Клинические проявления генетических и эпигенетических изменений в ВПЧ-индуцированных предраковых поражениях шейки матки
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Аннотация. Инфицирование эпителия шейки матки штаммами вируса папилломы человека высокого онкогенного риска (hrHPV) может привести к продуктивной или трансформирующей цервикальной интраэпителиальной неоплазии (CIN), морфологические проявления которых могут быть схожи. При трансформирующих цервикальных интраэпителиальных неоплазиях в генах клеток-хозяев со временем накапливаются аберрации, что является необходимым условием для последующей малигнизации. Имея данные о генетических и эпигенетических изменениях, можно распознать ранние и поздние признаки трансформирующих CIN. Это открывает путь для использования новых молекулярных инструментов для цервикального скрининга, диагностики и лечения предраковых поражений шейки матки.
Эпигенетические изменения - изменения в метилировании ДНК и хроматина, которые не связаны с изменением последовательности ДНК.

Цервикальная интраэпителиальная неоплазия (CIN; состояние, также известное как дисплазия шейки матки) - предраковое состояние шейки матки, которое может быть гистологически классифицировано как CIN1, CIN2 и CIN3.
Эписомы - экстрахромосомные элементы ДНК, которые могут воспроизводиться независимо от хромосомной ДНК хозяина.

Метилирование ДНК - добавление метильной группы к цитозину в цитозин-гуаниновых (CpG) динуклеотидных парах. Метилирование ДНК в районах с большим количеством CpG- пар может привести к сайленсингу генов.

Метод сравнительной геномной гибридизации на ДНК-микрочипах (Micro-arrayCGH). Платформа, на основе которой количество аберрации в копиях ДНК может быть оценено на уровне генома в одном эксперименте.
Образцы, взятые самостоятельно (на дому) – цервиковагинальные образцы, собранные самостоятельно с помощью метода промывания или с использованием специальной щеточки для забора. Клетки тканей, присутствующие в самостоятельно собранных образцах, могут быть использованы для скрининга рака шейки матки посредством обнаружения онкогенных типов вируса папилломы человека (ВПЧ) и сортировки пациентов путем выполнения анализа с маркером метилирования.

Анализ маркеров метилирования - панель генов, чаще всего связанных с последовательностями гена-промотора, в которых метилирование CpG пар представляет собой биомаркер, связанный с конкретным состоянием, таким как раковое или предраковое поражение шейки матки.
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Ключевые положения
• Цервикальная интраэпителиальная неоплазия (CIN) может быть разделена на продуктивную (CIN1 и CIN2) и трансформирующую (CIN2 и CIN3). С морфологической точки зрения, стадия продуктивной неоплазии CIN2 не отличается от трансформирующей неоплазии CIN2.

• Трансформирующая CIN является гетерогенным заболеванием. Ранние и запущенные случаи трансформирующих CIN составляют группы лиц с низким и высоким риском краткосрочной малигнизации, соответственно, при этом данные стадии можно выделить на основе молекулярных изменений клеток хозяина.

• Метод нанесения на соскобы шейки матки специфических маркеров метилирования, например, молекул клеточной адгезии 1 (CADM1), миелина и лимфоцитов (MAL), а также mir‑124‑2 позволяет обнаружить с высокой степенью чувствительности запущенную стадию трансформирующего CIN и рака шейки матки.

• CIN2/CIN3, обнаруженные при использовании специфических маркеров метилирования, нуждаются в немедленном лечении, учитывая их высокий риск прогрессирования в краткосрочной перспективе в рак шейки матки.

• В ходе цитологических исследований можно обнаружить морфологические аномалии клеток, связанные с CIN2, CIN3 и новообразованиями с умеренной чувствительностью, однако при этом может быть пропущен рак и запущенная степень трансформирующей CIN с высоким риском краткосрочного прогрессирования в рак.

• Анализ на вирус папилломы человека (ВПЧ) заменит цитологические исследования в качестве основного инструмента скрининга рака шейки матки.

• Клинически подтвержденные маркеры метилирования, такие как CADM1, MAL и mir‑124‑2, могут быть использованы в качестве маркеров для сортировки у ВПЧ-положительных женщин. Анализ маркеров метилирования, обладающих высокой степенью чувствительностью в отношении диагностики рака, имеют большой потенциал для использования в качестве основного инструмента скрининга.

• Анализ панели маркеров метилирования ДНК также может быть использован у пациенток, имеющих CIN, чтобы предотвратить неоправданно завышенный объем операции и других методов лечения в случаях CIN2/CIN3.

• Совместимость маркеров метилирования с анализами для выявления ВПЧ и возможность самостоятельного забора образцов будет иметь хорошую перспективу для полного молекулярного скрининга рака шейки матки в ближайшем будущем.

Рак шейки матки (РШМ) занимает третье место среди наиболее распространенных видов рака у женщин во всем мире и седьмое место среди наиболее распространенных злокачественных новообразований в общей популяции. Ежегодно регистрируется около 530 000 новых случаев рака шейки матки. В 2008 году рак шейки матки был причиной 275 000 летальных исходов и, таким образом, является четвертой по значимости причиной смерти от рака у женщин во всем мире [1, 2]. Практически все случаи рака шейки матки возникают в результате персистирования определенных типов вирусов папилломы человека (ВПЧ) высокого онкогенного риска [3]. Тем не менее, рак шейки матки является редким осложнением достаточно распространенной вирусной инфекции; риск инфицирования ВПЧ высокого онкогенного риска (hrHPV) в течение все жизни составляет около 80% [4], но, к счастью, в большинстве случаев инфекционные агент нейтрализуется иммунной системой хозяина и не приводит к органическому поражению. Большая часть из оставшихся hrHPV инфекционных агентов вызывают поражения, которые, как считается, являются «продуктивными», то есть приводят к генерации новых вирусных частиц. Хотя подобные инфекции не демонстрируют никаких признаков клеточной трансформации, с морфологической точки зрения у них могут отмечаться признаки дисплазии, которые также могут наблюдаться в прогрессирующих предраковых поражениях. Небольшая часть hrHPV инфекций может стать «трансформирующими», которые характеризуются измененной экспрессией двух вирусных генов - Е6 и Е7 (см. далее в тексте). Такое состояние может, в конечном счете, привести к раку, если не начать выполнять лечение соответствующего предракового поражения. До сих пор часто остается неясным, какие именно факторы влияют на частоту малигнизации hrHPV инфекций.

В этом обзоре мы обсудим последние достижения, которые проливают свет на развитие и прогрессирование трансформирующих hrHPV инфекций. В центре внимания остаются генетические и эпигенетические изменения клеток, которые лежат в основе прогрессирования предраковых поражений в рак. Также обсуждается их влияние на развитие новых молекулярно-диагностических инструментов для скрининга рака шейки матки, диагностики и лечения пациентов с предраковыми поражениями шейки матки.

Рак шейки матки и ВПЧ

Согласно эпидемиологических данным о связи с раком шейки матки, подтвержденным соответствующими исследованиями, в настоящее время 12 типов ВПЧ (ВПЧ-16, ВПЧ-18, ВПЧ-31, ВПЧ-33, ВПЧ-35, ВПЧ-39, ВПЧ-45, ВПЧ-51 ВПЧ-52, ВПЧ-56, ВПЧ-58 и ВПЧ-59) классифицируются как hrHPV (также известные как класс I по шкале Международного агентства по исследованию рака (IARC)). ВПЧ-68 был классифицирован как вирус вероятно высокой степени риска (относится к классу 2А по шкале IARC), и еще семь видов вирусов ВПЧ были классифицированы как возможно относящиеся к высокой степени риска (ВПЧ-26, ВПЧ-53, ВПЧ-66, ВПЧ-67, ВПЧ-70, ВПЧ-73 и ВПЧ-82; относятся к классу 2В по шкале IARC) [5].

