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Цель. Оценить суммарный вклад аллельных вариантов полиморфных локусов генома человека в формировании невоспри-
имчивости к заражению ВИЧ неинфицированных партнеров из дискордантных пар методом подсчета общего генетическо-
го балла (ОГБ). Материалы и методы. Обследовано 34 ВИЧ-неинфицированных партнера из дискордантных пар, прожи-
вающих совместно пять и более лет, которые составили группу «Случай». Группа сравнения «Контроль» (n=34) пред-
ставляла собой случайную выборку, сопоставимую по полу и возрасту, из пациентов Центра с установленным диагнозом
«ВИЧ-инфекция», заразившихся половым путем. В образцах цельной крови выделяли геномную ДНК стандартными
методами фенол-хлороформной экстракции или с использованием магнитных частиц. Полиморфные локусы анализирова-
ли методом ПЦР с последующей детекцией продуктов реакции в агарозных гелях. Для локусов CCR5-T303A и SDF-1 3´А
был использован метод ПДРФ (полиморфизм длины рестриктазных фрагментов), для локуса CCR2-V64I — методы ПДРФ
и аллель-специфичной ПЦР (Allele-specific PCR, AS-PCR). Каждому обследованному человеку присваивали индивидуаль-
ный балл «протективности к ВИЧ» по каждому из изучаемых локусов. Окончательно ОГБ для каждого обследованного
лица вычисляли как сумму индивидуальных генетических баллов по всем локусам. Статистическую обработку данных про-
водили, используя программу R [R Development Core Team, R: A Language and Environment for Statistical Computing, R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, URL: http://www.R-project.org, 2006]. Результаты. Для локусов DC-
SIGN-VNTR и CCR5-T303А в обеих группах были выявлены только «нормальные» гомозиготы с генотипами 7,7 и T,T
соответственно, то есть эти маркеры оказались неполиморфными. Для «контрольного» маркера NOS3-VNTR в обеих
группах было выявлено по одному гомозиготному носителю «мутантного» аллеля (генотип 4, 4), и по восемь человек ока-
зались гетерозиготами (генотип 4, 5). Для локусов CCR5-Δ32 и CCR2-V64I гомозиготных носителей протективных алле-
лей ни в одной из групп выявлено не было. Для полиморфного маркера SDF-1 3´А в группе «Случай» наблюдалось уве-
личение числа носителей гетерозиготного генотипа A, G (14 человек против девяти в группе «Контроль»), что подтвер-
ждает выбранную нами модель «преимущества гетерозигот» при подсчете генетического балла по этому локусу. Значения
ОГБ варьировали в диапазоне от 0 до 5 баллов для группы «Случай» и от 1 до 3 в группе «Контроль». В группе «Случай»
8 человек (23,5%) имели ОГБ≥4, тогда как в группе «Контроль» ОГБ≥4 не имел никто. Медианные значения ОГБ соста-



Введение. Как писал в  своей книге
«Невосприимчивость в инфекционных болезнях»
великий русский ученый И.И.Мечников «…болез-
ни, помимо внешних причин — микробов, обязаны
своему происхождению еще внутренним условиям
самого организма. Болезнь наступает, когда эти
внутренние причины оказываются бессильными
помешать развитию болезнетворных микробов.
Когда они, наоборот, успешно борются с микроба-
ми, то организм оказывается невосприимчивым.
Под невосприимчивостью против заразных болез-
ней следует понимать сопротивление организма
против вызывающих их микробов» [1].

Индивидуальная восприимчивость/невосприим-
чивость к ВИЧ различна. Подавляющее большин-
ство людей, подвергшихся воздействию ВИЧ,
инфицируется и  заболевает ВИЧ-инфекцией.
Однако уже в ранних эпидемиологических исследо-
ваниях СПИДа, проводимых в  рамках UCLA
Multicenter AIDS Cohort Study (MACS), было
показано, что для небольшого процента мужчин-
гомосексуалов частые незащищенные половые

