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ОПРЕДЕЛЕНИЯ

DAMPs (damage-associated molecular patterns) — молекулы, ассоциированные с повреждением тканей, высвобождающиеся из клеток при стрессе или некрозе и активирующие врожденный иммунный ответ;
dsRNA (double-stranded RNA) — двухцепочечная РНК, являющаяся маркером вирусной инфекции и распознаваемая рецепторами врожденного иммунитета;
G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) — гранулоцитарный колониестимулирующий фактор, цитокин, стимулирующий пролиферацию и дифференцировку нейтрофилов;
HMGB1 (high mobility group box 1) — негистоновый ядерный белок, выполняющий роль сигнальной молекулы повреждения и участвующий в активации воспалительного ответа;
iNOS (inducible nitric oxide synthase) — индуцибельная NO-синтаза, фермент, обеспечивающий продукцию оксида азота при воспалении;
IRF (interferon regulatory factors) — семейство транскрипционных факторов, регулирующих экспрессию генов интерферона и противовирусный иммунный ответ;
NO (nitric oxide) — оксид азота, сигнальная молекула, участвующая в регуляции сосудистого тонуса, иммунного ответа и противомикробной защиты;
PD-L1 (programmed death-ligand 1) — лиганд рецептора PD-1, участвующий в подавлении иммунного ответа и формировании иммунной толерантности;
ROS (reactive oxygen species) — активные формы кислорода, участвующие в клеточной сигнализации и развитии оксидативного стресса;
ssRNA (single-stranded RNA) — одноцепочечная РНК вирусного происхождения, активирующая Toll-подобные рецепторы (TLR7/8);
TLR (Toll-like receptors) — семейство рецепторов врожденного иммунитета, распознающих патоген-ассоциированные молекулярные паттерны и запускающих воспалительный ответ.
LSIL (плоскоклеточное интраэпителиальное поражение низкой степени) - соответствует цервикальной интраэпителиальной неоплазии I степени (CIN I). При этом нарушается дифференцировка клеток в нижней трети эпителия, а вероятность спонтанной регрессии остаётся достаточно высокой. В проведённом исследовании при LSIL зафиксирована наиболее высокая экспрессия TLR2, TLR4 и TLR8.
HSIL (плоскоклеточное интраэпителиальное поражение высокой степени) - включает цервикальную интраэпителиальную неоплазию II–III степени (CIN II–III). Атипические изменения распространяются на две трети или всю толщу эпителиального пласта и ассоциированы с повышенным риском прогрессии. Для HSIL характерно снижение экспрессии TLR2 и TLR4 в сочетании с выраженной инфильтрацией иммунокомпетентными клетками.
Ацетобелый эпителий (АБЭ) — участок многослойного плоского эпителия шейки матки, приобретающий белесоватый цвет после аппликации 3–5% уксусной кислоты при расширенной кольпоскопии; является визуальным маркером ВПЧ-инфекции и дисплазии за счет денатурации белков и отека в измененных клетках.
Безрецидивная эрадикация — период времени после лечения (в т.ч. ФДТ), в течение которого не регистрируется рецидив ВПЧ-инфекции (по ПЦР) или регресса/прогрессирования SIL (по цитологии/гистологии); в исследовании оценивается на 12 месяцев (77,8–94,9 % в зависимости от степени SIL).
ВПЧ высокого онкогенного риска (ВПЧ ВКР) — группа типов вируса папилломы человека (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 и др.), обладающих доказанной канцерогенностью (класс 1 по IARC); персистенция этих типов является основным этиологическим фактором развития HSIL и рака шейки матки.
ВПЧ-ассоциированные предопухолевые заболевания шейки матки — патологические изменения экзо- и эндоцервикса, вызванные персистирующей инфекцией ВПЧ высокого онкогенного риска, включая LSIL и HSIL, с потенциалом спонтанной регрессии или прогрессирования до инвазивного рака.
Гиперэкспрессия мРНК TLR — значимое повышение уровня транскрипции генов Toll-like рецепторов (в т.ч. TLR2, TLR4, TLR8) в эпителиоцитах шейки матки по сравнению с контролем; в исследовании максимальная в LSIL, с последующим снижением при прогрессировании к HSIL, что отражает угнетение местного иммунитета.
Динамика экспрессии мРНК TLR— изменение уровня экспрессии генов TLR2, TLR3, TLR4 и TLR8 в мазке-соскобе с экзоцервикса до и после ФДТ; в работе отмечен тренд снижения TLR2 на 13 %, повышения TLR4 на 16,7 % и значимое повышение TLR3/TLR8 через 2 часа после процедуры.
Иммуномодулирующий эффект ФДТ — способность фотодинамической терапии вызывать локальную воспалительную реакцию, некроз измененных клеток, повышение концентрации IFN-γ (в 1,5 раза через 2 часа, p=0,047) и модуляцию экспрессии TLR, способствующую элиминации ВПЧ и регрессу SIL.
Инфильтрация иммунокомпетентными клетками (ИКК) — проникновение лимфоидных клеток и нейтрофилов в ткань экзоцервикса; в HSIL выражена в 58,3 % случаев против 0 % в LSIL (p=0,001), что указывает на прогрессирующее воспаление и угнетение эффективного иммунного ответа.
Койлоцитоз — характерный морфологический признак ВПЧ-инфекции в цитологии/гистологии: клетки с перинуклеарным просветлением (койлоциты), ядерной гиперхромазией и бинокулеацией; входит в LSIL.
Локальный (мукозальный) иммунитет — система врожденного и адаптивного иммунитета слизистой шейки матки, включающая Toll-like рецепторы (TLR), цитокины (IFN-γ, IL-1β и др.), sIgA и клеточную инфильтрацию; ключевой фактор элиминации или персистенции ВПЧ.
Персистенция ВПЧ — длительное (>12–24 месяцев) сохранение ДНК ВПЧ высокого онкогенного риска в эпителии шейки матки; основной фактор канцерогенеза, ассоциированный с угнетением мукозального иммунитета.
Программа «TLR screen» — метод комплексной оценки мукозального иммунитета путем определения экспрессии мРНК TLR2, TLR3, TLR4 и TLR8 в мазке-соскобе с экзоцервикса методом RT-qPCR (нормализация по GAPDH); используется для стратификации риска прогрессирования ПВИ.
Протокол ФДТ — стандартизированная методика фотодинамической терапии: внутривенное введение фотосенсибилизатора «Фоторана» (хлорин Е6) за 180–200 мин до облучения, лазерное воздействие (длина волны 662 нм, аппарат «Лахта-Милон»); обеспечивает эрадикацию ВПЧ в 84,5–93,3 % случаев.
Регресс SIL — обратное развитие плоскоклеточного интраэпителиального поражения по цитологическим/гистологическим критериям после лечения; в исследовании достигается в 93,3 % при LSIL и 94,9 % при HSIL после ФДТ.
Толл-подобные рецепторы (TLR) — семейство паттерн-распознающих рецепторов врожденного иммунитета (TLR2, TLR3, TLR4, TLR8 и др.); распознают PAMPs/DAMPs ВПЧ, активируют сигнальные пути NF-κB и IRF, индуцируя продукцию цитокинов и интерферонов.
Фотодинамическая терапия (ФДТ) — органосохраняющий неинвазивный метод лечения дисплазии шейки матки: селективное накопление фотосенсибилизатора в измененных клетках, активация лазерным светом, генерация активных форм кислорода, приводящая к апоптозу/некрозу неопластических клеток, иммуномодуляции и элиминации ВПЧ.
Цервикальная интраэпителиальная неоплазия (CIN) — предраковое поражение шейки матки с нарушением созревания, дифференцировки и стратификации многослойного плоского эпителия без инвазии базальной мембраны; классифицируется как CIN I (LSIL), CIN II–III (HSIL).
Эрадикация ВПЧ — полное отсутствие ДНК ВПЧ высокого онкогенного риска в мазке-соскобе по данным ПЦР через 3–12 месяцев после лечения; в работе — 93,3 % при LSIL и 84,5 % при HSIL через 3 месяца после ФДТ (p<0,001).
Экспрессия мРНК TLR — количественный уровень транскрипции генов Toll-like рецепторов в эпителиоцитах шейки матки, определяемый методом обратной транскрипции с последующей ПЦР в реальном времени (RT-qPCR); нормализован по гену GAPDH; ключевой маркер локального иммунного ответа на ВПЧ.





ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

CIN – цервикальная интраэпителиальная неоплазия (cervical intraepithelial neoplasia)
DAMPs – молекулярные паттерны, ассоциированные с повреждением (damage-associated molecular patterns)
dsRNA – двухцепочечная рибонуклеиновая кислота (double-stranded RNA)
HPV – вирус папилломы человека (human papillomavirus)
HR – высокого онкогенного риска (high-risk)
HSIL – плоскоклеточное интраэпителиальное поражение тяжёлой степени (high-grade squamous intraepithelial lesion)
ICO/IARC – Каталонский институт онкологии / Международное агентство по изучению рака (Catalan Institute of Oncology / International Agency for Research on Cancer)
IFN – интерфероны (interferons)
Ig – иммуноглобулины (immunoglobulins)
IL – интерлейкины (interleukins)
IndGV – интегральный цифровой индекс, отражающий площадь поражения эпителия экзоцервикса по данным уксусной и йодной проб
LRR – лейцин-богатые повторы (leucine-rich repeats)
LSIL – плоскоклеточное интраэпителиальное поражение лёгкой степени (low-grade squamous intraepithelial lesion)
MyD88 – цитозольный адаптерный белок первичного ответа миелоидной дифференцировки 88
NF-kB – ядерный фактор каппа B (nuclear factor kappa B)
ROS – активные формы кислорода (reactive oxygen species)
SIL – плоскоклеточное интраэпителиальное поражение (squamous intraepithelial lesion)
ssRNA – одноцепочечная рибонуклеиновая кислота (single-stranded RNA)
TGF-β – трансформирующий фактор роста бета (transforming growth factor beta)
TLR – Toll-подобные рецепторы (Toll-like receptors)
TNF – фактор некроза опухоли (tumor necrosis factor)
TRIF – TIR-домен-содержащий адаптер, индуцирующий интерферон-бета
АБЭ – ацетобелый эпителий
АПК – антигенпрезентирующие клетки
АФК – активные формы кислорода
ВОЗ – Всемирная организация здравоохранения
ВПЧ – вирус папилломы человека
ДИ – доверительный интервал
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота
ЗТ – зона трансформации
ИКК – иммунокомпетентные клетки
ИСНЛ – индекс соотношения нейтрофилов к лимфоцитам
ИФА – иммуноферментный анализ
ОАК – общий анализ крови
ПВИ – папилломавирусная инфекция
ПЦР – полимеразная цепная реакция
РНК – рибонуклеиновая кислота
РШМ – рак шейки матки
ФД – флуоресцентная диагностика
ФДТ – фотодинамическая терапия
ФО – фотооблучение
ФС – фотосенсибилизатор

































ВВЕДЕНИЕ

Актуальность 
Папилломавирусная инфекция занимает ведущее место среди инфекций, передающихся половым путём. Этиологическая роль вируса папилломы человека (ВПЧ) в генезе онкопатологии шейки матки к настоящему времени является полностью доказанной, определяя данный инфекционный агент как ключевой триггер цервикального канцерогенеза. В общемировом онкологическом реестре поражения шейки матки прочно зафиксированы на пятой позиции по распространенности среди всей совокупности неоплазий и на четвертой — в структуре злокачественных опухолей у женщин (по состоянию на 2020 г.). Аналитические выкладки Международного агентства по изучению рака (IARC) свидетельствуют, что в указанный период первичная заболеваемость достигла 604 127 верифицированных клинических случаев, при этом показатель летальности составил 341 831 исход. В структуре причин смертности от онкопатологии в глобальном масштабе на долю данного заболевания приходится седьмое место в общей популяции и третье — непосредственно среди женского населения. Прогнозные расчёты IARC указывают на возможный рост ежегодной заболеваемости до 855 130 случаев к 2040 году [1].
ВПЧ представляет собой безоболочечный двухцепочечный кольцевой ДНК-вирус семейства Papillomaviridae с выраженным эпителиотропизмом. Возбудитель поражает многослойный плоский эпителий кожи, аногенитальной области и слизистой оболочки полости рта. В большинстве случаев инфицирование протекает бессимптомно и завершается спонтанной элиминацией вируса под контролем иммунной системы хозяина. Вместе с тем при иммуносупрессии возможно формирование латентной инфекции с последующей реактивацией. Заболевания, ассоциированные с вирусом папилломы человека, отличаются высокой летальностью и нередко приводят к снижению или утрате репродуктивной функции.
Инфицирование происходит при непосредственном контакте кожи или слизистых оболочек. Возбудитель проникает через микроповреждения эпителия и достигает базальных клеток, обладающих пролиферативным потенциалом. Поскольку собственный репликативный аппарат у вируса отсутствует, его жизненный цикл полностью зависит от процессов деления и дифференцировки эпителиальных клеток — от базального слоя к супрабазальным [2]. 
Иммунный ответ играет определяющую роль в течении папилломавирусной инфекции и развитии связанных с ней осложнений. Накапливающиеся данные свидетельствуют о способности высокоонкогенных типов ВПЧ обходить механизмы врождённого иммунитета. Путём интеграции в геном хозяина вирус использует клеточные ресурсы для завершения репликативного цикла, избегая активации сигнальных путей иммунного распознавания и элиминации. Элиминация возбудителя обеспечивается согласованным взаимодействием клеточного и гуморального звеньев иммунитета. Нарушения клеточного иммунитета снижают эффективность клиренса вируса, а формирование иммунной толерантности способствует длительной персистенции и повышает риск прогрессии до злокачественных форм, включая рак шейки матки. Онкобелки E6 и E7 инактивируют ключевые супрессоры опухолей — p53 и ретинобластомный белок (pRb), нарушая репарацию ДНК и стимулируя неконтролируемую пролиферацию. В результате запускается последовательный канцерогенез: от фоновых изменений с сохранением нормоплазии эпителия через дисплазию различной степени (преопухолевые состояния) к carcinoma in situ и инвазивному раку шейки матки. Имеются данные о том, что нормализация иммунного ответа на стадии лёгкой дисплазии может способствовать регрессии процесса [3].
Несмотря на высокую распространённость инфицирования (около 80 %), персистирующее течение развивается не более чем у 10 % инфицированных; у остальных 70 % инфекция носит транзиторный характер. Для реализации злокачественной трансформации недостаточно только наличия высокоонкогенного типа ВПЧ — необходимо взаимодействие генетических и средовых факторов, что указывает на существенную роль генетических особенностей врождённого иммунного ответа [4].
В развитии рака шейки матки ключевое значение имеют два класса генов — онкогены и гены-супрессоры опухолей. Онкогены представляют собой активированные формы протоонкогенов и обладают доминантным эффектом. Гены-супрессоры контролируют пролиферацию и апоптоз; их инактивация (по рецессивному механизму) приводит к утрате контроля над клеточным циклом. Мутации, полиморфизмы, эпигенетические изменения (метилирование) генов-супрессоров, а также нарушения регуляции клеточного цикла формируют генетическую предрасположенность к заболеванию. Изучение популяционных генетических вариаций остаётся актуальным направлением исследований, поскольку отдельные варианты и их комбинации могут существенно модифицировать индивидуальный риск [5].
К числу базовых сенсорных компонентов, детерминирующих функционирование врожденного иммунитета, относятся паттерн-распознающие структуры, среди которых ведущее значение принадлежит семейству Toll-подобных рецепторов (TLRs). Ключевые различия между врожденным и приобретенным (адаптивным) звеньями иммунной защиты кроются в специфике идентификации чужеродных антигенов, временных интервалах развертывания защитного ответа и наличии потенциала для долгосрочного запоминания патогена (иммунологической памяти). Рецепторы TLRs обладают выраженной селективностью в отношении эволюционно консервативных патоген-ассоциированных молекулярных структур (PAMPs), таких как структурные элементы мембран бактерий, жгутиковый белок флагеллин, а также чужеродные ДНК вирусного или бактериального происхождения. Взаимодействие рецептора со своим лигандом индуцирует каскадную передачу внутриклеточных сигналов врожденного ответа, что напрямую координирует транскрипцию генов провоспалительных цитокинов, эффекторных противовирусных и антимикробных пептидных соединений. Функциональная несостоятельность или полиморфизм генов TLRs сопряжены с высоким риском возникновения агрессивных инфекционных процессов, различных форм аутоиммунной и аллергической патологии. В этой связи углубленное изучение Toll-зависимых путей локального мукозального барьера открывает новые перспективы для расшифровки фундаментальных основ резистентности к вирусам и создания таргетных иммуномодулирующих терапевтических протоколов [6, 8].
С целью оптимизации терапевтического ведения и повышения результатов лечения папилломавирусных поражений шейки матки научно обосновано использование метода фотодинамической терапии (ФДТ) [9, 10]. Физико-химическая концепция ФДТ базируется на фотобиологическом эффекте: лазерное облучение активирует селективно накопившийся фотосенсибилизатор, инициируя конформационные сдвиги белковых молекул, модулируя ферментативную активность и реорганизуя структурно-функциональные свойства плазмалеммы клеток. На уровне эритроцитарного звена отмечается оптимизация пластичности и проницаемости мембран красных кровяных телец при одновременном снижении их агрегационной способности; параллельно регистрируется прирост внутриклеточной концентрации аденозинтрифосфата (АТФ) и 2,3-дифосфоглицерата (2,3-ДФГ), что существенно повышает кислородтранспортный потенциал локальной гемодинамики. В иммунокомпетентных лейкоцитах активируется рецепторный аппарат клеточной оболочки, стимулируются процессы репликации ДНК, фагоцитарная активность, экспорт лизосомальных бактерицидных белков, интерлейкинового пула и стимуляторов регенерации тканей. В жидкой фракции (плазме крови) на фоне фотохимического воздействия возрастает общая бактерицидная, антиокислительная и протеолитическая емкость, сопряженная с нарастанием титра специфических антител и активацией факторов комплемента и лизоцима [11–13].
Прямое деструктивное действие ФДТ на вирусные белковые структуры реализуется посредством фотоокислительной модификации лабильных аминокислотных радикалов с индукцией межмолекулярных ковалентных связей (сшивок), что неизбежно ведет к денатурации, хаотической агрегации и полной потере функциональных свойств вирионов [14, 15]. Данная технология объединяет местное введение или аппликацию фотосенсибилизирующего агента в зоны атипии и последующую прицельную лазерную экспликацию, вызывающую селективную гибель неопластических клеток. Безусловными достоинствами ФДТ являются возможность выполнения вмешательства на начальных этапах патологического процесса и при выраженных предраковых изменениях эпителия шейки матки, амбулаторный формат проведения процедуры, а также бережное сохранение анатомической целостности органа и детородного потенциала женщины [16, 17]. Кроме того, ФДТ выступает триггером для развертывания локального противовирусного и противоопухолевого иммунологического надзора, что обеспечивает стойкую долгосрочную санацию очагов от патогена [11, 12].
В современный период преобладающий массив научных работ, анализирующих папилломавирусную патологию и предраковые процессы шейки матки на территории Республики Казахстан, сфокусирован преимущественно на поздних (терминальных) стадиях заболевания. Практикуемые клинические алгоритмы ведения женщин зачастую не учитывают многокомпонентную междисциплинарную природу этого процесса, требующую интеграции клинических, локальных иммунологических и патоморфологических характеристик. Используемый диагностический комплекс в большинстве случаев ограничен рутинным ПЦР-выявлением ДНК вируса и гистологическим или цитологическим (жидкостная цитология по системе Bethesda) подтверждением атипии. Подобные классические подходы констатируют лишь свершившуюся структурную перестройку многослойного плоского эпителия, но лишены предиктивного потенциала и не позволяют прогнозировать дальнейшую эволюцию и вектор течения папилломавирусной инфекции слизистых оболочек. Развитие молекулярно-генетических и цифровых технологий повышает чувствительность и специфичность диагностики, открывая возможности для более раннего выявления риска прогрессии [18, 19].
Цель исследования
Оценить особенности иммунного статуса и эффективность фотодинамической терапии у женщин казахской популяции с ВПЧ-ассоцированными предопухолевыми заболеваниями шейки матки 
Задачи исследования
1. Исследовать особенности профиля экспрессии генов рецепторов врожденного иммунитета (TLR 2, 3, 4, 8) в цервикальном эпителии у женщин казахской популяции с ВПЧ-ассоциированными предопухолевыми заболеваниями шейки матки.
2. Охарактеризовать состояние локального имунного ответа и динамику лейкоцитарной реакции в цервикальном секрете у пациенток исследуемой региональной выборки в зависимости от степени тяжести плоскоклеточного интраэпителиального поражения
3. Оценить терапевтическую эффективность применения фотодинамической терапии у женщин детородного возраста казахской популяции, проанализировав показатели эрадикации ВПЧ и частоту безрецидивного течения в период 12-месячного наблюдения
Научная новизна
1) Впервые исследована экспрессия мРНК TLR2, TLR3, TLR4 и TLR8 в плоском эпителии шейки матки у пациенток казахской популяции с ВПЧ-ассоциированными предопухолевыми поражениями до и после проведения фотодинамической терапии;
2) Создан алгоритм фотодинамической терапии, направленный на элиминацию ВПЧ и предупреждение злокачественной трансформации эпителиальных клеток при ВПЧ-ассоциированных предопухолевых заболеваниях шейки матки в казахской популяции.
3) Впервые показана зависимость эффективности ФДТ от исходного уровня экспрессии мРНК TLR и динамика её изменения после лечения (зарегистрирован объект авторского права— свидетельство № 67021 от 05.01.2026).
Практическая значимость 
1. Разработанный и клинически апробированный протокол фотодинамической терапии (ФДТ) с использованием фотосенсибилизатора «Фоторана» (хлорин Е6) и аппарата «Лахта-Милон» обеспечивает эрадикацию ВПЧ высокого онкогенного риска в 93,3 % случаев при LSIL и в 84,5 % случаев при HSIL через 3 месяца после лечения (p=0,002 и p<0,001 соответственно), а также регресс SIL по цитологическим критериям в 93,3–94,9 % случаев, что делает ФДТ перспективным неинвазивным методом у пациенток репродуктивного возраста, у которых повторные хирургические вмешательства приводят к укорочению шейки матки, истмико-цервикальной недостаточности и повышению риска преждевременных родов.
2. Установленные в ходе исследования клинико-иммунологические закономерности транскрипционной активности генов TLR2 и TLR4, ассоциированные с морфологическими особенностями локальной воспалительной инфильтрации экзоцервикса (выраженная плотность инфильтрата иммунокомпетентными клетками регистрировалась в 54,5 процента наблюдений HSIL при ее полном отсутствии в когорте LSIL, p < 0,001) и интенсивностью экссудации лейкоцитов в цервикальный секрет (медиана Me = 14 клеток в поле зрения при HSIL против Me = 4 при LSIL, p < 0,001), выступают патогенетически обоснованным фундаментом для интеграции дополнительных молекулярно-иммунологических маркеров в систему стратификации риска цервикальной неоплазии и оптимизации тактики дифференцированного ведения пациенток.
3. Закономерности сверхраннего постпроцедурного ответа факторов мукозальной защиты (нарастание в 1,4  концентрации интерферона-гамма через 2 часа после лазерного облучения, p=0,031, на фоне разнонаправленного изменения уровней экспрессии мРНК TLR2 со снижением показателя на 11,8 % и TLR4 с увеличением на 15,5 %) экспериментально-клинически подтверждают предсказуемость локального иммуномодулирующего действия фотодинамической терапии, что открывает научно обоснованные перспективы для оценки терапевтического ответа в ранние сроки и персонализации последующего диспансерного наблюдения за пациентками.
4. Полученные данные о 12-месячной безрецидивной эрадикации (77,8 % по ВПЧ и 89,4 % по SIL в группе LSIL; 80,3 % по ВПЧ и 94,9 % по SIL в группе HSIL) обосновывают целесообразность рассмотрения ФДТ как дополнительного или альтернативного метода в комплексном лечении ВПЧ-ассоциированных предопухолевых заболеваний шейки матки у пациенток с высоким риском рецидива после хирургического лечения или с противопоказаниями к повторным инвазивным вмешательствам.
5. Результаты исследования внедрены в практическую деятельность Больницы медицинского центра Управления делами Президента Республики Казахстан (акт внедрения прилагается), где протокол ФДТ применяется для лечения пациенток с дисплазией шейки матки. Получен патент на изобретение и свидетельство об авторском праве на метод использования ФДТ при ВПЧ-ассоциированных заболеваниях, что подтверждает новизну и практическую ценность разработанного подхода и создаёт основу для дальнейших клинических исследований терапии ФДТ.
Основные положения, выносимые на защиту
1. Патогенез цервикальной неоплазии на начальных этапах развития (LSIL) характеризуется компенсаторной гиперактивацией факторов локальной мукозальной защиты, что подтверждается достижением пиковых уровней транскрипционной активности генов TLR2, TLR4 и TLR8 в эпителиоцитах экзоцервикса (медианы экспрессии: TLR2 — Me = 2,08; TLR3 — Me = 1,18; TLR4 — Me = 1,94; TLR8 — Me = 2,02). Последующее нарастание тяжести интраэпителиальных изменений до степени HSIL сопровождается развитием локальной иммунной недостаточности, обусловленной интеграционными процессами вирусной ДНК, что статистически значимо проявляется выраженным спадом экспрессии мРНК изучаемого спектра рецепторов (для TLR2 — Me = 1,41 при p = 0,035; TLR3 — Me = 1,21; TLR4 — Me = 1,25 при p = 0,041; TLR8 — Me = 1,23) и объективизирует прогрессирующее угнетение системы распознавания паттернов по мере утяжеления предопухолевого процесса шейки матки.
 2. Выявлено, что при тяжёлом неопластическом поражении (HSIL) плотность инфильтрации стромы экзоцервикса иммунокомпетентными клетками в большинстве случаев носит выраженный характер (54,5 %), в отличие от начальных плоскоклеточных изменений (LSIL), где ИКК-инфильтрация классифицируется в основном как неопределенная (74%) или слабая (20,4 %) (p < 0,001 по критерию хи-квадрат Пирсона). Интенсивность экссудации лейкоцитов в цервикальный секрет при HSIL (медиана Me = 14 клеток в поле зрения) достоверно превосходила показатели группы LSIL (Me = 4) и здорового контроля (Me = 7) (p < 0,001). Выявленные закономерности свидетельствуют о реактивном усилении стромального иммуновоспалительного ответа по мере декомпенсации механизмов тканевого гомеостаза при тяжелых поражениях шейки матки.
3. ФДТ при ВПЧ-ассоциированной цервикальной патологии обеспечивает выраженный краткосрочный и пролонгированный клинико-вирусологический эффект. Через 3 месяца после вмешательства полная элиминация ВПЧ высокого онкогенного риска регистрируется у 93,3% пациенток с LSIL (рецидив — 6,7%) и у 84,5% — с HSIL (рецидив — 15,5%) при высокой достоверности различий (p = 0,002 и p < 0,001 соответственно, критерий Уилкоксона). Клинико-цитологический регресс повреждений (регресс SIL) достигает 93,3% при LSIL и 94,9% при HSIL. К 12-му месяцу показатель безрецидивной эрадикации ВПЧ составляет 77,8% в группе LSIL (персистенция/возврат — 22,2%) и 80,3% в группе HSIL, тогда как безрецидивное течение по SIL сохраняется у 89,4% и 94,9% пациенток соответственно, что доказывает высокую терапевтическую селективность и стойкость антинеопластического ответа ФДТ, особенно выраженную при тяжелой дисплазии шейки матки.
Личный вклад автора состоит в разработке теоретической и методологической основы исследования, активном участии на этапах исследовательской работы, написании диссертации, интерпретации и обсуждении полученных результатов, а также в формулировке выводов и практических рекомендаций.  
Организовано и проведено клиническое обследование и лечение 170 пациенток репродуктивного возраста в период 2023–2024 гг. в Больнице медицинского центра Управления делами Президента Республики Казахстан совместно с врачами отделения гинекологии и сотрудниками Центра фотодинамической терапии. Выполнен забор биологического материала (мазки-соскобы экзо- и эндоцервикса в маске-соскобе) у 120 пациенток на этапах «до» ФДТ и в динамике (через 2 часа, 3,6,9 и 12 месяцев после терапии). Проведена фотодинамическая терапия у 120 пациенток с дисплазией шейки матки (LSIL и HSIL) совместно с врачами отделения фотодинамической терапии. Осуществлена интерпретация полученных результатов, формулировка научных выводов, практических рекомендаций, положений, выносимых на защиту, а также подготовка научных публикаций и докладов.
Апробация работы
Основные положения и ключевые практические выводы диссертационной работы были публично представлены и получили всестороннее обсуждение на авторитетных международных конгрессах и республиканских научно-практических площадках. В их числе доклады на Международной конференции «Мультидисциплинарный подход в оказании акушерско-гинекологической помощи» (Астана, 2023 г.) и Республиканской научно-практической конференции, приуроченной ко Всемирному дню контрацепции (Семей, 2024 г.). Кроме того, материалы работы докладывались на XIII Международном конгрессе «Фотодинамическая терапия и фотодиагностика» (Москва, 2024 г.) и XIV Съезде онкологов и радиологов стран СНГ и Евразии (Душанбе, 2024 г.).
По теме диссертации опубликовано 5 научных работ. Из них 3 статьи размещены в журнале, индексируемом в базе Scopus (процентиль ≥25 %), что соответствует установленным требованиям к публикациям соискателей учёной степени, а 2 статьи — в изданиях, рекомендованных Комитетом по контролю в сфере образования и науки Республики Казахстан.
Получен патент на изобретение № 2840195 от 04 сентября 2024 года (Приложение А).
По теме диссертации получено свидетельство, охраняемое авторским правом Республики Казахстан (Приложение Б). 
Результаты работы внедрены в больницу медицинского центра управления делами Президента РК (Приложение В). 
Апробация докторской диссертации состоялась на расширенном заседании кафедры акушерства и гинекологии № 1 (протокол № 3 от 24.12.2025г.).
Объем и структура диссертации. Диссертация занимает 123 страниц и включает: введение, обзор литературы, материалы и методы исследования, результаты, заключение и выводы, список источников, практические рекомендации и приложения. Для наглядного представления использованы 8 таблиц и 32 рисунков, список литературы насчитывает 175 источников.






