После инфицирования hrHPV рак шейки матки развивается в результате нескольких последующих этапов: персистирование hrHPV, hrHPV-опосредованная трансформация эпителиальных клеток, развитие предраковых поражений (цервикальная эпителиальная неоплазия, с 1-й по 3-ю степень (CIN1-3)) и, наконец, прогрессирование до инвазивного рака шейки рак (рис. 1). Развитие рака шейки матки, в частности этап от предракового поражения до инвазивного рака, у большинства пациентов занимает много времени. Предраковые поражения CIN2 и CIN3 поражения высокой степени злокачественности могут развиваться в течение 3-5 лет после первичного инфицирования hrHPV [6], в то время как дальнейшее прогрессирование до инвазивного рака может занять до 20-30 лет [7, 8]. В течение этого длительного периода имеется много возможностей для вмешательства, что, вероятно, способствовало широкому успеху скринингового метода выполнения цитологических мазков из шейки матки с окраской по Папаниколау (пап-тест) для снижения заболеваемости и смертности от рака шейки матки в странах западного мира [9].

С гистоморфологической точки зрения большинство случаев рака шейки матки представляют собой плоскоклеточный рак (80% случаев РШМ). Аденокарциномы (частота 10-20%) представляют собой второй наиболее распространенный гистологический тип опухолей, в небольшом количестве встречаются железисто-плоскоклеточные карциномы и другие редкие гистологические типы опухолей, в том числе нейроэндокринные карциномы.

Продуктивные и трансформирующие инфекции
Продуктивные инфекции развиваются, когда вирусные частицы получают доступ к базальной мембране эпителиальных клеток, скорее всего, посредством микроповреждений, после чего вирусы проникают к базальным клеткам плоского эпителия. В инфицированных базальных клетках вирусный геном реплицируется вместе с клеточной ДНК во время S фазы митотического цикла и существует в виде стабильных эписом. В этих клетках экспрессия вирусных белков происходит на очень низком уровне, что, вероятно, позволяет избежать уничтожения со стороны иммунной системы [подробная информация в источнике 10]. После деления клеток одна из дочерних клеток подвергается процессу дифференциации и выходит из клеточного цикла. Впоследствии, активируются вирусные промоторы, зависимые от дифференциации, что приводит к повышенной экспрессии вирусных генов, в том числе ранних вирусных генов Е6 и Е7 [10-12]. Под влиянием экспрессии генов Е6 и Е7 дифференцированные клетки вступают в S фазу, тем самым создавая условия, поддерживающие вегетативную репликацию вирусного генома. В верхнем слое клеток плоского эпителия наблюдается последний этап жизненного цикла вируса, который включает в себя генерацию новых вирусных частиц, которые выходят из слущивающегося верхнего пласта терминально дифференцированных эпителиальных клеток [13]. Продуктивные инфекционные поражения в шейке матки могут привести к слабым и умеренным клеточным нарушениям, и гистологически это проявляется в виде формирования неоплазии CIN1 или CIN2 (CIN1/CIN2). Для того чтобы отличить это состояние от истинных предраковых поражений, такие поражения называются по тексту как продуктивные CIN. Как правило, эти состояния регрессируют спонтанно в течение 1-2 лет в результате процесса очищения от вирусов на фоне развития клеточного иммунного ответа на гены Е2, Е6 и Е7. Персистирование вирусных частиц и характерных поражений выходит из-под воздействия иммунной системы благодаря различным механизмам, таким как вирус-опосредованное подавление врожденного иммунитета, подавление функции эффекторных Т-клеток, увеличение числа регуляторных Т-клеток в микроокружении опухоли и частому предотвращению экспрессии человеческого лейкоцитарного антигена (HLA) в результате ряда генетических событий [подробная информация в источнике 14]. Персистированию вирусов способствует потеря иммунного контроля, что имеет решающее значение для ВПЧ-опосредованного канцерогенеза, в то время, как ВПЧ инфекция необходима не только для инициации, но также для поддержания трансформированного фенотипа [подробная информация в источнике 15].

Морфологически CIN3 и подмножество CIN2 поражений являются типичными трансформирующими CIN поражениями, в которых нормальный жизненный цикл вируса прекращается и происходит ранняя гиперэкспрессия вирусных генов Е6 и Е7 в пролиферирующих клетках. Тем не менее, CIN2, связанные с продуктивной инфекцией морфологически не отличается от CIN2 поражений, возникших в результате трансформирующей инфекции. В контексте клеточного деления белки, кодированные в генах Е7 и E6, функционируют в качестве онкобелков и, следовательно, соответствующие гены называются вирусными онкогенами. Прямым результатом дерегулирования Е6 и Е7 при трансформирующих инфекционных поражениях является изменение экспрессии клеточного цикла и нарушение регуляторов репарации ДНК. Точный механизм, который способствует данному неестественному способу экспрессии Е6 и Е7 еще не изучен, но предполагается измененный внутривирусный контроль экспрессии Е6 и Е7 из-за генетических изменений (например, интеграции вирусной ДНК), а также эпигенетических изменений (например, метилирование промоторных регионов вируса) в вирусном геноме [16-18]. Среда, альтернативная среде клетки-хозяина, которая препятствует репликации вируса, может благоприятствовать неканоническому регулированию экспрессии Е6 и Е7. Клетками, которые в первую очередь являются чувствительными к трансформации ВПЧ, являются клетки переходной зоны от плоского эпителия к цилиндрическому (клетки SJC перехода). Herfs и соавт. [19] недавно сообщили, что это дискретная популяция однослойного кубического эпителия эмбрионального происхождения, локализованного между эктоцервикальным плоским эпителием канала шейки матки и железистым эпителием, который, вероятно, представляет сотовой собой клеточный предшественник большинства случаев рака шейки матки и их предраковых состояний. Напротив, продуктивные инфекции могут возникнуть исключительно из инфицированных базальных клеток плоского эпителия, выстилающего эктоцервикс или смежную зону трансформации [20].

Клетки SJC перехода демонстрируют уникальный профиль экспрессии генов для нескольких генов, в том числе кератина 7 (KRT7), переднего градиента 2 (AGR2), матричной металлопротеиназы 7 (MMP7) и гуанин деаминазы (GDA) [19]. Белки, которые кодируются этими генами, могут быть использованы в анализе SJC-специфических белков. Экспрессия этих белков не индуцируется генами E6 или E7 ВПЧ в плоском эпителии в условиях in vitro и их экспрессия уменьшается, если клетки SJC зоны удаляют посредством клиновидной биопсии (конизации) или электрокоагуляции с помощью специальной петли. Таким образом, представляется очевидным, что SJC-специфический профиль экспрессии в CIN поражениях и при раке шейки матки не является приобретенным в процессе трансформации, а отражает эмбриональное происхождение клеток. Интересно, что среди всех анализируемых случаев рака шейки матки (как в случае плоскоклеточного рака, так и в случае аденокарциномы) большинство CIN2/CIN3 поражений и одна треть CIN1 поражений были положительными в отношении профиля экспрессии SJC [19, 21]. Предполагаемая высокая трансформационная восприимчивость этих SJC-клеток по сравнению с клетками плоского эпителия эктоцервикса и зоны трансформации подтверждается тем фактом, что ВПЧ-ассоциированные предраковые поражения высокой степени злокачественности встречаются до 20 раз чаще в шейке матки (которая содержит клетки SJC зоны), чем в других участках полового тракта, где SJC отсутствуют, таких как влагалище и вульва [22].

