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Резюме
К прогрессии злокачественных изменений могут приводить сбои в апоптотической программе. процесс апоптоза может 
идти по двум путям-внутреннему и внешнему.  Оба этих пути являются каспаз-зависимыми. Повреждение ДНК при 
проникновении ВПЧ запускает каскад каспазных реакций. При формировании лейкоплакии шейки матки, дисплазии 1 
степени или дисплазии 2 степени на фоне ПВИ происходит нарушение апоптотической программы.
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Summary 
The failures of apoptotic program can lead to progression of malignant changes. The process of apoptosis may go by to ways 
– internal and external. Both of these paths are caspase-dependent. The DNA damage starts the cascade of caspase reaction 
during the HPV invasion. The violation of apoptotic program appears during the leukoplakia forming  in the cervix, the 1st grade 
dysplasia or the 2nd grade dysplasia during PVI
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Введение
Апоптоз представляет собой особую, генетически за-

программированную, форму гибели клетки и является необ-
ходимым условием нормального существования организма 
[1, 2, 3, 4, 5]. Назначение этого процесса состоит в поддер-
жании постоянства численности клеток, обеспечении пра-
вильного соотношения клеток различных типов и удалении 
генетически дефектных клеток [6, 7, 8, 9]. Структурная це-
лостность биологических мембран в ходе апоптоза не нару-
шается, что предупреждает выход содержимого цитоплазмы 
(в том числе лизосомальных ферментов) во внеклеточную 
среду [10, 11, 12] и развитие воспалительного процесса [13, 
14]. В организмах многоклеточных процесс апоптоза уча-
ствует в дифференцировке и морфогенезе [15, 16, 17]. При 
благоприятном течении патологии возможна гибель повреж-
денных клеток вследствие активации рецептор-зависимой 
программированной гибели клеток [21, 22], чтобы не дать 
вирусу возможность дальнейшего распространения. Исходя 
из этого, некоторые типы вирусов, например ВПЧ, получают  
возможность внедрения в нормально текущий процесс и спо-
собность нарушать и предотвращать апоптоз [21, 22]. Сбои 
в апоптотической программе могут приводить к прогрессии 

злокачественных изменений. Клетки с нарушенным апопто-
зом перестают реагировать на сигналы иммунной системы, 
продолжая свою пролиферацию [17, 21].

Нормальный процесс апоптотической гибели клетки, как 
правило, происходит без макроскопических признаков, струк-
турных и функциональных дефектов ткани [15, 16, 17]. Одним 
из триггеров для апоптоза является внедрение вируса папил-
ломы человека [3, 18,19] - ведущего этиологического фактора 
возникновения рака шейки матки [9, 13]. Современный этап 
развития медицины характеризуется изучением механизмов 
возникновения изменений при апоптозе на молекулярном 
уровне [14, 18]. Однако до конца не определены аспекты вза-
имосвязей между нарушением апоптотической программы и 
возникновением изменений, приводящих к атипии [19, 20, 21]. 
Исходя из вышесказанного целью работы явилось изучение 
патогенетических аспектов апоптотических изменений, по 
средствам оценки уровня каспазы 3 и каспазы 9 при ВПЧ – ас-
социированных патологиях шейки матки.

Материалы и методы 
В работе с пациентками соблюдались этические 

принципы, предъявляемые Хельсинкской декларацией 
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ВМА «Этические принципы научных и медицинских 
исследований с участием человека» (с поправками 2008 
г.), «Правилами клинической практики в Российской 
Федерации» (Приказ Министерства здравоохранения 
и социального развития РФ № 266 от 19.06.2003), На-
циональным стандартом РФ «Надлежащая клиническая 
практика» (2005).

