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Цель: В настоящее время не существует эффективного лекарства или 
добавки для элиминации папилломавирусной инфекции высокого риска 
(HR-HPV). Мы использовали систематический подход к оценке 
потенциального использования добавки AHCC для поддержки 
элиминации инфекций HR-HPV. Основная цель этого исследования 
состояла в том, чтобы оценить добавление AHCC к модулированию 
иммунной системы хозяина для устранения инфекций HR-HPV от 
лабораторного до больничного.

Методы: клетки рака шейки матки CaSki (HPV16+), HeLa (HPV18+), 
SiHa (HPV16/18+) и C-33A (HPV-) обрабатывали in vitro с помощью 
AHCC 0,42 мг/мл ежедневно x7 дней, затем наблюдали x7 дней с 
ежедневным отбором проб. Было проведено подтверждающее 
исследование на моделях мышей с раком шейки матки, SiHa (HPV16/18+) 
и C-33A (HPV-): мышей разделили на три группы на каждую клеточную 
линию, а затем им ввели дозу AHCC 50 мг/кг/сут (N = 10), или только 
носитель (N = 10), или без добавок (N = 10) в общей сложности в течение 
90 дней с последующими 30 днями наблюдения. Опухоли измеряли 3 
раза в неделю, а образцы крови собирали раз в две недели для оценки 
интерферона (IFN) альфа (α), бета (β) и гамма (γ) и иммуноглобулина 
G(IgG) с помощью иммуноанализа. Опухоли оценивали на экспрессию 
HR-HPV с помощью ПЦР. Два пилотных исследования по 10 пациентов 
были проведены у женщин с подтвержденной персистирующей 
инфекцией HR-HPV+. В 1-м исследовании оценивали использование 
AHCC 3 г от 5 недель до 6 месяцев, а во 2-м исследовании оценивали 
AHCC 1 г < 8 месяцев. Статус ДНК ВПЧ высокого риска и иммунная 
панель контролировались при каждом посещении.

Результаты: Клиренс ВПЧ и ВПЧ высокого риска наблюдался in vitro и 
подтвердился в исследованиях на животных как стойкий ответ. У 
четырех из шести (66,7%) пациентов был подтвержден клиренс ВПЧ 
высокого риска после 3–6 месяцев приема AHCC 3g. Точно так же у 4 из 
9 (44%) пациентов был подтвержден клиренс ВПЧ высокого риска после 





 





7 месяцев приема AHCC 1г. Подавление IFNβ <25 пг/мл наблюдалось у 
пациентов, избавившихся от инфекции HR-HPV.

Заключение: Доклинические исследования in vitro и in vivo 
продемонстрировали стойкое устранение инфекции HR-HPV. 
Предварительные данные двух пилотных исследований показали, что 
добавка AHCC поддерживает иммунную систему хозяина для успешного 
устранения инфекций HR-HPV. Продолжается подтверждающее 
рандомизированное двойное слепое плацебо-контролируемое 
исследование II фазы.


Вступление


   Во всем мире рак шейки матки является 
одним из наиболее распространенных 
злокачественных новообразованией ( четвертое 
место в мире) у женщин и основной причиной 
заболеваемости и смертности (1). На его долю 
приходится почти 10% всех видов рака, и 
ежегодно во всем мире от этого заболевания 
умирает около 265 700 женщин (1). 

   Выявлена ​​ и подтверждена этиология рака 
шейки матки, связанного с вирусом папилломы 
человека высокого риска (HR-HPV) (2–5). Вирус 
папилломы человека (ВПЧ) классифицируется 
как безоболочечный двухцепочечный ДНК-
вирус, который поражает эпителиальный слой 
клеток, включая поверхности кожи и слизистых 
оболочек, и связан с доброкачественными 
бородавками, карциномой in situ и, в конечном 
счете, со злокачественными поражениями (6, 7).

 Когда инфекции HR-HPV сохраняются в 
течение долгого времени , у пациентов 
повышается риск развития рака шейки матки 
(8).

   Запатентованный стандартизированный 
экстракт культивируемого мицелия Lentinula 
edodes, AHCC (Amino Up Chemical Co. Ltd, 
Саппоро, Япония), был разработан в Японии в 
1992 г. Несколько исследований сообщили о 
различных терапевтических эффектах, включая 
антиоксидантную и противораковую активность 
и улучшение иммунного ответа (9, 10). 

В исследованиях на животных препарат AHCC 
продемонстрировал способность лечить и 
предотвращать рак, а также модулировать 
иммунную систему для предотвращения 
инфекционных процессов (9–11). Профессор 
Гао и его коллеги продемонстрировали 
иммуномодулирующие эффекты добавки AHCC 
в исследовании, которое показало усиленную 
антигенную (Ag) активацию CD4 (+) и CD8 (+) 
Т-клеток, а также повышенную частоту 
опухолевого Ag-специфического IFN-гамма, 
продуцирующего CD8 (+) Т-клетки, как а также 
увеличение числа клеток NK-клеток и гамма-
дельта Т-клеток. В клинических исследованиях 
AHCC продемонстрировал преимущества в 
снижении риска инфекции и облегчении 

симптомов инфекций (9–11, 13). Поскольку 
исследования показали, что AHCC индуцирует 
апоптоз (12–14), возможно, что AHCC может 
также предотвращать/задерживать рост опухоли 
независимо от роли HR-HPV.

