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Настоящая работа посвящена определению клинической эффективности нового отечественного препарата «Аллокин–альфа» при лечении женщин с заболеваниями шейки матки, инфицированных папилломавирусом (ВПЧ). Препарат относится к индукторам синтеза интерферонов и обладает противовирусной активностью. Комплексно обследовано 99 больных с хронической ВПЧ–инфекцией. В динамике изучено состояние иммунной супрессии у 14 больных с хронической ВПЧ при комплексном лечении с «Аллокином-альфа». Для оценки функционального состояния регуляторных лимфоцитов (Treg) определяли уровень экспрессии гена трансформирующего фактора роста-β 1 (TGF-β1) - основного цитокина-ингибитора, который секретируется Treg-клетками, а также уровень экспрессии гена транскрипционного фактора FOXP3 (наиболее специфичного маркера Treg) в лимфоцитах периферической крови. 

Клиническая эффективность комплексного лечения ВПЧ–инфекции с применением «Аллокина-альфа» в сочетании с различными заболеваниями шейки матки составила 91,9%. Показано, что больные с хронической ВПЧ-инфекцией характеризуются определенным уровнем иммунной супрессии, которая не позволяет эффективно подавлять размножение вируса и проявляется в повышенной экспрессии молекулярных маркеров регуляторных лимфоцитов-супрессоров. При комплексной терапии больных, инфицированных ВПЧ, применение препарата «Аллокин-альфа» вызывает снижение экспрессии гена ингибирующего цитокина TGF-β1, что представляет собой реальную возможность использования «Аллокина-альфа» для иммунной модуляции на уровне регуляторных лимфоцитов с целью усиления противовирусного иммунного ответа. 

Основным этиологическим фактором возникновения рака шейки матки (РШМ) у женщин является персистирующая папилломавирусная (ВПЧ) инфекция человека [11, 15]. Способность к неограниченно долгому персистированию в организме больного обусловлена особенностями жизненной стратегии ВПЧ, основанной на блокировании механизмов врожденного и адаптивного антивирусного иммунитета [2, 12, 20].

Используя различные механизмы молекулярной мимикрии, подавления активности иммунокомпетентных клеток, ВПЧ обеспечивают защиту зараженных ими эпителиальных клеток от уничтожения Т–лимфоцитами и естественными киллерами, беспрепятственную репликацию вирусного генома и инфицирование новых клеток–хозяев [7].

В настоящее время препаратов, избирательно воздействующих на вирус папилломы человека, не существует [2, 13]. Наиболее часто для лечения ВПЧ–инфекции применяют интерфероны и различные иммуномодуляторы. Однако даже длительная интерферонотерапия не приводит к излечению ВПЧ–инфекции [20]. Несмотря на увеличение арсенала противовирусных препаратов, лечение ВПЧ–инфекции остается сложной задачей [16, 17]. 

«Аллокин–альфа» новое противовирусное средство – олигопептид, по фармакологическому действию близок к интерферону–альфа и является активатором системы естественных клеток–киллеров [8].  Терапевтическое действие аллоферона направлено на усиление распознавания вирусных антигенов иммунокомпетентными клетками и уничтожение очагов вирусной инфекции [5]. Аллоферон, наряду с антивирусной активностью, обладает противоопухолевым действием, впервые обнаруженным в опытах на животных с трансплантированными опухолями [7]. На основе аллоферона была разработана инъекционная лекарственная форма, которая и выпускается под названием «Аллокин–альфа» [6].

Цель исследования. 

Определить клиническую эффективность препарата «Аллокин–альфа» при лечении  инфицированных ВПЧ женщин с заболеваниями шейки матки. 

Изучить влияние комплексной терапии с применением препарата «Аллокин–альфа» на уровень экспрессии молекулярных маркеров регуляторных лимфоцитов периферической крови у больных с хронической ВПЧ–инфекцией.

Материал и методы исследования. 