контакты с ВИЧ-инфицированными партнерами не
приводили к сероконверсии [2]. Аналогичная гете-
рогенность в восприимчивости к ВИЧ-инфекции
наблюдалась и в популяции секс-работниц Кении
[3, 4]. На основании этих исследований был сделан
вывод о  существовании групп лиц, обладающих
определенной устойчивостью к  ВИЧ-инфекции.
В  настоящее время не вызывает сомнений тот
факт, что существует группа лиц, не восприимчи-
вых к ВИЧ, несмотря на часто повторяющуюся экс-
позицию и вопреки статистической вероятности [5].
Эти исследования положили начало изучению груп-
пы лиц, подверженных воздействию ВИЧ и остаю-
щихся при этом серонегативными. В литературе
используют термины «подверженные серонегатив-
ные», HEPS (Highly exposed persistently seronega-
tive). HEPS выявляются, главным образом, при
изучении трех групп людей, контактирующих
с  ВИЧ. Первая группа  — лица высокого риска
передачи ВИЧ-инфекции половым путем, включая
работниц коммерческого секса (РКС) и мужчин,
имеющих секс с мужчинами (МСМ); вторая груп-
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вили 3 балла для группы «Случай» и 2 — для группы «Контроль». Полученные результаты свидетельствуют о наличии
различий между группой неинфицированных партнеров из дискордантных пар и группой ВИЧ-инфицированных, заразив-
шихся половым путем. Заключение. С учетом полученных предварительных данных об эффективности метода ОГБ для
исследований «случай-контроль» на изучаемых выборках целесообразно продолжение исследования, что в дальнейшем
позволит сформировать комплекс рекомендаций для внедрения в клиническую практику.
Ключевые слова: ВИЧ-инфекция, дискордантные пары, полиморфные локусы генома человека, общий генетический балл.

Study objective: To estimate the total contribution of the allelic variants of polymorphic loci of human genome to the development
of immunity to HIV in non-infected partners from HIV-discordant pairs by calculating the total genetic score (TGS). Materials
and methods: In the case-control study, the case group comprised non-infected partners from 34 HIV-discordant pairs existing
for not less than 5 years. The control age- and sex-matched group comprised 34 randomly selected confirmed sexually infected
HIV patients. Whole blood samples were used to isolate genomic DNA by standard phenol-chloroform extraction using magnetic
particles. Polymorphic loci were analyzed using PCR followed by PCR product detection in agarose gels. For CCR5-T303A and
SDF-1 3´А loci, restriction-fragment size-polymorphisms were determined. For CCR2-V64I, allele-specific PCR approach was
employed. Each subject was ascribed with individual scores of immunity to HIV according to the loci studies, and the total indi-
vidual score was determined as the sum of all specific scores. The results were treated statistically using R programming tools.
Results: The loci DC-SIGN-VNTR и CCR5-T303А in both groups were found to be comprised of only «normal» heterozygotes
having genotypes 7,7 and T,T, respectively, that is, these two markers proved to be not polymorphic. In the case of the «control»
marker NOS3-VNTR, each group was found to include a single homozygous bearer of a mutant allele (genotype 4, 4), and eight
heterozygous bearers (genotype 4, 5). In the case of the polymorphic marker SDF-1 3´А, the case group had an increased number
of heterozygotes (A, G), fourteen vs. nine in the control group, confirming our model of «heterozygote odds» for calculating the
genetic score related to this locus: TGS values varied from 0 to 5 in case group and from 1 to three in the control group. In the
case group, eight subjects (23,5%) had TGS≥4, whereas in the control group none had TGS≥4. The median TGS values were
3 in case group and 2 in the control group. The results suggest that the group of non-infected partners from HIV-discordant pairs
differs from the group of sexually infected HIV patients. Conclusion: Our preliminary data confirm the adequacy of the TGS
approach to case-control studies and the expedience of further studies, which will help to develop recommendation for clinics.
Key words: HIV infection, HIV-discordant pairs, polymorphic loci, human genome, total genetic score.



па — дискордантные пары (пары, в которых один
из  партнеров ВИЧ-инфицирован, а  другой нет);
третья группа — потребители инъекционных нар-
котиков, рожденные от  ВИЧ-инфицированных
матерей дети, больные гемофилией, а также прочие
лица, подвергающиеся воздействию контаминиро-
ванных продуктов крови. Наиболее многочислен-
ной и  доступной для изучения группой HEPS
является группа ВИЧ-неинфицированных партне-
ров из дискордантных пар [6, 7].

Как отметил И.И.Мечников в  своей книге, 
«…кроме микробов, должно существовать еще дру-
гое условие для развития заразных болезней. Оно
заключается в предрасположении организма или
в отсутствии невосприимчивости».