В этой рукописи представлено более десяти лет 
различных исследований от лабораторных до 
практических, чтобы проверить гипотезу о том, 
что AHCC будет модулировать иммунную 
систему хозяина для эффективного устранения 
хронических, стойких инфекций HR-HPV. 

   В настоящее время нет лекарства от 
персистирующих инфекций вируса HR-HPV. 
Следовательно, подтверждение доклинических 
результатов было необходимо, прежде чем 
сообщать об этих научных данных, чтобы 
продемонстрировать их перенос на людей. 

Цели первого доклинического исследования 
заключались в том, чтобы оценить, будет ли 
добавление AHCC устранять экспрессию HR-
HPV в моделях рака шейки матки in vitro и in 
vivo на мышах, а также определить механизм 
устранения инфекций HR-HPV с помощью 
добавки AHCC. В первоначальных пилотных 
исследованиях цели состояли в том, чтобы 
оценить, будет ли добавка AHCC модулировать 
иммунную систему хозяина для устранения 
инфекций вируса папилломы человека у 
женщин с подтвержденными персистирующими 
инфекциями, определить продолжительность 
приема добавок AHCC, необходимых для 
устранения инфекций ВПЧ, и подтвердить 
устойчивость ответа.


Материалы и методы


Доклинические исследования

Химикаты и реагенты


AHCC был щедро предоставлен компанией 
Amino Up Chemical Co, Ltd. (Саппоро, Япония). 
Фетальную бычью сыворотку (FBS) и трипсин-
ЭДТА приобретали у GIBCO Invitrogen Co. 
(Carlsband). Бромид 3-(4,5-диметилтиазол)-2,5-
дифенилтетразолия и диметилсульфоксид 
(ДМСО) были приобретены у Sigma-Aldrich Co. 
(Сент-Луис, Миссури). 




Готовые к использованию сэндвич-наборы 
ELISA для обнаружения мышиного IFN-альфа/
бета , IFN-gamma были приобретены у 
eBioscience (Сан-Диего, Калифорния). Набор 
ELISA для обнаружения мышиного IgG1 был 
приобретен у GenWay Biotech, Inc. (Сан-Диего, 
Калифорния).


Культура клеток


Все линии клеток рака шейки матки человека 
C-33A (отрицательные по ВПЧ) и CaSKi 
( п ол ожи т е л ь ны е п о ВПЧ 1 6 ) , H e L a 
(положительные по ВПЧ 1 8 ) и S i H a 
(положительные по ВПЧ 16 и ВПЧ 18) были 
получены из Американской коллекции типовых 
культур (ATCC, Манассас, Вирджиния). 
Клеточные линии плоскоклеточной карциномы 
SiHa, аденокарциномы HeLa и карциномы 
C-33A размножали в среде, состоящей из 
EMEM с 2 мМ L-глутамина и BSS Эрла, 
доведенного до содержания 1,5 г/л бикарбоната 
натрия, 0,1 мМ заменимых аминокислот, 1,0 мМ 
пируват натрия и 10% FBS. Клеточная линия 
э п и д е р м о и д н о й к а р ц и н о м ы C a S K i 
размножалась в среде, состоящей из RPMI 1640 
с 2 мМ L-глутамина , доведенного до 
содержания 1,5 г/л карбоната натрия, 4,5 г/л 
глюкозы, 10 мМ HEPES, 1,0 мМ пирувата 
натрия и 10% FBS. Все клеточные линии 
выращивали в культуральных флаконах 
площадью 75 см2 в 5% СО2 на воздухе при 
37°С до 90% слияния. 

Линии клеток, использованные для этого 
исследования, сохраняли в течение <15 
пассажей, чтобы предотвратить серьезные 
изменения характеристик клеточной линии.


Лекарственные решения


Исходный раствор AHCC 40 мг/мл готовили 
путем растворения 600 мг порошка AHCC в 15 
мл фосфатно-солевого буфера (PBS) и 
фильтров , стерилизованных шприцевым 
фильтром 0,2 мкм. 

Все дополнительные разведения выполняли по 
мере необходимости с использованием 
соответствующих культуральных сред для 
каждой клеточной линии. Исходный раствор 
МТТ готовили путем растворения 54 мг МТТ в 
2 0 мл P B S до до стижения конечной 
концентрации 0 ,3 мг /мл . Для каждого 
эксперимента готовили свежие стандарты и 
разведения.


ТАБЛИЦА 1 

Резюме цитотоксичности in vitro: четыре линии 
клеток рака шейки матки были дополнены AHCC.


Исследование AHCC in vitro для оценки клиренса


ВПЧ:

Анализы ингибирования роста проводили, как 
описано ранее (12). Рассчитывали IC 20 
(ингибирующая концентрация для достижения 
20% гибели клеток) и IC 50 для AHCC и каждой 
клеточной линии (таблица 1). 