1 СОВРЕМЕННОЕ СОСТОЯНИЕ ПРОБЛЕМЫ ИММУНОЛОГИЧЕСКОГО МОНИТОРИНГА И ТЕРАПИИ ВПЧ-АССОЦИИРОВАННЫХ ПОРАЖЕНИЙ ШЕЙКИ МАТКИ (обзор литературы)

1.1 Эпидемиологическая ситуация и медико-социальная значимость цервикальных неоплазий в мире и Республике Казахстан
Рак шейки матки на протяжении длительного периода остаётся одной из ведущих медико-социальных проблем женского здоровья. В структуре злокачественных новообразований у женщин он занимает третье место по заболеваемости и четвёртое — по смертности. Несмотря на прогресс в области онкогинекологии и совершенствование программ скрининга, мировые показатели заболеваемости и летальности продолжают оставаться высокими. По данным Международного агентства по изучению рака (IARC), в 2025 году было зарегистрировано 703 000 новых случаев заболевания, из которых 373 000 закончились летальным исходом. Приведённые цифры свидетельствуют о сохраняющейся масштабной угрозе, которую представляет данная патология для женского населения [20-22].
Цервикальная папилломавирусная инфекция классифицируется как инфекция, передающаяся преимущественно половым путём (ИППП), и входит в список социально значимых заболеваний. Согласно международным эпидемиологическим данным, частота выявления генитальных форм вируса у женщин с нормальными результатами цитологического исследования (без признаков атипии) составляет от 10 до 12 % в мировом масштабе. Наиболее высокие показатели инфицированности регистрируются в возрастной когорте от 20 до 25 лет. При этом у пациенток с цервикальной патологией частота встречаемости вируса демонстрирует прямую корреляцию со степенью тяжести поражения, превышая рубеж в 90 % в случаях плоскоклеточных интраэпителиальных изменений тяжелой степени (HSIL) и инвазивного рака шейки матки. Эпидемиологический уровень пораженности папилломавирусной инфекцией среди молодых женщин в возрасте от 20 до 25 лет составляет в среднем от 20 до 46 процентов, тогда как после достижения 30 лет и в более старших возрастных группах этот показатель существенно снижается, достигая лишь 2–6 %. По данным Министерства здравоохранения Республики Казахстан и результатам последних эпидемиологических исследований (2024–2025 гг.), пик инфицированности ВПЧ приходится на возраст 20–25 лет, где распространенность вируса достигает 35,4–43,6%, а при тяжелых патологиях шейки матки (HSIL) данный показатель возрастает до 46% [20].
В Республике Казахстан рак шейки матки также относится к числу наиболее значимых проблем онкогинекологии. Согласно сведениям IARC и информационного центра ICO/IARC, ежегодно заболевание впервые диагностируется примерно у 1900 женщин, а число смертельных исходов составляет около 600 случаев. В структуре онкологической смертности женского населения страны доля рака шейки матки достигает 7,7 % [20].
Распространённость ВПЧ среди женщин с нормальной цитологией составляет: любой тип — 17,9 % (95 % ДИ: 15,4–20,7 %), HPV — 11,8 % (95 % ДИ: 9,7–14,2 %), типы 16 и 18 — 4,2–5,1 %. Возрастная кривая имеет пик в 20–24 года (28–35 %), снижение к 30–34 годам и небольшой подъём после 45 лет.
По сравнению с другими регионами показатели Казахстана средние: выше, чем в Восточной Азии (8–10 %) и Австралии (6–9 %), ниже, чем в Восточной Африке (25–35 %) и Латинской Америке (18–24 %) [21,22].
Международные экспертные организации прогнозируют дальнейший рост глобальной заболеваемости раком шейки матки. По оценкам IARC, к 2040 году ежегодное количество впервые выявленных случаев может составить 855 130, что обусловливает необходимость внедрения комплексных, продолжительных и скоординированных на межгосударственном уровне мер профилактики. В ответ на увеличивающееся бремя патологии Всемирная организация здравоохранения в 2018 году запустила глобальную инициативу по элиминации рака шейки матки как проблемы общественного здравоохранения. В ходе 73-й сессии Всемирной ассамблеи здравоохранения (2020 г.) была принята соответствующая стратегия, основной задачей которой определено снижение заболеваемости до показателя не выше 4 случаев на 100 000 женщин [1, 22].
В Республике Казахстан наиболее полную информацию о динамике заболеваемости содержит Национальный регистр онкологических заболеваний. В 2023 году зарегистрировано 1921 новый случай рака шейки матки, что соответствует 7,2 % от всей структуры женской онкопатологии. Средний возраст заболевших находится в интервале 45–49 лет, отражая преимущественное вовлечение социально активной части женского населения. Существенную обеспокоенность вызывает тот факт, что значительная доля случаев выявляется на распространённых стадиях, когда эффективность лечения снижается, а прогноз становится менее благоприятным [20].
В 2017 году в Казахстане была внедрена общенациональная программа скрининга на рак шейки матки, основанная на цитологии, которая полностью финансируется из государственного бюджета. Целевой группой являются женщины в возрасте 30-70 лет, скрининг должен проводиться каждые четыре года. Скрининг основан на жидкостном цитологическом исследовании, проведенном в соответствии с системой Bethesda, а после обнаружения аномалий проводится кольпоскопическое исследование и биопсия, если это необходимо. Несмотря на то, что программа скрининга на рак шейки матки хорошо зарекомендовала себя, показатели участия варьируются, и сохраняются проблемы с точки зрения охвата, точности диагностики и последующего наблюдения. Охват скринингом остается низким (46%) и не достигает целевого уровня, предложенного Всемирной организацией здравоохранения (ВОЗ) [18, 20].
В последние годы накоплено значительное количество данных, подтверждающих высокую эффективность профилактической вакцинации против ВПЧ в снижении частоты предраковых заболеваний и рака шейки матки. Согласно результатам крупного систематического обзора и метаанализа, включившего более 60 млн человек, внедрение программ вакцинации сопровождалось снижением распространенности ВПЧ 16 и 18 типов на 83% среди девочек 13–19 лет, а также значительным уменьшением частоты цервикальной интраэпителиальной неоплазии высокой степени (CIN2+) [23]. Долгосрочные когортные исследования подтверждают, что вакцинация обеспечивает выраженный протективный эффект в отношении развития инвазивного рака шейки матки. Так, по данным национального исследования в Швеции, вакцинация до 17 лет снижает риск рака шейки матки на 88% [24]. Дополнительно показано формирование популяционного иммунитет, проявляющегося снижением распространенности онкогенных типов ВПЧ даже среди невакцинированных лиц [23]. Согласно рекомендациям Всемирной организации здравоохранения, вакцинация против ВПЧ является ключевым элементом глобальной стратегии элиминации рака шейки матки и должна проводиться до начала половой жизни [25]. ВОЗ также подчеркивает необходимость достижения высокого охвата вакцинацией (не менее 90% девочек) в рамках стратегии «90–70–90», направленной на снижение заболеваемости и смертности от рака шейки матки. 
Согласно рекомендациям The Advisory Committee on Immunization Practices (ACIP), вакцинация против ВПЧ может проводиться у женщин рекомендованной возрастной группы независимо от наличия ВПЧ-инфекции или патологических изменений по данным цитологического исследования. При этом вакцинация направлена на профилактику инфицирования типами ВПЧ, с которыми пациентка ранее не контактировала, и не влияет на уже существующую инфекцию [26]. Данные положения подтверждаются результатами клинических исследований и рекомендациями международных организаций, согласно которым профилактические вакцины против ВПЧ предотвращают новые случаи инфицирования, но не оказывают терапевтического эффекта в отношении уже существующей инфекции или ВПЧ-ассоциированных заболеваний [26-29]. В частности, в рекомендациях Centers for Disease Control and Prevention (CDC) указано, что вакцинация предотвращает новые ВПЧ-инфекции, но не лечит существующую инфекцию или заболевание [27]. Аналогично, в материалах National Cancer Institute (NCI) подчеркивается, что вакцины не используются для лечения уже имеющейся ВПЧ-инфекции или связанных с ней поражений [28]. Кроме того, в публикациях, посвященных вопросам вакцинации взрослых, также отмечается отсутствие терапевтического эффекта профилактических ВПЧ-вакцин [29]. В то же время в мировой литературе обсуждается возможное адъювантное применение вакцинации после лечения ВПЧ-ассоциированных поражений. Отмечается снижение риска рецидивов цервикальной интраэпителиальной неоплазии у вакцинированных пациенток, что связывают с предотвращением реинфекции и усилением иммунного ответа. Однако данные эффекты не свидетельствуют о прямом лечебном действии вакцины и не позволяют рассматривать её как метод терапии.
Таким образом, современные данные свидетельствуют о высокой эффективности вакцинации против ВПЧ как метода первичной профилактики, способного существенно снизить бремя ВПЧ-ассоциированных заболеваний.
Недавние анализы подчеркнули необходимость повышения качества программ, особенно с учетом глобальных тенденций в отношении первичного скрининга на ВПЧ. Стратегии первичной профилактики также претерпевают изменения. В 2013 году была предпринята экспериментальная инициатива по вакцинации против ВПЧ, но она была прекращена из-за обеспокоенности общественности и ограниченного признания. В 2024 году Казахстан вновь ввел вакцинацию против ВПЧ на национальном уровне, охватив девочек в возрасте 11-13 лет в школах, с целью расширения охвата в соответствии с Инициативой ВОЗ по ликвидации рака шейки матки. Возраст 30–65 лет, периодичность 5 лет при отрицательном результате). Охват скринингом в 2023–2024 гг. составил 49,3 % в среднем по стране: в Астане — 71,8 %, в Алматы — 68,4 %, в сельских районах — 25–42 %. Положительный результат на HPV выявлен в 11,1 % случаев, CIN 2+ — в 4,8–7,3 %, типы 16/18 — в 62–68 % среди CIN 2+8 [20, 25].
Программа вакцинации против ВПЧ в Казахстане финансируется из государственного бюджета и является бесплатной для пациентов. Мониторинг распределения генотипов ВПЧ особенно важен в этот переходный период, поскольку типы ВПЧ высокого риска-16, -18, -31, -33 и -35 остаются наиболее распространенными среди женщин в Казахстане. Несмотря на то, что национальная программа вакцинации против ВПЧ была возобновлена, эффект вакцинации с точки зрения снижения заболеваемости ВПЧ-инфекцией и раком шейки матки будет заметен в ближайшие 10 лет [20-22]. 

1.2 Особенности молекулярно-биологических механизмов противовирусного иммунитета слизистых оболочек генитального тракта

Женский репродуктивный тракт характеризуется выраженной региональной иммунологической специализацией и подразделяется на верхний отдел (эндоцервикс, полость матки, маточные трубы) и нижний отдел (экзоцервикс и влагалище) [30, 31]. Шейка матки занимает центральное положение в этой системе, выполняя функцию ключевого анатомического и иммунологического барьера. Эндоцервикс выстлан преимущественно цилиндрическим эпителием, экзоцервикс — многослойным плоским; граница между ними проходит по базальной мембране [32]. Иммунологический надзор в этой области обеспечивает распознавание патогенов, поддержание тканевого гомеостаза и предотвращение восходящего распространения инфекции. Эпителиальные клетки играют центральную роль в качестве первичных «сторожевых» элементов: они формируют физический барьер, секретируют антимикробные факторы, цитокины и хемокины, а также способны к презентации антигена [33]. Врождённый иммунитет реализуется через паттерн-распознающие рецепторы. Эпителиальные клетки экспрессируют TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 и TLR9, активация которых инициирует продукцию интерферонов I типа и провоспалительных цитокинов [34]. Высокоонкогенные типы HPV целенаправленно подавляют эти механизмы. Онкобелки E6 и E7 нарушают интерфероновый ответ, воздействуя как на инфицированную клетку, так и на локальную иммунную систему, что способствует установлению персистенции [35].
Адаптивный компонент представлен тканевыми резидентными Т-клетками. CD8+ T RM-клетки обеспечивают цитотоксическую защиту, распознавая вирусные антигены в комплексе с MHC I. CD4+ Т-клетки (преимущественно Th1- и Th17-профиля) поддерживают эффекторные реакции посредством продукции IFN-γ и IL-17. В большинстве случаев инфицирования система обеспечивает элиминацию вируса в течение 1–2 лет; персистенция рассматривается как критический фактор последующей неопластической трансформации [36].
Барьерная функция эпителия определяется не только целостностью клеточных пластов, но и состоянием плотных межклеточных соединений. Молекулы адгезии регулируют проницаемость и лейкоцитарную инфильтрацию; цитокины оказывают существенное модулирующее влияние на эти структуры [37]. Существенным компонентом защиты является слизистый секрет. Муцины формируют гелеобразную матрицу, способную обездвиживать микроорганизмы и создавать условия для действия антимикробных факторов [38]. Эпителиальные клетки способны выполнять функции антигенпрезентирующих клеток. Половые гормоны, в частности эстрадиол, регулируют эту активность, в том числе через продукцию TGF-β, влияющую на стромальные антигенпрезентирующие клетки [39].
Организация врождённого и адаптивного иммунитета различается между отделами тракта, отражая различную степень микробной нагрузки [33, 40]. При персистенции высокоонкогенных типов HPV формируется супрессивное микроокружение, характеризующееся повышением экспрессии PD-L1, накоплением регуляторных Т-клеток и миелоидных супрессорных клеток. Микробиота оказывает существенное влияние на локальный иммунный статус. Доминирование Lactobacillus поддерживает кислую среду и стимулирует защитные механизмы, тогда как дисбиоз ассоциирован с изменениями иммунных сигнатур, повышенным риском персистенции HPV и прогрессии неопластических изменений [41–43].
Гормональная регуляция вносит дополнительный уровень сложности. В фертильном возрасте колебания уровня эстрогенов и прогестерона модулируют миграцию дендритных клеток, барьерные свойства эпителия и выраженность воспалительных реакций. В постменопаузе снижение эстрогенов приводит к атрофическим изменениям и ослаблению защиты [44]. Распределение лейкоцитов в шейке матки характеризуется преобладанием Т-клеток с эффекторным и эффекторно-памятным фенотипом, что соответствует роли органа как сайта реализации клеточно-опосредованного ответа. Соотношение отдельных субпопуляций может варьировать в зависимости от фазы репродуктивного цикла и методологии исследования [45].
Слизистая оболочка экзоцервикса, выстланная многослойным плоским эпителием, служит первичной защитной границей от внешних патогенов, в том числе вируса папилломы человека. В составе лейкоцитарного компартмента женского генитального тракта преобладают Т-клетки (CD3+), причём их численность существенно выше в нижних отделах по сравнению с верхними. Значительная часть Т-лимфоцитов нижней трети тракта обладает фенотипом эффекторной памяти. В сопоставлении с эндометриальной выстилкой, где превалирует пул Т-лимфоцитов с фенотипом CD8+, гистоструктура экзоцервикса демонстрирует сбалансированное распределение субпопуляций CD4+ и CD8+ клеток. Наряду с выраженным доминированием Т-клеточного звена, в тканевом микроокружении идентифицируются единичные популяции В-лимфоцитов и естественных киллеров (NK-клеток), плотность распределения которых существенно ниже параметров Т-лимфоцитарной инфильтрации [30, 46].
Топографическое картирование иммуноцитов в пределах женской репродуктивной системы указывает на избирательную миграцию гранулоцитарного пула и NK-клеток в краниальные (верхние) сегменты полового тракта. Напротив, Т- и В-лимфоциты селективно аккумулируются в зоне экзоцервикса, что находится в прямой патогенетической сопряженности с градиентом экспозиции микробных антигенов в данном биотопе. Кросспопуляционный анализ иммунологического ландшафта шейки матки и влагалища наглядно демонстрирует выраженную концентрацию цитотоксических Т-лимфоцитов (CD8+) и клеток, несущих маркер гранул цитотоксичности TIA1+, преимущественно в локусе экзоцервикального эпителия и в анатомических границах зоны трансформации. Это позволяет рассматривать указанные области как основные эффекторные сайты цитотоксического иммунного ответа [47]. Высокая плотность антигенпрезентирующих клеток создаёт условия, благоприятные для запуска клеточно-опосредованных реакций. Несмотря на относительно небольшую численность В-лимфоцитов, плазматические клетки, синтезирующие IgG и IgA, преимущественно сосредоточены в шейке матки. В цервиковагинальном секрете содержание IgG превышает уровень IgA, при этом продукция обоих классов иммуноглобулинов подвержена гормональной регуляции. Дендритные клетки как наиболее эффективные антигенпрезентирующие клетки играют ключевую роль в инициации адаптивного ответа. Морфологические исследования показывают их преимущественную локализацию в базальных и супрабазальных слоях эпителия; в базальных слоях дендритная морфология выражена наиболее отчётливо. В промежуточном слое описываются клетки без типичных дендритных отростков, функция которых остаётся дискуссионной [48]. Ключевую субпопуляцию составляют клетки Лангерганса (CD1a+, Langerin+). При высокоонкогенной HPV-инфекции их плотность в эпителии существенно снижается [49]. Онкобелок E6 нарушает E-cadherin-зависимое взаимодействие дендритных и лангергансовых клеток с кератиноцитами, что затрудняет их удержание в эпителии и последующую миграцию [50]. Продольные и поперечные исследования локального иммунного ответа при CIN подтверждают функциональное подавление антигенпрезентирующих клеток и нарушение формирования эффективного Т-клеточного ответа [51].
Интраэпителиальные CD8+ Т-клетки обеспечивают элиминацию инфицированных клеток. Высокая численность интраэпителиальных CD8+ опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов ассоциирована с отсутствием лимфогенного метастазирования при раке шейки матки, что подчёркивает их протективную роль [53]. При персистенции высокоонкогенных типов HPV отмечается функциональное истощение цитотоксических клеток. CD4+ Т-клетки, в частности Th1-субпопуляция, участвуют в продукции IFN-γ; Th17-клетки способствуют рекрутированию нейтрофилов, однако избыточная IL-17-активность может подавлять эффекторные функции в условиях HPV-ассоциированной эпителиальной гиперплазии [54]. Генетическая предрасположенность к персистенции HPV и развитию вирус-ассоциированных опухолей связана с особенностями иммунного контроля [55]. Макрофаги в условиях хронического воспаления, характерного для опухолевого процесса, приобретают свойства, способствующие иммуносупрессии и прогрессии [56]. Нейтрофилы, традиционно рассматривавшиеся как относительно нейтральные участники, при хронической инфекции и неоплазии активно вовлекаются в поддержание провоспалительного и проопухолевого микроокружения [57].
Зона трансформации является участком резкого перехода между иммунологически различными отделами — экзоцервиксом и эндоцервиксом [46, 47]. Эта зона является иммунологически уязвимой, поскольку служит основным местом инфицирования рядом патогенов, включая ВИЧ. Исследования демонстрируют предпочтительную локализацию лимфоцитов и антигенпрезентирующих клеток именно в зоне трансформации, что позволяет рассматривать её как «последний» иммунологический барьер между патоген-нагруженным экзоцервиксом и относительно стерильным эндоцервиксом [47]. Накопление CD8+ и TIA1+ Т-клеток в этой области указывает на её роль в цитотоксической защите от восходящих микроорганизмов. Вместе с тем повышенная концентрация CD4+ клеток делает зону трансформации предпочтительным местом инфицирования ВИЧ; подавляющее большинство случаев рака шейки матки берут начало именно из клеток этой зоны [58]. Таким образом, зона трансформации сочетает в себе признаки усиленного иммунологического надзора и повышенной уязвимости к вирусным патогенам.
Слизистая оболочка эндоцервикса, выстланная однослойным цилиндрическим эпителием, ориентирована преимущественно на защиту от восходящих инфекций. Плотность Т-клеток и макрофагов здесь существенно ниже, чем в экзоцервиксе, при относительном преобладании CD8+ субпопуляции [46, 47]. Эндоцервикс богат плазматическими клетками, обеспечивающими гуморальный компонент местного иммунитета [47]. Дендритные клетки CD1a+ в эпителии, железах и собственной пластинке эндоцервикса практически не выявляются [47, 48]. Существенных различий в количестве и характере распределения лейкоцитов между фазами менструального цикла, а также у женщин в постменопаузе не отмечается, хотя половые гормоны модулируют функциональную активность иммунных клеток [60]. Субпопуляции NK-клеток существенно не различаются между двумя отделами. Миелоидные супрессорные клетки, накапливающиеся в условиях хронического воспаления и опухолевого роста, могут дополнительно усугублять локальную иммуносупрессию [59].
Таким образом, шейка матки представляет собой иммунологически гетерогенный орган, в котором экзоцервикс, зона трансформации и эндоцервикс характеризуются различными профилями иммунных клеток и выполняют взаимодополняющие защитные функции. Дисфункция как врождённого, так и адаптивного звеньев иммунитета создаёт условия для персистенции патогенов и развития неопластических процессов. Эффективные подходы к лечению патологии шейки матки должны основываться на глубоком понимании этих региональных особенностей иммунного ответа.

1.3  Функциональная роль и молекулярно-генетическая характеристика Toll-подобных рецепторов (TLR).

Toll-подобные рецепторы (TLR) занимают центральное место в системе врождённого иммунитета, обеспечивая распознавание микроорганизмов и инициацию защитных реакций. Эти рецепторы экспрессируются как на поверхности клеток, так и во внутриклеточных компартментах (эндосомах и лизосомах), выполняя функцию сенсоров, детектирующих консервативные молекулярные структуры патогенов (PAMPs) и эндогенные сигналы тканевого повреждения (DAMPs) [6, 7].
Структурно TLR представляют собой трансмембранные гликопротеины, включающие три основных домена: внеклеточный лиганд-связывающий участок, трансмембранный гидрофобный сегмент и цитоплазматический TIR-домен (Рисунок 1). Внеклеточный домен содержит лейцин-обогащённые повторы и обеспечивает взаимодействие с PAMPs или DAMPs; в ряде случаев для повышения специфичности распознавания привлекаются корецепторные молекулы. Цитоплазматический TIR-домен взаимодействует с адаптерными белками (MyD88, TRIF и др.), инициируя внутриклеточную сигнальную трансдукцию [61- 63].
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Рисунок 1 – Регуляция активности гемопоэтических стволовых клеток под влиянием воспаления 

Примечание – Составлено по источнику [60]

В организме человека выявлено 10 типов Toll-подобных рецепторов. Наибольшее значение для распознавания вирусных молекул имеют TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 и TLR9. Мембранные рецепторы TLR2 и TLR4 локализуются на поверхности клетки, тогда как TLR3, TLR7, TLR8 и TLR9 находятся на мембранах эндосомально-лизосомального компартмента [7, 30] (Таблица 1). Специфичность отдельных рецепторов различна: TLR4 связывается с бактериальными липополисахаридами, TLR3 — с двуспиральной вирусной РНК, TLR7 и TLR8 — с односпиральной РНК, TLR9 — с неметилированными CpG-последовательностями ДНК.

Таблица 1 – Функциональная значимость Toll-подобных рецепторов в распознавании папилломав0ирусной инфекции и реализации врожденного иммунного ответа

	Группа рецепторов
	Тип TLR
	Специфический лиганд
	Роль в патогенезе ВПЧ-ассоциированных поражений шейки матки

	Поверхностные (мембранные)
	TLR2
	Вирусные белки капсида, компоненты бак. стенок
	Обеспечивает запуск первичного ответа; уровень экспрессии коррелирует с прогрессией от LSIL к HSIL.

	
	TLR4
	DAMPs (белки тепл. шока), липополисахариды
	Участвует в детекции сигналов «клеточной опасности»; гиперэкспрессия при LSIL сменяется угнетением при интеграции вируса.

	Внутриклеточные (эндосомальные)
	TLR3
	Двуспиральная РНК (dsRNA) вирусов
	Ключевой маркер распознавания вирусной нуклеиновой кислоты; максимальная экспрессия характерна для группы NILM.

	
	TLR8
	Односпиральная РНК (ssRNA) вирусов
	Путь TLR8 может усиливаться при персистенции hrHPV, способствуя уклонению вируса от иммунного надзора.

