PAGE  
46

ВВЕДЕНИЕ

Актуальность проблемы
Угроза, которую представляет инфекция  вирусом иммунодефицита человека первого типа (ВИЧ-1) здоровью человечества, выражена тремя аспектами: неизбежностью летального исхода заболевания, глобальным масштабом эпидемии и отсутствием средств специфической профилактики инфекции. По данным Федерального научно-методического центра по профилактике и борьбе со СПИД, в России на 10.04.2006 официально зарегистрировано 354031 случаев ВИЧ-инфекции; ежегодно увеличивается количество больных и умирающих от СПИДа (Покровский и соавт., 2005). Единственным известным на сегодняшний день средством, препятствующим прогрессии заболевания, является комбинированная антиретровирусная (АРВ) терапия, которая заключается в одновременном применении нескольких ингибиторов вирусных ферментов – протеазы и/или обратной транскриптазы (ОТ). Однако, основная проблема, осложняющая этиотропную терапию ВИЧ-инфекции, заключается в развитии устойчивости, или резистентности, вируса к действию лекарственных средств. Резистентные варианты вируса чаще всего возникают в популяции de novo как результат неоптимального подбора АРВ-препаратов или нарушения режима их приема, однако известны и случаи заражения устойчивыми штаммами ВИЧ-1 (Lukashov et al., 2000; Ammaranond et al., 2003). В условиях ограниченного доступа к лекарственным средствам, характерным для России в переходный период, вопрос о резистентности ВИЧ не только не перестает быть актуальным, но и приобретает особое значение. Монотерапия или битерапия  с использованием ингибиторов вирусных ферментов может приводить к более быстрому развитию устойчивых вариантов ВИЧ, которые, передаваясь как вертикально, так и горизонтально, способны вызывать новые случаи инфекции. Очевидно, таким образом, что для широкомасштабного внедрения АРВ-терапии в стране необходима информация об уровне лекарственной устойчивости в популяции циркулирующих вариантов вируса, т.е. среди ВИЧ-инфицированных лиц, не употреблявших АРВ-препараты. 

Основным способом анализа лекарственной устойчивости ВИЧ-1 является генотипирование, или выявление мутаций в геноме вируса, ответственных за ее развитие. Подавляющее большинство мутаций устойчивости ВИЧ-1 локализуется в области гена pol, кодирующей протеазу и первые 240 аминокислотных остатков (а.о.) ОТ. Выделяют два вида мутаций устойчивости ВИЧ-1 – первичные и вторичные. Первичные мутации непосредственно вызывают снижение чувствительности вируса к АРВ-препаратам, но при этом, как правило, ухудшают его репликативную способность. Вторичные мутации не влияют на уровень лекарственной устойчивости, но в большей или меньшей степени восстанавливают репликативную способность вируса, несущего первичные мутации (Quinones-Mateu and Arts, 2001). Если селекция первичных мутаций всегда является следствием воздействия лекарственных веществ и в большинстве случаев не зависит от генетического подтипа ВИЧ-1 (Kantor et al., 2005), то вторичные мутации могут появляться в геноме вируса спонтанно, а у некоторых подтипов ВИЧ-1 даже присутствовать постоянно как проявление генетического полиморфизма. Поэтому частота их встречаемости среди ВИЧ-инфицированных лиц, не употреблявших АРВ-препараты, может быть очень высокой и, как правило, зависит от генетического подтипа ВИЧ-1. 

Необходимо отметить, что мутации устойчивости лучше всего изучены в геноме ВИЧ-1 генетического подтипа В, типичного для индустриально развитых стран. Это связано с тем, что именно в этих государствах в наиболее полном объеме обеспечивается лечение и мониторинг его эффективности у лиц, инфицированных ВИЧ-1. Однако, на территории России, как и многих других стран–бывших советских республик, в настоящее время доминирует ВИЧ-1 подтипа А (Bobkov et al., 2004; Vazquez de Parga et al., 2005). В 1996 г. этот вариант вируса, впоследствии названный IDU-A, проник в среду российских потребителей инъекционных наркотиков (ПИН), что вызвало быстрое распространение эпидемии по всей территории страны – сначала в этой группе риска, а затем и среди половых партнеров ПИН. К 2003 г. вариант IDU-A, по некоторым оценкам, вызвал 94% случаев ВИЧ-инфекции в России (Bobkov et al., 2004). Несмотря на это, область гена pol у него к началу настоящей работы, т.е. к 2003 г., оставалась неисследованной. Было опубликовано только восемь последовательностей гена pol IDU-A, но и они были выделены в Молдавии, Белоруссии, Украине (Pandrea et al., 2001; Liitsola et al., 2000; Masharsky et al., 2003). Вместе с тем, для правильной интерпретации результатов генотипирования лекарственной устойчивости необходима максимально полная информация о генетической изменчивости вариантов ВИЧ, циркулирующих в стране. 

Цель и задачи работы
Цель исследования состояла в определении степени изменчивости гена pol и распространенности мутаций лекарственной устойчивости у инфицированных вариантами ВИЧ-1 подтипа А лиц в России, не принимавших АРВ-препараты, для оптимизации мониторинга и совершенствования терапии ВИЧ-инфекции в России. Для достижения поставленной цели было необходимо решить следующие задачи:

1. Определить нуклеотидные последовательности областей гена pol, кодирующих протеазу и обратную транскриптазу, и частоту встречаемости значащих мутаций гена pol, у инфицированных вариантами ВИЧ-1 подтипа А лиц в России, не принимавших АРВ-препараты к моменту забора крови.

2. Оценить потенциальное влияние выявленных мутаций в гене pol на лекарственную устойчивость ВИЧ-1 и эффективность АРВ-терапии.

3. Провести филогенетический анализ и определить степень генетической изменчивости областей гена pol, кодирующих протеазу и обратную транскриптазу, у исследуемых вариантов ВИЧ-1 подтипа А.

4. Охарактеризовать возможность применения методов молекулярной гибридизации на биологических микрочипах и рестрикционного анализа для различения вариантов ВИЧ-1 подтипа А, несущих мутации гена pol.
5. Оценить способность вариантов ВИЧ-1 подтипа А, несущих мутации гена pol, к передаче от человека к человеку. 

6. Изучить закономерности изменения частоты встречаемости основных вариантов ВИЧ-1, несущих мутации гена pol, на протяжении эпидемии ВИЧ-инфекции в разных регионах России в период времени с 1996 по 2005 гг.

Научная новизна и практическая ценность работы

1. Показано, что варианты ВИЧ-1 подтипа А, циркулирующие в России среди потребителей инъекционных наркотиков и их половых партнеров, потенциально чувствительны к действию ингибиторов протеазы и ОТ. Эта информация позволяет избежать дорогостоящего тестирования лекарственной устойчивости ВИЧ-1 перед началом АРВ-терапии у пациентов из данных групп риска (если отсутствуют дополнительные указания на возможность инфицирования устойчивым штаммом ВИЧ-1 в конкретном случае). 

2. Для вариантов ВИЧ-1 подтипа А, выделенных от не употреблявших АРВ-терапию людей, впервые показана высокая частота встречаемости мутаций гена pol, вызывающих аминокислотные замены V77I, I93L в протеазе и A62V в ОТ и известных ранее для ВИЧ-1 подтипа В как вторичные мутации лекарственной устойчивости. Информация о высокой распространенности этих мутаций в России свидетельствует о необходимости корректировать алгоритмы интерпретации результатов генотипирования лекарственной устойчивости ВИЧ, проводимого в нашей стране у лиц, принимающих АРВ-терапию. 
3. Впервые показано, что ВИЧ-1 IDU-A филогенетически гетерогенен. Это выражается в циркуляции (т. е. передаче от одних лиц другим) на территории России четырех вариантов этого вируса, различающихся наличием или отсутствием мутаций V77I в протеазе и/или A62V в ОТ. К ним относятся три варианта, имеющие мутантные pol-генотипы MutV77I/A62V, MutV77I, MutA62V, и один, являющийся для них «родительским» штаммом дикого типа. Обнаружена монофилетическая природа вариантов MutV77I/A62V и MutV77I, распространенных в разных регионах России. Pol-генотип, таким образом, является эпидемиологическим маркером различных циркулирующих в России вариантов ВИЧ-1 подтипа А. В настоящей работе предложено определять pol-генотип, наряду с практиковавшимся ранее определением генетического подтипа ВИЧ-1, в целях эпидемиологических расследований. Для определения pol-генотипа показана возможность использования, помимо определения нуклеотидных последовательностей, одного из двух методов: молекулярной гибридизации на биологических микрочипах или рестрикционного анализа.

4. Показан низкий уровень изменчивости гена pol вариантов ВИЧ-1 IDU-A, а также обнаружены различия в характере генетической изменчивости области, кодирующей протеазу, (pro) и области, кодирующей ОТ (Rt). Информация о низкой гетерогенности этих областей генома вариантов ВИЧ-1 подтипа А, доминирующих на территории России, позволяет осуществить разработку новых генотипических тестов, в том числе, гибридизационных, адаптированных для выявления мутаций лекарственной устойчивости в геноме ВИЧ-1 подтипа А, а также для совершенствования методов молекулярной диагностики ВИЧ-инфекции. 27 нуклеотидных последовательностей области гена pol ВИЧ-1 подтипа А, кодирующей протеазу, депонированы в GenBank под номерами с AY618594 по AY618620. 

В целом, результаты работы могут служить научным обоснованием необходимости мониторинга лекарственной устойчивости ВИЧ-1 и способствовать внедрению средств такого мониторинга в клиническую практику.

Апробация работы

Результаты исследований представлены на совместном заседании отдела молекулярной вирусологии и отдела общей вирусологии ГУ НИИ вирусологии имени Д.И. Ивановского РАМН (Москва, 2006, доклад), 5-ой Всероссийской научно-практической конференции «Генодиагностика инфекционных болезней» (Москва, 2004, доклад), Втором и Третьем Европейских семинарах «Лекарственная устойчивость ВИЧ: от фундаментальной науки к клиническому значению» (Рим, Италия, 2004, и Афины, Греция, 2005, постеры), 15-ой Всемирной конференции по СПИД (Бангкок, Тайланд, 2004, доклад), 12-ом Международном семинаре по динамике и эволюции ВИЧ (Кливленд, США, 2005, постер), 10-ой Европейской конференции по СПИД (Дублин, Ирландия, 2005, постеры). По теме диссертации опубликовано 18 научных работ.

ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

ГЛАВА 1. ФАКТОРЫ МИКРОЭВОЛЮЦИИ ВИЧ-1 IN VIVO
Ретровирусная природа синдрома приобретенного иммунодефицита (СПИД), предсказанная Gallo, была подтверждена в 1983 г. в лаборатории Montagnier, когда впервые из лимфатических узлов больных лимфоаденопатией выделили вирус, содержащий обратную транскриптазу (Barre-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1984). Впоследствии его назвали вирусом иммунодефицита человека первого типа (ВИЧ-1). Год спустя Levy и соавт. первыми показали возможность выделения инфекционного вируса от бессимптомных лиц из групп риска, то есть существование периода скрытой инфекции (Levy and Shimabukuro, 1985). Способность ВИЧ-1 вызывать медленно прогрессирующее, ассоциированное с энцефалопатиями летальное заболевание, а также определенные структурные характеристики вириона (вытянутая форма нуклеоида, наличие в геноме дополнительных открытых рамок считывания между генами pol и env) позволили отнести его к подсемейству лентивирусов, среди которых ранее были описаны только возбудители некоторых редких заболеваний животных: вирусы висна овец, инфекционной анемии лошадей, иммунодефицита кошек. Вместе с представителями двух других подсемейств - спумавирусов и онковирусов - они образуют семейство ретровирусов (Retroviridae).

Основной проблемой в борьбе с ВИЧ-1 является высокая скорость его эволюции, которая приводит к большому генетическому разнообразию вариантов вируса как на уровне одного инфицированного организма, так и на уровне популяций инфицированных людей. Это препятствует разработке средств специфической профилактики инфекции и серьезно осложняет этиотропную терапию заболевания. Факторы эволюции ВИЧ-1 можно подразделить на две группы: с одной стороны, это факторы, определяющие высокие темпы его генетической изменчивости (высокая частота мутаций, рекомбинаций, большая скорость продукции вирусных частиц) и с другой стороны, это движущие силы эволюции – факторы отбора (давление иммунной системы, вариации хемокиновых рецепторов, АРВ-препараты). В настоящей главе мы рассмотрим, как эти факторы проявляются в микроэволюции ВИЧ-1, или развитии популяции вируса в организме инфицированного человека.

1.1. Репликативный цикл ВИЧ-1

Как и все Retroviridae, ВИЧ-1 относится к оболочечным вирусам и обладает диплоидным геномом, представленным двумя идентичными копиями однонитевой (+) РНК. Патогенное действие ВИЧ-1 на человеческий организм инициируется его способностью заражать Т-лимфоциты, моноциты и макрофаги, экспонирующие на своей поверхности рецептор CD4. Специфическое взаимодействие ВИЧ-1 с этим рецептором, а также с одним из хемокиновых рецепторов (CCR5 или CXCR4) клетки приводит к проникновению вирусного генома и белков в цитоплазму. Сразу после этого вирус-специфический фермент ОТ синтезирует на матрице геномной РНК ВИЧ-1 двухцепочечную кольцевую ДНК провируса, которая в составе прединтеграционного комплекса перемещается в ядро, используя для этого элементы цитоскелета клетки, и там интегрируется в хромосому. 

Размер интегрированной (провирусной) формы ВИЧ-1 составляет более 9 тысяч п.н. На обоих концах провируса располагаются одинаковые, однонаправленные последовательности нуклеотидов, так называемые длинные концевые повторы (LTR). Между ними находится кодирующая область, содержащая девять генов в трех открытых рамках считывания. После интеграции провируса в хромосому, клеточные факторы транскрипции активируют экспрессию генов ВИЧ-1 – сначала регуляторных (к ним относятся tat, rev, vpu, vpr, vif и nef), а затем структурных (gag, pol и env). Так синтезируются структурные белки ВИЧ-1, в число которых входят белки сердцевины вириона (Gag-белки), ферментативные белки - ОТ, интеграза и протеаза, - необходимые вирусу на самых ранних и самых поздних стадиях репликативного цикла (Pol-белки), и гликопротеины, входящие в состав наружной липопротеидной оболочки вируса (Env-белки), определяющие его тропизм. Геномная РНК ВИЧ-1 нарабатывается, как и мРНК, но в отличие от нее не сплайсируется, а упаковывается в вирионы, которые высвобождаются почкованием. Их дозревание происходит вне клетки и выражается в процессинге белков сердцевины вириона, необходимом для приобретения вирусом инфекционности (цит. по: Flint et al., 2000).

1.2. Механизмы генетической изменчивости ВИЧ-1

К механизмам генетической изменчивости ВИЧ-1 относятся мутации и рекомбинации. Основная причина высокой мутабельности ВИЧ-1 заключается в отсутствии у обратной транскриптазы корректирующей 3’→5’ экзонуклеазной активности (Bebenek et al, 1989, Preston et al., 1988, Temin, 1993), что характерно и для РНК-зависимых полимераз других РНК-содержащих вирусов. В результате ошибок обратной транскрипции в геноме ВИЧ-1 накапливаются не только нуклеотидные замены, но делеции и вставки. Механизмы этого явления показаны на Рис. 0.1. Ошибка присоединения нуклеотида может так и остаться точечной мутацией без сдвига рамки считывания (Рис. 0.1.А), или может привести к делеции за счет спаривания «неправильного» нового основания со следующим, оказавшимся комплементарным ему основанием матрицы (Рис. 0.1.В). Кроме ошибок присоединения нуклеотидов, ОТ способна «проскальзывать» на гомополимерных участках матрицы, пропуская один или несколько нуклеотидов. Это приводит либо непосредственно к делециям (Рис. 0.1.Г), либо к точечным мутациям (если петля, образованная пропущенными нуклеотидными остатками матрицы, распрямляется, и последний нуклеотид дочерней цепи оказывается неспаренным, хотя и присоединен был без ошибки, Рис. 0.1.Б). Необходимо добавить, что ОТ ВИЧ-1, в отличие от других ДНК-полимераз, способна эффективно продолжать матричный синтез, даже если 3’-концевой нуклеотид дочерней цепи не спарен с матрицей, поэтому допускаемые ею ошибки не приводят к остановке обратной транскрипции (цит. по: Flint et al., 2000). 
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Частота мутирования ВИЧ-1 in vivo оценивается в 3,4 нуклеотидные замены на 105 присоединенных нуклеотидов за один цикл репликации (Mansky, 1995), с разбросом от 10-4 до 10-5 (для сравнения, соответствующее значение для репликации клеточной ДНК лежит в пределах от 10-7 до 10-11 (цит. по: Flint et al., 2000)). Поскольку размер генома ВИЧ-1 составляет около 104 оснований, предполагается, что практически каждый репликативный цикл привносит одну новую мутацию в геном ВИЧ-1.