Конечным результатом дерегулированной экспрессии Е6 и Е7 в пролиферирующих клетках является хромосомная нестабильность [23], которая, вероятно, обеспечивает потенциальную возможность  для накопления изменений в онкогенах клетки-хозяина и, следовательно, прогрессирование в злокачественное новообразование.

В следующих разделах будут обсуждаться первичные и вторичные последствия дерегулирования экспрессии генов Е6 и Е7 клетки-хозяина, а также генных продуктов в контексте развития рака шейки матки.
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Рисунок 1 ВПЧ-опосредованный цервикальный канцерогенез. Различные результаты экспозиции эпителиальных клеток шейки матки вирусам папилломы человека высокой степени онкогенного риска (hrHPV) представлены в виде транзиторной инфекции (не патологической), продуктивной инфекции (продуктивная цервикальная эпителиальная неоплазия (CIN); в основном представлены CIN1 и подмножеством CIN2) и трансформирующие инфекции (трансформирующие CIN; в основном, представлены оставшимся подмножеством CIN2 и CIN3). Морфологически CIN2, которые связаны с продуктивными ВПЧ-инфекциями, не могут быть отделены от CIN2, связанными с трансформирующими ВПЧ-инфекциями. Точно так же, CIN1 поражения, которые время от времени появляться при трансформирующих инфекциях, морфологически не отличаются от продуктивных аналогов. С начала трансформирующей CIN может пройти еще 20-30 лет, прежде чем разовьется инвазивный рак. Трансформирующая CIN представляет собой гетерогенное заболевание различной степени продолжительности, которое может как регрессировать, так и прогрессировать в сторону рака. Риск прогрессирования до развития рака зависит от молекулярных изменений клеток хозяина. Новая концепция предполагает, что большинство из трансформирующих CIN и случаев рака шейки матки возникают при воздействии вирусов высокой степени онкогенности hrHPV на переходную зону от плоского эпителия к цилиндрическому (SJC переход) [19], что предполагает высокую восприимчивость этих клеток к трансформации ВПЧ. SJC клетки и соответствующие поражения характеризуются определенной схемой экспрессии белка (экспрессия кератина 7 (KRT7), переднего градиента 2 (AGR2), матриксной металлопротеиназы 7 (MMP7) и гуанин деаминазы (GDA)), а предраковые поражения, которые возникают из этих SCJ клеток, редко будут предшествовать продуктивной CIN. Предполагается, что продуктивные поражения CIN возникают в результате инфицирования клеток эктоцервикса или зоны трансформации (TZ).

Первичные эффекты дерегулирования Е6 и Е7
В настоящее время получило широкое признание положение о том, что комбинированная гиперактивность Е6 и Е7 в пролиферирующих клетках является триггером для ВПЧ-индуцированной злокачественной трансформации.

До сих пор считалось, что связывание генных продуктов супрессии опухолей, а именно RB посредством E7 и р53 посредством E6, является основными событиями, ответственными за злокачественную трансформацию. Супрессия RB посредством E7 приводит к неконтролируемой клеточной пролиферации, которая в первую очередь обусловлена увеличенной активностью E2F, что видно на примере повышения уровня генных продуктов, отвечающих на стимуляцию E2F фактора, такие как ядерный антиген пролиферирующих клеток (PCNA), Ki-67, белки поддержания минихромосом (MCMS), циклин Е и р21 [24, 25]. Образование комплекса между убиквитинлигазой E6AP (также известной как UBE3A) и E6 приводит к убиквитин-опосредованной деградации р53, что тем самым препятствует нормальному р53-опосредованному апоптозу и клеточным контрольным механизмам, индуцированным генотоксичным стрессом [24, 25].
В настоящее время стало очевидно, что комплексообразование Е6 и Е7 с другими клеточными белками также способствует процессу вирус-опосредованной трансформации. Некоторые из путей взаимодействия приводят к ремоделированию хроматина [26]. Как Е6, так и Е7 гены могут автоматически модулировать метилирование ДНК, влияя тем самым на экспрессию клеточных и вирусных генов. E6 ген ВПЧ-16 может вызвать повышение активности ДНК метилтрансферазы DNMT1 посредством супрессии р53 [27], в то время как E7 ген ВПЧ-16 может непосредственно связываться и активировать DNMT1 [28]. В поддержку этих данных, полученных в условиях in vitro, было показано, что DNMT1 и DNMT3b активируются в случае CIN3 поражений и при раке шейки матки [29-31]. Дальнейшее модулирующее действие на эпигенетическое перепрограммирование может быть достигнуто геном E7 с помощью индукции лизин деметилаз гистонов KDM6A и/или KDM6B. Это приводит к деметилированию гистона генов, которые были подавлены поликомбинированным репрессивным комплексом (polycomb repressive complex), опосредующим триметилирование гистона H3 лизина 27 (K27) [32, 33]. Один из этих генов кодирует ингибитор циклин-зависимой киназы р16 (также известный как INK4a) [33]. Хотя данная индукция не влияет на пролиферацию из-за подавления RB посредством Е7, гиперэкспрессия р16 в настоящее время распространенным признаком активности hrHPV [34] (рис. 2).

Кроме того, известно, что Е6 и Е7 гены ВПЧ-16 изменяют экспрессию микроРНК (блок 1) за счет прямых и косвенных эффектов. Ген E6 ВПЧ-16 может подавлять экспрессию miR-218, miR-23b и miR-34a [35-37], тогда как экспрессия miR-23b и miR-34a связана с Е6-индуцированной деградацией р53. Снижение экспрессии miR-203 и увеличение экспрессии кластера miR-15a/16-1 связано с высвобождением E2F, вызванной инактивацией RB геном E7 hrHPV [38]. И, напротив, микроРНК также может регулировать экспрессию вирусных генов [39]. По данным литературы, сообщается о первых признаках существования ВПЧ-кодированных микроРНК [40]. Тем не менее, эти данные ожидают подтверждения в дальнейших исследованиях.
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Рисунок 2 Клеточные изменения, необходимые для прогрессирования трансформирующей цервикальной интраэпителиальной неоплазии (tCIN) в рак шейки матки. Связанные с вирусом папилломы человека (ВПЧ) и связанные с клетками-хозяевами аберрации, ассоциированные с прогрессированием заболевания, на схеме показаны ниже концепции ВПЧ-индуцированного цервикального канцерогенеза. Интенсивность цвета указывает на степень частоты их обнаружения (красная – наиболее высокий уровень или наиболее высокая частота); пунктирные линии обозначают, что данные факторы встречаются нечасто или их частота обнаружения неизвестна. Потенциальная возможность использования вирусных и клеточных аберраций в качестве скрининговых маркеров, а также возможные стратегии диагностики и лечения перечислены справа. CADM1 - молекулы клеточной адгезии 1; CDH1 – кадгерин 1; DAPK1 апоптоз-ассоциированая протеинкиназа 1; E2B – место связывания Е2; EGFR - рецептор эпидермального фактора роста; MAL - миелин и лимфоциты; MCM2 - белок поддержания минихромосом 2; miRNA - микроРНК; Pax1 - парный домен 1; PRDM14 - домен, содержащий PR-14; ТРЕТ - теломераза обратной транскриптазы; TOP2A - топоизомераза 2A.