	Примечание – Составлено по источнику [64]




Связывание лиганда с рецептором запускает каскад внутриклеточных сигналов. Преобладающим является MyD88-зависимый путь: адаптерный белок MyD88 рекрутирует киназы семейства IRAK, которые активируют TRAF6. Последующая активация TAK1 и комплекса IKK приводит к деградации ингибиторного белка IκB и транслокации транскрипционного фактора NF-κB в ядро. Параллельно активируются интерферон-регулирующие факторы (IRFs). Итогом служит индукция генов провоспалительных цитокинов (IL-1, IL-6, TNF-α), хемокинов, молекул адгезии и интерферонов I типа (Рисунок 2) [7, 65].
Активация TLR стимулирует созревание дендритных клеток, повышает их антигенпрезентирующую способность и влияет на направление дифференцировки Т-хелперных субпопуляций (Th1/Th2), создавая условия для формирования адаптивного иммунного ответа. Нарушения функционирования этих рецепторов ассоциированы с развитием аутоиммунных, хронических воспалительных и инфекционных заболеваний. Точная регуляция TLR-сигналинга необходима для предотвращения избыточного воспаления и поддержания иммунного гомеостаза [7, 62,  67].
Таким образом, Toll-подобные рецепторы обеспечивают своевременное распознавание патогенов, координацию ранних защитных реакций и подготовку адаптивного иммунитета. Их структурная организация и разнообразие сигнальных путей определяют специфичность и эффективность противоинфекционной защиты.
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Рисунок 2 – Основные сигнальные пути активации TLR-системы (А – MyD88-зависимый каскад; Б – MyD88-независимый каскад) 

Примечание – Составлено по источнику [66]

1.4  Патогенетическая роль Toll-зависимых сигнальных путей локальной мукозальной защиты при папилломавирус-индуцированных предопухолевых процессах шейки матки

На протяжении последних двух десятилетий в фундаментальной медицине сформировалась весомая доказательная база, демонстрирующая определяющее влияние факторов врожденной иммунной защиты на патогенез как инфекционной, так и неинфекционной соматической патологии. Особое научно-практическое значение имеет участие сигнальных механизмов Toll-подобных рецепторов (TLR) в ключевых этапах опухолевой прогрессии — от первичной тканевой инициации и клеточного деления до отдаленного метастазирования при новообразованиях различной локализации, включая онкопатологию желудочно-кишечного тракта (желудка и толстой кишки), органов дыхания, гепатобилиарной системы, а также гормонозависимых опухолей предстательной и молочной желез. В последнее время фокус внимания исследователей сместился в сторону изучения роли семейства рецепторов TLR в процессах индуцированного вирусами канцерогенеза, наиболее изученной и клинически значимой моделью которого выступает ассоциированная с папилломавирусной инфекцией неопластическая трансформация шейки матки [30, 34].
Мукозальный иммунитет слизистой оболочки шейки матки представляет собой первую линию защиты от вируса папилломы человека (ВПЧ), преимущественно высокоонкогенных типов (hrHPV). Основными компонентами этой защиты являются эпителиальные клетки, дендритные клетки (в т.ч. клетки Лангерганса), макрофаги, T-лимфоциты, а также секреторные факторы (муцин, дефенсины, кателицидины, IgA) [46,47].
Муцины (MUC1, MUC4, MUC16 и др.) образуют вязкий гликопротеиновый слой, который выполняет функцию физического барьера, захватывая и иммобилизуя вирусные частицы, тем самым препятствуя их контакту с рецепторами эпителиальных клеток [38].
Антимикробные пептиды (АМП) — α- и β-дефенсины (в т.ч. HD-5, HBD-1–4), кателицидин LL-37 и секреторный лейкоцитарный протеазный ингибитор (SLPI) — обладают прямым антивирусным действием. Они нарушают структуру вирусных частиц, блокируют связывание ВПЧ с гепарансульфат-протеогликанами на поверхности клеток, а также обладают иммуномодулирующими свойствами, рекрутируя иммунные клетки и усиливая воспалительный ответ. В частности, человеческий α-дефенсин 5 (HD-5) эффективно ингибирует инфекцию как кожными, так и слизистыми типами папилломавирусов in vitro [67]. 
Секреторный иммуноглобулин A (sIgA) является ведущим компонентом специфической гуморальной защиты слизистых оболочек. Его синтез осуществляется плазматическими клетками собственной пластинки в полимерной форме. Далее молекула транспортируется через эпителий при участии полимерного иммуноглобулинового рецептора (pIgR) и секретируется в просвет в комплексе с секреторным компонентом. Основная физиологическая роль sIgA состоит в реализации иммунной эксклюзии: нейтрализации вирусных частиц в просвете, предотвращении их прикрепления к эпителиальным клеткам, а также перехвате вируса внутри эпителия во время транскитоза с последующим выведением в неинфекционной форме [68, 69]. Низкие уровни общего и специфического sIgA ассоциированы с повышенной восприимчивостью к персистенции ВПЧ-инфекции. Хотя в цервиковагинальной жидкости часто преобладает IgG, именно sIgA играет ведущую роль в локальной нейтрализации вируса на поверхности слизистой [70].
Ключевую роль в распознавании вирусных структур играют Toll-подобные рецепторы (TLRs), экспрессирующиеся на клетках многослойного плоского эпителия и субэпителиальных иммунных клетках слизистой оболочки нижних отделов половых путей. По данным современных исследований, изменения в экспрессии и функциональности TLRs напрямую связаны с персистенцией HPV и прогрессией цервикальной интраэпителиальной неоплазии (CIN) к раку шейки матки (РШМ) [34].
ВПЧ демонстрирует уникальную стратегию иммунного уклонения, которая заключается в минимальной активации врождённого иммунитета на ранних стадиях инфекции. В отличие от большинства вирусных патогенов, ВПЧ практически не вызывает лизиса клеток-хозяев и не продуцирует значительного количества вирусных частиц в базальном слое эпителия, что существенно снижает высвобождение PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) и DAMPs (damage-associated molecular patterns) [35, 36]. Это приводит к слабой или отсроченной активации TLR-сигнальных путей и, как следствие, к недостаточной продукции провоспалительных цитокинов (IFN-α, IFN-β, IL-6, TNF-α, CXCL8 и др.) [35, 71]. HPV-инфекция приводит к подавлению экспрессии TLR9 в цервикальном эпителии, что коррелирует с нарушением интерферонового ответа и способствует хронической инфекции [7].
Важным механизмом иммунной эвазии ВПЧ является прямое воздействие вирусных онкобелков E6 и E7 на компоненты TLR-зависимого сигнального каскада врождённого иммунитета. Установлено, что белок E7 способен подавлять активность интерферон-регуляторных факторов (IRF-3 и IRF-7), играющих ключевую роль в индукции противовирусного ответа. Кроме того, E7 нарушает взаимодействие адаптерных молекул MyD88 и TRIF с Toll-подобными рецепторами (TLRs), что приводит к ингибированию передачи сигнала и снижению продукции интерферонов I типа, а также провоспалительных цитокинов. В совокупности данные эффекты способствуют формированию локальной иммуносупрессии и персистенции вирусной инфекции.
В работе Li et al. (2017, BioMed Research International) показано, что активация TLR/NO-сигнального пути (nitric oxide) при hrHPV-инфекции способствует патогенезу РШМ, с повышением уровня NO в тканях CIN и карциномы. Авторы подчёркивают, что ингибирование этого пути может стать терапевтической мишенью [72]. Вместе с тем, несмотря на установленную роль оксида азота (NO) в патогенезе ВПЧ-ассоциированных поражений, данные о его терапевтическом применении остаются ограниченными. В ряде исследований показано, что экспрессия индуцибельной NO-синтазы (iNOS) повышена при цервикальной интраэпителиальной неоплазии высокой степени и раке шейки матки, что свидетельствует о вовлечении NO в процессы неопластической трансформации [73]. Экспериментальные исследования демонстрируют, что NO может оказывать двойственное действие: с одной стороны, участвовать в противовирусной защите, с другой — способствовать канцерогенезу за счёт индукции оксидативного стресса, повреждения ДНК и активации сигнальных путей клеточной пролиферации [74]. Отдельные работы посвящены изучению iNOS как потенциальной терапевтической мишени при опухолевых процессах, включая рак шейки матки, однако эти исследования носят преимущественно экспериментальный характер и ограничены моделями in vitro и in vivo [75]. На сегодняшний день отсутствуют рандомизированные контролируемые клинические исследования, оценивающие эффективность применения NO-доноров или ингибиторов NO-синтазы в лечении ВПЧ-ассоциированных предраковых заболеваний шейки матки, в том числе в комбинации с фотодинамической терапией. Таким образом, вопрос о клиническом применении модуляции NO-сигнального пути остается открытым и требует дальнейшего изучения.
Особое значение в патогенезе персистирующей HPV-инфекции имеют изменения экспрессии и функциональной активности отдельных TLRs. Совокупность современных данных указывает на сложную и разнонаправленную модуляцию этой системы, которая способствует как поддержанию хронического воспаления, так и ускользанию вируса от иммунного надзора.
Метааналитические обобщения демонстрируют тесную ассоциацию TLR2, TLR4, TLR5 и TLR9 с HPV-инфекцией и развитием рака шейки матки. Активация TLR2 и TLR4 способствует пролиферации клеток преимущественно через NF-κB-зависимый путь, тогда как TLR9 играет ключевую роль в распознавании вирусной ДНК [8]. Более детальный анализ профиля экспрессии рецепторов в зависимости от тяжести поражения выявляет закономерную динамику: экспрессия TLR2 возрастает по мере прогрессии от LSIL к HSIL, в то время как уровни TLR3 и TLR8 снижаются при тяжёлых формах инфекции. В инвазивном цервикальном раке гиперэкспрессия TLR8 существенно превышает контрольные значения и коррелирует с прогрессией SIL и инвазивной карциномы, особенно при наличии полиинфекции [76].
Эти наблюдения согласуются с представлениями о целенаправленной модуляции системы TLRs вирусом. HPV подавляет TLR7 и TLR9, нарушая активацию дендритных клеток и продукцию IFN-α, одновременно усиливая экспрессию TLR2 и TLR4 в HPV-положительных опухолях. TLR8, обладая высокой гомологией с TLR7 и TLR9, связывается с нуклеиновыми кислотами вируса; его сигнальный путь усиливается при инфекции, способствуя иммунной эвазии [77]. Роль TLR2 дополнительно подтверждается данными о его участии в распознавании вирусных белков и развитии инфекций нижних половых путей. Повышение экспрессии рецептора способствует поддержанию хронического воспаления и канцерогенеза, особенно в комплексе с TLR1 и TLR6 [78].
Транскриптомные исследования HPV-положительных опухолей выявляют характерную гиперэкспрессию TLR2 и TLR4, ассоциированную с формированием иммуносупрессивного микроокружения [79]. Совокупность данных указывает, что TLR2, TLR3, TLR7, TLR8 и TLR9 способны распознавать генетический материал вируса и индуцировать продукцию интерферонов. Однако при персистенции инфекции онкобелки E6 и E7 нарушают сигнализацию этих рецепторов, в том числе TLR8, что способствует прогрессии неопластических поражений [80].
Особый интерес представляет TLR4, в отношении которого наблюдаются разнонаправленные изменения. В HPV-ассоциированных HSIL и плоскоклеточном раке отмечается значимое снижение экспрессии рецептора по сравнению с нормальным эпителием, что связывают с формированием иммуносупрессивного микроокружения [81]. Вместе с тем полиморфизмы TLR4 и TLR9 ассоциированы с инфекцией высокоонкогенными типами HPV и степенью дисплазии; определённые варианты снижают эффективность врождённого иммунного распознавания и способствуют персистенции вируса [82]. Гаплотипы TLR4 влияют на риск множественных hrHPV-инфекций и вирусную нагрузку, а активация рецептора в экспериментальных моделях стимулирует рост цервикальных опухолей и формирование локального иммуносупрессивного микроокружения [83, 84]. Повышенная экспрессия TLR8 в клетках цервикального рака ассоциирована с увеличением продукции VEGF и Bcl-2, что способствует ангиогенезу и антиапоптозу [85].
Существенным механизмом иммунной эвазии является подавление функции клеток Лангерганса и дендритных клеток слизистой. Снижение их способности к презентации антигенов и миграции в регионарные лимфатические узлы препятствует развитию полноценного адаптивного иммунного ответа и способствует переходу инфекции в персистирующую форму — ключевое звено в канцерогенезе рака шейки матки [86].
Таким образом, дисбаланс в системе мукозального врождённого иммунитета, прежде всего нарушение функции TLR-опосредованного распознавания и сигнальной трансдукции (особенно TLR2, TLR4 и TLR8), является одним из центральных патогенетических механизмов, обеспечивающих персистенцию hrHPV и последующую прогрессию CIN до инвазивного рака. Полученные данные обосновывают перспективность иммунотерапевтических подходов, направленных на восстановление адекватной TLR-сигнализации, в том числе в контексте фотодинамической терапии и применения агонистов TLR, как самостоятельного или комбинированного метода лечения HPV-ассоциированных заболеваний [87].
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Развитие CIN рассматривается как ключевой этап формирования инвазивного рака шейки матки, возникающего преимущественно на фоне длительно сохраняющейся инфекции вируса папилломы человека (ВПЧ) онкогенных типов [62]. Наиболее значимыми в канцерогенезе признаны ВПЧ 16 и 18 типов, распространённые среди женщин разных возрастных групп во всём мире. Их персистенция лежит в основе подавляющего большинства случаев рака шейки матки. Поскольку ВПЧ передается преимущественно половым путем, инфекция широко распространена, а её длительное существование сопровождается формированием специфических иммунологических нарушений. Известно, что у 81% пациенток с раком шейки матки выявляются высокие титры антител к HPV-2, что указывает на выраженную системную реактивность организма к вирусному антигену [71,88].
Механизмы канцерогенного воздействия ВПЧ включают экспрессию вирусных белков E6 и E7, которые блокируют функции ключевых супрессоров опухолевого роста — р53 и белка ретинобластомы (pRb). Это приводит к нарушениям репарации ДНК, бесконтрольной пролиферации эпителиальных клеток и постепенному появлению диспластических изменений. Высокая степень дисплазии (ЦИН III) рассматривается как заключительный этап перед формированием преинвазивного рака. Если ЦИН III не подвергается своевременному лечению, риск развития рака шейки матки в течение 10 лет достигает 12–30% у женщин 30–65 лет [89]. Учитывая эти данные, необходим поиск эффективных подходов, направленных на предотвращение прогрессирования неоплазии, снижения частоты рецидивов и предупреждение повторного заражения.
Центральным фактором, определяющим способность организма устранить вирус, является состояние иммунного ответа. Ослабление клеточного иммунитета способствует хронизации ВПЧ, а развитие иммунной толерантности обеспечивает вирусу возможность длительно персистировать в тканях и способствует онкогенному процессу [62]. Вирусные белки, блокируя р53 и pRb, формируют условия для многоэтапного канцерогенеза: от фоновых изменений эпителия шейки матки — к ЦИН различной степени тяжести, далее — к раку in situ и, при отсутствии лечения, к инвазивному раку.
Существенной особенностью ВПЧ является его «скрытность» для иммунной системы. Локализация вируса внутри эпителиального слоя без выхода в кровоток препятствует его распознаванию антигенпрезентирующими клетками. Инфицирование не сопровождается виремией, цитолизом или выраженной воспалительной реакцией, что позволяет ВПЧ длительно циркулировать в организме практически незаметно. Важнейшим барьерным механизмом на уровне репродуктивного тракта является врожденный мукозальный иммунитет, в том числе ранний цитокиновый ответ, связанный с выработкой интерферонов (ИФН) — ключевых медиаторов противовирусной защиты [90].
Система интерферонов рассматривается как одно из наиболее древних и высокоэффективных звеньев противовирусной защиты человека. На уровне слизистой оболочки шейки матки интерфероны выступают ключевыми регуляторами локального иммунного ответа, определяя способность тканей подавлять репликацию вируса и ограничивать его распространение. Истощение интерферонового ответа часто сопровождает клинически значимые формы ВПЧ-инфекции и коррелирует с её прогрессированием [91].
Вирусная эвазия — способность ВПЧ уклоняться от иммунного надзора — реализуется не только за счёт отсутствия выраженного воспаления, но и через активное подавление синтеза интерферонов, блокирование передачи сигналов между ключевыми цитокинами и вмешательство в процессинг антигенов [92,93]. Эти механизмы позволяют вирусу сохраняться в клетках эпителия длительное время, несмотря на функциональность отдельных элементов иммунной системы.
Интерфероны I типа (ИФН-α и ИФН-β) играют центральную роль в инициации ранних противовирусных реакций. Они не только подавляют репликацию вируса, но и обеспечивают координацию последующих этапов иммунного ответа. Снижение уровня ИФН-β, которое наблюдается у женщин с сопутствующей хламидийной инфекцией, может свидетельствовать о нарушении взаимодействия цитокина с клеточными рецепторами. Это приводит к патологическим изменениям тканей, включая ускоренное образование фиброзных структур. В отличие от ИФН-α, ИФН-β преимущественно синтезируется активированными фибробластами, и именно эта особенность делает его особенно уязвимым при сочетанных вирусно-бактериальных поражениях. Нарушение продукции ИФН-β вызывает дисбаланс процессов пролиферации фибробластов, создавая условия для формирования соединительной ткани, спаечного процесса и развития трубно-перитонеального бесплодия [94].
Регуляторные свойства интерферонов I типа также включают влияние на TLR-ассоциированные сигнальные каскады, запускающие широкий спектр противовирусных реакций. Однако изолированное снижение ИФН-β не всегда отражается на клинической картине инфекции, что позволяет предположить компенсаторную активность других цитокиновых звеньев. Наши результаты показывают, что при сочетании ПВИ и хламидийной инфекции изменения ИФН-β выражены значительно сильнее, тогда как уровень ИФН-γ — основного цитокина II типа — проявлял меньшие колебания. Этот факт свидетельствует о возможных перекрестных механизмах регуляции интерферонового ответа, которые требуют дальнейшего исследования [91].
Интерферон II типа (ИФН-γ) в большей степени участвует в иммунорегуляции, чем в прямом подавлении вирусной репликации. Формирование ИФН-γ тесно связано с активацией сигнальных путей интерферонов I типа; поэтому любые нарушения в этих механизмах приводят к дефектам синтеза или действия ИФН-γ [95]. Клинически это может проявляться рецидивирующим течением вирусных инфекций, даже если уровень ИФН-γ в сыворотке остаётся нормальным. Дополнительное значение имеет генетический полиморфизм IFNG, особенно вариант +874T/A, который ассоциирован с повышенной восприимчивостью к вирусным инфекциям. У носителей генотипа AA уровень ИФН-γ оказался наиболее низким, что подтверждает генетическую обусловленность индивидуальной чувствительности к ВПЧ [96].
С учетом этих данных можно предположить, что дефицит ИФН-γ является одним из проявлений вирусной эвазии, позволяя ВПЧ избегать иммунного контроля. Однако степень влияния данного дефицита на клиническое течение заболевания остаётся недостаточно изученной и требует расширенных исследований, включая возможность внедрения рутинного генотипирования пациенток для подбора индивидуализированных схем терапии [91,96].
Интерфероны III типа (ИФН-λ) рассматриваются в современной иммунологии как перспективная группа цитокинов, обладающая выраженным противовирусным эффектом при минимальных системных побочных реакциях. Благодаря ограниченной экспрессии их рецепторов преимущественно на эпителиальных клетках, ИФН-λ обеспечивают локализованную защиту и контролируют активность вируса как на ранних этапах инфицирования, так и в период возможной реактивации [97]. При ВПЧ-инфекции и герпесвирусных инфекциях отмечены разнонаправленные изменения уровня интерферонов III типа: снижение концентрации ИФН-λ3 при неизменных значениях ИФН-λ1. Исследователи предполагают, что инфицирование высокоонкогенными типами ВПЧ сопровождается снижением именно ИФН-λ1, в то время как сочетанная вирусная инфекция приводит к более выраженному интерферонодефициту и снижению противоопухолевого потенциала цитокина [91, 98].
Уровень ИФН-λ3, по данным исследований, демонстрирует вариабельность, которую сложно интерпретировать однозначно. Известно, что экспрессия генов интерферонов III типа может индуцироваться различными вирусами, однако интенсивность их синтеза существенно отличается в зависимости от локализации поражения, глубины инфицирования и особенностей взаимодействия вируса с клетками-мишенями. Такая неоднородность ответа, вероятно, связана не только с особенностями вирусной эвазии, но и с генетическим полиморфизмом рецепторов и молекул интерферонов, что требует дополнительного изучения в клинико-иммунологических исследованиях [91,97].
Выявленный дисбаланс интерферонов в цервикальной слизи у женщин с ВПЧ-инфекцией указывает на значительное нарушение локальной противовирусной защиты ещё на ранних этапах инфицирования. Изменения уровня различных типов интерферонов могут отражать как повышенное их потребление в очаге воспаления, так и снижение синтезирующей способности клеток эпителия. Это особенно важно учитывать, поскольку именно местный иммунитет играет ключевую роль в предотвращении персистенции ВПЧ и прогрессирования клеточных атипий в сторону ЦИН высокой степени [99].
Таким образом, анализ функционирования систем ИФН I, II и III типов при ВПЧ-ассоциированных состояниях свидетельствует о комплексном нарушении механизмов врожденного и адаптивного иммунитета. Установлено, что ВПЧ активно подавляет компоненты интерфероновой защиты, что способствует его длительной персистенции, уклонению от иммунного надзора и формированию условий для канцерогенеза. Глубокое понимание особенностей интерферонового ответа при ВПЧ-инфекции открывает возможности для разработки персонализированных подходов к профилактике, лечению и прогнозированию риска прогрессирования цервикальной неоплазии.

1.6  Иммуномодулирующие эффекты и патофизиологические закономерности лазер-индуцированной фотодинамической деструкции в современной онкогинекологии

Развитие рака шейки матки представляет собой многоэтапный процесс, ключевым инициатором которого является персистирующая инфекция высокоонкогенными типами вируса папилломы человека. Интеграция вирусной ДНК в геном хозяина обеспечивает стабильную экспрессию онкобелков E6 и E7, которые целенаправленно нарушают основные механизмы контроля клеточного гомеостаза. Белок E7 связывается с ретинобластомным белком (pRb), инактивируя его и снимая ограничения пролиферации. Белок E6 инициирует убиквитин-зависимую деградацию p53, блокируя остановку клеточного цикла и апоптоз в ответ на повреждение ДНК [93]. В результате формируется популяция клеток с неограниченным пролиферативным потенциалом и повышенной генетической нестабильностью.
Прогрессия заболевания проходит через последовательные стадии цервикальной интраэпителиальной неоплазии. Начальные изменения соответствуют LSIL (CIN I) и характеризуются морфологическими признаками вирусного поражения (койлоцитоз, паракератоз, акантоз). При сохранении вирусной активности и недостаточности иммунного контроля происходит переход к HSIL (CIN II–III), а затем — к carcinoma in situ и инвазивной карциноме. Сверхэкспрессия E6/E7 способствует патологической пролиферации, подавлению апоптоза, неоангиогенезу и приобретению инвазивных свойств [100]. Продолжительный латентный период (обычно 5–10 лет и более) между инфицированием и развитием инвазивной опухоли отражает необходимость накопления дополнительных генетических и эпигенетических изменений [101].
Состояние местного мукозального иммунитета играет решающую роль в определении исхода папилломавирусной инфекции. В соответствии с классификацией, предложенной Афанасьевым С.С., различают четыре типа проявлений иммунного статуса шейки матки:
- Тип I — характеризуется высоким уровнем экспрессии генов, участвующих в воспалительном и иммунном ответе, что отражает активную реакцию организма на инфекцию.
- Тип II — средний уровень экспрессии генов. Соответствует менее выраженной иммунной активности, что может способствовать более длительной персистенции вируса.  
- Тип III — низкий уровень экспрессии генов, отражающий ослабленный иммунный ответ. В этих условиях шейка матки менее эффективно контролирует инфекцию, что повышает вероятность персистенции и развития патологических изменений.  
- Тип IV — очень низкий уровень экспрессии генов. Свидетельствует о значительном нарушении иммунного ответа и предрасположенности к хроническому воспалению и неопластической трансформации [33, 34, 62, 89].
Хроническое воспаление, поддерживаемое длительной инфекцией, создаёт условия для постоянного повреждения и репарации эпителия, что благоприятствует накоплению мутаций [66]. Генетическая нестабильность, возникающая вследствие инактивации p53 и pRb, а также дополнительных нарушений в генах контроля клеточного цикла и репарации ДНК, повышает злокачественный потенциал клеток. Существенную роль играет взаимодействие трансформированного эпителия с мезенхимальным микроокружением: изменения в строме и тканевой архитектуре облегчают инвазивный рост и метастазирование. Современные исследования выявляют вовлечённость ряда сигнальных путей и молекулярных маркеров, ассоциированных с прогрессией заболевания [35, 71, 89].
Таким образом, канцерогенез рака шейки матки определяется комплексом взаимосвязанных процессов: интеграцией и экспрессией вирусных онкогенов, нарушением контроля клеточного цикла и апоптоза, накоплением генетической нестабильности, хроническим воспалением и формированием супрессивного микроокружения при недостаточной эффективности локального иммунного ответа. Понимание этих механизмов служит основой для совершенствования стратегий профилактики, ранней диагностики и таргетной терапии.
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Рисунок 3 – Этапы канцерогенеза РШМ, инициируемый ВПЧ

Примечание – Адаптировано по источнику [30]

1.7  Анализ современных методов консервативного и органосохраняющего лечения предопухолевых заболеваний шейки матки