Источником генетической вариабельности ВИЧ-1 также может являться процесс рекомбинации (Robertson et al., 1995). Способность к рекомбинациям – фундаментальное (хотя и не уникальное) свойство ретровирусов, основы которого заложены, во-первых, в их диплоидности, а во-вторых, в механизме обратной транскрипции, в ходе которой у полимеразы несколько раз должна произойти смена матрицы – внутри- или межмолекулярная (Hu and Temin, 1990). По некоторым оценкам, биохимически процесс рекомбинаций у ВИЧ-1 происходит даже чаще, чем мутации, и любой продукт обратной транскрипции ретровируса с биохимической точки зрения является рекомбинантом  (Onafuwa et al., 2003; An and Telesnitsky, 2002). Однако, в природе признаки этого явления можно обнаружить только в некоторых, редких случаях, если две исходные молекулы геномной вирусной РНК были генетически различны, то есть происходили от дивергентных вариантов вируса (например, разных подтипов; существование таких «гетерозиготных» вирионов возможно только после смешанной инфекции клетки разными вариантами ВИЧ-1). Биологическим смыслом рекомбинаций ВИЧ-1 является повышение потенциала мутационной изменчивости за счет создания разных сочетаний одних и тех же мутаций.

Высокая генетическая изменчивость РНК-вирусов предоставляет богатый материал для действия естественного отбора, обусловливая эволюционную пластичность и приспособляемость вирусных популяций. Однако, обратной стороной этого преимущества является дефектность подавляющего большинства дочерних вирусов. Сохранение вида, т.е. нормально функционирующего генома, требует соблюдения определенного баланса между генетической изменчивостью и наследственностью. Предел изменчивости, за которым в ряду поколений геном безвозвратно теряет жизненно-необходимую наследственную информацию, принято называть порогом ошибок (Nowak et al., 1989). Его оценочное значение составляет одну точечную мутацию на 1000 нуклеотидов. Отличительная черта РНК-вирусов, включая ВИЧ-1, – в том, что они, вследствие своей склонной к ошибкам репликации, размножаются очень близко от этого предела, поэтому превышение уровня их изменчивости (10-4) грозит нарушением порога ошибок и входом в состояние так называемой «мутационной катастрофы». Тем не менее, это свойство РНК-вирусов обеспечивает им быстроту эволюции, - хотя и ценой многих жертв и риска переступить этот порог.

В идее использовать высокую мутабельность РНК-вирусов против них самих лежит принцип нового направления этиотропной терапии ВИЧ-1 инфекции – принцип летального мутагенеза (Loeb et al., 1999). Он состоит в искусственном увеличении уровня изменчивости ВИЧ-1, т.е. в том, чтобы заставить вирусную популяцию переступить порог ошибок. В экспериментах in vitro это достигается с помощью введения нуклеозидных аналогов, распознаваемых обратной транскриптазой ВИЧ-1 как обычные субстраты и встраиваемых в дочернюю цепь провирусной ДНК. Эти соединения, в отличие от нуклеозидных ингибиторов, не терминируют обратную транскрипцию, но при дальнейших циклах репликации индуцируют ошибки присоединения нуклеотидов, т.к. способны к неклассическим комплементарным взаимодействиям. Показано, что один из аналогов, 5-гидроксидезоксицитидин, нетоксичен для человеческих клеток и через 9 – 24 пассажей ВИЧ-1 вызывает резкое прекращение вирусной репликации за счет необратимого накопления G→A замен в геномах дочерних вирусов (Loeb et al., 1999).

Необходимо подчеркнуть, что от принципа летального мутагенеза, пока не вошедшего в практику, коренным образом отличается современная АРВ-терапия – ее основной целью является непосредственное подавление репликации ВИЧ-1 и, наоборот, предотвращение его эволюции.

1.3. Скорость репликации ВИЧ-1, квазивиды, жизнеспособность

Кроме интенсивности генетической изменчивости, на скорость эволюции влияет скорость воспроизводства биологической популяции: с одной стороны, высокие темпы размножения способствуют нарастанию разнообразия популяции, а с другой, повышают ее плотность, обеспечивая возможность конкуренции особей друг с другом. Можно предположить, что в случае РНК-вирусов, размножающихся близко к своему порогу ошибок, быстрота репликации – необходимое условие их существования, позволяющее им «оправдать» большое количество дефектного потомства повышением вероятности появления более конкурентноспособных вирусных вариантов.

Для ВИЧ-1 инфекции характерен очень высокий уровень продукции и оборота вирусных частиц. Даже на бессимптомных стадиях заболевания общее количество продуктивно инфицированных CD4+ Т-лимфоцитов в лимфатических тканях пациента составляет 107 – 108 (Haase, 1999). Время полужизни зараженных клеток, однако, не превышает 2 дней (Wei et al., 1995; Ho et al., 1995), а время полужизни вирусных частиц в плазме еще меньше – не более шести часов. Несмотря на это, содержание ВИЧ-1 в плазме, а следовательно, и количество клеток, продуцирующих его, относительно постоянно во времени (в отсутствие АРВ-терапии). Это говорит о существовании равновесия между деструкцией инфицированных ВИЧ-1 клеток, опосредованной действием как самого вируса, так и иммунной системы, и заражением новых. Действительно, показано, что популяция ВИЧ-1 в организме инфицированного человека ежедневно обновляется на 90%, а масса клеток, продуцирующих вирус, – на 30% (Coffin, 1995). На последних стадиях ВИЧ-1 инфекции продуцируется до 1010 вирионов в день (Wei et al., 1995; Ho et al., 1995).

Высокие темпы репродукции ВИЧ-1 в совокупности с таким уровнем изменчивости, при котором практически ни один вирусный геном не повторяется, приводят к огромному многообразию генетически различных вариантов вируса, сосуществующих одновременно в организме-хозяине. Для описания этого способа существования, общего для большинства РНК-вирусов и отличающего их от ДНК-содержащих организмов, создана концепция квазивидов (Eigen, 1993). Под понятием квазивида в вирусологии подразумевают динамическое распределение множества вариантов вируса, обладающих неидентичными, но родственными друг другу геномами (Domingo and Holland, 1997). Это означает, например, что геном «дикого типа» ВИЧ-1 не может быть полностью охарактеризован единственной нуклеотидной последовательностью, также как и геном возникшего лекарственно-устойчивого мутанта, потому что каждый из них в реальности существует в виде динамического «облака» квазивида (Domingo, 2002).

Из концепции квазивидов следует ряд выводов, имеющих практическое значение. Во-первых, популяция РНК-вирусов, в том числе ВИЧ-1, всегда представляет собой составной объект, в котором существуют как преобладающие, так и минорные варианты («геномы памяти»), чаще всего остающиеся за пределами детекции (Ruiz-Jarabo et al., 2000; Hance et al., 2001). Во-вторых, главной задачей АРВ-терапии является полное подавление репликации вируса, что вызвано необходимостью не просто остановить его повреждающее действие на организм, но предотвратить его дальнейшую эволюцию (Hirsch, et al., 2003; Hirsch, et al., 2003a; Yeni et al., 2004).

Основной фенотипической характеристикой квазивидов является их репликативная способность в существующих условиях среды. В англоязычной литературе для описания этого свойства вируса используется термин «fitness», который пришел в вирусологию из эволюционной теории Дарвина и означает «степень относительной приспособленности вируса к данным условиям существования» (Domingo and Holland, 1997). Для экспериментальной оценки этого свойства ВИЧ-1 наиболее адекватным подходом являются, по-видимому, прямые опыты по одновременному заражению определенных типов клеток двумя вирусами – экспериментальным и стандартным (Quinones-Mateu and Arts, 2001). Считается, что «победивший», то есть давший бóльшую продукцию после нескольких дней инкубации с чувствительными клетками вирус, и обладает большим fitness’ом. В ходе таких экспериментов, как правило, не устанавливают, с какими стадиями жизненного цикла вируса связана «победа» в соревновании двух вирусов. Поэтому нам кажется, что термин «жизнеспособность» наиболее точно соответствует понятию «fitness».

1.4. Естественный отбор

Если применить дарвиновское понятие естественного отбора как результата борьбы за существование к характеристике молекулярной эволюции ВИЧ-1, то естественный отбор можно определить как преимущественное воспроизводство наиболее жизнеспособных в данных условиях квазивидов вируса. Именно он служит движущей силой микроэволюции реплицирующейся популяции ВИЧ-1 в организме хозяина (Domingo and Holland, 1997), проявляясь в виде особенностей клеточного иммунного ответа, полиморфизма рецепторов и ко-рецепторов, используемых ВИЧ-1 для проникновения в клетку, и в виде действия АРВ-препаратов, когда они присутствуют в человеческом организме в концентрациях, недостаточных для глубокого подавления репликации ВИЧ-1. Действие разных факторов отбора отражается на генетических изменениях, постоянно возникающих в наследственном материале вируса из-за ошибок обратной транскрипции. В результате эти изменения либо закрепляются в геноме квазивида, оказавшись в данных условиях адаптивными (в этом случае говорят о действии так называемого позитивного отбора), либо выбраковываются, потому что варианты ВИЧ-1, их несущие, оказываются неконкурентноспособны (в этом случае говорят о негативном, или стабилизирующем, отборе). Однако все это касается изменений, проявляющихся в структуре белка, то есть несинонимичных мутаций. Накопление других – синонимичных – мутаций является скрытым и независимым от естественного отбора процессом. По отношению содержания синонимичных мутаций к содержанию несинонимичных (dS/dN) в какой-либо области вирусного генома судят о том, какого рода силы преимущественно влияют на эту область. Значение dS/dN, большее, чем единица, обычно говорит об эволюции под действием негативного отбора. Оно заключается в том, чтобы не позволить снизить приспособленность популяции к данным условиям среды (Шмальгаузен, 1983), поэтому можно сказать, что негативный отбор работает при постоянной окружающей среде и обеспечивает свойства консервативности. Таким образом эволюционирует ген pol ВИЧ-1 (Cornelissen et al, 1997), продукты которого в отсутствие ингибиторов, как правило, контактируют с относительно постоянными субстратами. Значения показателя dS/dN, меньшие, чем единица, говорят о том, что ген эволюционирует в условиях, требующих его вариаций. Это происходит в случае области гена env, кодирующей поверхностные гликопротеины gp120 (Holmes et al, 1992; Lukashov et al., 1995, Strunnikova et al., 1995). Значения dS/dN, близкие к единице, говорят о нейтральной эволюции в отсутствие отбора, или о ситуации, когда позитивный и негативный отбор уравновешивают друг друга.

1.5. Антиретровирусная терапия как фактор отбора устойчивых вариантов ВИЧ-1

За два десятилетия, минувшие с момента открытия ВИЧ-1, одним из наиболее важных достижений в борьбе с ВИЧ-инфекцией стал прогресс в области АРВ-терапии. Однако АРВ-терапия, в то же время, является мощным фактором отбора, действующим на непрерывно меняющуюся вирусную популяцию и благоприятствующим отбору вариантов вируса, которые смогли приспособиться к размножению в присутствии противовирусных препаратов. Как уже отмечалось выше, основной целью АРВ-терапии является подавление репликации ВИЧ-1 на как можно более длительный срок. Сохранение недетектируемого уровня содержания РНК ВИЧ-1 в плазме (этот показатель называется вирусной нагрузкой) предупреждает прогрессию заболевания к стадии СПИДа и минимизирует риск возникновения лекарственно-устойчивых вариантов вируса (Hirsch, et al., 2003). Однако, не всегда АРВ-терапия останавливает и даже полностью подавляет репликацию ВИЧ-1 во всех тканях организма (Mammano et al., 2000; Walsh et al., 2002). 

В основе механизма развития лекарственной устойчивости ВИЧ лежит процесс накопления мутаций, кодирующих, как правило, специфические аминокислотные замены в вирусных белках-мишенях для лекарств. На сегодняшний день в распоряжении практической медицины в нашей стране имеется 17 химиопрепаратов, разрешенных для лечения ВИЧ-инфекции (Покровский и соавт., 2003). Эти вещества способны подавлять размножение вируса, воздействуя на один из двух вирусспецифических ферментов - ОТ или протеазу. Ингибиторы ОТ оказывают действие на относительно раннюю стадию вирусной репликации - обратную транскрипцию геномной РНК ВИЧ-1 в комплементарную ей ДНК. Выделяют два класса препаратов этой группы: нуклеозидные и ненуклеозидные ингибиторы ОТ. К третьему классу АРВ-препаратов относятся ингибиторы протеазы - фермента, осуществляющего процессинг вирусных белков Gag и Gag-Pol. Ингибиторы протеазы, таким образом, действуют на поздних стадиях жизненного цикла вируса. Однако, длительность терапевтического успеха определяется не силой лекарства, а временем, необходимым для возникновения лекарственно-устойчивых вариантов и размножения их среди других квазивидов (Deeks, 2001; Loveday, 2001; Miller, 2001). В отсутствие АРВ-терапии штаммы, содержащие мутации лекарственной устойчивости, как правило, характеризуются сниженной жизнеспособностью по сравнению с квазивидами их «родительского» дикого типа (Coffin, 1995). Когда же появляется фактор отбора в виде АРВ-препаратов, происходит драматический сдвиг распределения квазивидов (Coffin, 1995; Domingo and Holland 1997; Domingo et al., 1997). В ходе такой селекции in vivo, как показано на Рис. 0.2. вверху, возникает несколько лекарственно-устойчивых вариантов ВИЧ-1 и они начинают конкурировать уже друг с другом. Таким образом, эти варианты успешно проходят через вызванное лекарством «горлышко бутылки» и дают начало новому распределению квазивидов, которое будет зависеть уже от эффективности их репликации (Coffin, 1995, Loveday and Hill, 1995).  
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Наиболее эффективным средством борьбы с быстрым возникновением устойчивых вариантов ВИЧ-1 стала так называемая высокоактивная антиретровирусная терапия (ВААРТ), в основе которой лежит одновременное применение как минимум трех АРВ-препаратов, принадлежащих как минимум двум классам. Используемые при этом комбинации обычно включают один-два ингибитора протеазы вируса и/или два-три ингибитора ОТ с разными механизмами действия (Покровский и соавт., 2003). Частота появления резистентных вариантов вируса в ходе ВААРТ, безусловно, ниже, чем при монотерапии. Это связано с тем, что одновременное применение нескольких препаратов ведет к резкому снижению продукции вирусных частиц (Рис. 0.2., внизу), вследствие чего вероятность селекции вариантов вируса, несущих мутации устойчивости, при ВААРТ существенно ниже, чем при монотерапии, когда подавление репликации ВИЧ-1 происходит не в такой степени. С другой стороны, вероятность возникновения варианта, устойчивого одновременно ко всем препаратам, используемым при ВААРТ, также невелика, и, таким образом, перед вирусом возникает определенный «генетический барьер», преодолеть который в условиях ВААРТ он оказывается не в состоянии из-за низкого уровня продукции новых вирусов, потенциально на это способных. 

В то же время, несмотря на очевидные успехи, достигнутые при применении ВААРТ за последние годы, развитие устойчивости к лекарственным препаратам по-прежнему является серьезной проблемой терапии ВИЧ-инфекции и даже при ВААРТ может приводить к селекции вариантов ВИЧ-1, обладающих уже множественной устойчивостью. Следующая глава посвящена описанию генетических механизмов этого явления.

ГЛАВА 2. ИЗМЕНЧИВОСТЬ ГЕНА POL ВИЧ-1, НАПРАВЛЯЕМАЯ 
ФАКТОРАМИ ОТБОРА 

Ген pol ВИЧ-1 кодирует протеазу, обратную транскриптазу, РНКазу Н и интегразу. Важность этих ферментов для репликации вируса делает ген pol самой консервативной областью генома ВИЧ-1. Однако появление фактора отбора в виде АРВ-препаратов вызывает накопление мутаций в гене pol, приводящих к развитию лекарственной устойчивости ВИЧ-1. Описание молекулярных механизмов этого явления будет основной задачей настоящей главы, в которой мы рассмотрим классические закономерности, обнаруженные на примере наиболее изученных вариантов вируса – вариантов его генетического подтипа В. Необходимо заметить, что кроме АРВ-препаратов на вариации гена pol может влиять и другой фактор – клеточный иммунный ответ. Литературные данные о его роли в направлении изменчивости гена pol, в том числе определяемой АРВ-препаратами, будут рассмотрены в конце главы. Поскольку из продуктов гена pol только протеаза и ОТ являются белками-мишенями для используемых в клинике АРВ-препаратов, мы ограничимся рассмотрением только этих ферментов.

