шейки матки, в различных географических регионах варьирует. Распространенность ВПЧ во многом определяется социально–экономическими, поведенческими, медико–гигиеническими условиями. Минимальная зарегистрированная частота инфицированности ВПЧ (5%) наблюдается в Испании [39]. Эта страна принадлежит к странам с «низким» риском заболевания раком шейки матки. На Филлипинах этот показатель составляет 9,2%, в Мексике, Бразилии, Марокко и Парагвае – странах с традиционно высокой заболеваемостью раком шейки матки 17, 17, 20,5 и 20% клинически здоровых женщин соответственно являются носителями папилломавирусной инфекции [40,41,42,43]. Наибольший уровень инфицирования наблюдается в Аргентине и Гондурасе и приближается к 40% от всего обследованного контингента [41]. С другой стороны, в США, несмотря на высокий социально–экономический уровень, частота выявления ВПЧ у женщин составляет 26%, в Канаде – 21,8% [42]. Эти показатели превышают уровень инфицированности ВПЧ, отмечаемый в развитых европейских или азиатских странах, таких, как Швеция (12,8%), Дания (15,4%), Япония (10,7%) [42]. Например, 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% [44,45,46]. Среди жительниц Китая с цервикальным раком и предраковыми поражениями выявлено широкое распространение инфекции, вызванной ВПЧ 58 [47]. 

Таблица 3 – Распространенность ВПЧ инфекции  высокого онкогенного риска [19].
	Страна (регион)
	Количество обследованных
	Выявлено

	Бельгия (Антверпен) 
	963
	32,6%

	Бразилия 
	975
	27%

	Венгрия 
	1121
	34,8%

	Италия 
	1239
	50,2%

	Франция 
	3091
	36,6%

	Хорватия 
	1874
	64%

	Великобритания 
	2011
	46,5%

	Вьетнам 
	765
	22,3%

	Китай (Гонконг) 
	2080
	37,9%

	Китай (Пекин) 
	852
	40%

	Корея 
	685
	39,2%

	Япония 
	1928
	38,8%

	Монголия 
	567
	44%

	Тайланд 
	260
	48%

	Мексика 
	2436
	43,6%

	США
	3863
	39,2%

	Канада 
	2098
	68,8%

	Западная Африка Даккар (Сахара) 
	2065
	18%

	Кения 
	429
	44,3%

	Мали 
	97
	45,4%

	Танзания 
	660
	34%

	Россия (Московский регион) 
	8533
	14%

	Белоруссия 
	687
	38,57%


Обширные эпидемиологические исследования папилломавирусной инфекции были проведены в 1991 – 1997 гг. Они включали не только молекулярно–биологическое определение вирусов, но и исследование антител к белкам ВПЧ. Было установлено, что большинство, если не все случаи рака шейки матки, связаны с папилломавирусной инфекцией, что имеет значение тип ВПЧ, продолжительность инфекционного процесса, поскольку заражение происходит в юношеском возрасте. Характер половых связей, как у женщин, так и у мужчин является главным фактором риска инфицирования. Таким образом одним из факторов риска заболевания является большое количество половых партнеров и у женщин, и у мужчин. 

При массовых эпидемиологических исследованиях ВПЧ обнаружен у 40 – 50% молодых женщин, но в большинстве случаев вирус спонтанно исчезает, лишь у 5 – 15% ВПЧ вызывает хроническую инфекцию шейки матки, реже – вульвы и влагалища. Те женщины, у которых длительно персистирует ВПЧ в шейке матки, по сравнению с теми, у которых нет этого вируса, входят в группу женщин с высоким риском (примерно 65–кратным) развития рака шейки матки. Риск еще выше (130–кратный) у женщин старше 30 лет, если они инфицированы типами ВПЧ высокого онкогенного риска, включая в первую очередь типы 16 и 18. При клинически установленном раке шейки матки ВПЧ современными методами исследования обнаруживается во всех случаях. Рак шейки матки и предшествующие ему состояния до недавнего времени определяли преимущественно цитологическими методами [48,49,50]. 

Возникновению инфекции способствуют перенесенные инфекционные заболевания, курение, алкоголь, молодой возраст, беременность, эндометриоз, большое число половых партнеров, наличие партнеров, имевших контакты с женщиной, болеющей раком шейки матки, аногенитальными кондиломами, неоднократные аборты, воспалительные заболевания, генитальные инфекции (хламидиоз, трихомониаз, генитальный герпес и др.). В 2 раза чаще вирус встречается у женщин, использующих оральные контрацептивы, чем у тех, кто применяет барьерные методы контрацепции или находится в постменопаузе [51,52,53].

У большинства людей заболевание самопроизвольно разрешается. Однако некоторые инфекции, вызываемые типами ВПЧ высокого риска, оставаясь невыявленными и нелечеными, могут привести к развитию рака шейки матки (РШМ). Рак шейки матки является второй по частоте (после рака молочной железы) онкологической причиной смерти женщин до 45 лет, а по количеству сокращенных лет жизни – первой (средний возраст женщин, заболевших раком шейки матки, существенно ниже, чем у заболевших раком молочной железы). Около 240 тыс. женщин умирают каждый год, и ежегодно выявляется примерно полмиллиона случаев этого заболевания. По данным литературы, рак шейки матки сокращает жизнь заболевших женщин примерно на 24 года. Косвенным следствием этого является снижение рождаемости и ухудшение демографической ситуации.

По данным [53], частота возникновения РШМ в Российской Федерации в 2002 г. составила 12215 новых случаев в год, а число смертей – 7784 случая в год, что означает гибель 21 женщины в день от этого заболевания. Для Москвы эти ежегодные показатели составляют около 1100 заболевших и не менее 55 погибших женщин фертильного возраста. Экстраполяция эпидемиологических данных США по заболеваемости и смертности от рака вульвы и рака влагалища позволяют предположить, что в Москве не менее 100 женщин в год гибнут от этих видов патологии. Ежегодно во всем мире регистрируется 32 млн. новых случаев генитальных бородавок (кондилом) [54]. В возрасте 35–40лет РШМ является одной из основных причин смерти от злокачественных опухолей. 

По экспертным оценкам [39] стоимость комплексного лечения одного случая РШМ составляет около 1,1 млн руб. К сожалению, поздняя в целом обращаемость к специалистам приводит к недостаточно высоким показателям эффективности самого профессионального лечения и неприемлемой 5–летней выживаемости после него.

1.3 Особенности патогенеза и клинических проявлений папилломавирусной инфекции

Патогенез ВПЧ инфекции. ВПЧ отличается высокой тропностью к пролиферирующим клеточным популяциям, инфицирует эпителиальные клетки базального слоя эпителия, эпидермису. Инвазия вируса происходит через микроповреждения тканей (механические, бактериальные и др.), когда их глубина достигает базального слоя эпидермиса. Проникая через микротравмы, ВПЧ инфицирует стволовые клетки базального слоя, которые затем являются постоянным источником инфицирования эпителиальных клеток. Вирусы инфицируют делящиеся незрелые клетки базально–клеточного слоя и переходных типов эпителия, где пролиферирующие клетки находятся близко к поверхности, этим фактом возможно объясняется частота инфицирования шейки матки и нижней трети влагалища и вульвы. Когда вирусная ДНК включается в ядерный материал клетки хозяина можно говорить об интеграции вируса. Интегрированная форма ВПЧ способна к злокачественной трансформации, так как вирусная ДНК начинает формировать клеточный генетический материал для воспроизводства ВПЧ–кодированных белков. Интеграция ВПЧ высокого риска в клеточный геном хозяина потенцирует продукцию двух онкопротеинов: Е6 и Е7, взаимодействующих с эндогенными клеточными регуляторными белками, ведущими к дисрегуляции цикла клеточной прогрессии, что является критическим моментом в формировании цервикальной плоскоклеточной неоплазии, образованию непродуктивных плоских кондилом, не видимых вооруженным глазом. Не интегрированная инфекция является продуктивной, так как производит неповрежденные вирусные частицы. Отличительной особенностью продуктивной инфекции является формирование остроконечных кондилом, имеющих низкую вероятность развития неопластических процессов в эпителии и эпидермисе. Диссеминация вируса чаще происходит на фоне изменения иммунной системы, причем локальные проявления инфекции регистрируются максимально быстро с момента инфицирования и инвазии вируса ткани [55].

Чрезвычайно характерным для многих ДНК–содержащих вирусов является формирование внутриядерных и цитоплазменных включений, вакуолей. Возможно, в основе механизма образования вакуолизированных клеток лежат процессы нарушения водного и энергетического обмена клеток. Динамика формирования включений, их форма, величина, содержание в них нуклеиновых кислот и белков имеют большое диагностическое значение, так как различаются у вирусов разных групп. В цитоплазме клеток накапливаются оксифильные массы, содержащие вирусный белок и РНК, многочисленные вирусные частицы, образующие вакуоли. В ядрах клеток развиваются пульверизация хромосом, кариолизис, кариопексис, пикноз; ядра перемещаются к периферии [45].

При цитопатогенном действии вирусов деструкция клетки прямо или косвенно связана с проникновением в нее и функционированием в ней генома вируса. Развивающиеся вследствие этого изменения морфологии клетки могут быть результатом действия одного или нескольких факторов: угнетения синтеза клеточных ДНК, РНК и белков [56].