CIN представляет собой предраковое состояние, ассоциированное преимущественно с персистирующей инфекцией высокоонкогенными типами ВПЧ [89]. Современные клинические рекомендации выделяют два основных направления терапии CIN: деструктивные и органосохраняющие методы. К деструктивным процедурам относятся криотерапия, диатермокоагуляция и лазерная коагуляция, направленные на уничтожение патологически изменённых клеток. Органосохраняющие методы включают петлевую электроэксцизию зоны трансформации (LEEP/LLETZ) и конизацию холодным ножом, которые позволяют удалять поражённые участки шейки при минимальном повреждении здоровых тканей [102].
Хирургические методы эффективны в регрессии дисплазии, однако могут сопровождаться рядом осложнений. Среди них — структурные изменения шейки матки, образование рубцов, гиперпигментация и системные побочные эффекты вследствие повреждения здоровых клеток. Неполное удаление изменённых тканей во время LEEP или конизации повышает риск персистенции ВПЧ и повторного возникновения CIN. Многократные деструктивные вмешательства увеличивают вероятность формирования стеноза шейки матки, преждевременного родоразрешения и других акушерских осложнений. Помимо этого, после подобных процедур у пациенток нередко развиваются психоэмоциональные расстройства, включая тревогу и депрессию. [9]. Кроме того, отмечаются случаи формирования множественной лекарственной устойчивости, что снижает результативность дальнейшей терапии и повышает риск повторного возникновения патологического процесса [103–105].
Согласно современным клиническим рекомендациям, лечение CIN направлено на удаление или деструкцию патологически изменённого эпителия с целью предотвращения прогрессии в инвазивный РШМ, при этом приоритет отдаётся методам, минимизирующим риск рецидива и сохраняющим репродуктивную функцию у женщин детородного возраста. В протоколах Министерства здравоохранения Республики Казахстан, а также в международных гайдлайнах, таких как рекомендации Американского общества кольпоскопии и патологии шейки матки (ASCCP, 2019–2025), Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ, 2021–2025) и Корейского общества гинекологической онкологии (KSGO, 2025), выделяются две основные группы методов: хирургические (эксцизионные) и аблативные (деструктивные) [18, 102, 106]. 
Конусовидная эксцизия шейки матки и другие хирургические методы по-прежнему являются стандартом лечения цервикальной интраэпителиальной неоплазии высокой степени (CIN 2–3, HSIL) в ситуациях, когда требуется гистологическое подтверждение диагноза и полное удаление зоны трансформации. Согласно актуальным рекомендациям Американского общества кольпоскопии и патологии шейки матки (ASCCP), при гистологически подтверждённой HSIL приоритетным считается выполнение эксцизионного вмешательства. Конизация показана пациенткам с CIN 3, а также при персистирующей CIN 2, особенно в возрасте старше 25 лет, и обеспечивает достижение полной ремиссии в 85–95 % случаев [102]. Аналогичная позиция отражена в рекомендациях Всемирной организации здравоохранения: эксцизионные методы, включая петлевую электроэксцизию (LEEP) и холодно-ножевую конизацию (CKC), демонстрируют высокую эффективность, обеспечивая элиминацию вируса папилломы человека у 80–90 % пациенток и снижение риска прогрессирования до инвазивного рака шейки матки примерно на 90 % [18, 102]. В обзоре Bhatla N. и соавт. подчёркивается, что при ранних стадиях заболевания выбор объёма хирургического вмешательства должен определяться клинической ситуацией и стадией патологического процесса, при этом профилактика рецидива достигает 95 % [102].
Несмотря на высокую клиническую эффективность, эксцизионные методы имеют существенные ограничения, особенно у женщин репродуктивного возраста. Основными недостатками хирургического лечения являются неблагоприятное влияние на репродуктивную функцию и повышение риска акушерских осложнений. Систематический обзор и метаанализ Kyrgiou M. и соавт., включивший данные более 6 млн участниц, убедительно показал, что конизация статистически значимо повышает риск преждевременных родов (относительный риск 1,78), преждевременного разрыва плодных оболочек и рождения детей с низкой массой тела. При этом выраженность риска прямо зависит от глубины и объёма удалённой ткани: при глубине эксцизии ≥15–17 мм относительный риск преждевременных родов возрастает до 2,77, а при ≥20 мм — до 4,91 [103]. Сходные результаты получены в крупном когортном исследовании Bjørge T. и соавт. на национальной популяции Дании. Авторы установили, что конизация не оказывает отрицательного влияния на общую фертильность и частоту применения вспомогательных репродуктивных технологий, однако достоверно увеличивает частоту преждевременных родов, особенно при глубине эксцизии более 10–12 мм. Повторные хирургические вмешательства дополнительно повышают риск формирования цервикальной недостаточности [105].
Полученные данные согласуются с результатами других исследований, подтверждающих, что объём удаляемой ткани является одним из ключевых предикторов неблагоприятных акушерских исходов. В работе Zhang J. и соавт. показано увеличение частоты самопроизвольных выкидышей и преждевременного разрыва плодных оболочек после холодно-ножевой конизации, что авторы связывают со снижением эластичности шейки матки и нарушением защитных свойств цервикальной слизи [107]. В систематическом обзоре Santesso N. и соавт., выполненном в рамках рекомендаций ВОЗ, также подчёркивается, что более радикальные методы эксцизии ассоциированы с более высоким риском неблагоприятных исходов беременности по сравнению с менее инвазивными подходами [108]. Эти закономерности нашли отражение в рекомендациях Европейского общества гинекологической онкологии (ESGO), согласно которым объём эксцизии должен определяться индивидуально с обязательным учётом необходимости максимального сохранения репродуктивной функции [111].
Дополнительные данные получены в когортных исследованиях, посвящённых исходам беременности после конизации. Wiik J. и соавт. на большой скандинавской популяции продемонстрировали, что беременность, наступившая в первые годы после хирургического лечения, ассоциирована с повышенным риском рецидива цервикальных поражений [110]. Аналогичные тенденции отмечены в работах, анализирующих отдалённые репродуктивные исходы [106, 109].
Таким образом, современные клинические рекомендации и результаты крупных систематических обзоров и популяционных исследований подтверждают, что эксцизионные методы являются высокоэффективным способом лечения CIN высокой степени и позволяют существенно снизить риск развития инвазивного рака шейки матки [18, 102]. Вместе с тем накопленные данные свидетельствуют о наличии значимых ограничений хирургического лечения, связанных прежде всего с риском неблагоприятных акушерских исходов. Степень этих рисков определяется не только фактом хирургического вмешательства, но и объёмом удалённой ткани, глубиной эксцизии, а также необходимостью повторных операций [103, 105, 107, 108].
 Традиционные хирургические методы, включая конизацию, остаются золотым стандартом для CIN 2–3, но их применение у женщин детородного возраста требует осторожности из-за риска акушерских осложнений. ФДТ представляет собой перспективную альтернативу, сочетающую высокую эффективность, безопасность и органосохраняющий эффект, что делает её особенно актуальной для пациенток, планирующих беременность. Дальнейшие исследования, включая проспективные рандомизированные, необходимы для уточнения протоколов и долгосрочных исходов [17, 87, 114]. 

1.8  Эффективность ФДТ в коррекции нарушений врожденного иммунитета

ФДТ является современным высокотехнологичным методом лечения, который использует взаимодействие трёх компонентов: фотосенсибилизатора, света определённой длины и молекулярного кислорода. Данный метод позволяет избирательно повреждать патологические клетки, одновременно стимулируя местный и системный иммунный ответ. Он относится к малоинвазивным тканесохраняющим технологиям, что особенно важно для женщин репродуктивного возраста, поскольку сохраняется анатомическая целостность шейки матки и функциональная способность к деторождению. Использование фотодинамической терапии при ВПЧ-ассоциированных предопухолевых изменениях шейки матки позволяет снизить прогрессирование дисплазии и уменьшить риск трансформации в инвазивный рак [17, 87, 114].
ФДТ реализуется в два основных этапа: введение фотосенсибилизатора и локальное воздействие света на поражённые ткани. Действие метода опирается на три ключевых принципа:
1 Селективная активация фотосенсибилизатора кислородом: фотосенсибилизатор накапливается преимущественно в атипичных клетках, где при активации светом происходит образование активных форм кислорода (например, одиночного кислорода), способных разрушать мембраны клеток и органеллы.
2 Использование светового источника с точной длиной волны: обеспечивает селективное взаимодействие с фотосенсибилизатором, минимизируя повреждение здоровых тканей.
3 Оптимальный выбор фотосенсибилизатора: определяет эффективность локального воздействия и предотвращает системную токсичность.
В результате взаимодействия фотосенсибилизатора с излучением света формируются активные свободные радикалы, которые вызывают окислительное повреждение клеток, разрушение структур вирусной оболочки ВПЧ и инактивацию атипичных клеток. Этот процесс сопровождается активацией местного иммунного ответа, включая фагоцитарные и лимфоцитарные механизмы, что способствует долгосрочной элиминации вируса.
На современном этапе развития онкогинекологии фотодинамическая терапия рассматривается как метод, сочетающий локальную селективную деструкцию патологически изменённых тканей с возможностью индукции системного противоопухолевого иммунного ответа. Высвобождение молекул повреждения (DAMPs) в процессе гибели опухолевых клеток играет ключевую роль в запуске иммунологических эффектов, что определяет перспективы использования ФДТ не только как цитотоксического, но и как иммуномодулирующего воздействия [120]. Эффективность метода в значительной степени зависит от оптических характеристик фотосенсибилизатора и глубины проникновения лазерного излучения в биологические ткани [121].
Фундаментальные основы фотодинамического эффекта были заложены в ранних исследованиях, продемонстрировавших возможность селективного повреждения злокачественных клеток при накоплении фотосенсибилизатора и последующем облучении светом определённой длины волны [122]. Механизм реализации цитотоксичности включает два основных пути. Реакция первого типа характеризуется прямым переносом электрона или протона от возбуждённой молекулы фотосенсибилизатора на биологические субстраты с образованием свободных радикалов. Реакция второго типа заключается в переносе энергии на молекулярный кислород с генерацией синглетного кислорода — высокореакционноспособной формы, вызывающей необратимое окисление белков, липидов и нуклеиновых кислот. Именно синглетный кислород признаётся основным медиатором цитотоксического эффекта при большинстве современных протоколов [13].
Эволюция фотосенсибилизаторов отражает стремление повысить селективность накопления, увеличить глубину оптического воздействия и снизить системную фототоксичность. Препараты первого поколения, основанные на производных гематопорфирина, характеризовались относительно низкой эффективностью поглощения в терапевтическом окне прозрачности тканей и продолжительной кожной фотосенсибилизацией, что ограничивало их клиническое применение [123].
Фотосенсибилизаторы второго поколения, в частности производные хлорина е6 и фталоцианины, обладают более благоприятными спектральными характеристиками с пиком поглощения в области 660–670 нм, что обеспечивает более глубокое проникновение света и улучшенный профиль безопасности [124]. Третье поколение представлено таргетными системами доставки, включая конъюгаты с антителами и наночастицами, направленными на повышение селективности накопления. Несмотря на теоретические преимущества, клиническая реализация таких подходов пока ограничена и требует дальнейшего изучения [125].
Существенным достижением в понимании биологических эффектов ФДТ стало доказательство её способности индуцировать иммуногенную гибель клеток. В отличие от классического апоптоза, сопровождающегося минимальной иммунной активацией, фотодинамическое воздействие приводит к экспозиции на поверхности клеток сигналов «съешь меня» (кальретикулин) и высвобождению аларминов — HMGB1 и АТФ. Эти молекулы взаимодействуют с рецепторами врождённого иммунитета, способствуя созреванию антигенпрезентирующих клеток и запуску адаптивного противоопухолевого ответа [126]. В результате зона фотодинамического воздействия может приобретать свойства локальной противоопухолевой вакцины [12]. Вместе с тем выраженность иммуногенного эффекта существенно зависит от типа фотосенсибилизатора, режима облучения и исходного состояния микроокружения, что обусловливает вариабельность результатов в различных экспериментальных и клинических условиях.
Таким образом, фотодинамическая терапия представляет собой многокомпонентный метод, эффективность которого определяется физико-химическими свойствами фотосенсибилизатора, параметрами светового воздействия и способностью индуцировать не только прямую цитотоксичность, но и иммунологические эффекты. Дальнейшее совершенствование метода связано с оптимизацией характеристик фотосенсибилизаторов и разработкой протоколов, направленных на максимальную реализацию иммуногенного потенциала терапии [12, 13, 120–126].

1.8.1 История применения фотодинамической терапии (ФДТ) в медицине
История ФДТ как научного направления берет свое начало на рубеже XIX–XX веков, основываясь на фундаментальных исследованиях в области фотобиологии. Первое научное описание фотодинамического феномена датируется 1900 годом, когда О. Raab в лаборатории профессора H. von Tappeiner продемонстрировал гибель биологических объектов (Paramecium caudatum) при сочетанном воздействии акридинового оранжевого и видимого света. В 1903 году H. von Tappeiner и A. Jesionek ввели в медицинскую терминологию понятие «фотодинамическое действие» и впервые применили этот принцип для лечения базальноклеточного рака кожи, используя эозин в качестве фотосенсибилизатора [127].
Важнейшим этапом в эволюции метода стал «героический эксперимент» немецкого терапевта Фридриха Мейера-Бетца в 1913 году. Введя себе внутривенно гематопорфирин, ученый на собственном опыте доказал длительную фотосенсибилизирующую способность порфиринов и их системное распределение в тканях человека. Эти ранние исследования определили вектор поиска селективных препаратов, способных избирательно накапливаться в патологических клетках [128].
Переход ФДТ из области экспериментальной медицины в разряд высокотехнологичных методов лечения связан с работами Томаса Догерти (T. Dougherty) в Roswell Park Cancer Institute (США) в 1970-х годах. В 1978 году он опубликовал революционные результаты лечения более чем 100 пациентов с различными формами злокачественных новообразований, используя производное гематопорфирина (HpD). Это исследование послужило катализатором для разработки фотосенсибилизаторов первого поколения (препараты группы Photofrin, Фотогем), которые в 1990-х годах получили официальное одобрение FDA для лечения рака пищевода, легкого и мочевого пузыря [13,122].
В гинекологии развитие ФДТ ознаменовалось внедрением во второй половине 1990-х годов фотосенсибилизаторов второго поколения, в частности, 5-аминолевулиновой кислоты (5-ALA) и её производных [129]. В отличие от ранних препаратов, 5-ALA является предшественником эндогенного протопорфирина IX, что обеспечило высокую селективность накопления в быстро делящемся эпителии шейки матки. Пилотные исследования того периода подтвердили, что ФДТ позволяет достичь высокой частоты полной регрессии очагов цервикальной интраэпителиальной неоплазии (CIN) без формирования грубых рубцовых деформаций, что критически важно для сохранения фертильности у женщин репродуктивного возраста. Последующие годы характеризовались многочисленными клиническими исследованиями, которые подтвердили эффективность ФДТ при дисплазии шейки матки, раке шейки матки и вульвовагинальных новообразованиях [130, 131].
В последние десятилетия область применения ФДТ в гинекологии значительно расширилась. Если изначально метод рассматривался исключительно как альтернатива хирургической деструкции патологических тканей, то современные исследования сфокусированы на его противовирусном и иммуномодулирующем потенциале. Установлено, что ФДТ инициирует не только прямой некроз патологических клеток, но и активирует механизмы врожденного и адаптивного иммунитета. В частности, ключевое значение приобретает изучение влияния фотодинамического воздействия на экспрессию Toll-подобных рецепторов (TLR), что способствует элиминации ВПЧ и предотвращает рецидивирование процесса [87, 113].
Таким образом, ФДТ трансформировалась из метода локальной деструкции в комплексный лечебно-диагностический подход, направленное на патогенетическое лечение ВПЧ-ассоциированных заболеваний [17, 114].

1.8.2 Терапевтический потенциал ФДТ в достижении элиминации ВПЧ и профилактике рецидивов
Современные данные свидетельствуют о том, что фотодинамическая терапия занимает значимое место среди органосохраняющих методов лечения цервикальной интраэпителиальной неоплазии. Принципиальное преимущество метода заключается в селективном повреждении патологически изменённых эпителиальных клеток при сохранении стромальных и мышечных структур шейки матки, что существенно снижает риск рубцовой деформации и нарушения репродуктивной функции.
Рандомизированные контролируемые исследования демонстрируют высокую непосредственную эффективность ФДТ. При применении гексаминолевулината в оптимальной концентрации полная регрессия CIN 2 достигается у 95 % пациенток, что статистически значимо превышает показатели плацебо (57 %). Одновременно отмечается выраженный противовирусный эффект: элиминация наиболее онкогенных типов ВПЧ (16 и 18) составляет 83 % против 33 % в контрольной группе. Побочные реакции ограничиваются локальными транзиторными проявлениями и не требуют специального лечения [132]. Эти результаты согласуются с данными метаанализа, объединившего несколько рандомизированных исследований: вероятность полной ремиссии CIN возрастает более чем в 2,5 раза (OR 2,51), а клиренса ВПЧ — почти в 4 раза (OR 3,82) по сравнению с плацебо. Хотя частота побочных эффектов повышается, они носят преимущественно лёгкий и кратковременный характер [136].
Особую клиническую ценность представляют результаты долгосрочного наблюдения. При сроке follow-up до двух лет полная ремиссия сохраняется у 75 % пациенток с CIN 1 и достигает 90 % при CIN 2/3, существенно превышая показатели спонтанной регрессии в контрольных группах. Частота рецидива, прогрессии или персистенции поражения при CIN 1 не превышает 23 %. Эти данные указывают не только на высокую непосредственную эффективность, но и на стойкость достигнутого результата [137].
Существенным преимуществом метода является благоприятный профиль безопасности в отношении репродуктивной функции. Исследования, проведённые у женщин моложе 40 лет с CIN II–III, показывают полную ремиссию более чем в 98 % случаев при годичном наблюдении. Элиминация ВПЧ фиксируется у 87–90 % пациенток. Среди женщин, планировавших беременность, регистрируется высокий процент успешных гестаций без случаев истмико-цервикальной недостаточности, приведшей к потере плода. Частота серьёзных осложнений (стеноз цервикального канала, выраженная фотосенсибилизация) остаётся низкой [135]. Систематический анализ подтверждает отсутствие повышения риска преждевременных родов и других неблагоприятных акушерских исходов после ФДТ, что выгодно отличает метод от конизации и петлевой электроэксцизии [134].
Отечественный опыт применения фотосенсибилизаторов хлоринового ряда согласуется с международными данными: клиническая эффективность при CIN I–II превышает 90 %, а элиминация вируса сохраняется у значительной части пациенток в течение года наблюдения [133]. Современные систематические обзоры и рандомизированные исследования 2024–2025 гг. обобщают накопленный материал и подтверждают, что частота полной ремиссии при LSIL составляет 75–96 %, при HSIL — 82–99 %. При этом риск рецидива и реинфекции ВПЧ оказывается ниже, чем после лазерной вапоризации, а профиль безопасности существенно благоприятнее по сравнению с эксцизионными методами [138–142].
Таким образом, совокупность результатов рандомизированных исследований, долгосрочных наблюдений и метаанализов позволяет рассматривать фотодинамическую терапию как метод, обеспечивающий высокую частоту регрессии CIN и элиминации ВПЧ при минимальном риске анатомических и функциональных нарушений шейки матки. Указанные характеристики делают ФДТ предпочтительным органосохраняющим подходом у пациенток репродуктивного возраста [132–142]. 
ФДТ характеризуется благоприятным профилем безопасности. Наиболее частые побочные эффекты — умеренная болезненность и локальный отёк — обычно проходят самостоятельно в течение нескольких дней. Метод не требует инвазивного вмешательства, что снижает риск послеоперационных осложнений, рубцовых изменений и функциональных нарушений шейки матки. Кроме того, ФДТ активирует местный и системный иммунный ответ, способствуя долгосрочной элиминации вирусной инфекции и предотвращению рецидивов [114]. В последние годы предложено комбинированное применение ФДТ с лазерными методиками, что позволяет повысить эффективность терапии. ФДТ инициирует противовирусный и противоопухолевый иммунный ответ, активируя фагоцитоз, продукцию интерлейкинов, стимуляцию цитотоксических Т-лимфоцитов и повышение активности естественных киллеров. Это обеспечивает системный эффект, поддерживает иммунологический надзор и способствует длительной элиминации ВПЧ. [87]. Выбор ФДТ в качестве терапии должен быть индивидуальным, с учётом стадии заболевания, типа фотосенсибилизатора и общего состояния пациентки. Решение о применении метода принимается совместно врачом и пациенткой, обеспечивая оптимальный баланс между эффективностью, безопасностью и сохранением репродуктивной функции [143-149].

1.8.3 Влияние фотодинамической терапии на экспрессионный профиль Toll-подобных рецепторов
Активация TLR не только координирует ранний локальный защитный ответ, но и напрямую стимулирует созревание антигенпрезентирующих клеток (дендритных клеток и макрофагов), повышая экспрессию костимулирующих молекул (CD80, CD86, MHC II), что подготавливает и запускает механизмы специфического адаптивного Т-клеточного иммунитета [30]. В результате ФДТ происходит высвобождение DAMPs — фрагментов клеточных мембран, митохондриальной ДНК, белков теплового шока и иных аларминов, которые служат лигандами для TLR2, TLR4 и TLR9 [12, 126].
Активация этих рецепторов запускает преимущественно MyD88-зависимый сигнальный каскад с последующей транслокацией ядерного фактора NF-κB. В результате индуцируется экспрессия провоспалительных медиаторов (IL-1β, IL-6, IL-12, TNF-α, хемокины) и интерферонов I типа, усиливается фагоцитоз и активируются макрофаги. Одновременно вырабатываются молекулы, способствующие разрешению воспаления и ограничению повреждения окружающих тканей. Дендритные клетки, стимулированные через TLR, повышают эффективность захвата и презентации антигенов, создавая условия для формирования специфического адаптивного противоопухолевого ответа [7, 62].
В случае ВПЧ-ассоциированных поражений шейки матки существенное значение приобретает способность фотодинамической терапии восстанавливать экспрессию и функцию Toll-подобных рецепторов, подавленных вирусными онкобелками E6 и E7. При индукции иммуногенной клеточной гибели происходит транслокация кальретикулина на клеточную мембрану и высвобождение АТФ, белков теплового шока HSP70 и HSP90, а также HMGB1. Данные молекулы активируют TLR2 и TLR4 на поверхности дендритных клеток и макрофагов, что приводит к их созреванию (увеличению экспрессии CD80, CD86, MHC II и CCR7) и усиленной секреции IL-12, TNF-α и интерферонов I типа [86, 87, 150]. Одновременно в макрофагах запускается активация инфламмасомы NLRP3, обеспечивающая продукцию IL-1β и IL-18 и быстрое формирование локальной воспалительной реакции [151].
Наиболее выраженные изменения экспрессии наблюдаются в отношении внутриклеточных рецепторов TLR3 и TLR8, ответственных за распознавание вирусных нуклеиновых кислот. Уже через 2 часа после фотодинамического воздействия отмечается значительное снижение гиперэкспрессии TLR8; параллельно уменьшается экспрессия TLR4 и TLR3. Динамика уровня мРНК этих рецепторов рассматривается как потенциальный прогностический маркер ответа на терапию и успешной элиминации вируса [99]. ФДТ способствует демаскировке вирусных антигенов, частично преодолевая иммуносупрессию, индуцированную онкобелками E6 и E7, и восстанавливая продукцию интерферонов I типа [93, 99].
В макрофагах TLR4/MyD88/NF-κB-сигналинг способствует поляризации в сторону провоспалительного M1-фенотипа, создавая микросреду, благоприятную для уничтожения остаточных опухолевых клеток. В условиях гипоксии дополнительно активируются HIF-1α-зависимые пути, усиливающие перепрограммирование опухоль-ассоциированных макрофагов из супрессивного M2- в цитотоксический M1-фенотип [153]. TLR9 вносит вклад за счёт распознавания митохондриальной ДНК и активации интерферонового ответа [154]. Вместе с тем чрезмерная активация нейтрофилов может приводить к формированию нейтрофильных внеклеточных ловушек, способных в определённых условиях подавлять адаптивный иммунитет [152].
Существенная часть данных о downstream-эффектах TLR при ФДТ получена на экспериментальных моделях солидных опухолей. Прямых доказательств реализации этих механизмов в цервикальном эпителии при ВПЧ-ассоциированных поражениях пока недостаточно, что ограничивает экстраполяцию результатов. Выраженность иммунологических эффектов существенно зависит от типа фотосенсибилизатора, параметров облучения и исходного состояния микроокружения. Клинические данные о комбинированном применении агонистов TLR7/8 с фотодинамической терапией при цервикальной патологии остаются ограниченными [156].
Таким образом, Toll-подобные рецепторы (TLR2, TLR3, TLR4, TLR8 и TLR9) занимают центральное место в реализации иммуномодулирующего потенциала фотодинамической терапии. Они обеспечивают распознавание молекул повреждения, активацию провоспалительных сигнальных каскадов, усиление фагоцитоза и презентации антигенов, а также способствуют разрешению воспаления. При ВПЧ-ассоциированной патологии модуляция экспрессии и функциональной активности этих рецепторов позволяет частично восстанавливать иммунный надзор, демаскировать вирусные антигены и повышать эффективность элиминации инфицированных клеток. Дальнейшие проспективные исследования с оценкой иммунологических биомаркеров необходимы для стандартизации протоколов и разработки комбинированных терапевтических стратегий [93, 99, 150–155].