2.1.
Структура и функция протеазы

Протеаза ВИЧ-1 кодируется 5’-областью гена pol и ответственна за специфический протеолиз белков-предшественников Gag и Gag-Pol на этапе созревания вирусной частицы. В геноме ВИЧ-1 ген pol располагается следом за геном gag и экспрессируется слитно с ним, что приводит к образованию единого полипептидного предшественника Gag-Pol (Рис. 0.3.). Трансляция мРНК предшественника Gag-Pol осуществляется за счет сдвига рамки считывания (Jacks et al., 1988; Parkin et al., 1992), который происходит на 3’-участке гена gag с частотой 5%. Это соответствует соотношению предшественников Gag и Gag-Pol 20:1. В процессе созревания вируса протеаза, находящаяся в составе полипротеина Gag-Pol, вносит специфический разрыв в предшественник, отделяя белок Pol, и, разрезая его далее, выщепляет собственную полипептидную цепь, ОТ, РНКазу Н и интегразу. Однако эффективность гидролиза неодинакова, и ОТ остается соединенной с РНКазой Н в 50% случаев. В целом, предшественник Gag-Pol подвергается гидролизу по девяти сайтам, последовательность которых консервативна. 
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Рис. 0.3. Схема процессинга ВИЧ-1- специфических белков Gag и Gag-Pol. Сверху показана структура генома ВИЧ-1, снизу – продукты генов gag и pol (Quinones-Mateu and Arts, 2001).
Протеаза ВИЧ-1 принадлежит к семейству кислых протеаз, содержащих два остатка аспарагиновой кислоты в активном центре (аспартильных протеаз) и по первичной структуре и пространственной организации имеет ряд сходств с другими членами этого семейства – клеточными ферментами реннин, катепсин D, гастрин и пепсин (Dunn et al., 2002; Patick and Potts, 1998). Однако, в отличие от этих ферментов, образованных единственной белковой цепью, протеаза ВИЧ-1 представляет собой симметричный гомодимер, который состоит из двух нековалентно-связанных полипептидных цепей длиной в 99 аминокислотных остатков (Рис. 0.4.). Активный центр ее расположен на стыке двух субъединиц и сформирован шестью а.о., принадлежащими консервативным мотивам Asp25-Thr26-Gly27 каждой из субъединиц. Поэтому два остатка аспарагиновой кислоты (Asp-25), осуществляющих катализ, принадлежат разным субъединицам. Взаимное расположение всех шести аминокислотных остатков координировано жесткой сетью водородных связей между ними; карбоксильные группы остатков аспарагиновых кислот соединены молекулой воды. Именно она, по-видимому, используется в процессе гидролиза пептидной связи (Dunn et al., 2002). 
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«Сверху» активный центр протеазы симметрично прикрыт двумя гибкими доменами, называемыми «клапанами» («flap»), которые протягиваются каждой субъединицей протеазы навстречу друг другу. По вторичной структуре клапан представляет собой β-складчатый слой и образован а.о. в положениях с 44 по 57 каждой полипептидной цепи; эти остатки также высоко консервативны среди генетических подтипов ВИЧ-1 (Kantor and Katzenstein, 2003). При связывании субстрата или ингибитора происходит такое изменение конформации протеазы, при котором подвижная часть клапанов смещается вниз, к активному центру, примерно на 8 Å. При этом верхушки клапанов перекрываются друг с другом и как бы захлопывают лиганд в активном центре. Это обеспечивает более тесное взаимодействие лиганда и фермента (Dunn et al., 2002). 

Рис. 0.4. Модель структуры протеазы ВИЧ-1. Показаны положения, в которых селектируются  мутации при развитии лекарственной устойчивости: красным цветом – первичные мутации, синим цветом – вторичные. Для ясности мутации представлены только на одной из субъединиц протеазы (Quinones-Mateu and Arts, 2001).
Кроме указанных а.о. активного центра и клапанов во взаимодействии с субстратом участвуют остатки в положениях 8, 23, 28–30, 32, 76, 80–82 и 84; в совокупности они образуют субстрат-связывающий сайт протеазы.

Нужно подчеркнуть, что для функциональной активности ретровирусной протеазы необходима димеризация субъединиц. Это, по-видимому, является биологически важным свойством, предупреждающим преждевременную активацию протеазы в клетке, где концентрация предшественников Gag-Pol невелика. Предполагается, что оптимальные условия для этого складываются уже внутри вирусной частицы: высокая локальная концентрация полипептидных предшественников облегчает как димеризацию молекул, так и начальное транс-вырезание протеазы (цит. по Flint et al., 2000). 

2.2.
Ингибиторы протеазы (ИП)

На сегодняшний день в клинике используется восемь ИП ВИЧ-1 (индинавир, ритонавир, саквинавир, нельфинавир, ампренавир, лопинавир, атазанавир и типранавир) (Martinez-Picado et al., 2005). Механизм их действия заключается в блокаде активного центра фермента. Разработка ИП осуществлялась либо путем эмпирического скрининга библиотек химических соединений (в том числе ингибиторов других протеаз, в частности, реннина), либо путем целенаправленного дизайна, в основе которого лежали данные рентгеноструктурного анализа о пространственной конфигурации протеазы. ИП, как правило, представляют собой пептиды, имеющие сродство к активному центру протеазы ВИЧ-1, в которых обычные пептидные связи замещены на негидролизуемые (Patick and Potts, 1998). Исключение составляет типранавир – первый непептидный ингибитор, применяемый в клинике (Plosker and Figgitt, 2003). Тем не менее, многие ИП структурно схожи между собой и устойчивость к ним часто является перекрестной.

Репликация ВИЧ-1 в присутствии ИП приводит к нарушению созревания вирусных частиц, в результате чего отпочковываются неинфекционные вирионы (Kageyama et al., 1994). Морфологически это выражается в том, что сердцевина вириона остается аморфной и не принимает характерную коническую форму. Интересно, что, если такие частицы очистить и инкубировать в среде, не содержащей ИП, то вирионы способны освободиться от ингибирующего действия лекарственного вещества, восстановить процессинг белков и свою инфекционность. Этот эффект был замечен в опытах с индинавиром и ритонавиром и был менее выражен в случае нельфинавира или саквинавира (Patick et al., 1995). Тем не менее, эти данные указывают на  важность поддержания терапевтической концентрации ИП в крови пациента. Необходимо заметить, что ритонавир преимущественно применяется в сочетании с другими ИП, поскольку обладает способностью подавлять их деградацию ферментами печени и таким образом поддерживать их концентрацию в крови (Patick and Potts, 1998).

2.3.
Механизмы развития устойчивости к ИП

Как видно из Рис. 0.5., ко всем применяемым в клинике ИП может развиться устойчивость, обусловленная аминокислотными заменами в структуре протеазы.  Отличительными особенностями развития устойчивости ВИЧ-1 к ИП являются: (1) последовательное накопление нескольких мутаций (даже в ответ на терапию одним препаратом этой группы); (2) перекрестная устойчивость; (3) мутации вне области генома, кодирующей протеазу.
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Рис. 0.5. Мутации устойчивости к различным ИП. Цифрами указано положение а.о. в первичной структуре протеазы, буквой над тяжами – дикий тип, буквой под тяжами – аминокислотная замена в протеазе. Жирным шрифтом выделены первичные мутации устойчивости (Johnson et al., 2005).
Первичные мутации устойчивости. Сродство ингибитора к протеазе определяется точным пространственным соответствием между его структурой и конфигурацией полости в протеазе, содержащей активный центр. Если в протеазе в результате мутации возникает аминокислотная замена, нарушающая конфигурацию этой полости или подвижность клапанов, то связывание ингибитора становится менее эффективным. Такие мутации устойчивости, напрямую нарушающие взаимодействие ингибитора и протеазы, называют первичными, потому что в процессе терапии ИП они селектируются в первую очередь (Галегов, 2001; Quinones-Mateu and Arts, 2001). Первичные мутации могут быть относительно специфичны для разных ИП, – это обусловлено различиями в структурах последних и, соответственно, различиями в контактирующих с ними а.о. протеазы. Ярким примером является замена D30N, которая вызывает устойчивость к нельфинавиру, потому что ослабляет взаимодействие его боковой цепи с а.о. в положении 30 (Kaldor et al., 1997). Индинавир и ритонавир, связываясь с протеазой, взаимодействуют с валином в положении 82, поэтому первичная мутация, которую приобретает популяция ВИЧ-1 при терапии этими препаратами, приводит к замене V82A (Condra et al., 1996). Устойчивость к ампренавиру определяется первичной мутацией I50V, к атазанавиру – I50L, к саквинавиру – G48V (замены на верхушке клапанов протеазы, ограничивающие их подвижность). Однако первичной мутацией устойчивости к саквинавиру и нельфинавиру может быть и замена L90M, хотя остаток лейцина в 90-ом положении напрямую не взаимодействует с ингибитором (Roberts, 1995). Эффект этой аминокислотной замены связывают с опосредованным воздействием на конфигурацию субстрат-связывающего сайта протеазы. 

Необходимо заметить, что первичные мутации, вызывая структурные изменения рядом с активным центром протеазы, как правило, нарушают способность протеазы распознавать субстрат, что снижает ее ферментативную активность и жизнеспособность вируса (Croteau et al., 1997; Mammano et al., 1998, Miller, 2001, Borman et al., 1996). В результате многочисленных исследований ex vivo показано, что химерные вирусы, содержащие мутации устойчивости к ИП, обладают замедленной репликативной кинетикой и «проигрывают» вариантам дикого типа в конкурентных опытах (Martines-Picado et al., 2000; Mammano et al., 1998; Menendez-Arias et al., 2003; Resch et al., 2002). В основе этого лежат дефекты процессинга белков ВИЧ-1 – гидролиз незавершен и менее специфичен, последовательность гидролиза по разным сайтам нарушена. В наибольшей степени жизнеспособность ВИЧ-1 ухудшают первичные мутации D30N, G48V и V82T (Menendez-Arias et al., 2003). Таким образом, можно сказать, что первичные мутации устойчивости, хоть и защищают протеазу от действия ингибиторов, сами в некоторой степени ингибируют ее. На их невыгодность для репликативных свойств ВИЧ-1 указывает и то обстоятельство, что после прекращения терапии ИП первичные мутации быстро перестают выявляться в вирусной РНК, выделенной от пациента. Интересно также отметить, что нарушения процессинга, вызываемые первичными мутациями протеазы, сказываются и на некоторых свойствах ОТ как одного из продуктов процессинга, которая при этом становится более чувствительной к АЗТ (de la Carriere et al., 1999).

В связи с негативным действием первичных мутаций на жизнеспособность ВИЧ-1 сразу после выработки собственно  лекарственной устойчивости, которая обусловлена первичными мутациями, микроэволюция ВИЧ-1 под воздействием ИП направляется в сторону повышения жизнеспособности устойчивых вариантов вируса. Мутации ВИЧ-1, лежащие в основе этих изменений, выполняют  вспомогательную функцию, компенсируя отрицательный эффект первичных мутаций в отношении жизнеспособности ВИЧ (Галегов, 2001). Они могут локализоваться в геноме ВИЧ-1 и за пределами области pro. 

Вторичные мутации. Наиболее изучены компенсаторные мутации, возникающие в области протеазы. В ответ на терапию ИП они вырабатываются следом за первичными мутациями устойчивости и поэтому их называют вторичными. Они, как правило, появляются в участках протеазы, не контактирующих с лигандом (в положениях 10, 20, 35, 36, 46, 63, 71, 77 или 88), менее специфичны для каждого из ингибиторов и в отсутствие первичных мутаций не вызывают лекарственную устойчивость. Варианты ВИЧ-1, содержащие одну или несколько вторичных мутаций в дополнение к первичной, более конкурентноспособны, чем варианты, содержащие лишь первичную мутацию. Положительное действие вторичных мутаций на жизнеспособность ВИЧ-1 связано с улучшением ферментативной активности протеазы, несущей первичную мутацию, либо с повышением стабильности фермента. Так, показано, что введение вторичной мутации 10I в дополнение к генотипу 90M или 82A/90M улучшало как процессивность протеазы, так и репликативную способность вируса ex vivo (Menzo et al., 2003), а добавление мутаций L63P и V77I к N88S частично восстанавливало процессинг, нарушенный одиночной мутацией N88S (Resch et al., 2002). Результаты многочисленных исследований вклада каждой вторичной мутации и их сочетаний в жизнеспособность лекарственно-устойчивых вариантов ВИЧ-1 суммированы в нескольких обзорах (Quinones-Mateu and Arts, 2001; Quinones-Mateu and Arts, 2002; Menendez-Arias et al., 2003). Необходимо заметить, однако, что в подавляющем большинстве экспериментов репликативная способность устойчивых вариантов ВИЧ-1 даже при наличии многих вторичных мутаций не превышала уровень дикого типа вируса. 

В целом, в результате последовательной смены нескольких ИП, в области гена pol, кодирующей протеазу и содержащей только 99 кодонов, может накопиться более 11 несинонимичных мутаций, связанных с лекарственной устойчивостью, что свидетельствует о пластичности этого белка и в биохимическом, и в эволюционном смысле.

Перекрестная устойчивость и гиперчувствительность. Интересно, что приобретение нескольких вторичных мутаций в дополнение к первичной не только повышает репликативную способность ВИЧ-1, но in vivo может усиливать лекарственную устойчивость ВИЧ-1 и, более того, вызывать перекрестную устойчивость к другим ИП (Ziermann et al., 2000; Clavel, 2004). Принимая во внимание, что сами по себе вторичные мутации, в отсутствие первичных, не влияют на уровень чувствительности ВИЧ-1 к ИП (Quinones-Mateu and Arts, 2001), можно предположить, что он зависит от репликативных свойств вируса, уже несущего первичную мутацию устойчивости.

В рекомендациях по тестированию лекарственной устойчивости ВИЧ-1, опубликованных Международным обществом СПИД (Hirsch et al., 2003), проблема перекрестной устойчивости ВИЧ-1 к ИП рассматривается как практически неизбежная, если у пациента выявлено две или более первичных мутаций устойчивости – в этом случае популяция вируса, скорее всего, устойчива ко всем доступным ИП. Однако, если мутаций меньше, то возможность успешного применения других препаратов этой группы может быть сохранена, особенно если после лечения нельфинавиром выявлена первичная мутация D30N, которая не влияет на связывание протеазы с другими ИП (Patick et al., 1998). То же можно сказать и о замене I50V, вызывающей устойчивость только к ампренавиру (Clavel, 2004, Yeni et al., 2004). В таких случаях, когда у пациента уже сформировалась устойчивость к какому-либо ИП, успех лечения другим ИП выше, если его применять в комбинации с ритонавиром. Это «форсирует» повышение концентрации ИП в плазме, способствует более глубокому подавлению репликации ВИЧ-1 и препятствует накоплению вирусом новых мутаций устойчивости (Yeni et al., 2004).

Описано явление, по своей клинической значимости противоположное перекрестной устойчивости, - гиперчувствительность, которую определяют как снижение ингибирующей концентрации препарата в 2,5 раза и более. Наиболее известным примером является возникновение гиперчувствительности к ампренавиру при развитии устойчивости к нельфинавиру. Оно было зарегистрировано у 20 из 312 пациентов (6,4%), у кого нельфинавир-содержащая терапия была неэффективна, и коррелировало с выявлением у них замены N88S в протеазе (Ziermann et al., 2000). Эта замена обычно сопровождает появление первичной мутации устойчивости D30N к нельфинавиру. Однако в данном исследовании показано, что N88S в сочетании с другими вторичными мутациям, но без D30N, также обусловливает высокие уровни устойчивости к нельфинавиру и при этом – более чем 10-кратное повышение чувствительности к ампренавиру. Интересно, что вторичные мутации и в данном случае выполняли компенсаторную роль для вируса, потому что одиночная замена N88S вызывала серьезный дефект процессинга вирусных белков и снижение репликативной способности, а добавление сочетания мутаций L63P и V77I существенно ослабляло эти дефекты и понижало степень гиперчувствительности к ампренавиру (Resch et al., 2002). 

Еще одним примером является замена V82T, возникающая при терапии индинавиром, но вызывающая повышенную чувствительность к саквинавиру (Martinez-Picado et al, 2000). 

Компенсаторные мутации вне области pro. Поскольку первичные мутации устойчивости видоизменяют пространственную организацию субстрат-связывающей области протеазы, то одним из путей сохранения функциональной активности мутантной протеазы является приобретение вирусом адаптивных изменений в самом субстрате – т.е. в сайтах нарезания белков-предшественников ВИЧ-1. Нарушения процессинга, допускаемые мутантной протеазой, могут быть компенсированы специфическими мутациями A431V и L449F в белке Gag, главном субстрате протеазы. Эти замены корректируют сайты нарезания р7/р1 и р1/р6 и за счет этого компенсируют снижение репликативной способности ВИЧ-1 (Doyon et al., 1996; Mammano et al., 1998; Zhang et al., 1997). В других сайтах нарезания, по-видимому, не возникают компенсаторные мутации, что можно объяснить биологической необходимостью поддерживать первичную структуру сайтов, чтобы сохранить жесткий порядок сайт-специфического протеолиза.

Лекарственная зависимость ВИЧ-1. В процессе эволюции под селектирующим действием АРВ-препаратов ВИЧ-1 может вырабатывать и такие свойства, как зависимость от лекарств. Эта способность впервые была замечена у первичного изолята ВИЧ-1, выделенного от пациента, который лечился комбинацией препаратов с использованием нельфинавира и через 23 мес. после назначения развил к нельфинавиру устойчивость. Однако, при фенотипировании in vitro этот изолят проявил не просто устойчивость к нельфинавиру. Более того, в присутствии нельфинавира его репликация оказалась активнее, чем в отсутствие АРВ-препаратов (Matsuoka-Aizawa et al., 2003). Это свойство авторы назвали нельфинавир-зависимой репликацией и с помощью конструирования химерных вирусов установили, что оно обусловлено мутациями, накопившимися в области гена gag, кодирующей белок р17. Явление лекарственной зависимости ВИЧ-1 было обнаружено и в другой работе (Menzo et al., 2003), хотя молекулярный механизм его остался не исследован. Это открытие еще раз иллюстрирует значительные адаптивные возможности ВИЧ-1.