Два гена, присутствующих в геноме ВПЧ, вызывают злокачественную трансформацию клеток [56]. Эти вирусные онкогены названы Е6 и Е7. Гены E6 и E7– многофункциональны. Механизм действия вирусных генов Е6 и Е7 стал понятен после того, как была открыта их связывающая способность в отношении к p53 и Rb–гену. Продукты этих генов при взаимодействии с продуктами генов–супрессоров (E6 с p53, а E7 с Rb 105) вызывают инактивацию последних. Гены p53 и Rb 105 играют ключевую роль в регуляции деления клеток, поэтому нарушение генами E6 и E7 регуляторной функции указанных генов может быть определяемым фактором для трансформации клеток. Однако чтобы вызвать не только пролиферацию, но и трансформацию клеток, одной экспрессии Е6, Е7 генов недостаточно. ВПЧ «высокого риска», внедряясь в клетку хозяина, индуцируют хромосомные абберации и мутации генов. Накопление мутаций в клетке с латентно персистирующим вирусом служит впоследствии эндогенным фактором прогрессии опухолевых клеток [56].

Участок вирусного генома URR, контролирующий функции E6 и E7, состоит из нескольких функциональных сайтов, способных взаимодействовать с различными транскрипционными факторами. Первый содержит несколько фрагментов, способных взаимодействовать с факторами, вызывающими активизацию клеточного генома. Второй участок содержит нуклеотидные последовательности, реагирующие с факторами, подавляющими активность клеточного генома. Третий участок может быть мишенью для собственно вирусного регулятора транскрипции белка гена E2.

В иммунологическом ответе организма на папилломавирусную инфекцию ведущими являются Th1 клеточный ответ (активация цитотоксических лимфоцитов) и интерфероновый статус [49,51]. Цитотоксическая иммунная реакция при ЦИН развивается в четыре этапа: фагоцитоз и презентация антигенов ВПЧ цервикальными макрофагами (клетки Лангерганса) – активация хелперов Th1 (хелперы Th2 активируют В лимфоциты) – активация цитотоксических Т лимфоцитов – уничтожение клеток, инфицированных ВПЧ. Доказательством актуальности клеточного иммунитета служит факт сочетания спонтанной регрессии бородавок с инфильтрацией лимфоцитами и макрофагами. Вместе с тем наличие иммуносупрессии клеточного звена иммунитета (снижение иммунорегуляторного индекса CD4/CD8, уменьшение общего количества Т лимфоцитов) и уменьшение клеток Лангерганса, например, у курящих женщин, может приводить к активации папилломавирусной инфекции. Длительной персистенции ВПЧ служит 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, которым суждено погибнуть и этот процесс не сопровождается признаками воспаления, а иммунная система его практически игнорирует [51].

Иммунные эффекторные клетки продуцируют разнообразные цитокины, в том числе и интерфероны (ИФН). a–, b– и g–ИНФ снижают транскрипцию генов Е6 и Е7 у ВПЧ 16, 18 и 33 типов в трансформированных вирусами клетках. Носительство ВПЧ не является пожизненным. По данным Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ), при отсутствии отягощающих факторов в течение 3 лет нетяжелые плоскоклеточные внутри эпителиальные поражения, содержащие ВПЧ, подвергаются регрессии в 50–62% наблюдений. 
По сведениям учёных Калифорнийского университета (США) у 70% молодых ВПЧ–инфицированных женщин ДНК ВПЧ перестаёт определяться на протяжении 24 мес. Скорость элиминации значительно снижается при инфицировании несколькими видами ВПЧ, при наличии в анамнезе кондилом вульвы. 

В то же время, среди женщин, у которых, по меньшей мере, 3 раза (с промежутками в 4 мес.) были получены положительные результаты определения ВПЧ, риск тяжёлых онкогенных поражений эпителия возрастал в 14 раз. 
Кроме того, ВПЧ, как и Chlamidia trachomatis, могут передаваться во время беременности и родов с последующим развитием рецидивирующих папиллом гортани и генитальных бородавок, однако исследователи не располагают достаточным количеством данных, позволяющих оценить степень риска такой передачи.

Канцерогенез шейки матки, инициируемый вирусами папиллом, можно условно разделить на несколько этапов [53]:

1) первичная инфекция вирусом;

2) персистенция генома вируса папиллом в эписомальной форме и возможность продукции вирусных частиц с последующей вторичной инфекцией;

3) интеграция вирусной ДНК в клеточный геном без видимой специфичности сайта интеграции; на стадиях II и III начинают проявляться функции Е6 и Е7, нарушающих контроль деления клеток;

4) индукция мутаций в клеточной ДНК, вызывающая нестабильность клеточного генома;

5) селекция клона клеток с мутантной ДНК, содержащих интегрированную ДНК вирусов папилломы;

6) активное размножение данного клона клеток и рост опухоли. Такой механизм объясняет тот факт, что от момента вирусной инфекции до появления опухоли проходит длительный срок – 5–10 лет.

7) Повреждения шейки матки, вызванные HPV, в виде цервикальной интраэпителиальной неоплазии (CIN), могут быть легкой, умеренной и тяжелой степени. Женщины с CIN слабой степени подвержены риску заболевания CIN тяжелой степени и раком шейки матки. Однако CIN 1 не всегда прогрессирует в CIN 2–3. Возраст женщин с цервикальной интраэпителиальной неоплазией обычно на 5–10 лет ниже, чем с CIN 1 степени, что свидетельствует о постепенной прогрессии изменений эпителия шейки матки [54].

8) Вероятно, именно онкогенные типы HPV–инфекции, поражающие шейку матки, определяют риск развития у женщин цервикальной интра–эпителиальной неоплазии тяжелой степени [54]. Частота обнаружения ДНК ВПЧ возрастает по мере усугубления степени дисплазии и перехода диспластических изменений эпителия в опухоль. При CIN 2 ДНК ВПЧ обнаруживается в 24–25%, при CIN 3 – в 61–80%, при микроинвазивной карциноме – в 83–88% [55]. При инвазивной карциноме и раке in situ ДНК ВПЧ выявлялась в более чем в 90% случаев.

9) Некоторые авторы изучают возможности синергизма действия на эпителий шейки матки нескольких вирусов: вируса простого герпеса, ци–томегаловируса и вируса папилломы человека, которые выступают как инициирующие агенты. Было показано, что цервикальная дисплазия чаще обнаруживается у женщин, инфицированных вирусом иммунодефицита человека. При этом дисплазия прогрессирует быстрее, чем обычно [55]. Приведенные данные указывают, что присутствие нескольких генитальных инфекций ускоряет развитие цервикальной дисплазии.

Необходимо отметить, что даже при регрессии CIN HPV – инфекция может присутствовать в эпителии шейки матки. Периоды активации и персистенции инфекции у женщины постоянно чередуются. Способность к персистенции гораздо выше у высокоонкогенных типов папилломавирусной инфекции, а женщины с персистирующей латентной инфекцией – наиболее значимая группа риска по развитию цервико – интраэпителиальных неоплазий. Внедрение папилломавируса происходит на уровне незрелых клеток базального слоя эпителия кожи и слизистых оболочек. Результатом внедрения является пролиферация клеток, но без продукции вирусных частиц, поскольку пролиферирующие клетки эпителия не способны поддержать полный жизненный цикл вирусов. Полная репликация папилломавируса происходит только в высокоспециализированных клетках многослойного плоского эпителия: зернистых, шиповатых клетках кожи, поверхностных эпителиоцитах слизистой шейки матки.

Апоптоз при папилломавирусной инфекции. Апоптоз при интергративных вирусных инфекциях, таких как ВПЧ, является одним из защитных механизмов [57]. Формирование противовирусного иммунитета происходит как при манифестном, так и при бессимптомном течении. Способность к длительному персистированию возможна в связи с наличием у ВПЧ многочисленных механизмов, воздействующих на формирование противовирусной иммунной защиты и способствующих уклонению вируса от иммунологического надзора. В ряду факторов, играющих основную роль в противовирусной защите стоят цитотоксические лимфоциты, естественные киллеры, макрофаги, специфические антитела, система интерферона и интерлейкинов [58]. В результате длительных мутаций вирусами выработаны многочисленные способы уклонения от иммунного контроля, касающиеся как нарушения работы клеточного звена защиты, цитокиновой сети, уклонения от апоптоза. Индуцированная вирусами иммунная недостаточность способствует их активной репликации в течение длительного времени. 

Персистенция вируса с длительной активной экспрессией вирусных онкогенов инициирует многостадийный процесс, в результате которого клетки эпителия шейки матки приобретают генетические и эпигенетические нарушения, способствующие опухолевой прогрессии. Эти нарушения затрагивают гены, контролирующие иммунный ответ, регуляцию клеточного цикла, апоптоз. Этиологию неопластических заболеваний шейки матки в настоящее время многие связывают с инфицированием ее тканей вирусом папилломы. Так, А. Санчез – Перез (A. Sanchez – Perez) и соавт. [59] считают, что вирус папилломы человека типа 16 (HPV–16) как опухолевый вирус ДНК является ответственным за развитие рака шейки матки. По мнению С. Ким (C.Kim) и соавт. [60], инфицирование папилломатозным вирусом (HPV) четко связано с возникновением рака шейки матки, а выявление гипоксии опухоли имеет прогностическое значение при этом заболевании матки у человека. 