1.8.4 Механизмы модуляции локального клеточного ответа под влиянием фотодинамической терапии
Клетки врождённого иммунитета играют важную роль в ФДТ и её эффектах на поражённые ткани. Моноциты, макрофаги, нейтрофилы, дендритные клетки (ДК) и NK-клетки активируются и рекрутируются к обработанному участку ткани в результате ФДТ. Моноциты из крови мигрируют в ткани, где дифференцируются в макрофаги, активируются при наличии воспалительных сигналов, таких как хемокины и цитокины, высвобождаемые в ответ на ФДТ [152, 153].
Выполняя защитную функцию слизистой оболочки, макрофагальные элементы осуществляют активную утилизацию и клиренс фрагментов деструктированных опухолевых клеток, секретируя при этом широкий спектр цитокинов и хемокинов, ответственных за рекрутинг и созревание других популяций иммуноцитов, что напрямую способствует заживлению тканей и стиханию воспалительного ответа. В условиях прямого контакта с клетками-мишенями, прошедшими сеанс лазерного облучения, макрофаги индуцируют синтез фактора некроза опухоли-альфа (TNF-α), реализующего выраженный цитолитический потенциал. Фотохимически поврежденные структуры экспонируют молекулы клеточной опасности (DAMPs), включая белок теплового шока Hsp70, который посредством взаимодействия с мембранными сенсорами TLR2 и TLR4 инициирует NF-κB-опосредованный сигнальный путь продукции TNF-α. Внутриядерный транспорт транскрипционного регулятора NF-κB потенцирует дальнейшую генерацию макрофагами реактивного оксида азота (NO). Наряду с этим, тесная адгезия мононуклеарных фагоцитов к поврежденным тканевым элементам выступает мощным стимулом для локального выброса пентраксина, гуморальных факторов комплементарного каскада (С3, С5, С9) и сигнальных липидов сфингоидного ряда (включая церамид, сфингозин-1-фосфат и другие сфинголипиды). Данные эффекты разворачиваются параллельно с компенсаторной гиперэкспрессией сенсорных мембранных структур, представленных рецепторами TLR2, TLR4 и локусами связывания C3aR. Сопряженно с этими процессами запускается структурно-пространственная (конформационная) перестройка эндогенного цитозольного рецептора NLRP3. Его агрегация детерминирует ассоциацию многокомпонентной воспалительной платформы (инфламмасомы), ответственной за секрецию биологически активных интерлейкинов непосредственно в зону альтерации [30]. Конечным патофизиологическим результатом данных перестроек в зоне фотодинамической терапии является экспрессируемая макрофагами острая воспалительная реакция, характеризующаяся стремительной и выраженной инфильтрацией стромы нейтрофилами, тучными клетками и моноцитами [154].
Нейтрофилы, как одни из первых клеток, реагируют на воспалительные сигналы, исходящие от обработанной зоны, поглощая и уничтожая патогены, остатки клеток и токсичные вещества, выделяя антибактериальные и противовоспалительные вещества [152]. Презентующие антиген дендритные клеточные элементы (ДК) выполняют ключевую функцию по экстракции и биохимической модификации опухолеассоциированных чужеродных структур, высвобождающихся при деструкции опухолевого матрикса, с их последующим экспонированием на мембране Т-лимфоцитам. Данное взаимодействие служит отправной точкой для развертывания специфического эффекторного звена приобретенной защиты. Завершив фазу процессинга, зрелые популяции ДК совершают направленный транслокационный транзит по путям лимфооттока в регионарные лимфоидные коллекторы, где осуществляют праймирование и эффекторное переключение наивных Т-лимфоцитов, запуская клеточно-опосредованный противоопухолевый иммунный ответ. Параллельно естественные киллеры (NK-клетки) осуществляют селективный цитолиз малигнизированных клеток-мишеней путем дегрануляции и секреции порообразующих перфоринов сопряженно с цитоплазматическим экспортом сериновых протеаз (гранзимов), каскадно индуцирующих классический апоптотический путь гибели измененных клеток [87, 126].
Таким образом, клетки врождённого иммунитета выполняют ключевую роль в обеспечении полноценного терапевтического эффекта ФДТ, реализуя три взаимосвязанных механизма: прямое уничтожение остаточных опухолевых клеток, разрешение острой воспалительной реакции и формирование длительного адаптивного противоопухолевого иммунитета. Благодаря этому фотодинамическая терапия выступает не только как локальный метод воздействия, но и как иммуномодулирующий подход, потенциал которого существенно возрастает при сочетании с ингибиторами иммунных контрольных точек и другими иммунотерапевтическими стратегиями [114].
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Рисунок 4 - Схематическое представление иммуномодулирующих эффектов фотодинамической терапии в онкогинекологии 
Примечание – Адаптировано по источнику [30]










2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

2.1 Материалы исследования
Работа выполнена на кафедре акушерства и гинекологии № 1 НАО «Медицинский университет Астана» и в больнице Управления делами Президента. Проведение научно-исследовательской работы было официально одобрено Локальным биоэтическим комитетом НАО «Медицинский университет Астана» (выписка из протокола заседания № 9). Методологическая схема и дизайн работы, сформированные в строгом соответствии с поставленной целью и сформулированными задачами, предусматривали последовательную реализацию двух взаимосвязанных этапов клинико-лабораторного анализа (Рисунок 5).
В рамках первичного этапа, была осуществлена проспективная оценка базовых клинико-анамнестических, эпидемиологических и инструментальных характеристик обследуемых женщин казахской популяции с верифицированными цервикальными интраэпителиальными поражениями низкой и высокой степени тяжести (LSIL и HSIL). На стартовом этапе исследования проводилось проспективное клинико-эпидемиологическое и анамнестическое картирование когорты обследуемых женщин казахской популяции с верифицированными цервикальными неоплазиями степеней LSIL и HSIL. В специализированную базу данных детально заносились демографические сведения (паспортный возраст), особенности пубертатного периода (возраст наступления менархе). Особое внимание уделялось подробному анализу акушерского паритета, включая общее число гестаций, завершившихся срочными родами, искусственным прерыванием (абортами) либо самопроизвольными выкидышами. Кроме того, фиксировался спектр субъективных жалоб при первичном обращении, верифицированная длительность хронического носительства ВПЧ высокого канцерогенного риска, вакцинальный статус (факт проведения прививок против ВПЧ), а также предшествующий анамнез консервативного лечения воспалительной патологии органов малого таза и объем ранее выполненных хирургических процедур на экзоцервиксе. Объективный осмотр и инструментальный мониторинг локального статуса базировались на проведении расширенной видеокольпоскопии с типированием зоны трансформации (ЗТ I, II или III вариантов) в строгом соответствии с критериями классификации IFCPC и детальной оценкой морфологических признаков зон аномального ацетобелого эпителия.
Второй этап научного исследования носил лабораторно-диагностический и проспективный терапевтический характер. Он включал определение количественных уровней экспрессии мРНК семейства Toll-подобных рецепторов (TLR2, TLR3, TLR4, TLR8) в соскобах эпителиоцитов экзоцервикса методом полимеразной цепной реакции в реальном времени с обратной транскрипцией (RT-qPCR), а также измерение концентраций цитокинового пула (интерлейкинов IL-1β, IL-4, интерферона IFN-γ) в секрете цервикального канала наряду с подсчетом интенсивности локальной экссудации лейкоцитов. В рамках этого же этапа методом ПЦР верифицировался генотипический спектр папилломавирусной инфекции высокого онкогенного риска и измерялся уровень абсолютной вирусной нагрузки. Ключевым вектором второго этапа явилась проспективная оценка клинико-иммунологической эффективности применения ФДТ шейки матки: изучалась динамика экспрессионного профиля генов TLRs, цитокинового баланса и выраженности лейкоцитарной реакции на этапах после проведения сеанса, оценивалась частота полной безрецидивной эрадикации ВПЧ и пресечения процессов малигнизации клеток. С целью комплексной характеристики системной иммунной реактивности оценивались показатели клеточного звена гемопоэза на основании расширенной лейкоцитарной формулы общего анализа крови.
[bookmark: _Hlk179555208]В рамках исследования этническая принадлежность участников определялась посредством двух критериев: личного самоопределения и анализа генеалогических данных в пределах трех поколений (родители, бабушки и дедушки по обеим линиям относились к казахской национальности). Такой подход согласуется с международными стандартами популяционных исследований, где приоритет отдается культурно-этническому самоопределению в условиях компактного проживания этнической группы.
Критерии включения в исследование:
· Информированное согласие пациентки на прохождение диагностического протокола и лечение;
· Верифицированный этно-популяционный статус обследуемой (принадлежность к казахской популяции);
· Подтверждение цервикальной неоплазии легкой либо тяжелой степени (в терминах категорий LSIL или HSIL);
· Прохождение расширенной кольпоскопии;
· Выявление клинически обоснованного показания для проведения ФДТ;
· Отрицательные анализы на сифилис по тесту Вассермана, антитела к гепатитам B и C, а также антитела/антигены к ВИЧ;
· Отсутствие гиперчувствительности к йоду и любым йодсодержащим препаратам в анамнезе;
· Проведение обследования и забора биологического материала вне периода менструального кровотечения.
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Рисунок 5 –Общая схема дизайна исследования


Критерии исключения из исследования:
· Период беременности и лактации;
· Верифицированный инвазивный рак шейки матки любой клинической стадии;
· Индивидуальная непереносимость или аллергия на используемый фотосенсибилизатор;
· Прохождение пациентами курсов системной цитостатической (химиотерапевтической), гормональной или активной иммуносупрессивной и иммуноориентированной терапии;
· Наличие манифестных инфекционно-воспалительных поражений органов мочевыделительной системы и полового тракта в острой фазе, либо отсутствие стойкой клинико-лабораторной ремиссии сопутствующей хронической патологии женской репродуктивной сферы;
· Клинически, эхографически и лабораторно подтвержденные воспалительные процессы органов малого таза (ВЗОМТ) в стадии обострения или активного течения;
· Период обострения любых аллергических заболеваний;
· Когнитивные, психические или коммуникативные расстройства, препятствующие адекватному пониманию сути исследования и соблюдению медицинских рекомендаций.

Систематизация результатов выполненного скрининга позволила сформировать специализированную базу данных для последующей математико-статистической обработки. Протокол первичного приема предусматривал обязательное проведение разъяснительной работы с пациентками для обеспечения строгого соблюдения комплаенса, а также выдачу индивидуальных назначений по уходу за нижними отделами урогенитального тракта в постпроцедурном периоде после проведения фотодинамической деструкции.
Группу проспективного вмешательства составили 120 пациенток, имеющих верифицированные предраковые изменения шейки матки степеней LSIL и HSIL. Дизайн исследования включал проспективный мониторинг эффективности ФДТ. Ввиду того, что ни одна из вошедших в исследование женщин ранее не получала прививок против папилломавирусной инфекции, было полностью исключено искажающее воздействие иммунизации на оцениваемые параметры мукозального барьера.
Итоговый объем биологического материала, полученного из экзо- и эндоцервикса, составил 240 образцов (динамические пары «до и после терапии» для 120 пациенток). На этапе верификации было выполнено 120 молекулярно-генетических тестов методом RT-qPCR и осуществлена клиническая интерпретация 120 результатов гемограмм общего анализа крови.
Морфологическому исследованию (оценка инфильтрации, характеристика лимфоидных клеток и нейтрофилов) подвергнуты 66 биопсийных образцов, полученных до ФДТ. Для количественной оценки иммунного ответа проведено 120 иммуноферментных анализов с определением IL-1β, IL-4 и IFN-γ.
Материал разделён на две клинические группы:
- LSIL — дисплазия лёгкой степени (N87.0 по МКБ-10);
- HSIL — дисплазия тяжёлой степени (N87.1, N87.2 по МКБ-10).
Распределение: контрольная группа — 50 пациенток (29,4 %), LSIL — 54 (31,8 %), HSIL — 66 (38,8 %).

2.2 Методы исследования 
Методология исследования разрабатывалась в строгом соответствии с поставленной целью и задачами. Определение экспрессии мРНК Toll-подобных рецепторов в эпителиоцитах шейки матки выполнялись методом полимеразной цепной реакции в режиме реального времени с обратной транскрипцией, измерение концентраций цитокинов в цервикальном секрете выполнялось с помощью иммуноферментного анализа. Обработка и интерпретация полученных результатов осуществлялись на кафедре акушерства и гинекологии № 1 НАО «Медицинский университет Астана» (заведующий кафедрой — PhD З.Г. Хамидуллина) и в больнице Медицинского центра Управления делами Президента Республики Казахстан.
В основу исследования положен комплексный подход к оценке клинических форм дисплазии шейки матки у женщин репродуктивного возраста. В качестве лечебного метода применялась фотодинамическая терапия. Ретроспективный этап работы базировался на анализе архивных историй болезни пациенток с дисплазией лёгкой и тяжёлой степени, полученных из больницы Медицинского центра Управления делами Президента.
Проспективный фрагмент работы базировался на высокоточных лабораторных методах, включавших определение экспрессионного профиля мРНК сигнальных образраспознающих рецепторов врожденного иммунитета (TLR2, TLR3, TLR4, TLR8) в эпителиальных клетках шейки матки, а также количественную оценку цитокинового баланса (концентраций интерлейкинов IL-1β, IL-4, интерферонов IFN-α, IFN-γ, фактора некроза опухолей TNF-α) и содержания секреторного иммуноглобулина класса А (sIgA) в секрете цервикального канала.
Реализация поставленных в настоящем труде задач осуществлялась с применением следующего комплекса диагностических и аналитических подходов:
1. Общеклинические и анамнестические методы. Данная группа методов предполагала детальную регистрацию и последующую математическую систематизацию комплекса клинико-эпидемиологических и анамнестических признаков. Оценивались возрастные параметры обследованных женщин, пубертатные характеристики (период менархе), возраст начала сексуальных отношений, особенности акушерского паритета (число гестаций, завершившихся родами, искусственными или самопроизвольными абортами). Наряду с этим анализировались данные о молекулярно-генетическом типе папилломавируса, характере предшествующих терапевтических вмешательств по поводу инфекций репродуктивной системы, хирургических манипуляциях на экзоцервиксе, сопутствующей соматической и гинекологической патологии, а также кольпоскопические маркеры (анатомический вариант зоны трансформации и визуализация ацетобелых участков).
Для объективизации выраженности системного и локального субклинического воспалительного процесса использовался расчетный индекс соотношения абсолютного содержания нейтрофилов к лимфоцитам (ИСНЛ) (в некоторых источниках обозначаемый как NLR). Математический расчет и последующая клиническая интерпретация данного суррогатного маркера проводились на основании абсолютных значений клеточных популяций расширенной лейкоцитарной формулы периферической крови в сопоставлении со стандартными физиологическими референсными диапазонами [157]. 
Для оценки субклинического состояния иммунной системы анализировали показатели расширенной лейкоцитарной формулы. Интерпретация результатов проводилась с учётом данных, представленных в публикации Борисова Г. А., 2015 г [158] (Таблица 2).

Таблица 2 – Критерии стратификации иммунологического статуса пациенток на основе интегральных показателей расширенной лейкоцитарной формулы 

	Тип иммунного ответа
	Сочетание показателей ОАК (лейкоциты / лимфоциты)
	Клинико-иммунологическая интерпретация состояния

	I тип (Норма)
	Нормоцитоз / Лимфоциты в норме
	Ареактивное состояние: отсутствие системного ответа (типично для группы контроля).

	II тип (Активация)
	Лейкоцитоз (↑) / Лимфоциты ↑ или норма
	Активация врожденного иммунитета: компенсаторная реакция, характерная для начальной стадии ВПЧ (LSIL).

	III тип (Дефицит)
	Лейкопения (↓) / Лимфоциты ↓ или норма ИЛИ Лейкоциты норма / Лимфоциты ↓
	Иммунная недостаточность: истощение факторов защиты, часто наблюдается при HSIL и РШМ.

	IV тип (Адаптация)
	Любое число лейкоцитов / Лимфоциты понижены
	Активация адаптивного иммунитета: перестройка системы на фоне хронической персистенции вируса.



Примечание – Составлено по источнику [158]


2. Молекулярно-генетический. 
А) Молекулярно-генетическое исследование экспрессии генов Toll-подобных рецепторов (RT-qPCR). Забор биологического материала для оценки уровней экспрессии мРНК семейства Toll-подобных рецепторов (TLR2, TLR3, TLR4, TLR8) осуществлялся путем получения соскобов (скарификатов) клеток плоского эпителия с поверхности экзоцервикса и из цервикального канала. Процедура выполнялась с помощью стерильных одноразовых цитощеток путем трехкратной полной ротации (на 360 градусов) инструмента по часовой стрелке и трехкратной ротации против часовой стрелки. Полученный клеточный материал незамедлительно суспендировали в стерильных пластиковых микропробирках типа Eppendorf, содержащих физиологический буферный раствор, и транспортировали в замороженном виде. 
Лабораторный этап включал последовательное выполнение следующих аналитических процедур: 
Экстракция нуклеиновых кислот: биологические образцы подвергали центрифугированию при 10 000 об/мин в течение 4 минут для фракционного разделения клеточного осадка и супернатанта. Выделение тотальной РНК из полученного осадка проводили с помощью комплекта реагентов «Рибо-сорб К2-1» (производства ООО «ИнтерЛабСервис» / торговая марка «АмплиСенс», РФ) в строгом соответствии с регламентом изготовителя. Синтез олигонуклеотидов осуществлялся автоматическим способом на основе амидофосфитной технологии.
Амплификация (ПЦР): количественный анализ экспрессии генов проводили методом полимеразной цепной реакции, сопряженной с обратной транскрипцией, в режиме реального времени (RT-qPCR) с использованием интеркалирующего красителя SYBR Green I. Реакцию осуществляли на автоматической детектирующей системе CFX96 Real-Time PCR System (производства Bio-Rad Laboratories, США). В качестве эндогенного референса («гена домашнего хозяйства») для нормализации данных использовалась глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа (GAPDH). Математическая обработка: расчет относительного уровня экспрессии мРНК каждого из изучаемых рецепторов выполнялся по нелинейному алгоритму порогового цикла 2−ΔΔCT​ (Livak K. J. & Schmittgen T. D., 2001) [159]. Итоговые показатели нормировались по отношению к средним значениям, зарегистрированным в группе здорового контроля.
Б)  Молекулярно-генетическое типирование и количественный анализ вирусной нагрузки ВПЧ. Идентификация ДНК папилломавирусов высокого и низкого онкогенного риска с дифференцированным определением конкретных генотипов и математическим расчетом абсолютных показателей вирусной нагрузки осуществлялась методом полимеразной цепной реакции в реальном времени (RT-PCR). Диагностический скрининг выполняли в отношении 15 ключевых генотипов возбудителя (низкого онкогенного риска: 6, 11; высокого онкогенного риска: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 и 68) с применением диагностической тест-системы «HPV КВАНТ-15» (Республика Казахстан, зарегистрирована в соответствии с ТУ 9398-032-464820629-2019). Данная методика позволяла измерять концентрацию вирусных ДНК-копий в пересчете на количество эпителиальных клеток хозяина.
В) Иммуноферментный анализ цитокинового баланса цервикального секрета (ELISA). Количественное определение уровней ключевых локальных медиаторов воспаления и противовирусной защиты — интерлейкинов IL-1β, IL-4, интерферонов IFN-γ в цервикальном секрете — выполнялось методом твердофазного иммуноферментного анализа (ELISA).
Методика пробоподготовки и проведения анализа: образцы нативной слизи объемом 1,5 мл вносились в пробирки, содержащие 600 мкл стерильной бессывороточной питательной среды DMEM (производства HyClone, США). Смывы получали путем механического отделения супернатанта после предварительного осаждения клеточного детрита на центрифуге со скоростью вращения ротора 10 000 об/мин в течение 4 минут. Аналитическая фаза осуществлялась с использованием стандартизированных диагностических наборов серии «ИФА-БЕСТ» (производства ЗАО «Вектор-Бест», РФ). Регистрация результатов и измерение уровня оптической плотности проводились на автоматическом микропланшетном спектрофотометре Multiskan GO (производства Thermo Fisher Scientific, США) при основной длине световой волны 450 нм с коррекцией по референсному светофильтру на 630 нм. Во избежание искажения результатов фометрическое считывание выполняли строго в течение 10 минут после добавления стоп-реагента.
Г) Молекулярный скрининг эрадикации вируса методом гибридного захвата. Для подтверждения полноты элиминации ВПЧ высокого онкогенного риска на отдаленных сроках динамического наблюдения у пациенток основной группы использовался метод гибридного захвата — Digene-тест (набор реагентов Digene Hybrid Capture System, производства QIAGEN GmbH, Германия). В качестве биологического субстрата для анализа служил клеточный соскоб, полученный методом бережного скарификационного соскоба шейки матки. Данная технология, основанная на образовании РНК-ДНК гибридов с их последующим хемилюминесцентным определением на специализированном приборе-люминометре, обеспечивала высоконадежную клиническую верификацию вирусологического излечения.
3. Инструментальные методы. Кольпоскопическое исследование шейки матки осуществляли с использованием бинокулярного кольпоскопа КС-02 (модификация 051). В процессе обследования выполняли детальный осмотр эпителия, наносили 3–5 % раствор уксусной кислоты для выявления ацетобелых участков и проводили пробу Шиллера с раствором Люголя с целью определения зон, характеризующихся сниженным содержанием гликогена. По результатам кольпоскопии устанавливали характер морфологических изменений слизистой: нормальная кольпоскопическая картина, аномальная кольпоскопическая картина I степени либо аномальная кольпоскопическая картина II степени. Местоположение и площадь поражения регистрировали для верификации диагноза и последующего клинического анализа.
Цифровой анализ кольпоскопических снимков выполняли в программе ImageJ [160]. Изображение загружали через функцию «File – Open» и преобразовывали в 8-битный формат с помощью команды «Adjust – Threshold – 8-bit». Подсчёт площади поражения производили с использованием функции «Analyze – Measure». Интегральный индекс IndGV рассчитывали по формуле: IndGV = (MaxGV - MinGV) \times \%Area.
 4. Фотодинамическая терапия (ФДТ). ФДТ проводилась в соответствии с Клиническим протоколом медицинского вмешательства «Флуоресцентная диагностика и фотодинамическая терапия злокачественных новообразований наружных локализаций и полых органов», утверждённым Объединённой комиссией по качеству медицинских услуг Министерства здравоохранения Республики Казахстан (протокол № 200, 21 декабря 2023 г.) [161]. Поскольку данный клинический протокол не содержит специализированных рекомендаций по проведению фотодинамической терапии при предраковых заболеваниях шейки матки, лечение пациенток осуществлялось в соответствии со Стандартной операционной процедурой (СОП) Больницы Медицинского центра Управления делами Президента Республики Казахстан «Правила выполнения фотодинамической терапии» (№ 263 от 19.04.2024 г.). Методика проведения ФДТ, включая параметры лазерного излучения, дозу фотосенсибилизатора, время экспозиции и последовательность выполнения процедуры, соответствовала требованиям указанной СОП (Приложение А).
Протокол фотодинамического лечения предусматривал системное внутривенное введение фотосенсибилизатора «Фотолон» (активное вещество — хлорин е6, разрешен к применению на территории Республики Казахстан) за 180–200 минут до инициации лазерной экспозиции. Предпроцедурный этап включал обязательное проведение флуоресцентного контроля с применением источника возбуждающего света с длиной волны 400 нм и отсекающего желтого фильтра, что обеспечивало высокоточную топографическую оценку границ неоплазии и оптимизацию количества полей облучения.
Локальное лазерное воздействие на слизистую оболочку цервикального канала выполнялось при помощи световода диффузного типа, в то время как для обработки плоского эпителия влагалищной части шейки матки задействовали световод с микролинзовой насадкой, интегрированный в лазерную систему «СИЛМА-01» (ООО «Полироник», регистрационное удостоверение № РЗН 2017/5438). Источником высокоинтенсивного лазерного излучения с рабочей длиной волны 662 нм, соответствующей максимуму поглощения используемого красителя хлоринового ряда, служил терапевтический аппарат «ЛАХТА-МИЛОН» (MILON GROUP, регистрационное удостоверение № ФСР 2010/09641. По окончании фотооблучения повторно проводили флуоресцентную диагностику с целью контроля степени выгорания фотосенсибилизатора и оценки результативности процедуры.

2.3 Статистический анализ полученных данных
Первичные данные собирались, систематизировались и хранились в программе Microsoft Excel 365. Все числовые показатели приведены к международной системе единиц (SI). В исследование включены 170 пациенток репродуктивного возраста. Необходимый объём выборки рассчитывался с учётом статистической мощности для выявления различий в экспрессии мРНК TLR2, TLR3, TLR4 и TLR8 между тремя группами, а также для оценки эффективности фотодинамической терапии. Расчёт выполнен в G*Power 3.1.9.7 Faul et al., 2007 [162] для однофакторного ANOVA при сравнении контрольной группы (n=50), группы LSIL (n=54) и группы HSIL (n=66). Параметры: α = 0,05; мощность 0,80; размер эффекта f = 0,25; число групп k = 3. Минимальный объём на группу составил около 53 наблюдений, общий минимальный объём — 159 пациенток. С учётом возможного отсева 7–10 % целевой размер увеличен до 170. Фактическое распределение: контрольная группа (без ВПЧ-ассоциированной патологии) — 50 (29,4 %); - LSIL — 54 (31,8 %); - HSIL — 66 (38,8 %). Post-hoc анализ подтвердил мощность выше 0,85 при фактическом объёме выборки.
Эффективность ФДТ у 120 пациенток с LSIL и HSIL оценивали в дизайне «до–после» с контрольными точками 3, 6, 9 и 12 месяцев. Для категориальных исходов (эрадикация ВПЧ, регресс дисплазии) n = 120 обеспечивал мощность > 0,80 при ожидаемой разнице пропорций 20–25 %. Контрольная группа (n = 50) служила источником референсных значений экспрессии TLR и использовалась для сравнения исходных характеристик; отбор проводился при отсутствии патологии шейки матки. Нормальность распределения проверяли критериями Шапиро–Уилка (n < 50) или Колмогорова–Смирнова (n ≥ 50). При нормальном распределении данные описывали средним (M), стандартным отклонением (SD) и 95 % ДИ; при отклонении — медианой (Me) и квартилями (Q1–Q3). t-критерий Стьюдента или Уэлча применяли для двух групп; для трёх и более — ANOVA с апостериорными тестами Тьюки или Геймса–Хауэлла. При ненормальном распределении использовали критерии Манна–Уитни, Краскела–Уоллиса и Данна с поправкой Холма. Процентные доли анализировали критерием хи-квадрат Пирсона или точным критерием Фишера. Корреляции оценивали коэффициентом Спирмена. Связанные выборки анализировали парным t-критерием или критерием Уилкоксона; бинарные показатели — тестом МакНемара. Безрецидивную эрадикацию в течение 12 месяцев после ФДТ изучали методом Каплана–Мейера и регрессией Кокса. Анализ данных включал элементы Data Science (Feature Engineering, EDA) и выполнялся на Python 3.10.0 в Visual Studio Code 1.66.2 с использованием открытых ресурсов GitHub, Kaggle и UCI Machine Learning Repository.

























3  РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

3.1 Анализ региональных особенностей профиля экспрессии мРНК TLR2, 3, 4, 8 в зависимости от тяжести интраэпителиальных поражений

Первичный этап клинико-лабораторного исследования был сфокусирован на комплексной систематизации анамнестических, эпидемиологических и вирусологических параметров у 120 пациенток с верифицированными ВПЧ-ассоциированными предопухолевыми процессами шейки матки. В рамках данного этапа осуществлена оценка профилей транскрипционной активности генов молекулярного распознавания (мРНК TLR2, TLR3, TLR4, TLR8) в цервикальных эпителиоцитах, проведена морфологическая верификация степени тканевой инфильтрации и субпопуляционного состава иммунокомпетентных клеток лимфоидного и гранулоцитарного рядов, а также выполнен расчет площади и интенсивности поражения экзоцервикса с использованием интегрального цифрового индекса IndGV
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Рисунок 6 - Структура и распределение обследованной когорты пациенток по клиническим группам.

Контрольная группа -50 (29,4%); LSIL -54 (31,8%); HSIL - 66 (38.8%). Распределение пациенток по группам было сопоставимым и статистически не различалось по основным демографическим характеристикам (p > 0,05). Параметры расчёта: уровень значимости α = 0,05; статистическая мощность 0,80; размер эффекта f = 0,25 (средний по Cohen); число групп k = 3. Минимальный объём выборки на одну группу составил 53 наблюдения, общий минимальный объём — 159 пациенток. С учётом возможного отсева 7–10 % целевой размер выборки увеличен до 170 человек. Post-hoc анализ мощности при фактическом объёме выборки (n = 170) подтвердил достижение мощности выше 0,85. Доминирование пациенток с цервикальной патологией тяжелой степени (HSIL, соответствующей кодам международной классификации болезней МКБ-10 — N87.1 и N87.2) обусловлено выраженной спецификой маршрутизации и ведения таких больных. 
В результате проведения многомерного статистического анализа комплекса анамнестических и демографических параметров обследованной когорты женщин (Таблица 3) было выявлено, что глубина и выраженность деструктивных изменений цервикального эпителия находятся в прямой зависимости от возрастного ценза пациенток (p = 0,033, рассчитанное на основе непараметрического критерия Краскела–Уоллиса). Помимо этого, на тяжесть течения неопластических процессов значимое влияние оказывает анамнестический показатель сексуальной активности. В когорте пациенток с верифицированным поражением HSIL зафиксировано статистически достоверное увеличение числа половых партнеров по сравнению со здоровым контролем  и группой женщин с диспазией легкой степени  (p=0,012 по критерию Краскела–Уоллиса).

Таблица 3 – Количественные клинико-эпидемиологические характеристики обследованных пациенток с выявленными статистически значимыми различиями между группами

	Признак
	Группа
	Медиана (Me)
	Q1–Q3
	n
	p-value

	Возраст (лет)
	Контроль

	31
	30-39
	50
	

0,033*

	
	LSIL
	28
	28–32
	54
	

	
	HSIL
	35
	31–40
	66
	

	Количество половых партнёров
	Контроль
	2
	1-2
	50
	

0,012*


	
	LSIL
	3
	2–4
	54
	

	
	HSIL
	5
	3–7
	66
	

	Примечание: *различия статистически значимы (p ≤ 0,05).