2.4. Структура и функция обратной транскриптазы

Фермент ОТ входит в состав вириона ВИЧ-1 и отвечает за РНК-зависимую и ДНК-зависимую ДНК-полимеризацию вирус-специфической нуклеотидной последовательности (Flint et al., 2000). Эти процессы происходят на самых ранних этапах инфекции клетки и приводят к образованию кольцевой двухцепочечной молекулы провирусной ДНК, готовой для интеграции в клеточную хромосому. ОТ ВИЧ-1 является гетеродимером, состоящим из двух субъединиц – р66 и р51. Первичная структура субъединицы р66 образована всеми 560 а.о. полипептида, кодируемого областью Rt, а субъединица р51 является продуктом протеолитического расщепления такого же полипептида и состоит только из его первых, N-концевых 450 а.о. (вторым продуктом протеолиза становится РНКаза Н, первичная структура которой повторяет С-концевую часть субъединицы р66). Наиболее удивительной особенностью ОТ ВИЧ-1 является ее структурная асимметрия: хотя аминокислотная последовательность обеих субъединиц одинакова на протяжении 450 а.о., пространственная (субдоменная) организация одних и тех же участков и их взаимное расположение в гетеродимерной белковой молекуле значительно различаются. Соответственно различается и функциональное назначение гомологичных участков у разных субъединиц. Субъединица р66 содержит активный центр и желоб для связывания нуклеиновой кислоты, тогда как субъединица р51, будучи лишенной ферментативной активности, выполняет структурно-стабилизирующую роль, необходимую для функционирования целого фермента. Кроме того, р51, по-видимому, ответственна за связывание тРНК-праймера. Пространственную конфигурацию ОТ, как и многих других полимераз нуклеиновых кислот, сравнивают с кистью правой руки, выделяя в ней (точнее, в субъединице р66, см. Рис. 0.6.) три основных субдомена — «ладонь», содержащую активный центр фермента, «пальчики» и «большой палец», прикрывающие с разных сторон «ладонь», в которой происходит матричный синтез (Huang et al., 1998; Kohlstaedt et al., 1992). Еще у субъединицы р66 есть два других субдомена — РНКза Н, которая остается не отщепленной от С-конца р66, и «связующий» субдомен, соединяющий РНКзу Н с другими тремя субдоменами в одно целое. Именно на долю «связующего» приходится бόльшая часть контактов р66 с другой субъединицей гетеродимера р51.
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Рис. 0.6. Модель структуры ОТ ВИЧ-1. Показана только субъединица р66 и положения, в которых возникают мутации при развитии лекарственной устойчивости: красным цветом – первичные мутации, синим цветом – вторичные (Quinones-Mateu and Arts, 2001).

Присоединение субстратов  к ОТ происходит в определенном порядке. Сначала присоединяется дуплекс матрица/праймер, при этом «большой палец» отклоняется от «пальчиков», что облегчает их контакт с 5’-концом матрицы (эта стадия носит название открытого комплекса). Затем происходит связывание другого субстрата — дезоксинуклеотидтрифосфата (дНТФ) — с двумя а.о. на верхушке «пальчиков» ОТ. При этом инициируется закрытие комплекса, что в свою очередь обеспечивает катализ образования фосфодиэфирной связи между новым нуклеотидом и 3’-концом праймера (Рис. 0.7.). В катализе участвуют два двухвалентных катиона Mg2+, координируемых остатками Asp-110, Asp-185  и Asp-186 активного центра фермента. Один из катионов взаимодействует непосредственно с альфа-фосфатом дНТФ, который благодаря этому атакуется кислородным атомом 3’-гидроксила праймера и таким образом присоединяется к нему. Другой катион хелатирует бета- и гамма-фосфаты дНТФ, которые затем отщепляются от дНТФ, превращаясь в побочный продукт реакции пирофосфат (Patel et al., 1995). После этого комплекс ОТ с субстратами снова открывается, позволяя высвободиться пирофосфату и присоединиться следующему дНТФ.
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Рис. 0.7. Активный центр ОТ. Закрытый комплекс образуется путем смещения «пальчиков» (вверху) по направлению к «большому пальцу» (справа внизу). Матрица и праймер изображены как палочковидные структуры, красные и синие участки поверхности белка соответствуют отрицательным и положительным потенциалам. Ионы магния представлены желтыми шарами (Huang et al., 1998).

ОТ – высоко консервативный белок, который содержит ряд участков гомологии с другими полимеразами — фрагментом Кленова ДНК-полимеразы I E.coli, РНК-полимеразой фага Т7, РНК-зависимой РНК-полимеразой 3Dpol вируса полиомиелита (Hansen et al., 1997) и полимеразами других ретровирусов (Poch et al, 1989). Эти участки получили название мотивов А, В, С, D и Е и находятся в субдоменах «пальчиков» и «ладони» . Один из этих консервативных мотивов (мотив С) принадлежит активному центру ОТ ВИЧ-1 и представляет собой последовательность YMDD в положениях с 183 по 186 а.о. В состав именно этого мотива входят остатки Asp-185  и Asp-186, играющие ключевую роль в катализе. В целом, а.о. ОТ, которые взаимодействуют с субстратами, локализуются в положениях 65, 72, 110, 113, 115, 116, 151, 160, 183—186 и 219. Они также высоко консервативны среди разных вариантов ВИЧ-1 в отсутствие селектирующего действия АРВ-препаратов. Как показано на Рис. 0.8., большинство мутаций устойчивости к ингибиторам 
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Рис. 0.8. Схема распределения в гене pol ВИЧ-1 участков возникновения мутаций лекарственной устойчивости. Координаты последовательностей представлены согласно геному НХВ2. Высокие поперечные линии показывают места возникновения первичных мутаций, низкие линии – вторичных. Зеленым цветом обозначены мутации устойчивости к ИП, синим – к НИОТ, желтым – к ННИОТ (Shafer et al., 2001).
ОТ (как нуклеозидным, так и ненуклеозидным) вызывают аминокислотные замены в субдоменах «пальчиков» и «ладони», т.е.  локализуются в 5’-области Rt, кодирующей первые 240 а.о. ОТ.

По типу влияния на жизнеспособность ВИЧ-1 мутации устойчивости к ингибиторам ОТ подразделяют на первичные и вторичные, подобно мутациям устойчивости к ИП (см. Рис. 0.6.). Однако, механизмы выработки лекарственной устойчивости к ингибиторам ОТ имеют ряд особенностей, по сравнению с таковыми в случае ИП (Quinones-Mateu and Arts, 2001). К этим особенностям относятся: (1) существование разных генетических путей, по которым накапливаются те или иные мутации, иногда взаимоисключающие друг друга; (2) гораздо меньшее количество вторичных мутаций в каждом «пути»; (3) в отличие от выработки устойчивости к ИП, накопление мутаций коррелирует с общим понижением жизнеспособности ВИЧ-1 (это характерно для терапии НИОТ); (4) более ограниченная перекрестная устойчивость, по сравнению с широкой перекрестной устойчивостью к ИП.

2.5. Нуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы (НИОТ)

НИОТ являются аналогами природных нуклеозидов, но отличаются от них отсутствием в своей структуре 3’-концевой гидроксильной группы. В связи с этим, после трифосфорилирования клеточными ферментами, эти лекарственные вещества распознаются обратной транскриптазой как обычные дНТФ и встраиваются в синтезируемые цепи ДНК. На этом, однако, синтез заканчивается, так как для образования новой фосфодиэфирной связи со следующим дНТФ необходим 3’-гидроксил предыдущего. В результате терминирования обратной транскрипции не образуется провирусная ДНК и, таким образом, инфекция клетки абортируется. 

На сегодняшний день для применения в клинической практике разрешены семь лекарственных веществ из этой группы. Аналогами тимидина являются зидовудин (AЗТ) и ставудин, аналогами цитидина — зальцитабин, эмтрицитабин и ламивудин, аналогом гуанозина — абакавир. Диданозин представляет собой аналог инозина, в организме превращаясь в дидезоксиаденозин. Существуют и другие структурные особенности у разных НИОТ. Так, АЗТ в положении 3’ несет массивную азидо-группу, а ставудин, диданозин и зальцитабин — атом водорода. Для ламивудина и абакавира характерны более объемные модификации их химической структуры, но тем не менее ОТ распознает их как естественные дНТФ.

С целью усовершенствования биодоступности конкурентных ингибиторов ОТ, в России создан фосфит АЗТ — фосфазид,— который менее токсичен, чем АЗТ (Krayevsky et al., 1998), и используется в нашей стране с 1999 г.. Кроме того, предпринимаются попытки создать фосфорилированные аналоги нуклеозидов, т.е. аналоги нуклеотидов. В 2001 г. был разрешен к применению разработанный за рубежом первый нуклеотидный аналог тенофовир, обладающий уникальной химической структурой и несущий одну фосфатную группу (цит. по Clavel, 2004).
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Рис. 0.9. Мутации устойчивости к различным НИОТ. Цифрами указано положение а.о. в первичной структуре ОТ, буквой над тяжами – дикий тип, буквой под тяжами – аминокислотная замена (Johnson et al., 2005).
2.6. Механизмы развития устойчивости к НИОТ

Все основные мутации устойчивости к НИОТ перечислены на Рис. 0.9. Выделяют два основных биохимических механизма устойчивости ВИЧ-1 к действию НИОТ, реализуемых за счет селекции разных мутаций в области Rt. Первый механизм опосредован аминокислотными заменами, которые препятствуют входу тех или иных НИОТ в активный центр ОТ, т.е. позволяют ферменту отличать их от естественных дНТФ. Второй механизм опосредован аминокислотными заменами, которые увеличивают вероятность фосфоролитического отщепления дидезокси-аналога, уже присоединенного к дочерней цепи ДНК. 

В развитии первого механизма участвуют мутации, возникающие вблизи или внутри активного центра ОТ и затрагивающие стерическую конфигурацию участка распознавания дНТФ. При этом нарушение присоединения НИОТ может быть вызвано препятствием к его аффинному связыванию с активным центром и/или препятствием к образованию новой фосфодиэфирной связи с 3’-концом праймера. 

Ярким примером является мутация M184V, определяющая устойчивость к действию ламивудина и эмтрицитабина. Она вызывает аминокислотную замену в консервативном мотиве активного центра YMDD (мотив С), рядом с остатками Asp-110, Asp-185 и Asp-186, осуществляющими распознавание и позиционирование входящего нуклеотида. Своей боковой цепью Val-184 создает стерическое препятствие для объемного атома серы, замещающего углеродный атом в 3’ положении ламивудина (Sarafianos et al, 1999; Krebs et al, 1997). Это несоответствие осложняется еще и особенностью конфигурации сахарного кольца ламивудина, которое имеет (-) энантиомерную конфигурацию, в отличие от (+) конфигурации природных нуклеотидов. Все это характерно и для эмтрицитабина, поэтому эффект мутации M184V высоко специфичен для ламивудина и эмтрицитабина; в некоторой степени он также может распространяться на абакавир и диданозину. Интересно, что мутация M184V, по-видимому, снижает устойчивость к тенофовиру и аналогам тимидина, которая вырабатывается по второму механизму (механизму фосфоролитического отщепления, см. ниже). Это может быть связано с тем, что in vitro M184V повышает точность обратной транскрипции, тем самым снижая частоту мутирования и скорость эволюции ВИЧ-1. Впрочем, клиническое значение этих открытий неясно. Возникновению мутации M184V предшествует транзиторное появление мутации M184I. Она с такой же эффективностью вызывает устойчивость к ламивудину и эмтрицитабину, но при этом серьезно нарушает ферментативную активность ОТ и репликативную способность вируса. Это объясняет, почему мутация M184I быстро сменяется мутацией M184V (Clavel F, 2004).

Другим примером развития устойчивости по механизму нарушения встраивания НИОТ является эффект мутации Q151M, вызывающей устойчивость ВИЧ-1 ко всем НИОТ, кроме ламивудина и тенофовира. Gln-151 принадлежит другому высоко консервативному мотиву обратных транскриптаз LPQG (мотив В), находящемуся рядом с участком связывания дНТФ. Замена этого а.о. на метионин значительно снижает чувствительность ОТ ВИЧ-1 к дидезоксинуклеотидам, но ценой понижения ее полимеразной активности на 30% (Ueno et al, 1995). Вслед за Q151M, при продолжении воздействия НИОТ, в организме пациента последовательно селектируются еще четыре мутации в гене ОТ: F116Y, F77L, V75I и A62V. Это сопровождается не только дальнейшим снижением чувствительности фермента к НИОТ (Ueno et al, 1995), но также улучшением репликативной способности ВИЧ-1 in vitro (Kosalaraksa et al, 1999) и ростом вирусной нагрузки ВИЧ-1 in vivo (Shirasaka et al, 1995 PNAS). Интересно отметить, что а.о. Phe-116 тоже принадлежит высококонсервативному мотиву полимераз (мотив А) и соседствует с остатком Tyr-115, который, по-видимому, играет ключевую роль в распознавании рибонуклеотидов от дезоксирибонуклеотидов (Tantillo et al., 1994). 

Как и в случае с мутацией M184V, приобретение вирусом мутации Q151M происходит через стадию предшествующей замены — Q151K, — которая негативно сказывается на репликативной способности ВИЧ-1 и практически никогда не выявляется in vivo (Kosalaraksa et al, 1999). Очевидно, в связи с этим селекция Q151M и четырех ассоциированных с ней вторичных мутаций — относительно редкое явление, составляющее менее 5% от случаев устойчивости к НИОТ (Clavel, 2004).

В результате биохимических исследований механизма катализа ОТ, несущей Q151M-комплекс, установлено, что, в отличие от рассмотренной выше мутации M184V, Q151M-комплекс помогает распознать дидезоксинуклеотид не на этапе его аффинного взаимодействия с активным центром фермента, а уже на этапе образования фосфодиэфирной связи с праймером. Это распознавание осуществляется за счет формирования сети водородных связей между «мутантными» а.о. Met-151 и Tyr-116 и 3’-гидроксилом дНТФ, а, поскольку последний отсутствует у НИОТ, стабильность комплекса ослабевает (Deval et al., 2002). 

На этом же этапе действует мутация K65R, определяющая устойчивость к тенофовиру и также возникающая вместе с другими мутациями в ответ на действие всех НИОТ, кроме АЗТ. Эта замена обеспечивает специфическую дестабилизизацию бета- и гамма-фосфатов дидезоксинуклеотидов, но не дНТФ (Selmi et al, 2001; Wainberg, et al., 1999).  

Второй основной механизм развития устойчивости ВИЧ-1 к НИОТ заключается в том, что нуклеозидный аналог успешно встраивается в дочернюю цепь ДНК, но после этого подвергается отщеплению от нее посредством пирофосфоролиза. Этим механизмом опосредован эффект наиболее известных и часто встречающихся мутаций устойчивости к НИОТ: M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F, K219Q/E. В англоязычной литературе для них принято широко используемое сокращение NAM («nucleoside analogue mutations»), которое пришло на смену более раннему сокращению ТАМ («thymidine analogue mutations»). Это связано с тем, что сначала считалось, что мутации этой группы специфичны для устойчивости к АЗТ — они часто выявлялись у пациентов, не ответивших на терапию АЗТ (Larder et al., 1989; Richman, 1990). Затем их стали обнаруживать у пациентов, никогда не принимавших АЗТ, но в чью схему лечения входил ставудин (Pellegrin et al., 1999). В дальнейшем было показано, что in vivo NAM вызывают перекрестную устойчивость ВИЧ-1 к воздействию диданозина, абакавира и, в меньшей степени, тенофовира, хотя первичное появление их непосредственно в ответ на терапию этими препаратами не зарегистрировано (цит. по: Clavel, 2004). Это означает, что для их первичной селекции, по-видимому, действительно необходимы аналоги тимидина. 

NAM склонны накапливаться в геноме ВИЧ-1, причем накопление их при монотерапии АЗТ идет по одному из двух путей. Первый путь, как правило, включает последовательную селекцию мутаций T215Y, M41L и L210W. Второй путь — последовательную селекцию мутаций K70R, K219Q, T215F и D67N (Kuritzkes, 2004). При этом первый путь встречается чаще, вызывает устойчивость к АЗТ высокого уровня и более высокую перекрестную устойчивость к другим НИОТ, включая тенофовир и абакавир, чем второй путь (Miller and Larder, 2001). Необходимо отметить, что, хотя эти пути признаны классическими, разные авторы приводят их с некоторыми вариациями. Например, в одном из вариантов мутация D67N принадлежит первому, а не второму, пути (Clavel, 2004; Hanna et al., 2000; Yahi et al., 1999). В другом варианте авторы провели ретроспективный анализ последовательностей гена pol, полученных от 364 ВИЧ-инфицированных пациентов, получавших монотерапию АЗТ. В результате было построено вероятностное дерево, которое подразумевает, что мутация T215F, как и мутация T215Y, относится к первому пути, а не ко второму (Beerenwinkel et al., 2005). В любом случае, отмечается, что мутации T215F/Y и/или, K70R как правило, селектируются в первую очередь. Кроме того, при использовании комбинации НИОТ, а не монотерапии АЗТ, пути развития лекарственной устойчивости ВИЧ-1 могут усложняться, включая появление других мутаций (Beerenwinkel et al., 2005).

