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Реферат

Отчет 74 с., 7 рис., 9 табл., 2 схемы, 40 источников.
АПОПТОЗ, КАНЦЕРОГЕНЕЗ ШЕЙКИ МАТКИ, ПАПИЛЛОМАВИРУСНАЯ ИНФЕКЦИЯ, ПЕРОКСИНИТРИТ, КОМПЛЕКС АНТИОКСИДАНТНЫХ АМИНОКИСЛОТ, ДИСПЛАЗИЯ, ЛЕЙКОПЛАКИЯ, ЭРИТРОПЛАКИЯ.
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, а также к индукции хромосомных аберраций и нарушениям регуляции клеточной пролиферации и апоптоза, играющих важную роль в злокачественной трансформации клеток и опухолевой прогрессии. 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.  Объектами исследований были следующие группы женщин:

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

2. Вторая группа  пациенток с ВПЧ инфекцией и уже выявленными предраковыми заболеваниями шейки матки. Основной задачей  при исследовании данной группы женщин является поиск путей предотвращения трансформации клетки в раковую клетку.
3.Третья группа – женщины с раковыми заболеваниями шейки матки. Основной задачей исследований, проводимых с данной группой пациенток,  является выявление маркеров раковых клеток и путей эффективной терапии. 
Основная методология исследований на втором этапе касалась изучения происходящих при ВПЧ инфекции изменений на 3 уровнях: уровне лигандов, рецепторном  и генетическом уровнях. 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.

Цели работы: стимулирование развития международных интеграционных процессов в науке и содействие формированию устойчивых кооперационных связей российских и иностранных научно-исследовательских организаций и университетов, направленных на создание технологий в области живых систем, соответствующих мировому уровню либо превосходящих его, получение международных патентов и привлечение молодых ученых и специалистов к исследованиям в рамках международной кооперации с научно-исследовательскими организациями стран ОЭСР. Участие в исследовательских проектах стран ОЭСР (в том числе доступ к информационно-аналитическому потенциалу), направленных на интеграцию России в мировую экономическую систему, осуществление рыночных преобразований, достижение высокого и устойчивого экономического роста и повышение жизненного уровня граждан Российской Федерации. Выполнение международных обязательств Российской Федерации по развитию научно-технического сотрудничества со странами ОЭСР. Разработка методов оценки риска, прогнозирования течения и профилактики папилломавирус-ассоциированного канцерогенеза шейки матки.

Иностранный партнер  по выполнению НИР является  Институт Дермопатологии Непорочной Девы, Научный Институт Госпитализации и Лечения, IDI-IRCCS (Италия). В Институте Дермопатологии Непорочной Девы разработаны и внедрены методы терапии 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. В задачи российской стороны входит выявление путей вторичной профилактики рака шейки матки, с проведением исследований по оценке активности апоптоза и рандомизированного контролируемого испытания эффективности подключения препаратов-антиоксидантов в профилактике развития канцерогенеза у клинически здоровых женщин с риском развития рака шейки матки (диагностированная ВПЧ-инфекция) и женщин с предраковыми заболеваниями шейки матки.
Была исследована прогностическая и диагностическая значимость маркеров апоптоза у пациенток с диагностированной папилломавирусной инфекцией высокого онкогенного риска, с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия, лейкоплакия с клеточной атипией, эритроплакия, аденоматоз), с раком шейки матки: 

· исследован уровень лигандов апоптоза sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL в крови и отделяемом цервикального канала;

· проведена оценка экспрессии рецепторов апоптоза CD95, TRAIL на клетках крови и клеточных элементах цервикального канала; 

· изучены особенности экспрессии генов, кодирующих активность апоптоза в тканях биоптата от пациенток с РНК иммуноцитокинов и других лигандов (sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL), задействованных в регуляции программируемой гибели зараженной клетки.

Исследованы концентрации пероксинитрита в тканях биоптата, взятых при кольпоскопии у женщин с диагностированной папилломавирусной инфекцией высокого онкогенного риска, с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия, лейкоплакия с явлениями атипии, эритроплакия, аденоматоз), с раком шейки матки. 
Проведено рандомизированное контролируемое испытание эффективности подключения препаратов-антиоксидантов в профилактике развития канцерогенеза у клинически здоровых женщин с риском развития рака шейки матки (диагностированная ВПЧ-инфекция) и женщин с предраковыми заболеваниями шейки матки с гистологическим контролем тканей, взятых при кольпоскопии (через 3 месяца на фоне терапии антиоксидантами).

Основные выводы:

1. Выявлено снижение уровня sFas в сыворотке крови и отделяемом цервикального канала у женщин с ВПЧ 16,18 типов, у пациенток с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки по сравнению с соответствующими показателями   пациенток с ВПЧ10,13 типов и сывороточной и цервикальной концентрациями sFas здоровых женщин, (p<0,05).
2. Обнаружено, что концентрация TRAIL уменьшается при тяжелом течении инфекционного процесса: сывороточный и цервикальный уровни TRAIL у женщин с ВПЧ 16,18 типов, у пациенток с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки ниже по сравнению с соответствующими показателями   пациенток с ВПЧ10,13 типов и здоровых женщин,(p<0,05).
3. При ВПЧ высокого и низкого онкогенного риска обнаружено, что концентрации ФНОα в сыворотке крови выше нормальных на 90 % и 94 %, соответственно. Достоверно повышены сывороточные концентрации у женщин с  предраковыми заболеваниями шейки матки (р<0,05), в группе женщин с раковыми заболеваниями шейки матки сывороточный уровень ФНОα ниже нормальных значений (р<0,05).
4.При исследовании концентраций ФНОα в цервикальном отделяемом отличий  между значениями в группах женщин с ВПЧ 10,13 и 16,18 типов, пациенток с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки не выявлено.
5. При папилломавирусной инфекции общий уровень CD95+клеток в цервикальной жидкости женщин независимо от типа ВПЧ-инфекции снижен, но достоверность различий обнаружена только при инфекции ВПЧ высокого онкогенного риска. В группах с предраковыми и раковыми заболеваниями ШМ уровень СD95+клеток достоверно ниже нормы и степень снижения коррелирует с тяжестью заболевания (k=0.79). Выявлена корреляция показателей от степени онкогенного риска инфекции. 

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

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

7.1. Снижение экпрессии генов  лигандов апоптоза sFas и TRAIL при ВПЧ-инфекции высокого онкогенного риска свидетельствуют о блокировании процессов самоочищения зараженных клеток и являются фактором риска последующей трансформации клеток.
7.2.Изменения экспрессии генов ФНОα, sFas и TRAIL, 
ИЛ-2 в клетках биоптата у женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями ШМ аналогичны генетическим изменениям в клетках крови (лейкоцитах), что свидетельствует о системном характере заболеваний, вызванных ВПЧ.

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

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

9. Применение комплекса антиоксидантных аминокислот и витаминов в комплексной терапии женщин с ВПЧ высокого онкогенного риска и пациенток с предраковыми заболеваниями шейки матки имело выраженный клинический эффект и достоверно снижало концентрации нитрат-нитритов в ткани (р<0, 01).

10. В патогенезе папилломавирусного канцерогенеза выявлено два основных звена: 

1) блокирование процессов апоптоза, выявленное на разных уровнях (уровень лигандов, рецепторный уровень, генный уровень); 

2) первоначально защитные свободные радикалы, инициирующие в том числе процесс апоптоза вирус-инфицированных клеток, из-за блокады программируемой смерти клетки являются одним из звеньев поражения ткани эпителия шейки матки. В связи с этим целесообразно применение препаратов антиоксидантов. 
Основными областями применения результатов НИР являются гинекология, иммунология, молекулярная биология, инфекционные болезни. Полученные в ходе второго этапа НИР результаты служат для уточнения патогенеза ВПЧ инфекции и для более эффективного подбора компонентов в комплексной терапии пациенток с риском ВПЧ-ассоциированного канцерогенеза шейки матки и предраковыми заболеваниями шейки матки. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

CD – cluster differentiation
CIN – cervical intraepithelial neoplasia
NO – оксид азота

АФК – активные формы кислорода
ВПЧ – вирус папилломы человека
ИЛ-2 – интерлейкин-2

ИФА – иммуноферментный анализ
мРНК – матричная рибонуклеиновая кислота
ПЦР (PCR) – полимеразно-цепная реакция
РШМ – рак шейки матки
ФНОα – фактор некроза опухоли α

ФСБ – фосфатно-солевой буфер
ШМ – шейка матки

ЦИН – цервикальная интраэпителиальная дисплазия

Введение

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 [1]. Средний возраст больных, по данным отечественной и зарубежной литературы, колеблется от 38 до 50 лет. Как отмечают большинство исследователей [2], выявляемость начальных стадий рака шейки матки составляет от 42 % до 58 %. В возрасте 35–40 лет рак шейки матки является одной из основных причин смерти от злокачественных опухолей. За последние десятилетия это онкологическое заболевание существенно помолодело, и его пик приходится на активный репродуктивный возраст фертильных женщин. По экспертным оценкам [3], 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 их развитии отводится вирусу папилломы человека (HPV, ВПЧ) 16 и 18 серотипов, являющихся вероятной причиной возникновения рака шейки матки в 41 % и 16 % случаев соответственно; к высокоонкогенным серотипам относятся также ВПЧ 18, 31, 35, 58 серотипов [4].

Спектр генотипов ВПЧ, ассоциированных с раковыми поражениями шейки матки, в различных географических регионах варьируется. 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 % [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 [6]. В Российской Федерации широкомасштабные исследования в этом направлении не проводились.

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

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 [7]. 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. 