Комплексно обследовано 99 больных с хронической ВПЧ–инфекцией. Диагностика заболеваний шейки матки осуществлялась при гинекологическом осмотре, кольпоскопии, цитологическом, гистологическом исследованиях, определении инфекций передаваемых половым путем, ВПЧ–инфекции с помощью полимеразной цепной реакции. При выявлении 16, 18, 31, 33 типов в сочетании с субклиническими и клиническими проявлениями ВПЧ–инфекции на шейке матки проводилось противовирусное лечение препаратом «Аллокин–альфа» (трехкратное введение по 1мг через день, подкожно). Оценивали клиническую эффективность препарата «Аллокин–альфа» на фоне комплексной терапии с помощью ПЦР–контроля через 1, 3, 6 месяцев от начала лечения. Выделены группы исследования: 1 (n = 72) – пациенты с осложненными псевдоэрозиями шейки матки, генитальным кондиломатозом, эктропионом шейки матки с аномальными кольпоскопическими образованиями и  лейкоплакиями; 2 (n = 27) – пациенты с дисплазиями  шейки матки.

В динамике было изучено состояние иммунной супрессии  у 14 больных с хронической ВПЧ–инфекцией с применением препарата «Аллокина–альфа», контрольную группу составили 12 здоровых лиц без ВПЧ-инфекции и заболеваний шейки матки. Выделены 2 подгруппы: 1 (n=6) – пациенты, у которых проведена ликвидация очага ВПЧ инфекции на шейке матки и затем применен «Аллокин-альфа», 2 (n=8) – «Аллокин-альфа» без ликвидации очага хронической ВПЧ инфекции на шейке матки. 

Для оценки функционального состояния регуляторных лимфоцитов (Treg) определяли уровень экспрессии гена трансформирующего фактора роста бета (TGF-β1)  – основного цитокина-ингибитора, который секретируется Treg , а также уровень экспрессии гена транскрипционного фактора FOXP3 (наиболее специфичного молекулярного маркера Treg) в лимфоцитах периферической крови. 

Уровень экспрессии генов TGF-β1 и FOXP3 определяли методом полимеразной цепной реакции в реальном времени, совмещенной с обратной транскрипцией (Real-Time RT-PCR) [9]. Пробы крови в объеме 3 мл забирали в стерильные пробирки, содержащие антикоагулянт K3EDTA в концентрации 2 мг/мл. Суммарную РНК лимфоцитов выделяли из цельной крови с использованием набора реагентов YellowSolve (Клоноген) в соответствии с протоколом фирмы-изготовителя. Очистку препарата РНК от примесей геномной ДНК осуществляли с помощью ДНазы (Силекс). Процедуру обратной транскрипции проводили с использованием случайных гексапраймеров и MMLV–обратной транскриптазы (Силекс) в амплификаторе «Терцик» (ДНК–технология).

Амплификацию кДНК исследуемых генов, а также анализ продуктов амплификации в режиме реального времени проводили на приборе «iCycler Thermal Cycler» с использованием реакционной смеси с интеркалирующим красителем SYBR Green I (Синтол) и программного обеспечения «iQ5 Optical System Software» версия 2.0 (Bio-Rad). Праймеры к нуклеотидным последовательностям исследуемых генов подобраны с использованием программы Beacon Designer 5.01 (Premier Biosoft). Относительный уровень экспрессии генов TGF-β1 и FOXP3 определяли по уровню мРНК референсного гена GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase). 

Достоверность различий оценивали на основании критерия Уилкоксона-Манна-Уитни при p≤0,05. На рисунках результаты представлены в виде средних с учетом стандартной ошибки среднего (М±m).

Результаты и обсуждение работы. 

При обследовании у 99 пациенток была выявлена ВПЧ–инфекция по результатам ПЦР диагностики. Тип 16 у 69,7% женщин, тип 18 – у 6,1%. тип 33 – у 12,1%, тип 31 – у 7,1%, тип 31+33 – у 2% и тип 74  – у 3% (рис. 1).

Мишенью для воздействия онкогенных типов ВПЧ является зона трансформации шейки матки, где развиваются предраковые изменения. При этом наибольший удельный вес прогрессирования диспластических процессов шейки матки, ассоциированных с ВПЧ–инфекцией, наблюдается при инфицировании вирусом 16, 18, 31 и 33 типов [14]. 

Максимальная распространенность ВПЧ–инфекции у женщин отмечается в возрасте 20–29 лет в обеих группах (рис. 2). Средний возраст пациенток составил 23,4 года (от 18 до 51 года). 

Кроме персистирующей ВПЧ–инфекции важную роль в генезе РШМ играют другие факторы риска: раннее начало половой жизни, наличие большого числа и частая смена половых партнеров, наличие других ИППП и т.д. Возраст начала половой жизни у женщин в группе исследования составил 17,8±2,1 года (рис. 3). Из них 18,2% женщин вступали в половые контакты до 16 лет. В процессе обследования выявлено, что фоновые и предраковые процессы на шейке матки у женщин не имеют четкой клинической симптоматики [3]. При этом основными жалобами больных (n= 99) были зуд (31,5%), жжение в области наружных половых органов (21,8%), умеренные выделения из влагалища (66,4%), отсутствовали жалобы у 11,6% женщин. 