В исследовании приняли участие ВПЧ - положи-
тельные пациентки фертильного возраста с гистологиче-
ски подтвержденными диагнозами: лейкоплакия шейки 
матки, дисплазия 1 степени или дисплазия 2 степени. К 
моменту начала исследования пациентки были пролече-
ны от инфекций, передаваемых половым путем. Так же, 
пациентки 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 
с положительным тестом на беременность, с тяжелой 
соматической патологией, принимавшие лекарствен-
ные препараты, влияющие на исследуемые показате-
ли и не имеющие возможности следовать условиям 
протокола.

В исследовании приняли участие 175 женщин фер-
тильного возраста от 18 до 45 лет:  I группу составили 60 
пациенток с лейкоплакией шейки матки, ассоциирован-
ной с вирусом папилломы человека;

II группу - 40 женщин с дисплазией 1 степени, ассо-
циированной с вирусом папилломы человека;

III группу - 35 пациенток с дисплазией 2 степени, 
ассоциированной с ВПЧ.   Группа контроля представлена 
40 здоровыми женщинами, которые обратились для про-
филактического осмотра. 

Внутри групп исследования пациентки не разли-
чались между собой по основным параметрам: росту, 
весу, индексу массы тела, что позволило объединить их 
для анализа согласно цели исследования, считая выборку 
однородной.

Распределение исследуемых по возрасту представ-
лено в таблице 1   

Сравнительный анализ возраста в исследуемых 
группах выявил преобладание возрастного интервала 41 
- 45 лет, что свидетельствует о длительной персистенции 
вируса в эпителии шейки матки с начала половой жизни 
до появления клинических изменений. В ходе исследова-
ния определено, что чем старше возраст пациентки, тем 
чаще диагностировалась более тяжелая форма патологии 
цервикальной зоны.

Средний возраст пациенток в I группе составил 

20,6±3,45 лет, во II группе  26,3 ± 4,75 лет и в III груп-
пе, соответственно, 32,4 ±3,5  лет, а в группе контроля 
средний возраст в составил 24,4±2,65 лет. Таким образом, 
ВПЧ-ассоциированные патологии шейки матки наиболее 
часто встречались среди молодых женщин. 

Клинико-лабораторный этап исследования вклю-
чал в себя проведение кольпоскопии, цитологического и 
гистологического обследования. Также было проведено  
ВПЧ - типирование и определение уровня каспазы 3 и 
каспазы 9 методом ИФА.

После анализа цитологического заключения, резуль-
татов расширенной кольпоскопии и определения наличия 
ВПЧ была проведена прицельная мультифокусная биоп-
сия шейки матки (МБШМ).

 Материал забирался из наиболее подозрительных 
участков шейки матки по результатом расширенной коль-
поскопии. Исследовались биоптаты пораженных участ-
ков шейки матки, по завершении гистологического ме-
тода исследования полученные образцы оценивались по 
классификации ВОЗ от 2014 года.

В исследование были включены пациентки с гисто-
логически подтвержденными результатами лейкоплакия, 
дисплазия 1 и 2 степеней.

С целью изучения патофизиологических процессов, 
происходящих в структуре эпителия шейки матки под дей-
ствием вируса папилломы человека,  проводилось опреде-
ление уровня каспазы 1, каспазы 3 и каспазы 9. Учитывая 
отсутствие параметров нормы для данных показателей, 
были исследованы женщины группы контроля, обратив-
шиеся для профилактического осмотра, не имеющие ати-
пических изменений на шейке матки, с цитологическим 
заключением « норма» и ВПЧ отрицательные.

Содержание каспазы 1,  каспазы 3 и каспазы 9 опре-
деляли по средствам ИФА - диагностики. Для этого по-
лученный материал из цервикального канала с помощью 
урогенитального одноразового стерильного зонда (тип D 
«Цитощетка»)  помещали в фосфатно-солевой буферный 
раствор и доставляли в лабораторию для дальнейшей об-
работки. Для определения уровня исследуемых каспаз 
использовался набор реагентов компании Cloud.Clone 
corp., предназначенный  для количественного определе-
ния  CASP3 и CASP9 сэндвич-методом ИФА в гомогена-
тах тканей, клеточных лизатах, супернатантах клеточных 
культур и других биологических жидкостях человека. 
Все реагенты хранились в соответствии с маркировкой 
на флаконах.