Геном ВПЧ разделен на 3 функционально активных региона: Long control region (LCR), early (E), late (L). Область LCR участвует в регуляции транскрипции вирусных генов [61]. Регион Е включает ранние гены (Е–6, Е–7, Е–1, Е–2, Е–4, Е–5), кодирующие ранние белки. Поздние гены (L–l, L–2) кодируют структурные белки вириона. Три ранних гена (Е–1, Е–2, Е–4) контролируют функции, необходимые для репродукции вируса, причем Е–2 обладает функциями регулятора транскрипции вирусной ДНК, которая начинается в регуляторной области LCR. Гены Е–5, Е–6, Е–7 обладают активностью, стимулирующей пролиферацию и трансформацию клеток [59]. Инициирующим фактором выступают мутации в различных участках Е–1, в результате чего ДНК ВПЧ внедряется в хромосомы клетки хозяина [59]. После интеграции циркулярная ДЖ открыта в области Е–1 и Е–2 генов, что заканчивается их разрушением, приводящим к неконтролируемой экспрессии генов Е–6, Е–7 и соответственно к повышению синтеза белков Е–6, Е–7. Протеины Е–6, Е–7 названы онкобелками, так как их мишенями являются белки – супрессоры опухолевого роста – р53 и pRb, участвующие в регуляции апоптозаВ нетрансформируемых ВПЧ–инфицированных клетках, по данным A. Sanchez–Perez и соавт. (1997), HPV Е2 протеин регулирует транскрипцию вирусных онкогенов Е2 и Е7. Злокачественная трансформация обычно сопровождается деструкцией гена Е2 и затем нарушением регуляции экспрессии Е6 и Е7. Авторы показали, что повторное внедрение протеина HPV–16 Е2 в HPV–16–трансформированные линии клеток рака шейки матки приводит к снижению скорости роста, а отсутствие сывороточных факторов роста – к гибели клеток через апоптоз. Экспрессия Е2 повышает уровень E6/E7 mRNA. Это приводит к увеличению уровня Е7 протеина, что, в свою очередь, вызывает повышение содержания свободного E2F и стимуляцию апоптозной гибели клеток. Полученные авторами данные показывают, что разрушение гена E2 приводит к появлению HPV–трансформированных клеток, которые менее подвержены апоптозу и, следовательно, более склонны образовывать опухоль шейки матки.

С. Ким (C. Kim) и соавт. исследовали зависимость между гипоксией и апоптозом на эпителиальных клетках человека, экспрессирующих онкопротеины ВПЧ–16 высокого риска [60]. In vitro гипоксия стимулировала индукцию p53 и апоптоз в первичных эпителиальных клетках шейки матки с генами HPV E6 и E7, но не с фибробластами шейки матки, инфицированными E6 и E7. Линии клеток дериватов ВПЧ–зависимой плоскоклеточной карциномы шейки матки человека были значительно менее чувствительны к апоптозу, вызванному гипоксией, по–видимому, за счет того, что они приобретали дополнительные генетические изменения, которые снизили чувствительность к апоптозу. Хотя этот процесс длительного культивирования клеток приводит к селекции субпопуляций эпителиальных клеток, экспрессирующих ВПЧ протеин и имеющих сниженный апоптозный потенциал, экспозиция этих клеток в условиях гипоксии ускоряет процесс селекции. Полученные результаты подтверждает влияние гипоксии селекции клеток со сниженным апоптозным потенциалом на развитии опухоли у человека, и могут частично объяснить, почему опухоли шейки матки со сниженным содержанием кислорода более агрессивны.

Апоптоз при злокачественной неоплазии шейки матки может вызывать дифференциацию и прогрессирование злокачественных клеток. Однако не представляется вероятным, что ВПЧ сам по себе имеет влияние на способы управления апоптозом.

Согласно последним молекулярным исследованиям онкопротеинов Е6 и Е7, HPV высокого риска сможет значительно изменять нормальную регуляцию клеточного цикла. Изменения регуляции клеточного цикла могут отражать изменения в балансе между ростом клеточной массы и потерей клеток вследствие апоптоза в клеточной популяции, экспрессирующей Е6 и/или Е7. 
К. Исаксон (C. Isacson) и соавт. [62] провели изучение кинетики клеточной пролиферации и апоптоза при неоплазме шейки матки и сравнили риск изменений, вызванных HPV. Индекс клеточной пролиферации, по данным определения ядерного антигена Ki67, повышается параллельно с увеличением степени поражения. Апоптоз не наблюдался в нормальных эпителиальных клетках, очень редко находили апоптозные клетки при низкой степени поражения. Однако выявлен низкий, но доступный измерению апоптозный индекс в поражениях высокой степени, который коррелировал со степенью поражения. Не обнаружено заметной связи между пролиферацией и апоптозным индексом при поражениях легкой степени. Эти данные подтверждают, что степень апоптоза при поражениях вследствие папилломатозной инфекции коррелируют скорее с пролиферативной активностью, чем с типом инфекции.

С целью оценки трансформации клеточных характеристик неопластических изменений в эпителии шейки матки  Г. Фаруя (H. Furuya) и соавт. [63] исследовали популяции клеток в состоянии апоптоза и на фоне пролиферативных циклов в нормальном и диспластическом эпителии, при карциноме in situ и при инвазивной карциноме. Относительное содержание клеток в состоянии апоптоза снижалось по мере прогрессирования процесса и было максимально низким при карциноме in situ, чем при дисплазии. Наоборот, относительное содержание клеток в цикле пролиферации повышалось по мере прогрессирования процесса, и было выше при дисплазии. Отношение в процентах ДНК к ФР превышало 1 при нормальной шейке матки и при дисплазии, но было меньше 1 при карциноме in situ и инвазивной карциноме. Не выявлена выраженная корреляция между ДНК и GF. Полученные данные 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.

Определенное внимание уделяется изучению эффективности химиотерапии злокачественных новообразований шейки матки с учетом роли апоптоза клеток. Так, К. Батс (K. Butz) и соавт. (1996) показали, что лечение генотоксическим агентом, таким, как митомицин С и цисплатин, приводит к выраженной регрессии экспрессии вирусного онкогена l E6/E7 в HPV16– и HPV18–позитивных линиях раковых клеток рака шейки матки [64]. Кинетический анализ выявил, что снижение экспрессии E6/E7 не является обязательным условием индукции p21WAF1. Авторы нашли, что ген bax может быть следствием генотоксического стресса у части, но не у всех, линий HPV–позитивных раковых клеток. 
Обработка ДНК повреждающими агентами может приводить к смерти HPV–позитивных раковых клеток, независимо от их способности продуцировать p53 ген bax. 
Способность раковых HPV–позитивных клеток вызвать апоптозную смерть клеток в ответ на повреждение ДНК может расцениваться как следствие на молекулярном уровне терапевтического эффекта генотоксических влияний в лечении рака шейки матки.

Ж. Гарзетти (G. Garzetti) и соавт. изучали отношения между экспрессией протеина p53, апоптозом аутологичных опухолевых клеток и клиническим ответом на неоадъювантную химиотерапию у больных аденокарциномой шейки матки [65]. В исследование включены 14 женщин со II стадией плоскоклеточного рака. Больные получали комбинированную химиотерапию, состоящую из 3 циклов цисплатина (80 мг/м2) и блеомицина (30 мг/м2). Затем больным проводили радикальную операцию. У 10 (71,4%) больных получен клинический эффект (у 2 полный и у 8 частичный), в то время из остальных 4 (28,6%) у 3 не было изменений и у 1 ( отмечалось ухудшение после химиотерапии. Выявлена выраженная корреляция между сверхэкспрессией p53 и чувствительностью к химиотерапии. У больных с положительным результатом лечения обнаружена более высокая частота появления p53 положительных клеток, чем у больных с отрицательным результатом лечения (p=0,05). Проведенные исследования определили взаимосвязь экспрессии p53 и чувствительности к цисплатину при локальной развитой карциноме шейки матки, подтверждая положение, что цитотоксическое действие цисплатина может активировать управляемый р53 апоптоз. По данным М. Юда (M. Ueda) и соавт. [66], в культуре клеток рака шейки матки (ОМС–1 плоскоклеточный рак и ОМС–4 аденокарцинома) после внутривенного введения 5–фторурацила в дозе 0,1 ( 10 мг/мл наступила доз зависимая ингибиция числа живых клеток и повышение поглощения 6–3H–дезоксиуридина в ДНК. Эти результаты хорошо коррелируют с показателями апоптоза клеток, определяемого in situ методом TUNEL. Флоуцитометрический анализ показал, что экспрессия Fas антигена клетками повышается при инкубации с 10 мг/мл 5 ( фторурацила. Более того, TUNEL срезов тканей резецированной матки показал, что апоптоз появляется более часто у больных, леченных до операции 5 ( фторурацилом по 500 мг/м2 в сутки в течение 8 дней, по сравнению с больными, не получавшими препарат. Эти данные указывают, что достигаемый терапевтический уровень препарата тормозит рост клеток и синтез ДНК и приводит к гибели апоптозных клеток. 

Клинические проявления ВПЧ–инфекции. Клинические проявления ВПЧ инфекции могут быть различными: остроконечные кондиломы, фиброэпителиальные образования на поверхности кожи и слизистых на тонкой ножке, реже на широком основании в виде одиночных узелков, либо в форме множественных выростов по типу «цветной капусты» (рисунок 4). В подлежащей строме имеются атипичные сосуды, явления воспаления. Локализация ОК различна, в основном, в местах возможной мацерации: клитор, малые половые губы, устье уретры, влагалище, шейка матки, анус. У 85% пациенток ОК при обследовании выявляются дополнительные очаги HPV, почти у каждой четвертой из них – ассоциированы с ВПЧ заболевания шейки матки, цервикальная интраэпителиальная неоплазия той или иной степени тяжести [67]. Инкубационный период при генитальных бородавках обычно варьирует от 1 до 3 месяцев, но нередко бывает более продолжительным. В большинстве случаев ВПЧ–инфекция не манифестирует, оставаясь асимптомной. Прогрессия ВПЧ–инфекции высокого онкогенного риска в цервикальную интраэпителиальную неолазию и рак in situ обычно происходит в сроки от 5 до 30 лет и редко в сроки, не превышающие 1 года.