Вторичные эффекты дерегулирования Е6 и Е7
Несмотря на то, что гены Е6 и Е7 необходимы для инициации и поддержания трансформированного фенотипа, длительный период времени, необходимый для прогрессирования из предракового состояния в инвазивный рак означает, что несколько дополнительных онкогенных событий являются ключевыми для злокачественной прогрессии. Общеизвестным последствием дерегулирования экспрессии генов Е6 и Е7 является хромосомная нестабильность [23, 24]. Эта нестабильность генома, вероятно, способствует накоплению аберраций в генах клетки-хозяина с течением времени (рис. 2). Данные приобретенные аберрации могут быть как генетическими, так и эпигенетическими, а некоторые из них приводят к функциональной иммобилизации генов-супрессоров опухолей человека или активации онкогенов. Аберрации клетки-хозяина, наблюдаемые в случае развития рака шейки матки или предраковых состояниях, включают делеции, изменение числа копий, мутации ДНК, а также эпигенетические изменения, как, например, метилирование ДНК, влияющее на протеин-кодирующие и протеин-некодирующие гены, такие как микроРНК. Обзор доступен в виде недавно созданной базы данных генов, которые были обнаружены при раке шейки матки [41]. Различные отклонения, наблюдаемые в случае развития рака шейки матки и CIN поражений, описаны далее.

Хромосомные аберрации. Мета-анализ 12 результатов анализов сравнительной геномной гибридизации на ДНК-микрочипах ((micro)array-CGH), которые затрагивают в общей сложности 293 образцов, показал, что наиболее частые случаи изменения количества ДНК-копий в плоскоклеточных злокачественных опухолях шейки матки включают увеличение генетического материала в длинном плече 3-й хромосомы (частота 0,55), потерю генетического материала в области короткого плеча 3-й хромосомы (частота 0,36) и потерю генетического материала в области длинного плеча 11-й хромосомы (частота 0,33) [42]. Дупликации генетического материала в области длинного плеча 3-й хромосомы особенно часто встречается в ВПЧ-16-положительных случаях плоскоклеточных карцином (частота 0,84). Дупликации генетического материала в области длинного плеча 17-й хромосомы (частота 0,36) встречается наиболее часто в аденокарциномах (4 исследования, в общей сложности 58 образцов). Увеличение генетического материала в области короткого плеча 1-й хромосомы было самым частым отклонением от нормы в CIN с высокой степенью злокачественности (частота 0,34). Вслед за этим в порядке уменьшения частоты (с 0,27 до 0,08) отмечается увеличение генетического материала в области длинного плеча 3-й хромосомы и делеции в областях 4q, 2q, 4p, 11p и 3p. Из этих регионов, гены-кандидаты могут быть экстрагированы посредством анализа фокальных рецидивирующих аберраций и/или экспрессии профилирования с использованием функционального анализа. Этот подход привел к идентификации гена-гомолога отсутствия глаз 2 (Eya2) и гена mir-375 в качестве новых онкогенов и генов-супрессоров опухолей, соответственно, при раке шейки матки [43]. В поддержку этих выводов недавно был идентифицирован ген Eya2 в качестве мишени вирусной интеграции, а опухоль-супрессивная функция гена miR-375 также была подтверждена по данным других исследований [44, 45]. Эти данные обеспечивают доказательство правильности концепции того, что конкретные хромосомные аберрации могут способствовать ВПЧ-индуцированному канцерогенезу.

Мутации ДНК. До настоящего времени было описано относительно небольшое количество сообщений о мутациях в онкогенах или генах-супрессорах опухолей в отношении рака шейки матки или предраковых состояний. Поскольку генные продукты TP53 и RB1 инактивируются генами Е6 и Е7, они редко мутируют в рак шейки матки (5% и 3%, соответственно каталогу соматических мутаций COSMIC) [46]. Другие соматические мутации, которые обнаруживаются у пациенток с раком шейки матки, в основном, затрагивают компоненты сигнальных путей. Самые высокие показатели мутаций характерны для гена PIK3CA как для плоскоклеточных карцином, так и для аденокарцином, о чем имеются подтверждающие данные в двух недавних работах (то есть, частота мутаций для плоскоклеточных карцином: 37,5% [47] и 14% [48], а частота мутаций для аденокарцином: 25% [47]и 16% [48]). Wright и соавт. [47] также определили мутации гена KRAS только в аденокарциномах (17,5%) и в рецепторе эпидермального фактора роста (EGFR) исключительно для плоскоклеточных карцином (7,5%). Кроме того, Ojesina и соавт. [48] показали, что повторные мутации в Е1А связывающем белке p300 (EP300; 16%), F-боксе и WD повторных доменах, содержащих 7 (FBXW7; 15%), HLAB (9%), MAPK1 (8%), PTEN (6%), серин/треонинкиназу 11 (STK11; кодирующий LKB1, 4%) и ядерный фактор, эритроидный 2 типа 2 (NFE2L2; 4%) характерны для плоскоклеточных карцином, а E74-подобный фактор 3 (ELF3; 13%) и ядерно-связывающий фактор, бета-субъединица (CBFB; 8%) характерны для аденокарцином. До настоящего времени CIN поражения не были ни изучены, ни проанализированы в значительной части выборки на большом материале.

Аберрантное метилирование ДНК. Эпигенетические медиаторы включают модификацию гистонов, размещение и позиционирование нуклеосом, взаимодействие белков и некодирующих РНК, а также некодирующие изменения ДНК [49]. При поражениях шейки матки метилирование ДНК заслуживает наибольшего внимания. Метилирование ДНК включает ковалентное связывание метильной группы (СН3) в 5-й углеродной позиции цитозина, локализованной в положении 5' гуанина для генерации 5-метилцитозина. В целом, увеличение метилирования в промотерах генов человека, богатых CpG-парах оснований, подавляет транскрипцию гена и часто включает гены-супрессоры (гены-кандидаты) опухоли. Тем не менее, метилирование вирусной ДНК, как полагают, способно оказывать как отрицательное, так и положительное регуляторное воздействие на вирусную транскрипцию гена.

В быстро растущем числе исследований проанализировано возникновение и роль метилирования вирусной ДНК в развитии рака шейки матки. Хотя измененная картина метилирования ВПЧ во время прогрессирования заболевания является частой находкой, встречаемой наиболее часто и ярко проявляющейся в поздних вирусных регионах L1 и L2, данные остаются противоречивыми [50, 51]. Помимо технических различий и различий в проанализированных позициях CpG-пар оснований, природа образцов может объяснить противоречивые выводы. В настоящее время неясно, имеет ли вирусное метилирование какое-либо биологическое значение для злокачественной трансформации с точки зрения обеспечения инфицированной клетки в преимуществе роста. Было предположено, что метилирование вирусной ДНК представляет собой процесс de novo метилирования чужеродной ДНК, выступающий в качестве защитного механизма, помогающий хозяину подавить вирусную репликацию и транскрипцию [52, 53]. Метилирование ДНК активирующей регуляторной области (URR) вируса было связано с латентной инфекцией, которая, как предлагается, облегчает сохранение латентной инфекции в течение длительного времени [54]. Метилирование четырех центров связывания Е2 (E2BS, каждый из которых содержит один или два динуклеотидных CpG-пар оснований) в вирусной URR уменьшает связывание E2 [55], способствуя тем самым дерегулированию экспрессии Е6 и Е7, что является движущей силой в трансформации ВПЧ инфекции. Постепенное увеличение метилирования E2BS, как полагают, приводит к дальнейшему увеличению экспрессии Е6 и Е7 во время прогрессирования заболевания. В соответствии с этой концепцией, метилирование E2BS, как сообщается, увеличивается с прогрессированием заболевания, при этом метилирование в гене E2BS2 энхансерного региона ВПЧ-16 является наиболее частой находкой в различных исследованиях метилирования [50, 51]. Аберрантные модели метилирования были описаны для различного числа (кандидатов) генов-супрессоров при CIN и в случаях рака шейки матки [56, 57]. Паттерны метилирования, в частности, являются зависимыми от гистологического типа опухолей, при этом наиболее часто метилируемыми генами как в случае плоскоклеточных карцином, так и в случае аденокарцином являются гены молекул клеточной адгезии 1 (CADM1), кадгерина 1 (CDH1), апоптоз-ассоциированной протеинкиназы 1 (DAPK1), EPB41L3, FAM19A4, миелина и лимфоцитов (MAL), парный домен 1 (Pax1), домен, содержащий PR-14 (PRDM14) и теломеразы обратной транскриптазы (TERT). Из этих генов в случае трансформирующих CIN средняя взвешенная частота метилирования была выше у гена CADM1, после чего следовали гены CDH1, DAPK1 и TERT [56]. Ряд недавних профильных исследований по метилированию генома выявили значительное число дополнительных генов, которые метилируются в случае CIN, а также при раке шейки матки, и эти данные требуют проведения дальнейших проверочных исследований [58-63]. Для небольшой группы генов, в том числе CADM1, ингибитора сигнального пути Dickkopf WNT 3 (DKK3), MAL, гена секретируемого протеина 2, родственного Frizzled белкам (sFRP2) и C13ORF18 (также известного как KIAA0226L), была показана ингибирующая активность в отношении клеток рака шейки матки [64 - 69]. Биологическая значимость большинства других событий метилирования, описанная для случаев поражения шейки матки, остается неуточненной.

