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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ


АПК –  антигенпредставляючі клітини
ВВС – вірус везикулярного стоматиту
ВПГ – вірус простого герпесу
ВПЛ – вірус папіломи людини
ВХН – вірус хвороби Ньюкасла
ЕФР – епідермальний фактор росту
ГКГС – головний комплекс гістосумісності
ІК – імунні комплекси
ІЛ – інтерлейкін
ІПШМ– інвертована папілома шийки матки
ІРІ – імунорегуляторний індекс
ІФН – сироватковий інтерферон
ІЦ – індекс цититоксичності
ЛПС– ліпополісахарид
Мц – моноцити
НСТ– нітросиній тетразолій
НСТ–тест – тест  відновлення нітросинього тетразолію
Нф – нейтрофіли
ПВІ –папіломавірусна інфекція
ПЛР– полімеразно–ланцюгова реакція
ПФ – процент фагоцитозу
РІФ – реакція імунофлюоресценції
РШМ – рак шийки матки
ТАР-білки – білки-транспортери
УГМ – урогенітальний мікоплазмоз
ФГА – фітогемаглютинін
ФІ – фагоцитарний індекс
ФНП – фактор некрозу пухлин
ФР – функціональний резерв
ФЧ – фагоцитарне число
ЦІК – циркулюючі імунні комплекси
ЦІН – цервікальна інтраепітеліальна неоплазія
ШМ – шийка матки
IgА, IgМ, IgG – класи імуноглобулінів 
LCR – Long Соntrol Region







ВСТУП


Актуальність роботи. Особливу увагу спеціалістів різних галузей медицини та біології привертають віруси папіломи людини які причетні до розвитку різноманітних хвороб генітальної області [3, 4, 34, 87]. За останні роки накопичено багаточисельні цитологічні, імуногістохімічні та молекулярно–біологічні дані про те, що ВПЛ є етіологічним фактором розвитку передраку та раку шийки матки, а також вульви, статевого члена, періанальних і анальних ділянок. Проблема ускладнюється тим, що папіломавірусні інфекції є сексуально–трансмісивною інфекцією, яка характеризується високою контагіозністю, прогресуючим зростанням частоти уражень статевих органів та високою онкогенністю[7, 8, 57, 58, 159, 168]. У більш ніж 95% випадків при інвазивному раку шийки матки виявляли ДНК ВПЛ. На основі зв`язку між ВПЛ та розвитком передпухлинних та пухлинних захворювань типи ВПЛ були умовно розділені на типи високого (ВПЛ –16, –18, –31, –33, –34, –36, –46, –51, –52, –56, –58, –59, –66, –68, –70) та низького (ВПЛ –6, –11, –42, –43, –44) онкогенного ризику[77, 82, 87, 157, 179]. У деяких дослідженнях запропоновано виділити третю групу типів ВПЛ – з середнім онкогенним ризиком, до яких відносять ВПЛ –31, –33, –35, –51, –52, –58[6, 34, 35, 58, 90, 93, 95, 113]
Нещодавно була запропонована уніфікована модель, за допомогою якої генітальний рак людини з`являється як результат недостатнього внутріклітинного контролю персистуючих генів ВПЛ в інфікованих клітинах [179]. В такій моделі ВПЛ інфекція представляється необхідною, але недостатньою причиною генітального раку включаючи цервікальну неоплазію [179]. Передбачення, що ВПЛ є не єдиною причиною цервікального раку, ґрунтується на тому, що цервікальна ВПЛ інфекція виявляється у значної частини здорових жінок. До появи полімеразно-ланцьогової реакції частота виявлення віруса всіх типів в цервікальних пухлинах коливається від 0% до 40% в різних дослідженнях[145, 146]. Рівень інфікування, який ґрунтується на результатах ПЛР-метода, коливається від 5% до 70%. Більшість випадків інфікування ВПЛ закінчується спонтанним одужанням. Однак в деяких випадках розвивається персистуюча інфекція, яка запускає механізм трансформації епітеліальних клітин. За даними Dalred C. 2006 за результатами річних спостережень папіломавірусна інфекція в 15–20% випадків закінчується тою чи іншою онкологічною патологією генітальної сфери. Тому цілком стає зрозумілим, що крім широкого розповсюдження ВПЛ інфекції у здорових жінок, необхідно враховувати інші кофактори причинної моделі генітального рака [44, 45, 47, 104, 131]такі як імунний статус, гормональний статус, стан про- і антиоксидантної активності крові і тканин та інші фактори.