[image: image5.jpg]- Craon nesca y Myt
- Barua, ByNesa, Welika HaTKH
¥ Xesuun

- BOKDYT aHyCa




Рисунок 4 – Области, подверженные появлению генитальных бородавок.
В зависимости от типа ВПЧ Г. А. Дмитриев и О.А. Биткина [68] приводят перечень наиболее частых клинических проявлений папилломавирусных поражений: подошвенные бородавки (вызываются ВПЧ типа 1); вульгарные бородавки кисти и мозаичный тип подошвенных бородавок (тип 2); плоские бородавки, бородавчатая эпидермодисплазия (тип 3); ладонные и подошвенные бородавки гиперкератотического типа (тип 4), плоские бородавки, пятнистые поражения бородавчатой эпидермодисплазии (типы 5,10); генитальные бородавки, папилломы гортани (типы 6,11); папилломы мясника (тип 7); бородавчатая эпидермодисплазия (типы 8,9,12); очаговая гиперплазия полости рта (тип 13); бородавчатая эпидермодисплазия (типы 14,15); Боуэнов папулез половых органов, РШМ.

В зависимости от проявлния ВПЧ может быть классифицирована:

· Клинические формы (видимые невооруженным взглядом): 

· экзофитные кондиломы (остроконечные типичные, паппилярные, папуловидные); 

· вестибулярный паппиломатоз (мелкие паппиломовидные образования преддверья влагалища).
· Субклинические формы (не видимые невооруженным глазом и бессимптомные, выявляемые только при кольпоскопии и/или цитологическом или гистологическом исследовании): 

· плоские кондиломы (типичная структура с множеством койлоцитов); 

· малые формы (различные поражения МПЭ и метапластического эпителия с единичными койлоцитами); 

· кондиломатозный цервицит/вагинит.
· Латентные формы (отсутствие клинических, морфологических или гистологических изменений при обнаружении ДНК ВПЧ) 

· Цервикальная интраэпителиальная неоплазия (плоскоклеточные интраэпителиальные поражения): 

· CIN – CIN 1 – слабо выраженная дисплазия +/–;койлоцитоз, дискератоз; 

· CIN II – выраженная дисплазия +/– койлоцитоз, дискератоз; 

· CIN III или CIS – тяжелая дисплазия или карцинома in situ +/–  койлоцитоз, дискератоз; 

Микроинвазивная плоскоклеточная карцинома
Манифестация генитальной ВПЧ–инфекции сопровождается появлением генитальных бородавок, субклиническая форма обнаруживается только при расширенной колпоскопии в виде мелких плоских бородавок или устанавливается на основании характерной гистологической картины – койлоцитоз. Отсутствие же клинических и гистологических признаков инфекции при выявлении ДНК ВПЧ свидетельствует о латентной или асимптомной инфекции 

У женщин поражаются: уздечка половых губ, половые губы, клитор, уретра, лобок, промежность, перианальная область, преддверие влагалища, вход во влагалище, девственная плева, влагалище, шейка матки. Наружное отверстие уретры у женщин поражается в 4 – 8% случаев, более глубокое поражение мочеиспускательного канала вызывая явления вялотекущего уретрита. 

Анальные бородавки чаще встречаются у лиц, практикующих анальный секс и редко располагаются выше зубчатой линии прямой кишки. У лиц, практикующих оральногенитальные контакты, генитальные бородавки могут поражать губы, язык, нёбо. 
Генитальные бородавки обычно ассоциируются с ВПЧ низкого онкогенного риска: наиболее часто (в 80%) с ВПЧ–6, который выявляется у иммунокомпетентных людей; реже – с ВПЧ–11 – причинным агентом генитальных бородавок при иммуносупрессии. Именно с ним связано развитие анальных бородавок у пассивных гомосексуалистов. Генитальные бородавки обычно бессимптомны и часто случайно выявляются при осмотре или на основании Рар–мазка. В связи с этим вначале больные  не предъявляют жалоб на связанный с ними дискомфорт. Однако крупные или травмированные, изъязвленные или подвергшиеся вторичной инфекции бородавки сопровождаются зудом, болью, отделяемым, неприятным запахом, а уретральные бородавки у мужчин – могут вызывать раздвоение струи мочи и даже обструкцию уретрального отверстия. Большую проблему генитальные бородавки представляют при беременности. Перинатальное заражение ВПЧ–инфекцией может привести к ларингеальному и генитальному папилломатозу у младенцев и детей. 

Папилломатоз гортани является редким, но тяжелым клиничеcким проявлением ВПЧ–инфекции, потенциально угрожающим жизни. Им страдают как новорожденные, так и взрослые. В 28% случаев он встречается в первые 6 месяцев жизни, приводя в некоторых случаях к обструкции дыхательных путей. 

У больных, особенно с нарушением клеточного иммунитета (ВИЧ–инфекция, иммуносупрессивная терапия, болезнь Ходжкина) или беременностью – развиваются очень крупные генитальные бородавки – гигантская кондилома Бушке–Левенштейна, инвазивная и деструирующая опухоль, ассоциирующаяся с ВПЧ 6 и 11 типа.

ВПЧ – инфекция, обусловленная типами вируса высокого онкогенного риска (ВПЧ–16 и 18) является этиологическими агентами довольно гетерогенной группы заболеваний: бовеноидный папулез, цервикальную интраэпителиальную неоплазию, рак шейки матки, реже – рак влагалища, вульвы, ануса. 

Бовеноидный папулез ассоциируется с ВПЧ–16, а также с другими типами ВПЧ – 1,6,11,18,31–35,39,42,48,51–54 и проявляется куполообразными и плоскими папулами и пятнами с гладкой, бархатистой поверхностью. Бовеноидный папулез обычно развивается у мужчин, имеющих множество половых партнеров. У партнерш таких пациентов выявляется инфекция ВПЧ шейки матки и цервикальной интраэпителиальной неоплазии, течение бовеноидного папулеза обычно доброкачественное. У некоторых больных бовеноидный папулез может персистировать годами, трансформируясь (особенно у лиц пожилого возраста и/или лиц с наличием иммуносупрессии) в болезнь Боуэна и плоскоклеточный рак.

У 25% женщин генитальные бородавки возникают не только на наружных половых органах, но и на шейке матки и во влагалище. В подавляющем большинстве случаев это плоские бородавки, являющиеся проявлением цервикальной или вагинальной интраэпителиальной неоплазии, трансформирующихся в рак шейки матки. Многочисленными эпидемиологическими и лабораторными данными было установлено, что в 100% случаев первичным событием в патогенезе рака шейки матки является инфицирование ВПЧ при половом контакте (при этом в плоскоклеточном раке шейки матки в основном присутствуют ВПЧ–16, в аденокарциномах и низкодифференцированных опухолях вульвы, влагалища и шейки матки– ВПЧ–18). В целом же, до 90% случаев инфицирования ВПЧ заканчиваются спонтанным выздоровлением, только в 10% случаях развивается персистирующая инфекция, которая и запускает механизмы злокачественной трансформации эпителиальных клеток. Инфицирование эпителиальных клеток ВПЧ является необходимым, но недостаточным событием для развития рака. По данным Молочкова В.А и соавт. (2004) для формирования необратимой неоплазии необходимы: активная экспрессия генов Е6 и Е7, причем высокоонкогеных типов ВПЧ–16 и 18, индукция метаболических механизмов конверсии эстрадиола в 16a–ОН, а также индукция множественных повреждений хромосомной ДНК в инфицированной клетке, которая завершает процесс перерождения. При первой стадии неоплазии CIN I наблюдается активная репликация вируса и его бессимптомное выделение. Превращение CIN I в инвазивный рак происходит с очень высокой частотой и, как правило, сопровождается интеграцией вирусной ДНК в геном клетки хозяина, причем опухолевая трансформация возникает с большей вероятностью при взаимодействии ВПЧ с другими канцерогенными или инфекционными агентами (вирус простого герпеса 2 типа, C. trachomatis, цитомегаловирусы, мико– и уреаплазма) [69]. 

2 Обоснование выбора объектов исследования, отвечающих цели НИР

Взаимосвязь ВПЧ–инфекции с предопухолевыми процессами и раком шейки матки.
Опухоль шейки матки – единственное новообразование у человека, при котором выявляемость в них генетического материала ВПЧ составляет не менее 90–95% [70]. Многочисленные эпидемиологические и молекулярно–биологические данные свидетельствуют о важном значении вируса папилломы человека в возникновении цервикальных интраэпителиальных неоплазий и рака шейки матки [71].

При анализе эпителия шейки матки женщин с инвазивным раком на наличие вируса папилломы человека особенно часто встречались 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 58, 68–й типы. Характерно, что 58–й тип HPV превалировал в более старшем возрасте (в среднем 52 года), а в более молодом присутствовали 16–й и 18–й типы HPV–инфекции [71].

Более часто встречающимся типом ВПЧ–инфекции в опухолевых образцах является ВПЧ–16. Этот тип обнаруживается в тканях цервикального рака в 59,4%, что в 3,7 раза выше, чем HPV 6–го и 11–го типов, и в 2,4 раза выше, чем HPV–18 [72]. По данным других авторов, HPV–16 обнаруживается в опухолевых клетках шейки матки от 43,75 до 86%, тогда как HPV–18 отмечается в 7–20% [73,74,75]. В то же время HPV–18 сочетается с низкодифференцированной карциномой шейки матки и имеет высокий риск рецидива, при том что HPV–16 ассоциируется с клетками ороговевающих опухолей и обладает низкой частотой рецидивирования [76,77].

