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Clinical significance of apoptosis markers in diagnostics of severity of the 
cervical pattern

Резюме
За последние 10 лет отмечается рост патологий шейки матки, ассоциированных с папилломавирусной инфекцией 
(ПВИ), с нередким исходом в атипию. Поэтому рак шейки матки  (рШМ) продолжает оставаться одним из лидеров 
онкопатологий. Поиск эффективных маркеров для максимальной ранней диагностики является основным столбом 
современной медицины. На сегодняшний день определено, что запуск апоптотических процессов происходит при вли-
янии вируса папилломы человека (ВПЧ)  на структуру клетки. Имеется много исследований патологических процессов 
на молекулярном уровне, но до конца не определены аспекты связи между нарушением апоптотической программы 
и прогрессией изменений, приводящих к атипии. данный процесс является многоэтапным и для определения роли 
апоптоза при ВПЧ-ассоциированных патологий шейки матки, таких как лейкоплакия, дисплазия 1 степени и дисплазия 2 
степени, определены уровни апоптотических каспаз, играющих основную роль в каскаде реакций. В ходе исследования 
установлено, что оценка состояния цервикса посредством определения уровня апоптотической каспазы 3 и каспазы 9 у 
ВПЧ - положительных пациенток является прогностическим и диагностическим критерием оценки тяжести выявленной 
патологии. так же при данном исследовании впервые определены показатели нормального уровня каспазы 3 и каспазы 9
Ключевые слова:  лейкоплакия шейки матки, дисплазия 1 степени, дисплазия 2 степени, вирус папилломы человека, 
апоптоз, каспаза 3, каспаза 9, типирование, цитология, иммунитет

Summary 
Over the past 10 years, there has been an increase in cervical pathologies associated with human papillomavirus infection (PVI), 
with a frequent outcome in atypia. Therefore, cervical cancer (cervical cancer) continues to be one of the leaders in cancer 
pathologies. The search for effective markers for maximum early diagnosis is the main pillar of modern medicine. To date, it has 
been determined that the start of apoptotic processes occurs when the human papillomavirus (HPV) affects the cell structure. 
There are many studies of pathological processes at the molecular level, but aspects of the relationship between the disruption 
of the apoptotic program and the progression of changes leading to atypia are not fully defined. This process is multi-stage and 
to determine the role of apoptosis in HPV-associated cervical pathologies, such as leukoplakia, grade 1 dysplasia and grade 2 
dysplasia, the levels of apoptotic caspases that play a major role in the cascade of reactions have been determined. The study 
found that assessing the state of cervix by determining the level of apoptotic caspase 3 and caspase 9 in HPV-positive patients 
is a prognostic and diagnostic criterion for assessing the severity of the identified pathology. Also in this study, for the first 
time, indicators of the normal level of caspase 3 and caspase 9 were determined.
Key words: cervical leukoplakia, grade 1 dysplasia, grade 2 dysplasia, human papillomavirus, apoptosis, caspase 3, caspase 
9, typing, Cytology, immunity.
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Введение
Отличительной чертой рака шейки матки является 

наличие вируса папилломы человека - главного этиоло-
гического фактора [1- 4], который поражает клетки ба-
зального слоя цервикальной зоны [5, 6]. При внедрении 
данного вируса в геном кератиноцитов происходит дис-
баланс в пролиферативных процессах [6] и, как след-

ствие, в дифференцировке клеток, тем самым стимули-
руется злокачественная трансформация клеток [ 7, 8, 9]. 

Современный этап развития медицины характе-
ризуется изучением механизмов возникновения пато-
логических процессов на молекулярном уровне [10]. В 
частности, активно исследуется феномен апоптоза – за-
программированной клеточной гибели [6, 9, 10]. Таким 
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образом, развитие патологических изменений в цервиксе 
под воздействием вируса папилломы человека сопрово-
ждается нарушением индукции механизмов апоптоза [7, 
8], где основную роль играют ферменты, которые функ-
ционально связаны с кластерами дифференцировки [5, 
6]. Главным инициаторами и эффекторами программиро-
ванной гибели клетки являются каспазы [6, 7]. Процесс 
программированной гибели клетки может идти по двум 
путям: внешнему и внутреннему. Одним из ключевых 
звеньев внутреннего, митохондриального, пути является 
каспаза 9, которую активируют ее предшественники, по-
сле повреждения ДНК клетки [2, 6, 8]. Активация внеш-
него, рецепторного, пути происходит при взаимодей-
ствии рецепторов смерти на поверхности поврежденной 
клетки [10]. Нарушение взаимодействий на любом этапе 
апоптоза [7, 8] может приводить к различным послед-
ствиям: от нарушения элиминационных возможностей 
до прогрессирования в атипию [4, 8, 9]. 