микроРНК. Несколько геномных исследований экспрессии микроРНК в случае рака шейки матки привели к идентификации относительно небольшого числа микроРНК, которые постоянно изменялись в разных исследованиях. Они включают в себя понижение активности miR-126, miR-143 и miR-145, а также активацию miR-15b, miR-16, miR-146a и miR-155 [39,70,71]. Требуется проведение дальнейших независимых проверочных исследований для идентификации большего числа микроРНК с измененной экспрессией. Другая задача включает в себя идентификацию генов-мишеней, на которых воздействует измененная микроРНК и определение их функциональной релевантности в ВПЧ-индуцированных новообразованиях. Было показано, что лишь небольшая доля микроРНК (miR-9, miR-203, miR-375, miR-143, miR-145, miR-146a и miR-199a) играет механистическую роль в клетках рака шейки матки или ВПЧ-иммортализованных клетках [43,72-75]. Четыре исследования, которые включали изучение трансформирующих CIN и их анализ показали, что измененная экспрессия нескольких микроРНК представляет собой довольно раннее событие в ВПЧ-индуцированном канцерогенезе, который обнаруживается при CIN [76-79] (блок 1 и см. дополнительную информацию в приложении 1(таблица)). Тем не менее, большинство изменений микроРНК, как правило, не вызываются напрямую непосредственно ВПЧ-инфекцией, а представляют собой вторичный изменения [76], которые отчасти являются следствием увеличения числа копий на хромосоме 5p, кодирующей процессор Drosha микроРНК [80,81]. Подавление микроРНК может быть достигнуто путем метилирования регуляторных последовательностей, богатых нуклеотидными парами CpG. Действительно, ингибирование mir-124-1, mir-124-2, mir-124-3, mir-149, mir-203, mir-375, mir-641 и mir-1287 в клетках рака шейки матки было связано с повышенным метилированием промоутера в соответствующих генах [73,74,82,83].

Молекулярный профиль отражает длительность существования CIN 

Как указано выше, CIN3 поражения, а также подмножество CIN2 поражений представляют собой трансформирующие CIN поражения. Хотя CIN3 морфологически рассматривается как непосредственно самая запущенная стадия предрака, на самом деле, это довольно гетерогенное заболевание [84-86]. Эта гетерогенность, вероятно, отражает различную возможную продолжительность заболевания, поскольку у большинства пациентов данная неоплазия может существовать в течение 20-30 лет, что необходимо для его прогрессирования в инвазивный рак [8]. Кроме того, данные многочисленных исследований показывают, что при отсутствии лечения только подмножество CIN3 неоплазий будут прогрессировать в инвазивный рак [7,87]. Таким образом, риск прогрессирования в краткосрочном периоде трансформирующих CIN в инвазивную карциному сильно варьирует. Ряд перекрестных исследований выявили переменную частоту генетических и эпигенетических изменений в поражениях шейки матки по типу CIN, а также в шеечных соскобах (см. Дополнительную информацию в приложении 2 (таблицу) и ссылки 42, 56, 57). Поскольку некоторые из наблюдаемых молекулярных аберраций совпадают с найденными в клетках рака шейки матки, кажется очевидным, что данные молекулярные изменения представляют собой более запущенные случаи трансформирующих CIN поражений, которые существуют более длительное время. Это подтверждается недавними результатами, показывающими, что большая продолжительность предшествующих ВПЧ-инфекций, рассматриваемых как суррогаты из-за продолжительности существования трансформирующих CIN поражений, связано с увеличением числа хромосомных аберраций [88]. В трансформирующих CIN поражениях у женщин с долгосрочным периодом предыдущих hrHPV инфекций (> 5 лет) имеется значительно более высокий средний процент хромосомных аберраций (около 16,5% от микрочипов- зондов ДНК CGH имеют отклонения от нормального состояния), чем у женщин с длительностью предшествующей инфекции ВПЧ менее 5 лет (2,8% отклонения микрочипов зондов ДНК CGH зондов). Для сравнения, считается, что CIN3 поражения, прилегающие к инвазивному плоскоклеточному раку шейки матки, представляют самые выраженные неопластические CIN поражения - что, в среднем, составляет 28,8% отклонений в зондах, используемых в анализе сравнительной геномной гибридизации на ДНК-микрочипах (microarray-CGH). Геномные профили большинства CIN3 поражений с долгосрочным периодом hrHPV инфекции в анамнезе были похожи на таковые, полученные в клетках инвазивных карцином и поражениях по типу CIN3, располагающихся рядом с опухолями. Также совсем недавно было установлено, что в случае CIN3 поражений у женщин с долгосрочным периодом hrHPV инфекции в анамнезе уровни метилирования в двух генах из клеток-хозяев, CADM1 и MAL, полученных при шейных соскобах, были значительно повышены и достигали высоких значений у женщин с цервикальным раком [89]. Эти данные находятся в полном соответствии с концепцией того, что увеличение конкретных генетических и эпигенетических изменений отражает более длительный срок существования основного заболевания.

Биомаркеры, используемые для скрининга рака шейки матки

Благодаря своей высокой чувствительности в отношении обнаружения CIN2, CIN3 и рака шейки матки (далее именуемых CIN2+ поражения), тестирование образцов на наличие ДНК hrHPV, вероятно, станет преобладающим методом цервикального скрининга в странах западного мира в ближайшем будущем [90,91]. Основным недостатком этого метода скрининга является сниженная на 2-4% специфичность в отношении CIN2+ поражений, по сравнению с цитологическими методами исследования, в то время, как тест на наличие hrHPV также позволяет обнаружить транзиторные ВПЧ-инфекции, что приводит к гипердиагностике и избыточному объему проводимой терапии. Для того чтобы компенсировать это ограничение, были предложены различные алгоритмы сортировки пациенток, позволяющие ограничивать последующие терапевтические мероприятия и связанные с ними финансовые расходы в допустимых пределах. Цитологическое исследование с выполнением генотипирования ВПЧ-16 и ВПЧ-18 и без выполнения генотипирования, в настоящее время является общепринятым инструментом сортировки ВПЧ-положительных женщин [92-94]. Альтернативные алгоритмы сортировки ВПЧ-положительных женщин для кольпоскопии основаны на анализе морфологических и молекулярных биомаркеров. Для валидации наличия определенных биомаркеров в шейке матки был предложен пятиступенчатый механизм [95], основанный на рекомендациях Pepe и соавт. [96,97] по использованию биомаркеров для раннего выявления рака. Выделяются следующие фазы диагностики: поисковые доклинические исследования (1 этап); разработка клинического теста для клинической оценки заболевания и выполнения исследования в образцах, собранных неинвазивно (этап 2); продольные ретроспективные репозитарные исследования (этап 3); проспективные скрининговые исследования (этап 4); и перспективные интервенционные исследования (этап 5). Этап 5 касается преимущественно популяционных рандомизированных контролируемых исследований, в котором применяется и оценивается новый тест с использованием биомаркеров, опираясь на данные литературы.

