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ОБОСНОВАНИЕ ПРИМЕНЕНИЯ ПРЕПАРАТА «РЕАФЕРОН-ЕС®-ЛИПИНТ»
У ЖЕНЩИН С ПАПИЛОМАВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИЕЙ.

Папиломавирусная инфекция (HPV) является одним из распространенных, высококонтагиозных заболеваний передающихся половым путем. Несомненно, в генезе поражения генитальных органов существенное значение имеют системные и локальные иммунные реакции, механизм регуляции которых связан с продукцией цитокинов, которые во многом определяют характер, клинические проявления и исход различных патологических процессов. Наряду с этим патологические изменения обусловлены балансом между синтезом и деградацией компонентов внутриклеточного матрикса. Известно, что металлопротеиназы  влияют на процессы ремоделирования и ангиогенеза  в очагах воспаления, а их ингибиторы на деградацию матрикса. Несмотря на совершенствование методов терапии папиломавирусной инфекции сохраняется низкая их эффективность и высокая частота рецидивирования, поэтому поиск новых методов лечения остается актуальной проблемой [1, 2, 3, 4, 6, 7]  . 

Целью нашего исследования являлось сравнительное изучение системного и локального иммунного ответа при папиломавирусной инфекции с воспалительно – дегенеративным поражением гениталий у женщин с оценкой эффективности в динамике терапии с применением препарата на основе интерферона альфа-2. По своей природе интерфероны относятся к тканевым гормонам, обладающим полипотентным действием, поэтому способны модифицировать взаимоотношения клеток друг с другом и с различными биологическими субстанциями (антителами, цитокинами, гормонами  и др.) [5]. 

В комплексное клинико – лабораторное исследование, методом случайной выборки, были включены 40 женщин в возрасте 18 – 47 лет (средний возраст = 27,6±1,2 лет) с жалобами на дискомфорт в области наружных половых органов, бели, зуд, инфицированных вирусом папилломы человека. Вирус папилломы человека верифицирован методом ПЦР в материале из цервикального канала и с поверхности аномального эпителия и экзофитных кондилом. Проводилась диагностика 14 серотипов HPV: 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56, 58, 59, 66. Обнаружены 8 типов вируса папилломы человека – 6, 16, 18, 31, 33, 35, 52, 56. Наиболее часто в 55% случаев (22 человека) встречался 16 тип HPV. Ассоциации 2 серотипов HPV зафиксированы у 14 (35%) женщин. Одним из ассоциантов являлся 16 или 18 серотип вируса папилломы человека.

Параллельно осуществлялось выявление α и β герпесвирусов (HSV), урогенитальных инфекций (УГИ – хламидиоз, уреаплазмоз, микоплазмоз, трихомониаз).

Сочетание папиломавирусной инфекции с HSV найдено в 35 (87,5%) случаях. В том числе цитомегаловирус (CMV) обнаружен у 22 (55%) человек, вирус простого герпеса 2 типа у 47,5% или 19 обследованных. Из бактериальных инфекций наиболее часто в 37,5% (15 женщин) встречалась Ureaplasma urealyticum. Одновременное выявление HPV, HSV и УГИ зафиксировано у  17 или 42,5% обследованных женщин. Ассоциации  2 – 3 инфекционных агентов обнаружены в 19 (47,5%) случаях, 4 – 7 патогенов в 17 (42,5%).

В результате проведенной простой и расширенной кольпоскопии  с цитологическим исследованием мазков шейки матки с окраской  по Папаниколау (Пап - тест) в 30 (75%) случаев выявлена эрозия, в 15 (37,5%)  – смешанные образования шейки матки (кистозные изменения, лейкоплакия, полип, кандилома). Явления хронического эндоцервицита диагностированы у 26 человек (65%). Пап - тест у 7 (17,5%) женщин зафиксировал 1 класс цитологических результатов, у 24 (60%) – 2 класс, у 9 (22,5%) – 3 класс. У 10 человек обнаружена атипическая кольпоскопическая картина, что явилось прямым показанием для проведения гистологического исследования материала шейки матки. В результате, которого подтверждены морфологические изменения клеток воспалительного характера различной степени без явлений неоплазии.  

Необходимо отметить, что наряду с выявленными изменениями шейки маки в 15 (37,5%) случаях, был выявлен кондиломатоз гениталий разной степени выраженности, а у 23 (57,5%) женщин – хронические воспалительные заболевания придатков.