Соответственно, целью данного исследования яви-
лась оценка значений маркеров апоптоза при течении 
ВПЧ -ассоциированных патологий шейки матки.

Материалы и методы
В работе с пациентками соблюдались этические 

принципы, предъявляемые Хельсинкской декларацией 
«Этические принципы научных и медицинских исследо-
ваний с участием человека» (с поправками 2008 г.), «Пра-
вилами клинической практики в Российской Федерации» 
(Приказ Министерства здравоохранения и социального 
развития РФ № 266 от 19.06.2003), Национальным стан-
дартом 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 лекарственные 
препараты, влияющие на исследуемые показатели 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 жен-
щин с дисплазией 1 степени, ассоциированной с вирусом 
папилломы человека; III группу - 35 пациенток с диспла-
зией 2 степени, ассоциированной с ВПЧ. Группа контро-
ля представлена 40 здоровыми женщинами, средний воз-
раст в данной группе составил 32,4±2,65 лет. 

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 исследо-
вания определено, что чем старше возраст пациентки, 
тем чаще диагностировалась более тяжелая форма пато-
логии цервикальной зоны. Средний возраст пациенток в 
1 группе составил 20,6±3,45 лет, во 2группе 26,3 ± 4,75 
лет и в 3 группе, соответственно, 32,4 ±3,5 лет. Таким об-
разом, ВПЧ-ассоциированные патологии шейки матки 
наиболее часто встречались среди молодых женщин, что 
сопоставимо с проведенными ранее исследованиями[3, 
5, 6]. 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. Клинико-лабораторный этап исследования 
включал в себя проведение кольпоскопии, цитологиче-
ского и гистологического обследования. Также было про-
ведено ВПЧ - типирование и определение уровня каспазы 
3 и каспазы 9 методом иммуннофлуоресцентного анализа 
( ИФА).

Для проведения кольпоскопического обследования 
пациенток использовался кольпоскоп «Олимпус-500», 
который обеспечивал 15 – 30- кратное увеличение. 
При оценке кольпоскопических картин использовалась 
Международная классификация кольпоскопических тер-
минов, принятая с учетом изменений 2011 года в Рио-
де-Жанейро. Для унификации полученных результатов 
рассчитывался клинико-кольпоскопический индекс по 
методике Shafi M., Nazeer S. [Colposcopy.Apracticalquide, 
2006] и модифицированный кольпоскопический индекс 
Рейда. При проведении цитологии использовалась одно-
разовая цервикальная щеточка «Cervix-brush», позволя-
ющая произвести взятие клеточного материала с эндо-
цервикса, а также с зоны трансформации. Обязательным 
критерием для включения в исследование было получе-
ние «удовлетворительного» типа мазка. Классификацию 
полученных результатов проводили в соответствии с Тер-
минологической системой Бетесда (2001).

Для проведения ВПЧ-типирования в режиме реаль-
ного времени взятие биологического материала (соскоб 
эпителиальных клеток из зоны трансформации) проводи-
лось в пробирки с физиологическим раствором. Ампли-
фикация осуществлялась в режиме «реального времени» 
на приборе «ДТ-964» («ДНК-Технология», Россия).

После анализа цитологического заключения, ре-
зультатов 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. Важным усло-
вием было получение достаточно большого (около 3-5 
мм в ширину и 6 мм в глубину) биоптата. Зону биопсии 
документировали, материал маркировали и отправляли 
на гистологическое исследование. По завершении гисто-
логического метода исследования полученные образцы 
оценивались по классификации Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ) от 2014 года. В исследование 
были включены пациентки с гистологически подтверж-
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денными результатами лейкоплакия, дисплазия 1 и 2.
С целью изучения патофизиологических процес-

сов, 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, обратив-
шиеся для профилактического осмотра, не имеющие ати-
пических изменений на шейке матки, с цитологическим 
заключением « норма» и ВПЧ отрицательные.