Перебіг ПВІ геніталій включає латентні періоди, субклінічні та клінічні форми [6, 10, 29, 48, 57]. В клінічній практиці умовно виділяють 2 форми папіломовірусних уражень – екзофітну та ендофітну. Екзофітні форми ПВІ – гострокінцеві папіломи є найбільш специфічним проявом ПВІ [108, 111]. Ендофітні папіломи ШМ гістологічно поділяються на плоскі, інвертуючі та атипові [26]. В структурі папіломовірусних уражень інвертуючі папіломи займають друге місце поступаючись плоским і діагностуються у 14,5– 18,6 % хворих [52, 54, 57].
Актуальність теми зумовлена і тим, що інвертовані папіломи характеризуються псевдоінвазивною пенетрацією у розташовану нижче строму. На думку Syrjanen S. (1982) за багатьма показниками росту, вона відповідає карциномі in situ.
Проте і досі залишається не вивчена частота інвертованих папілом, не розроблені критерії діагностики, не вивчені етіологічні чинники розвитку даної нозологічної форми, недостатньо вивчені імунологічні та гормональні механізми розвитку захворювання. Не вирішені питання тактики ведення цих хворих, їх лікування та диспансерного нагляду.
Вище наведене свідчить про актуальність вибраної теми і необхідність проведення самостійних комплексних досліджень, присвячених цьому колу питань.
Мета дослідження: Зменшення частоти озлоякіснення інвертованих папілом ШМ  за рахунок розробки критеріїв діагностики, нових підходів до лікування на основі визначення ролі в патогенезі гормонального статусу, системної і локальної імунної відповіді.
Завдання дослідження:
1. За допомогою традиційних ендоскопічних і цитоморфологічних методів діагностики розробити діагностичні критерії інвертованих папілом ШМ.
1. Методом полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) визначити типи ВПЛ, які індукують інвертовані папіломи ШМ.
1. Визначити стан факторів неспецифічної резистентності організму (система інтерферону, клітин фагоцитарної системи, продукція фактору некрозу пухлин–ФНП) при інвертованій папіломі шийки матки.
1. Вивчити показники клітинної та гуморальної імунної відповіді, а також цитокінового статусу організму  хворої при інвертованій папіломі шийки матки.
1. Дослідити і проаналізувати рівень гонадотропних гормонів (ЛГ, ФСГ,), статевих гормонів (естрадіолу та прогестерону) у хворих на інвертовану папілому шийки матки.
1. Розробити етіопатогенетичний метод лікування інвертованої папіломи ШМ з використанням противірусних, антипроліферативних препаратів у комбінації з електроконізацією та імунотерапією.
Методи дослідження. У дисертаційній роботі використовували загальноклінічні, ендоскопічні, цитоморфологічні, молекулярно-біологічні, гормональні, імунологічні та електронно–мікроскопічні методи дослідження. З метою визначення особливостей клінічного перебігу інвертованої папіломи шийки матки використовували загальноклінічні методи. Цитоморфологічними методами вивчали критерії діагностики інвертованої папіломи. З метою ідентифікації папіломавірусної інфекції піхви застосовували молекулярно-біологічні методи діагностики. Оцінку функціонального стану системи інтерферону проводили, визначаючи показники інтерферонового статусу. Стан системи імунітету характеризували, визначаючи активність фагоцитів, продукцію протизапальних цитокінів, показники гуморальної та клітинної ланки імунітету.
Гормональними методами вивчали роль гормонів репродуктивної системи в активації папіломавірусної інфекції. Електронно–мікроскопічним методом вивчали особливості ультаструктурної організації інвертованої папіломи  шийки матки. Всі отримані дані опрацьовувались за допомогою методу варіаційної статистики.
Наукова новизна роботи. Вперше на основі клінічних, цитоморфологічних, імунологічних, ультраструктурних та молекулярно–біологічних досліджень систематизовано критерії діагностики інвертованої папіломи шийки матки та визначено прогностичні критерії ризику малігнізації.
Вперше доведено етіологічну причетність ВПЛ типів 16 і 18 до розвитку інвертованої папіломи ШМ.