При обследовании на ИППП и неспецифические заболевания инфекционной патологии были выявлены: кандидоз – 14,1% (14), уреаплазмоз – 24,2% (24), микоплазмоз – 6,1% (6), хламидиоз – 11,1% (11), бактериальный вагиноз – 18,2% (18), генитальный герпес – 6,1% (6), трихомониаз – 3% (3), гонорея – 1% (1). На предварительном этапе больным с учетом данных обследования проведена комплексная противовоспалительная терапия (рис. 4).

 На фоне проведения системной противовирусной терапии препаратом «Аллокин–альфа»  в 86,9% случаях ВПЧ-инфекции (n=99) выполнялась деструкция патологических процессов на шейке матки. В 13,1% случаев проводилось только лечение «Аллокином–альфа» с последующим кольпоскопическим, цитологическим и ВПЧ–контролем в динамике на протяжении 1, 3, 6 месяцев. Применялись схемы комплексного лечения заболеваний шейки матки в сочетании с ВПЧ–инфекцией: Схема–1 (Аллокин–альфа+диатермоэксцизия шейки матки); Схема–2 (Аллокин–альфа +криодеструкция шейки матки); Схема–3 (Аллокин–альфа+ обработка солковагином+солкодермом); Схема–4 (Аллокин–альфа+ лазеровапоризация); Схема–5 (Аллокин–альфа без местного лечения шейки матки) (рис. 5).

Вирусная концепция РШМ принципиально изменила подходы к лечению диспластических процессов шейки матки. Выявление вирусной ДНК, его количественное определение, оценка экспрессии белков Е6 и Е7 дает возможность достаточно точного прогноза при лечении диспластических процессов шейки матки. Но при этом, частота рецидивов дисплазий и преинвазивного РШМ только после деструктивных методов лечения составляет 15–26%. [18, 20]. Следовательно, все хирургические методы лечения должны сочетаться с воздействием на иммунный гомеостаз пациента и геном вируса [10, 13].

Наблюдением за больными, получавшими препарат «Аллокин–альфа» в течение 1, 3 месяцев установлено, что у 89,9% отсутствовала ВПЧ–инфекция по данным ПЦР–контроля Клиническое излечение у этих больных отмечалось также по данным цитологического и кольпоскопического исследований. 

В 1 группе (n = 72) у пациентов отмечено отсутствие ВПЧ–инфекции по данным ПЦР–контроля и клиническое излечение по данным цитологического и кольпоскопического исследований в 87,5% случаев (рис. 5). В этой группе применялись схемы–1  (n = 27), cхемы–2 (n = 17), cхемы–3 (n = 8), cхемы–4 (n = 9), cхемы–5  (n = 11). В 12,5% случаях через 3 месяца ВПЧ–инфекция выявлена с помощью ПЦР-контроля на фоне клинического излечения. В  6 случаях  – ВПЧ–инфекция в клинически малозначимых концентрациях  вируса  (менее 3lg на 105 клеток), что  характеризовалось  минимальным риском развития  дисплазии. В остальных (3) случаях – через 6 месяцев ВПЧ инфекция выявлена не была. 

Во 2 группе (n = 27) отсутствие ВПЧ–инфекции отмечено в 92,6% случаев (рис. 5). Результат достигнут применением схемы–1 (n = 15), схемы–2 (n = 6), схемы–4 (n = 4), схемы–5 (n = 2). В 1 случае  – ВПЧ–инфекция диагностирована менее 3lg на 105 клеток, во втором  – ВПЧ–инфекция более 5lg на 105 клеток через 6 месяцев от начала лечения, что потребовало дополнительного лечения. Таким образом, клиническая эффективность комплексного лечения ВПЧ–инфекции с применением «Аллокина–альфа» в сочетании с различными заболеваниями шейки матки у женщин составила 91,9%.  

При изучении функционального состояния Treg-клеток до начала лечения препаратом «Аллокин-альфа» и после лечения было установлено, что для    больных с хронической ВПЧ–инфекцией характерна повышенная функциональная активность Treg-лимфоцитов. Уровень экспрессии TGF-β1 был значительно выше у больных  в сравнении со здоровыми лицами (1,30±0,13 и 1,00±0,08 соответственно, p<0,05). 

