
АПОПТОЗ ПРИ ВПЧ- АССОЦИИРОВАННЫХ ПАТОЛОГИЯХ  
ШЕЙКИ МАТКИ: ИЗМЕНЕНИЕ МАРКЕРОВ

Виноградова Ольга Павловна,

Д.м.н., профессор, Филиал ГБОУ ДПО 
«Российская медицинская академия непрерывного 

профессионального образования» МЗ РФ
Артемова Ольга Игоревна,

Ассистент, ФГБОУ ВО «Пензенский государственный 
университет» Медицинский институт

artyomovaolg@gmail.com

Аннотация. Современный этап развития медицины характеризуется изуче-
нием механизмов возникновения патологических процессов на молекуляр-
ном уровне. В частности, активно исследуется феномен апоптоза — запро-
граммированной клеточной гибели. С  целью определения роли процесса 
апоптоза в этиологии и патогенезе ВПЧ-ассоциированных патологий шейки 
матки, таких как лейкоплакия и дисплазия 1 степени, исследовано состоя-
ние цервикса у женщин фертильного возраста. Исследование показало, что 
у  ВПЧ-положительных пациенток с  дисплазией 1 степени происходит ста-
новление апоптоз-резистентного фенотипа.
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Современная медицина базируется на  изучение 
механизмов возникновения патологических про-
цессов на молекулярном уровне [1, 2, 3]. Для этого 

активно изучается феномен программированной гибели 
клетки — апоптоз. Этот процесс представляет собой осо-
бую, генетически запрограммированную форму гибели 
клетки [4, 5, 6, 7] и является необходимым условием нор-
мального существования организма. Назначение апоп-
тоза состоит в  поддержании постоянства численности 
клеток, обеспечении правильного соотношения клеток 
различных типов и  удалении генетически дефектных 
клеток [8, 9, 10]. Сбои в апоптотической программе мо-
гут приводить к  прогрессии злокачественных измене-
ний. Клетки с нарушенным апоптозом перестают реаги-
ровать на сигналы иммунной системы, продолжая свою 
пролиферацию [11, 12, 13].

Цель работы

Определить нарушение апоптотической программы 
по средствам оценки уровня каспазы 3 и каспазы 9.

Материалы и методы исследования:

Проведено комплексное обследование 175 женщи-
нам с ВПЧ-ассоциированной патологией шейки матки: 1 
группа- 60 пациенток с лейкоплакией шейки матки, сред-

ний возраст которых составил 20,6±3,45 лет; 2 группа- 55 
пациенток с  дисплазией 1 степени, (средний возраст 
26,3 ± 4,75 лет); 3 группа –55 пациенток с дисплазией 2 
степени, (средний возраст 32,4 ±3,5 лет). В связи с отсут-
ствием показателей нормы исследуемых показателей 
была обследована группа контроля, представлена 40 от-
носительно здоровыми пациентками, средний возраст 
которых составил 32,4±2,65 лет.

Клинико-лабораторное обследование включало 
проведение кольпоскопии, цитологического и гистоло-
гического исследований, ВПЧ-типирование в  режиме 
«реального времени», определение уровня каспазы 3 
и каспазы 9 методом ИФА.

В исследовании приняли участие ВПЧ — положитель-
ные пациентки фертильного возраста с гистологически 
подтвержденными диагнозами: лейкоплакия шейки мат-
ки, дисплазия 1 степени или дисплазия 2 степени. К мо-
менту начала исследования пациентки были пролечены 
от инфекций, передаваемых половым путем. Так же, па-
циентки не  получали терапию препаратами, с  возмож-
ным влиянием на исследуемые показатели за последние 
7 месяцев до начала исследования.

Критериями исключения из  исследования были: 
возрастной интервал до  18 и  старше 45  лет, пациентки 
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с  положительным тестом на  беременность, с  тяжелой 
соматической патологией, принимавшие лекарствен-
ные препараты, влияющие на  исследуемые показатели 
и не имеющие возможности следовать условиям прото-
кола.

После анализа цитологического заключения, резуль-
татов расширенной кольпоскопии и  определения на-
личия ВПЧ производили прицельную мультифокусную 
биопсию шейки матки (МБШМ).

Материал забирался из  наиболее подозрительных 
участков шейки матки по  результатом расширенной 
кольпоскопии. Исследовались биоптаты пораженных 
участков шейки матки, взятые методом радиоволновой 
хирургии с  использованием аппарата «Фотек», что по-
зволило минимально воздействовать физической энер-
гией на субстрат для получения качественных результа-
тов.

С  целью изучения патофизиологических процессов, 
происходящих в  структуре эпителия шейки матки под 
действием вируса папилломы человека, проводилось 
определение уровня каспазы 3 и  каспазы 9. Учитывая 
отсутствие параметров нормы для данных показателей 
были исследованы женщины группы контроля, обра-
тившиеся для профилактического осмотра, не имеющие 
атипических изменений на  шейке матки, с  цитологиче-
ским заключением « норма» и ВПЧ отрицательные.