Цель 2 этапа: разработка методов оценки апоптоз-зависимого риска развития канцерогенеза шейки матки при ВПЧ-инфекции.
Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 
1.Исследовать прогностическую и диагностическую значимость маркеров апоптоза у пациенток с диагностированной папилломавирусной инфекцией высокого онкогенного риска, с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия, лейкоплакия с клеточной атипией, эритроплакия, аденоматоз), с раком шейки матки: исследование уровня лигандов апоптоза sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL в крови и отделяемом цервикального канала; оценить экспрессию рецепторов апоптоза CD95, TRAIL на клетках крови и клеточных элементах цервикального канала.
2. Изучить и анализ экспрессии генов, кодирующих активность апоптоза в тканях биоптата от пациенток с РНК иммуноцитокинов и других лигандов (sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL), задействованных в регуляции программируемой гибели зараженной клетки.

3. Исследовать концентрацию пероксинитрита в тканях биоптата, взятых при кольпоскопии у женщин с диагностированной папилломавирусной инфекцией высокого онкогенного риска, с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия, лейкоплакия с явлениями атипии, эритроплакия, аденоматоз), с раком шейки матки.

4. Провести рандомизированное контролируемое испытание эффективности подключения препаратов антиоксидантов в профилактике развития канцерогенеза у клинически здоровых женщин с риском развития рака шейки матки (диагностированная впч-инфекция) и женщин с предраковыми заболеваниями шейки матки с гистологическим контролем тканей, взятых при кольпоскопии (через 3 месяца на фоне терапии антиоксидантами).
В связи с увеличением числа больных молодого возраста с запущенными формами рака шейки матки, имеющих агрессивное течение заболевания, необходима разработка новых схем и методов максимально эффективной диагностики и лечения.  Достижение поставленных задач послужит углублению понимания механизмов трансформации  предраковых изменений тканей шейки матки в раковую трансформацию,  позволит создать основу для разработки метода вторичной  профилактики злокачественных новообразований тканей шейки матки с использованием препаратов, способных повлиять на свободно-радикальные процессы в тканях. 
ГЛАВА 1 ПРОВЕДЕНИЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ ОБЪЕКТА НИР В СООТВЕТСТВИИ С ПЛАНОМ ИССЛЕДОВАНИЙ
1.1 Исследование прогностической и диагностической значимости маркеров апоптоза у пациенток с диагностированной папилломавирусной инфекцией высокого онкогенного риска, с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия, лейкоплакия с клеточной атипией, эритроплакия, аденоматоз),  с раком шейки матки: исследование уровня лигандов апоптоза sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL в крови и отделяемом цервикального канала; оценка экспрессии рецепторов апоптоза CD95, TRAIL на клетках крови и клеточных элементах цервикального канала; изучение и анализ экспрессии генов, кодирующих активность апоптоза в тканях биоптата от пациенток с РНК иммуноцитокинов и других лигандов (sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL), задействованных в регуляции программируемой гибели зараженной клетки

Материалы и методы

Под наблюдением находилось 3 группы пациенток: 

1) с диагностированной папилломавирусной инфекцией высокого онкогенного риска (группа сравнения – женщины с ВПЧ низкого онкогенного риска); 

2) с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия (CIN) I–II степени, лейкоплакия с клеточной атипией, эритроплакия, аденоматоз); 

3) с раком шейки матки (CIN III).

Расширенная кольпоскопия проводилась с помощью кольпоскопа «Leisegang» (Германия) при увеличении в 15 раз с целью выявления и конкретизации изменений эпителиального покрова шейки матки, для документирования кольпоскопических картин использовалась видеоприставка. Цитологическое исследование мазков с экзо- и эндоцервикса проводилось по Папаниколау (Pap-smear-test).

У всех пациенток 1 группы ВПЧ-инфекция подтверждалась ПЦР-ана​лизом. Изменения эпителия шейки матки при кольпоскопии у женщин с ВПЧ-инфекцией высокого онкогенного риска (койлоцитарная атипия, наличие в мазках двухъядерных и многоядерных клеток, амфофилия цитоплазмы и пр.) были обнаружены у 27 пациенток (50 %). При расширенной кольпоскопии изменения, характерные для папилломавирусной инфекции, были выявлены и подтверждены гистологическим методом у 54 женщин (100 %). У всех обследованных был цитологический мазок воспалительного типа. В 44,4 % случаев (24 женщины) клиническим проявлением ВПЧ-инфекции высокого онкогенного риска являлись остроконечные кондиломы (папилломы), представляющие собой бородавчатые разрастания на короткой ножке. Папилломы располагались в виде скоплений в 14,8 % случаев (8 пациенток) и в 29,6 % (6 пациенток) в виде единичных образований. Чаще всего остроконечные кондиломы располагались в области входа во влагалище, на больших и малых половых губах, реже – на шейке матки, а также в промежности и вокруг заднепроходного отверстия. В 5,5 % случаев (2 женщины) проявлением ВПЧ-инфекции высокого онкогенного риска являлись папиллярные кондиломы, которые представляли собой гладкие бородавки, располагающиеся в области входа во влагалище, на больших и малых половых губах. 
Субклиническая форма ВПЧ-инфекции высокого онкогенного риска проявлялась в виде плоских кондилом в 14,4 % случаев (8 пациенток). Плоские кондиломы располагались на шейке матки и реже – во влагалище в виде единичных (3,7 %, 2 женщины) или множественных разрастаний (9,2 %, 5 пациенток). Субъективных жалоб пациенты с субклинической формой ВПЧ не предъявляли. При латентной форме ВПЧ-инфекции не имелось клинических проявлений. Анализ ранее проводимой терапии у обследуемых пациенток показал, что около 48,1 % пациенток (26 человек) комплексной терапии не проводилось. Около 52 % пациенток использовали иммуномодуляторы, в группу были включены женщины, не получавшие иммунотерапию ранее 6 месяцев до исследования (препараты интерферонов, индукторы интерферонов).

При ВПЧ низкого онкогенного риска цитологические изменения при кольпоскопии не зарегистрированы.

Во второй группе женщин с предраковыми состояниями шейки матки наблюдалось всего 75 женщин в возрасте от 24 до 45 лет, из них 25 (33,3 %) с явлениями эктопии, 19 (25,3 %) с лейкоплакией и 31 (41,3 %) с явлениями дисплазии I, II степени. Обращают на себя внимание бессимптомность течения заболевания, а также отсутствие специфических жалоб. Лишь незначительное число женщин (6 человек, 8 %) предъявляли жалобы на обильные бели и контактные кровянистые выделения (табл. 1). 
Таблица 1 – Характеристика по полу и возрасту пациенток с ВПЧ-инфек​цией, с предраковыми заболеваниями шейки матки, с раком шейки матки

	Группа пациентов
	Количество

пациентов
	Возраст,

лет

	
	
	

	ВПЧ
	высокого онкогенного риска
	54
	31
[image: image1.wmf]±

12

	
	низкого онкогенного риска
	42
	33
[image: image2.wmf]±
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	С предраковыми заболеваниями шейки матки
	75
	35
[image: image3.wmf]±

9

	С раком шейки матки
	45
	40
[image: image4.wmf]±

13

	Всего
	196
	–


Обследовано 45 больных с Ca in situ ШМ в возрасте 28–53 лет. Морфологически было выявлено поражение более 2/3 эпителиального пласта, имелись значительные изменения клеток в виде нарушений взаимоотношений клеточного расположения, гигантских гиперхромных ядер, появления патологических митозов. 

В исследование не включались больные, подвергнутые ранее любому виду противовирусной и противоопухолевой терапии, и пациентки, имеющие серьезные сопутствующие заболевания других систем организма.

В группу контроля вошли 30 здоровых доноров, не имеющих антител к ВПЧ, ВПГ-1, ВПГ-2, ЦМВ в сыворотке крови и не содержащих ДНК ВПЧ, ВПГ, ЦМВ и других инфекций, передающихся половым путем в половом тракте.

Показатели апоптоза измерялись в следующих биологических материалах: сыворотка крови, цервикальное отделяемое, лейкоциты периферической крови пациенток, клеточные элементы цервикального канала, биоптаты шейки матки.

Метод определения sFAS 

Для определения использовались 96-луночные тест-системы Bender MedSystems (USA). Определение растворимого sFAS проводили следующим образом:

1. Промывали ячейки планшета дважды промывочным буфером.

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

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

4. Вносили по 90 мкл разбавителя образцов в ячейки, предназначенные для образцов. 
5. Вносили по 10 мкл каждого образца в дублях в соответствующие ячейки. 

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

10. Полностью удалили содержимое ячеек и промыли ячейки 4 раза промывочным буфером. 

11. Вносили по 100 мкл стрептавидинового конъюгата во все ячейки. Закрыли планшет плёнкой и инкубировали 1 час при температуре 37 °C. 
12. Приготовили субстратный раствор за несколько минут до использования. Полностью удалили содержимое ячеек и промыли ячейки 4 раза промывочным буфером. Внесли по 100 мкл субстратного раствора во все ячейки, включая Бланк. Инкубировали при комнатной температуре 15 минут (18–25 °C). Добавили по 100 мкл стоп-раствора во все ячейки, включая Бланк. Определили оптическую плотность ячеек при 450 нм против «Бланка» при длине волны сравнения 610–650 нм.

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

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

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

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

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

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

2. Неиспользованный раствор хранить в холодильнике.