У всех женщин, инфицированных вирусом папилломы человека, было проведено исследование ряда показателей иммунитета, которое включало изучение иммунофенотипа лимфоцитов с помощью моноклональных антител,  содержания про и противовоспалительных цитокинов IL-4, IL-6, TNFα, число рецепторов к IL-6 (IL6sR) и TNFα (TNFαsRI), матриксной металлопротеиназы – 9, секреторного типа человека в соотношении с ее тканевым ингибитором (hMMP-9/TIMP-1) с использованием специфических тест – систем «RγD diagnostics Inc» методом твердофазного иммуноферментного анализа. Материалом исследования являлись сыворотка крови, цервикальный секрет, биопсийный материал шейки матки. Все полученные результаты обработаны методами непараметрической статистики – критерий Mann – Whitney (U), критерий Kruskal – Wallis one way ANOVA, критерий корреляции Spearman (SR). Контролем служили женщины неинфицированные вирусом папилломы человека репродуктивного возраста. 

При проведении первичного иммунологического обследования выявлено снижение фагоцитарной активности нейтрофилов – фагоцитарного индекса (ФИ) в 92% случаев и фагоцитарного числа (ФЧ) в 91,7%. Отмечена  взаимосвязь между уровнем IL4 и ФЧ (SR=0,81; р=0,0499). Выявлено, что степень снижения фагоцитарной активности зависела от степени снижения числа  CD3+ и CD4+ Т–лимфоцитов

Исследование иммунофенотипа лимфоцитов с помощью моноклональных антител позволило обнаружить явления Т–клеточной недостаточности – уменьшение (U, p<0,001) числа CD3+ Т–лимфоцитов у 96% женщин, за счет снижения в 88% случаев CD4+, в 36% – CD8+ клеток.  Соотношение  CD4+/CD8+  у 24% обследованных женщин  было понижено. Снижение показателей Т–клеточного звена иммунитета в 92% случаев сопровождалось увеличением (U, p<0,001) числа CD25+ и HLA-DR клеток. На фоне изменения соотношения клеточных субпопуляций лимфоциов отмечалась дисгаммаглобулинемия: увеличение в 83,3% случаев содержания IgG, снижение IgA в 58,3%. У всех обследованных женщин уровень IgМ был в пределах нормальных величин.  

Изучение цитокинового статуса (IL4, IL6, TNFα, число рецепторов к IL6 (IL6sR) и TNFα (TNFαsRI))  позволило выявить дисбаланс в системе цитокинов. Выявлено достоверное увеличение (р<0,001) системного уровня как IL6 (72,5±26,3 пг/мл; min-max 0,3-766,8 пг/мл), так и IL6sR (1604,1±171,4 пг/мл; min-max 0,04-3358,0 пг/мл). При этом выявлена обратная корреляционная взаимосвязь между уровнем IL6 и числа рецепторов к нему (SR=-0,61; р=0,000042) и прямая корреляция  с относительными показателями CD22+ (SR=0,43; р=0,0304). В отличие от содержания  IL6 и IL6sR в сыворотке крови в биоптате слизистой оболочки шейки матки отмечался более значительный разброс показателей данных биомаркеров (IL6: 79,1±56,2 пг/мл, min-max 0,3-1178,3 пг/мл; IL6sR: 154,7±85,5 пг/мл; min-max 0,0-1653,4 пг/мл). Оценка уровня локальной секреции IL6 и IL6sR в биоптате слизистой оболочке пораженного участка шейки матки позволила обнаружить прямые корреляционные связи между этими показателями (SR=0,51; р=0,018), а также между числом рецепторов к  IL6 (IL6sR) в сыворотке крови и биоптате (SR=0,52; р=0,016). Найдена взаимосвязь (SR= 0,55; р=0,0219) между уровнем  IL6 в биоптате слизистой оболочки пораженного участка шейки матки и относительными показателями CD16+.
По сравнению с группой контроля у женщин, больных HPV, отмечался достоверный рост системного и локального уровня содержания IL4 и TNFα  (р<0,05; табл. 1), а также нарастание числа рецепторов I типа к TNFα в сыворотке крови. Обнаружена корреляция между показателями содержания TNFα  и IL6 в сыворотке крови (SR=0,56; р=0,0013), TNFα и IL4 в биоптате слизистой оболочке пораженного участка шейки матки (SR=0,84; р=0,036), системным уровнем TNFα и относительными показателями CD25+ (SR=0,59; р=0,0097). 
Уровень содержания IL4, TNFα, TNFα sRI у женщин больных папиломавирусной инфекцией Табл.1

	 Исследованный материал


	IL4 пг/мл
	TNFα пг/мл
	TNFα sRI пг/мл

	
	M±m
	Min-Max
	M±m
	Min-Max
	M±m
	Min-Max

	Сыворотка крови
	73,3±31,6
	1,1-657,6
	64,9±21,9
	0,7-576,4
	677,0±18,5
	534,1-802,1