Во время разработки и планирования этого 
доклинического исследования достижимые 
данные о системной концентрации AHCC в 
плазме человека недоступны исследователям. 
Основываясь на текущей рекомендуемой дозе 3 
грамма общей суточной дозы, как указано 
производителем препарата, предполагая 100% 
биодоступность и используя расчетный общий 
объем крови среднего взрослого человека в семь 
литров, максимально достижимая концентрация 
в плазме будет 0,42 мг/мл. Концентрация IC20 
не оказывала цитотоксического действия на 
клеточные линии. Следовательно, для всех 
исследований in vitro в качестве оценки 
клинически значимой концентрации была 
выбрана концентрация 0,42 мг/мл. Все опыты 
проводились в четырехкратной повторности. 
Пять миллионов клеток SiHa (положительные 
на ВПЧ 16/18) и С-33А (отрицательные на ВПЧ) 
обрабатывали в колбах Т25 однократно АНСС 
(0,42 мг/мл) в течение 72 ч (таблица 1).

  Концентрация IC20 была выбрана для 
поддержания жизнеспособности клеток, при 
этом концентрация AHCC была достаточно 
высокой для излечения от инфекции HR-HPV. 
Необработанные клетки служили контролем. 
Клетки собирали через 24, 48 и 72 часа. Тот же 
самый эксперимент повторяли в течение 7 дней 
с добавлением свежего AHCC (0,42 мг/мл) 
каждые 24 часа, затем наблюдали еще в течение 
7 дней. Необработанные клетки так же до сих 
пор служили контролем. Клетки собирали один 
раз каждые 24 часа в течение 14 дней во время 
фазы добавления и наблюдения в исследовании. 

ДНК экстрагировали из всех образцов и 
использовали для ПЦР, как описано ниже.



Мышиные модели рака шейки матки 
человека


В настоящее время не существует идеальной 
мышиной модели для оценки только инфекции 
HR-HPV. Модель рака шейки матки была 
выбрана как лучший суррогат для оценки 
элиминации инфекций HR-HPV, поскольку 
линия клеток рака шейки матки человека SiHa 
экспрессирует как ВПЧ 16, так и ВПЧ 18. 
Модель опухоли С33 была выбрана в качестве 
отрицательного контроля HR-HPV для 
исследования. Протокол был рассмотрен и 
одобрен институциональным комитетом по 
благополучию животных (AWC) до начала 
какой-либо работы с животными. Для этого 
исследования 70 самок бестимусных мышей/
мышей с подавленным иммунитетом в возрасте 
6-8 недель были получены от Harlan Laboratories 
(Хьюстон, Техас). Все мыши весили около 22–
26 г; их содержали по пять на клетку в 
специальной барьерной комнате, свободной от 
патогенов (SPF), с температурой 22 ± 3 и 45 ± 
3◦C RH%. Был свободный доступ к пище 
автоклавированной и обратноосмотической 
автоклавной воде. Процедуры эксперимента и 
обращение с мышами строго соответствовали 
руководству по уходу и использованию 
лабораторных животных. Была группа здоровых 
контрольных животных, в которой было 10 
бестимусных мышей/мышей с подавленным 
иммунитетом, их не лечили на протяжении 
всего исследования, им не вводили какие-либо 
линии раковых клеток , и они служили 
контролем для мониторинга иммунных 
маркеров. Оставшихся мышей разделили на три 
группы по 10 особей для каждой клеточной 
линии (N = 60 для двух клеточных линий). В 
этом исследовании было три группы: группа с 
добавками AHCC (N = 10), контрольная группа 
без добавок (N = 10) и контрольная группа с 
носителем (автоклавированной воды) (N = 10). 
В контрольной группе, не получавшей добавок, 
не проводилось никакого исследовательского 
вмешательства; Следуя традиционным моделям 
химической профилактики рака, группа, 
принимающая добавки AHCC, получала 
пероральную дозу (50 мг/кг, в 0,25 мл, через 
желудочный зонд), а группа, контрольная 
группа с носителем, получала пероральную 
дозу автоклавированной воды (0,25 мл, через 
желудочный зонд) в день, начиная с первого дня 
и продолжалоая до завершения исследования 
(90-й день), чтобы оценить, играет ли AHCC 
роль в предотвращении роста рака. Доза 
препарата AHCC была выбрана на основе 
текущей предполагаемой максимальной 
рекомендуемой дозы 3 г общей суточной дозы в 
соответствии с инструкциями производителя, 
при условии 100% биодоступности и с 