С. Разбавление промывающего буфера

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

Проведение процедуры и подсчет
1. Сыворотку или плазму разбавляют 1–2-стандартным разбавляющим буфером.
2. Добавить 100 мкл стандартного разбавляющего буфера в нулевую ячейку.
3. Добавить 100 мкл стандартов или проб в соответствующие ячейки.
4. Накрыть и оставить в инкубаторе на 2 часа при комнатной температуре.
5. Отмыть 4 раза.
6. Добавить 100 мкл биотинилированного анти TRAIL.
7. Инкубировать 1 час при комнатной температуре.
8. Промыть 4 раза.
9. Добавить 100 мкл стрептавидина-hpr.
10. 30 минут инкубировать при комнатной температуре.
11. Промыть 4 раза.
12. Добавить 100 мкл стабилизирующего хромогена. Жидкость в ячейках начнет синеть.
13. 30 минут инкубировать при комнатной температуре в темном месте

14. Добавить 100 мкл стоп-раствора в каждую ячейку.
15. Подсчитать оптическую плотность при длине волны 450 нм.
Определение фактора некроза опухоли α(ФНОα). Для изучения содержания ФНОα использовали метод твердофазного иммуноферментного анализа («Протеиновый контур», СПб., Россия).

Исследуемый образец (сыворотка, отделяемое цервикального канала) в количестве 50 мкл вносили в 50 мкл инкубационного буфера и выдерживали при комнатной температуре 2 часа. Затем удаляли содержимое ячеек и промывали 4 раза. Добавляли биотинилированный конъюгат в объеме 100 мкл и инкубировали 2 часа при комнатной температуре. После четырехкратного промывания добавляли 100мкл стрептавидинового конъюгата и спустя 
30 минут 100 мкл хромогенного раствора. После 30-минутной инкубации добавляли 100 мкл стоп-раствора и считывали оптическую плотность при 450 нм.
Для сопоставления показателей пациентов с данными маркеров апоптоза у здоровых людей провели исследование 15 доноров (табл. 2).

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

	Сывороточные показатели апоптоза
	Показатели контрольной группы

	ФНОα
	18,0±2,0

	sFas
	1250,5 ± 135,5

	TRAIL
	199,0±5,3


Для оценки экспрессии рецепторов апоптоза CD95, TRAIL были исследованы лейкоциты периферической крови и клеточные элементы цервикального канала.
Выделение лейкоцитов из периферической крови. Для выделения лейкоцитов использовали центрифугирование в градиенте плотности фиколл-верографина. Из локтевой вены пациентов брали 10 мл крови, смешивали с 1 мл 3,8 % раствора трехзамещенного цитрата натрия. Плазму отстаивали при 37 (С, наслаивали на фиколлсодержащий раствор («ICN», США) и центрифугировали при 230 g в течение 30 минут при комнатной температуре. Интерфазный слой в виде кольца, содержащий лейкоциты, отбирали в чистые пробирки, добавляли ФСБ до 15 мл, проводили двукратную отмывку лейкоцитов ФСБ с центрифугированием при 230 g в течение 10 минут при комнатной температуре. Клетки ресуспендировали в 2 мл ФСБ, отбирали 
10 мкл для подсчета количества клеток в камере Горяева (без окрашивания), доводя пробы до концентрации 1х106 кл/мл.

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

Иммунофенотипический анализ. Для определения рецепторного фенотипа клеток 5 мл крови помещали в пробирку VACUTAINER, содержащую динатриевую соль ЭДТА (BD). Для выделения лейкоцитов использовали стандартный метод градиентного центрифугирования с последующей отмывкой клеток фосфатно-солевым буферным раствором (рН 7.2). Концентрация клеток во всех проведенных исследованиях составляла 1 х 106 клеток/мл, жизнеспособность более 95 %.

Оценку рецепторной структуры клеток лейкоцитарной фракции осуществляли стандартным методом прямого двухпараметрического иммунофлюоресцентного окрашивания с использованием коммерческих лизирующих/ фик​сирующих (CellLyse, ВD) и промывающих растворов (CellWash, BD) и панели моноклональных антител (IOTest, Beckman Coulter), – антиCD95-FITC/антиDR5+–PE (Caltag Labs). В планшет раскапывали клеточную взвесь (400 тыс. клеток на лунку), добавляли моноклональные антитела (по схеме) по 5 мкл. и инкубировали в течение 30 минут при 4 (С. Отмывали дважды холодным PBS c азидом натрия путем центрифугирования по 5 мин при 1000 об/мин. Цитофлюорометрию осуществляли на проточном цитофлюориметре FACSCalibur (BD), при этом регистрировали суммарно не менее 10.000 событий. Данные анализировали в рамках программного обеспечения CellQuest (BD).
Оценку экспрессии генов апоптоза и цитокинов (sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL) проводили методом количественного Real-time ПЦР по технологии TaqMan с использованием прибора ICycler IQ (BioRad), в соответствии с основными рекомендациями протокола ЕАС (European Anti Cancer Program, 2003). Оценка экспрессии проводилась в три этапа: на первом этапе проводили выделение РНК из тканей биоптата женщин с ВПЧ-инфекцией, предраковыми заболеваниями шейки матки и раком шейки матки. 
Требования к биоптатам. Для анализа экспрессии генов могли использоваться свежие или замороженные ткани. Размер ткани должен был быть 4-5 мм -  для оптимальной заморозки и пропитывания (в случае необходимости) стабилизирующим раствором  RNA-later (Ambion). Обработку RNA-later проводили сразу после взятия. Замороженный биоптат  хранили при температуре   -200С не более 3 месяцев. Повторное замораживание было не допустимо.

Для выделения РНК из свежих или замороженных тканей использовали iPrepPureLink TM Total RNA Kit ,  основанный на методике P. Chomczynsky, N. Sacchi  (метод кислой гуанидин-тиоцинат-фенол-хлороформ-экстракции). К 10 миллиграммам гомогената образца ткани добавляли 100мкл лизирующего буфера, затем центрифугировали при 12 000g 5 минут при комнатной температуре. Супернатант переносили в iPrepTM Sample Tube и производили выделение РНК согласно инструкции к iPrepPureLink TM Total RNA Kit (Invitrogen, USA). По окончании выделения РНК проводилось определение её концентрации.
Далее с помощью реакции обратной транскрипции синтезировали копии ДНК на матрице мРНК. Для синтеза кДНК использовали комплект реагентов «Реверта-L» (ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, РФ). Для этого в пробирку с RT-mix вносили 5мкл RT-G-mix-1, тщательно перемешивали на вортексе, осаждали капли с крышки кратковременным центрифугированием. К полученному раствору добавляли 6 мкл ревертазы (MMlv), пипетировали 5 раз и перемешивали на вортексе. Вносили в микропробирки по 10 мкл готовой реакционной смеси. Используя наконечники с аэрозольным барьером, добавляли по 10 мкл РНК-пробы в пробирки с реакционной смесью. Осторожно перемешивали пипетированием. Полученную в реакции обратной транскрипции кДНК для последующей постановки ПЦР разводили в 2 раза ДНК-буфером. Готовый препарат кДНК использовали либо сразу для ПЦР, либо замораживали и хранили при -680С. Не допускали хранения необработанных образцов к ДНК более 3 месяцев. На последнем этапе проводили полимеразную цепную реакцию на амплификаторе. ПЦР-амплификация была выполнены в соответствии с методикой, предложенной Gelder (www.blogbiolog.ru.). В работе были использованы пары праймеров для следующих генов апопотоза и цитокинов: sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL. В качестве контрольного (housekeeping) гена использовали ген β2 микроглобулина (β2M). Экспрессия генов sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL и β2 микроглобулина определялась в виде числа копий транскрипта. Количество копий в исследуемых образцах определяли по отношению к стандартной калибровочной кривой, построение которой производилось с помощью прибора Real-time ПЦР на основании серии 10-кратных разведений плазмиды с известным количеством копий в 1 мкл. Уровень экспрессии исследуемых генов рассчитывали относительно контроля, используя 2-ΔΔСt [8], метод позволяет оценить во сколько раз изменяется экспрессия изучаемого гена в пораженной ткани по сравнению с непораженной тканью. ΔΔСt рассчитывали как ΔΔСt =ΔСt (пораженная ткань)- ΔСt (непораженная ткань), где каждое значение ΔСt = ΔСt (исследуемый ген)- ΔСt (β2 микроглобулин). Отрицательный контроль, необходимый для определения контаминации, содержал все компоненты для ПЦР кроме матрицы ДНК (ОКП). Положительный контроль использовали для оценки эффективности работы реактивов,  содержал все компоненты для ПЦР и контрольные ДНК-матрицы (ПКП).
Статистическая обработка полученных результатов

Статистическую обработку проводили с использованием пакета программы Statistica for Windows. Результаты представляли как М±m, где М – среднее арифметическое, m – стандартное отклонение. 
Достоверность различий между группами оценивали с помощью критерия Уилкоксона для связанных величин и U-теста или t-критерия Стьюдента для несвязанных величин. Достоверным считали отличие при p<0,05. Для определения корреляционных связей использовали коэффициент линейной корреляции Пирсона (k).На рисунках и в таблицах приведены среднеарифметические значения показателей, в качестве разброса указаны среднеквадратичные отклонения.
Для подтверждения достоверности отличий экспрессии генов в совокупности одной из выборок по сравнению с другой из выборок (различные группы пациенток) использовали непараметрический критерий Манна-Уитни. Для генов достоверность различий между выборками составляла р<0,05.
Исследование уровня лигандов апоптоза sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL в крови и отделяемом цервикального канала. Исход инфекционного процесса связывают с результатом противостояния антиапоптотической способности онкогенных вирусов и активации физиологической гибели инфицированной клетки как части защитного механизма организма [9]. Ответственной за нарушение генетического контроля клеточного цикла может стать интеграция вирусного генома в геном клетки-мишени. Подобными свойствами обладают ДНК-содержащие вирусы, к которым относится, в том числе, вирус папилломы человека [10,11]. 