На сегодняшний день очевидно, что индивиду-
альная невосприимчивость к ВИЧ возникает из-за
сложного взаимодействия между вирусом, челове-
ческим организмом и  окружающей средой [8, 9].
Немаловажную роль в  этом играет генетическое
разнообразие генома человека. За последние годы
исследования в  области молекулярной генетики
установили множество генетических вариантов,
влияющих на  взаимодействие ВИЧ и  организма
человека [10].

Исторически наиболее ранние идентифициро-
ванные полиморфные генетические маркеры гено-
ма человека, имеющие отношение к ВИЧ-инфек-
ции, связаны с  генами, которые можно отнести
к одной из двух категорий:

1) гены хозяина, которые вовлечены в жизнен-
ный цикл ВИЧ с момента входа вируса в клетки-
мишени до протекания различных внутриклеточ-
ных реакций, обеспечивающих репликацию вируса
и выход из клетки новых вирусных частиц;

2) гены хозяина, связанные с  функционирова-
нием его иммунной системы. Эти гены кодируют
факторы врожденного и адаптивного иммунного
ответа, а  также белки, участвующие в иммунной
регуляции и в специфических защитных антирет-
ровирусных механизмах [11–13].

Краткая характеристика генов-кандидатов,
предположительно участвующих в  патогенезе
ВИЧ-инфекции, представлена в таблице 1 [14–17,
34, 36, 37, 57–58].

В таблице 1 приведено более 25 генов, которые
в разной степени были изучены в отношении вос-
приимчивости к  ВИЧ-инфекции. Отметим, что
список генов (и локализованных в них маркеров),
представленный в  таблице 1, абсолютно не пре-
тендует на исчерпывающую полноту. С другой сто-

роны, в  базе данных OMIM (Online Mendelian
Inheritance in Man, http://omim.org/) в аналогич-
ной таблице для OMIM: 609423 (human immuno-
deficiency virus type 1, susceptibility to, версия
10/05/2015) приведено только 14 из этих генов.

В этой связи необходимо отметить, что услуга
по индивидуальному генотипированию здоровых лиц
и инфицированных пациентов в отношении воспри-
имчивости к ВИЧ в настоящее время является все
более востребованной. Например, на момент напи-
сания этих строк (январь 2016 года) в Покровском
банке стволовых клеток (Россия, Санкт-Петербург,
http://stemcellbank.spb.ru/uslugi_medi tsins -
koy_genetiki) в  рамках теста на  «Устойчивость
к ВИЧ-инфекции» заявлен только один маркер —
CCR5-Δ32. Тогда как в  лаборатории PALFIR
Genetics (Канада, г.  Торонто, www.delta-32.com)
в это же время было реализовано исследование уже
восьми полиморфных локусов в рамках аналогично-
го исследования: CCR5-Δ32, APOBEC3G, HLA-
B27, HLA-B57, DRB1*13, DQB1*6, MTHFR-
C677T, MTHFR-A1298C.

На сегодняшний день, пожалуй, только для мар-
кера CCR5-Δ32 на большом популяционном мате-
риале достоверно показан протективный эффект
мутантного аллеля в  отношении ВИЧ-инфекции.
Именно этот единственный маркер заявлен
в  Покровском банке стволовых клеток (Россия,
Санкт-Петербург, http://stemcellbank.spb.ru/
uslugi_medi tsins koy_genetiki) в  рамках теста
на  «Устойчивость к  ВИЧ-инфекции» (данные
на  январь 2016 г.). В  лаборатории PALFIR
Genetics (Канада, г. Торонто, www.delta-32.com)
в  это же время было реализовано исследование
уже восьми полиморфных локусов: CCR5-Δ32,
APOBEC3G, HLA-B27, HLA-B57, DRB1*13,
DQB1*6, MTHFR-C677T, MTHFR-A1298C.

Для большинства остальных маркеров, перечис-
ленных в таблице 1, данные остаются в разной сте-
пени противоречивыми и  требуют дальнейшего
изучения на  обширном материале с  применением
наиболее современного дизайна испытаний и стро-
гих статистических подходов. Такие исследования
важны не только для лучшего понимания механиз-
мов ВИЧ-инфицирования, но также и для поиска
вакцины [18]. Кроме того, в эпоху персонифициро-
ванной медицины индивидуализация лечения
с  целью повышения эффективности и  снижения
опасных последствий становится все более востре-
бованной. Здоровым людям важно оценивать
риски заражения ВИЧ-инфекцией, а ВИЧ-инфи-
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цированным — характер и скорость патогенетиче-
ского процесса, эффективность лечения ВИЧ-
инфекции и вероятность возникновения осложне-
ний этого лечения.