использованием предполагаемого общего 
объема крови взрослого человека весом 60 кг. 
Эта же доза использовалась в предыдущих 
исследованиях препарата AHCC в сочетании с 
химиотерапией. Клетки SiHa (0,5 × 106) и 
клетки C33A (0,5 × 106) диспергировали в PBS с 
20% матригелем и вводили подкожно самкам 
бестимусных мышей/мышей с подавленным 
иммунитетом на 8-й день после 1 недели 
приема добавок AHCC. У каждой мыши 
выросла одна опухоль на спинной поверхности. 
Измерения опухоли проводились три раза в 
неделю с электронными штангенциркулями 
(Mitutoyo, Utsunomiya, Japan).  Мышей 
ежедневно контролировали на наличие 
признаков/симптомов заболеваемости, включая, 
помимо прочего, вялость, потерю веса, 
анорексию или сутулость. Мышей умерщвляли 
путем ингаляции CO2 с последующим 
смещением шейных позвонков, когда диаметр 
опухоли составлял >15 мм2 и если в течение 
периода исследования обнаруживалось 
снижение массы тела на 10% или более. Каждая 
группа была разделена на две группы A и B. 
Образец крови 1% от массы тела у всех мышей 
всех групп собирали из их лицевой вены 
каждые 14 дней в пробирку, содержащую ЭДТА, 
для проведения анализа на экспрессию. 
различных иммунных маркеров в конце 
исследования. Кровь центрифугировали; 
отделенные сыворотки собирали в пробирку и 
хранили при отрицательной температуре 20°С в 
морозильной камере. Сыворотки подгруппы А 
тестировали на IgG1 и IFN γ, а сыворотки 
подгруппы В тестировали на IFNα/β. В конце 
исследования всех оставшихся мышей забивали, 
образцы крови собирали пункцией сердца, 
сыворотки отделяли и хранили при минус 20°С. 
Опухоли собирали в криопробирки и хранили 
при отрицательной температуре 80 градусов по 
Цельсию для дальнейшего изучения с помощью 
ПЦР для оценки статуса HR-HPV, как описано 
ниже.


ПЦР-анализ ДНК ВПЧ (16 или 18):

Экстракцию ДНК проводили из обработанных и 
необработанных образцов клеток, а также 
образцов опухоли мыши с использованием 
наборов для выделения ДНК Promega (Madison, 
W I ) в с о о т в е т с т в и и с п р о т о ко л о м 
производителя. Для обнаружения экспрессии 
гена вируса папилломы человека (ВПЧ) 
использовали полимеразную цепную реакцию 
(ПЦР ) в соотве т с т вии с протоколом 
производителя с использованием набора 
Promega-Master Mix Kit (Madison, WI). Анализы 
проводили на 500 нг очищенной ДНК 
обработанных и необработанных образцов 
клеток и опухолей, как описано ниже. Реакция 
ПЦР содержала 500 нг ДНК, 4 мкл Master Mix и 



 ПЦР содержала 500 нг ДНК, 4 мкл Master Mix 
и 4 мкл каждого консенсусного праймера 
(MY11, MY09, обратный β-актин и прямой β-
актин). Тридцать циклов начальной денатурации 
(95°С, 4 мин), денатурации (94°С, 1 мин), 
отжига (55°С, 1 мин) и удлинения (72°С, 1,5 
мин) проводили на термоциклере BioRad. . 

β-актин использовали в качестве контроля 
загрузки ДНК. После завершения реакции по 10 
мкл каждого из всех продуктов ПЦР разделяли 
на 1,5% агарозном геле с бромистым этидием 
против ДНК-лестницы длиной 100 п.н.   

   Изображение было получено при УФ-
освещении с использованием Kodak Imaging 
Station. Последовательность праймера MY11 
представляет собой ДНК с 5' по 3'-GCM CAG 
GGW CAT AAY AAT GG, а MY09 представляет 
собой ДНК с 5' по 3'-CGT CCM ARR GGA WAG 
TGA TC. Последовательность прямого праймера 
β-актина представляет собой AAC TGG GAC 
GAC ATC GAG AA, а последовательность 
обратного праймера β-актина представляет 
собой AGA GGC GTA CAG GGA TAG CA.


ИФА для обнаружения иммунных маркеров


После соответствующих режимов приема 
добавок в момент времени: исходный уровень, 
2-я неделя, 4-я неделя, 6-я неделя и конечная 
временная точка, у мышей брали образцы 
крови, отделяли сыворотку и хранили при -20 ◦ 
C для анализов ELISA для обнаружения IgG, 
IFNα/β и IFNγ. Для каждой серии определений 
иммунных маркеров строили стандартную 
кривую с известными концентрациями этих 
маркеров согласно протоколу производителя. 
Сэндвич-ИФА для определения общего IgG, IFN 
α/β и IFN γ проводили в соответствии с 
протоколом производителя. 

Концентрации этих трех маркеров в сыворотке 
рассчитывали по стандартным графикам и 
сравнивали с исходными значениями линейные 
концентрации . Рассчитывали процент 
увеличения и/или снижения концентрации IgG, 
IFNα/β и IFNγ.


Клинические исследования


   Пилотные исследования и поправки к 
исследованию (HSC-MS-12-0851) были 
о д о б р е н ы И н с т и т у ц и о н а л ь н ы м 
наблюдательным советом Центра медицинских 
наук Техасского университета в Хьюстоне. 

Было проведено два пилотных исследования с 
у ч а с т и е м же нщин с т а рш е 3 0 л е т с 
д о к у м е н т а л ь н о п о д т в е р ж д е н н о й 
персистирующей инфекцией ВПЧ высокого 
риска в течение более 2 лет, все лабораторные 
показатели были в пределах нормы, нормальная 
гистология до CIN2, как задокументировано в 

записях лечащего гинеколога. Все пациенты 
подписали информированное согласие на 
участие в каждом из соответствующих 
пилотных исследований. 