Особенностью механизма, включающего процесс отщепления нуклеозидного аналога от дочерней ДНК-цепи, является его энергозависимость. Это стало ключевым моментом в открытии этого механизма, произошедшего при исследовании активности рекомбинантной ОТ, содержащей типичные NAM. Вопреки ожиданиям, такой фермент in vitro оказался не способен осуществлять матричный синтез в присутствии трифосфата АЗТ. Лекарственная устойчивость фермента проявилась лишь после введения в систему пирофосфата или АТФ. Интересно, что с реализацией этого механизма устойчивости связано и другое противоречие между данными экспериментов in vitro и клиническими показателями: при фенотипировании чувствительности изолятов ВИЧ-1, несущих NAM, к ставудину, диданозину и тенофовиру результирующее значение устойчивости обычно занижено, тогда как клинические признаки (вирусная нагрузка) говорят о высоких значениях устойчивости к этим препаратам (Clavel, 2004). Этот эффект связывают с тем, что молекулы ставудина, диданозина и тенофовира значительно меньше, чем молекула АЗТ и им легче избежать пирофосфоролиза. Это, однако, в большей степени проявляется в культуре клеток, чем в организме больного, ввиду биохимических особенностей перевиваемых линий клеток (Clavel, 2004; Meyer et al., 2000).

 Известен еще один вид мутаций устойчивости к НИОТ — вставки сериновых остатков между 69-ым и 70-ым а.о. ОТ (или между 68-ым и 69-ым, в зависимости от способа выравнивания последовательностей). Обычно вставка представляет собой последовательность из двух остатков серина (de Jong et al., 1999), но описаны и большие вставки, до шести сериновых а.о. (Masquelier et al, 2001). Мутации этого типа встречаются лишь в присутствии других мутаций устойчивости (обычно, как минимум, замен T215Y и D67E/G/S) и не инициируют эволюцию лекарственной устойчивости, поскольку сами по себе не оказывают значительного влияния на фенотип вируса. Напротив, они появляются поздно, вслед за накоплением нескольких NAM, и значительно усиливают NAM-опосредованную перекрестную устойчивость к НИОТ, действуя по тому же биохимическому механизму, что и NAM. Для мутантов, содержащих вставки в 69-ом положении ОТ, характерна высокая вирусная нагрузка в присутствии нуклеозидных аналогов. Тем не менее, при отмене препаратов, они быстро, в течение одного месяца, уступают место вирусу дикого типа, что говорит об их репликативном дефекте (Lukashov et al., 2001). Возможно, поэтому частота встречаемости вставок в 69-ом положении невелика — менее 2% от всех устойчивых к НИОТ вирусов (Clavel, 2004).

2.7. Ненуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы (ННИОТ)

Ненуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы (ННИОТ) были открыты в результате скрининга потенциальных АРВ-препаратов в культуре клеток. Эти соединения обладают высоким сродством к гидрофобному карману ОТ, который находится рядом с активным центром фермента. При связывании с ОТ они ингибируют ее аллостерически, вызывая смещение остатков аспартата, участвующих в катализе, относительно активного центра (Esnouf et al., 1995; Kohlstaedt and Steitz, 1992; Spence et al., 1995). Все три применяемых в клинике препарата — невирапин, делавирдин и эфавиренц — взаимодействуют с одним и тем же участком ОТ и обладают одним и тем же механизмом действия. Необходимо заметить, что они не эффективны против ВИЧ-2 и против вариантов ВИЧ-1 группы О (Descamps et al., 1997, Quinones-Mateu and Arts, 2001). 

2.8. Механизмы развития устойчивости к ННИОТ

Большинство мутаций устойчивости к ННИОТ затрагивают аминокислотные остатки в гидрофобном кармане ОТ, которые напрямую взаимодействуют с ингибитором. Редко могут селектироваться и мутации, опосредованно влияющие на это взаимодействие. По своей локализации мутации устойчивости к ННИОТ могут быть подразделены на три группы. К первой группе относятся мутации L100I, K103N, V106A и V108I, ко второй — Y181C, Y188L/C/H и G190A/S, к третьей — реже встречающиеся мутации P225H, M230L и P236L, последняя из которых отвечает за устойчивость к делавирдину. Первые две группы располагаются на двух противоположных сторонах ННИОТ-связывающего кармана, которые выполнены большей субъединицей ОТ р66. Третья группа принадлежит субъединице р51 (Clavel, 2004).

Особенностью возникновения устойчивости к ННИОТ является то, что единичная замена в участке связывания ингибитора может вызвать устойчивость высокого уровня, часто перекрестную. Кроме того, резистентность может развиться очень быстро, если ННИОТ назначают в качестве монотерапии или в условиях неполного подавления репликации ВИЧ-1. Это свидетельствует о высокой вероятности предсуществования минорных популяций резистентных квазивидов внутри организма инфицированного человека и связано, по-видимому, с тем, что мутации устойчивости к ННИОТ, напрямую не изменяя структуру активного центра ОТ, нейтральны в отношении жизнеспособности ВИЧ-1 (Quinones-Mateu and Arts, 2001).

Поскольку структуры у разных ННИОТ слегка различаются, эти препараты первично вызывают селекцию не одних и тех же мутаций. Не смотря на это, большинство мутаций опосредуют перекрестную резистентность. Например, мутации K103N и Y188L, чаще всего возникающие в ответ на терапию эфавиренцем, вызывают перекрестную устойчивость высокого уровня ко всем ННИОТ. Наиболее выраженная перекрестная устойчивость характерна для вирусов, несущих более одной мутации из следующих трех: L100I, G190A или V106A (Clavel, 2004). В отличие от них, мутация Y181C, первично селектируемая невирапином, вызывает лишь незначительную перекрестную устойчивость к эфавиренцу. Однако это обстоятельство теряет свою клиническую значимость, потому что у таких пациентов, выработавших Y181C в ответ на невирапин, смена терапии на эфавиренц практически всегда ведет к быстрому развитию резистентности, опосредованной мутацией K103N. В данном случае, впрочем, было показано, что K103N-содержащие варианты ВИЧ-1 предсуществовали в популяции вируса в виде минорных квазивидов (Shulman et al., 2000).
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Рис. 0.10. Мутации устойчивости к различным ННИОТ. Цифрами указано положение а.о. в первичной структуре ОТ, буквой над тяжами – дикий тип, буквой под тяжами – аминокислотная замена в протеазе (Johnson et al., 2005). 

Одна из выгодных особенностей невирапина и эфавиренца - их долгий период полужизни в плазме крови - обращается в минус, когда их применяют разово или короткими курсами. При отмене препарата уровень их содержания в плазме снижается медленно, что дает вирусной популяции время выработать устойчивость под воздействием субингибиторных концентраций лекарства. У ВИЧ-инфицированных рожениц, которым в порядке химиопрофилактики вертикального пути передачи разово назначают невирапин, это явление ведет к отбору устойчивых вариантов ВИЧ-1 в 20% случаев (Eshleman and Jackson, 2002). Интересно отметить, что наиболее часто обнаруживаемая при этом мутация — K103N, а не Y181C, определяющая резистентность к невирапину, когда его применяют долгосрочно.

2.9. Влияние клеточного иммунного ответа на вариации гена pol ВИЧ-1
Для более полного понимания механизмов эволюции гена pol и, в частности, развития лекарственной устойчивости ВИЧ-1, необходимо принимать во внимание, что АРВ-терапия является не единственным фактором отбора, действующим на популяцию вируса и влияющим на вариации гена pol. Существует другая, более древняя сила, способная направлять изменчивость этой области вирусного генома, - клеточный иммунный ответ, - и она может так или иначе взаимодействовать с фактором отбора в виде АРВ-терапии. Согласно международной иммунологической базе данных ВИЧ-1, представленной на Интернет-сайте Национальной лаборатории Лос-Аламоса, США (http://hiv-web.lanl.gov), продукты гена pol ВИЧ-1 содержат и антигенные детерминанты, распознаваемые цитотоксическими Т-лимфоцитами (ЦТЛ), и антигенные детерминанты, распознаваемые Т-хелперами. Наиболее интенсивно изучались первые, что было вызвано открытием важности ЦТЛ-ответа в контроле ВИЧ-инфекции. 

Данные, подтверждающие ключевую роль ЦТЛ в подавлении ВИЧ-инфекции, представлены, как минимум, тремя группами наблюдений: (1) анти-ВИЧ ЦТЛ определяются у людей, часто подвергавшихся риску заражения ВИЧ-1, но оставшихся неинфицированными; (2) ВИЧ-инфицированные лица, у которых инфекция долго не прогрессирует к СПИДу, обнаруживают сильный и разнообразный анти-ВИЧ цитотоксический ответ; (3) в ходе острой ВИЧ-инфекции появление анти-ВИЧ ЦТЛ предшествует резкому снижению виремии (цит. по: Mason et al., 2004). Показана также возможность «ускользания» ВИЧ-1 от действия Т-клеточного ответа in vivo, которое основано на селекции вирусом аминокислотных замен в ЦТЛ-эпитопах и приводит к существенному ослаблению цитотоксического ответа, направленного на эти эпитопы. В частности, явление ускользания было показано и для эпитопа ILKEPVHGV, называемого IV9, принадлежащего полипептидной цепи ОТ (а.о. с 309 по 317) и представляемого молекулами HLA-A*0201 (Jamieson et al., 2003). 

Среди всех белков ВИЧ-1 продукты гена pol занимают важное место в количестве сосредоточенных в них эпитопов и интенсивности направленного на них ЦТЛ-ответа. При исследовании специфичности ЦТЛ-ответа у 46 пациентов на ранних стадиях ВИЧ-инфекции (в среднем по истечении 13 месяцев после сероконверсии) анти-Pol цитотоксический ответ уступал по распространенности только анти-Nef и анти-Gag ответам, хотя именно последний, по-видимому, был единственно эффективнным в поддержании низкой вирусной нагрузки ВИЧ-1 (Masemola et al., 2004). При этом из всех Pol-полипептидов самой сильной способностью активировать ЦТЛ обладали полипептиды, соответствующие участкам срединной и С-концевой области ОТ (с 254 по 432 а.о.) и области РНКзы Н. Индуцируемая ими ЦТЛ-активность составляла 9,6% от суммарной ЦТЛ-активности, специфически направленной к продуктам всех девяти изученных областей генома ВИЧ-1 (авторы приводят кумулятивные величины, т.е., по-видимому, величины по всей выборке пациентов). В целом, ЦТЛ памяти, специфические к продуктам гена pol, обнаруживаются у 78% ВИЧ-инфицированных лиц (Haas et al., 1998). При этом у пациентов, сохраняющих иммунокомпетентность, чаще встречались ЦТЛ, специфические к ОТ, чем ЦТЛ, специфические к протеазе или интегразе, а наиболее иммуногенной областью ОТ оказывался участок с 209 по 359 а.о. У пациентов на продвинутых стадиях ВИЧ-инфекции не было обнаружено различий в частоте встречаемости ЦТЛ, специфических к тем или иным областям Pol-полипептида (там же).

Представляет интерес изучение взаимовлияния двух действующих на продукты гена pol сил – АРВ-терапии и цитотоксического иммунного ответа. Как показано на Рис. 0.11., большинство участков возникновения мутаций лекарственной устойчивости перекрывается с некоторыми ЦТЛ-эпитопами, представляемыми продуктами часто встречающихся аллелей HLA. Mason и соавт. исследовали, как влияют мутации лекарственной устойчивости на способность ЦТЛ распознавать эпитопы, в которых эти мутации возникают (Mason et al., 2004). В результате авторы обнаружили, что характер влияния мутаций устойчивости на антигенные свойства эпитопов зависит от конкретного эпитопа и молекул HLA первого класса, которые его представляют. Так, HLA-A2-рестрицированный эпитоп PR 76-84 и HLA-B35-рестрицированный эпитоп RT 107-115 (обозначения эпитопов приведены согласно Рис. 0.11.) обнаруживали полную перекрестную реактивность со своими мутантными аналогами, т.е. распознавались ЦТЛ в одинаковой степени независимо от того, была ли в них мутация или нет. По-другому вел себя HLA-A3-рестрицированный эпитоп RT 33-41: он распознавался гораздо лучше, если в нем присутствовала мутация M41L – одна из вторичных [image: image6.jpg]HIV-1 polymerase (HXB2)
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Рис. 0.11. Эпитопы, перекрывающиеся с участками возникновения мутаций лекарственной устойчивости в гене pol ВИЧ-1 (Mason et al., 2004).
мутаций устойчивости к НИОТ. Более того, он, в отличие от своего аналога дикого типа, был иммуногенен in vitro и в большей степени, чем дикий тип, проявлял иммуногенность in vivo. Об этом авторы делают вывод на основании того, что сильный ЦТЛ-ответ, направленный специфически против эпитопа RT 33-41 c мутацией M41L, определялся даже у пациента, у которого данная мутация не детектировалась ни во время исследования, ни в предыдущие шесть лет наблюдения, хотя подозревалась в минорной популяции вирусов. Интересно, что этот феномен не был характерен для того же эпитопа, представляемого в контексте HLA-A2 – в этом случае зарегистрирована одинаковая реактивность ЦТЛ с мутантным и «диким» эпитопом. Обнаруженное явление селекции под воздействием АРВ-препаратов более иммуногенных ЦТЛ-эпитопов позволило авторам предложить идею новой терапевтической стратегии, при которой назначению АРВ-терапии предшествовал бы этап иммунизации такими пептидами, включающими мутации устойчивости. После этого, предположительно, вирус окажется «между двух огней»: вырабатывая лекарственную устойчивость, он попадет под более сильный цитотоксический ответ, а ускользая от последнего, станет более чувствительным к АРВ-препаратам.

Однако, данный пример разнонаправленного действия АРВ-терапии и клеточного ответа в отношении селекции устойчивых вариантов вируса является, по-видимому, единственным. В цитируемой статье Mason и соавт. описали противоположный пример, когда влияние этих факторов однонаправленно: HLA-B44-рестрицируемый эпитоп RT 203-212 дикого типа распознавался ЦТЛ более эффективно, чем его аналог, содержащий мутацию L210W. В другом исследовании, при котором был открыт HLA-А2-рестрицируемый эпитоп в протеазе LVGPTPVNI (а.о. с 76 по 84), также обнаружено, что он вызывает более сильную активацию ЦТЛ и связывается с их рецепторами с более высокой аффинностью, чем его аналог, содержащий мутацию V82A (Karlsson et al., 2003; в отличие от этого же эпитопа, исследованного в работе Mason и соавт., в данном случае обсуждается другая мутация). Поэтому высказывается предостережение, что мутации в таких эпитопах будут благоприятствовать одновременно и лекарственной устойчивости ВИЧ-1, и ускользанию его от цитотоксического ответа. Несмотря на эту гипотетическую возможность, экспериментального подтверждения факта ускользания ВИЧ-1 от действия ЦТЛ в этих работах не получено. Напротив, у пациентов, обнаруживающих сильный ЦТЛ-ответ на эпитопы дикого типа, изучаемые мутации не выявлялись, даже при наличии соответствующих факторов отбора в виде АРВ-терапии.

Одной из причин сохранения дикого типа рассматриваемых эпитопов при воздействии на них клеточного иммунного ответа может быть относительная недостаточность последнего, даже при признаках сильной специфической активации ЦТЛ, регистрируемых in vitro. Выше мы отмечали, что наиболее значимые Т-клеточные антигенные детерминанты полипептида Pol сосредоточены ближе к С-концевой области ОТ. Поэтому эпитопы N-концевой области Pol, в которых возникают мутации лекарственной устойчивости ВИЧ-1, могут в реальности не играть определяющей роли в эволюции ВИЧ-1, направленной в сторону ускользания от клеточного иммунного ответа. 

Кроме того, необходимо отметить, что само ускользание ВИЧ от воздействия анти-ВИЧ специфических ЦТЛ, опосредованное мутациями в эпитопах, происходит не так быстро и однозначно, как, например, эволюция развития устойчивости ВИЧ-1 к АРВ-препаратам. Впервые это явление удалось экспериментально подтвердить лишь спустя шесть лет после первых сообщений о важности ЦТЛ в контроле инфекции, на модели вируса иммунодефицита обезьян in vivo (Allen et al., 2000). По-видимому, приобретение вирусом мутаций ускользания от ЦТЛ-ответа – долгий процесс, зависящий, возможно, от многих факторов иммунопатогенеза ВИЧ-инфекции. Так, Jamieson и соавторы смогли обнаружить накопление аминокислотных замен в эпитопах SL9 (p17) и IV9 (ОТ, см. выше) и соответствующее ему ослабление ЦТЛ-ответа лишь при долгосрочном наблюдении ВИЧ-инфицированных пациентов, через 3,5—7,5 лет после сероконверсии в зависимости от пациента (Jamieson et al., 2003). Это говорит о том, что положительный эффект этих мутаций для репликации вируса ничтожно мал. Действительно, существует ряд данных, указывающих на то, что мутации ускользания снижают репликативную способность ВИЧ-1 (Smith, 2004). Об этом свидетельствуют также сообщения о реверсии мутаций ускользания ВИЧ-1 к дикому типу при передаче таких мутантных вариантов вируса в организм другого человека, в котором данный эпитоп не может быть представлен из-за отсутствия презентирующих его молекул HLA первого класса (Smith, 2004). 