Существует несколько механизмов запуска апоптоза через рецепторы к иммуноцитокинам (ФНО-α), в том числе через специфические «рецепторы смерти» [12]. Рецепторы смерти (death receptors) представляют собой трансмембранные гликопротеиды, которые, взаимодействуя со специфическими лигандами, передают апоптотический сигнал в клетку и вызывают активацию каспаз. Fas способен запускать в клетке апоптоз при взаимодействии с Fas-лигандом (FasL) [13]. Представляя собой трансмембранный белок, FasL может существовать и в растворимой форме (sFasL), отщепляющейся от мембранного Fas (mFasL) с помощью металлопротеиназы [12,13]. 

Для папилломавирусов доказана их способность индуцировать образование неопластических процессов у человека [14, 15, 16]. На основании этой способности их принято подразделять на разновидности низкого (3, 6, 11, 13, 32, 34 тип), среднего (30, 35, 45, 52, 53) и высокого (16, 18, 31, 33, 39, 50, 59) онкогенного риска. В последнее время с раком цервикального канала шейки матки связывают около 20 типов ВПЧ. Наиболее часто среди них выявляются ВПЧ-16 и 18 типов [17, 18, 19, 20]. Ранее в рамках данной темы была исследована частота выявления ВПЧ у клинически здоровых женщин, пациенток с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки (см. отчет по 1 этапу). Было обнаружено, что в КБР процент женщин с ВПЧ-инфекцией в каждой группе значителен (от 36 до 89 %), выявлено повышение числа женщин, у которых выявляется вирус папилломы с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки, что подтверждает роль данных вирусов в этиологии трансформации эпителия шейки матки при исследовании сыворотки крови пациентов ВПЧ с разной степенью онкогенного риска. Так, при ВПЧ-16, 18 типа sFasl снижен на 22 % по сравнению с донорской группой рис. 1.
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Рисунок 1 – Уровень sFas в сыворотке крови (пг/мл) пациенток с ВПЧ 
разного онкогенного риска, предраковыми и раковыми заболеваниями ШМ, 

(достоверность различий при p<0,05).
Сниженное количество sFas приводит к уменьшению возможности клетки запустить апоптоз [13] и, таким образом, к увеличению персистенции интегративных вирусов. Возможно, одним из механизмов антиапоптической активности является описанная в литературе способность папилломавирусов взаимодействовать с геном р53 и подавлять транскрипционную активность белков, входящих в состав Fas [16]. Выявлены достоверно сниженные показатели sFas у пациенток с раковыми заболеваниями шейки матки (р<0,01).

TRAIL (Apo2L) (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand), – это лиганд DR3 и DR5 [21, 22]. Так же, как и CD95L (лиганд к CD95), Apo2L запускает быстрый апоптоз во многих злокачественных линиях клеток [23]. В случае хронических вирусных инфекций с высоким онкогенным риском и процессе опухолевой трансформации тканей роль TRAIL и его участие в активации апоптоза неясна.

Сывороточные концентрации TRAIL в изученных группах пациентов оказались близки к нормальным значениям лишь в группе больных с ВПЧ низкого онкогенного риска. Обращает на себя внимание выявленная тенденция к снижению TRAIL в сыворотке крови в случаях с более тяжелым течением патологического процесса (табл. 3). Резко сниженные показатели у пациентов с ВПЧ высокого онкогенного риска приводят к заключению о том, что отсутствие TRAIL-рецепторного апоптоза может быть одной из причин онкогенеза, о чем дополнительно свидетельствуют более чем в 6–7 раз сниженные показатели TRAIL у пациентов с предраковыми заболеваниями шейки матки и раком шейки матки.

Таблица 3 – Показатели содержания TRAIL в сыворотке крови у больных папилломавирусными инфекциями (пг/мл)

	Группа пациентов
	TRAIL (пг/мл)

	ВПЧ
	высокого онкогенного риска
	90,0±16,01

	
	низкого онкогенного риска
	180,0±14,0

	С предраковыми заболеваниями шейки матки
	52,0±1,51

	С раком шейки матки
	30,5±1,51

	Доноры
	199,0±5,3


Примечание: 1 – достоверность различий по отношению к показателям доноров, р<0,05.
Другими регуляторами процессов апоптоза являются цитокины. Известно, что фактор некроза опухолей (ФНО) продуцируется активированными макрофагами и Т-лимфоцитами в ответ на антигенную стимуляцию. Действие ФНО на клетку неоднозначно. На одни клетки основным эффектом ФНО является активация транскрипционных факторов NF-kB и JNK (C-JUN NH2-terminal kinase), ведущих к индукции провоспалительных и иммуномодулирующих генов. В других клетках активация ФНО ведет к запуску программированной клеточной гибели. На рисунке 2 представлены данные пао оценке уровня ФНО.
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Рисунок 2 – Уровень ФНОα  (пг\мл) в сыворотке крови пациенток 
с ВПЧ разного онкогенного риска, предраковыми и раковыми заболеваниями ШМ, (достоверность различий при p<0,05).
При ВПЧ высокого и низкого онкогенного риска обнаружено, что концентрации ФНОα выше нормальных на 90 % и 94 %. Достоверно повышены сывороточные концентрации и в сыворотке крови пациентов с предраковыми заболеваниями (р<0,05), в группе женщин с РШМ уровень ФНОα ниже нормальных значений (р<0,05).

Показатели апоптоза в отделяемом цервикального канала. Данные по sFasL имели обратую корреляцию со степенью тяжести патологического процесса, инициированного ВПЧ – количество sFas достоверно меньше в группах пациентов с более тяжелым течением инфекционного процесса (табл. 4). Полученные данные коррелируют с показателями sFas в сыворотке крови. TRAIL является рецепторным лигандом, участвующим в механизмах апоптоза. Так как папилломавирусы являются интегративными вирусами с высоким онкогенным риском, особенно интересным было исследовать концентрацию TRAIL местно. 
Было обнаружено, что концентрация лиганда TRAIL в соответствии с данными  в таблице 4 уменьшается при тяжелом течении инфекционного процесса. Достоверное снижение количества TRAIL может служить одним из факторов риска развития канцерогенеза. 
Таблица 4 – Показатели апоптоза в отделяемом цервикального канала в группе пациенток с папилломавирусной инфекцией (пг/мл)
	Показатели апоптоза
	Показатели
контрольной

группы
	Группа

пациентов
	Показатель

	ФНОα
	13,0±2,0
	ВПЧ высокого онкогенного риска
	15,0±2,0

	
	
	ВПЧ низкого онкогенного риска
	13,0±2,0

	
	
	С предраковыми заболеваниями шейки матки
	15,0±2,0

	
	
	С раком шейки матки
	14,0±2,0

	sFas
	1000,5 ± 150,5
	ВПЧ высокого онкогенного риска
	750,5 ± 110,0

	
	
	ВПЧ низкого онкогенного риска
	750,5 ± 130,5

	
	
	С предраковыми заболеваниями шейки матки
	720,5 ± 100,0

	
	
	С раком шейки матки
	694,5 ± 140,0

	TRAIL
	145,0±25,0
	ВПЧ высокого онкогенного риска
	55,0±5,51

	
	
	ВПЧ низкого онкогенного риска
	145,0±25,01

	
	
	С предраковыми заболеваниями шейки матки
	44,0±5,51

	
	
	С раком шейки матки
	41,0±5,51


Примечание: 1 – достоверность различий по отношению к показателям доноров, р<0,05.
Уровень ФНОα не изменен, что, во-первых, свидетельствует об отсутствии воспаления [25], и, во-вторых, может служить одной из причин снижения активности апоптоза, так как в рецепторзависимом пути запуска апоптоза задействована группа ФНО-рецепторов [13] (табл. 4).
Оценка экспрессии рецепторов апоптоза CD95, TRAIL на клетках крови и клеточных элементах цервикального канала. Показано, что различные вирусы (вирусы парагриппа 1 и 2, респираторно-синцитиальный вирус) in vitro вызывают усиление экспрессии рецептора апоптоза Fas (CD95) на мембране «наивных» Т-лимфоцитов периферической крови человека, без повышения их чувствительности к апоптозу или с дальнейшим повышением чувствительности в случае активной инфекции [24]. Подобный механизм является одним из примеров усиления противовирусной защиты организма. 
В случае исследования клеток лейкоцитарной фракции при ВПЧ инфекции обнаружено значительное (38,4 %) снижение уровня CD95+клеток при вирусной инфекции высокого онкогенного риска, при отсутствии значимых изменений экспрессии рецептора смерти при ВПЧ низкого онкогенного риска. Различий в количестве CD95+ в группах пациенток с предраковыми и раковыми заболеваниями практически нет (p>0,05), что свидетельствует о нарушении рецепторного фенотипа и «предрешенности» трансформации клетки. 
Сниженное количество CD95+клеток является одной из основных причин нарушения апоптических процессов в зараженных интегративными вирусами клеток (табл. 5). 
В качестве биологического материала для исследования апоптической активности при ВПЧ исследовались клетки цервикальной жидкости женщин с выявленной вирусной инфекцией.
Таблица 5 – Относительное число CD95+клеток в лейкоцитарной фракции периферической крови пациентов с папилломавирусной инфекцией, %.
	Группа
	% СD95+клеток

	ВПЧ
	высокого онкогенного риска
	3,5 ±0,51

	
	низкого онкогенного риска
	5,8±0,5

	С предраковыми заболеваниями шейки матки
	3,1 ±0,51

	С раком шейки матки
	3,2 ±0,51

	Доноры
	5,5±0,5


Примечание: 1 – р<0,05 по отношению к показателям доноров.