Вперше проведене імунологічне дослідження хворих на інвертовану папілому ШМ виявило особливості функціонування імунної системи, стану імунокомпетентних клітин, їхню здатность до продукції різних медіаторів. Встановлено дисбаланс про- та антизапальних цитокінів (зменшення продукції ІЛ–12 та підвищення продукції ІЛ–10), що свідчить про активацію Т–хелперів 2–го типу та пригнічення функціональної активності моноцитів, які опосередковано приймають участь у розвитку клітинної імунної відповіді.
Вперше розроблена, науково обґрунтована і впроваджена схема лікування інвертованої папіломи ШМ, яка передбачає використання противірусної, антипроліферативної та імуномоделюючої терапії в поєднанні з електроконізацією залежно від показників імунної та гормональної систем, що дозволило досягти клінічного ефекту у 94,7 % хворих, знизити частоту рецидивів на 18,2 %.
Практичне значення роботи. Запропоновано діагностичні критерії інвертованої папіломи шийки матки і прогностичні критерії ризику малігнізації. У результаті вивчення параметрів системного й місцевого імунітету, рівня статевих і гонадотропних гормонів сироватки крові у жінок, хворих на інвертовану папілому ШМ, науково обґрунтовано необхідність оптимального застосування імунокорегуючих препаратів у комплексі з елетроконізацією та корекцією гормонального статусу, що дозволило підвищити ефективність лікування і знизити частоту рецидивів. 
Особистий внесок здобувача. Представлені в дисертації дані є результатом самостійних наукових досліджень здобувачки, яка визначила мету і завдання дослідження за обраною темою, здійснила пошук і аналіз  літератури, написала усі розділи дисертації, сформулювала висновки. Самостійно було проведено клінічні спостереження за хворими, їх лікування, проводився забір матеріалу для діагностики інвертованої папіломи ШМ, крові для імунологічних і гормональних досліджень, біоптатів для морфологічних й ультраструктурних досліджень. Проаналізовано результати загальноклінічних, інструментальних, цитоморфологічних, імунологічних, гормональних досліджень. Проведено статистичну обробку цифрових даних.
Впровадження результатів дослідження. Розроблені методи лікування хворих на інвертовану папілому шийки матки  впроваджено у роботу гінекологічних відділень Шевченківського, Голосіївського, Оболонського районів м. Києва. Матеріали дисертації залучено в учбовий процес кафедри акушерства і гінекології № 1 Національного медичного університету ім. О.О. Богомольця.
Зв’язок роботи з науковими програмами, темами. Дисертаційна робота виконувалась згідно плану основного наукового  дослідження кафедри акушерства та гінекології № 1 Національного медичного університету ім. О.О. Богомольця за комплесною темою: “Розробка і впровадження нових методів діагностики, лікування запальних і передракових захворювань жіночих статевих органів” ( номер державної реєстрації 0198V003086)
Публікації. За темою дисертації опубліковано 8 наукових праць, з них у провідних журналах, рекомендованих ВАК України – 4, матеріалах і тезах конференцій – 5, отримано 2 патенти України на корисну модель.
Структура дисертації. Дисертація складається зі вступу, огляду літератури, розділу “Матеріали і методи дослідження”, 3 розділів власних досліджень, аналізу й узагальнення результатів, висновків, та списку використаних джерел, який включає 180 наукових праць, із них англомовних – 110. Дисертацію викладено на 170 сторінках машинопису, ілюстративний матеріал подано у таблицях і рисунках.
Апробація результатів дисертації. Основні результати роботи викладено на V міжнародній конференції “Біоресурси та віруси” 10–13 вересня 2007 р., м. Київ; на міжнародній науково–практичній конференції присвяченій 60–річчю ВООЗ Всесвітньому дню здоров’я 2008 р., 7–8 квітня 2008 р., м. Київ; на 61–й, 62–й міжнародних науково–практичних конференціях студентів та молодих вчених “Актуальні проблеми сучасної медицини”, 24–26 жовтня 2007 р., м. Київ; 5–7 листопада 2008 р., м. Київ; на 6–й міжнародній науково-практичній конференції молодих вчених “Сьогодення і майбутнє медицини”, 8–10 квітня 2009 р., м. Вінниця; доповіді відзначено дипломами за найкращу наукову роботу.