Однако существующие данные об отрицательном влиянии  мутаций ускользания от ЦТЛ-ответа на репликативную способность вируса отражают лишь свойства тех эпитопов, которые активно изучаются. Тем не менее, необходимо принять во внимание, что практически все изучаемые Т-клеточные эпитопы относительно консервативны, т. е. кодируются консервативными участками вирусного генома. Эта ситуация, возможно, не вполне отвечает биологической реальности и обусловлена двумя обстоятельствами. Во-первых, в задачи большинства научных работ входит исследование именно консервативных эпитопов ввиду перспектив создания вакцин, направленных на генетически различные варианты вируса. Во-вторых, существует методологическая проблема, которая заключается в том, что в процессе экспериментального поиска новых эпитопов вируса, по-видимому, гораздо легче выявить консервативные, т. е. соответствующие структуре заранее синтезированного пептида эпитопы, тогда как вариабельные остаются неизвестными (Walker and Korber, 2001). В связи с этим становится понятно, что изучаемые мутации в структуре консервативных, а значит, биологически важных, участков вирусных белков, даже если они «скрывают» вирус от иммунной системы, скорее всего, будут отрицательно сказываться на его репликации. В то же время, то, насколько эти эпитопы определяют направленность доминирующего ЦТЛ-ответа в организме конкретного ВИЧ-инфицированного, представляется неясным. Чтобы выяснить этот вопрос, необходимо картирование эпитопов и изучение их антигенных свойств с помощью аутологичных последовательностей ВИЧ-1. Это, в частности, позволит  лучше понять закономерности изменчивости ВИЧ-1, обусловленные его взаимодействием с иммуной системой.

ГЛАВА 3. ЛЕКАРСТВЕННАЯ УСТОЙЧИВОСТЬ ВИЧ-1 В КОНТЕКСТЕ ГЕНЕТИЧЕСКОГО РАЗНООБРАЗИЯ ЦИРКУЛИРУЮЩИХ ВАРИАНТОВ ВИРУСА

В предыдущих главах мы рассмотрели основные закономерности, которым подчиняется микроэволюция ВИЧ-1, или развитие популяции вируса в отдельно взятом организме инфицированного человека. Они, по-видимому, определяются тенденцией вируса повышать репликативную способность и одновременной необходимостью приспосабливаться к изменениям окружащей среды, что часто препятствует сохранению репродуктивного потенциала вирусной популяции на прежнем уровне. Из факторов отбора, влияющих на изменчивость гена pol, нами были последовательно рассмотрены АРВ-терапия и клеточный иммунный ответ, которые в отношении отбора одних мутаций действуют разнонаправленно, а в отношении других – однонаправленно. Необходимо подчеркнуть, что при описании механизмов развития лекарственной устойчивости мы были соредоточены на классических закономерностях, обнаруженных в основном на примере наиболее изученных вариантов ВИЧ-1 подтипа В. В настоящей главе мы добавим к рассмотрению еще одну составляющую вариаций гена pol, которая обусловлена не текущими изменениями в геноме вируса, а особенностями, «доставшимися» ему от его «предков». Эти особенности могут быть предопределены филогенетически (подтипом ВИЧ-1) или отражать недавнюю эволюцию вируса в организме предыдущих хозяев, ярким примером чему служат многочисленные данные о передающейся лекарственной устойчивости ВИЧ-1.

3.1. Происхождение и генетическое разнообразие ВИЧ-1

К настоящему моменту известно два разных вируса иммунодефицита человека – ВИЧ первого типа и ВИЧ второго типа (ВИЧ-2). Оба вируса принадлежат к семейству лентивирусов и родственны вирусам иммунодефицита обезьян (SIV), но отличаются друг от друга происхождением, рядом генетических особенностей, патогенностью (инфекция ВИЧ-2 характеризуется более длительным и мягким течением) и степенью распространенности в мире (ВИЧ-1 вызвал пандемию, тогда как ВИЧ-2 эндемичен лишь для западной Африки). На сегодняшний день очевидно, что инфекции ВИЧ-1 и ВИЧ-2 – антропозоонозы, и эпидемии, вызванные этими вирусами, представляют собой результат нескольких актов межвидовой трансмиссии, произошедших в Африке (Beer et al., 2000). Известно, что «животным предком» ВИЧ-2 стал вирус SIVsm, распространенный среди дымчатых мангобеев и некоторых видов макак. Ближайший родственник ВИЧ-1 – это SIVcpz, встречающийся в животном мире только у шимпанзе Pan troglodytes и передавшийся человеку, вероятнее всего, от них (цит. по: Sharp et al., 2001). Интересно отметить, что сам SIVcpz, по-видимому, имеет рекомбинантное происхождение – структура его генома мозаична и содержит в себе последовательности, принадлежащие по крайней мере двум видам SIV, обнаруживаемым среди мелких обезьян. Так, по последовательности гена pol вирус SIVcpz оказывается ближе всего к вирусу SIVrcm, характерному для воротничковых мангобеев, а по гену env – к вирусу мартышек вида Cercopithecus nictitans (Bailes et al., 2003). Представляет интерес большое разнообразие вариантов ВИЧ-1, к которому привела его эволюция среди людей. Филогенетический анализ позволяет различить в ВИЧ-1 три больших кластера, называемых группами «M», «N» и «O». На сегодняшний день лучше всего аргументирована гипотеза, согласно которой они произошли в результате трех независимых случаев передачи SIVcpz от шимпанзе к человеку (цит. по: Sharp et al., 2001). При этом тот из из них, что привел к образованию основной группы – группы М, - по-видимому, произошел в первой половине ХХ века. Наиболее обоснованной оценочной датой возникновения родоначальника группы М ВИЧ-1 является 1931 г., с доверительным интервалом между 1915 и 1941 гг. (Korber et al., 2000). В дальнейшем варианты ВИЧ-1 именно этой группы широко распространились по всему земному шару, дивергировав на девять генетических подтипов: A, B, C, D, F, G, H, J и K (в подтипе А выделяют субкластеры А1 и А2 (Gao et al., 2001), в F – F1 и F2). Варианты ВИЧ-1 групп О и N по-прежнему эндемичны лишь для отдельных областей Африки. Стоит заметить, что подавляющее большинство подтипов группы М образовалось, по-видимому, тоже еще в Африке, где наблюдается наибольшая генетическая гетерогенность ВИЧ-1, и только место возникновения подтипа В относят к странам Западного мира. Это случилось, по-видимому, в результате так называемого эффекта основателя, вызванного проникновением малой популяции предшественников подтипа В (принадлежащих подтипу D) в генетически новую для них среду, что вызвало резкое смещение частоты мутаций в их популяции и привело к образованию нового подтипа (Cornelissen et al., 1997). Кроме «чистых» подтипов, среди вариантов ВИЧ-1 группы М описано 11 циркулирующих рекомбинантных форм (CRF). Они представляют собой вирусы с мозаичной структурой генома и обозначаются соответственно названиям подтипов, последовательности которых им принадлежат, например CRF01_AE, CRF02_AG, CRF03_AB. 

Самыми распространенными на земном шаре являются вирусы подтипа С. В странах Центральной Африки обнаружены представители всех подтипов ВИЧ-1, однако доминирующими там являются вирусы подтипов А и С. В странах Западной Европы и Северной Америки, в Австралии и Японии, напротив, преобладает подтип В, а в странах Юго-Восточной Азии и Тайланде наибольшее распространение получила рекомбинантная форма CRF01_A/Е (цит. по: Казеннова и Бобков, 2001). В литературе отсутствуют достоверные данные о повышенной патогенности какого-либо подтипа для человека. Также нет данных о связи определенных подтипов ВИЧ-1 со способом передачи вируса, несмотря на то, что некоторые подтипы доминируют в определенных группах риска (например, подтип В – среди мужчин, заражающихся в результате половых контактов с мужчинами). Согласно принятой точке зрения, распределение подтипов ВИЧ-1 в конкретной популяции людей зависит от соотношения в ней групп риска, подверженных инфицированию, и от того, какие варианты ВИЧ-1 в этих группах риска преобладают (см., например, Ладная, 2000). В мире распространение подтипов ВИЧ-1 направляется такими факторами, как активность иммиграционных процессов, экономических и политических связей между государствами. Обзор развития эпидемии ВИЧ-инфекции в странах бывшего СССР, приведшей к доминированию в нашей стране генетически особого варианта ВИЧ-1 подтипа А, приведен в Главе 4.

3.2. Полиморфизм гена pol в отсутствие антиретровирусных препаратов

Прежде чем перейти к вопросу о влиянии генетического подтипа ВИЧ-1 на развитие лекарственной устойчивости под воздействием АРВ-терапии, необходимо рассмотреть, как различаются между собой последовательности гена pol и первичные структуры  кодируемых им белков у вариантов ВИЧ-1 разных подтипов в отсутствие АРВ-препаратов. Ген pol – самый консервативный ген ВИЧ-1, что обусловлено биологической важностью кодируемых им ферментов и обеспечивается высоким давлением негативного отбора на эту область генома (значения соотношения dS/dN много больше единицы (Cornelissen et al., 1997)). Несмотря на это, генетические дистанции между разными подтипами в этой области генома вируса могут достигать 10-15%, и это позволяет дискриминировать по гену pol одни подтипы ВИЧ-1 от других с помощью методов филогенетического анализа (цит. по Kantor and Katzenstein, 2003). Внутри одного подтипа генетические дистанции тоже могут быть высоки, варьируя в пределах от 0 до 9% в области pro и от 1 до 8% в области Rt. В среднем у подтипа В они составляют 3-4% как в той, так и в другой области (Shafer et al., 2001) и, по-видимому, зависят от давности проникновения вируса в исследуемую популяцию людей. Например, у вариантов ВИЧ-1 подтипа С, выделенных в Индии, Бразилии и Ботсване они в среднем составляют 3,7%, 4,5% и 5,6% (Soares et al., 2003; Bussmann et al., 2005). 

Что касается аминокислотных последовательностей протеазы и ОТ, то сначала был изучен их полиморфизм у ВИЧ-1 подтипа В. Это было вызвано тем, что изучение изменчивости гена pol ВИЧ-1, даже у нелеченных АРВ-препаратами людей, в основном направлялось задачами, связанными с исследованием механизмов развития лекарственной устойчивости. А работы эти проводились активнее всего в индустриально развитых странах, где они были актуальны по причине раннего внедрения АРВ-терапии, по сравнению с другими странами. В то же время там доминировал подтип В ВИЧ-1, который из-за этого и стал наиболее изучаемым подтипом вируса. В связи с этим, при обозначении аминокислотных замен за «классическую» последовательность ВИЧ-1 дикого типа часто принимают консенсус ВИЧ-1 подтипа В. Консенсусом аминокислотных последовательностей называется последовательность аминокислотных остатков, каждый из которых в определенном положении первичной структуры белка принадлежит большинству последовательностей данного подтипа, полученных от не принимавших АРВ-препараты людей. Полиморфизмом чаще всего называют отличие исследуемых последовательностей (также полученных от не принимавших АРВ-препараты людей) от консенсуса их подтипа. При этом рассчитывают процент встречаемости каждой аминокислотной замены среди последовательностей данного подтипа и к полиморфным положениям относят те, замены в которых встречаются более чем в 1% случаев (Kantor and Katzenstein, 2003). На Рис. 0.12. приведены последние данные о полиморфизме структуры протеазы и ОТ ВИЧ-1 подтипа В (Rhee et al., 2006). 

Когда стали изучать полиморфизм протеазы и ОТ других подтипов, выяснилось, что разные подтипы ВИЧ-1 в этих областях генома различаются между собой по самим консенсусам (Kantor and Katzenstein, 2003). Несмотря на это, отличия консенсуса каждого подтипа от консенсуса подтипа В принято условно рассматривать как мутацию и обозначать так, как если бы она произошла в типичной последовательности подтипа В. Одним из примеров тому является 36-ое положение протеазы: у консенсуса подтипа В в нем находится остаток метионина, но в редких случаях возникает замена на изолейцин, обозначаемая M36I. В то же время, именно изолейцин характерен для консенсусов этого положения протеазы всех остальных генетических подтипов ВИЧ-1 (Cornelissen et al., 1997; Kantor and Katzenstein, 2003; Rhee et al., 2006) (см. Рис. 0.12.) и, по-видимому, принадлежал исходному варианту ВИЧ-1 группы М. Тем не менее, для унификации номенклатуры мутаций ВИЧ-1 исторически принят подход первичности подтипа В, и этим объясняется, почему частота встречаемости «мутации M36I» среди, например, последовательностей подтипа А составляет 99%. Интересно, что этот случай не единственный, о чем говорит ряд высоких столбцов на диаграммах, отражающих полиморфизм подтипов А и С (Рис. 0.12.), и что для многих положений а.о., по которым отличаются консенсусы подтипов ВИЧ-1, внутри своего подтипа полиморфизм не характерен. Более того, эти а.о. в большинстве своем являются общими у консенсусов разных не-В подтипов, из чего можно заключить, что в реальности «мутантным» вариантом ВИЧ-1, дивергировавшим от других, является именно подтип В. В связи с этим сложившаяся ситуация, при которой его консенсус рассматривается как дикий тип, а особенности других подтипов - как мутации, является парадоксальной и должна осознаваться только как условная.

Необходимо отметить, что, помимо отличий в консенсусах, генетические подтипы ВИЧ-1 различаются по частоте встречаемости замен, определенной внутри подтипа, а также по их локализации и виду. Наиболее полная база данных, где можно узнать частоту встречаемости каждой аминокислотной замены в каждом положении протеазы и ОТ, в зависимости от подтипа ВИЧ-1, приведена на Интернет-странице Стэнфордского Университета, Калифорния, США (http://hivdb.stanford.edu). Из общих закономерностей можно отметить, что степень полиморфизма того или иного участка первичной структуры белка находится в обратной зависимости от биологической важности этого участка. Так, а.о. протеазы, принимающие участие во взаимодействии с субстратом и локализующиеся в положениях 8, 23, 25-27, 28–30, 32, 47-53, 80, 82 и 84, в большинстве своем высоко консервативны между и внутри подтипов ВИЧ-1 в отсутствие АРВ-препаратов. Исключение составляет положение 82: замена V82I в нем встречается в последовательностях подтипа B (1%), С (9%), F(9%), и у подтипа G она принадлежит консенсусу. А.о. обратной транскриптазы, которые взаимодействуют с субстратами, локализуются в положениях 65, 72, 110, 113, 115, 116, 151, 160, 183—186 и 219 и ни один из них не полиморфен в отсутствие АРВ-препаратов (Kantor and Katzenstein, 2003; Rhee et al., 2006). 

Наибольшее внимание обращает на себя полиморфизм в положениях, мутации в которых так или иначе связаны с лекарственной устойчивостью у ВИЧ-1 подтипа В. Прежде всего, к ним относятся положения 10, 20, 36, 63, 71, 77 и 93 протеазы, - изначально мутации в этих положениях были описаны как вторичные мутации, связанные с устойчивостью ВИЧ-1 подтипа В к ингибиторам протеазы. Из положений, мутации в которых связаны с устойчивостью к НИОТ, полиморфизм отмечается в 69-ом (6% у подтипа F), 75-ом (2% в рекомбинантной форме CRF01_AE) и 118-ом (5% у подтипа А, 2% - у В и 6% - у D) положениях ОТ. Что касается полиморфизма в положениях, важных в формировании устойчивости к ННИОТ, то он наблюдается в 98-ом (подтипы B, C, G), 106-ом (подтип G, CRF01_AE и CRF-2_AG) и 179-ом (подтипы B, C, D, F, G и форма CRF02_AG) положениях ОТ, а изолейцин в 179-ом положении ОТ принадлежит консенсусу подтипа А. Таким образом, природная изменчивость между подтипами затрагивает и те участки генома, мутации в которых ответственны за формирование лекарственной устойчивости у ВИЧ-1 подтипа В. В связи с этим возникает два вопроса: (1) как влияет полиморфизм ВИЧ-1, наблюдаемый у пациентов до лечения, на эффективность АРВ-терапии и (2) при тестировании передающейся устойчивости в популяции нелеченных ВИЧ-инфицированных – как отличить мутации, представляющие собой полиморфизм, от мутаций, являющихся следствием селективного действия АРВ-препаратов. Следующий раздел посвящен обзору исследований, результаты которых могут прояснить эти вопросы. 