При папилломавирусной инфекции общий уровень CD95+клеток в цервикальной жидкости женщин независимо от типа ВПЧ-инфекции снижен, но достоверность различий обнаружена только при инфекции ВПЧ высокого онкогенного риска. 
В группах с предраковыми и раковыми заболеваниями ШМ уровень СД95+ клеток достоверно ниже нормы и степень снижения коррелирует с тяжестью заболевания (k=0.79) (табл. 6).
Таблица 6 – Относительное число CD95+клеток цервикального канала женщин с папилломавирусной инфекцией %.
	Группа пациенток
	% СD95+клеток

	ВПЧ
	высокого онкогенного риска
	4,5 ±1,51

	
	низкого онкогенного риска
	5,1±0,5

	С предраковыми заболеваниями шейки матки
	3,4±0,51

	С раковыми заболеваниями шейки матки
	2,1±0,51

	Доноры
	5,5±1,5


Примечание: 1 – р<0,05 по отношению к показателям доноров.

Не исключено, что при ВПЧ-инфицировании снижение экспрессии CD95 и готовности клеток к спонтанному апоптозу является неблагоприятным признаком, так как оно ассоциировано с переключением на менее эффективный при вирусной инфекции гуморальный путь иммунной защиты с присущими такому переключению проявлениями иммуносупрессии. 
TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) – белок, синтезируемый клетками иммунной системы; способен вызывать апоптоз злокачественных клеток, не влияя при этом на нормальные клетки организма [25]
При папилломивирусной инфекции общий уровень DR5+клеток в цервикальной жидкости женщин независимо от типа ВПЧ-инфекции не изменен (табл. 7, 8).
Таблица 7 – Относительное число DR5+ клеток в лейкоцитарной фракции периферической крови пациентов с папилломавирусной инфекцией, %.
	Группа
	% DR5+клеток
в момент поступления

	ВПЧ
	высокого онкогенного риска
	4,0±0,5

	
	низкого онкогенного риска
	4,2±0,5

	С предраковыми заболеваниями шейки матки
	4,5 ±1,5

	С раковыми заболеваниями шейки матки
	4,8±0,5

	Доноры
	4,3±0,5


Примечание:  р<0,05 по отношению к показателям доноров.

Таблица 8 – Относительное число DR5+ клеток цервикального канала женщин с папилломавирусной инфекцией, %.
	Группа 
	% DR5+ клеток

	ВПЧ
	высокого онкогенного риска
	4,5 ±1,5

	
	низкого онкогенного риска
	4,8±0,5

	С предраковыми заболеваниями шейки матки
	4,5 ±1,5

	С раковыми заболеваниями шейки матки
	4,3±0,5

	Доноры
	4,5±0,5


Примечание: р<0,05 по отношению к показателям доноров.
Таким образом, при ВПЧ-инфекции не выявлена корреляция показателей экспрессии DR5+ клеток от степени онкогенного риска инфекции. 
1.2 Изучение и анализ экспрессии генов, кодирующих активность апоптоза в тканях биоптата от пациенток с РНК иммуноцитокинов и других лигандов (sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL), задействованных в регуляции программируемой гибели зараженной клетки
ФНОα является одним из наиболее сильных предстимулирующих факторов, оказывает системное воздействие на организм и активно участвует в противоинфекционной защите [25]. В тоже время ФНОα является одним из основных лигандов апоптических рецепторов [25]. Повышенная экспрессия гена ФНОα проводит к повышению концентрации данного цитокина как в сыворотке крови, так и во влагалищном и уретральном отделяемом [см. выше]. Однако сниженный уровень экспрессии рецепторов (DR5+), по-видимому, является одной из причин блока апоптоза зараженных клеток [26].

В группах пациенток с ВПЧ  (10,13 и 16,18 типов) и в группе в предраковыми заболеваниями значимых изменений экспрессии генов ФНОα  в лейкоцитах и клетках биоптата не обнаружено, что соответствует выявленным нормальным показателям сывороточных концентраций ФНОα  в данных группах пациентов. В то время как у больных с раком шейки матки уровень экспрессии ФНОα в лейкоцитах и клетках биоптата достоверно снижен (p<0,05) (рис.3,4). Так как в последние годы появились данные об участии ИЛ-2 и ИЛ-2R в процессах онкотрансформации и о возможности их использования в противоопухолевой иммунотерапии, понятен интерес к структурно-функциональ​ным исследованиям ИЛ-2 и его гена, и роли при вирусных инфекциях с высоким онкогенным риском [26,27]. ИЛ-2 является важным провоспалительным цитокином, который стимулирует пролиферацию и дифференцировку активированных Т-лимфоцитов в эффекторные Th-лимфоциты или цитоток​си​ческие Т-клетки. ИЛ-2 может стимулировать крупные гранулярные лимфоциты, макрофаги и В-клетки. Также установлено, что ИЛ-2 стимулирует синтез и секрецию целого ряда других лимфокинов: IL-4, IL-6, гамма-интерферона, колоний-стимулирующих факторов (CSFs), факторов некроза опухолей (TNFs) [26]. Hе исключено, что на сегодняшний день определены не все функции ИЛ-2. Кроме того, многие биологические эффекты ИЛ-2, описанные in vitro, могут не наблюдаться in vivo, поэтому представление о роли ИЛ-2 в функционировании иммунной системы может измениться. 
При ВПЧ-инфекции (10,13 и 16,18 типов) и у пациенток с предраковыми заболеваниями ШМ в клетках лейкоцитарной фракции и биоптата не выявлены нарушения экспрессии ИЛ-2.. У пациентов с раком ШМ экспрессия ИЛ-2 снижена как в лейкоцитах, так и в клетках биоптата (рис.3,4). Изменение экпрессии TRAIL  и sFas   в лейкоцитах и клетках биоптата имеет однонаправленный характер: экпрессия не изменена у пациенток с ВПЧ 10,13 типов и снижена во всех других исследуемых группах женщин (рис.3,4).
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Рисунок 3 - Сравнение уровня экспрессии генов sFas, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL в клетках лейкоцитарной фракции пациентов с ВПЧ, предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки. Результаты нормированы по мРНК β2-микроглобулина,
(достоверность различий при p<0,05)
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Рисунок 4 - Сравнение уровня экспрессии генов sFas, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL в тканях биоптата женщин с ВПЧ, предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки. Результаты нормированы по мРНК β2-микроглобулина,
(достоверность различий при p<0,05)
Так как все показатели экспрессии генов ФНОα, sFas и TRAIL, ИЛ-2 снижены в группе больных с РШМ, следует проводить поиск методов терапии, затрагивающих активизацию этих путей защиты, – как для профилактики развития канцерогенеза у больных с ВПЧ и дальнейшей онкотрансформации у пациенток с предраковыми заболеваниями ШМ, так и для мониторинга эффективности проводимой терапии у больных с РШМ.
Глава 2 Исследование концентрации пероксинитрита в тканях биоптата, взятых при кольпоскопии у женщин с диагностированной папилломавирусной инфекцией высокого онкогенного риска, с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия, лейкоплакия с явлениями атипии, эритроплакия, аденоматоз), с раком шейки матки

Обследовано 3 группы женщин: с диагностированной папилломавирусной инфекцией высокого онкогенного риска, с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия, лейкоплакия с явлениями атипии, эритроплакия, аденоматоз), с раком шейки матки (клиническая характеристика представлена в главе 1). Пероксинитрит – анион, имеющий формулу ONOO−. Он образуется в результате реакции перекиси водорода с нитрит-ионом:
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Пероксинитрит является сильным окислителем. Благодаря своим свойствам он способен вызывать повреждения широкого спектра молекул в клетке, в том числе ДНК и белков. Образование пероксинитрита in vivo происходит в результате взаимодействия супероксид-иона и оксида азота:
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Так как пероксинитрит является короткоживущим анионом, о его возможной концентрации судили по суммарной концентрации стабильных метаболитов нитратов и нитритов в ткани биоптата (мкМ) спектрофотометрически с использованием реактива Гриса (Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit) (Cayman, USA). Для этого в каждую пробу добавляли разбавленную в два раза буфером (Аssay buffer) гомогенизированную ткань, 10 мкл энзимного кофактора и 10 мкл нитрат-редуктазы. Инкубировали 1 час при комнатной температуре и вносили 50 мкл реактива Гриса R1 и 50 мкл реактива Гриса R2. Инкубировали 10 минут при комнатной температуре, измеряли оптическую плотность при 540 нм. Обнаружено, что ВПЧ низкого онкогенного риска (10, 13 типы ВПЧ) не изменяет синтез NO, о чем свидетельствует нормальный уровень нитрат-нитритов в тканях биоптатов в данной группе женщин. 
Концентрация нитрат-нитритов у пациенток с 16, 18 типами и больных с предраковыми заболеваниями шейки матки достоверно выше нормы (p<0,01), но между группами различий нет (р>0,01). 
У женщин с раком шейки матки в тканях биоптата выявлены максимальные концентрации, достоверно (p<0,01) более высокие по сравнению с нормой и с показателями нитрат-нитритов других групп пациенток (рис. 5).
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Рисунок 5 – Концентрация нитрат-нитритов (мкМ/мг) 

в тканях биоптатов шейки матки женщин с диагностированной 
папилломавирусной инфекцией разного онкогенного риска, 
с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия, лейкоплакия 
с явлениями атипии, эритроплакия, аденоматоз), с раком шейки матки, 

(достоверность различий при p<0,05)
Обращают на себя внимание данные повышения уровня нитрат-нитри​тов при патологии шейки матки. Так как концентрация нитрат-нитритов является косвенным показателем величины образующего пероксинитрита, по этим данным представляется возможным судить о возможном участии NO-зависимых путей развития патологии тканей. 

Выявленные одинаково повышенные уровни нитрат-нитритов у женщин с ВПЧ высокого онкогенного риска и у больных с предраковыми заболеваниями являются основанием для назначения и апробации эффективности антиоксидантов в комплексной терапии женщин с ВПЧ высокого онкогенного риска и пациенток с предраковыми заболеваниями шейки матки.