Мишенью для воздействия вируса папилломы является зона трансформации – область соприкосновения многослойного плоского и призматического эпителия шейки матки, являющаяся местом развития предраковых состояний. Установлено, что до 94% папиллом располагается в зоне трансформации или дистальнее ее [78,79,80].

Известно, что папилломавирусы относятся к семейству Papovaviridae. Геном представляет собой двунитевую циркулярную ДНК, и размножение происходит в ядре клеток хозяина. Вирус папилломы человека, как и многие ДНК–содержащие вирусы (простого герпеса, Эпштейна – Барр и др.), является биологическим агентом, способным видоизменять рост, дифференцировку и морфологию клеток. Проникая в клетку, вирус вызывает изменения ее структурной, биохимической и генетической организации, вносит в нее чужеродную генетическую информацию. Образование двуядерных и многоядерных клеток является характерной особенностью проявления цитодеструктивного действия вируса. В основе образования двуядерных клеток обычно лежит механизм слияния плазматических мембран двух клеток; ряд вирусов содержит ферменты, способные лизировать клеточные оболочки [81,82,83,84,85,86].

Современные методы диагностики, терапии и специфической профилактики.
В диагностике ВПЧ–ассоциированных заболеваний применяют различные методы: клинико–визуальный, кольпоскопический, цитологический, гистологический, иммуноцитохимические для обнаружения капсидного антигена ВПЧ, электронно–микроскопические для нахождения зрелых вирионов в клетках, компьютерная резонансная томография, ультразвуковое исследование (УЗИ) и др
Кольпоскопия представляет собой высокоинформативный и недорогой метод диагностики заболеваний шейки матки. Наиболее распространенной является расширенная кольпоскопия, которая включает осмотр и ревизию состояния слизистой оболочки шейки матки, влагалища и вульвы при увеличении микроскопа в 7 – 30 раз и применении некоторых эпителиальных тестов, при которых оценивается реакция тканей в ответ на их обработку различными медикаментозными средствами. Для более детального осмотра сосудистой сети применяются различные фильтры. Типичные экзофитные кондиломы не представляют особых трудностей в диагностике. Экзофитные кондиломы имеют характерный вид с пальцеобразным выпячиваниями и наличием петли сосуда в каждом из них. Большие трудности представляет собой диагностика субклинических форм папилломавирусной инфекции и выявление кольпоскопических признаков, характеризующих вирусные поражения слизистой оболочки шейки матки, влагалища и вульвы. Это сложно еще и потому, что участки ВПЧ–инфекции могут сочетаться с другими доброкачественными и злокачественными образованиями эпителия [87]. В связи с большим разнообразием проявлений субклинической инфекции, специфического комплекса кольпоскопических признаков нет. Точно диагно​стировать внутриэпителиальные кондиломы с помощью только коль–поскопического метода возможно только при выраженном орогове​нии или при сочетании плоских форм кондилом с экзофитными.

С помощью только кольпоскопии весьма трудно отличить зоны доброкачественной ВПЧ–инфекции и CIN. Чувствительность кольпоскопии для диагностики цервикальных интраэпителиальных поражений составляет 60–70%. [88]. Ряд данных свидетельствуют о том, что кольпоскопическое исследование может давать до 50% ложноположительных результатов, 25% тяжелых поражений эпителия расцениваются как легкие.

Достоинством кольпоскопии, несмотря на ее не специфичность, является возможность выявления различных типов эпителия, оценки размеров и качества патологических образований, состояния сосудистого рисунка, качества шеечных желез и возможность прицельно произвести биопсию ткани с наиболее атипически измененных участков.

Рак шейки матки и предшествующие ему состояния до недавнего времени определяли преимущественно цитологическими методами. Несмотря на все достижения, цитология имеет существенные ограничения. Современные метаанализы, охватывающие только исследования, исключавшие человеческий фактор, указывают на то, что средняя чувствительность цитологической методики по обнаружению цервикальной внутриэпителиальной неоплазии (CIN) или инвазивного рака шейки матки составляет 51%, а ее средняя специфичность – 98% [89]. Главной проблемой в проведении тестов с использованием Пап–мазков является высокая частота получения ложноотрицательных результатов. Приблизительно одну треть ложноотрицательных диагнозов можно приписать ошибочной интерпретации мазков и две трети – недостаточному количеству собираемых мазков, а также плохому качеству их изучения. Ложноотрицательные диагнозы имеют серьезные медицинские, финансовые и юридические последствия. 
Особенно остро эта проблема стоит в Северной Америке, где ложноотрицательные результаты исследования мазков являются наиболее частой причиной судебных разбирательств, вследствие ошибочности медицинских диагнозов. Цитологический метод основан на высокосубъективной интерпретации морфологических отклонений, а также зависимости метода от оптимального количества собранных образцов. 
Кроме того, изучение мазков – это очень кропотливая рутинная работа, что неизбежно приводит к ошибкам в интерпретации. В последнее время достигнуто понимание причинной зависимости инфекции от конкретных генотипов (так называемые типы высокого риска, или онкогенные типы) вируса папилломы человека (ВПЧ) и рака шейки матки [90,91,92], появился новый принцип в исследованиях по обнаружению и предупреждению CIN и рака шейки матки. 
В настоящее время для вторичного предупреждения (скрининга) развития этих патологий используют цитологический тест, а для повышения точности ранней диагностики – тест на ДНК онкогенных типов ВПЧ, который может также использоваться в качестве вторичного теста (тест–фильтрование) при получении цитологических результатов с минимальными отклонениями. 
Исследования вируса папилломы человека привели к существенному прорыву в разработке кандидатных вакцин с целью предупреждения ВПЧ–инфекции, а следовательно, и рака шейки матки.

Цитологическая диагностика должна быть в любом случае дополнена проведением ПЦР, что позволяет определить наличие онкогенных типов ВПЧ. В большинстве случаев латентного протекания папилломавирусной инфекции цитологический метод вообще неприменим. Методом ПЦР вирусы идентифицируются задолго до появления первых цитологических, и тем более – клинических признаков заболевания. 
По данным английских авторов, если принять ПЦР за «золотой стандарт», то чувствительность цитологического и гистологического исследований составляет 63 и 70%, а специфичность – 41 и 37% соответственно. 
Лишь с помощью ПЦР стало возможным проведение широкомасштабных скрининговых исследований, выявление групп риска, в частности, рака шейки матки и осуществление контроля над эффективностью лечения. 
Особенно перспективной представляется мультипраймерная модификация ПЦР, позволяющая за один анализ из одной пробы определять несколько типов вирусов папилломы человека. 

Тактика предупреждения онкологических поражений, стимулируемых ВПЧ – это проведение цитологического обследования с одновременным обследованием методом ПЦР пациентов, относящихся к группе риска. 

Прежде всего, врач должен обратить внимание на:

1. Фоновые заболевания шейки матки (эрозии, эндоцервикозы, цервициты). 

2. Предраковые изменения шейки матки (дисплазии, лейко– и эритро– плакии). 

3. Длительно персистирующие или неподдающиеся лечению остроконечные кондиломы 

При обнаружении у пациентки ВПЧ необходимо:

4. Обследование полового партнера на ПВЧ методом ПЦР. 

5. Обследование и лечение других ЗППП. 

6. Лечение ПВЧ – инфекции и сопутствующих заболеваний. 

7. Увеличение частоты профилактических осмотров и цитологических исследований. 

8. Периодический многократный контроль элиминации обнаруженного вируса методом ПЦР. 

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 иммунокоррегирующей терапии.

Удаление папиллом и остроконечных кондилом может осуществляться следующими методами:

· криотерапия – удаление папиллом и кондилом жидким азотом (замораживание); 

· лечение медицинскими средствами, содержащими концентрированные кислоты (осуществляется только врачом!); 

· диатермокоагуляция – воздействие высоких температур высокочастотного излучения или непосредственно электроножа (под местной анестезией); 

· лазеротерапия – метод воздействия на кондилому пучком лазерных лучей; 

· удаление папиллом и кондилом с помощью радиоволновой хирургии. 

Однако высокая частота рецидивирования диктует необходимость поиска средств терапии, воздействующих на возбудителя и на макроорганизм. Имеются данные о хороших результатах применения различных методов системной неспецифической противовирусной терапии. Широко используются в последние годы интерфероны и их индукторы. Интерфероны являются эндогенными цитокинами, которые обладают противовирусными, антипролиферативными и иммуномодулирующими свойствами. Используют местное, внутриочаговое и системное введение цитокинов [92–96]. Наиболее перспективной считается комбинированная терапия, сочетающая местное и системное лечение. Из клинической практики известно, что один из способов терапии ВПЧ–ассоциированных заболеваний – это вагинальные суппозитории, содержащие интерферон–α2. Известно также, что примерно в 40% случаев даже длительное назначение интерферона не приводит к клиническим улучшениям. Феномен резистентности ВПЧ–инфицированных клеток к действию интерферона исследовался недавно более детально М. Неес (М. Nees) с соавторами (2001) [97]. Оказалось, что это явление напрямую зависит от уровня синтеза онкобелка Е7. Авторы установили, что белок Е7 нейтрализует противовирусную и противоопухолевую активность интерферона–аг за счет способности избирательно блокировать большинство генов, индуцируемых интерфероном, уничтожая все усилия интерферонотерапии. 
Другая группа авторов обнаружила способность онкобелка Е7 внутриклеточно инактивировать IRF (inteiferon regulatory factor– фактор регуляции активности интерферона). IRF является внутриклеточным фактором транскрипции, который активируется в  клетках при действии на них интерферона. IRF «включает» транскрипцию генов, которые кодируют синтез противовирусных белков. 