Содержание каспазы 3 и  каспазы 9 определяли 
по  средствам ИФА — диагностики. Для этого получен-
ный материал из  цервикального канала с  помощью 
урогенитального одноразового стерильного зонда (тип 
D «Цитощетка») помещали в  фосфатно-солевой буфер-
ный раствор и  доставляли в  лабораторию для даль-
нейшей обработки. Для определения уровня каспазы 3 
и  каспазы 9 использовался набор реагентов компании 
Cloud.Clone corp., предназначенный для количествен-
ного определения CASP3 и CASP9 сэндвич-методом ИФА 
в гомогенатах тканей, клеточных лизатах, супернатантах 
клеточных культур и  других биологических жидкостях 
человека. Все реагенты хранились в соответствии с мар-
кировкой на флаконах.

Оценку статистических показателей проводили 
с  использованием методов оценки и  с  применением 
программы «STATISTICA» 6.0. Также в  ходе обработки 
полученных данных использовалась описательная ста-
тистика. При проведении оценки статистических показа-
телей применялся метод Фишера — метод углового пре-
образования. Разница между сравниваемыми данными 
считалась достоверной при P >0,05.

Результаты  
и их обсуждения:

Первым этапом обследования пациенток было цито-
логическое исследование мазков –отпечатков с  шейки 

Таблица 1. Результаты цитологического исследования.
Цитологическое заключение Абсолютные величины Относительные величины,%

Норма 78 57,77

Лейкоплакия 14 10,37

LSIL 32 23,70

HSIL 11 8,14

Таблица 2. Интерпретация результатов кольпоскопического исследования:
Предполагаемый диагноз Абсолютные числа Относительные числа,%

Лейкоплакия 34 25,1

CIN I 58 42,96

CIN II–III 43 31,85

Таблица 3. Интерпретация кольпоскопических результатов по баллам кольпоскопических признаков:
Патология Абсолютные числа Относительные числа,%

ВПЧ — носительство
или CIN I

22 16,29

CIN1–2 55 40,74

CIN2–3 58 42,96
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матки, с целью определения атипических клеток в цер-
викальном канале и в зоне трансформации. (таблица 1).

Подавляющее большинство женщин в  трех группах 
имели нормальные цитологические мазки. Очевидно, 
что специфичность и чувствительность цитологического 
метода исследования показали невысокие результаты, 
так как данные этого исследования имели значительные 
расхождения с последующими гистологическими заклю-
чениями.

В ходе работы одним из рутинных клинических ме-
тодов, который позволил определить размер и  сте-
пень поражения эпителия шейки матки, явилась рас-
ширенная кольпоскопия. У  всех пациенток из  трех 
групп исследования кольпоскопические изменения 
соответствовали аномальной КПС. Причем в группе как 
с лейкоплакией шейки матки, так и с дисплазией 1 и 2 
степени были определены изменения, характерные для 
CIN II–III (таблица 2).

При анализе данных кольпоскопического исследова-
ния с  градацией по  баллам кольпоскопических призна-

ков (клинико-кольпоскопический индекс и индекс Рейда 
(КИР)) были получены следующие результаты (таблица 3).

Таким образом, кольпоскопия, относясь к субъектив-
ным методам исследования, обладая чувствительностью 
80% и специфичностью 60% [15, 16, 17] не всегда позво-
ляет оценить степень поражения эпителия, но помогает 
определить участки для проведения прицельной муль-
тифокусной биопсии.

Всем пациенткам было предусмотрено проведение 
ВПЧ типирования методом ПЦР. В  ходе исследования 
установлено, что у  всех пациенток в  группах определя-
лось сочетание нескольких высокоонкогенных типов 
ВПЧ, иногда в сочетании с низкоонкогенными (рисунок 1).

Кроме этого была проведена оценка вирусной на-
грузки 16,18, 31,33 и 51 типов ВПЧ при их обнаружении 
(таблица 4).

Анализируя полученные результаты можно сделать 
вывод, что в развитии патологических процессов на шей-
ке матки с возможным дальнейшим развитием онколо-

Таблица 4. Распределение вирусной нагрузки при наиболее часто встречающихся типах вируса.
Тип вируса 16 тип 18 тип 31 тип 33 тип 51 тип

Вирусная нагрузка > 5 lg > 5 lg > 5 lg > 5 lg > 5 lg

Лейкоплакия,% 83 68 56 53,4 82

CIN I,% 76 87 32 35,6 67

CIN II,% 75,1 92 35 24,5 78

Рис. 1. Частота встречаемости ВПЧ высокого и низкого канцерогенного риска в исследуемых группах,%
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гической патологии цервикальной зоны принимают уча-
стие высокоонкогенные типы ВПЧ (16,18,31,33,51). При 
этом очевидно, что прогрессирование данного процес-
са требует сочетание нескольких типов и преобладание 
высокой вирусной нагрузки. Полученный анализ данных 
о наиболее распространенных типах ВПЧ по Пензенской 
области соотносится с  данными исследований по  дру-
гим регионам РФ [16, 17].