Была собрана демографическая информация о 
пациентах, включая: количество сексуальных 
партнеров в т ечение жизни , методы 
контрацепции и периодические тесты на 
б е р ем е н н о с т ь н а п р о т яже н и и в с е го 
исследования. Участники получали либо AHCC 
1г перорально один раз в день натощак в 
течение от 6 месяцев до 8 месяцев, либо AHCC 
3г перорально один раз в день натощак в 
течение 5 недель до 6 месяцев для лечения от 
HR-HPV. Тестирование на ВПЧ было завершено 
тестом ДНК ВПЧ Cervista (APTIMA, Hologic, 
Бедфорд, Массачусетс) в исследовании AHCC 
3g. В исследовании AHCC 1g образцы 
пациентов сначала тестировали с помощью 
теста на РНК ВПЧ E6/E7 (APTIMA, Hologic, 
Бедфорд, Массачусетс), а затем подтверждали 
все отрицательные результаты на РНК ВПЧ или 
тестировали ДНК ВПЧ COBAS (Roche 
Molecular Systems, INC, Бранчбург, штат Нью-
Джерси).). Длительный ответ определяли на 
оставшихся отрицательных по HR-HPV как с 
помощью ДНК ВПЧ, так и с помощью методов 
РНК ВПЧ в течение не менее 3 месяцев в 
т еч е н и е п е р и од а н а блюд е н и я п о с л е 
прекращения приема добавок AHCC. В обоих 
исследованиях иммунные маркеры, включая IgG 
и IFN α/β/γ, контролировали с помощью 
анализов ELISA, как описано выше.


Данные и статистический анализ


Доклинические исследования


Метод «уравнения ресурсов» применялся для 
оценки размера выборки в исследованиях на 
животных (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/
articles/PMC3826013/). Вкратце, рассчитывается 
E-значение, равное количеству животных минус 
количество групп, и обеспечивается его 
значение в диапазоне от 10 до 20. В этом 
исследовании было проведено независимое 
сравнение статуса HR-HPV, а также иммунного 
ответа между группой 1 (здоровые контроль) 
п р о т и в 2 ( A H C C ) , 1 п р о т и в 3 
(автоматизированный контроль) и 1 против 4 
(без контроля добавок), таким образом, E = (10 
× 2)-2 = 18, что находится в пределах диапазона. 
Анализ t-критерия Стьюдента использовался 
для оценки различий между исследуемыми 
группами, которые ответили, по сравнению с 
теми, которые не ответили, при этом p-значения 
меньше или равные 0,05 считались значимыми.





РИСУНОК 1  
 (A) К клеточным линиям рака шейки матки человека C-33A (HPV-) и SiHa (HPV 16/18+) in vitro добавляли 
однократную дозу AHCC 0,42 мг/мл, а затем инкубировали в течение 72 часов. Исследование проводили в двух 
повторностях, как описано в материалах и методах. В то время как HR-HPV подавлялся в течение 24 часов, 
экспрессия через 48 и 72 часа не устраняла его. NT, контроль без лечения. (B) К клеточным линиям рака шейки 
матки человека C-33A (HPV-) и SiHa (HPV16/18+) in vitro добавляли ежедневную свежую дозу AHCC 0,42 мг/мл 
один раз каждые 24 часа в течение 5 дней (120 часов), как описаны в материалах и методах. NT, контроль без 
лечения. Это позволило устранить экспрессию HR-HPV в клеточной линии SiHa.


Клиническое исследование


Первичным результатом для этого исследования 
был показатель успешного приема пищевых 
добавок у женщин, у которых не было 
инфицирования ВПЧ через 6 месяцев после 
начала приема пищевых добавок. 

В этой популяции пациентов, женщин с 
персистирующей инфекцией HR-HPV, 
ожидаемый клиренс инфекции HR-HPV сам по 
себе составляет от 0 до 10% (15). 

Персистентную инфекцию определяли как 
постоянный положительный результат на HR-
HPV в течение > 2 лет, что подтверждалось 
т ремя или более по следовательными 
положительными результатами тестов на HR-
HPV с интервалом не менее 6 месяцев в течение 
более 2 лет. Поскольку в настоящее время не 
существует активных добавок для элиминации 
инфекции HR-HPV, клинически любое 
улучшение ответа/излечения инфекции HR-HPV 
у э тих женщин с пер сис тирующими 
инфекциями будет клинически значимым. 


  Для этого пилотного исследования наш 
целевой показатель успеха добавок составлял 
25% или более. При доверительном уровне 0,05 
определяли размер выборки и связанную с ней 
статистическую мощность. Ожидаемый прирост 
составлял минимум 10 пациентов и максимум 
25 пациентов в этом исследовании, а затем 
наблюдение за пациентами в течение 1 месяца 
(28 дней) после завершения приема добавок. 
Пациенты с положительным результатом после 
6 месяцев приема добавок считались 
неудачными . Анали з Стьюдент а был 
использован для оценки различий между 
пациентами, которые ответили, и теми, кто не 
ответил, с p-значениями, меньшими или 
равными 0.05, которые считались значимыми.