Локальное удаление очагов ПВИ целесообразно производить не ранее чем через 2 – 3 нед после начала системной противовирусной терапии, поскольку клинический опыт свидетельствует о возможности полного исчезновения кондилом или их значительного уменьшения в количестве и размерах только на фоне правильно подобранной системной терапии.

2.1 Папилломавирусная инфекция и ее вакцинопрофилактика
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. 
Несмотря на то, что рост кондилом можно контролировать путем лечения, консультаций и уведомления партнера больного, в настоящее время активное выявление больных с бессимптомной ВПЧ–инфекцией в качестве меры борьбы с раком не рекомендовано. Необходимы дальнейшие исследования для определения эффективности такой стратегии по предупреждению рака и ВПЧ–инфекции как таковой.

Принимая во внимание широкую распространенность папилломавирусной инфекции среди населения, доказанную этиологическую роль ВПЧ в развитии РШМ, чрезвычайно важное значение имеет разработка средств вакцинопрофилактики этой инфекции [98,99]. Поэтому создание вакцины против вируса папилломы человека можно считать 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 РШМ. Другими словами, вакцина против ВПЧ является вакциной против РШМ.

В настоящее время разрабатываются два основных типа ВПЧ–вакцин: профилактические вакцины для предупреждения ВПЧ–инфекции и связанных с ней болезней и лечебные вакцины, применяемые для вызова регресса предраковых поражений или ремиссии развившегося рака шейки матки [100–104]. Последний тип не является первичной превентивной стратегией, поскольку заболевание уже развилось. 
Не содержащие ДНК вирусоподобные частицы (VLP), синтезирующиеся путем самосборки белков главного капсидного антигена L1 (или как L1, так и L2), вызывают мощный гуморальный ответ, связанный с выработкой нейтрализующих антител. 
Таким образом, VLP оказываются наиболее подходящими кандидатными иммуногенами для испытаний вакцины против ВПЧ. 
Даже с использованием электронных микроскопов VLP невозможно отличить от реальных вирусов. VLP также пригодны для использования в качестве антигенов, сорбируемых на микропластинах для иммуноферментного анализа с аффинной хроматографией, которые могут быть использованы для обнаружения и измерения гуморального ответа на ВПЧ. VLP–вакцины обеспечивают эффективность и безопасность испытаний в различных популяциях.

Вакцинация против ВПЧ, возможно, будет иметь наибольшее значение в развивающихся странах, на которые ежегодно приходится 80% мирового бремени рака шейки матки и где цитологические исследования часто оказываются неэффективными. 
Длительная защита от ВПЧ–16 типа способствует предупреждению половины всех случаев заболевания раком шейки матки. По мнению ученых, будущая вакцина должна включать, по меньшей мере, наиболее часто встречающиеся высокорисковые типы ВПЧ, однако до сих пор дискутируется количество типов, включаемых в качестве иммуногенов. 
Будет ли достигнут компромисс между количеством типов ВПЧ и силой и длительностью ответа по каждому конкретному типу? Каким образом будет достигаться доказательность эффективности для редких онкогенных типов?

Очевидно, что наиболее сложно будет правильно координировать стратегии и развитие схем сосуществования первичных (вакцинация) и вторичных (обследование–скрининг) мер в рамках борьбы с раком в различных странах. В последнее время возросло понимание государственными и здравоохранительными органами того, что рак шейки матки должен являться редким следствием ВПЧ–инфекции. 
Традиционный подход в онкологии, ориентированный на обнаружение цитологических признаков атипичных изменений клеток, трансформируется в подход, при котором главный профилактический акцент делается на обнаружении и блокировании ВПЧ–инфекции, передающейся половым путем. В этой новой концепции основной упор в профилактике делается не только на женщин, но и на их семьи и партнеров. Концепция опирается на всех, кто имеет представление о природе ВПЧ как канцерогена, а не на эпизодический опыт из жизни женщин. 
Тревога женщин по поводу значения ВПЧ–инфекции повсеместно недооценивается [103,104]. Здравоохранительные органы должным образом не подготовлены к информированию пациентов, даже при наличии у них знаний о диагнозе, ведении и контроле инфицирования вирусом папилломы человека.

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 20стран мира [105–111]. 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 нашей стране в стадии регистрации находится 2–валентная вакцина (против ВПЧ 16–го и 18–го типов).

По оценкам ученых реальные последствия широкомасштабной вакцинации, которая приведет к реальному снижению заболеваемости и смертности от злокачественной патологии, ассоциированной с ВПЧ, станут достоянием наших знаний не ранее чем через 2 десятилетия. Как показывают результаты математического моделирования, внедрение вакцины позволит существенно снизить заболеваемость РШМ в развитых странах. Так, если вакцинировать 75–100% населения Германии, то через 15 лет заболеваемость РШМ снизится на 53–70% [112]. 
По прогнозам многих исследователей, вакцинация не может подменить собой скрининговые программы, однако позволит значительно снизить заболеваемость и смертность от ВПЧ–ассоциированных заболеваний, сократить расходы здравоохранения за счет увеличения интервала в скрининговых программах. 
Показано, что наиболее экономически целесообразной является модель с комбинированной стратегией профилактики РШМ, предусматривающая вакцинацию в возрасте 12 лет и цитологический скрининг каждые 3 года, начиная с 25 лет.

Таким образом, создание и широкое использование в практике вакцин против ВПЧ открывает новые возможности профилактики заболеваний, которые ассоциированы с данным возбудителем. Вопросы их внедрения в практику тесно связаны с развитием образовательных программ как среди медицинского персонала, так и среди населения. 

3 Выбор направления исследований 
3.1 Разработка возможных направлений реализации плана исследований
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 важное 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 [2]. 

3.2 Разработка возможных решений отдельных исследовательских задач

Основной выбор исследований касается двух направлений: первичной и вторичной профилактики.

Профилактическая вакцинация против ВПЧ нескольких типов является методом первичной профилактики РШМ, экзофитных кондилом, заболеваний вульвы, влагалища, пениса и, возможно, некоторых видов раковых заболеваний. 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. 
3.3 Сравнительная оценка эффективных возможных способов решения исследовательских задач

Первой категорией женщин, которую планируется исследовать являются 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 предусматривается оценка эффективности вакцинации женщин двух возрастных групп – 25–35лет и 36–40лет, не охваченных в ранее проведенных исследованиях и наиболее подверженных опухолевым заболеваниям шейки матки.

Вторая категория исследований касается клинически здоровых женщин, но инфицированных вирусам папилломы человека. Основная задача своевременной профилактики (вторичной) состоит в определении индивидульного 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 касается 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 [127]. 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. Разработка стандартов терапии пациенток с предраковыми процессами с подключением препаратов антиоксидантов и их комплексов к базисной терапии онкобольных позволит создать условия для полноценной реализации апробированных вариантов лечения и позволит улучшить качество жизни онкологических больных.

3.4 Обоснование оптимального варианта плана исследований
Исходя из этого, можно сформулировать и основные задачи целенаправленной профилактики и терапии в онкологии:

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.
3.5 Обоснование требований к медицинским параметрам объекта исследования
При сравнительной оценке эффективности возможных способов решения исследовательских задач были выбраны: методы тестирования на ВПЧ (качественный и количественный), метод определения количественных нагрузок обладает более низкой чувствительностью(49,0%) по сравнению с ВПЧ–качественным (63,5%), но важно и определение вирусной нагрузки. А специфичность количественного метода статистически значимо (p<0,001) превышает качественный. Использование ВПЧ – тестирования в качестве основного скринингового метода в профилактике дисплазии и рака шейки матки ввиду его низкой специфичности и прогностической ценности  нецелесообразно. Этот метод диагностики может быть использован в качестве дополнительного. 
Обоснование оптимального варианта плана исследований: Развитие рака шейки матки не является молниеносным процессом: по данным ВОЗ, переход дисплазии в рак in situ длится в среднем 3 – 8 лет, ещё 10 – 15 лет проходит до развития микроинвазивного рака и столько же до перехода в распространенную форму. Таким образом, врач располагает достаточным временем для выявления начальных форм заболевания. В связи с этим предполагается исследовать эффективность первичной и вторичной профилактики в рамках данной НИР в течение 18 месяцев, а также продолжить изучение групп сравнения в более отдаленные сроки – 3–5–7 лет.
4 Исследование частоты выявления ВПЧ у клинически здоровых женщин, женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки в КБР. Выявление особенностей распространения различных типов ВПЧ в исследуемой популяции женщин в КБР

Материалы и методы. Было исследовано 155 клинически здоровых женщин в возрасте от 19 до 49 лет на наличие ВПЧ инфекции разных типов. Во второй группе женщин с предраковыми состояниями шейки матки наблюдалось всего 75 женщин в возрасте от 24 до 45 лет, из них 25 с явлениями эктопии, 19 с лекоплакией и 31 с явлениями дисплазии 1,2 степени. Обследовано 14 больных III степени и 10 с Ca in situ РШМ. При такой форме поражено более 2/3 эпителиального пласта. Морфологически имелись значительные изменения клеток в виде нарушений взаимоотношений клеточного расположения, образования гигантских гиперхромных ядер, появления патологических митозов. В исследование не включались больные, подвергнутые ранее любому виду противовирусной терапии, и пациентки, имеющие серьезные сопутствующие заболевания.
Расширенная кольпоскопия проводилась с помощью кольпоскопа «Leisegang» (Германия) с целью выявления и конкретизации изменений эпителиального покрова шейки матки. Для документирования кольпоскопических картин использовалась видео приставка. При оценке кольпоскопических картин мы использовали международную терминологию кольпоскопических терминов, принятую 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).