Следующим этапом работы было проведение мульти-
фокусной биопсии шейки матки (МБШМ). Учитывая высо-
кую чувствительность и специфичность гистологическо-
го метода диагностики, распределение в исследовании 
по группам согласно изучаемой патологии осуществля-
лось на основании полученных результатов (таблица 5).

Таким образом, сравнительный анализ кольпоско-
пических, цитологических и  гистологических результа-
тов позволяет сделать вывод, что у ВПЧ-положительных 
пациенток с  лейкоплакией шейки матки, дисплазией 1 
степени и дисплазией 2 степени наибольшую информа-
цию о состоянии эпителия шейки матки дает гистологи-
ческий метод. Но  данный метод является инвазивным 
вмешательством травмирующему шейку матки, порой 
требующему анестезии и завершающемуся длительным 
периодом заживления тканей.

Следующим этапом работы была оценка выраженности 
нарушений процесса апоптоза при изменениях цервикаль-
ной зоны под действием вируса папилломы человека по-
средством оценки уровня каспазы 3 и каспазы 9. При опре-
делении уровня исследуемых каспазы 3 и каспазы 9 были 
получены значения, которые коррелируют с прогрессией 
ПВИ в эпителиальных клетках цервикальной зоны.

Ввиду отсутствия нормальных значений для каспазы 
3 и  каспазы 9, за  показатели нормы были приняты ре-
зультаты в  группе контроля, которая представлена от-
носительно здоровыми женщина фертильного возраста 
(таблица 6).

В группах исследования активность каспазы 3 и кас-
пазы 9 была выше относительно уровня контроля и уве-
личивалась по мере прогрессии патологии шейки матки 
на фоне вируса. Это объясняется тем, что первоначально 
в клетках каспазы присутствуют в форме неактивных мо-
номерных предшественников, для активации которых 
требуются расщепление проэнзима [11, 12, 13] и после-
дующая димеризация [8, 13, 17]. Осуществление этих 
реакций возможно при последовательной активации 
каспаз друг другом. Пусковым моментом к таким преоб-
разованиям является повреждение ДНК при проникно-
вении ВПЧ, которая в свою очередь запускает каспазный 
каскад [14, 16]. Сигнальный путь апоптоза может реали-
зоваться по  внешнему и  по  внутреннему путям. Одним 
из  главных этапов внутренного, митохондриального, 
пути является каспаза 9.

Как видно из таблицы 6, по мере прогрессии патоло-
гии шейки матки на фоне ПВИ имеет место рост данной 
каспазы, что говорит об  активации внутренного пути 
апоптоза. Тем не менее вне зависимости от направления 
каскада реакций его финальной эффекторной каспазой 
является каспаза — 3. Значение данной каспазы в груп-
пах исследования было выше относительно группы кон-
троля и повышалось по мере прогрессирования ВПЧ — 
ассоциированной доброкачественной патологии шейки 
матки. Механизмы, при которых происходит формиро-
вание ВПЧ-ассоциированных патологий шейки матки, 

Таблица 5. Результаты гистологического исследования:
Патология Абсолютные числа Относительные числа,%

Лейкоплакия 60 44,4

Дисплазия 1 40 29,63

Дисплазия 2 35 25,92

Таблица 6. Значения каспазы 3 и каспазы 9 в группах исследования:
Группа исследование Caspase 3 Caspase 9

Группа контроля 0,179 ±0,03* 0,213± 0,04*

Лейкоплакия шейки матки 0,894 ± 0,04* 0,891±0,03*

CIN I 2,452 ±0,05* 2,54± 0,04*

CIN II 2,971 ± 0,04* 2,96±0,05*

Примечание: Оценка статистической достоверности изменений активности каспазы 3 и каспазы 9 
проводилась в соответствии с критериями Уилкоксона-Манна-Уитни. Символом ∗ маркерованы группы, 

в которых активность каспазы достоверно отличается от группы иммунологического «контроля» 
(различия полагаются достоверными с р < 0,05).
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таких как лейкоплакия, дисплазия 1 степени или диспла-
зия 2 степени, могут быть рассмотрены как экспрессия 
уровня эффекторной каспазы 3 и каспазы 9. Результаты 

определения апоптотических каспаз характеризова-
лись увеличением величин по  мере прогрессирования 
ВПЧ — ассоциированной патологии.
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