Оценку статистических показателей проводили с 
использованием методов оценки и с применением про-
граммы «STATISTICA» 6.0. Также в ходе обработки 

Таблица 1. Распределение обследуемых пациенток по возрасту
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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 обсуждение
В ходе исследования установлено, что в сформиро-

ванных группах определялось сочетание нескольких вы-
сокоонкогенных типов ВПЧ, иногда в сочетании с низко-
онкогенными (рисунок 1).

Кроме этого была проведена оценка вирусной на-

грузки 16,18, 31,33 и 51 типов ВПЧ   (таблица 2).
В таблице 2  отображена вирусная нагрузка у наибо-

лее часто встречающихся типов ВПЧ, исходя из которой 
( анализируя полученные результаты) можно сделать вы-
вод, что в развитии патологических процессов на шейке 
матки с возможным дальнейшим развитием онкологиче-
ской патологии цервикальной зоны принимают участие 
высокоонкогенные типы ВПЧ. При этом очевидно, что 
прогрессирование данного процесса требует сочетание 
нескольких типов и  высокая вирусная нагрузка. Анализ 
полученных данных  о наиболее распространенных ти-
пах ВПЧ по Пензенской области соотносится с данными 

Таблица 3. Результаты гистологического исследования

Таблица 4. Уровень каспазы 1 в исследуемых группах

Рисунок 1 Частота встречаемости ВПЧ высокого и низкого канцерогенного риска в исследуемых группах, %

Таблица 2. Распределение вирусной нагрузки при наиболее частовстречающихся типах вируса
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исследований по другим регионам РФ [17, 18].
Всем пациенткам из I, II, III групп было проведено 

гистологическое исследование, на основании которого 
были сформированы группы исследованя(таблица  3).

Следующим этапом работы была оценка выражен-
ности нарушений процесса апоптоза при изменениях 
цервикальной зоны под действием вируса папилломы че-
ловека посредством оценки уровня каспазы 1, каспазы 3 
и каспазы 9.

Ввиду отсутствия нормальных значений для каспа-
зы 1, каспазы 3 и каспазы 9, за показатели нормы были 
приняты результаты группы контроля. 

При определении уровня каспазы 1 в группах иссле-
дования были получены следующие результаты (таблица 4).

При определении уровня каспазы 1 в группе контро-
ля и в группах исследования полученные результаты на-
ходились на пределе чувствительности метода, что сви-
детельствует об отсутствии  воспалительной реакции в 
эпителии шейки матки, индуцированной ВПЧ, так как ка-
спаза 1 играет центральную роль в клеточном иммуните-
те [11, 12, 14, 17] в качестве инициатора воспалительного 
ответа. При активации данной каспазы 1 посредством об-
разования комплекса воспаления она инициирует провос-
палительный ответ через расщепление и, таким образом, 

активацию двух воспалительных цитокинов, интерлейки-
на 1β и интерлейкина 18 , а также пироптоза, запрограм-
мированного литического пути смерти клетки [11, 14, 
21]. После чего, происходит выход цитокинов из клетки, 
чтобы дополнительно индуцировать воспалительный от-
вет в соседних клетках [14].  

Следующим этапом было определение уровня 
каспазы 9. По средствам ИФА диагностики были по-
лучены значения, которые коррелируют с прогресси-
ей ПВИ в эпителиальных клетках цервикальной зоны 
(таблица 5).

Как видно из таблицы 5 в группах исследования 
активность каспазы 9 была выше относительно уровня 
контроля и увеличивалась по мере прогрессии патоло-
гии шейки матки на фоне вирусной инфекции. Данные 
результаты подтверждают становление апоптоз-рези-
стентного процесса в клетках [9, 11, 12, 21], поражен-
ных вирусом папилломы человека, обусловленного 
активацией каспазных генов в измененных участках 
цервикальной зоны.