Глава 3 Рандомизированное контролируемое испытание эффективности подключения препаратов антиоксидантов в профилактике развития канцерогенеза у клинически здоровых женщин с риском развития рака шейки матки (диагностированная ВПЧ инфекция) и женщин с предраковыми заболеваниями шейки матки с гистологическим контролем тканей, взятых при кольпоскопии (через 3 месяца на фоне терапии антиоксидантами)

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

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

2 группа – 98 пациенток с предраковыми заболеваниями шейки матки в возрасте 25–52 лет. 
Все пациентки предоставили подробную информацию об имевшихся ранее случаях заболеваний, передающихся половым путем. У всех пациенток был проведен тщательный осмотр промежности, вульвы, влагалища, уретры и канала шейки матки.
Разделение участников исследования. Каждая из женщин-участниц рандомизированного исследования эффективности подключения препаратов антиоксидантов в профилактике развития канцерогенеза подписала подтверждение согласия на участие. После стратификации пациентов по патологии (см. схему 1) они были распределены случайным образом (двойное слепое рандомизированное исследование) в опытную группу или в плацебо-группу:

1 группа – 82 клинически здоровые женщины с выявленным ВПЧ высокого онкогенного риска в опытной группе; 70 клинически здоровых женщин с выявленным ВПЧ высокого онкогенного риска в группе плацебо. 

2 группа – 50 пациенток с предраковыми заболеваниями шейки матки в опытной группе; 48 женщин с предраковыми заболеваниями шейки матки в группе плацебо.
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Схема 1 – Разделение пациенток с риском развития рака шейки матки 
(диагностированная ВПЧ-инфекция) и женщин с предраковыми 
заболеваниями шейки матки в испытании эффективности 
подключения препаратов-антиоксидантов.
В качестве препарата-антиоксиданта апробирован «Immugen» (IDI FARMACEUTICI S.p.A. (Италия), который является одной из последних разработок в области комбинаций антиоксидантов и аминокислот и представляет собой уникальный комплекс оптимально сочетающихся компонентов. Препарат состоит из убихинона (коэнзим Q), витамина Е (альфа-токоферол- ацетат), фосфолипидов сои (лецитин), альфа-метионина и селена. Метионин и селен обладают антиоксидантными свойствами, снижая разрушающее действие свободных радикалов. Коэнзим Q – всемирно известный препарат: усиливает метаболические процессы и ускоряет ранозаживление, снижает интоксикацию, улучшает общую сопротивляемость организма, является одним из основных веществ, активно противостоящих процессам старения. Фосфолипиды сои и витамин Е дополняют комплекс за счет выраженных антисклеротических и противораковых свойств. Показано эффективное действие препарата при некоторых вирусных инфекциях, папилломатозе кожи, атопическом дерматите, гнойно-воспалительных процессах мягких тканей [28, 29, 30]. Препарат может быть с успехом использован как при лечении различных нозологических форм, так и в качестве профилактического средства.

Оценка переносимости препарата Immugen. Проводился мониторинг и регистрация любых эпизодов (как общих, так и местных), которые могут быть связаны или не связаны с применением препарата. На каждую женщину, участвующую в исследовании, была заведена «Индивидуальная регистрационная карта» для учета общих и местных реакций. 

Результаты переносимости препарата Immugen (через 3 месяца на фоне терапии антиоксидантами). Анализ клинических проявлений показал, что в 1,2 % случаев (1 пациентка) в 1 группе клинически здоровых женщин с выявленным ВПЧ высокого онкогенного риска был случай аллергической сыпи, преимущественно на лице и шее, данная пациентка имеет множественную повышенную чувствительность к ряду пищевых продуктов. В дальнейшем эта пациентка была исключена из испытания. 

Во второй группе пациенток с предраковыми заболеваниями шейки матки в 2 % случаев (1 женщина) прием препарата сопровождался диареей, что было расценено как индивидуальная непереносимость. В дальнейшем данная пациентка также была исключена из испытания.

Детальная оценка общего состояния женщин после начала приема препарата в комплексной терапии показала, что других случаев непереносимости не зарегистрировано. 

Гистологический контроль тканей, взятых при кольпоскопии (через 3 месяца на фоне терапии антиоксидантами).

1 группа женщин.

Так как в этой группе женщин были пациентки клинически здоровые, то есть без выявленной патологии урогенитальной системы, биопсия не проводилась. Участницы рандомизированного исследования прошли гинекологический осмотр и кольпоскопию, в результате которой у 1 (6,0 %) женщины на фоне терапии (через три месяца) были признаки кандидоза, у 1 (2,0 %) женщины из группы плацебо были выявлены признаки неспецифического кольпита.

2 группа женщин.

До начала терапии пациентки из второй группы с предраковыми заболеваниями шейки матки прошли гинекологический осмотр, кольпоскопическое исследование и по показаниям было проведено гистологическое исследование биоптатов шейки матки. Наиболее частым гистологическим признаком диагнозом был койлоцитоз (см. табл. 11). Достаточно часто обнаруживались утолщение многослойного плоского эпителия (44,0 %) и гиперкератоз (38,0 %). Практически у любой женщины (47 из 50 пациенток) встречалось сочетание 2 и более признаков патологии при гистологическом анализе. При цитологическом исследовании в 100 % случаев выявлялся воспалительный тип мазка.

Таблица 9 – Частота встречаемости различных гистологических диагнозов

в группе пациенток с предраковыми заболевания шейки матки
	Гистологическое заключение (диагноз)
	Частота встречаемости
во 2 группе в начале курса терапии

	Койлоцитоз
	70,0 % (35 пациенток)

	Утолщение многослойного плоского эпителия
	44,0 % (22 пациентки)

	Гиперкератоз, паракератоз
	38,0 % (19 пациенток)

	CIN I
	30,0 % (15 пациенток)

	CIN II
	10,0 % (5 пациенток)

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


Наиболее типичные данные кольпоскопического исследования приведены ниже в виде примеров.На фоне комплексной терапии после эксцизии пораженного участка и дальнейшей терапии с применением антиоксидантного препарата Immugen обнаружено улучшение состояния ткани шейки матки, что выявлялось в постановке диагноза «вариант нормы» в 100 % случаев, в связи с чем повторный гистологический анализ со взятием биоптата не проводился. При цитологическом исследовании воспалительный тип мазка был выявлен в 38,0 % случаев. В группе плацебо в 2 % случаев было необходимо повторное гистологическое исследование по причине несоответствия глубины биоптата задачам гистологического исследования. При цитологическом исследовании воспалительный тип мазка был выявлен в 46,0 % случаев.
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Кольпоскопический диагноз
Оригинальный сквамозный эпителий: по краю цилиндрического эпителия.
Цилиндрический эпителий: 1 зона вокруг цервикального канала.
Нормальная зона трансформации (ЗТ): представлена закрытыми и открытыми железами.
Стык между плоским и цилиндрическим эпителием: экзоцервикс.
Плоскоклеточная метаплазия: по краю цилиндрического эпителия.
Общий диагноз и рекомендации
Кольпоскопическое заключение: Эктопия: Зона трансформации. Взята биопсия шейки матки 12 часов 1 зона. Рекомендовано: ЗППП, мазок на АК.
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Кольпоскопический диагноз
Оригинальный сквамозный эпителий: по краю цилиндрического эпителия.
Цилиндрический эпителий: 1 зона вокруг цервикального канала.
Нормальная зона трансформации (ЗТ): представлена открытыми железами.

Стык между плоским и цилиндрическим эпителием: экзоцервикс.
Плоскоклеточная метаплазия: по краю цилиндрического эпителия.
Общий диагноз и рекомендации
Кольпоскопическое заключение: Эктопия: Зона трансформации. Взят мазок на АК. Рекомендовано: биопсия шейки матки после санации.
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Кольпоскопический диагноз
Оригинальный сквамозный эпителий: по  краю цилиндрического эпителия.

Цилиндрический эпителий: 1–2 зона по передней губе.
Нормальная зона трансформации (ЗТ): представлена открытыми железами.

Стык между плоским и цилиндрическим эпителием: экзоцервикс.

Плоскоклеточная метаплазия: по краю цилиндрического эпителия.

Общий диагноз и рекомендации
Кольпоскопическое заключение: Эктопия: Зона трансформации. Взят мазок на АК. Рекомендовано: анализ на ЗППП, биопсия шейки матки после санации.
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Кольпоскопический диагноз
Оригинальный сквамозный эпителий: по  краю цилиндрического эпителия.

Цилиндрический эпителий: 1–2 зона вокруг цервикального канала.
Нормальная зона трансформации (ЗТ): представлена закрытыми и открытыми железами.

Стык между плоским и цилиндрическим эпителием: экзоцервикс.

Плоскоклеточная метаплазия: по краю цилиндрического эпителия.

Общий диагноз и рекомендации
Кольпоскопическое заключение: Полиповидная эктопия: Зона трансформации. Взят мазок на АК. Рекомендовано: ПЦР на ВПЧ (высокого риска), биопсия шейки матки после санации.
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Кольпоскопический диагноз
Оригинальный сквамозный эпителий: по  краю цилиндрического эпителия.

Цилиндрический эпителий: 1–2 зона вокруг цервикального канала.
Нормальная зона трансформации (ЗТ): представлена открытыми железами.

Стык между плоским и цилиндрическим эпителием: экзоцервикс.

Плоскоклеточная метаплазия: по краю цилиндрического эпителия.

Пунктация (нежная и грубая): 2–3 зона по передней и задней губе с переходом на своды.

Йод-негативная зона: в указанной зоне.