При сопоставлении качественных клинико-кольпоскопических характеристик у обследованных женщин казахской популяции были верифицированы высокодостоверные межгрупповые различия по частоте выявления ключевых признаков (Таблица 4).
Проведение расширенной кольпоскопии позволило установить, что ацетобелый эпителий (АБЭ) регистрируется со значительно более высокой частотой во всех группах с папилломавирусной патологией по сравнению со здоровыми женщинами (pобщий​<0,001 по критерию χ2 Пирсона). В группе здорового контроля данный признак визуализировался лишь в 10,0 процентов случаев (5 наблюдений из 50). При этом максимальная частота визуализации зон ацетобелого эпителия была зафиксирована у пациенток с интраэпителиальными поражениями легкой степени (LSIL), достигая 92,6 процентов (50 случаев из 54), тогда как в когорте женщин с выраженными изменениями (HSIL) АБЭ определялся в 80,3 процентов наблюдений (53 пациентки из 66). Проведение апостериорного анализа с поправкой Холма подтвердило высокую статистическую значимость различий как при сравнении контроля и группы LSIL (p<0,001), так и при сравнении контроля и группы HSIL (p<0,001). В то же время частота выявления АБЭ между когортами LSIL и HSIL не имела статистически значимых различий (p=0,068), что подчеркивает высокую чувствительность, но ограниченную специфичность данного кольпоскопического маркера в качестве изолированного предиктора тяжести неопластического процесса.
Распространенность кондиломатозного поражения шейки матки и влагалища также демонстрировала статистически значимые различия в рамках общей трехгрупповой модели (pобщий​=0,005 при χ2=10,65). Наблюдалась линейная тенденция к увеличению частоты встречаемости кондилом по мере нарастания тяжести цервикального поражения: от 60,0 процентов (30 случаев) в контроле до 75,9 процентов (41 случай) при LSIL и 86,4 процентов (57 случаев) при HSIL. Парные апостериорные сравнения выявили высокодостоверные различия по частоте кондиломатоза строго между группой здорового контроля и пациентками с HSIL (p=0,002). Различия между контролем и LSIL (p=0,095), а также между когортами легкой и тяжелой дисплазии (p=0,161) не достигли критического уровня статистической значимости. Остальные регистрируемые клинические проявления не имели статистически значимой сопряженности с групповой принадлежностью (p>0,05).

Таблица 4 –  Структурно-сравнительный анализ распространенности визуально-патогномоничных цервикальных маркеров (аномальных кольпоскопических картин и кондиломатоза экзоцервикса) у обследованных пациенток в сопоставляемых клинических группах

	Признак
	Группа
	Значение
	Количество (n, %)
	p-value

	Ацетобелый эпителий
	Контроль
	Есть
	5 (10%)
	Pобщий <0,001*

Контроль – LSIL: 
p < 0,001

Контроль – HSIL: 
p < 0,001 
 pLSIL-HSIL​=0,068


	
	
	Нет
	45 (90%)
	

	
	LSIL
	Есть
	50 (92,6%)
	

	
	
	Нет
	4 (7,4%)
	

	
	HSIL
	Есть
	53 (80,3%)
	

	
	
	Нет
	13 (19,7%)
	

	Кондиломы
	Контроль
	Есть
	30 (60,0%)
	pобщий​=0,005∗ pКонтроль-LSIL​=0,095 
pКонтроль-HSIL​=0,002
pLSIL-HSIL​=0,161


	
	
	Нет
	20 (40,0%)
	

	
	LSIL
	Есть
	41 (75,9%)
	

	
	
	Нет
	13 (24,1%)
	

	
	HSIL
	Есть
	57 (86,4%)
	

	
	
	Нет
	9 (13,6%)
	

	Примечание: * различия статистически значимы p ≤ 0,05 (хи-квадрат Пирсона); попарные апостериорные сравнения (post-hoc анализ) между независимыми группами по критерию Фишера с поправкой по Холма (значения достоверных межгрупповых различий p < 0,05.




Оценка параметров локального мукозального барьера (Таблицы 5 и 6) продемонстрировала наличие высокодостоверных межгрупповых отклонений, выявляемых как при качественной оценке профиля лейкоцитарной экссудации, так и при количественном анализе абсолютной концентрации лейкоцитов в цервикальном секрете в сопряженности со степенью тяжести интраэпителиальных изменений шейки матки. Данная закономерность подтверждена расчетом критерия хи-квадрат Пирсона для дискретных распределений и непараметрического H-критерия Краскела–Уоллиса для непрерывных величин (p < 0,001 в обоих случаях).
Ранжирование вариантов локального воспалительного процесса слизистой оболочки осуществлялось по методике полуколичественной детекции лейкоцитарных элементов в поле зрения микроскопа: к I типу относили образцы с регистрацией до 4 клеток, во II категорию включали показатели в диапазоне 5–14 единиц, III тип верифицировали при обнаружении от 15 до 40 сегментоядерных клеток, тогда как IV класс характеризовался массивным скоплением, превышающим 40 и более иммунокомпетентных клеток [163].

Таблица 5 - Результаты количественной оценки факторов мукозальной защиты и транскрипционной активности генов Toll-подобных рецепторов у обследованных женщин

	Признак
	Группа
	Me
	Q1–Q3
	n
	P-value

	Число лейкоцитов в цервикальном секрете
	Контроль 
	7
	5-8
	50

	Pобщий​<0,001

	
	LSIL
	4
	2–9
	54
	​ PLSIL−HSIL <0,001

	
	HSIL
	14
	7–17
	66
	PHSIL−Control​<0,001

	TLR2 (OE)
	Контроль
	0,91
	0,70-1,21
	50

	Pобщий 0,042*

	
	LSIL
	2,08
	1,12–3,85
	54
	​ PLSIL−Control =0,031

	
	HSIL
	1,41
	0,96–1,98
	66
	PLSIL−HSIL​=0,035

	TLR4 (OE)
	Контроль
	0,79
	0,65-1,28
	50
	Pобщий 0,022*

	
	LSIL
	1,94
	1,01–2,48
	54
	​ PLSIL−Control =0,019

	
	HSIL
	1,25
	0,81–1,65
	66
	​ PLSIL−HSIL =0,041

	Примечание: * - межгрупповые различия показателей признаны статистически значимыми при p≤0,05 (в соответствии с непараметрическим критерием Краскела–Уоллиса)



Таблица 6 - Характер распределения и сравнительный анализ качественных показателей локального воспалительного ответа и тканевой инфильтрации экзоцервикса

	Признак
	Группа
	Неопределен-ная
	Слабая
	Умерен-ная
	Выражен-ная
	P-value

	Степень инфильтрации ИКК экзоцервикса
	LSIL
	40 (74,1%)

	11 (20,4%)

	3 (5,6%)

	0 (0,0)
	0,001*

	
	HSIL
	17 (25,8%)

	7 (10,6%)

	6 (9,1%)

	36 (54,5%)

	

	Примечание:  Звёздочкой (*) отмечены статистически значимые различия (p < 0,05).



Анализ транскрипционной активности генов Toll-подобных рецепторов (Рисунок 7) выявил достоверные различия уровней экспрессии мРНК TLR2 и TLR4 в зависимости от выраженности предопухолевых изменений (p = 0,042 и p = 0,022 соответственно по критерию Краскела – Уоллиса).
Максимальный подъем экспрессии мРНК рецепторов TLR2  и TLR4 регистрировался у пациенток с легкой степенью дисплазии (LSIL), существенно превышая базовые показатели здоровых женщин контрольной группы. Это свидетельствует о выраженной локальной мобилизации факторов врожденного иммунитета на начальных этапах папилломавирусной инфеккции.
В то же время при переходе процесса в тяжелую фазу (группа HSIL) отмечалось достоверное угнетение экспрессионных профилей изучаемых рецепторов: медиана экспрессии мРНК TLR2 снижалась до 1,41 условных единиц, а мРНК TLR4 — до 1,25 условных единиц. Подобный спад активности указывает на истощение локального иммунного ответа и успешное формирование вирусом механизмов уклонения (immune evasion) от иммунного надзора хозяина по мере прогрессирования дисплазии.
В отношении показателей внутриклеточных рецепторов TLR3 и TLR8 статистически значимых межгрупповых различий при анализе площадей разброса данных зафиксировано не было (р = 0,565 и р = 0,074 по критерию Краскела – Уоллиса соответственно), что подтверждает их относительно стабильный транскрипционный профиль на доклинических этапах цервикального канцерогенеза.
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Рисунок 7 – Сравнительный анализ экспрессионных профилей мРНК генов Toll-подобных рецепторов (TLR2, TLR3, TLR4, TLR8) в соскобах эпителиоцитов экзоцервикса в зависимости от степени тяжести поражения.

Примечание: TLR2 (p=0,042), TLR4 (p=0,022), различия по TLR3 и TLR8 статистически не значимы (р = 0,565 и р = 0,074) по критерию Краскела – Уоллиса 

Морфологическая оценка биоптатов слизистой оболочки цервикального канала (эндоцервикса) показала, что количественная плотность воспалительного инфильтрата, а также субпопуляционная структура представленных в ткани лимфоидных элементов и полиморфноядерных (сегментоядерных) нейтрофилов не имели статистически значимой взаимосвязи с клиническим вариантом интраэпителиального неопластического процесса шейки матки (p > 0,05, критерий χ² Пирсона)¹.
В то же время результаты иммуногистохимического и микроскопического анализа стромального компонента влагалищной порции шейки матки (экзоцервикса) (Рисунок 8) выявили высокодостоверные межгрупповые различия по степени выраженности тканевой иммунной инфильтрации (p < 0,001, критерий χ² Пирсона)¹. При этом фенотипический состав клеточного инфильтрата в стромальных структурах экзоцервикса существенно не различался в зависимости от степени тяжести диспластического поражения многослойного плоского эпителия (p > 0,05, критерий χ² Пирсона)¹. Таким образом, выявленные различия характеризовались преимущественно изменением степени выраженности иммунокомпетентной клеточной инфильтрации при сохранении относительного постоянства ее клеточного состава.
Сравнительный анализ структурных изменений стромы продемонстрировал, что развитие фиброзных процессов в тканях как эндо-, так и экзоцервикса достоверно преобладало у пациенток с плоскоклеточными поражениями легкой степени (группа LSIL) по сравнению с когортой женщин с тяжелой дисплазией (HSIL) (p=0,028, критерий хи-квадрат Пирсона).
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Рисунок 8 – Сравнительный анализ распределения плотности инфильтрации стромы экзоцервикса иммунокомпетентными клетками у пациенток в зависимости от степени тяжести плоскоклеточного интраэпителиального поражения

Интеграция папилломавирусного генома в хромосомную ДНК клетки-хозяина сопряжена с глубоким подавлением эффекторных механизмов мукозального противовирусного иммунитета. Вследствие этого на начальных этапах неопластической трансформации плоского эпителия шейки матки (группа LSIL) процессы клеточной инфильтрации стромального компонента экзоцервикса иммунокомпетентными клетками носят преимущественно ограниченный характер.
Так, слабая степень инфильтрации регистрируется в 20,4 процента клинических случаев (11 пациенток из 54), умеренная выраженность локального инфильтрата — у 5,6 процента обследованных женщин (3 пациентки), тогда как в преобладающем большинстве наблюдений — 74 процента случаев (40 пациенток) — выраженность локального воспалительного компонента классифицируется как неопределенная.
На фоне дефицита адекватного локального иммунного ответа персистующий вирус папилломы человека беспрепятственно проявляет свой онкотрансформирующий потенциал, стимулируя пролиферацию атипичных клонов и утяжеление плоскоклеточного поражения до степени тяжелой дисплазии (HSIL). Распознавание антигенов опухолеассоциированных неопластических клеток структурами иммунной системы хозяина инициирует компенсаторный рекрутинг и миграцию эффекторных клеток в зону поражения.
Данный защитно-воспалительный феномен находит свое отражение в значительном увеличении числа лейкоцитов в цервикальном секрете, при этом выраженная экссудация, соответствующая III типу локальной лейкоцитарной реакции (характеризующемуся наличием от 15 до 40 лейкоцитарных клеток в поле зрения при микроскопии), регистрируется у 37,9 процента пациенток с HSIL (25 наблюдений из 66).
Декомпенсация защитно-приспособительных механизмов на этапе метапластического равновесия между противоопухолевым надзором и процессами прогрессирования неоплазии способствует формированию тканевой иммунологической толерантности в отношении атипично измененных клеток. На молекулярно-генетическом уровне данный процесс сопровождается глубоким угнетением транскрипционной активности ключевых рецепторов врожденного иммунитета: показатели экспрессии генов мРНК TLR2 и TLR4 снижаются соответственно в 1,48 и 1,55 раза по сравнению с уровнями, характерными для пациенток с легкой дисплазией шейки матки (LSIL). Сходный характер депрессии экспрессионного профиля регистрируется и в отношении гена внутриклеточного рецептора TLR8, уровень мРНК которого падает до минимальных значений, маркируя локальный иммунодефицит.
Параллельно утяжелению степени плоскоклеточного поражения интенсивность локального инфильтративного ответа в строме экзоцервикса компенсаторно возрастает, что подтверждается наличием высокодостоверных межгрупповых различий (χ2=19,27; p = 0,0002 по критерию хи-квадрат Пирсона). Выраженная (высокая) плотность инфильтрации стромального компонента иммунокомпетентными клетками при тяжелой цервикальной дисплазии (HSIL) регистрируется у 25,8 процента обследованных женщин (17 пациенток из 66), умеренный характер тканевой инфильтрации — в 10,6 процента случаев (7 пациенток), слабая инфильтрация — в 9,1 процента случаев (6 пациенток), в то время как неопределенная плотность ИКК-инфильтрации стромы в данной группе фиксируется у 54,5 процента обследованных женщин (36 пациенток).
С применением высокочувствительного молекулярно-генетического анализа вирусного профиля у обследованных женщин с верифицированной патологией шейки матки была проведена комплексная оценка частоты выявления ведущих генотипов папилломавируса в зависимости от структуры инфицирования: в формате моноинфекции (изолированное обнаружение одного типа вируса высокого онкогенного риска) либо полиинфекции (сочетанная персистенция двух и более вирусных генотипов одновременно).
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Рисунок 9 -– Структурно-частотное распределение вариантов папилломавирусной инфекции (моно- и полиинфекции) в зависимости от степени тяжести неопластического процесса в исследуемой когорте женщин

В результате проведения многомерного анализа характера распределения паттернов инфицирования (Рисунок 9) и спектра доминирующих онкогенных генотипов возбудителя (Рисунок 10) в сопоставляемых клинических группах были выявлены высокозначимые статистические различия (при p < 0,001 для общей трехгрупповой аналитической модели и p = 0,016 при попарном сравнении подгрупп LSIL и HSIL с использованием непараметрического критерия хи-квадрат Пирсона.
В когорте пациенток с плоскоклеточными интраэпителиальными поражениями тяжелой степени (HSIL) частота выявления изолированного инфицирования (моноинфекции) составила 57,6 процента (38 случаев из 66), превышая аналогичный показатель группы легкой дисплазии (LSIL), где моноинфекция регистрировалась лишь в 31,5 процента случаев (17 пациенток из 54), в 1,83 раза. Данная закономерность указывает на селективный отбор наиболее агрессивного и патогенного вирусного клона по мере нарастания тяжести цервикальной неоплазии и прогрессирования предракового процесса.
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Рисунок 10 –Частота выявления доминирующих онкогенных генотипов ВПЧ у обследованных женщин в зависимости от степени тяжести интраэпителиальной неоплазии

Частота выявления доминирующих высокоонкогенных генотипов (ВПЧ 16 и 18 типов) демонстрировала выраженную прямую зависимость от степени тяжести неопластического процесса. При этом в группе легкой дисплазии (LSIL) генотип 18 типа не определялся вовсе, что может свидетельствовать в пользу его более высокой трансформирующей активности (агрессивного течения) и ускоренного перехода в тяжелую стадию дисплазии, минуя начальные фазы, либо указывать на селективную тропность вируса к цилиндрическому эпителию цервикального канала.
На этапе легкой неоплазии на сопоставимом уровне — по 10,9 процента (по 5 случаев из 46 активных инфекций в группе) — регистрировались 33, 53, 56 и 58 типы вируса. В свою очередь, при выраженных поражениях (HSIL) отмечалось существенное увеличение доли выявления ВПЧ 33 типа, которая достигла 18,6 процента (11 случаев из 59 активных инфекций в группе HSIL).
Сравнительный анализ встречаемости серотипов при различных типах инфицирования показал, что ВПЧ 16 типа в 1,67 раза чаще регистрировался в структуре моноинфекции (60 %, или 33 случая из 55), нежели при полиинфекции (36 %, или 18 случаев из 50). Другие высокоонкогенные генотипы в условиях изолированного инфицирования определялись значительно реже: частота встречаемости ВПЧ 33 типа составила 14,5 процента (8 пациенток), 31 типа — 7,3 процента (4 пациентки), 18 типа — 3,6 процента (2 пациентки), 45 и 52 типов — по 5,5 процента (по 3 случая), а 56 и 59 типов — по 1,8 процента (по 1 пациентке) соответственно. Прочие идентифицированные типы папилломавируса выявлялись исключительно в составе множественной полиинфекции (рисунок 11)
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Рисунок 11 – Спектральное распределение ведущих высокоонкогенных генотипов папилломавируса человека в зависимости от моно- и поликомпонентного характера персистенции в урогенитальном тракте

Цифровая обработка и компьютерный анализ визуальных результатов пробы с 3–5% раствором уксусной кислоты позволили выявить прямую сопряженность между объективными количественными параметрами зон ацетобелизны и степенью тяжести выявляемых интраэпителиальных изменений шейки матки. Параметр «dGV ацетобелого эпителия», характеризующий оптические свойства и выраженность побеления патологически измененных участков экзоцервикса, последовательно увеличивался при переходе от контрольной группы к группе LSIL. Наиболее высокие значения отмечены у пациенток с HSIL, где медиана показателя составила 48. Межгрупповые различия достигали статистической значимости (p = 0,023; критерий Краскела–Уоллиса), что указывает на связь данного цифрового параметра с тяжестью неопластических изменений.
Относительная площадь пораженной ткани после уксусной пробы (Рисунок 12) также имела достоверные различия (р = 0,02 по критерию Краскела – Уоллиса). В группе здорового контроля медиана площади составляла 17,8 %, существенно увеличиваясь при легкой дисплазии шейки матки до 35,9 %, в то время как в группе тяжелых поражений (HSIL) медиана площади составила 32,6 %. Данная динамика отражает степень вовлечения эпителиального пласта и позволяет количественно оценивать распространенность плоскоклеточных интраэпителиальных поражений не только по глубине (в толщу эпителия), но и относительно всей площади влагалищной порции шейки матки.
Методологическая основа расширенного кольпоскопического исследования с применением раствора йода (проба Шиллера) базируется на способности физиологически сохранных, богатых гликогеном клеток многослойного плоского эпителия селективно окрашиваться в темно-бурый цвет, в то время как патологически измененные локусы сохраняют свою первоначальную окраску, определяясь как йоднегативные зоны. В сопоставлении с диагностическими возможностями уксусного теста, параметр интенсивности поглощения красителя (количественный индекс «dGV йодной пробы») не обнаружил достоверных межгрупповых отклонений (p = 0,170 по результатам непараметрического дисперсионного анализа Краскела–Уоллиса), демонстрируя относительное однообразие средних величин на всех этапах неопластической трансформации экзоцервикса. Напротив, показатель относительной площади йоднегативного поражения (Рисунок 15) характеризовался прогрессирующим и статистически подтвержденным увеличением по мере утяжеления морфологических изменений эпителиального пласта (p = 0,002 на основе Н-критерия Краскела–Уоллиса). Так, медианные значения площади возрастали от фонового уровня интактного контроля (16,2 %) до 37,4 % при верификации легкой дисплазии (LSIL) и оставались на стабильно высоком уровне — 36,2 % — в когорте пациенток с тяжелыми интраэпителиальными поражениями (HSIL).
С целью комплексной математической оценки распространенности и выраженности атипических процессов в работе был детально изучен интегральный кольпоцифровой критерий (IndGV), представляющий собой сопряженный показатель площади деструкции и плотности измененной ткани. Высокодостоверные межгрупповые различия значений IndGV были подтверждены как в рамках пробы с уксусной кислотой (Рисунок 14, p = 0,018), так и при проведении теста Шиллера (Рисунок 16, p = 0,003; расчет производился с использованием критерия Краскела–Уоллиса). При этом числовые значения интегрального индекса IndGV для ацетобелых зон демонстрировали скачкообразный подъем от минимальных фоновых цифр здорового контроля (медиана 3,52) к пиковым значениям в группе с начальными изменениями LSIL (медиана 16,12), стабилизируясь на сопоставимо высоких отметках у пациенток с верифицированным предраковым процессом тяжелой степени HSIL (медиана 14,85).
При сопоставлении интегрального индекса IndGV для йодной пробы Шиллера определялся стабильный и статистически значимый прирост в соответствии с клинической формой предопухолевого процесса. По сравнению со здоровыми женщинами контрольной группы (медиана 9,55) значения интегрального показателя увеличивались в 2,3 раза в когорте пациенток с легкими поражениями (медиана 21,90) и достигали выраженного максимума у женщин с тяжелой дисплазией шейки матки (HSIL), возрастая в 2,8 раза.
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Рисунок 12 – Сравнительный анализ относительной площади зон ацетобелого эпителия в исследуемых клинических группах
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Рисунок 13 – Количественный анализ оптической плотности и интенсивности побеления атипических локусов шейки матки (показатель dGV) при  проведении уксусного теста
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Рисунок 14 – Особенности распределения интегрального кольпоцифрового индекса (IndGV) зон ацетобелого эпителия в зависимости от степени тяжести интраэпителиальных изменений шейки матки
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Рисунок 15 – Сравнительный анализ распространенности йоднегативных участков поражения плоского эпителия экзоцервикса при проведении пробы Шиллера 
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Рисунок 16 – Сравнительная динамика интегрального кольпоцифрового показателя (IndGV) йоднегативных изменений слизистой оболочки при нарастании степени тяжести цервикального процесса


Интегральный патогенетический анализ результатов комплексного клинико-лабораторного тестирования в обследованной когорте женщин казахской популяции демонстрирует фундаментальную закономерность: прогрессирование цервикальной неоплазии тесно сопряжено с поэтапной структурной перестройкой локального иммунологического микроокружения шейки матки.
В частности, было определено, что транскрипционная активность внутриклеточных рецепторов TLR3, играющих стратегическую роль в распознавании чужеродных вирусных нуклеиновых кислот, не претерпевает статистически значимых изменений по мере нарастания тяжести диспластического процесса (p = 0,565 по непараметрическому критерию Краскела – Уоллиса). Данный феномен позволяет выдвинуть патогенетически обоснованную гипотезу о том, что при длительной персистенции папилломавируса высокого онкогенного риска физическая интеграция вирусной ДНК в хромосомный аппарат эпителиоцитов хозяина происходит неравномерно и далеко не на всех этапах предопухолевого каскада.
Сохранение стабильного уровня экспрессии рецепторов TLR3 указывает на удержание определенного защитного потенциала мукозального барьера шейки матки. Это находит свое прямое клинико-лабораторное подтверждение в сохранении резервных механизмов неспецифической резистентности слизистой оболочки, проявляющихся в виде устойчивой мобилизации клеточных факторов и преобладания нормального физиологического и умеренно воспалительного (II и III) типов лейкоцитарной реакции в слизи цервикального канала
Усиление локального иммунного ответа в данном случае направлено на решение двух ключевых задач: элиминацию вируса (эрадикацию ВПЧ) и блокирование процессов малигнизации эпителиальных клеток шейки матки. О мобилизации ресурсов врожденного иммунитета свидетельствует значительный прирост инфильтрации тканей экзоцервикса иммунокомпетентными клетками (ИКК) и увеличение числа лейкоцитов в цервикальном секрете. На фоне этих процессов наблюдается умеренная активация экспрессии мРНК Toll-подобных рецепторов [30, 61].
С учетом ведущей роли ВПЧ в поддержании репликации, пораженная клетка фактически трансформируется в резервуар для копий вируса. При достижении критического объема вирусных частиц происходит разрушение клетки с последующим инфицированием соседних участков эпителия. Прогрессирующая злокачественная трансформация ведет к замещению нормальной популяции опухолевыми клетками, что может временно снижать число копий вируса в пласте за счет межклеточной конкуренции. Таким образом, формируется динамическое равновесие между процессами репликации вируса и опухолевой трансформацией, которое поддерживается активацией иммунной системы в ответ на специфические продукты метаболизма, выделяемые измененными клетками [30, 61].

3.2 Характеристика локального клеточного ответа и динамики лейкоцитарной реакции в цервикальном секрете у женщин казахской популяции

При проведении многофакторного статистического анализа в обследованной когорте женщин не было обнаружено достоверной взаимосвязи между величиной вирусной нагрузки и такими анамнестическими показателями, как возраст пациенток, общая продолжительность персистенции папилломавирусной инфекции (ПВИ), возраст дебюта половой жизни, а также количество половых партнеров в анамнезе (p>0,05).
В то же время множественное инфицирование (полиинфекция) достоверно чаще регистрировалось у пациенток с более высокой сексуальной активностью и большим числом половых партнеров в анамнезе (p=0,034 по непараметрическому критерию Краскела – Уоллиса). Данное обстоятельство не только повышает вероятность транзиторного или персистентного инфицирования несколькими высокоонкогенными генотипами вируса одновременно, но и синергически потенцирует процессы хромосомной нестабильности и генетического полиморфизма в клетках плоского эпителия шейки матки.
Раннее наступление менархе (становление менструальной функции), обусловливающее более длительную эстрогенную стимуляцию и пролонгированную гормональную нагрузку на ткани-мишени репродуктивного тракта, ассоциировалось с более частой регистрацией процессов фиброзирования стромального компонента эндоцервикса (p=0,039).
Статистически значимого влияния возраста обследованных женщин, возраста начала половой жизни, общего числа сексуальных партнеров и длительности вирусоносительства на величину интегрального цифрового показателя (IndGV) при проведении уксусной пробы выявлено не было (p>0,05). Напротив, в отношении йодного теста (пробы Шиллера) была зафиксирована прямая корреляционная связь слабой силы между количеством половых партнеров и величиной цифрового индекса IndGV (коэффициент корреляции Спирмена rs​=0,22; p=0,012).
Величины интегрального цифрового показателя (IndGV) как при уксусном тесте (Рисунок 17), так и при йодной пробе (Рисунок 18) демонстрировали высокодостоверное снижение по мере перехода от первого к третьему анатомическому типу зоны трансформации (ЗТ) шейки матки (p<0,001 для обоих видов проб на основе критерия Краскела – Уоллиса). Кроме того, у пациенток с отсутствием клинических проявлений продуктивной инфекции в виде экзофитных кондилом отмечалось статистически значимое снижение величины IndGV для зон ацетобелого эпителия (Рисунок 19) по сравнению с лицами, имеющими кондиломы (p=0,028 по непараметрическому критерию Манна – Уитни). Продолжительность персистенции папилломавирусной инфекции также оказывала значимое влияние на кольпоскопические характеристики: выявлена обратная корреляционная связь слабой силы между длительностью анамнеза инфекции и значением индекса IndGV после аппликации раствора Люголя (rs​=−0,23; p=0,019
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Рисунок 17 – Сравнительный анализ распределения значений интегрального цифрового показателя (IndGV) зон ацетобелого эпителия в зависимости от анатомического типа зоны трансформации шейки матки
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Рисунок 18 – Значения интегрального цифрового индекса (IndGV) йоднегативных поражений при проведении пробы Шиллера в зависимости от зоны трансформации
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Рисунок 19 – Показатели интегрального цифрового индекса (IndGV) ацетобелого эпителия в зависимости от наличия кондилом 


АБЭ при расширенной кольпоскопии, выступает надежным визуальным маркером локального поражения тканей вирусом папилломы человека. Местное патологическое воздействие ВПЧ ассоциировано с угнетением факторов слизистого иммунного надзора, однако ответная воспалительная реакция стромы шейки матки при наличии выраженных плоскоклеточных изменений закономерно ведет к миграции эффекторных клеток в цервикальный секрет.
В результате проведенного клинико-лабораторного сопоставления было продемонстрировано, что выраженные экссудативные сдвиги, соответствующие III и IV (воспалительным) типам локальной лейкоцитарной реакции, с высокой степенью достоверности ассоциированы с визуализацией аномальной кольпоскопической картины в виде зон ацетобелого эпителия на экзоцервиксе (Рисунок 20)1. Так, при обнаружении ацетобелых участков частота регистрации III типа воспалительного ответа в цервикальной слизи увеличивалась в 2,2 раза, 41,7 процента случаев против 19,4 процента при его отсутствии, а встречаемость IV типа — в 2,0 раза (6,4 процента против 3,2 процента соответственно) при высокой статистической значимости полученных различий (р = 0,012 по критерию хи-квадрат Пирсона). Данная закономерность отражает тесную патогенетическую связь между выраженностью альтерации многослойного плоского эпителия и интенсивностью локальной воспалительной реакции.
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Рисунок 20 – Сравнительная характеристика распределения морфологических типов лейкоцитарной реакции в зависимости от визуализации ацетобелого эпителия.