Полученные результаты


В исследованиях ингибирования роста 
добавление AHCC в течение 72 часов не 
приводило к ингибированию роста клеток ни в 
одной из четырех клеточных линий рака шейки 
матки, протестированных при клинически 
значимой концентрации 0,42 мг/мл. Тем не 
менее, потенциальная прямая цитотоксичность 
н а б л ю д а л а с ь п р и к о н ц е н т р а ц и и , 
обеспечивающей 50% ингибирование роста 
(IC50), для AHCC колебалась от 2,3 до 4 мг/мл в 
четырех клеточных линиях рака шейки матки 
человека, однако это значительно выше 
к линич е с к и д о с т ижимых с и с т емных 
концентраций. Эти результаты обобщены в 
таблице 1.

Добавление AHCC 0,42 мг/мл однократно в 
течение 72 часов инкубации, подавление 
экспрессии HR-HPV с первых 24 часов, но затем 
экспрессия HR-HPV восстанавливалась к 48 
часам. Результаты для клеточных линий C33a 
( о т р и ц а т е л ь н ы й ко н т р о л ь ) и S i H a 
(положительные HPV16 и HPV18) суммированы 
на рисунке 1A. Добавление AHCC в дозе 0,42 
мг/мл один раз каждые 24 часа в течение семи 
последовательных дней с последующим 7-
дневным наблюдением без добавок приводило к 
исчезновению экспрессии HR-HPV во всех 
четырех клеточных линиях HR-HPV+ шейки 
матки. Репрезентативные результаты для SiHa 
(HPV16+/18+) по сравнению с отрицательным 
контролем C33a HPV представлены на рисунке 
1B. В подтверждающих исследованиях in vivo 
на мышах прием AHCC в дозе 50 мг/кг 
перорально один раз в день в течение 90 дней 
ассоциировался с исчезновением экспрессии 
HR-HPV, которое сохранялось после 30-
дневного перерыва в приеме добавок. Эти 
результаты суммированы на фиг. 2. Поскольку 
опухоли были инфицированы HR-HPV, а не 
мышью, уровни интерферона-бета, которые 
обычно повышены при хрониче с ких 
инфекциях, были нормальными. Влияние 
ежедневного приема AHCC в исследованиях на 
мышах было сосредоточено на уровнях IFN γ и 
IgG, которые представляли интерферон типа II, 
и иммунный ответ, усиливающийся со временем 
и коррелирующий с успешным устранением 
инфекций HR-HPV в модели рака шейки матки 
человека у мышей. Эти результаты обобщены на 
рисунках 3A, B . В первом пилотном 
исследовании AHCC 3 г первоначально 
включенные в исследование пациенты получали 
AHCC 3 г один раз в день натощак в течение 5 
недель , возвращаясь раз в неделю для 
тестирования на ВР-ВПЧ и исследования 
образцов крови на иммунные маркеры. Как 
только они дали отрицательный результат, 
AHCC был остановлен, и тестирование HR-HPV 

было повторено после прекращения приема 
AHCC. На основании анализа данных план 
приема добавок был изменен для продолжения 
приема 3 г AHCC один раз в день натощак с 
ежемесячным тестированием на ВПЧ и забором 
крови с обязательным минимумом в течение 1 
месяца приема добавок AHCC после первого 
отрицательного результата. Основываясь на 
данных об иммунном ответе, протокол был 
снова изменен, чтобы требовать минимум 3 
месяца и до 6 месяцев непрерывного приема 
AHCC, и по-прежнему требовалось не менее 1 
месяца AHCC после первого отрицательного 
результата. Всего в исследование было 
включено 10 женщин с положительным ВПЧ 
высокого риска, которые ежедневно получали 3г 
AHCC. У всех участников была подтверждена 
инфекция HR-HPV в течение > 2 лет, и она была 
подтверждена снова во время регистрации. 
Типирование специфического штамма HR-HPV 
было невозможно с финансовой точки зрения в 
пилотных исследованиях. Демографические 
данные пациентов приведены в таблице 2. Два 
пациента получали 3 г AHCC ежедневно 
натощак в течение 5 недель без отрицательного 
ответа на HR-HPV, и в соответствии с 
первоначальным дизайном протокола они были 
исключены из исследования , которое 
проводилось до изменений протокола, когда 
минимальная добавка AHCC была продлена до 
3 месяцев в зависимости от иммунного ответа. 
Два пациента получали AHCC по 3 г в день 
н а т о щ а к в т е ч е н и е 2 м е с я ц е в б е з 
отрицательного ответа на HR-HPV и были 
исключены из исследования до достижения 
уровня IFNβ <25 пг/мл. На основании данных 
об иммунном ответе продолжительность приема 
AHCC была увеличена до 6 месяцев. Остальные 
шесть пациентов получали AHCC по 3 г один 
раз в день натощак в течение как минимум 3 
месяцев и до 6 месяцев (= за 1 час до еды или 
через 2 часа после). Из этих шести пациентов 
четыре (66,7%) смогли добиться устойчивого 
ответа, представленного снижением уровня 
INF-β, а затем оставшимся <25 пг/мл, и 
подтвердили отсутствие ДНК HR-HPV в 
течение >30 дней после прекращения приема 
добавок (p <0,05). Иммунный ответ IFN-β 
резюмирован на фигуре 4A, где показано, что 
уровни IFN-β ниже уровня 25 пг/мл связаны с 
у с п еш ным и с т о й к и м у с т р а н е н и е м 
персистирующих инфекций HR-HPV. Все 
пациенты хорошо переносили 3 г AHCC в день 
натощак без каких-либо сообщений о побочных 
эффектах. Было начато отдельное пилотное 
исследование AHCC 1 г, чтобы определить, 
будет ли эффективна более низкая доза добавки 
AHCC. Пациенты получали AHCC по 1 г в день 
натощак в течение не менее 6 и до 8 месяцев. В 
исследование были включены десять женщин с 