К сожалению, большие групповые исследова-
ния, как, например, [16], единичны, так как тре-
буют большого финансирования. Работы, выпол-
ненные на  ограниченных выборках (5 «exposed
uninfected» [17], 14 «непрогрессоров» [18], 10
«exposed seronegative» [19], 17 «непрогрессоров»
[31]), также вносят вклад в понимание обсуждае-
мой проблемы. Но для малых выборок особенно
важно правильно выбрать приемлемый алгоритм
интерпретации полученных результатов, который
позволял бы численно оценивать результаты
и проводить межлабораторные сравнения.

С этой точки зрения интересен метод подсчета
общего генетического балла (ОГБ), который поз-
воляет эффективно оценивать индивидуальные
полигенные профили в отношении самых разных
«целевых качеств», от  спортивной успешности
до риска развития отдельных мультифакториаль-
ных заболеваний [22–25, 49, 50]. В нашем случае
таким «целевым качеством» являлась «невоспри-
имчивость к заражению ВИЧ-инфекцией».

В настоящей работе были исследованы шесть
полиморфных локусов, пять из  которых располо-
жены в  генах, влияющих на  вход ВИЧ в  клетку:
CCR5-Δ32, CCR5-T303A, CCR2-V64I, DC-SIGN-
VNTR и SDF-1 3 А. Согласно различным литера-
турным данным, эти маркеры весьма перспектив-
ны в отношении изучения эффекта невосприимчи-
вости к  ВИЧ у  неинфицированных партнеров
в дискордантных парах, проживающих совместно
(HEPS — Нighly exposed persistently seronegative).
Функциональная значимость в  отношении
ВИЧ-инфекции каждого из этих маркеров будет
описана ниже. Локус NOS3-VNTR был выбран
в качестве «контрольного».

В отношении NOS3-VNTR следует отметить
следующее. В 2004 году была изучена возможная
ассоциация между полиморфным микросателли-
том, расположенным в промоторной области гена
индуцибельной синтетазы окиси азота (inducible
nitric oxide synthase — iNOS, NOS2), с патогене-
зом ВИЧ-инфекции на  когорте из  857 пациентов
и 240 здоровых лиц [15]. Полиморфный миниса-
теллит NOS3-VNTR локализован в интроне друго-
го гена — эндотелиальной синтетазы окиси азота
(endothelial nitric oxide synthase — eNOS, NOS3).
Функцией соответствующих ферментов-синтаз

является выработка оксида азота (NO) — одного
из наиболее важных биологических медиаторов,
участвующего в иммунных реакциях, а также обла-
дающего бактерицидным и  вироцидным эффекта-
ми. К  настоящему времени в  многочисленных
исследованиях «случай-контроль» была изучена
ассоциация минисателлита NOS3-VNTR с риском
развития ряда мультифакторных заболеваний [26,
27, OMIM:  163729]. Носительство именно
«мутантного» аллеля № 4 (с четырьмя повторами,
по другой номенклатуре — аллель 4a) во всех слу-
чаях оказывалось фактором повышенного риска,
связанным с  нарушением экспрессии гена NOS3.
К настоящему времени в ряде работ было показа-
но, что ВИЧ способен существенно снижать уро-
вень экспрессии этого гена [28–30]. Однако
в  доступной литературе мы не нашли данных
о взаимосвязи маркера NOS3-VNTR с восприим-
чивостью (или протективностью) к инфицирова-
нию ВИЧ. Поэтому он был выбран в  качестве
«контрольного» маркера.

Ген CCR5 (chemokine (C-C motif) receptor 5)
расположен на  коротком плече хромосомы 3
в  составе кластера генов, кодирующих и  другие
хемокиновые рецепторы: CCR1, CCR2, CCR3,
CCRL2, CXCR6, XCR1. Ген CCR5 содержит всего
три экзона, а  его общий размер составляет 6065
оснований. Полиморфный маркер CCR5Δ32
(rs333) локализован в  третьем экзоне гена, мута-
ция Δ32 представляет собой делецию 32 основа-
ний. Это приводит к  утрате 10 аминокислотных
оснований в участке связывания соответствующе-
го белка-рецептора, делая его функционально
неактивным. Аллель Δ32 обеспечивает защиту
гомозиготных по данному аллелю людей от инфи-
цирования R5-штаммом ВИЧ при половом контак-
те и существенно замедляет прогрессию инфекции
у  гетерозиготных носителей. Тем не менее, даже
гомозиготность по CCR5Δ32 не гарантирует абсо-
лютной защиты: в отдельных работах было показа-
но, что и  гомозиготные носители все-таки оказы-
вались инфицированными вирусом [31–33].