3.3. Влияние генетического полиморфизма ВИЧ-1 на развитие лекарственной устойчивости

В узком смысле проблема влияния генетического полиморфизма на развитие лекарственной устойчивости ВИЧ-1 сводилась к вопросу о значении так называемых  вторичных мутаций, когда они присутствуют в геноме вируса до АРВ-терапии. Вторичные мутации лучше всего изучены в протеазе и были изначально описаны как аминокислотные замены, селектирующиеся в вариантах ВИЧ-1 подтипа В при терапии ИП вслед за первичными мутациями и улучшающие репликативные свойства устойчивого вируса (Quinones-Mateu and Arts, 2001). Поскольку кодоны, в которых возникают вторичные мутации, полиморфны и у ВИЧ-1 подтипа В, то их роль сначала изучалась на модели ВИЧ-1 этого подтипа. Rose и соавт. in vitro исследовали репликативную кинетику и чувствительность к ИП химерных вариантов вируса, содержащих протеазу с набором первичных мутаций устойчивости G48V/A71T/V82A и различающихся по вторичным мутациям. Результаты их работы показали, что присутствие у таких вариантов вируса полиморфизма I10L/V13I/K14R значительно повышало темпы репликации химерного вируса в отсутствие ИП, что было обусловлено эффектом мутации I10L, и позволяло вирусу in vitro выработать перекрестную устойчивость к нескольким ИП; мутации, вызывающие эту способность, идентифицировать не удалось (Rose et al., 1996). В другой работе in vivo в течение двух лет исследовали эффективность комбинированной АРВ-терапии, включающей ИП, у 40 пациентов, которые до этого не принимали ИП. В результате работы получены данные о том, что присутствие в протеазе до терапии шести или более вторичных мутаций достоверно ухудшает ответ больных на терапию. Это выражалось лишь в незначительном снижении у них вирусной нагрузки (на 0,5-1 порядок), в то время как в группе пациентов, у кого до терапии было меньше шести вторичных мутаций в протеазе, вирусная нагрузка в результате терапии снижалась существенно (в среднем на 2 порядка). Сходный, но статистически менее значимый, отрицательный эффект на терапию наблюдали у группы пациентов, содержащих одну из мутаций I93L или A71V/T в протеазе до терапии (Servais et al., 2001). Weber и соавт. у четырех ВИЧ-инфицированных, ранее леченных НИОТ, в динамике исследовали эффективность комбинированной АРВ-терапии in vivo и репликативную способность ВИЧ-1 in vitro (Weber et al., 2003). У двух таких пациентов, содержащих до терапии мутации L63P (первый) или M36I/V77I (второй) в протеазе, в ходе АРВ-терапии быстрее селектировались новые мутации устойчивости и повышалась вирусная нагрузка после ее первоначального снижения. Интересно отметить, что это было связано с повышенной жизнеспособностью изолятов ВИЧ-1 in vitro, выделенных на начальных этапах приема АРВ-препаратов  (еще тогда, когда новые мутации устойчивости не выявлялись и вирусная нагрузка была максимально низкой). Кроме того, авторы обнаружили, что изменения жизнеспособности ВИЧ-1 в ходе терапии коррелировали с вариабельностью области pro, но не Rt или env. Это, по-видимому, говорит о важности накоплений мутаций областью протеазы для общей приспособляемости ВИЧ-1 к воздействию АРВ-препаратов. 

Вышеописанные данные поднимают вопрос о том, влияют ли так называемые «вторичные мутации», изначально присущие большинству вариантов ВИЧ-1 не-В подтипов, на биологические свойства последних. Необходимо отметить, что ряд исследований показал, что уровень фенотипической чувствительности ВИЧ-1 не-В подтипов к АРВ-препаратам, тестируемый in vitro, не отличается от такового ВИЧ-1 подтипа В (Holguin et al., 2005; см. также обзор Kantor and Katzenstein, 2003; Kantor et al., 2005). Исследуется гипотеза о репликативных преимуществах ВИЧ-1 не-В подтипов перед ВИЧ-1 подтипа В, однако убедительных данных, позволяющих принять или отклонить ее, пока не существует. 

Важное клиническое значение представляет вопрос о том, едины ли генетические пути развития лекарственной устойчивости у ВИЧ-1 разных подтипов. Актуальность этой проблемы определяется тем, что наиболее распространенный метод тестирования лекарственной устойчивости ВИЧ-1 – это генотипирование, а интерпретировать результаты выявления мутаций у генетически «необычных» подтипов сложно, потому что за резистентность у них могут отвечать другие мутации. Ситуация осложняется еще и тем, что в широкой клинической практике лекарственную устойчивость тестируют лишь при признаках неэффективности АРВ-терапии, а до начала терапии генотипирование, как правило, не проводят (Hirch et al. 2003, Race et al., 2004). Поэтому, в случае выявления у пациента большого количества мутаций, нельзя даже определить, являются ли они признаком генетической эволюции вируса под воздействием проводимого лечения, или принадлежали его геному и раньше.

Вопрос о мутациях устойчивости ВИЧ-1 не-В подтипов можно разложить на две части: (1) так же ли влияют мутации, известные как мутации устойчивости у ВИЧ-1 подтипа В, на устойчивость ВИЧ-1 других подтипов? и (2) существуют ли другие мутации, неизвестные у подтипа В, вызывающие лекарственную устойчивость у других подтипов? По изучению данных генотипирования лекарственной устойчивости ВИЧ-1 нескольких не-В подтипов проведен ряд отдельных исследований. Например, показано, что в ответ на терапию нельфинавиром у ВИЧ-1 подтипа В из первичных мутаций чаще селектируется замена D30N в протеазе, а у подтипов С, G и формы CRF01_AE – замена L90M (Cane et al., 2001; Sugiura et al., 2002). Другим примером является обнаружение замены V106M у устойчивых к ННИОТ вариантов ВИЧ-1 подтипа С, тогда как для подтипа В в этом положении характерно возникновение замены V106A (Brenner et al., 2002). Однако самым заметным, интегрировавшим практически все существующие на настоящий момент данные исследованием, стала недавно опубликованная работа Kantor и соавт. (Kantor et al., 2005). Авторы анализировали нуклеотидные последовательности гена pol 3686 людей, проживающих в 56 странах и инфицированных вариантами ВИЧ-1 всех восьми известных не-В подтипов (A, C, D, F, G, H, J), а также двух рекомбинантных форм CRF01_AE и CRF02_AG. Кроме того, в анализ включили 4769 последовательностей ВИЧ-1 подтипа В. Около половины пациентов-носителей ВИЧ-1 каждого генетического варианта ВИЧ-1 принимали АРВ-препараты на момент генотипирования, и сведения о классе/классах принимаемых лекарств были доступны. Об остальных пациентах было известно, что они никогда не лечились АРВ-препаратами. Основной анализ был построен на сравнении частоты встречаемости мутаций в группе леченых и группе нелеченых лиц, инфицированных ВИЧ-1 одного и того же подтипа или CRF. Таким образом определяли подтип-специфические мутации, отбор которых с высокой достоверностью связан с применением АРВ-препаратов. Для облегчения расчетов были введены упрощения – не проводили различий между конкретными лекарственными веществами; не анализировали тип аминокислотной замены, а только факт возникновения замены в определенном положении; кроме того, не учитывали информацию об эффективности АРВ-терапии, т.е. выявляли связь мутаций не с собственно лекарственной устойчивостью, а только с фактом приема АРВ-препаратов. К общим результатам анализа относятся следующие. (1) Показано, что каждое из всех ранее известных 22 положений протеазы и 33 положений ОТ, в которых возникают мутации устойчивости у ВИЧ-1 подтипа В, «реагировало» на АРВ-терапию по крайней мере и у одного не-В подтипа. (2) Выявлены новые, ранее неизвестные положения, замены в которых связаны с лечением (Табл. 0.1.). Однако, они в большинстве своем оказывались связанными с терапией и у подтипа В, хотя изредка наблюдались и подтип-специфические замены. 

Табл. 0.1. Ранее неизвестные положения а.о. протеазы и ОТ, замены в которых связаны с АРВ-терапией у ВИЧ-1 не-В подтипов (Kantor et al., 2005)

	Положения а.о. в протеазе
	Положения а.о. в ОТ

	Локализация мутаций, связанных с АРВ-терапией и у ВИЧ-1 подтипа В

	13, 22, 23, 43, 45, 62, 66, 74, 83 и 85
	68, 203, 208, 218, 221, 223 и 228

	Локализация подтип-специфических мутаций

	6 и 64       – подтип С

64             –CRF01_AE
15             – CRF02_AG
19             – подтип F
37             – подтип A
	102       – подтип С


Примечание. Положения а.о., замены в которых связаны с терапией у ВИЧ-1 подтипа А, выделены жирным шрифтом с подчеркиванием (см. также Рис. 0.15)

Положения, замены в которых были ассоциированы с воздействием АРВ-препаратов у ВИЧ-1 подтипа А, показаны на Рис. 0.13. (В работе анализировали 460 последовательностей ВИЧ-1 подтипа А, полученных в странах Африки, западной Европы и Канады, но не России). Для сравнения приведены также полученые авторами данные относительно подтипа В. Интересно, что при визуальном сравнении этих диаграмм можно заметить общую тенденцию к меньшей частоте встречаемости мутаций, селектируемых АРВ-препаратами, у вариантов ВИЧ-1 подтипа А, по сравнению с вариантами подтипа В. К сожалению, эта особенность, которая касается сравнения общей «мутабельности» подтипов под воздействием лечения, авторами не обсуждается.

Поскольку большинство положений протеазы и ОТ, мутации в которых накапливались в результате АРВ-терапии, оказывалось общим у ВИЧ-1 подтипа В и не-В 
подтипов, то авторы сделали вывод о принципиальной схожести основных генетических путей накопления мутаций вариантами ВИЧ-1 разных подтипов. По-видимому, это говорит о большей вовлеченности в развитие лекарственной устойчивости довольно консервативных участков гена pol, которые у разных подтипов высоко гомологичны между собой. В целом, по результатам работы сделана рекомендация о том, что при рутинном тестировании лекарственной устойчивости даже у ВИЧ-1 не-В подтипов следует делать упор на выявление мутаций, ранее известных как мутации устойчивости у подтипа В (Kantor et al., 2005). 

3.4. Эпидемиология передающейся лекарственной устойчивости ВИЧ-1

Введению АРВ-терапии в клиническую практику сопутствовало появление штаммов ВИЧ-1, которые обнаруживали не только лекарственную резистентность, но и способность передаваться другим людям. Передающуюся лекарственную устойчивость также называют первичной, но мы в основном будем пользоваться первым термином во избежание путаницы с понятием первичных мутаций устойчивости. Впервые передача ВИЧ-1, устойчивого к АЗТ, была документирована в 1992 г. (Erice et al., 1993). К настоящему времени описаны практически все возможные пути передачи лекарственно-устойчивых вариантов ВИЧ-1: половой (Taylor et al., 2003), вертикальный (Parker et al., 2003), парентеральный путь при применении инъекционных наркотиков (Beltrami et al., 2000). Одним из основных факторов, определяющих частоту передачи лекарственной резистентности ВИЧ-1, является охват ВИЧ-инфицированной части населения АРВ-терапией (Blower et al., 2001). В связи с этим, поскольку еще с начала 90-ых годов широкое применение АРВ-терапии было характерно для развитых стран, именно в них проблема передающейся лекарственной устойчивости актуальна в наибольшей степени и именно в них проведена основная часть исследований по этому вопросу. В развивающихся странах АРВ-препараты стали относительно доступными лишь в последние годы и здесь данная проблема является новой (Eshleman and Jackson, 2002), кроме того, преобладание ВИЧ-1 не-В подтипов и полиморфизм их последовательностей приводит исследователей к понятному замешательству при интерпретации данных генотипирования, проводимого в этих регионах.

Характерная для стран западной Европы и Северной Америки, высокая частота встречаемости резистентных вариантов ВИЧ-1 у недавно инфицированных лиц (как правило, исследуются лица, у которых сероконверсия произошла в течение последнего года) иллюстрирована в Табл. 0.2. Необходимо заметить, что она колеблется от исследования к исследованию, зависит не только от страны и анализируемого временного интервала, но, по-видимому, от специфических особенностей выборки, методов исследования и методов интерпретации результатов генотипирования (Ammaranond et al., 2003). Однако, многими исследователями отмечается рост частоты передачи лекарственно-устойчивых вариантов ВИЧ-1 в последние годы. Так, например, при исследовании, проведенном в девяти северо-американских городах, частота общей резистентности у нелеченных АРВ-препаратами, недавно инфицированных ВИЧ-1 людей в период 1995-1998 гг. составляла 3,8%, а в период 1999-2000 гг. – 14% (Little et al., 2002; резистентность ВИЧ-1 тестировали фенотипически). Сходные результаты были получены в Великобритании, где расчетный риск передачи лекарственно-устойчивых вариантов ВИЧ-1 увеличивался на протяжении 1994-2000 гг. и в 2000 г. распространенность передающейся лекарственной устойчивости ВИЧ-1 была оценена в 27% (UK Collaborative Group on Monitoring and Transmission of HIV Drug Resistance, 2001 (цит. по: Soriano et al., 2004) ; за резистентность считали присутствие в геноме ВИЧ-1 одной или более первичных мутаций). 
Табл. 0.2. Распространенность лекарственной устойчивости ВИЧ-1 среди новых случаев ВИЧ-инфекции

	Ссылка
	Страна
	Период
	Кол-во лиц
	Частота (%) передающейся устойчивости ВИЧ-1 к АРВ-препаратам классов

	
	
	
	
	Все
	НИОТ
	ННИОТ
	ИП

	Yerly et al., 1999
	Швейцария
	1996-1998
	82
	10
	10
	2
	4

	Boden et al., 1999
	США
	1995-1999
	80
	16
	13
	8
	3

	Salomon et al., 2000
	Канада
	1997-1999
	81
	20
	18
	4
	7

	Wegner et al., 2000
	США
	1999
	114
	22
	4
	16
	10

	Briones et al., 2001
	Испания
	1997-1999
	30
	27
	23
	3
	7

	Little et al., 2002
	США
	1999-2000
	108
	14
	8
	7
	8

	Grant et al., 2002
	США
	2000-2001
	91
	27
	21
	13
	8


Интересно, тем не менее, отметить, что динамика изменения частоты передачи вариантов ВИЧ-1, резистентных к ингибиторам ОТ, часто оказывается бимодальной. Как показано на Рис. 0.14., на котором представлены результаты обследования 185 пациентов на острой стадии ВИЧ-инфекции в Сиднее, первый пик приходится на 1995 г. и является следствием широкого применения монотерапии АЗТ (Ammaranond et al., 2003a). О сходных данных, полученных в Нидерландах, сообщают Lukashov и соавт.: передача лекарственной устойчивости, которая была обусловлена только NAM, встречалась в 33% в 1995 г., после этого стала снижаться и в 1997-1998 гг. не детектировалась (Lukashov et al., 2000). И те, и другие авторы отмечают, что резкий спад темпов передачи резистентных штаммов ВИЧ-1, наблюдаемый после 1996 г., обусловлен внедрением в клиническую практику ВААРТ, в частности, включающей появившиеся тогда ИП. Для ВААРТ, которая заключается в одновременном применении как минимум трех препаратов с разными механизмами действия, характерно стойкое снижение вирусной нагрузки. Это, с одной стороны, препятствует быстрому развитию лекарственной устойчивости, а с другой стороны, снижает риск передачи вируса другому человеку (Yeni et al., 2004). Однако, как видно на Рис. 0.14., после спада снова регистрируется повышение частоты передачи резистентных вариантов вируса после 1998 г., которое продолжается во многих странах западного мира и сейчас (см. выше). Soriano и соавт. связывают это с тем, что меняются взгляды относительно применения ВААРТ – если сначала практиковались довольно жесткие режимы ВААРТ, то в последние годы, в целях снижения нежелательных побочных эффектов, увеличения приверженности больных к терапии и др., рекомендуется смягчать ее схемы, вводя в них «дни отдыха» и запланированные прерывания приема АРВ-препаратов (Soriano et al., 2004). Тем не менее, эти смягчения, по-видимому, благоприятствуют развитию резистентности ВИЧ-1.

Из вышеприведенных данных о высокой частоте передающейся лекарственной устойчивости ВИЧ-1, наблюдаемой до 1996 г., следует важный вывод о том, что частота передачи устойчивых вариантов ВИЧ-1 в популяции зависит не только от охвата АРВ-терапией, но и от качества последней. В данном случае, показателем качества АРВ-терапии является частота резистентных вариантов ВИЧ-1 среди людей, которые принимают (или принимали) АРВ-препараты и являются первичным источником передающейся лекарственной устойчивости ВИЧ-1 в популяции (Blower et al., 2001). Данные Lukashov с соавт. и Ammaranond с соавт. показывают, что высокая распространенность неоптимальных схем АРВ-терапии – таких, как моно- или битерапия АРВ-препаратами, - лишь усугубляет ее неэффективность, обеспечивая лекарственную резистентность ВИЧ-1 на популяционном уровне.

Неполное подавление репликации первично-устойчивых вариантов ВИЧ-1 с помощью АРВ-терапии может в свою очередь способствовать их дальнейшей эволюции и выработке новых мутаций устойчивости с образованием так называемых множественно-устойчивых вариантов вируса (т.е. устойчивых к АРВ-препаратам двух или более классов). Важно отметить, что известны случаи передачи и таких штаммов вируса (Gandhi et al., 2003; Brenner et al., 2002; Simon et al., 2003). В Северной Америке в 1999-2000 гг. распространенность множественно-устойчивых вариантов ВИЧ-1 составила 6% среди новых случаев ВИЧ-инфекции (Little et al., 2002). 