Общий диагноз и рекомендации
Кольпоскопическое заключение: Эктопия: Зона трансформации: Пунктация. Взят мазок на АК. Рекомендовано: мазок на ЗППП, биопсия шейки матки после санации.
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Кольпоскопический диагноз
Оригинальный сквамозный эпителий: на экзоцервиксе.
Цилиндрический эпителий: в цервикальном канале.
Стык между плоским и цилиндрическим эпителием: у наружного зева.

Плоскоклеточная метаплазия: 1 зона вокруг цервикального канала.

Лейкоплакия (тонкая и толстая): 1–2 зона по задней губе.

Йод-негативная зона: в указанной зоне.

Общий диагноз и рекомендации
Кольпоскопическое заключение: Грубая лейкоплакия. В связи с отсутствием эффекта от коагуляции рекомендовано: конизация шейки матки с последующим гистоанализом.
Оценка изменения концентрации нитрат-нитритов в ткани шейки матки (через 3 месяца на фоне терапии антиоксидантами)
Исследование роли токсичных третичных радикалов в папилломавирус-ассоциированном онкогенезе и разработка методов подбора антиоксидантов для профилактики и терапии предраковых и раковых заболеваний шейки матки является актуальной, так как 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 улучшить качество жизни онкологических больных.
Применение комплекса антиоксидантных аминокислот и витаминов в комплексной терапии женщин с ВПЧ высокого онкогенного риска и пациенток с предраковыми заболеваниями шейки матки имело выраженный клинический эффект (см. выше) и достоверно снижало концентрации нитрат-нитритов в ткани (р<0, 01) (рис. 6,7).
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Рисунок 6 – Концентрация нитрат-нитритов (мкМ/мг) в тканях биоптатов
шейки матки клинически здоровых женщин с диагностированной
папилломавирусной инфекцией высокого онкогенного риска,

(достоверность различий при p<0,05).
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Рисунок 7 – Концентрация нитрат-нитритов (мкМ/мг) в тканях биоптатов шейки матки пациенток с предраковыми заболеваниями шейки матки, 

(достоверность различий при p<0,05)

Глава 4 Подведение итогов этапа НИР

Под наблюдением находилось 3 группы пациенток: 

1) с диагностированной папилломавирусной инфекцией высокого онкогенного риска (группа сравнения – женщины с ВПЧ низкого онкогенного риска);
2) с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия (CIN) I–II степени, лейкоплакия с клеточной атипией, эритроплакия, аденоматоз);
3) с раком шейки матки (CIN III).

В рамках проекта были исследованы особенности запуска апоптоза на разном уроне: сывороточном (уровень лигандов), рецепторном и генном. 

Основные выводы:

1. Выявлено снижение уровня sFas в сыворотке крови и отделяемом цервикального канала у женщин с ВПЧ 16,18 типов, у пациенток с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки по сравнению с соответствующими показателями   пациенток с ВПЧ10,13 типов и сывороточной и цервикальной концентрациями sFas здоровых женщин, (p<0,05).
2. Обнаружено, что концентрация TRAIL уменьшается при тяжелом течении инфекционного процесса: сывороточный и цервикальный уровни TRAIL у женщин с ВПЧ 16,18 типов, у пациенток с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки ниже по сравнению с соответствующими показателями   пациенток с ВПЧ10,13 типов и здоровых женщин,(p<0,05).
3. При ВПЧ высокого и низкого онкогенного риска обнаружено, что концентрации ФНОα в сыворотке крови выше нормальных на 90 % и 94 %, соответственно. Достоверно повышены сывороточные концентрации у женщин с  предраковыми заболеваниями шейки матки (р<0,05), в группе женщин с раковыми заболеваниями шейки матки сывороточный уровень ФНОα ниже нормальных значений (р<0,05).
4.При исследовании концентраций ФНОα в цервикальном отделяемом отличий  между значениями в группах женщин с ВПЧ 10,13 и 16,18 типов, пациенток с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки не выявлено.
5. При папилломавирусной инфекции общий уровень CD95+клеток в цервикальной жидкости женщин независимо от типа ВПЧ-инфекции снижен, но достоверность различий обнаружена только при инфекции ВПЧ высокого онкогенного риска. В группах с предраковыми и раковыми заболеваниями ШМ уровень СD95+клеток достоверно ниже нормы и степень снижения коррелирует с тяжестью заболевания (k=0.79). Выявлена корреляция показателей от степени онкогенного риска инфекции. 

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

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

7.1. Снижение экпрессии генов  лигандов апоптоза sFas и TRAIL при ВПЧ-инфекции высокого онкогенного риска свидетельствуют о блокировании процессов самоочищения зараженных клеток и являются фактором риска последующей трансформации клеток.
7.2.Изменения экспрессии генов ФНОα, sFas и TRAIL, 
ИЛ-2 в клетках биоптата у женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями ШМ аналогичны генетическим изменениям в клетках крови (лейкоцитах), что свидетельствует о системном характере заболеваний, вызванных ВПЧ.

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

8. Обнаружено, что при инфицровании ВПЧ низкого онкогенного риска (10, 13 типы ВПЧ) не изменяется синтез NO, о чем свидетельствует нормальный уровень нитрат-нитритов в тканях биоптатов в данной группе женщин. Концентрация нитрат-нитритов у пациенток с 16, 18 типами и больных с предраковыми заболеваниями шейки матки достоверно выше нормы (p<0,05), но между группами различий нет (р>0,05). 

У женщин с раком шейки матки в тканях биоптата выявлены максимальные концентрации, достоверно (p<0,01) более высокие по сравнению с нормой и с показателями нитрат-нитритов других групп пациенток.

9. Применение комплекса антиоксидантных аминокислот и витаминов в комплексной терапии женщин с ВПЧ высокого онкогенного риска и пациенток с предраковыми заболеваниями шейки матки имело выраженный клинический эффект и достоверно снижало концентрации нитрат-нитритов в ткани (р<0, 01).

10. В патогенезе папилломавирусного канцерогенеза выявлено два основных звена: 

1) блокирование процессов апоптоза, выявленное на разных уровнях (уровень лигандов, рецепторный уровень, генный уровень); 

2) первоначально защитные свободные радикалы, инициирующие в том числе процесс апоптоза вирус-инфицированных клеток, из-за блокады программируемой смерти клетки являются одним из звеньев поражения ткани эпителия шейки матки. В связи с этим целесообразно применение препаратов антиоксидантов. 
Заключение

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 инфицированы ВПЧ. Эпидемиологические и вирусологические исследования подтверждают, что, по крайней мере, 95 % всех плоскоклеточных раков шейки матки содержат ДНК ВПЧ. Число инфицированных в мире за последнее десятилетие увеличилось в 12 раз [33, 34,35]. Пик заражения ВПЧ-инфекцией приходится на возраст 18–25 лет и снижается после 30 лет, когда существенно возрастает частота дисплазий и рака шейки матки, максимальное количество случаев которого приходится на 45 лет. Инфицирование шейки матки HPV у подростков отмечается в 40 %, в возрасте до 30 лет – в 25 %, у женщин до 40 лет – в 10 %, в постменопау-зальном возрасте поражение папилломавирусом наблюдается в 5 %.

ВПЧ отличается высокой тропностью к пролиферирующим клеточным популяциям, инфицирует эпителиальные клетки базального слоя эпителия, эпидермиса. Инвазия вируса происходит через микроповреждения тканей (механические, бактериальные и др.), когда глубина их 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 становится включенной в ядерный материал клетки хозяина, можно говорить об интеграции вируса. Интегрированная форма ВПЧ способна к злокачественной трансформации, так как вирусная ДНК начинает контролировать 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 дерегуляции цикла клеточной прогрессии, что является критическим моментом в формировании цервикальной плоскоклеточной неоплазии, образованию непродуктивных плоских кондилом, невидимых вооруженным глазом. Неинтегрированная 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 [37].

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 [35].

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, по​скольку 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 интегративных вирусных инфекциях, таких как ВПЧ, является одним из защитных механизмов [38]. 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 [38]. В результате длительных мутаций вирусами выработаны многочисленные способы уклонения от иммунного контроля, касающиеся 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, A. Sanchez-Perez и соавт. (2001) [14] считают, что вирус папилломы человека типа 16 (HPV-16) как опухолевый вирус ДНК является ответственным за развитие рака шейки матки. По мнению C. Kim и соавт. (2001) [38], 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 [39]. 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]. Инициирующим фактором выступают мутации в различных участках Е-1, в результате чего ДНК ВПЧ внедряется в хромосомы клетки хозяина [14]. 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 апоптоза. В нетрансформируемых HPV-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-тран​с​формированные 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.
C. Kim и соавт. (1997) исследовали зависимость между гипоксией и апоптозом на эпителиальных клетках человека, экспрессирующих онкопротеины HPV-16 высокого риска [39]. 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 HPV-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 HPV-протеин и имеющих сниженный апоптозный потенциал, экспозиция этих клеток в условиях гипоксии ускоряет процесс селекции. Полученные результаты указывают на роль вызванной гипоксией селекции клеток со сниженным апоптозным потенциалом при 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 быть тесно связанным с дифференциацией и прогрессированием злокачественных клеток. Однако не представляется вероятным, что HPV сам по себе имеет прямое отношение к путям 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. C. Isacson и соавт. (1996) [40] 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 коррелирует скорее с пролиферативной активностью, чем с типом инфекции.