Метод 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 фрагменты ДНК всех серотипов вирус, отбирались образцы, в которых был выявлен ВПЧ. 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 раствора ДНК, 30 мкл минерального масла. Для положительного контроля вносили 1–5 пг ДНК ВПЧ. 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. 

Результаты. По данным Министерства здравоохранения КБР в республике наблюдается выраженный рост заболеваемости раком шейки матки с 11,5 в 1991 году до 14,6 в 2010 году на 100 тыс. женского населения. 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. 

В связи с выявленной динамикой роста РШМ представляло интерес оценка частоты выявления ВПЧ у клинически здоровых женщин, женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки в КБР.

Было исследовано 155 клинически здоровых женщин в возрасте от 19 до 49 лет на наличие ВПЧ инфекции разных типов. У всех пациентов ВПЧ–инфекция подтверждалась ПЦР–анализом. При обследовании женщин использовали праймеры на наличие ДНК ВПЧ 16/18, 31/33, 35/45 (тест–системы «Вектор–Бест», Россия) типов. Данные типы ВПЧ выявлены нами у 43 женщин из 155 обследованных (27,7%). Обращает на себя внимание более высокая частота обнаружения ВПЧ высокого онкогенного риска (16, 18) – 23 женщины (14,8%) (таблица 5). 
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Рисунок 5 – Частота рака шейки матки в КБР на 100 тысяч населения за период 1991–2010 годы.

Таблица 4 – Частота выявления ВПЧ инфекции у клинически здоровых женщин.
	ДНК ВПЧ
	Выявлено абс.(%)

	ВПЧ 16\18
	23 (14,8)

	ВПЧ 31\33
	7 (4,5)

	ВПЧ 35\45
	3 (1,9)

	Всего
	43(27,7)


Во второй группе женщин с предраковыми заболеваями шейки матки наблюдалось 75 женщин в возрасте от 24 до 45 лет, из них 25 с явлениями эктопии, 19 с лекоплакией и 31 с явлениями дисплазии 1,2 степени (таблица 6). У 51 пациентки были выявлены различные типы ВПЧ (68% от общего количества женщин в этой группе). В 36,0% случаев (27 женщин) выявлены 16\18 типы ВПЧ. Цитологические изменения при кольпоскопии у женщин с ВПЧ высокого онкогенного риска (койлоцитарная атипия, наличие в мазках двухъядерных и многоядерных клеток, амфофилия цитоплазмы и пр.) были обнаружены у во всех пациенток (27 женщин). При расширенной кольпоскопии изменения, характерные для папилломавирусной инфекции, были выявлены и подтверждены гистологическим методом у 51 женщины (100 % инфицированных ВПЧ).

Таблица 5 – Частота выявления ВПЧ инфекции у женщин с предраковыми заболеваниями шейки матки.
	ДНК ВПЧ
	Выявлено абс.(%)

	ВПЧ 16\18
	27 (36,0)

	ВПЧ 31\33
	12(16,0)

	ВПЧ 35\45
	12 (16,0)

	Всего
	51(68,0)


Третья группа женщин с раком шейки матки состояла из 24 женщин в возрасте от 37 до 51 года. Обследовано 14 больных III степени и 10 с Ca in situ (преинвазивным раком) шейки матки. Морфологически имелись значительные изменения клеток в виде нарушений взаимоотношений клеточного расположения, гигантские гиперхромные ядер, признаки появления патологических митозов. Инфицированность ВПЧ выявлена в 96,8% случаев (у 23 женщин из 24). Преобладают высокоонкогенные типы – 16/18 (таблица 6). 

Таблица 6 – Частота выявления ВПЧ инфекции у женщин с раковыми заболеваниями шейки матки.
	ДНК ВПЧ
	Выявлено абс.(%)

	ВПЧ 16\18
	22 (91,7)

	ВПЧ 31\33
	1(4,1)

	ВПЧ 35\45
	–

	Всего
	23(95,8)
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Рисунок 6 – Частота выявления ВПЧ у клинически здоровых женщин, женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки в КБР.

Таким образом, процент женщин с ВПЧ инфекцией в каждой группе значителен (рисунок 6), 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. 

5 Разработка клинических карт для пациенток трех групп: 1) с диагностированной папилломавирусной инфекцией высокого онкогенного риска, 2) с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия, лейкоплакия с явлениями атипии, эритроплакия, аденоматоз), 3) с раком шейки матки

В приложении Б приведен пример унифицированой карты для пациенток трех групп: 1) с диагностированной папилломавирусной инфекцией высокого онкогенного риска, 2) с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия, лейкоплакия с явлениями атипии, эритроплакия, аденоматоз), 3) с раком шейки матки. Клиническая карта создана в соответствии с основными значимыми диагностическими методами и объективными признаками патологии шейки матки.

6 Подведение итогов этапа НИР

На первом этапе НИР основным исполнителем получены следующие результаты:

Проведен аналитический обзор информационных источников.
Проведено обоснование выбора объектов исследования, отвечающих цели НИР. 

Проведено патентное исследование по ГОСТ 15.011–06.
Осуществлен выбор направления исследований, в том числе:

· разработка возможных направлений реализации плана исследований;

· разработка возможных решений отдельных исследовательских задач;

· сравнительная оценка эффективности возможных способов решения исследовательских задач;

· обоснование оптимального варианта плана исследований;

· обоснование требований к медицинским параметрам;

Исследована частота выявления ВПЧ у клинически здоровых женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки в КБР. Выявлены особенности распространения различных типов ВПЧ в исследуемой популяции женщин в КБР.
Разработаны клинические карты для пациенток трех групп: 1) с диагностированной папилломавирусной  инфекцией высокого онкогенного риска, 2) с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия, лейкоплакия с клеточной атипией, эритроплакия), 3) с раком шейки матки.
Реализованы мероприятия по достижению технико–экономических показателей (п.8 технического задания) и обеспечению выполнения экспериментальных работ.
Подведены итоги этапа НИР.
Разработана отчетная документация в соответствии с требованиями технического задания и актов Заказчика

Иностранным партерном выполнены следующие работы:

Исследована частота ВПЧ у клинически здоровых женщин , женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки в Италии.
Выявлены особенности распространения различных типов ВПЧ в исследуемой популяции женщин в Италии.
Проведено рандомизированное контролируемое испытание эффективности вакцинации квадрилентной вакциной против ВПЧ инфекции высокого онкогенного риска женщин разных возрастных групп. Проведен 1 этап вакцинации.
Разработан протокол согласования пациентками на проведение исследования.
Определена приемлемость пациенток перед рандомизацией (разработаны критерии включения в группы).
Проведена стратификация групп по возрасту и сопутствующим заболеваниям.
Результаты, полученные Институтом Дерматологии Непорочной Девы, научным институтом Госпитализации и Лечения позволили провести сравнительную характеристику частоты выявления ВПЧ–инфекции у клинически здоровых женщин, женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки на территории Российской Федерации и Италии. Полученные результаты позволят в дальнейшем разработать методы оценки риска, прогнозирования течения и профилактики папилломавирус–0ассоциированного канцерогенеза шейки матки.
Таким образом, по результатам проведенных нами эпидемиологических исследований наиболее распространенными типами ВПЧ являются: 16,18 (см. главы 5 и 10), оба типа входят в вакцину Gardacil (дополнительно вакцина включает 6 и 11 тип ВПЧ). 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 20стран мира [105–111]. 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. 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%.
Основные итоги по исследованиям 1 этапа:

1. Частота вирусоносительства у клинически здоровых женщин в КБР достигает 27,7%, в Италии – до 35,5%. Преобладаюшими типами ВПЧ являются 16,18, 31,33,35, независимо от географической зоны исследования.
2. У женщин с предраковыми заболеваниями шейки матки ДНК ВПЧ выявляется в 68% в КБР и 43% в Италии. Более высокая частота процента папилломавирусной этиологии предраковых заболеваний шейки матки, возможно, свидетельствует об отсутствии и неэффективности вторичной профилактики рака вирусной этиологии в КБР.
3. У пациенток с раком шейки матки ВПЧ выявляется в 97,5% случаев в КБР и 87,3% случае в Италии. Полученные данные свидетельствуют о решающем значении вируса папилломы в патогенезе рака шейки матки и неэффективности вторичной профилактики рака вирусной этиологии в КБР независимо от географической зоны исследования.
4. Проведение 1 этапа вакцинации женщин разных возрастных групп (25–35 лет и 36–40лет) квадривалентной вакциной Gardacil свидетельствует о хорошей переносимости вакцины. У 93,5% привитых не выявлено проявлений вакцинального процесса, вакцинация протекала бессимптомно.
Заключение

В процессе проведения исследований получены значительные результаты:

· проведен аналитический обзор информационных источников;
· проведено обоснование выбора объектов исследования, отвечающих цели НИР;
· проведено патентное исследование по ГОСТ 15.011–06;
· осуществлен выбор направления исследований, в том числе:

· разработка возможных направлений реализации плана исследований;

· разработка возможных решений отдельных исследовательских задач;

· сравнительная оценка эффективности возможных способов решения исследовательских задач;

· обоснование оптимального варианта плана исследований;

· обоснование требований к медицинским параметрам объекта исследования. 