В настоящее время большинство биомаркеров используются на этапе фазе 1 или 2, и лишь немногие достигли более поздних этапов (обсуждение ниже).

Морфологические биомаркеры для сортировки ВПЧ-положительных женщин. Ряд перекрестных и продольных исследований показали, что иммуноокрашивание с антителами p16 или и двойное иммуноокрашивание p16/Ki-67 на цитологических препаратах дает многообещающую стратегию сортировки ВПЧ-положительных пациенток [98,99]. Другие биомаркеры-кандидаты, определяемые при помощи иммуннологического окрашивания, включают избыточную экспрессию топоизомеразы 2А (TOP2A) и MCM2, что отражает индукцию аберрантной S фазы и коррелирует с тяжестью заболевания шейки матки [100,101].

Тем не менее, тестирование данных иммуногистохимических биомаркеров-кандидатов для сортировки пациентов является зависимым от микроскопического исследования и требует использования качественно фиксированного образца с сохраненными морфологическими структурами квалифицированным патологоанатомом (цитологом). Недавно было показано, что самостоятельный забор образцов из шейки матки и влагалища является новым перспективным методом забора проб для тестирования на наличие hrHPV. Тем не менее, установлено, что в подобных образцах уменьшено количество пригодных для исследования клеток шейки матки, часто клетки имеют неудовлетворительные морфологические критерии из-за дистрофических изменений, имеется большое количество влагалищных клеток, что приводит к низкой чувствительности цитологических исследований на предмет наличия трансформирующего CIN. Систематический обзор и мета-анализ показали, что анализ на предмет наличия hrHPV в образцах, собранных самостоятельно, может быть таким же точным, как и в случае выполнения соскоба шейки матки квалифицированным специалистом при использовании утвержденного сочетания устройства для взятия проб и выполнении ВПЧ теста [102,103]. В то же время было показано, что в случае цитологических исследований результаты при самостоятельном заборе образцов хуже, чем при заборе образцов квалифицированным специалистом [104]. Соответственно, сортировка женщин с hrHPV-положительным результатом, полученным для образца, собранного самостоятельно, путем выполнения дальнейших цитологических исследований потребует проведения дополнительного визита к врачу для выполнения мазка из шейки матки, необходимого для цитологического исследования. Таким образом, молекулярные инструменты, не основанные на сортировке пациентов по морфологическим признакам, которые также непосредственно применимы к образцам, собранным самостоятельно, представляют большой научный интерес для выполнения будущих программ цервикального скрининга.

Молекулярные биомаркеры для сортировки ВПЧ-положительных женщин. На сегодняшний день именно молекулярные биомаркеры, которые основаны на метилировании ДНК, считаются наиболее перспективными, поскольку метод определения изменений в метилировании ДНК при раке шейки матки давно зарекомендовал себя, тогда как метилированные образцы ДНК могут быть легко обнаружены как в гистологических, так и в цитологических образцах шейки матки. Другие изменения клеточных генов, такие как мутации ДНК и изменение числа копий ДНК в настоящее время являются менее привлекательными в качестве молекулярных маркеров сортировки. Мутаций ДНК в трансформирующих CIN не совсем достаточно для использования в качестве маркера сортировки. Кроме того, исследования РШМ показывают, что мутации в протоонкогенах или генах-супрессорах опухолей недостаточно распространены для идентификации всех новообразований [47,48]. Несмотря на то, что случаи ДНК копирования лучше доступны для обнаружения, применение данного метода для цервикальных соскобов имеет относительно ограниченную чувствительность для прогрессирующих случаев заболевания вследствие дилюции клеток, полученных из области поражения и, следовательно, данный метод ожидает дальнейших технических разработок и выполнения соответствующих клинических оценок. Наоборот, несколько чувствительных методов доступны для анализа метилирования ДНК в соскобах шейки матки, а также для цервиковагинальных образцов, собранных самостоятельно (блок 2).

Для текущих данных о метилированных генах промоутерах шеечных клеток-хозяев из исследованных цервикальных соскобов см. дополнительную информацию в приложении 2 (таблицу). Исследования по метилированию ДНК ВПЧ были недавно рассмотрены в других источниках литературы [50,51] с акцентом на исследование комбинированного метилирования промоторов генов в вирусных клетках и клетках-хозяевах [105].

На данный момент лишь ограниченное число маркеров метилирования в клетках-хозяевах были тщательно протестированы на предмет их возможного использования в качестве маркеров сортировки ВПЧ-положительных женщин. Эти исследования показывают, что использование панели маркеров метилирования, является необходимым условием для достижения высокой чувствительности в отношении трансформирующей CIN. Эти панели включают в себя различные комбинации маркеров SRY-бокса 1 (Sox1), Pax1, LIM фактора транскрипции 1а гомеобокса (LMX1A) и NK6 гомеобокса 1 (NKX6-1) [106], а также четырех-маркерную панель соединительной молекулы адгезии 3 (JAM3), EPB41L3, TERT, C13ORF18 [107] и бимаркерную панель, включающую гены CADM1 и MAL [108]. По отношению к пятиэтапному механизму валидации биомаркеров [95] большинство маркеров или панелей протестированных биомаркеров из цервикальных соскобов сих пор находятся только на начальных этапах изучения. Одна панель биомаркеров (то есть, CADM1 и ТЗА) была утверждена в условиях популяционного скрининга, тем самым был достигнут этап 3 и 4 структурной валидации биомаркеров. Для ВПЧ-положительных цервикальных соскобов данная панель, в зависимости от установленного порогового значения, была в равной степени дискриминационной для поражений CIN3+, как и цитологические исследования, при этом специфичность была аналогичной [109].

Для ВПЧ-положительных образцов, собранных самостоятельно, анализ метилирования различных комбинаций биомаркеров, например, четырехмаркерная панель JAM3, EPB41L3, TERT и C13ORF18, а также панель MAL-mir-124-2, представлялись подходящими инструментами сортировки [107,110]. В то же время использование анализа метилирования позволяет избавить ВПЧ-положительных женщин от необходимости выполнения дополнительного визита к врачу для последующего взятия соскоба шейки матки для последующих морфологических исследований. Панель MAL-mir-124-2 недавно прошла более поздние этапы валидации биомаркеров, сначала на образцах, собираемых самостоятельно в рамках проведения проспективного скринингового исследования [110], а впоследствии проспективного рандомизированного клинического исследования с проведением анализа у женщин, не являющихся участницами программы регулярного цервикального скрининга [111]. В проспективном рандомизированном клиническом исследовании, анализ метилирования ДНК с помощью панели MAL–mir-124-2 у ВПЧ-положительных женщин, собиравших образцы самостоятельно (интервенционная группа) сравнивали с дополнительными соскобами шейки матки, собираемыми врачами (контрольная группа) для обнаружения поражений по типу CIN2. Результаты показывают, что прямое метилирование ДНК, выполняемое на основе молекулярной сортировки, обладает по меньшей мере такой же чувствительностью, как и цитологические маркеры сортировки для обнаружения CIN2+ [111]. В отличие от цитологических исследований, анализ метилирования на самостоятельно собранных образцах показал, что все результаты у всех женщин с раком шейки матки являются положительными. Результаты также показали более строгую комплаентность и более короткий диагностический путь, но это объясняется более частым применением кольпоскопии.