Нарушение процесса програмированной гибели 
клетки является основным при формировании атипиче-
ских изменений [13, 19, 20]. Основными ферментами, 
которые участвуют в апоптозе являются каспазы. Они 

Таблица 5. Значения каспазы 9 в группах исследования

Примечание:  Оценка статистической достоверности изменений активности каспазы 9 проводилась в соот-
ветствии 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).

Таблица 6. Значения каспазы 3 в группах исследования

Примечание:  Оценка статистической достоверности изменений активности каспазы 9 проводилась в соот-
ветствии 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).

Таблица 7. Доверительные интервалы для групп исследования
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подразделяются на инициаторные и эффекторные [16, 
21, 22]. Запуск инициаторных каспаз, к которым от-
носится 9 каспаза, происходит в составе макромоле-
кулярных белковых комплексом. Их формирование 
осуществляется в клетке в ответ на внешние или вну-
тренние триггеры, например повреждения ДНК при 
проникновении ВПЧ [21, 23, 24].  То есть, первона-
чально в  клетках каспаза 9 присутствуют в форме 
неактивных мономерных предшественников [16], для 
активации которых требуется расщепление проэнзи-
ма и последующая димеризация. Осуществление этих 
реакций возможно при последовательной активации 
друг другом каспаз [24, 25].

Активация каспазы 9 происходит при митохондри-
альном сигнальном пути за счет выхода апоптотических 
белков в цитоплазму через высокопроникаемые каналы 
на внешней поверхности митохондрий [21, 26]. После 
чего в цитоплазме клетки оказывается цитохром С, ко-
торый связывается с фактором, индуцирующим апоптоз 
, и обеспечивает доступность домена для связывания 
предшественника каспазы 9- прокаспазы 9 [23, 24].  В 
составе образовавшегося комплекса происходит ауто-
протеолиз и последующая активация каспазы 9. Клетки, 
лишенные цитохрома с, не способны активировать ка-
спазы после индукции апоптоза по митохондриальному 
пути, то есть дальше возможен только внешний путь ак-
тивации [26, 27].

Таким образом, по мере прогрессирования ВПЧ-
ассоциированной патологии шейки матки имеет место 
увеличение уровня инициаторной каспазы 9. Это гово-
рит, о том, что процесс апоптоза при лейкоплакии шей-
ки матки, дисплазии 1 степени или дисплазии 2 степени 
при внедрении ПВИ осуществляется за счет внутренно-
го митохондриального пути.

После определении уровня инициаторной каспа-
зы 9, был определен уровень эффекторной каспазы 3 в 
группах исследования ( таблица 6).

Каспаза 3 первоначально находится в неактивном 
состоянии, для выхода их которого нужно протеолити-
ческое расщепление по остаткам аспартатов (это осу-
ществляют каспазы 8 и 9) [14, 21, 28]. Внешний путь 
(рецепторный) активируется при связывании лиганда 
с рецептором смерти на поверхности клетки. Активи-
рованные рецепторы взаимодействуют с соответству-
ющими внутриклеточными адаптерами [17, 21]. Это 
инициирует путь, который приводит к активации каспаз 
с помощью мембранных белков-посредников. При об-
разовании  комплекса лиганд-рецептор-адаптер [24, 27], 
он вступает во взаимодействие с эффекторами — про-
каспазами.  Таким образом формируются агрегаты, в 
которых происходит активация каспаз, — апоптосомы 
или сигнальные комплексы, индуцирующие смерть [16, 
21, 25]. После чего запускается молекулярный каскад, 
финальным этапом которого становится акитвация 
эффекторной каспазы 3. По мере прогрессии ВПЧ-
ассоцированной патологии шейки матки определяется 
повышение уровня эффекторной каспазы 3, что свиде-
тельствует об активации апоптотической программы по 

внешнему пути.
 Таким образом, уровень экспрессии каспазы 3 и ка-

спазы 9 участвующих в апоптозе дает возможность рассмо-
треть их использование в качестве молекулярных маркеров.