  Демография                                           АНСС 3гр                                                  АНСС 1гр

                                                  пилотное исследование (N=10)                пилотное исследование (N=10)


Возраст                                             44.6 лет (±8.8 лет)                                         44.9 лет (±12.6 лет)


Раса                                                       Все белые                                           Темнокожий (1) Латино (1)

                                                                                                                                 Белых (6) Азиатов (3) 


Этнос                                             Латино (8) Испано (2)                                            Латино (9)


ИМС                                                       26.6 (±4.5)                                                       21.3 (±3.5)


Кол-во половых партнёров                    20 (±28)                                                            9 (±7.2)


ТАБЛИЦА 2 

Резюме демографических данных пациентов для пилотных исследований AHCC




РИСУНОК 2 

В исследовании на животных было три группы: группа с добавками AHCC (N = 10), контрольная группа без 
добавок (N = 10) и контрольная группа с носителем (автоклавированная вода) (N = 10). Группа, принимающая 
добавки AHCC, получала пероральную дозу (50 мг/кг, в 0,25 мл, через желудочный зонд); контрольная группа 
без добавок не подвергалась никакому исследовательскому вмешательству, а контрольная группа с носителем 
получала пероральную дозу автоклавированной воды (0,25 мл, через желудочный зонд) в день, начиная с 
нулевого дня, и продолжала до завершения исследования (день 90). TX1 представляет собой конец лечения, а 
TX2 представляет собой 90-й день исследования, то есть через 30 дней после прекращения приема добавок 
AHCC. Отсутствие HR-HPV в клеточных линиях SiHa при TX1 и TX2 подтверждает клиренс HR-HPV. NT, 
контроль без лечения; VC, контроль носителя/плацебо.


подтвержденной персистирующей инфекцией 
HR-HPV в течение >2 лет. Демографические 
данные пациентов приведены в таблице 2. 
Один пациент был исключен из исследования 
из-за несоблюдения протокола исследования, 
из оставшихся девяти пациентов, завершивших 
исследование, у 4 из 9 (44%) пациентов был 
подтвержден клиренс ВПЧ после 7 месяцев 

приема AHCC по 1 г в день. натощак. Снова 
супрессия IFNβ <25 пг/мл была подтверждена 
как маркер успешного устранения инфекции 
HR-HPV. (Рисунок 4B) Все пациенты хорошо 
переносили прием 1 г AHCC в день натощак 
без каких-либо сообщений о побочных 
эффектах.



РИСУНОК 3 

 Это представляет данные иммунных маркеров из исследований на животных, включая IFN-γ, 
интерферон типа II, связанный с устранением вирусных инфекций, и IgG, антитела, связанные с 
иммунным ответом на вирусные инфекции, уровни после 30 дней приема добавки AHCC 50 мг/кг 
один раз в день в моделях на мышах. как описано в методах и материалах. Ежедневное добавление 
AHCC на уровни IFN-γ и IgG увеличивалось со временем и коррелировало с успешным устранением 
инфекций HR-HPV в модели мышей SiHa (HPV 16/18+). (A) Уровень IFN-γ (ПРИМЕЧАНИЕ: ось Y 
начинается с 30 пг/мл) p < 0,03 (B) Уровень IgG1, p < 0,04.