	Цервикальный секрет
	–
	–
	6,2±3,6
	0,7-61,5
	–
	–

	Биоптат слизистой шейки матки 
	36,7±18,3
	1,2-124,5
	1,7±0,6
	0,8-4,9
	–
	–


В результате изучения  уровня  соотношения hMMP-9/TIMP-1 в сыворотке крови был обнаружен достоверный его рост (р<0,001) до 8925,9±763,3 пг/мл в группе больных с  папиломавирусной инфекцией, по сравнению с контрольной группой здоровых. При этом выявлено, что уровень  соотношения hMMP-9/TIMP-1 обратно коррелирован с относительными показателями CD8+ (SR=-0,49; р=0,0266) и взаимосвязан с IL6sR (SR=0,42; р=0,0416).
Таким образом у женщин с воспалительно – дегенеративным поражением шейки матки, инфицированных папиломавирусной инфекцией, обнаружен иммунный ответ с превалированием Т хелперов 2 типа на фоне угнетения фагоцитарной активности и Т- клеточной недостаточности. Отмечена выраженная дисрегуляция ремоделирования эпителиального матрикса и неспособность восстанавливать целостность ткани, вследствие чрезмерной его деградации. Это является результатом неадекватной местной регуляции вирусоспецифического иммунного ответа, дисбаланса продукции цитокинов, как закономерного вирусиндуцированного противовоспалительного явления.

Выявленные клинико – иммунологические изменения позволили обосновать «пилотное» исследование местного иммунокоррегирующего действия иммунотропного препарата на основе интерферона альфа-2 человеческого рекомбинантного («ЗАО Вектор – Медика»). 

Обследованные женщины были разбиты на 2 группы по 20 человек в каждой. В 1 группе проводилась рекомендованная противовирусная терапия (валтрекс, циклоферон, виферон) в течение 10 дней. Во 2-й группе в программу терапии, наряду с противовирусным лечением системного действия (валтрекс) применялся  «РЕАФЕРОН-ЕС®-ЛИПИНТ» местно в виде аппликаций на область шейки матки, ежедневно по 500 тыс. МЕ, в течение 10 дней. 
В результате проведенной терапии в группе женщин с включением программу «РЕАФЕРОН-ЕС®-ЛИПИНТ», в отличие от больных 1 группы, клинико – инструментально  отмечалась  более быстрая регрессия местных воспалительных явлений. Так через 10 дней от начала лечения  у 90% больных 2 группы, против 50% 1 группы купировались симптомы вагинита и уменьшились клинические проявления эндоцервицита. Через 30 – 60 дней от начала лечения ПЦР на HPV была отрицательной. Через 120 дней у всех больных произошла  полная эпителизация слизистой шейки матки, отмечено отсутствие явлений эндоцервицита, 1 класс цитологической картины.  
При контрольном иммунологическом исследовании в группе женщин с включением в программу терапии «РЕАФЕРОН-ЕС®-ЛИПИНТ» (30 дней от начала лечения) отмечено уменьшение явлений Т–клеточной недостаточности, нарастание фагоцитарной активности нейтрофилов (p<0,05). Снижение ФИ и ФЧ выявлено только в 50% случаев. Изменения со стороны CD3+, CD4+, CD8+ Т–лимфоцитов зафиксированы у 20% женщин. Нормализация числа HLA-DR клеток выявлена в 100% случаев. Содержание IL4 (102,4±37,2 пг/мл, min-max 5,0-677,29 пг/мл), IL6 (212,3±93,7 пг/мл, min-max 0,56-1350,02), TNFα (80,2±26,4 пг/мл, min-max 0,0-367,91 пг/мл) и число рецепторов IL6sR (948,89±77,9 пг/мл, min-max 0,36-1453,56пг/мл) в сыворотке крови в динамике оставалось высоким как до, так и после терапии.  Обращало на себя внимание наличие корреляционных взаимосвязей между  IL6 и TNFα (р=0,02), IL6 и IL4 (р=0,04), IL4 и IL6sR (р=0,04). В то же время в 1 группе больных была зарегистрирована нормализация числа рецепторов IL6sR (р<0,05), а во 2 группе достоверное повышение (р<0,05)  системного уровня TNFαsRI до 801,7±13,1 пг/мл (min-max 779,89-825,13 пг/мл). После местного применения иммунотропного препарата было зафиксировано достоверное снижение в цервикальном секрете локального уровня TNFα до 0,9±0,4 пг/мл  (min-max 0,0-5,97 пг/мл; р<0,05). 