Следующим этапом работы были определены 
доверительные интервалы внутри каждой группы 
(таблица 7).

Изучение апоптоза характеризуется описанием 
молекулярных маркеров, вовлеченных в клеточную 
гибель: индукторов, рецепторов, посредников, эффек-
торов. На данный момент открыты десятки молекул, 
участвующих в апоптозе, но функции многих из них из-
учены недостаточно.

В организмах многоклеточных процесс апоптоза 
участвует в дифференцировке и морфогенезе [16, 19, 
21]. Процесс программированной гибели клеток являет-
ся основным для избавления от дефектных клеток [17, 
19, 20]. При благоприятном течении патологии возмож-
на гибель поврежденных клеток вследствие активации 
рецептор-зависимой программированной гибели клеток 
[21, 22], чтобы не дать вирусу возможность дальнейше-
го распространения. Исходя из этого, некоторые типы 
вирусов, например ВПЧ, получают  возможность вне-
дрения в нормально текущий процесс и способность на-
рушать и предотвращать апоптоз [21, 22].

Сбои в апоптотической программе могут приводить 
к прогрессии злокачественных изменений. Клетки с нару-
шенным апоптозом перестают реагировать на сигналы им-
мунной системы, продолжая свою пролиферацию [17, 21]. 
Сам процесс апоптоза может идти по двум путям-внутрен-
нему и внешнему.  Оба этих пути являются каспаз-зависи-
мыми [16, 18, 23]. Одним из ключевых звеньев внутренне-
го, митохондриального, пути является каспаза 9, которую 
активируют ее предшественники после повреждения ДНК 
клетки [14, 15, 16].  Эффекторная каспаза 3 сначала нахо-
дится в клетке в неактивном состоянии, и для ее актива-
ции необходим триггер, например, внедрение ПВИ и его 
распространение. Пусковым моментом к таким преобра-
зованиям является повреждение ДНК при проникновении 
ВПЧ, которая в свою очередь запускает каскад каспазных 
реакций [20-22]. Сам каспаз-зависимый путь апоптоза мо-
жет быть митохондриальным или рецепторным, но всегда 
его итоговой точкой будет активация каспазы 3. Данная ка-
спаза 3 относится к апоптотическим каспазам и является 
эффекторной [14, 16, 19], которая в свою очередь запускает 
процесс протеолиза более 70 жизненно важных для функ-
ционирования клетки белковых субстратов, что в конеч-
ном итоге приводит к деградации ДНК, гибели поражен-
ной  клетки и формированию «апоптотических телец» [14, 
17, 21, 22], которые фагоцитируются различными пулами 
лимфоцитов. Апоптоз является ключевым механизмом 
иммунорегуляции, а его нарушения имеют патогенетиче-
скую значимость в развитии многих заболеваний.  Степень 
выраженности активности каспазы 3 и каспазы 9 варьиру-
ется в зависимости от диагностированной ВПЧ-зависимой 
патологии шейки матки [14, 16, 22]. В ходе проведенного 
исследования были определены доверительные интервалы 
каспазы 3 и каспазы 9 для ВПЧ-ассоцированных лейкопла-
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кии шейки матки, дисплазии 1 степени или дисплазии 2 
степени. 

Таким образом, при формировании лейкоплакии шей-
ки матки, дисплазии 1 степени или дисплазии 2 степени на 
фоне ПВИ происходит нарушение апоптотической програм-
мы. Результаты определения каспазы 3 и каспазы 9 показали 
различные значения с группой контроля в уровне экспрес-
сии маркера апоптоза в эпителии шейки матки по мере про-
грессирования ВПЧ -  ассоциированной патологии.■
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