Также может быть поднят вопрос о том, могут ли маркеры метилирования быть использованы в клинической практике, поскольку эти маркеры не выявляют всех поражений по типу CIN3 и, как правило, обладают меньшей способностью по обнаружению поражений по типу CIN2 по сравнению с цитологическими исследованиями и при этом имеют ту же специфичность [109]. Тем не менее, эти маркеры все еще могут быть рассмотрены для выполнения сортировки пациентов, поскольку они, по меньшей мере, способны выявить все виды инвазивного рака и запущенные степени трансформирующего CIN с высоким риском быстрого прогрессирования в рака, а также в случаях, когда пациентки с отрицательными результатами анализа имеют достаточно низкий риск развития рака шейки матки, так что их можно не направлять на выполнение кольпоскопии.

В этом контексте представляются важными следующие наблюдения. Было показано, что повышение уровня метилирования генов, таких как CADM1 и MAL, соответствует увеличивающейся тяжести и длительности CIN. Высокие уровни метилирования CADM1 и MAL были обнаружены в цервикальных соскобах у женщин с запущенными трансформирующимися поражениями по типу CIN, тогда как уровни метилирования в соскобах женщин с раком шейки матки были исключительно высокими [89]. В соответствии с этими результатами, несколько исследований показали, что все (100%) соскобов шейки матки у женщин с сопутствующим раком шейки матки показали положительный результат метилирования ДНК с использованием Pax1 (n = 14), тканевого ингибитора металлопротеиназ 3 (TIMP3, n = 11) или трехмаркерной панели, состоящей из CADM1, MAL и mir‑124‑2 (n = 79) (L. De Strooper и M. van Zummeren, личное сообщение) [112,113]. Из этих результатов можно сделать вывод, что анализ метилирования имеет высокую чувствительность в отношении обнаружения рака и запущенных поражений с высоким риском кратковременного прогрессирования рака, тем самым могут пропускаться более ранние стадии поражений с низкой вероятностью краткосрочного прогрессирования в рак. Тем не менее, в ходе цитологических исследований могут быть обнаружены с умеренной степенью чувствительности все морфологические клеточные отклонения, характерные для большинства CIN2 и CIN3 поражений и рака (рис. 3), хотя может быть упущена часть поздних стадий трансформирующих CIN поражений и РШМ [114,115].

Даная концепция предполагает, что ВПЧ-инфицированные пациентки с положительным тестом метилирования должны быть направлены на кольпоскопию из-за наличия рака или поздних стадий трансформирующих CIN поражений с высоким риском кратковременного прогрессирования в рак. Отсюда следует, что женщины с отрицательным результатом метилирования не нуждаются в немедленном выполнении кольпоскопии из-за очень низкого риска краткосрочного прогрессирования в рак. Вместо этого, женщинам данной группы может быть предложено выполнение повторных исследований спустя 12-18 месяцев. Для беременных женщин этот подход представляется особенно важным, поскольку показано лечение только поражений шейки матки с положительным результатом метилирования, тем самым ограничивая риск преждевременных родов, которые могли бы возникнуть в результате лечения [116-118].

Вышеупомянутые исследования метилирования также указывают на возможность использования анализа метилирования в качестве основного инструмента скрининга в процессе цервикального скрининга. Когда эти данные, в частности, высокая чувствительность в отношении раковых заболеваний, подтверждаются другими данными, первичный анализ с использованием метилирования может обеспечить скрининг и определенную стратегию терапии в развивающихся странах. Это особенно привлекательно в странах с отсутствием контроля качества цитологических исследований, а реализация отдаленных алгоритмов терапии у ВПЧ-положительных женщин является крайне сложной.

Молекулярные маркеры в лечении пациенток с поражениями по типу CIN

В большинстве европейских стран, у женщин, которые лечатся по поводу CIN2 и CIN3 поражений, выполняются цитологические исследования соскобов шейки матки спустя 6, 12 и 24 месяца после начала лечения. После трех последовательных отрицательных результатов исследований, женщины возвращаются к программе скрининга (с интервалом 3-5 лет) или отзываются в течение 5 лет. Недавно было доказано, что риск рецидива CIN2+ является аналогичным, как и при сочетании цитологических исследований и анализе hrHPV спустя 6 и 24 месяца [119,120].

Представляется интересным проводить наблюдение за женщинами, которые лечатся по поводу CIN2+ под контролем сочетания анализа hrHPV и анализа маркеров метилирования. Остаточные поражения в виде поздних стадий CIN2/CIN3, которые появляются в результате неполного излечения исходного поражения по типу CIN, как ожидается, имеют более высокие уровни метилирования по сравнению с патологическими очагами de novo или рецидивирующими CIN2+ поражениями из-за их более длительного срока существования. Это будет означать, что анализ маркеров метилирования может быть полезным в дифференциальной диагностике между раком шейки матки и поздними стадиями CIN2/CIN3 поражений, которые появляются в результате неполного излечения исходного поражения и, как ожидается, имеют более высокую степень метилирования, по сравнению с новыми поражениями или рецидиве CIN2/CIN3 состояний, хотя данная информация ожидает клинического подтверждения. Клиническая ценность мониторинга после лечения комбинированным ВПЧ и анализа маркеров метилирования в настоящее время проходит оценку (M. Uijterwaal, личное сообщение). В случае успеха ожидается, что в будущем женщины, которые проходят лечение по поводу CIN2/CIN3 поражений, могут самостоятельно собрать цервиковагинальные образцы для проведения наблюдения после лечения с использованием комбинированного анализа на наличие ВПЧ и маркеров метилирования.
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Рисунок 3 Сортировочные инструменты при анализе соскобов шейки матки у ВПЧ-положительных женщин. Схематическое представление чувствительности (ось Y) при использовании различных методов сортировки у ВПЧ-положительных женщин по результатам анализа соскобов шейки на временной шкале трансформирующей цервикальной интраэпителиальной неоплазии (CIN) к инвазивным ракам шейки матки (ось Х).

Поствакцинальные и терапевтические возможности

Профилактическая вакцинация против ВПЧ-16 и ВПЧ-18 используется во многих странах мира. В поствакцинальных скрининговых когортах вероятность наличия поражений высокой степени злокачественности после положительного результата скрининга (либо с использованием цитологических методов, либо путем выполнения ВПЧ-теста) должна быть ниже. В этом контексте использование анализа маркеров метилирования может помочь определить женщин с прогрессивными поражениями CIN с высоким риском краткосрочной малигнизации, которые нуждаются в лечении, что помогает предотвратить избыточные терапевтические мероприятия.

Текущие достижения в геномном анализе, которые позволили выявить многочисленные молекулярные изменения, отвечающие за цервикальный канцерогенез, также обеспечивают возможность для создания таргетированных препаратов размеров с небольшие молекулы, которые связываются с измененными генетическим продуктами и служат для подбора персонализированных схем лечения. Обратимый характер эпигенетических изменений в патогенезе трансформирующих CIN и при раке шейки матки предлагает альтернативные опции для фармакологических вмешательств. Деметилирующие агенты, такие как 5-азацитидин и 5-аза-2'-дезоксицитидин (также известный как децитабин), которые были утверждены Управлением по контролю качества пищевых продуктов и лекарственных средств США (FDA) для лечения злокачественных новообразований крови, находятся в фазе I клинических испытаний по лечению солидных опухолей. Их применение ограничено высокой токсичностью и плохой химической стабильностью. Ингибиторы DNMT, такие как зебуларин и малые ненуклеозидные аналоги в настоящее время разрабатываются и находятся в стадии ожидания клинических испытаний [121].