Определение уровня экспрессии гена FOXP3 показало, что исходно до начала лечения у больных также отмечается повышенная экспрессия данного маркера по сравнению с контролем (1,25±0,12 и 1,00±0,06, p<0,05), что свидетельствует об активации регуляторных лимфоцитов-супрессоров с фенотипом CD4+FOXP3+. 

Оценка показателей иммунной супрессии после проведенного лечения показала, что динамика уровня экспрессии TGF- β1 и FOXP3 зависила от группы больных: 1 группа (n=6) – пациенты, где была проведена ликвидация очага ВПЧ инфекции и затем «Аллокин-альфа»; 2 группа (n=8) – проведено лечение «Аллокином-альфа» без ликвидации очага хронической ВПЧ инфекции на шейке матки. Схема лечения:  «Аллокин-альфа» по 1мг подкожно через день, трёхкратно.

В целом уровень TGF-β1 и FOXP3 после терапии «Аллокином-альфа» достоверно не отличался от уровня тех же показателей до начала терапии. Но в то же время, можно видеть (рис. 6) снижение уровня TGF-β1 в группе 1 после терапии препаратом «Аллокин-альфа» (1,89±0,20 и 1,48±0,30 соответственно).

Известно, что препарат оказывает стимулирующее воздействие на активность  NK–клеток, усиливая синтез интерферонов при генитальном герпесе [1]. Возможно, таков механизм действия препарата «Алллокин–альфа» на неспецифический иммунитет, что делает его схожим с рядом других препаратов, оказывающих общий противовирусный эффект. Более интересным представляется вопрос о возможном влиянии препарата на специфический  иммунитет. Наши результаты показали, что исходно, до начала применения аллокина-альфа, носители хронической ВПЧ–инфекции характеризуются своеобразным состоянием иммунной супрессии, которая не позволяет эффективно подавлять репликацию вируса. Это состояние обеспечивается субпопуляциями специфических к антигену регуляторных лимфоцитов-супрессоров, которые подавляют развитие иммунного ответа на вирус папилломы, в том числе выделяя цитокины-ингибиторы. Препарат «Аллокин–альфа» может оказывать влияние  на регуляторные клетки опосредованно через цитокиновую сеть, нарушая баланс в сторону усиления синтеза цитокинов–стимуляторов клеточного иммунитета. Такую тенденцию к снижению уровня экспрессии супрессорного цитокина TGF-β1 мы отмечаем для больных в группе 1. Во второй группе заметных изменений в уровне экспрессии TGF-β1 и FOXP3 не отмечено, но в этой группе не проводилось одновременно с применением «Аллокина-альфа» дополнительное лечение шейки матки с помощью различных инвазивных методов.

Таким образом, наши результаты показали, что у больных с хронической ВПЧ инфекцией устанавливается определенный уровень иммунной супрессии, который не позволяет эффективно подавлять размножение вируса, что проявляется в повышенной экспрессии молекулярных маркеров регуляторных лимфоцитов-супрессоров. Применение препарата «Аллокин-альфа» вызывает снижение экспрессии гена цитокина-ингибитора в группе 1, что позволяет предполагать, что «Аллокин-альфа» может быть использован для иммунной модуляции на уровне регуляторных лимфоцитов с целью усиления противовирусного иммунного ответа, для чего необходимо проводить дальнейшие исследования по поиску оптимальных доз и схем применения препарата.

Результаты комплексного лечения заболеваний шейки матки с применением «Аллокина-альфа» показали, что противовирусное лечение должно проводиться обязательно, так как персистенция ВПЧ–инфекции является ключевым фактором развития заболевания. В то же время  клиническая эффективность применения препарата значительно повышается при комплексном подходе к лечению больных и сочетании противовирусного влияния аллокина-альфа с традиционными методами лечения заболеваний шейки матки. 
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Рис.  Уровень экспрессии генов TGF-β1 и FOXP3 в лимфоцитах периферической крови у пациентов с ВПЧ инфекцией до и после лечения «Аллокином-альфа».
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Группа 1 — пациенты с ликвидацией очага ВПЧ-инфекции + Аллокин-альфа; Группа 2 — пациенты без ликвидации очага ВЧП-инфекции + Аллокин-альфа