Содержание каспазы 3 и каспазы 9 определяли по 
средствам ИФА - диагностики. Для определения уровня 
каспазы 3 и каспазы 9 использовался набор реагентов 
компании Cloud.Clonecorp., предназначенный для коли-
чественного определения CASP3 и CASP9 сэндвич-мето-
дом ИФА в гомогенатах тканей, клеточных лизатах, су-
пернатантах клеточных культур и других биологических 
жидкостях человека. Все реагенты хранились в соответ-
ствии с маркировкой на флаконах.

Оценку статистических показателей проводили с 
использованием методов оценки и с применением про-
граммы «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 обсуждение
Первым этапом обследования пациенток стало ци-

тологическое исследование (таблица 1).
Подавляющее большинство женщин (57,8%) в 

трехгруппах имели нормальные цитологические мазки. 
Очевидно, что специфичность и чувствительность ци-
тологического метода исследования показали невысокие 
результаты, так как данные этого исследования имели 
значительные расхождения с последующими гистологи-
ческими заключениями. 

В ходе работы одним из рутинных клинических ме-
тодов, который позволил определить размер и степень 
поражения эпителия шейки матки, явилась расширенная 
кольпоскопия. У всех пациенток из трех групп исследо-
вания кольпоскопические изменения соответствовали 
аномальной КПС. Причем в группе как с лейкоплакией 
шейки матки, так и с дисплазией 1 и 2 степени были опре-
делены изменения, характерные для CINII-III (таблица 2).

При анализе данных кольпоскопического исследо-
вания 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 субъек-
тивным методам исследования, обладая чувствитель-
ностью 80 % и специфичностью 60 % [19,20] не всегда 
позволяет оценить степень поражения эпителия, но по-
могает определить участки для проведения прицельной 
мультифокусной биопсии.

Всем пациенткам было предусмотрено проведение 
ВПЧ типирования методом полимеразной цепной реак-

ции (ПЦР). В ходе исследования установлено, что у всех 
пациенток в группах определялось сочетание нескольких 
высокоонкогенных типов ВПЧ, иногда в сочетании с низ-
коонкогенными (рисунок 1).

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

Анализ полученных результатов позволяет сделать 
вывод, что в развитии патологических процессов на шей-
ке матки с возможным дальнейшим развитием онколо-
гической патологии цервикальной зоны принимают уча-
стие высокоонкогенные типы ВПЧ (16,18,31,33,51). При 
этом очевидно, что прогрессирование данного процесса 
требует сочетание нескольких типов и преобладание вы-
сокой вирусной нагрузки. Полученный анализ данных о 
наиболее распространенных типах ВПЧ по Пензенской 
области соотносится с данными исследований по другим 
регионам РФ 

Следующим этапом работы было проведение муль-
тифокусной биопсии шейки матки (МБШМ). Учитывая 
высокую чувствительность и специфичность гистологиче-
ского 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 относится к инвазивно-
му вмешательству, травмирующему шейку матки, порой 
требующему анестезии и завершающемуся длительным 
периодом заживления тканей.

Следующим этапом работы была оценка выражен-
ности нарушений процесса апоптоза при изменениях 
цервикальной зоны под действием вируса папилломы че-
ловека посредством оценки уровня каспазы 3 и каспазы 
9. При определении уровня исследуемых каспазы 3 и ка-
спазы 9 были получены значения, которые коррелируют 
с прогрессией ПВИ в эпителиальных клетках цервикаль-
ной зоны.

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

В каждой группе исследования были получены зна-
чения каспазы 3 и каспазы 9 и рассчитаны доверитальные 
интервалы внутри каждой группы (таблица 7).

В группах исследования активность каспазы 3 и ка-
спазы 9 была выше относительно уровня контроля и уве-
личивалась по мере прогрессии патологии шейки матки 
на фоне вируса. Это объясняется тем, что первоначаль-
но в клетках каспазы присутствуют в форме неактивных 
мономерных предшественников, для активации которых 
требуются расщепление проэнзима [4, 9] и последую-
щаядимеризация [9, 10]. Осуществление этих реакций 
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Таблица 1. Результаты цитологического исследования

Таблица 2. Интерпретация результатов кольпоскопического исследования

Таблица 3. Интерпретация кольпоскопических результатов по баллам кольпоскопических признаков

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

Таблица 4. Распределение вирусной нагрузки наиболее часто встречающихся типах вируса

Таблица 5.  Результаты гистологического исследования

Таблица 6. Значения каспазы 3 и каспазы 9 в группах исследования

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 ка-

спазы достоверно отличается от группы иммунологического «контроля» (различия полагаются
 достоверными с р<0,05). 
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возможно при последовательной активации каспаз друг 
другом. Пусковым моментом к таким преобразованиям 
является повреждение ДНК при проникновении ВПЧ, 
которая в свою очередь запускает каспазный каскад [4, 
6]. Сигнальный путь апоптоза может реализоваться по 
внешнему и по внутреннему путям. Одним из главных 
этапов внутренного, митохондриального, пути является 
каспаза 9. 