Будущие перспективы

Различия между продуктивными поражениями CIN1/CIN2 и трансформирующими поражениями CIN2/CIN3 имеют последствия для клинического ведения женщин, у которых выявлены данные патологические изменения. В настоящее время продуктивные поражения по типу CIN2 и трансформирующие CIN2 поражения не могут быть различимы с морфологической точки зрения, что приводит к чрезмерному лечению указанных поражений. Определение молекулярных изменений, связанных с переходом от вирусной инфекции к раку шейки матки, может быть использовано для молекулярной классификации поражений шейки матки в дополнение или вместо текущей морфологической (гистологической) классификации - то есть CIN1, CIN2 и CIN3. При помощи использования средств молекулярной диагностики гистологические изменения, классифицируемые в настоящее время как CIN1 или CIN2 поражения, которые совпадают с продукцией вируса (продуктивные CIN) и имеют очень низкий уровень прогрессирования, можно отличить от CIN2 или CIN3, представляющих собой вирусную трансформацию (трансформирующая CIN). Трансформирующую CIN, в свою очередь, можно подразделить по уровню генетических и эпигенетических изменений, таких как изменение количества копий ДНК и метилирование ДНК, на ранние и поздние трансформирующие CIN. Женщины с ранними трансформирующими CIN, которые характеризуется низким уровнем молекулярных аберраций, имеют низкий риск краткосрочного прогрессирования рака и за ними следует установить тщательное наблюдение. Женщины с поздними стадиями трансформирующих CIN, которые характеризуются повышенным уровнем молекулярных аберраций, имеют высокий риск краткосрочного прогрессирования в рак и нуждаются в немедленном лечении. Соответственно, обнаружение повышенной частоты метилирования ДНК является показанием для лечения CIN2/CIN3 поражений. Подобное молекулярное различие позволяет выполнять более эффективное ведение женщин, у которых имеется диагноз CIN, и это может быть особенно полезно для женщин репродуктивного возраста, поскольку лечение CIN совпадает с определенной степенью заболеваемости шейки матки и может привести к преждевременным родам [116 -118].

Анализ на наличие ВПЧ, вероятно, станет основным инструментом скрининга рака шейки матки. Благодаря несколько более низкой специфичности, по сравнению со скрининговыми цитологическими исследованиями, сортировка hrHPV-положительных женщин необходима, чтобы последующие процедуры и связанные с ними финансовые расходы были в приемлемых пределах. Увеличение метилирования ДНК генов-супрессоров опухолей связано с развитием поздних стадий трансформирующих CIN и рака шейки матки и представляет собой ценные объективные молекулярные маркеры сортировки. Такие маркеры, возможно, смогут заменить текущие алгоритмы сортировки, основанные на цитологических исследованиях с выполнением генотипирования ВПЧ-16 или ВПЧ-18 или без него. Метилирование ДНК может быть легко обнаружено в цервикальном соскобе и образцах, собираемых самостоятельно, тогда как анализ метилирования обладает высокой чувствительностью в отношении развития рака шейки матки и поздних стадий CIN поражений в обоих типах образцов. Совместимость маркеров метилирования с анализом ВПЧ и самостоятельным забором образцов уже в ближайшем будущем позволит выполнить полный молекулярно-генетический анализ цервикальных поражений. Кроме того, маркеры метилирования могут быть использованы в качестве молекулярных инструментов для мониторинга женщин на предмет наличия поражений CIN2+ после проведения лечения.

В заключение следует отметить, что недавние открытия в области генетических и эпигенетических изменений, связанных с развитием рака шейки матки, предлагают обширный спектр диагностических возможностей для молекулярно-генетической дифференциальной диагностики предраковых поражений шейки матки, тем самым прокладывая путь для открытия новых биомаркеров, которые будут полезны для выполнения скрининга, диагностики и ведения пациенток с наличием предраковых поражений шейки матки.

Блок 1. МикроРНК и их дифференциальная экспрессия в трансформирующих CIN

МикроРНК являются обычными некодирующими РНК, состоящими из 18-25 нуклеотидов в длину, которые могут связываться с 3'-нетранслируемыми областями целевых мРНК, тем самым ингибируя трансляцию белка, вызывающего деградацию мРНК или оба эффекта. Таким образом, измененная экспрессия микроРНК может влиять на экспрессию опухолевых супрессоров или онкогенных белков. На сегодняшний день в базе данных микроРНК (miRBase 20, датируемой июнем 2013 г.) имеется более 2500 зрелых микроРНК человека. Профили экспрессии микроРНК обладают высокой тканеспецифичностью и/или специфичностью в зависимости от уровня дифференцировки и часто изменяются в случае раковых заболеваний, которые могут, по меньшей мере, частично, являться результатом количественных изменений числа копий ДНК, а также результатом эпигенетических изменений [74,76,122].

Для суммарной оценки дифференциальной экспрессии микроРНК в случаях трансформирующей цервикальной интраэпителиальной неоплазии (CIN) по сравнению со стандартной биопсией шейки матки, при которых сохраняется измененная экспрессия или увеличиваются случаи карцином шейки матки см. дополнительную информацию S1 (таблица). В настоящее время существует относительно небольшая степень перекрытия в измененных микроРНК, обнаруживаемых при помощи различных методов исследований, и дальнейших исследованиях с использованием независимых платформ, что является оправданным для получения характерных микроРНК, позволяющих предсказать риск рака шейки матки. Тем не менее, предварительные данные показывают, что анализ экспрессии подмножества дифференциально экспрессируемых микроРНК в шейных соскобах позволяет обнаружить лежащие в основе трансформирующие CIN (S. Wilting, личное сообщение).

Блок 2. Методы выявления метилирования ДНК, применяемые к соскобам шейки матки и образцам, собранным самостоятельно 

Чувствительные методы для обнаружения метилирования аберрантной ДНК в соскобах шейки матки и образцах, собранных самостоятельно, включают (количественный) анализ в виде ПЦР, специфического в отношении метилирования ((Q) MSP) MethyLight, высокочувствительного анализа плавления, специфического в отношении метилирования (MS-HRM) и пиросеквенирования. Каждый из этих методов основан на обработке ДНК натрием бисульфитом, что приводит к превращению неметилированного цитозина в урацил, при этом метилированный цитозин остается нетронутым. Методы qMSP, MethyLight и МС-HRM имеют схожие степени аналитической чувствительности и позволяют обнаружить даже небольшое (0,1-1,0%) количество метилированной ДНК в общей массе неметилированной ДНК [123, 125]. Чувствительность бисульфитного пиросеквенирования составляет приблизительно 5% [126]. Хотя чувствительность анализа бисульфитного секвенирования может быть увеличена при использовании методики секвенирования при помощи синтеза (“sequencing-by-synthesis”) [127], широкомасштабное использование данного метода на большой серии образцов нуждается в проведение дальнейших научных изысканий.

Основным преимуществом количественных ПЦР технологий в режиме реального времени является возможность проанализировать несколько целей метилирования и внутренний контроль мультиплексной реакции с использованием одной аликвоты образца, что позволяет экономить материал, время работы персонала и сокращать финансовые затраты, а также улучшать контроль качества, как это недавно было показано для молекул клеточной адгезии 1 (CADM1), миелина и лимфоцитов (МАL), а также гена mir‑124‑2 и референсного гена бета-актина [124].
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