Обсуждение


Представленное лабораторное исследование 
п р е д о с т а в л я е т п ош а г о в ы е д а н н ы е , 
подтверждающие гипотезу о том, что добавки 
AHCC модулируют иммунную систему хозяина, 
в частности, путем подавления повышенных 
уровней IFNβ, для эффективного устранения 
хронических, персистирующих инфекций HR-
HPV. После наблюдения за элиминацией HR-
HPV in vitro в группе клеточных линий рака 
шейки матки человека были завершены 
исследования на животных, которые также 
продемонстрировали успешную и устойчивую 
элиминацию HR-HPV после завершения приема 
добавок AHCC. Наконец, в двух пилотных 
исследованиях «доказательства концепции» 
ежедневного приема добавок AHCC была 
достигнута успешная элиминация HR-HPV, что 
было стойким ответом. Данные, полученные как 
на животных, так и на людях, предполагают, что 
механизм , при котором добавка AHCC 
поддерживает иммунную систему хозяина в 
борьбе с ВПЧ-инфекцией , объясняется 
модуляцией экспрессии и передачи сигналов 
IFNβ, которые, как известно, повышены при 
хронических вирусных инфекциях (16, 17). В 
предыдущих исследованиях на мышах CMV 
было показано, что IFNβ, интерферон типа I, 
связан с вирулентностью инфекции со 
значительно повышенными уровнями при 
хронических /персистирующих вирусных 
инфекциях (16, 17). Повышенные уровни IFNβ 
подавляют высвобождение /продукцию 
интерферона типа II (IFNγ), необходимого для 
устранения вирусных инфекций (16, 17). 
Следовательно, подавление IFNβ приводило к 
исчезновению ЦМВ-инфекции (16, 17). HR-
HPV, как и многие вирусы, такие как CMV, 
развили стратегии противодействия сигнальным 
путям интерферона (IFN). В частности, 
регуляторные факторы интерферона (IRF) могут 
способствовать клеточному иммунитету, а 
также способствовать пути онкогенеза в ответ 
на различные внеклеточные сигналы (18, 19). 

В частности, было показано, что IRF-2 
активирует экспрессию генов E6/E7 HR-HPV и 
способствует пути онкогенеза (20). Однако в 
конечном итоге при персистирующих 
инфекциях IFNα/β также индуцируют IRF-1, 
который помогает поддерживать персистентную 
экспрессию вирусных генов (21, 22). Лейс и др. 
подтвердили, что повышенные уровни IFNβ 
буд у т индуцир о ват ь I R F - 1 и I R F - 2 , 
способствующие персистентным инфекциям 
HPV16 (23). 

Недавно две независимые исследовательские 
группы , оценивающие персистирующие 
инфекции, вызванные вирусом лимфоцитарного 
хориоменингита (LCMV), продемонстрировали, 

что подавление хронической передачи сигналов 
IFNβ может сбрасывать иммунитет хозяина и 
обе спечивать контроль и устранение 
персистирующих вирусных инфекций (16, 17). 
Это исследование, представленное здесь, 
является первым, которое определило, что 
именно этот механизм подавления IFNβ 
(интерферон типа I) с помощью AHCC привел к 
усилению регуляции IFNγ (интерферон типа II) 
и окончательному устранению персистирующих 
инфекций HR-HPV. Имеются некоторые 
ограничения на представленные данные. Во-
первых , в доклинических условиях не 
существует установленной животной модели 
HR-HPV, что также было проблемой при 
доклинической разработке вакцин против ВПЧ. 
В качестве суррогата была использована 
опухоль человека, инфицированная HR-HPV, 
чтобы определить, может ли инфекция HR-HPV 
быть излечена с помощью добавки AHCC и 
была ли длительная реакция после прекращения 
приема добавки AHCC. 

Кроме того, как в доклинических, так и в 
клинических исследованиях было бы идеально 
подтвердить эрадикацию с помощью 
количественных методов ПЦР, а также оценить 
другие иммунные маркеры, такие как CD8+ Т-
клетки или естественные киллеры (NK), но из-
з а ограниченного финансирования и 
предварительное исследование, исчерпывающая 
оценка иммунной панели не мог быть завершен. 
Тем не менее, в рамках продолжающегося 
подтверждающего исследования фазы II эти 
исследования оцениваются. 

   Существует ограниченное количество 
эффективных вариантов лечения инфекций, 
вызываемых ВПЧ высокого риска; Большинство 
методов местного лечения заключается в 
о б л е г ч е н и и с и м п т ом о в и уд а л е н и и 
симптоматических поражений, которые часто 
повторяются. 

К счастью, большинство инфекций HR-HPV 
излечиваются в течение 6–18 месяцев 
самостоятельно без вмешательства; только 
о ко л о 1 0 % же нщин буд у т с т р а д а т ь 
персистирующей инфекцией ВПЧ (15, 24). 

   На сегодняшний день не существует 
общедоступных эффективных системных 
вмешательств для устранения инфекции HR-
HPV. 

В настоящее время профилактика инфекций 
HR-HPV с помощью девятивалентного продукта 
вакцины против HPV до воздействия ВПЧ 
продемонстрировала наилучший потенциал для 
устранения инфекций HR-HPV. Однако эти 
вакцины малоэффективны для тех, кто уже 
инфицирован инфекциями HR-HPV.




 

РИСУНОК 4 

 (A) Добавка AHCC 3 г (B) Добавка AHCC 1 г. IFN-β представляет собой IFN типа 1, часто связанный с 
вирулентностью хронических вирусных инфекций. Хронические вирусные инфекции часто связаны с высоким 
уровнем IFN-β, что приводит к подавлению продукции IFN-γ и NK/T-клеточного цитотоксического клеточного 
иммунитета. В обоих пилотных исследованиях наблюдалось подавление AHCC-добавок уровней IFN-β хозяина 
ниже уровня 25 пг/мл, что приводило к модулированию цитотоксического клеточного иммунитета для 
успешного и стойкого устранения стойких инфекций высокого риска HR-HPV.




Наличие данных


   Наборы данных, созданные для этого 
ис с л едо вания , до с тупны по з апро су 
соответствующему автору.
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