Анализ анамнестических данных показал, что общая продолжительность персистенции ПВИ оказывает обратное влияние на характер локальной лейкоцитарной реакции в цервикальном секрете. Длительное течение папилломавирусного процесса способствует вовлечению в патологический каскад более широкого пула эпителиоцитов с последующим восходящим распространением вируса в цервикальный канал. Пролонгированная персистенция инфекционного агента выступает триггером для стадийной депрессии и снижения реактивности локального иммунокомпетентного пула в слизистой оболочке цервикального канала. В пользу этого свидетельствует тот факт, что средний анамнестический период вирусоносительства в подгруппе женщин с интактным (I типом) профилем локальной клеточной экссудации достигал 38,20 месяцев, в то время как при регистрации выраженного воспалительного сдвига, соответствующего IV типу, данный показатель демонстрировал резкое падение до уровня 4,30 месяцев (статистическая значимость установлена с помощью Н-критерия Краскела – Уоллиса при р = 0,032). Параллельно зафиксировано отсутствие значимой зависимости лейкоцитарного профиля от таких клинико-эпидемиологических характеристик, как предшествующий факт ПВИ, топографическая конфигурация зоны трансформации (ЗТ I–III типов) или наличие сопутствующих проявлений продуктивной инфекции в виде экзофитного кондиломатоза шейки матки (р > 0,05 на основе анализа таблиц сопряженности хи-квадрат Пирсона).
При активном течении инфекционного процесса (при любых вариантах — изолированном или сочетанном носительстве генотипов ВПЧ) частота верификации основного аномального кольпоскопического признака, представленного зонами ацетобелого эпителия, увеличивалась в 1,6 раза (р = 0,001 по результатам расчета непараметрического критерия хи-квадрат Пирсона). Присутствие ацетобелых участков патогенетически коррелировало с глубокими изменениями местного оборонительного барьера, выражающимися в резком уменьшении числа инфильтрирующих строму экзоцервикса иммуноцитов (р = 0,038 по критерию хи-квадрат), что объективно доказывает развитие очаговой иммунной супрессии под влиянием вируса. Наблюдаемое изменение топографии защитных реакций в ответ на инвазию возбудителя сопряжено с интенсивной транслокацией эффекторного клеточного пула во внешнюю среду: статистически подтвержденный подъем плотности лейкоцитарного осадка в цервикальной слизи определялся преимущественно у пациенток с выраженным ацетобелым эпителием слизистой, достигая медианы в 11 клеток в поле зрения микроскопа, тогда как при отсутствии ацетобелизны данный показатель не превышал 6 единиц (р = 0,008 согласно расчетам с применением непараметрического U-критерия Манна – Уитни). Кроме того, уровни экспрессии ключевых распознающих молекул первой линии защиты — генов мРНК TLR2 и TLR4 — в пределах ацетобелых атипических очагов превосходили аналогичные параметры интактных областей экзоцервикса в 1,5 и 1,7 раза соответственно (р = 0,014 и р = 0,005 на основе сравнения с помощью U-критерия Манна – Уитни
Уровни экспрессии мРНК рецепторов TLR2, TLR4 и TLR8 имели статистически значимую обратную корреляционную связь с возрастом обследованных женщин (Таблица 7), подтверждая более высокий функциональный резерв мукозального иммунитета у молодых пациенток (rs​=−0,24 при p=0,008 для TLR2; rs​=−0,21 при p=0,021 для TLR4; rs​=−0,22 при p=0,016 для TLR8). Наличие сопутствующей гинекологической инфекции в анамнезе оказывало супрессивное влияние, достоверно снижая экспрессию мРНК TLR2 (p = 0,026 по U-критерию Манна – Уитни).
Половые контакты служат ключевым вектором распространения и персистирования папилломавирусной инфекции на слизистых оболочках. Данное патогенетическое сопряжение наглядно иллюстрируется наличием прямых корреляций между количественными показателями экспрессии рецепторов и анамнестическим паритетом половых партнеров1. В частности, нарастание локальной антигенной экспозиции ассоциировано со статистически значимой активацией транскрипции мРНК TLR2 (rs​=0,20; p=0,029) и TLR8 (rs​=0,25; p=0,006). В то же время, клиническая манифестация продуктивного типа папилломавирусного процесса в форме экзофитных разрастаний (кондилом) на эпителиальных покровах влагалища и шейки матки не выступала в роли независимого модулирующего фактора, способного изменить уровни транскрипции мРНК TLR2, TLR3, TLR4 и TLR8 (для всех изучаемых молекул p > 0,05 по непараметрическому U-критерию Манна – Уитни).
Совершенно иной характер молекулярных перестроек выявляется при интеграции вирусного генома в хромосомный аппарат клетки-хозяина1. В этих условиях лавинообразное увеличение концентрации копий ДНК ВПЧ и трансформирующий потенциал ранних вирусных белков на клеточный цикл кератиноцитов сопровождаются компенсаторной гиперактивацией генов внутриклеточного эндосомального сенсора TLR3, предназначенного для распознавания чужеродных нуклеиновых кислот (прямая корреляция Спирмена (rs​=0,27; p=0,003).
В ходе анализа экспрессионного профиля было установлено, что доминирующим по уровню транскрипционной активности во всех исследуемых группах оставался рецептор TLR3 (Рисунок 23). При этом инфицирование одним типом ВПЧ (моноинфекция) сопровождалось более высокими медианными значениями экспрессии мРНК TLR2 (Me = 2,10), TLR3 (Me = 1,32), TLR4 (Me = 2,05) и TLR8 (Me = 2,02) по сравнению с полиинфекцией, где медианы снижались до 1,48; 1,18; 1,32 и 1,26 соответственно (p = 0,012 для TLR2; p = 0,042 для TLR3; p = 0,009 для TLR4; p = 0,016 для TLR8 по критерию Краскела – Уоллиса). Данный феномен свидетельствует о выраженном синергетическом иммуносупрессивном действии консорциума нескольких высокоонкогенных генотипов вируса, направленном на ускользание от механизмов врожденного распознавания паттернов хозяина.
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Рисунок 23 – Сравнительные профили транскрипционной активности Toll-подобных рецепторов в эпителиальных клетках шейки матки при изолированном и сочетанном папилломавирусном инфицировании
 (Критерий Краскела–Уоллиса: p = 0,012 для гена TLR2, p = 0,042 для TLR3, p = 0,009 для TLR4, p = 0,016 для TLR8).

Кросс-анализ параметров общей гемограммы и локальных факторов защиты показал отсутствие статистически достоверных корреляций между абсолютной концентрацией циркулирующих пулов лейкоцитарных клеток, сегментоядерных нейтрофилов, лимфоцитов, моноцитов в кровеносном русле и выраженностью клеточного осадка в цервикальной слизи (для всех сопоставлений p > 0,05).
С другой стороны, при проведении субклинического скрининга системных защитных реакций зафиксирован статистически значимый подъем плотности лейкоцитарного экссудата в цервикальном секрете у женщин, имеющих признаки реактивной активации звеньев врожденного иммунитета (p = 0,011 на основе Н-критерия Краскела–Уоллиса). Обнаруженная закономерность подтверждает тесное патогенетическое сопряжение местной экссудативной реакции с процессами генерализованного неспецифического вовлечения эффекторных иммуноцитов барьерных тканей.
Кольпоскопическая визуализация зон атипического ацетобелого эпителия на экзоцервиксе не сопровождалась какими-либо значимыми сдвигами со стороны циркулирующего пула иммунокомпетентных клеток периферического русла. Абсолютная численность лейкоцитов, моноцитов, лимфоцитов и нейтрофильных гранулоцитов в системном кровотоке сохраняла стабильные фоновые характеристики вне сопряженности с данным визуально-патологическим признаком (p > 0,05 по результатам оценки с использованием статистических тестов Манна–Уитни и t-критерия Стьюдента)
Аналогичным образом, характер инфицирования (моно- или полиинфекция) не оказывал достоверного влияния на показатели расширенной лейкоцитарной формулы венозной крови (p > 0,05 для всех параметров по критериям Краскела – Уоллиса и дисперсионного анализа Фишера).
Интересно отметить, что абсолютное число нейтрофилов периферической крови имело прямую корреляционную связь слабой силы с величиной вирусной нагрузки ВПЧ высокого онкогенного риска (rs​=0,21; p = 0,022). Другие показатели расширенной гемограммы не демонстрировали достоверных взаимосвязей с вирусологическими параметрами. При этом персистенция наиболее агрессивного 16 типа ВПЧ ассоциировалась со статистически значимым снижением относительного уровня циркулирующих лимфоцитов в среднем на 11,8 процента по сравнению с инфицированием иными генотипами папилломавируса (p = 0,025 по t-критерию Стьюдента). Данный феномен может отражать системный иммуносупрессивный потенциал вирусных онкопротеинов.
Кроме того, была зафиксирована прямая корреляционная связь абсолютного числа моноцитов периферической крови с уровнем тканевой экспрессии мРНК TLR8 в эпителиоцитах экзоцервикса (rs​=0,23; p = 0,012), что подтверждает существование сопряженного системно-локального ответа моноцитарно-макрофагального звена в очаге папилломавирусного поражения.
Дополнительно было установлено, что относительная площадь пораженной поверхности шейки матки по данным кольпопланиметрии была статистически значимо выше у пациенток, имеющих субклинические признаки системной клеточной активации как врожденного, так и адаптивного иммунитета (p = 0,032 по критерию Краскела – Уоллиса).
Результаты прецизионного планиметрического и денситометрического анализа цифровых кольпофотограмм с вычислением интегрального показателя IndGV как для уксусного теста, так и для пробы Шиллера (теста с раствором Люголя) объективно продемонстрировали существование прямой высокодостоверной корреляционной зависимости определяемых макроскопических параметров от степени выраженности локальной экссудативной реакции (абсолютного числа лейкоцитов в цервикальной слизи), а также от интенсивности транскрипции генов-мишеней барьерной защиты мРНК TLR2, TLR3 и TLR4 (Таблица 8). Напротив, уровень транскрипционной активности внутриклеточного эндосомального рецептора TLR8 не обнаружил статистически подтвержденных корреляционных связей с интегральными цифровыми параметрами IndGV ни для одной из выполненных диагностических проб (p > 0,05).

Таблица 7 –Анализ сопряженности транскрипционной активности генов Toll-подобных рецепторов с ключевыми анамнестическими, вирусологическими и гематологическими параметрами у пациенток с интраэпителиальными неоплазиями шейки матки

	Клинико-эпидемиологический признак
	TLR2 (rₛ / p)
	TLR3 (rₛ/p)
	TLR4 (rₛ / p)
	TLR8 (rₛ / p)

	Возраст пациенток
	–0,24 / 0,008
	–
	–0,21 / 0,021
	–0,22 / 0,016

	Сексуальная активность (число половых партнеров)

	0,20 / 0,029
	–
	–
	0,25 / 0,006

	Количественная нагрузка hrHPV (копий ВПЧ)

	–
	0,27 / 0,003
	–
	–

	Системный пул моноцитов периферической крови (абс.)

	–
	–
	–
	0,23 / 0,012



Примечание: в таблице приведены только статистически значимые корреляционные связи Спирмена (p≤0,05); прочерк (–) означает отсутствие статистически достоверной взаимосвязи (p>0,05). 

Таблица 8 – Математико-статистическая оценка взаимосвязи между интегральными кольпоцифровыми индексами (IndGV), интенсивностью экссудации лейкоцитов и профилем мРНК-ассоциированной локальной экспрессии Toll-подобных рецепторов

	Показатель
	Число лейкоцитов в цервикальном секрете (rₛ / p)
	Экспрессия TLR2 (ОЕ) (rₛ / p)
	Экспрессия TLR3 (ОЕ) (rₛ / p)
	Экспрессия TLR4 (ОЕ) (rₛ / p)

	Интегральный индекс уксусного теста (IndGV)

	0,22 / 0,016
	0,24 / 0,008
	0,28 / 0,002
	0,25 / 0,006

	Интегральный индекс пробы Шиллера (IndGV)

	0,27 / 0,003
	0,26 / 0,004
	0,31 / 0,001
	0,23 / 0,012



Примечание: все представленные взаимосвязи статистически достоверны (p≤0,05).

3.3  Терапевтическая эффективность ФДТ: показатели эрадикации вируса и оценка безрецидивного течения в течение 12 месяцев наблюдения 

Локальное лазерное воздействие в ходе ФДТ на тканях шейки матки сопровождается индуцированием кратковременного оксидативного стресса внутри клеток. На начальных этапах постпроцедурного периода данный процесс может вызывать реактивную компенсаторную активацию репликации ДНК папилломавируса человека высокого онкогенного риска.
Интерферон-гамма (IFN-γ) представляет собой важнейший цитокин, секретируемый антиген-стимулированными Т-лимфоцитами, и выполняет ключевую роль в запуске и поддержании локального противовирусного и противоопухолевого клеточного ответа. Спустя два часа после завершения процедуры лазерного фотооблучения в цервикальном секрете обследованных женщин было зафиксировано достоверное нарастание концентрации IFN-γ в 1,4 раза по сравнению с дооперационными фоновыми значениями (p = 0,031 по непараметрическому критерию парных сравнений Уилкоксона).
При этом в аналогичный ранний двухчасовой интервал оценка динамики концентраций других локальных цитокинов (включая интерлейкин-1β, интерлейкин-4) в отделяемом цервикального канала не продемонстрировала статистически значимых отклонений от исходного фонового уровня (p > 0,05 по критерию Уилкоксона).
Ранний постпроцедурный ответ со стороны рецепторов врожденного иммунитета на поверхности эпителиоцитов экзоцервикса характеризовался умеренными адаптивными колебаниями: так, уровень транскрипционной активности гена мРНК TLR2 имел слабовыраженную тенденцию к снижению на 11,8 %, в то время как для мРНК TLR4 регистрировался противоположный тренд к повышению на 15,5 %. Резюмируя результаты раннего постпроцедурного мониторинга, следует констатировать, что в сверхранний интервал (через 2 часа после лазерной экспликации) ни в подгруппе начальных плоскоклеточных изменений (LSIL), ни в когорте выраженных предраковых поражений (HSIL) не было обнаружено статистически достоверных изменений уровней транскрипции мРНК образраспознающих рецепторов TLR2, TLR3, TLR4 и TLR8 (для всего спектра молекул значение p > 0,05 по непараметрическому критерию знаковых рангов Уилкоксона).
Обнаруженная ареактивность сенсорного аппарата служит объективным патогенетическим доказательством того, что для индукции полноценных противовирусных и антинеопластических защитных механизмов, опосредованных рецепторными каскадами врожденного иммунитета шейки матки у обследованных женщин казахской популяции, требуется значительно больший временной паритет, а их полномасштабная эффекторная реализация разворачивается в более отдаленные периоды наблюдения после завершения сеанса ФДТ.
Выраженный селективный эффект ФДТ базируется на способности гидрофобного фотосенсибилизирующего препарата к избирательному аккумулированию преимущественно в липидном бислое мембранных ультраструктур трансформированных клеток. Ключевыми внутриклеточными депо для распределения молекул фотосенсибилизатора выступают мембраны митохондрий, лизосомальный аппарат, цистерны эндоплазматической сети и элементы пластинчатого комплекса Гольджи. Последующая направленная лазерная экспликация световой энергии с фиксированной длиной волны инициирует каскадные биофизические процессы, сопровождающиеся локальным переходом энергии и генерацией высокореакционных свободнорадикальных конгломератов, а также синглетных форм кислорода. Данные продукты активируют процессы интенсивного перекисного окисления мембранных липидов, повреждая как наружную плазмолемму клеток-мишеней, так и барьерные мембраны их органелл-мишеней. Столь глубокие альтерации клеточной архитектуры запускают ассоциированные сигнальные пути программируемого апоптоза. Индукция молекулярных механизмов клеточной гибели протекает при обязательном вовлечении транскрипционного ядерного фактора NF-κB, чья опосредованная активация предопределяет терминальное расщепление (фрагментацию) нуклеиновых кислот, завершающееся быстрой санацией ткани и полной эвакуацией пула вирусинфицированных и неопластически измененных цервикальных эпителиоцитов [30,61].
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Рисунок 24 – Шейка матки пациентки 32 лет до проведения фотодинамической терапии (HSIL, CIN 3, ВПЧ 16+)
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Рисунок 25 – Шейка матки пациентки 32 лет через 2 часа после проведения фотодинамической терапии (HSIL, CIN 3, ВПЧ 16+)

Через 2 часа после проведения ФДТ (Рисунок 25) отмечается выраженная локальная воспалительная реакция, отёк и некроз изменённого эпителия в зоне воздействия, что соответствует ожидаемому раннему постпроцедурному эффекту фотодинамической терапии. Данные изменения являются типичными и свидетельствуют о селективном повреждении клеток с повышенным накоплением фотосенсибилизатора.
Через три месяца после проведения сеанса фотодинамической терапии в исследуемых когортах регистрировалась полная нормализация показателей локального воспалительного ответа со стороны слизистой оболочки шейки матки. У всех обследованных женщин показатели лейкоцитарной реакции в цервикальном секрете вернулись к физиологическим границам, соответствующим исключительно I и II типам .
При анализе количественных параметров (рисунок 26) было установлено, что у пациенток с тяжелыми предопухолевыми поражениями (HSIL, n=66) число лейкоцитов в цервикальном секрете статистически значимо снижалось с исходных повышенных значений (Me = 14 клеток в поле зрения) до нормальных физиологических величин (Me = 6 клеток в поле зрения) (p=0,002 на основе парного критерия Уилкоксона) . Данная динамика объективно свидетельствует об успешном купировании патологического воспалительного процесса стромы и элиминации атипичного клеточного пула под действием ФДТ .
Принципиально иную динамику продемонстрировала группа женщин с начальными плоскоклеточными поражениями шейки матки (LSIL, n = 54). Если до проведения лазеротерапии их локальный статус характеризовался стертыми воспалительными проявлениями и выраженным дефицитом местных защитных факторов с медианой лейкоцитов Me = 4 клетки в поле зрения, то на сроке 3 месяца после ФДТ регистрировалась закономерная нормализация параметров мукозального барьера. Это выражалось в компенсаторном усилении миграции клеток в секрет цервикального канала до Me = 9 единиц в поле зрения микроскопа, что в рамках принятых критериев полностью соответствует критериям физиологического II типа локального ответа.
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Рисунок 26 – Сравнительный анализ содержания лейкоцитов в цервикальном секрете у женщин в группах LSIL и HSIL до и через три месяца после ФДТ

Анализ непосредственных клинико-вирусологических исходов применения оптимизированного фотодинамического вмешательства, осуществленный через 3 месяца после завершения терапевтического курса, подтвердил выраженную саногенетическую эффективность и состоятельность предложенной методики (Рисунки 27, 28).
Полное очищение (элиминация) тканей от онкогенных типов папилломавируса высокого канцерогенного риска к исходу третьего месяца после сеанса лазерного фотооблучения было зарегистрировано у 93,3 % пациенток в подгруппе с легкими плоскоклеточными интраэпителиальными поражениями (LSIL). В когорте женщин с тяжелыми предраковыми изменениями экзоцервикса (HSIL) частота вирусологического излечения составила 84,5 %. В обеих анализируемых группах динамика падения вирусной нагрузки и частоты детекции ДНК возбудителя носила высокодостоверный характер (p = 0,002 для когорты LSIL и p < 0,001 для пациенток с HSIL, согласно расчетам с применением непараметрического критерия знаковых рангов Уилкоксона) (Рисунок 27).
.
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Рисунок 27 – Сравнительный анализ частоты элиминации ВПЧ в исследуемых группах через 3 месяца после фотодинамической терапии 

Параллельно с оценкой вирусологического клиренса исследовался непосредственный противоопухолевый эффект ФДТ, выражающийся в регрессии плоскоклеточных интраэпителиальных поражений шейки матки по результатам жидкостной цитологии (Рисунок 28). К исходу третьего месяца после вмешательства частота полного регресса патологических изменений (достижение цитологического статуса NILM, соответствующего норме) составила 93,3 % в группе легкой дисплазии (LSIL) и достигла 94,9 % у пациенток с тяжелыми предопухолевыми процессами (HSIL) . Полученные результаты объективно свидетельствуют о высокой избирательности фотохимической деструкции измененных клеток и подтверждают патогенетическую целесообразность использования ФДТ .
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Рисунок 28 – Оценка клинико-цитологической эффективности (противоопухолевого эффекта) фотодинамической терапии через 3 месяца после лечения

Изучение отдаленных клинико-вирусологических исходов и вероятности рецидивирования осуществлялось путем ретроспективного анализа данных клинической выборки из 120 пациенток. Для проведения долгосрочного мониторинга все пациентки были разделены на две группы в зависимости от исходной степени тяжести неопластического процесса: группу LSIL (n=54 пациентки) и группу HSIL (n=66 пациенток) (Рисунок 29).
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Рисунок 29 – Структура распределения пациенток по группам в ретроспективном этапе исследования
Оценка противовирусного и антинеопластического потенциала ФДТ проводилась на основе моделирования кумулятивной вероятности сохранения безрецидивного статуса на протяжении 12 месяцев динамического мониторинга. Математико-статистическая визуализация и анализ выполнялись с использованием непараметрического метода Каплана–Мейера и построения регрессионных моделей пропорциональных рисков Кокса в разрезе сопоставляемых когорт. Согласно полученным расчетным данным, ни в одной из исследуемых когорт наблюдения (пациентки с LSIL и HSIL) медианная точка безрецидивного интервала времени на протяжении года послепроцедурного наблюдения достигнута не была (Рисунки 30 и 31). Тот факт, что графические тренды кумулятивной функции выживаемости не пересекают горизонтальную референсную пунктирную линию, соответствующую пятидесятипроцентному уровню (медиане безрецидивного состояния), служит строгим доказательством высокой клинической эффективности фотодинамического вмешательства в отношении достижения стойкого вирусологического клиренса и элиминации ВПЧ. В группе LSIL наибольшая вероятность рецидива папилломавирусной инфекции наблюдалась в ранние сроки после ФДТ — в течение первых 3–9 месяцев наблюдения. За 12-месячный период рецидив ПВИ был выявлен у 12 из 54 пациенток, что составило 22,2%, при этом 12-месячная безрецидивная эрадикация составила 77.8%.
В группе HSIL снижение безрецидивной эрадикации носило менее выраженный характер. Первые случаи рецидива регистрировались через 3 месяца после ФДТ, однако относительно высокий уровень безрецидивной эрадикации сохранялся на протяжении всего периода наблюдения. В группе HSIL 12-месячная безрецидивная эрадикация составила 80,3 %, что отражает более выраженную и устойчивую вирусологическую эффективность ФДТ у пациенток с тяжёлой формой интраэпителиального поражения.
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Рисунок 30 – Показатели кумулятивного безрецидивного течения папилломавирусной инфекции в группах исследования (метод Каплана – Мейера)
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Рисунок 31 – Показатели кумулятивного безрецидивного течения плоскоклеточных интраэпителиальных поражений шейки матки после проведения фотодинамической терапии (метод Каплана – Мейера)

Тот факт, что кривые не пересекают пунктирную линию медианы безрецидивной эрадикации, подтверждает эффективность фотодинамической терапии в отношении устранения злокачественной трансформации эпителиальных клеток шейки матки. В группе LSIL за 12-месячный период рецидив SILs был выявлен у 10 из 54 пациенток, что составило 18,5%, при этом 12-месячная безрецидивная эрадикация составила 81,5%.
В группе HSIL снижение безрецидивной эрадикации носило менее выраженный характер. Первые случаи рецидива SILs регистрировались через 3 месяца после ФДТ, однако высокий уровень безрецидивной эрадикации сохранялся на протяжении всего периода наблюдения. К 12-му месяцу безрецидивная эрадикация в группе HSIL составила 89,4%, что свидетельствует о более устойчивом противоопухолевом эффекте фотодинамической терапии у пациенток с тяжёлой степенью интраэпителиального поражения.