ВИСНОВКИ


У дисертації наведено теоретичне узагальнення і запропоновано нове вирішення важливого наукового завдання щодо підвищення ефективності діагностики і лікування інвертованої папіломи ШМ шляхом удосконалення методів діагностики й комплексного лікування, які передбачають використання противірусної, антипроліферативної та імуномоделюючої терапії в комплексі з електроконізацією на основі визначення ролі гормонального статусу, системної та локальної імунної відповіді в патогенезі цього захворювання. 
1. На підставі кольпоскопічних, цитоморфологічних і ультраструктурних досліджень визначено основні діагностичні критерії інвертованої папіломи ШМ. Верифікація діагнозу можлива лише з використанням морфологічного методу діагностики, який дає змогу не тільки встановити діагноз, а й визначити проліферативну активність патологічного процесу.
2. Молекулярно-біологічним методом діагностики підтверджено етіологічну причетність ВПЛ типів 16 і 18 до розвитку інвертованої папіломи ШМ, що обґрунтовує необхідність віднести її до групи високого ризику малігнізації і потребує проведення комплексу лікувально-діагностичних заходів з метою упередження  розвитку неопластичного процесу ШМ.
3. Для більшості жінок, хворих на інвертовану папілому ШМ, характерним було пригнічення α- і -інтерфероногенезу, а також розвиток імунозапальної реакції, на що вказувало підвищення концентрації сироваткового ІФН, спонтанної та індукованої продукції лейкоцитарного ФНП за одночасного пригнічення функціонального резерву клітин-продуцентів цього цитокіну. 
4. У хворих на інвертовану папілому ШМ спостерігали пригнічення фагоцитарної спроможності моноцитів і нейтрофілів, зростання їхньої киснезалежної бактерицидної активності на фоні зниження резервних можливостей фагоцитуючих клітин, більшою мірою ці особливості виявлялись у пацієнток зі значно підвищеним спонтанним синтезом ФНП і високим рівнем ЦІК. У жінок, хворих на інвертовану папілому ШМ, виявлено дисбаланс про- та антизапальних цитокінів (зменшення продукції ІЛ-12р40 мононуклеарами крові і підвищення продукції ІЛ-10), що засвідчує активацію Т-хелперів 2-го типу і пригнічення функціональної активності моноцитів, тим самим впливаючи на розвиток клітинної імунної відповіді. 
5. Хворим на інвертовану папілому ШМ властиві риси вторинного імунодефіциту: зменшення величини імунорегуляторного індексу CD4+/CD8+ за рахунок зменшення кількості Т-хелперів на фоні незначного зростання кількості цитотоксичних (CD8+), а також і природних кілерів (CD16+). Крім того, виявлено істотне зниження відносної кількості Т-лімфоцитів з ознаками активації (СD3+/HLA-DR+), яке супроводжувалось значним пригніченням продукції -ІФН клітинами периферійної  крові.
6. У хворих на інвертовану папілому ШМ спостерігали підвищення рівня естрадіолу на     7-му добу менструального циклу в 1,5 раза порівняно з групою здорових жінок на фоні нормальних показників ФСГ і ЛГ. Поряд з цим виявлено зниження рівня прогестерону в 1,4 раза порівняно з контрольною групою на 21-шу добу менструального циклу.
7. Застосування методу комплексної терапії, який передбачав використання імуномодулятора “Ербісолу®”, через місяць лікування сприяло нормалізації процесів інтерфероноутворення, зниженню продукції лейкоцитами крові ФНП. У жінок, які отримували комплексне лікування, поліпшувались показники фагоцитарної та ферментно-метаболічної активності фагоцитуючих клітин, клітинного і гуморального імунітету. Спостерігали позитивну динаміку гуморальних факторів місцевого імунітету статевих шляхів хворих на інвертовану папілому ШМ (нормалізація рівня секреторного IgA і ФНП). У жінок контрольної групи відмічали лише тенденцію до нормалізації імунологічних показників, а деякі показники так і не досягали нормальних величин. 
8. Використання запропонованого комплексного методу лікування препаратами “Індинол”, “Ербісол®” в поєднанні з електроконізацією привело до клініко-цитоморфологічної виліковності у 94,7 % хворих і зменшило частоту рецидивів на 18,2 %.
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