Таким образом, папиломавирусная инфекция – агрессивное заболевание гениталий с формированием иммунологического дисбаланса. Клинические проявления поражения шейки матки определяют необходимость лабораторного подтверждения этиологического фактора и оценки состояния иммунной системы этих пациентов. Выявленные изменения демонстрируют неоднородный характер иммунного ответа, что необходимо учитывать при разработке программ терапии. Применение иммунотропного препарата на основе интерферона альфа «РЕАФЕРОН-ЕС®-ЛИПИНТ» местно в виде аппликаций на область шейки матки  в комплексе с противовирусным лечением дает хороший клинический результат, сокращает сроки лечения. 
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Сокращенный текст:

Папилломавирусная инфекция является высококонтагиозным заболеванием, передающимся половым путем, с доказанной высокой онкогенностью вируса папилломы человека (HPV), низкой эффективностью лечения и высокой частотой рецидивирования, поэтому поиск новых методов лечения остается актуальной проблемой. 

Изучены показатели состояния иммунной системы у 63 женщин репродуктивного возраста инфицированных HPV. Результаты обработаны через критерии Mann–Whitney (U), Spearman (SR). В результате ПЦР диагностики из 13 серотипов HPV обнаружены  8 (6, 16, 18, 31, 33, 35, 52, 56).  Не выявлены 11, 39, 45, 58, 59, 66 типы. Наиболее часто в 52,4% или 33 случаях встречался 16 тип HPV. Ассоциации 2 серотипов HPV зафиксированы у 21 (33,3%) женщины. 

В результате кольпосокопического исследования у 47 больных (74,6%) обнаружена эрозия шейки матки. Смешанные образования шейки матки (лейкоплакия, кондилома и киста шейки матки, полип цервикального канала) выявлены у 26 женщин (41,3 %). Сочетание эрозии и смешанных образований шейки матки  зафиксировано в 15,9% или 10 случаях.

Исследование иммунофенотипа лимфоцитов с помощью моноклональных антител позволило обнаружить явления Т- клеточного иммунодефицита – уменьшение (U, p<0,001) числа CD3+ Т–лимфоцитов у 86% женщин, за счет снижения в 76,7% случаев CD4+. Уровень CD8+ клеток был снижен в 41,9% случаев. Соотношение  CD4+/CD8+  у 30,2% обследованных женщин  было понижено. Снижение показателей Т–клеточного звена иммунитета в 83,7% случаев сопровождалось увеличением (U, p<0,001) числа CD25+ клеток. 

Содержание IL4 и TNFα в сыворотке крови было достоверно выше, чем в группе контроля (U, p<0,05). В цервикальном секрете содержание TNFα увеличивалось (SR, р<0,05) при нарастании степени выраженности эндоцервицита, сочетании эрозии и смешанных образований шейки матки. 

Выявленные изменения позволили обосновать «пилотное» исследование местного иммунокоррегирующего действия иммунотропного препарата на основе интерферона альфа  («ЗАО Вектор- Медика»). В программе терапии, наряду с противовирусным лечением  20 женщинам с наличием HPV, явлениями хронического эндоцервицита, 2 – 3 класса кольпоцитологических изменений и эрозией шейки матки применялся  «РЕАФЕРОН-ЕС®-ЛИПИНТ» местно в виде аппликаций на область шейки матки, ежедневно по 500 тыс. МЕ, в течение 10 дней. Через 30 – 60 дней от начала лечения ПЦР на HPV была отрицательной. Через 120 дней у всех больных произошла  полная эпителизация слизистой шейки матки, отмечено отсутствие явлений эндоцервицита, 1 класс цитологической картины.  
При контрольном иммунологическом исследовании (30 дней от начала лечения) отмечено уменьшение явлений Т – клеточного иммунодефицита (U, p<0,01). Изменения со стороны CD3+, CD4+, CD8+ Т–лимфоцитов зафиксированы у 20% женщин. Сохранялся высокий уровень CD25+ клеток у 45% пациентов. Содержание IL4 и TNFα в сыворотке крови в динамике оставался высоким как до, так и после терапии с применением «РЕАФЕРОН-ЕС®-ЛИПИНТ» (в сравнении с группой контроля, U, p<0,05). В цервикальном секрете уровень локальной секреции TNFα увеличился (U, р<0,05: SR, р<0,05), как  при сравнении с группой контроля, так и с показателями до проведения лечения. Полученные результаты косвенно указывают на участие  TNFα в репарационных процессах слизистой шейки матки.

Таким образом, клинические проявления поражений шейки матки определяют необходимость лабораторного подтверждения этиологического фактора и оценки состояния иммунной системы этих пациентов. Применение иммунотропного препарата на основе интерферона альфа «РЕАФЕРОН-ЕС®» местно в виде аппликаций на область шейки матки  в комплексе с противовирусным лечением дает хороший клинический результат, сокращает сроки лечения.