3.4  Оптимизированный алгоритм персонализированного клинико-иммунологического мониторинга для практического здравоохранения РК
Проанализировав литературные данные, опыт исследователей, результаты нашего исследования, мы разработали алгоритм проведения клинико-иммунологического мониторинга (Рисунок 32). Предлагаемый алгоритм проведения клинико-иммунологического мониторинга включает:
- Детальный скрининг и систематизация индивидуального медико-социального и акушерско-гинекологического анамнеза пациентки. На данном этапе осуществляется сбор и оценка сведений о паспортном возрасте женщины, сроках коитарного дебюта (возрасте начала половых контактов) и общем количестве половых сожителей. Наряду с этим, обязательному анализу подлежит репродуктивный паритет (включая общее число беременностей, завершившихся родами или искусственным прерыванием/абортами), вакцинальный статус, сведения о ранее проводившейся противовирусной или антибактериальной терапии урогенитального тракта, а также наличие сопутствующих воспалительных процессов органов малого таза.
- Расширенную кольпоскопию для выявления аномальной картины (ацетобелый эпителий, зона трансформации).
· Цитологическое исследование (жидкостная цитология по Bethesda) и молекулярное тестирование на ВПЧ высокого онкогенного риска (типирование и определение вирусной нагрузки методом ПЦР).
· Оценку мукозального иммунитета (экспрессия мРНК TLR2, TLR3, TLR4, TLR8 в мазке-соскобе с экзоцервикса методом RT-PCR), инфильтрация иммунокомпетентными клетками (ИКК), число лейкоцитов в цервикальном секрете 
Интеграция иммунологической оценки позволяет:
· Стратифицировать риск прогрессирования: при аномальной кольпоскопии, положительном ВПЧ-тесте и угнетении TLR-экспрессии рекомендовать биопсию с гистологией и выбор лечения (ФДТ как альтернатива хирургии для сохранения репродуктивной функции).
· Оптимизировать тактику: при NILM/ВПЧ- или благоприятном иммунном профиле — динамическое наблюдение с контролем цитологии, ВПЧ-теста и TLR каждые 6–12 месяцев; при LSIL/HSIL/ВПЧ+ — ФДТ с использованием фотосенсибилизатора «Фотолон» (хлорин Е6) и аппарата «Лахта-Милон» (протокол: внутривенное введение за 180–200 мин до облучения, длина волны 662 нм), с мониторингом ранней динамики.
· Обеспечить динамический контроль: обязательный посттерапевтический мониторинг (цитология + ВПЧ-тест через 3, 6, 12 месяцев) для выявления рецидивов, особенно у пациенток с HSIL (риск рецидива ВПЧ 15,5–22,2 %), с целью минимизации инвазивных вмешательств и профилактики прогрессирования до рака шейки матки.
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Рисунок 32 – Алгоритм клинико-иммунологического мониторинга

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Женский репродуктивный тракт представляет собой сложно организованную многоуровневую систему, в которой взаимодействуют многочисленные биохимические и биофизические процессы. Нарушение их баланса напрямую отражается на состоянии репродуктивного здоровья. Нижние отделы тракта — влагалище и экзоцервикс — наиболее подвержены воздействию внешних физических, химических и микробиологических факторов.
В физиологических условиях основу вагинального микробиоценоза составляют лактобациллы (*Lactobacillus* spp.). При повышении рН выше 4,5 численность лактобацилл снижается, а доля условно-патогенной флоры возрастает, что способствует развитию бактериального вагиноза и повышает восприимчивость слизистой к инфекциям, передающимся половым путём, включая вирус папилломы человека (ВПЧ). Исследования подтверждают тесную связь между бактериальным вагинозом и персистенцией высокоонкогенных типов ВПЧ [166- 168].
Активное течение ВПЧ-инфекции сопровождается локальной активацией противовирусных и противоопухолевых иммунных реакций. При истощении компенсаторных механизмов иммунный ответ приобретает системный характер, что подтверждает иммуносупрессивное влияние вируса, особенно при клинически выраженных формах заболевания. По данным Murphy (2016) и Gosmann (2014), при бактериальном вагинозе повышается уровень IL-1β и снижается IL-17 [54, 169]. В настоящем исследовании изучена экспрессия мРНК TLR2, TLR3, TLR4 и TLR8 в зависимости от степени плоскоклеточного интраэпителиального поражения. При ПВИ с LSIL отмечена наибольшая экспрессия TLR8, TLR4 и TLR2. Выявлена прямая корреляция TLR3 с вирусной нагрузкой ведущего типа ВПЧ. Медианные значения экспрессии TLR2, TLR3, TLR4 и TLR8 статистически выше при моноинфицировании, особенно у молодых пациенток. Регистрация пяти и более сексуальных партнеров в течение жизни ассоциирована с отчетливым угнетением транскрипционного потенциала генов мРНК TLR2 и TLR83. В свою очередь, перенесенные ранее инфекционно-воспалительные заболевания органов репродуктивного тракта оказывают выраженное супрессивное воздействие на факторы врожденного распознавания, что клинически манифестирует в форме статистически достоверного падения уровней экспрессии мРНК TLR2 (p = 0,023 согласно расчету непараметрического U-критерия Манна–Уитни).
При наличии ацетобелого эпителия отмечено повышение экспрессии TLR2, TLR3 и TLR4, прямо коррелирующее с показателем IndGV. ВПЧ оказывает локальное иммуносупрессивное действие, уменьшая инфильтрацию иммунных клеток экзоцервикса. Содержание лейкоцитов в цервикальном секрете возрастает с увеличением длительности инфекции и тяжести поражения, что сопровождается системным снижением числа лимфоцитов при персистенции ВПЧ-16.
Угнетающее воздействие папилломавируса человека высокого онкогенного риска на факторы мукозальной защиты объективизируется тесной патогенетической связью между продолжительностью персистенции патогена и интенсивностью лейкоцитарной экссудации в цервикальном секрете. Хронизация инфекционного процесса сопровождается постепенным утяжелением локальной и системной иммунной недостаточности, верифицируемой по выраженным сдвигам интегральных параметров расширенной лейкоцитарной формулы крови. Развитие инфекционного процесса подчинено закономерностям восходящей транслокации возбудителя в границах вагинально-цервикального сегмента. Это находит свое отражение в поэтапном топографическом перераспределении и миграционном смещении локальной иммунологической активности по мере колонизации вирусом и последующей альтерации многослойного плоского эпителия влагалищной порции шейки матки.
Аккумуляция пула полиморфноядерных (сегментоядерных) лейкоцитарных элементов в секрете цервикального канала демонстрирует выраженный синергизм с формированием аномальных кольпоскопических признаков, представленных участками ацетобелого эпителия. Кроме того, данный показатель находится в прямой корреляционной зависимости как от количественных характеристик концентрации ДНК папилломавируса (вирусной нагрузки), так и от расчетных значений интегрального кольпоцифрового индекса IndGV. В клинической практике выявление участков ацетобеления высокочастотно ассоциировано со вторичными проявлениями продуктивной формы ПВИ в виде экзофитного кондиломатоза, однако наличие кондилом как изолированного фактора не оказывает статистически значимого модулирующего влияния на интенсивность транскрипции генов Toll-подобных рецепторов (мРНК TLR2, TLR3, TLR4, TLR8). Мобилизация клеточных ресурсов неспецифической защиты в ответ на инвазию возбудителя подтверждается наличием сопряженного локально-системного ответа, проявляющегося в прямой зависимости между плотностью лейкоцитарного пула в цервикальном секрете и абсолютным количеством эффекторных клеток врожденного иммунитета в циркулирующей периферической крови. Вместе с тем длительная персистенция наиболее агрессивного 16 типа ВПЧ сопряжена с выраженным системным иммуносупрессивным действием вирусных онкопротеинов, что статистически достоверно манифестирует в виде относительного снижения уровня циркулирующих лимфоцитов в гемограмме.
Оценка экспрессионного профиля рецепторов врожденного иммунитета не выявила достоверной зависимости уровней транскрипции мРНК изучаемого спектра TLR от анатомо-топографического варианта зоны трансформации шейки матки. Данная анатомическая область представляет собой динамический метапластический барьер, расположенный на границе стыка многослойного плоского и однослойного цилиндрического эпителиев. При первом анатомическом типе зона трансформации полностью смещена в сторону экзоцервикса и доступна для полноценной визуализации, при третьем типе — граница эпителиев располагается глубоко в цервикальном канале, тогда как второй тип характеризуется пограничным (промежуточным) расположением.
Тактика ведения пациенток с предопухолевыми заболеваниями шейки матки должна быть индивидуализированной. Несмотря на широкий спектр существующих методов, однозначных данных об их эффективности недостаточно. В клинической практике применяются иммуномодуляторы, противовирусные препараты и хирургические вмешательства. Частота рецидивов после оперативного лечения достигает 30–70 % [111, 170–172].  Согласно полученным клинико-анамнестическим данным, в структуре обследованных нами женщин с верифицированными предраковыми поражениями экзоцервикса предшествующие оперативные вмешательства на шейке матки в анамнезе имели 33,3 % пациенток. Столь высокая распространенность ятрогенных вмешательств в анамнезе диктует необходимость поиска щадящих подходов. В связи с этим крайне перспективным вектором консервативной терапии ПВИ выступает локальное применение специфических лигандов-агонистов рецептора TLR4, чье действие направлено на селективную стимуляцию и восстановление каскадов врожденного противовирусного иммунного ответа в пораженной ткани [173].
ФДТ  зарекомендовала себя как высокоэффективная малоинвазивная и неинвазивная лечебная технология, обеспечивающая надежное сохранение анатомической целостности шейки матки и репродуктивной функции у пациенток детородного возраста. Данная процедура выступает триггером для запуска координированного локального противовирусного и антинеопластического иммунного ответа [13, 154, 174, 175]. К разряду редких и легко поддающихся амбулаторной дилатации осложнений можно отнести атрезию цервикального канала. Частота регистрируемых рецидивов варьирует в диапазоне от 10 до 25 процентов, определяясь продолжительностью динамического мониторинга и клиническим характером повторного поражения слизистой оболочки [30,61]. Проведенное нами исследование полностью подтвердило высокую санирующую состоятельность ФДТ в отношении элиминации ВПЧ и остановки процессов онкогенной трансформации цервикальных эпителиоцитов.
В ходе оценки влияния фотодинамической деструкции на экспрессию факторов мукозальной защиты было обнаружено статистически значимое повышение концентрации ключевого цитокина Th1-клеточного ответа — интерферона-гамма (IFN-γ) — в цервикальном секрете в 1,4 раза уже через два часа после проведения ФДТ  (p = 0,031по критерию Уилкоксона). В то же время уровни других локальных цитокинов (включая интерлейкин-1β и интерлейкин-4) в аналогичный ранний двухчасовой интервал не продемонстрировали математически достоверных сдвигов по отношению к исходному дооперационному фону. Количественные параметры экспрессии мРНК генов Toll-подобных рецепторов в соскобах экзоцервикса в данный срок также находились в пределах статистической незначимости.  Результаты проведенного нами клинико-лабораторного анализа дают веские основания для патогенетически аргументированного заключения: эффекторный молекулярно-генетический ответ факторов локальной врожденной защиты, инициируемый сеансом фотодинамической деструкции, характеризуется отсроченной кинетикой активации. Полноценная реактивация распознающих рецепторных каскадов требует достаточного временного паритета и манифестирует в виде развернутой транскрипционной перестройки лишь на более поздних этапах постпроцедурного мониторинга [30,61].
У пациенток с ВПЧ-ассоциированными плоскоклеточными интраэпителиальными поражениями фотодинамическая терапия обеспечивает высокую эффективность в отношении эрадикации вируса и регресса неопластических изменений. Через 3 месяца полная эрадикация ВПЧ высокого онкогенного риска достигнута у 93,3 % пациенток с LSIL и у 84,5 % пациенток с HSIL (рецидив — 6,7 % и 15,5 % соответственно). Безрецидивная эрадикация ВПЧ через 12 месяцев составила 77,8 % при LSIL и 80,3 % при HSIL. Регресс SIL наблюдался в 93,3 % случаев в группе LSIL и в 94,9 % случаев в группе HSIL, что подтверждает высокую клиническую результативность метода и его выраженное противорецидивное действие. Эффективность ФДТ зависит от степени поражения; наилучшие показатели отмечены при HSIL. Ключевыми элементами метода являются световая энергия, фотосенсибилизатор и кислород; два последних компонента нуждаются в дальнейшем изучении с целью оптимизации терапевтического протокола.
Перспективы дальнейших исследований
Научно-теоретические и клинические выводы, полученные в ходе выполнения настоящего исследования, открывают перспективные направления для интеграции в фундаментальную мукозальную иммунологию и практическое здравоохранение, выступая в качестве методологической основы для практического внедрения концепции персонифицированной гинекологии при курации пациенток с цервикальной патологией. Практическая реализация предложенного подхода будет способствовать высокоточной стратификации когорт повышенного онкогенного риска, а также разработке и внедрению прецизионных профилактических программ и индивидуализированных лечебных протоколов, адаптированных к локальным иммунологическим и физиологическим особенностям женского организма.
Полученные данные создают фундамент для расширения базы данных, оптимизации алгоритмов анализа и создания автоматизированной системы комплексной диагностики и профилактики предраковых состояний и рака шейки матки.
На основании проведённого исследования сформулированы следующие выводы:
1. Патогенез цервикальной неоплазии на начальных этапах развития (LSIL) характеризуется компенсаторной гиперактивацией факторов локальной мукозальной защиты, что подтверждается достижением пиковых уровней транскрипционной активности генов TLR2, TLR4 и TLR8 в эпителиоцитах экзоцервикса (медианы экспрессии: TLR2 — Me = 2,08; TLR3 — Me = 1,18; TLR4 — Me = 1,94; TLR8 — Me = 2,02). Последующее нарастание тяжести интраэпителиальных изменений до степени HSIL сопровождается развитием локальной иммунной недостаточности, обусловленной интеграционными процессами вирусной ДНК, что статистически значимо проявляется выраженным спадом экспрессии мРНК изучаемого спектра рецепторов (для TLR2 — Me = 1,41 при p = 0,035; TLR3 — Me = 1,21; TLR4 — Me = 1,25 при p = 0,041; TLR8 — Me = 1,23) и объективизирует прогрессирующее угнетение системы распознавания паттернов по мере утяжеления предопухолевого процесса шейки матки.
 2. Выявлено, что при тяжёлом неопластическом поражении (HSIL) плотность инфильтрации стромы экзоцервикса иммунокомпетентными клетками в большинстве случаев носит выраженный характер (54,5 %), в отличие от начальных плоскоклеточных изменений (LSIL), где ИКК-инфильтрация классифицируется в основном как неопределенная (74%) или слабая (20,4 %) (p < 0,001 по критерию хи-квадрат Пирсона). Интенсивность экссудации лейкоцитов в цервикальный секрет при HSIL (медиана Me = 14 клеток в поле зрения) достоверно превосходила показатели группы LSIL (Me = 4) и здорового контроля (Me = 7) (p < 0,001). Выявленные закономерности свидетельствуют о реактивном усилении стромального иммуновоспалительного ответа по мере декомпенсации механизмов тканевого гомеостаза при тяжелых поражениях шейки матки.
3. ФДТ при ВПЧ-ассоциированной цервикальной патологии обеспечивает выраженный краткосрочный и пролонгированный клинико-вирусологический эффект. Через 3 месяца после вмешательства полная элиминация ВПЧ высокого онкогенного риска регистрируется у 93,3% пациенток с LSIL (рецидив — 6,7%) и у 84,5% — с HSIL (рецидив — 15,5%) при высокой достоверности различий (p = 0,002 и p < 0,001 соответственно, критерий Уилкоксона). Клинико-цитологический регресс повреждений (регресс SIL) достигает 93,3% при LSIL и 94,9% при HSIL. К 12-му месяцу показатель безрецидивной эрадикации ВПЧ составляет 77,8% в группе LSIL (персистенция/возврат — 22,2%) и 80,3% в группе HSIL, тогда как безрецидивное течение по SIL сохраняется у 89,4% и 94,9% пациенток соответственно, что доказывает высокую терапевтическую селективность и стойкость антинеопластического ответа ФДТ, особенно выраженную при тяжелой дисплазии шейки матки.
Практические рекомендации 
Данный метод целесообразно рекомендовать как оптимальный неинвазивный способ лечения предопухолевых заболеваний шейки матки, ассоциированных с вирусом папилломы человека.
Внедрение алгоритма в гинекологические отделения и скрининговые программы РК позволит персонализировать подход, снизить частоту хирургических осложнений у женщин репродуктивного возраста и улучшить исходы, с учетом необходимости дальнейших исследований для включения ФДТ в национальные протоколы МЗ РК. 
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B Kn“llal‘kuc ONNCANNE TEXHOI0THH NPOHIBOACTBA: : rpa Y IpaBTEHHS ACTAMH
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Noxxon x A PecnyGankn Kasaxcran» BHEAPEH KOMIUIEKCHBIH Knul["KO'"- yeuToK ¢ BITY-
Nl Ouenke sdppektusHocTH poroannamuueckoii Teparmun (OAT) y naun

u""POBaHHLIMH NpeIoNnyXosieBbIMU 3a001eBaHUAMH IEHKH MATKH.
€TOA ocHoBan na:
* Ouenke nokasareseii BPOWKAEHHOIO U JIOKAJIbHOIO HMMYHHUTETA;
° AHanuze sxenpecenu MPHK Toll-like perenrropos (TLR2, TLR3, TLR4) B uepBHKaIbHOM
BHHTCnHM;

* CONoOCTaBneHNH HMMYHOJIOIHYECKHX NOKa3aTelel ¢ KIMHHYeCKUMH, IIHTOJIOMHYECKAMH H
BUpYconornyeckumn pe3yabTaTaMM JICYCHHSI.

Buenpenne nannoii Texnonornn nospossier 0GheKTHBHO OLleHMBATH HMMYHHBIH OTBET Ha
‘boTOAHHaanecxyro TEeparuio, NPOrHO3UpPOBaTh KINHHUYecKylo 3(P(PEKTHBHOCTE JIEYeHHA H
CHIDKATL puck peunanBoB BITU-acconumpoBaHHbIX NOpaxkeHuil LWEHKH MaTKH y JKEHUIHMH
PENPOAYKTHBHOrO BO3pacTa.

IHoxkazanus:

- BITY-accounupoBaHHbIE MIOCKOKICTOYHbIC HHTPAdNHUTENIHANBHBIE MTOPAKEHHS IICHKH
MaTKM (Mcnia3us wedku MaTiu serkoit LSIL v Tsokenoii crenenn HSIL).

B Hacrosiuiee Bpemsi NAaTOJIOTHs IEHKH MAaTKH M ManuuioMaBupycHas uHpekuns B 99%
CJIy4YaeB BbI3bIBAIOTCSl pakoM wieiikn maTku, a BITY 16-ro u 18-ro tunos - B 70% Bcex ciiydaes.
B 2024 roay MeskayHapoiHOe areHTCTBO MO M3yueHuio paka (IARC) 3apukcuposaio, 4to no
BCeMY MUpY GbII0 3aperHCTPHPOBaHO NMpUMepHO 614 000 HOBBIX ciiydaeB paka LICHKH MaTKH H
oKo070 342 000 ciaydaeB CMEPTHOCTH OT OTOro 3aboseBaHHs. DTH AaHHBIE MNOAYEPKHBAIOT
3HAYUMOCTH YCWJIHMIl 10 NpOQMIAKTHKE, CKPHHHHTY M JICYEHHIO paKa IIEHKH MaTKH, 4TOGhI
COKpaTHTh €ro BIUSHHE Ha 3710pPOBbE JKEeHIHH. [1].

MMMyHHBIH OTBET HUIpaeT KJIIOYEBYIO POjb B pasBuTHM BITU-undeKkuMH 1 OCNOXKHEHHIT,
KOTOpbie ObUIM BbI3BaHbI €i0. Bee Gosiblle HAYUYHBIX JIAHHBIX B M0Jb3y TOrO, YTO OHKOTI€HHBIH
BITY cniocoGeH OOGXOAMTH BPOKACHHYIO MMMYHHYIO 3alHTY H MOCPEJCTBOM T'€HETHUYECKO
MHTErpalMy B F€HOM XO35MHA HCIOJIB30BATE BCE PECYPChl €r0 KJIETOK s 3aBepLUEHHs LK1
peniMKanny Bupyca 6e3 aKTHBALMH CHIHAIbHBIX MEXAHHW3MOB HMMYHHOIO PaclO3HaBaHHs H
anumuHauy. O6bsicHenue aumuHanuy BITY ocHoBaHO Ha crieltnpHUECKHX HMMYHOIOTHYCKHX
peakuusaX, NpPH KOTOPbIX TPeOYIOTCs KAaK KJIETOUHBIC, TAK M KOMIETEHTHbIC IyMOpPalbHbIE
peakuuu. M3MeHeHMss B MEXaHHU3MaxX KJIETOUMHOIO HMMYHHOIO OTBETa OTBETCTBEHHBI 3a
HecniocobHocTh  yerpauuth BITH. C sapyroit ctoponbl. ObUIO MOKAa3aHO, YTO HMMYHHas
TOJEPAHTHOCTL CIOCOOCTBYET MEPCHCTCHIMH BUPYCA M MPOrpecCHpOBaHMIO paka. BupycHsble
OesIku., MHAKTHBUPYS 1Ba OCHOBHBIX OeJika - cynpeccopa onyxonei (P53, 6enok perunoGaactoMsl
(pRb), BbI3bIBaIOT HapylIeHnst Mexanu3MoB penapatiu JIHK i 6bicTpyio nponudepanuio KieTok.
Takum 00pa3oM 3amyCKaeTcsi MEeXaHH3M [10C/Ie0BATEILHOr0 KaHIEPOTeHe3a ¢ ONpeaesIeHHON
JTANHOCTBIO M CTAJAMHHOCTBIO MATOJOIMYECKMX MPOLUECCOB IICHKH MAaTKH: H3MEHEHHs
BJIArATHUIHON YacTH LISHKHM MaTKH ¢ COXpaHeHMEeM HOPMOIUIasuu snurenns (poxosas Gonesusb
weiku mMatkn) — LIMH, Hu3kas unm BeicoKas cTeneHb, HE BBIXOALNAs 3a npenaebl Ga3sansHOM
MeMOpanbl (npeonyxosiesas 6ose3Hb 1eiiKn MaTKK) — pak in situ — pacnpocTpanenHbii PLIM.
Tak IIMH TecHo ceaszana ¢ PILIM. Ecth cBHAETENLCTBA TOrO, YTO HOPMAIH3allis HMMYHHOIO
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°T0Ceucp‘5,,ne fI-HCnOI]leOHm{He J@IEPHBIX TEXHONOTHH, KOTOPBIC r:lp O asic KACTKH I
CTMMy“"POBaT"MmPQB 5 Tlfuuﬂx. uro no3sosisier  paspyuathb Ouz’m [ouaroT
KOMGHHHpoBa b HMMYHHbIH oT1BeT. CoBpeMeHHbIC M0/X0/blI B ﬂeqequKOFO Y
A23epHOrO of HHYIO TePAHIO C IPUMEHEHHEM CHCTEMHOTO (pOTOAHHAMH

e Jydenns kposu (COBJIOK). (BITY). >pihexTHBHO
e LIHHCTBO HHd)fKunﬁ. BbI3BAHHBIX BHPYCOM MAITH/LIOMBI HeIOBEKA  EnonacTc

ARIOTCH paMyHHOM cHeTeMoii opranusMa. Onako B 10-15% c7y4acs BIY
TePCHCTE NN Bupyca, @ y NPUMEPHO 1% KEHILHH C BHICOKOOHKOrEHHEMH rraMMaMH s
MHbEKIUA nporpecenpyer 0 paka weitki matku (PLLIM). [Tepcucrenis BUPYCd cpAzana ¢ € -
CTOCOGHOCTRIO M3GeraTh HMMYHHOTO HA30pa, HECMOTPS Ha TO YTO TOUHBIC MexaHH3Mbl ITOT
npolecea ocTaoTess HeA0CTaTouHo M3yuenHbiMi. BITY Bmemmpaetcs B paboty BPOYKAEHHOTO
HMMyHHTeTa, co37aBas YCIOBHA /U4 JUIATEIBHOTO HAXOXKIEHHA BUPYCa B opranmsMe H
YBEJIM4HMBAs PUCK KIETOYHOM Tpancdopmarmu [1].
OJIHAM M3 KTIOYeBBIX KOMIIOHEHTOB BPOXKICHHOrO MMMYHHTETA, y4aCTBYIOUIHX B OTBETE HA
unexumio BITY, spusiores Toll-nonoGusie peuentopsi (TLR). D1 peuentopel, pacrio3HAIOLIHE
NaTOTeHHble MOIEKY/bl, AKTHBHPYIOT CHTHalbHble —KAacKailpl, 3allyCKAiOUIHE 3aLIMTHbIC
Mexannsmpl. TLR pacrioniokens kak xa nosepxiocty kierok (TLRI, -2, -4, -5, -6, -11), Tak u
BHYTpH 3nj0coM (TLR3. -7, -8. -9), 4to no3posseT 00HApYKHBATH Kak BHEKJIETOYHbBIE, TAK H
BHYTPHKJICTOUYHbIE naToretsl [2].

Uceneaosanns nokaspisaiot, 1o TLR2 # TLR8 (yHKIHOHHDYIOT Yepe3 CHIHAIbHbIC MyTH,
accoumnnposannbie ¢ MyD88. TLR3 mcnonibsyeT CHrHaibHbIA MyTb, nesaucumbtii o1 MyD88
(TRIF-3aBucumsiit). TLR4 Moxet nepekiouarses Mesny MyD88- u TRIF-3aBHCHMBIMH TYTAMH
0 Mepe CO3peBaHMs IHAO0COMbL YCTaHOB/eHO, uTo perentopel TLR3, -7, -8 u -9 urpaiot
BeAyulyl0 posib B obecrieyeHHH yCTOHYMBOCTH BHpyca BITY-16, xoTopbiif 4aule BCero
accoumupyercs ¢ pasgutuem PLIM [3].

BITU, nepeaiouiiicss NpeHMyLLECTBEHHO MOIOBBIM NYTeM, SBIAETCS OCHOBHBIM (GaKTOPOM
pHCKa pasBHTHs TpeipaKoBbix msmenenmuii u PLIM. IlepcucTeHIMA BHpYCa NPUBOAMT K
[pPOrpecCHpPOBAHMIO OT AHMCIIasHH Hu3Kkoi ctenent (LSIL) 210 AMCTIIa3HK BBICOKOM CTeneny
(HSIL) n nuBasuproro PLIM. BeemupHas opranu3allis 31paBoOXpaHeHHs (BO3) B 2020 roay
npejicTaBuia r0GaNbHyI0 CTPATETHIO M0 JIHKBHAAUWH PLLIM, BKIIOYAIOULYIO BaKLHHALMIO
J1eBoteK 10 15 s1eT, CKPHHHHI JKCHILMH B BO3pAcTe 35 u 45 ner, a takke nevenue 90% KeHwHH ¢
JIMArHOCTHPOBAHHBIMU 3a001€BAHHAMH LICHKH MATKH [4].

B uccnenosannn. onyoaukosannom 8 2021 roay (I'LRY Expression and Function in
Cervical Cancer), Opi10 nokasano. 4ro nosbiennas oxkenpeccuss TLRY  cnocoGetsyer
[IPOrPECCHPOBAHUIO PAKA LICHKH MATKH [6]. Cornacno paGore ot 2020 rozxa (The Role of TLR4
in HPV-Induced Cervical Carcinogenesis), aktusauns TLR4 yckopsier Bocnanutensbie
npoLecchl, COCOOCTBYIOUIHE PA3BHTHIO OMYXO/H [7].B HECIIeNI0BAHHH 2019 roaa (Photodynamic
Therapy Enhances Immune Response Against HPV-Associated Lesions) nokasano, uro ®JT
YCHAMBAET MMMYHHBIH OTBET IIPOTHB BITY, cunxkas BepOATHOCTh peltuausa [8].

Ponb Toll-noaobueix peuentopos B paisutHi uudekuuii, seBanusix BITY, seasercs
BaKHEIM HApaBicHueM uceaeiosannii, Yiaybienue sHaHni 0 MEXAHH3MAX HMMYHHOTO OTBeTa
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