· исследована частота выявления ВПЧ у клинически здоровых женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки в КБР. Выявлены особенности распространения различных типов ВПЧ в исследуемой популяции женщин в КБР. По данным Министерства здравоохранения КБР в республике наблюдается выраженный рост заболеваемости раком шейки матки с 11,5 в 1991 году до 14,6 в 2010 году на 100 тыс. женского населения. 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;
· разработаны клинические карты для пациенток трех групп: 1) с диагностированной папилломавирусной инфекцией высокого онкогенного риска, 2) с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия, лейкоплакия с клеточной атипией, эритроплакия), 3) с раком шейки матки. Приведен пример унифицированой карты для пациенток трех групп;
· исследована частота ВПЧ у клинически здоровых женщин, женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки в Италии. Комплексное обследование 1742 клинически здоровых женщин позволило обнаружить ВПЧ–инфекцию у 654 (37,5%) пациенток (рисунок 7). Наибольшее количество инфицированных женщин было в группах 25–35 лет (46,0% (301 женщина) от общего числа ВПЧ носителей) и 36–45 лет (38,5% (252 женщины) от общего числа ВПЧ носителей). Выявлена корреляция с количеством половых партнеров за последние 5 лет (работы выполнил иностранный партнер);

· выявлены особенности распространения различных типов ВПЧ в исследуемой популяции женщин в Италии. Проведен 1 этап вакцинации. При изучении особенностей распространения различных типов ВПЧ у женщин с РШМ установлено, что тип 16 — у 87,9%, тип 16 – в 7% случаев, другие типы ВПЧ в сумме составляют около 5,1% случаев;

· проведено рандомизированное контролируемое испытание эффективности вакцинации квадрилентной вакциной против ВПЧ инфекции высокого онкогенного риска женщин разных возрастных групп. По результатам проведенных нами эпидемиологических исследований наиболее распространенными типами ВПЧ являются: 16,18;

· разработан протокол согласования пациентками на проведение исследования;

· определена приемлемость пациенток перед рандомизацией (разработаны критерии включения в группы). 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;
· проведена стратификация групп по возрасту и сопутствующим заболеваниям. Каждый из 250 отобранных участников был внесен в список и подписал подтверждение согласия участия.
Обнаружено, что в КБР процент женщин с ВПЧ инфекцией в каждой группе значителен, 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. 

Комплексное обследование в Италии 1742 клинически здоровых женщин позволило обнаружить ВПЧ–инфекцию у 654 (37,5%) пациенток. Наибольшее количество инфицированных женщин было в группах 25–35 лет (46,0% (301 женщина) от общего числа ВПЧ носителей) и  36–45 лет (38,5% (252 женщины) от общего числа ВПЧ носителей). Выявлено 135 случаев предраковых заболеваний шейки матки (44 — цервикальной дисплазией I степени, 50 — цервикальной дисплазией II степени, 41 – с лейкоплакией). Их них 32 женщин выявлен ВПЧ, зависимости частоты выявления вируса в зависимости от клинической формы заболевания не выявлено. Превалирующее число женщин в этой группе (74,8%, 101 пациентка) относилось к возрасту 25–35 лет.

Среди обследованных пациенток с РШМ (85 пациенток) в 85,8% наблюдений (73 женщины) установлено наличие вируса папилломы: тип 16 – у 87,9%, типы 31 и 33 — у 11,1% женщин. В 14,3% случаев вирус папилломы обнаружен не был. Возраст основного числа пациенток с РШМ составлял 36–45 лет (70,6%, 60 женщин).

Таким образом, по результатам проведенных нами эпидемиологических исследований наиболее распространенными типами ВПЧ являются: 16,18 (см. главы 5 и 10), оба типа входят в вакцину Gardacil (дополнительно вакцина включает 6 и 11 тип ВПЧ). 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 20стран мира [105–111]. 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. 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%.
Вакцинацию проводили в Институте Дермопатологии Непорочной Девы (Рим). Каждый из 250 отобранных участников был внесен в список и подписал подтверждение согласия участия. После стратификации пациентов по возрасту (см. схему) они были распределены случайным образом  (двойное слепое рандомизированное исследование) в опытную группу (n=120) или в плацебо–группу (n=130). Стратификация по возрасту в данном случае необходима для выравнивания выборок по уровню иммунитета  и состояния эпителия шейки матки ввиду того, что с возрастом происходит изменение иммунитета и могут проявиться явления дисплазии эпителии шейки матки. 

Детальная оценка общего состояния женщин после вакцинации свидетельствует о хорошей переносимости вакцины. У 93,5% привитых не выявлено проявлений вакцинального процесса, вакцинация протекала бессимптомно.

Основные выводы по исследованиям 1 этапа:

5. Частота вирусоносительства у клинически здоровых женщин в КБР достигает 27,7%, в Италии – до 35,5%. Преобладаюшими типами ВПЧ являются 16,18, 31,33,35, независимо от географической зоны исследования.
6. У женщин с предраковыми заболеваниями шейки матки ДНК ВПЧ выявляется в 68% в КБР и 43% в Италии. Более высокая частота процента папилломавирусной этиологии предраковых заболеваний шейки матки, возможно, свидетельствует об отсутствии и неэффективности вторичной профилактики рака вирусной этиологии в КБР.
7. У пациенток с раком шейки матки ВПЧ выявляется в 97,5% случаев в КБР и 87,3% случае в Италии. Полученные данные свидетельствуют о решающем значении вируса папилломы в патогенезе рака шейки матки и неэффективности вторичной профилактики рака вирусной этиологии в КБР независимо от географической зоны исследования.
8. Проведение 1 этапа вакцинации женщин разных возрастных групп (25–35 лет и 36–40лет) квадривалентной вакциной Gardacil свидетельствует о хорошей переносимости вакцины. У 93,5% привитых не выявлено проявлений вакцинального процесса, вакцинация протекала бессимптомно.
Поставленные задачи решены в полном объеме.
Полученные результаты позволят провести дальнейшие исследования.
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Приложение А

Акт об утверждении клинических карт для проведения исследований в рамках государственного контракта № 11.519.11.2019
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Пример клинической карты обследования пациента с папилломавирусной инфекцией разного онкогенного риска 

(с пояснениями)

Дата____________

№ амбулаторной карты______________

ФИО пациента_____________________________________________________

__________________________________________________________________ 

Возраст______ Адрес и телефон______________________________________

__________________________________________________________________

1. Жалобы пациентки________________________________________________

__________________________________________________________________

2. Инфицированность вирусом паппиломы человека (ВПЧ)

· ИФА серотипы (отметить галочкой):



– высокого онкогенного риска 16,18 ______



– низкого онкогенного риска 10,13   ______

· ПЦР



– качественный анализ (+/–) _____________



– вирусная нагрузка               _____________

· Другие вирусные инфекции _____________________________________ 

________________________________________________________________

3. Объективные признаки  патологии шейки матки

а) наличие кондилом и их локализация____________________________________________________

__________________________________________________________________

__________________________________________________________________ 

Выделяют остроконечные, плоские и инвертирующие (интраэпитальные) кондиломы. Локализация – наружные половые органы, влагалище, шейка матки. Папилломавирусные поражения влагалища и шейки матки можно исследовать с помощью кольпоскопии. Поражение представляет собой белесые эпителиальные формирования с пальцеобразными выростами, придающими образованию неправильную форму. Наиболее важным диагностическим критерием служит наличие правильной капиллярной сети в этих выростах, которая выявляется после обработки места поражения 3 %–м  раствором уксусной кислоты. Диагностические трудности возникают в ранних стадиях заболевания когда поражение имеет небольшие размеры или вид шероховатой поверхности. При этом капиллярной сети не наблюдается, видны лишь расширенные сосуды в виде точек. Подобная кольпоскопическая картина имеет сходство с таковой при дисплазии и преинвазивной карциноме (CIN), однако шероховатость поверхности позволяет заподозрить ранние стадии остроконечных кондилом. Характерные кольпоскопические признаки, позволяющие диагностировать плоские и инвертированные кондиломы отсутсвуют. 

б) явления эктопии(+\–)______________________________________________ 

__________________________________________________________________ 

При кольпоскопии – зона красного цвета. 
в) явления лейкоплакии(+\–)__________________________________________

__________________________________________________________________

При визуальном осмотре шейки матки определяется белесый участок в виде бляшки или пятна, чаще овоидной формы. Локализация в большинстве случаев на участках зоны трансформации. Размеры весьма вариабельны. Границы четкие. При кольпоскопии визуализируются белые пятна, имеющие неровную поверхность. Края четкие и ровные. Кровеносные сосуды не видны. Очаги лейкоплакии йод–негативны.

4.Гистологиеское заключение

 явления дисплазии (CIN)

· CIN I ________________________________________________________ 



Характерным признаком является наличие морфологических признаков вирусной инфекции – койлоцитоз, дискератоз. Эти изменения не должны охватывать более одной трети толщины эпителиального пласта, начиная от базальной мембраны.
· CIN II _______________________________________________________ 



Имеет более выраженные морфологические изменения. При этом поражается половина толщины эпителиального слоя, начиная от базальной мембраны.

· CIN III_______________________________________________________



Характеризуется поражением более двух третей эпителиального пласта. Морфологические изменения весьма выражены. Для данной стадии характерно появление патологических митозов, а также наличие гиперхромных клеток.

· Карцинома шейк матки______________________________________

5.Кольпоскопическое заключение_____________________________

_________________________________________________________

_________________________________________________________

4. Результаты дополнительных методов исследования



а) показатели лабораторных исследований

· показатели апоптоза:



– ПЦР________________________________________________________



_____________________________________________________________



_____________________________________________________________



– ИФА

· концентрация нитрат\нитритов в ткани, биоптате ___________________

5. Клинический диагноз___________________________________________

6. Проводимая терапия____________________________________________

____________________________________________________________

____________________________________________________________

________________________________________________________________

____________________________________________________________

____________________________________________________________

ФИО врача_______________________


Подпись______________
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