С целью оценки трансформации клеточных характеристик неопластических изменений в эпителии шейки матки H. Furuya и соавт. (1995) [41] 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, чем в норме. 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 в рамках данного проекта результаты позволяют предположить, что снижение интенсивности апоптоза может отражать атипичные изменения в клетках шеечного эпителия в процессе их неопластических изменений и что пролиферативная активность в месте неопластического процесса возникала у больных с диспластическими изменениями шеечного эпителия в периоде перехода в карциному in situ. Наиболее значимыми показателями уменьшения активности апоптических процессов среди маркеров, исследованных в рамках данного этапа НИР являются концентрации основных лигандов апоптоза sFas и  TRAIL. Сни женное количество sFas приводит к уменьшению возможности клетки запустить апоптоз [13] и, таким образом, к увеличению персистенции интегративных вирусов. Выявлены достоверно сниженные показатели sFas у пациенток с раковыми заболеваниями шейки матки (р<0,05). Сывороточные концентрации TRAIL в изученных группах пациентов оказались близки к нормальным значениям лишь в группе больных с ВПЧ низкого онкогенного риска. Резко сниженные показатели у пациентов с ВПЧ высокого онкогенного риска приводят к заключению о том, что отсутствие TRAIL-рецепторного апоптоза может быть одной из причин онкогенеза, о чем дополнительно свидетельствуют более чем в 6–7 раз сниженные показатели TRAIL у пациентов с предраковыми заболеваниями шейки матки и раком шейки матки.

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

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

2. С другой стороны, свободные радикалы продуцируются в большей, чем в норме, концентрации и оказывают токсичное действие на собственные клетки и ткани (см. схему).

Комплекс Immugen обладает антиоксидантными свойствами, снижая разрушающее действие свободных радикалов; насколько эффективно его применение в качестве профилактического метода канцерогенеза, пока до конца нельзя оценить. Предварительно можно только утверждать, что его применение на фоне комплексной терапии достоверно снижало концентрации нитрат-нитритов в ткани (р<0, 01).
В рамках второго этапа полностью решены все поставленные задачи, научное и практическое значение подобных исследований заключается в том, что на их основе можно ранжировать пациенток с выявленным ВПЧ инфекцией по уровням риска развития канцерогенеза и более эффективно организовать профилактические мероприятия.
Выводы 2 этапа НИР:

1. Выявлено снижение уровня sFas в сыворотке крови и отделяемом цервикального канала у женщин с ВПЧ 16,18 типов, у пациенток с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки по сравнению с соответствующими показателями   пациенток с ВПЧ10,13 типов и сывороточной и цервикальной концентрациями sFas здоровых женщин, (p<0,05).
2. Обнаружено, что концентрация TRAIL уменьшается при тяжелом течении инфекционного процесса: сывороточный и цервикальный уровни TRAIL у женщин с ВПЧ 16,18 типов, у пациенток с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки ниже по сравнению с соответствующими показателями   пациенток с ВПЧ10,13 типов и здоровых женщин,(p<0,05).
3. При ВПЧ высокого и низкого онкогенного риска обнаружено, что концентрации ФНОα в сыворотке крови выше нормальных на 90 % и 94 %, соответственно. Достоверно повышены сывороточные концентрации у женщин с  предраковыми заболеваниями шейки матки (р<0,05), в группе женщин с раковыми заболеваниями шейки матки сывороточный уровень ФНОα ниже нормальных значений (р<0,05).
4.При исследовании концентраций ФНОα в цервикальном отделяемом отличий  между значениями в группах женщин с ВПЧ 10,13 и 16,18 типов, пациенток с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки не выявлено.
5. При папилломавирусной инфекции общий уровень CD95+клеток в цервикальной жидкости женщин независимо от типа ВПЧ-инфекции снижен, но достоверность различий обнаружена только при инфекции ВПЧ высокого онкогенного риска. В группах с предраковыми и раковыми заболеваниями ШМ уровень СD95+клеток достоверно ниже нормы и степень снижения коррелирует с тяжестью заболевания (k=0.79). Выявлена корреляция показателей от степени онкогенного риска инфекции. 

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

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

7.1. Снижение экпрессии генов  лигандов апоптоза sFas и TRAIL при ВПЧ-инфекции высокого онкогенного риска свидетельствуют о блокировании процессов самоочищения зараженных клеток и являются фактором риска последующей трансформации клеток.
7.2.Изменения экспрессии генов ФНОα, sFas и TRAIL, 
ИЛ-2 в клетках биоптата у женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями ШМ аналогичны генетическим изменениям в клетках крови (лейкоцитах), что свидетельствует о системном характере заболеваний, вызванных ВПЧ.

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

8. Обнаружено, что при инфицровании ВПЧ низкого онкогенного риска (10, 13 типы ВПЧ) не изменяется синтез NO, о чем свидетельствует нормальный уровень нитрат-нитритов в тканях биоптатов в данной группе женщин. Концентрация нитрат-нитритов у пациенток с 16, 18 типами и больных с предраковыми заболеваниями шейки матки достоверно выше нормы (p<0,05), но между группами различий нет (р>0,05). 

У женщин с раком шейки матки в тканях биоптата выявлены максимальные концентрации, достоверно (p<0,01) более высокие по сравнению с нормой и с показателями нитрат-нитритов других групп пациенток.

9. Применение комплекса антиоксидантных аминокислот и витаминов в комплексной терапии женщин с ВПЧ высокого онкогенного риска и пациенток с предраковыми заболеваниями шейки матки имело выраженный клинический эффект и достоверно снижало концентрации нитрат-нитритов в ткани (р<0, 01).

10. В патогенезе папилломавирусного канцерогенеза выявлено два основных звена: 

1) блокирование процессов апоптоза, выявленное на разных уровнях (уровень лигандов, рецепторный уровень, генный уровень); 

2) первоначально защитные свободные радикалы, инициирующие в том числе процесс апоптоза вирус-инфицированных клеток, из-за блокады программируемой смерти клетки являются одним из звеньев поражения ткани эпителия шейки матки. В связи с этим целесообразно применение препаратов антиоксидантов. 
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Приложение А

Обоснование

Количество пациенток в группах 1 и 3 на первом и втором этапах НИР было различным в связи с решением взаимосвязанных друг с другом, но различны по существу научных задач:

1-й этап: исследование частоты выявления ВПЧ у клинически здоровых женщин, женщин с предраковыми и раковыми заболеваниями шейки матки в КБР; 

2-й этап:

· 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 м РНК иммуноцитокинов и других лигандов (sFAS, ФНОα, ИЛ-2, TRAIL), задействованных в регуляции программируемой гибели зараженной клетки.

Исследование концентрация пероксинитрита в тканях биоптата, взятых при кольпоскопии у женщин с диагностированной папилломавирусной инфекцией высокого онкогенного риска, с предраковыми заболеваниями шейки матки (дисплазия, лейкоплакия с явлениями атипии, эритроплакия, аденоматоз), с раком шейки матки.

Проведение рандомизированное контролируемое испытание эффективности подключения препаратов антиоксидантов в профилактике развития канцерогенеза у клинически здоровых женщин с риском развития рака шейки матки (диагностированная ВПЧ инфекция) и женщин с предраковыми заболеваниями шейки матки с гистологическим контролем тканей, взятых при кольпоскопии (через 3 месяца на фоне терапии антиоксидантами).

Набор пациентов в группы исследования проводился в течение 6 месяцев, в связи с чем количество пациентов на 1 и 2 этапах НИР могло быть различным. 
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Диаграмма1

		ВПЧ16,18

		ВПЧ10,13

		предраковые заболевания шейки матки

		рак шейки матки

		доноры



sFas,пг\мл

уровень sFas  в сывороке крови, пг\мл

1000

1340

960

700

1270



Лист1

				уровень sFas  в сывороке крови, пг\мл

		ВПЧ16,18		1000

		ВПЧ10,13		1340

		предраковые заболевания шейки матки		960

		рак шейки матки		700

		доноры		1270

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1

		ВПЧ 16,18 до терапии

		ВПЧ 16,18 через три месяца на фоне терапии с подключением антиоксидантов

		ВПЧ 16,18 на фоне стандартной терапии Плацебо

		здоровая ткань



NO2\NO3, мкМ\мг

концентрация нитрат-нитритов,мкМ\мг

19

16

19

10



Лист1

				концентрация нитрат-нитритов,мкМ\мг

		ВПЧ 16,18 до терапии		19

		ВПЧ 16,18 через три месяца на фоне терапии с подключением антиоксидантов		16

		ВПЧ 16,18 на фоне стандартной терапии Плацебо		19

		здоровая ткань		10

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1

		предраковые заболевания до терапии

		предраковые заболевания через три месяца на фоне терапии с подключением антиоксидантов

		предраковые заболевания на фоне стандартной терапии Плацебо

		здоровая ткань



NO2\NO3, мкМ\мг

концентрация нитрат-нитритов,мкМ\мг
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Лист1

				концентрация нитрат-нитритов,мкМ\мг

		предраковые заболевания до терапии		20

		предраковые заболевания через три месяца на фоне терапии с подключением антиоксидантов		16

		предраковые заболевания на фоне стандартной терапии Плацебо		19

		здоровая ткань		10

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1

		ВПЧ 16,18

		ВПЧ 10,13

		предраковые заболевания шейки матки

		раковые заболевания шейки матки

		Доноры



ФНОα, пг\мл

Концентрация ФНОα в сыворотке крови

45

44

39

17

25



Лист1

				Концентрация ФНОα в сыворотке крови

		ВПЧ 16,18		45

		ВПЧ 10,13		44

		предраковые заболевания шейки матки		39

		раковые заболевания шейки матки		17

		Доноры		25

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1

		ВПЧ 10,13

		ВПЧ 16,18

		предраковые заболевания шейки матки

		рак шейки матки

		здоровая ткань



NO2\NO3, мкМ\мг

концентрация нитрат-нитритов,мкМ\мг

10
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45

10



Лист1

				концентрация нитрат-нитритов,мкМ\мг

		ВПЧ 10,13		10

		ВПЧ 16,18		19

		предраковые заболевания шейки матки		18

		рак шейки матки		45

		здоровая ткань		10

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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