Представляет интерес вопрос о длительности периода времени, в течение которого можно детектировать персистенцию первично-устойчивых вариантов ВИЧ-1 у человека, не принимающего АРВ-терапию (имеются ввиду обычные методы генотипирования, без специального выявления минорных популяций вируса). Этот вопрос связан с тем, как те или иные мутации влияют на жизнеспособность вируса в отсутствие АРВ-препаратов. Чаще всего устойчивые варианты обладают сниженной жизнеспособностью и ревертируют к дикому типу в течение нескольких недель или месяцев после заражения. Например, мутация M184V в ОТ в составе передавшегося пациенту множественно-устойчивого ВИЧ-1 переставала выявляться через полгода после рассчитанного момента инфицирования, но мутация L90M в протеазе у этого же пациента сохранялась в геноме доминирующей популяции вируса на протяжении всего года наблюдения (Gandhi et al., 2003). Возможно, это было связано с большим количеством вторичных мутаций в протеазе этого варианта, и их положительный эффект на репликативную способность компенсировал присутствие мутации L90M. 

Интересны изменения, которые претерпевает при отмене АРВ-препарата одна из наиболее распространенных первичных мутаций устойчивости к АЗТ – мутация T215Y/F в ОТ. При попадании вируса в новый организм эта мутация обычно ревертирует не к дикому типу (T), а к заменам на S, C или D (de Ronde et al., 2001; Garcia-Lerma et al., 2001). Содержащие их варианты вируса так же чувствительны к НИОТ, как и ВИЧ-1 дикого типа, но при новом столкновении с АЗТ они быстрее вырабатывают устойчивость, чем дикий тип. Это вызвано тем, что в этих случаях для появления мутаций 215Y/F, определяющих резистентность, необходима только одна нуклеотидная замена, тогда как приобретение мутации T215Y/F вирусом дикого типа требует двух нуклеотидных замен (Рис. 0.15.). Характеристические замены 215S/C/D не оказывают повреждающего воздействия на жизнеспособность ВИЧ-1, поэтому выявляются у хронически инфицированных людей и могут передаваться через несколько звеньев эпидемиологических цепочек (Taylor et al., 2003). 
Существуют и данные, говорящие о еще более высокой адаптивности устойчивых вариантов ВИЧ-1, чем принято думать. Так, Brenner и соавт. описали факт пятилетней персистенции у пациента множественно-устойчивого варианта ВИЧ-1, вызвавшего инфекцию и содержащего мутации 103N, 184V и 215Y в ОТ, в отсутствие ингибиторов ОТ. Тем не менее, вирусная нагрузка у этого пациента оставалась низкой, как и регистрируемая in vitro репликативная способность вируса. У другого пациента приобретенный множественно-устойчивый вариант ВИЧ-1 рекомбинировал с вариантом дикого типа, в результате чего возник штамм, содержащий мутации устойчивости только в протеазе. Этот штамм, по-видимому, репродуцировался активнее, т.к. в момент его появления (точнее, первой детекции) у пациента резко повысилась вирусная нагрузка (Brenner et al., 2002). Наконец, Simon и соавт. обнаружили, что инфекционность устойчивых изолятов ВИЧ-1, выделенных на стадии острой инфекции, in vitro выше, чем инфекционность изолятов дикого типа, вызвавших острую инфекцию у других пациентов. Более того, множественно-устойчивые изоляты в этом исследовании обладали более высокой инфекционностью и репликативной способностью, чем изоляты, устойчивые лишь к одному классу АРВ-препаратов (Simon et al., 2003). Эти данные, по-видимому, говорят, что эволюцонное значение АРВ-терапии – не только в появлении лекарственно-устойчивых штаммов ВИЧ-1. Селектирующее воздействие АРВ-препаратов, при том масштабе и разноообразии, которое наблюдается в настоящее время, может заставлять ВИЧ-1 полнее использовать ресурсы его генетической изменчивости, что позволяет ему выходить на более высокие уровни репликативной активности и приспособляемости, проявляющиеся, весьма непредсказуемо, и в отсутствие АРВ-препаратов (Quinones-Mateu and Arts, 2001).

ГЛАВА 4. МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА
 ЭПИДЕМИИ ВИЧ-ИНФЕКЦИИ В РОССИИ
4.1. Развитие эпидемии ВИЧ-инфекции в России и странах Ближнего Зарубежья

В связи с существованием железного занавеса, отделявшего республики СССР от подавляющего большинства других стран в советское время, ВИЧ-инфекция на территории нашей страны начала распространяться позже, чем во всем мире. Эпидемию ВИЧ-инфекции в России можно подразделить на два периода: до и после 1996 г. (Бобков и соавт., 2002; Казеннова, 2005). С 1987 г., когда в РСФСР официально был зарегистрирован первый случай ВИЧ-инфекции (Покровский и др., 1987), до середины 90-ых годов ХХ века распространение ВИЧ-инфекции на территории страны происходило довольно медленно, основным путем передачи вируса были гомосексуальные и гетеросексуальные контакты. Однако, несмотря на относительно небольшое количество ВИЧ-инфицированных, спектр выявляемых подтипов оказывался достаточно широк, что указывало на множественность заносов ВИЧ-инфекции из других стран. Так, до 01.01.1996 в России было обнаружено 7 подтипов ВИЧ-1 группы М — A, B, C, D, F, G, H (Bobkov et al., 1996; Leinikki et al., 1996; Leitner et al., 1996) — и три рекомбинатные формы: CRF01_AE, CRF02_AG, и gagDenvG (цит. по: Bobkov et al., 2004). Наибольшее распространение в России в этот период получил подтип В (35%), доминирующий среди мужчин-гомосексуалов, и подтип G (35%), связанный с нозокоминальной вспышкой на юге России (Бобков и соавт., 1999; Бобков и соавт., 1997). Всего за период с 1987 по 1996 г. в России был выявлен 2601 случай ВИЧ-инфекции.

Ситуация резко изменилась в 1996 г., когда ВИЧ-1 проник в среду российских потребителей инъекционных наркотиков – группу риска, где темпы передачи инфекции высоки. С этого года в России началось массовое распространение ВИЧ-1 в среде ПИН, что привело к резкому возрастанию числа регистрируемых случаев ВИЧ-инфекции (Покровский и соавт., 1999), продолжающемуся и сейчас. Уже в период 1997—1999 гг. в России было зарегистрировано 28062 ВИЧ-инфицированных, причем внутривенное введение наркотиков отмечалось как главный фактор риска заражения в 96% всех случаев ВИЧ-инфекции с известным фактором риска заражения. К 31.12.2003 общее количество ВИЧ-позитивных граждан России составило 270907 (Покровский и соавт., 2004). С течением времени накопление в России большого резервуара ВИЧ-инфекции, сформировавшегося в популяции ПИН, по-видимому, начало сказываться и на других слоях населения. Так, с 2001 г. в эпидемичекий процесс интенсивнее стали вовлекаться люди, основным фактором риска заражения которых являются гетеросексуальные контакты: доля этого фактора риска в структуре ежегодно выявляемых случаев ВИЧ-инфекции с известным путем передачи возросла с 4% в 2000 г. до 25% в 2003 г. Необходимо отметить, что активизация гетеросексуального пути передачи, о которой свидетельствует и увеличение доли инфицированных женщин, приводит к прогрессирующему росту количества детей, рожденных от ВИЧ-позитивных матерей (на конец 2003 г. их количество составило 7429), и, соответственно, к активизации вертикального пути передачи инфекции (Покровский и соавт., 2004). 

Предыстория широкомасштабной эпидемии ВИЧ-инфекции среди ПИН в России началась в южных регионах Украины, где в 1995 г., впервые на территории бывшего СССР, была обнаружена быстро распространяющаяся эпидемия ВИЧ-инфекции среди ПИН (цит. по: Nabatov et al., 2002). Интересно, что вызвана она была, по-видимому, двумя независимыми заносами ВИЧ-1. Так, оказалось, что вспышки в Одессе и Донецке вызвал генетически гомогенный вариант ВИЧ-1 подтипа А (Bobkov et al., 1996; Bobkov et al., 1997; Nabatov et al., 2002). Случай этот был уникальным, поскольку прежде вирусы подтипа А у наркоманов никогда и нигде в мире не обнаруживались. В другой зарегистрированной в тот же период вспышке, охватившей популяцию ПИН в Николаеве, доминировал вариант ВИЧ-1 подтипа В (Nabatov et al., 2002). Предположительно, он попал туда от наркоманов Польши (Казеннова, 2005). Впоследствии два этих варианта ВИЧ-1 подтипов А и В были названы IDU-A и IDU-B соответственно (от англ. «injecting drug users» - потребители инъекционных наркотиков - и названия подтипа (Lukashov et al., 1999)). Однако, несмотря на видимую схожесть «стартовых» условий, судьба их оказалась разной. Так, для последующего развития эпидемии ВИЧ-инфекции среди ПИН в странах бывшего СССР показаны: 

(1) стремительное распространение варианта IDU-A в 1996–1997 гг. по территориям Украины (Novitsky et al., 1998; Nabatov et al., 2002), Белоруссии (Lukashov et al., 1998), России (Bobkov et al., 1997; Bobkov et al., 1998), Молдавии (Pandrea et al., 2001), Литвы (Liitsola et al., 1998), Латвии (Ferdats et al., 1999), Эстонии (Ustina et al., 2001), Казахстана (Bobkov et al., 2004a), а к концу 90-ых гг. - и Узбекистана (Kurbanov et al., 2003); 

(2) редкие случаи проникновения варианта IDU-B в Россию, не вызвавшие заметной циркуляции этого вируса (например, один случай был зарегистрирован в Тамбове (Bobkov et al., 1998));

(3) образование между IDU-A и IDU-B рекомбинанта с генотипом gagA/envB, названного впоследствии CRF03_AB. Где он возник, остается неясным, но в 1996 г. он вызвал одну из крупнейших на тот период вспышек ВИЧ-инфекции в Калининградской области, где и был впервые обнаружен и охарактеризован (Liitsola et al., 1998; Bobkov et al., 1998; Liitsola et al., 2000). Оттуда он проникал в Белоруссию (Masharsky et al., 2003), Украину (Naganawa et al., 2002) и ряд регионов России (Bobkov et al., 2004) (в том числе довольно часто, в четверти случаев, обнаруживаясь в Санкт-Петербурге (Lukashov et al., 1999)), но распространялся не столь стремительно, как IDU-A. 

Что касается географического распространения IDU-A по территории России, то оно началось в 1996 г. с крупных вспышек ВИЧ-инфекции среди ПИН в южных регионах – Краснодарском крае и Саратовской области – и эпидемиологически было связано с Украиной. В дальнейшем на территории России регистрировалось все более широкое распространение ВИЧ-1 IDU-A: этот вариант вируса определялся в популяциях ПИН Ростовской, Тамбовской, Тюменской, Пермской и Тверской областей в 1997 г. (Bobkov et al., 1998), в Москве, Московской области (Бобков и соавт., 2000) и Санкт-Петербурге в 1998 г. (Lukashov et al., 1999), в Иркутской области в 1999 г. (Bobkov et al., 2001). Затем ВИЧ-1 IDU-A вызвал крупные вспышки ВИЧ-инфекции на Урале (Свердловская, Челябинская, Оренбургская области), в Сибири (Кемеровская область, Ханты-Мансийский АО), а также в Самарской области. Определялся он и на Дальнем Востоке, в Приморском крае (Бобков и соавт., 2003). В целом, среди 1090 образцов ВИЧ-1, полученных от ПИН в период с января 1999 г. по май 2003 гг., IDU-A доминировал в 44 из 45 изученных субъектов России, составляя 95% от всех исследованных случаев (Bobkov et al., 2004). Более того, нами было показано, что он преобладает (73%) и среди учащающихся в последние годы случаев передачи ВИЧ-1 гетеросексуальным путем (Суханова и соавт., 2004). Это может говорить о выходе его из группы повышенного риска заражения в основную популяцию, что было предсказано ранее (Ладная и соавт., 1998).

Так в России сложилась уникальная молекулярно-эпидемиологическая ситуация, при которой на территории практически всей страны, кроме Калининградской области, доминирует  распространившийся из одного источника вариант ВИЧ-1. Вопрос о том, почему им оказался именно IDU-A, а не другие варианты вируса IDU-B или CRF03_AB, циркулировавшие на начальных этапах эпидемии, остается открытым. Чаще высказываются предположения, что это связано с эпидемиологическими причинами – интенсивными социально-экономическими контактами граждан России с Украиной (Бобков и соавт., 2003). При этом понятно, что активнее они устанавливались и поддерживались не с военным городом Николаевым, а «открытыми» курортными регионами, например, Одессой, где преобладал вариант IDU-A (Nabatov et al., 2002; Бобков и соавт., 2003). С Польшей и Калининградской областью, где вероятнее всего можно было заразиться IDU-B или CRF03_AB соответственно, эти контакты, вероятно, были слабее из-за существования охраняемых границ между Россией и данными территориями. Это могло привести к низкой частоте заносов ВИЧ-инфекции оттуда.

4.2. Генетическая характеристика варианта ВИЧ-1 IDU-A, доминирующего в России 

Практически вся информация об изменчивости вируса IDU-A была получена при изучении его генов env и gag. С самых первых этапов эпидемии ВИЧ-инфекции среди ПИН в странах бывшего Советского Союза отмечалась высокая генетическая гомогенность варианта вируса IDU-A, вызвавшего эту эпидемию. Так, в южных регионах России в 1996 г. вариабельность нуклеотидных последовательностей, кодирующих С2-V3 область гена env составила 0,79% (Bobkov et al., 1997). Еще более гомогенной оказалась вспышка ВИЧ-инфекции в Светлогорске (Белоруссия): 0,6%±0,06 (Lukashov et al., 1998). Такая низкая степень изменчивости вирусных геномов свидетельствовала о существовании единого источника эпидемии (что тогда еще не было доказано), недавнем проникновении «вируса-основателя» в популяцию наркоманов стран Восточной Европы и быстрых темпах передачи инфекции среди них (например, при заражении сразу больших групп людей). К 2002 г. в России гетерогенность популяции вируса возросла, но тем не менее осталась невысокой (2,89% в Екатеринбурге (Bobkov et al., 2004)). 
Представляется интересной другая сторона «эффекта основателя», проявившегося в виде эпидемии инфекции вирусом IDU-A на территориях бывшего СССР. Необходимо отметить, что при своей генетической однородности, вариант IDU-A сильно отличается от других вирусов подтипа А, распространенных, в основном, в Африке. Это было замечено сначала на примере гена env (Bobkov et al., 1997), а затем подтвердилось после определения последовательностей полноразмерного генома двух образцов варианта IDU-A. Одна последовательность - BL006 - была получена Liitsola и соавт. (Liitsola et al., 2000), другая – UA0116 - Masharsky и соавт. (Masharsky et al., 2003). В результате филогенетического анализа полноразмерных геномов IDU-A обнаружено, что вирусы IDU-A, хоть и более родственны субкластеру А1, чем А2, отличаются от обеих этих ветвей подтипа А высокими генетическими дистанциями (см. Рис. 0.16.). На филогенетическом дереве эти последовательности формируют свою обособленную ветвь, в которую не попадала ни одна из африканских последовательностей подтипа А (Masharsky et al., 2003). Таким образом, у вируса IDU-A, вызвавшего крупномасштабную эпидемию ВИЧ-инфекции на огромной территории от Европы до Дальнего Востока, практически нет хорошо изученных «близких родственников», т.е. аналогов, с которыми его можно было бы легко сравнивать. 
Что касается последовательности гена pol этого варианта вируса, то она была изучена у двух упоминавшихся выше образцов с охарактеризованным полным геномом, которые были выделены в Белоруссии и на Украине. Единственным прицельным исследованием изменчивости области pol  у варианта IDU-A была работа Pandrea и соавт., выполненная в Молдавии (Pandrea et al., 2001). В результате работы опубликовано шесть нуклеотидных последовательностей, кодирующих протеазу и ОТ, образцов IDU-A, полученных от не принимавших АРВ-препараты лиц. Эти последовательности не содержали первичных мутаций устойчивости ни в области pro, ни в области Rt. Однако, и Pandrea c соавт., и Masharsky с соавт. отмечают существование в гене pol IDU-A нескольких характерных замен: I93L в pro и A158 в Rt. Дальнейшее изучение изменчивости этой области генома ВИЧ-1 варианта IDU-A, несомненно представляющее как практический, так и фундаментальный интерес, было основной целью нашей работы.    
Рис. 0.1. Механизмы образования мутаций при обратной транскрипции ВИЧ-1 (Flint et al., 2000)
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Рис. 0.2. Схематическое изображение действия АРВ-терапии на вирусную нагрузку ВИЧ-1 и отбор лекарственно-устойчивых штаммов вируса (Бобкова, 2002). 
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Рис. 0.14. Динамика частоты передачи вариантов ВИЧ-1, устойчивых к ингибиторам ОТ, в Австралии. Черная линия – первичные мутации, серая линия – вторичные мутации. По оси Х представлены годы, в которые зарегистрированы исследуемые случаи ВИЧ-инфекции, по оси Y – частота мутаций (%) (Ammaranond et al., 2003a).





















































Рис. 0.16. Филогенетическое дерево, построенное в результате анализа полноразмерных геномов ВИЧ-1. Кластер IDU-A (на рисунке он обозначен «A-FSU») включает последовательности BL006 98UA0116, полученные от ПИН Белоруссии и Украины соответственно (Masharsky et al., 2003).
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