Как видно из таблицы 7, по мере прогрессии патоло-
гии шейки матки на фоне ПВИ имеет место рост данной 
каспазы, что говорит об активации внутренного пути апоп-
тоза. Тем не менее вне зависимости от направления каскада 
реакций его финальной эффекторнойкаспазой является ка-
спаза - 3. Значение данной каспазы в группах исследования 
было выше относительно группы контроля и повышалось 
по мере прогрессирования ВПЧ - ассоциированной добро-
качественной патологии шейки матки. Механизмы, при ко-
торых происходит формирование ВПЧ-ассоциированных 
патологий шейки матки, таких как лейкоплакия, дисплазия 
1 степени или дисплазия 2 степени, могут быть рассмотре-
ны как экспрессия уровня эффекторнойкаспазы 3 и каспазы 
9. Результаты определения апоптотических каспаз показали 
различные значения в уровне экспрессии маркера апоптоза 
в эпителии шейки матки по мере прогрессирования ВПЧ - 
ассоциированной патологии.

В организмах многоклеточных процесс апоптоза уча-
ствует в дифференцировке и морфогенезе [6, 8]. Процесс 
программированной гибели клеток является основным 
для избавления от дефектных клеток [7, 8]. Сбои в апопто-
тической программе могут приводить к прогрессии злока-
чественных изменений. Клетки с нарушенным апоптозом 
перестают реагировать на сигналы иммунной системы, 
продолжая свою пролиферацию [7]. Сам процесс апоптоза 
может идти по двум путям-внутреннему и внешнему. Оба 
этих пути являются каспаз-зависимыми [6, 8, 10]. Одним из 
ключевых звеньев внутреннего, митохондриального, пути 
является каспаза 9, которую активируют ее предшествен-
ники после повреждения ДНК клетки [4, 5, 6]. Эффектор-
ная каспаза 3 сначала находится в клетке в неактивном со-
стоянии, и для ее активации необходим триггер, например, 
внедрение ПВИ и его распространение. Пусковым момен-

том к таким преобразованиям является повреждение ДНК 
при проникновении ВПЧ, которая в свою очередь запуска-
ет каскад каспазных реакций [3-7]. Каспаза 3 относится к 
апоптотическимкаспазам и является эффекторной [4, 6, 8], 
которая в свою очередь запускает процесс протеолиза более 
70 жизненно важных для функционирования клетки бел-
ковых субстратов, что в конечном итоге приводит к дегра-
дации ДНК, гибели пораженной  клетки и формированию 
«апоптотических телец» [4, 7], которые фагоцитируются 
различными пулами лимфоцитов. Апоптоз является клю-
чевым механизмом иммунорегуляции, а его нарушения 
имеют патогенетическую значимость в развитии многих за-
болеваний.  Степень выраженности активности каспазы 3 и 
каспазы 9 варьируется в зависимости от диагностированной 
ВПЧ-зависимой патологии шейки матки [4, 6]. В ходе про-
веденного исследования были определены доверительные 
интервалы каспазы 3 и каспазы 9 для ВПЧ-ассоцированных 
лейкоплакии шейки матки, дисплазии 1 степени или диспла-
зии 2 степени. Определение уровня каспаз производилось 
посредствам ИФА - диагностики с забором материала из 
цервикального канала c помощью цитощетки. Данный метод 
диагностики является малоинвазивным и менее дорогостоя-
щим. Результаты определения уровня каспазы 3 и каспазы 9 
совпали с результатами гистологического заключения. 

Заключение
Таким образом, при формировании лейкоплакии 

шейки матки, дисплазии 1 степени или дисплазии 2 степе-
ни на фоне ПВИ происходит нарушение апоптотической 
программы. Результаты определения каспазы3 и каспазы 
9 показали увеличение значения в уровне экспрессии 
маркера апоптоза в эпителии шейки матки по мере про-
грессирования ВПЧ - ассоциированной патологии. ■
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Таблица 7. Доверительные интервалы для групп исследования
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