Ген CCR5 является весьма полиморфным, осо-
бенно в  промоторной области. Помимо rs333,
на сегодняшний день описано еще семь клинически
значимых полиморфных локусов внутри этого гена
[NCBI Gene ID:  1234, updated on 3-Jan-2016,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/]. Один из  них —
весьма редкая трансверсия T→А (T303А,
rs1800560, C101X), приводящая к преждевремен-
ному образованию стоп-кодона. Это нарушает
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функциональность образующегося «мутантного»
корецептора, что блокирует вход R5-штаммов
ВИЧ в клетку-мишень. Маркер T303А также рас-
положен в  третьем экзоне гена, на  расстоянии
252 оснований от CCR5Δ32. Частота мутантного
аллеля A низкая (не более 0,7%) и, по всей види-
мости, именно по этой причине изучен этот маркер
весьма отрывочно [34]. В  этой же работе было
показано, что для единственного обнаруженного
HEPS с комбинированным гетерозиготным гено-
типом (wt-Δ32, A-T) наблюдалась полная рези-
стентность к инфицированию in vitro CCR5-троп-
ными штаммами вируса.

Хемокиновый рецептор CCR2 (chemokine (C-C
motif) receptor 2) является минорным корецептором
для М-тропных штаммов ВИЧ. Соответствующий
ген расположен в  непосредственной близости
от гена CCR5, на расстоянии около 9000 оснований.
К настоящему времени достаточно подробно иссле-
дована транзиция G→A, в результате которой ами-
нокислота валин заменяется на изолейцин в 64-й
позиции белка (первая трансмембранная петля,
rs1799864, CCR2-V64I). Пока это единственный
клинически значимый полиморфизм, описанный для
гена CCR2 [NCBI Gene ID:  729230, updated on
7-Jan-2016, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/]. Частота
протективного аллеля A весьма высокая, около
15%, но при этом сам механизм протективного дей-
ствия этого аллеля в отношении ВИЧ до сих пор
неясен.

Инфицирование дендритных клеток ВИЧ осу-
ществляется посредством связывания интеграль-
ного белка оболочки вируса gp120 с молекулами
трансмембранного корецептора CD209 (другое
название  — DC-SIGN — Dendritic cell-specific
intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-
integrin). Этот опосредованный механизм концент-
рации вирусных частиц на поверхности дендритных
клеток позволяет инфицировать множество
Т-лимфоцитов, вызывая быстрое распространение
инфекции [35]. В гене CD209 к настоящему време-
ни клинически значимые полиморфные маркеры
в базе NCBI отсутствуют. Тем не менее, в четвер-
том экзоне этого гена локализована область тан-
демных повторов (DC-SIGN-VNTR), которая
является полиморфной: были обнаружены аллели,
содержащие 6, 7 и 8 повторов. «Мутантные» алле-
ли, соответствующие разному числу повторов
из 23 аминокислот в шеечном домене белка, доста-
точно редки, но оказывают существенное влияние
на способность рецептора к связыванию с лиганда-

ми. Для носителей «мутантных» аллелей (с 6
и 8 повторами) риск инфицирования ВИЧ меньше,
нежели для «нормальных» гомозигот 7, 7 [36–38].

Рецептором для лиганда CXCL12 (chemokine
(C-X-C motif) ligand 12, устарелое распространен-
ное название  — SDF-1) является белок CXCR4,
который участвует в процессе слияния Т-тропного
ВИЧ с  CD4-лимфоцитами хозяина [39, 40].
Связывание лигандов SDF-1 с  рецепторами
CXCR4 предотвращает связывание последних
с  ВИЧ [41]. Транзиция G→A в  3’-UTR области
гена CXCL12 (rs1801157) приводит к образованию
так называемого аллеля 3’А (SDF-1  3’A). Было
показано, что наличие этого аллеля приводит
к  увеличенной по  времени стабильности соответ-
ствующей мРНК, и, как следствие, повышению
экспрессии лиганда SDF-1 и более эффективному
торможению репликации вируса [42, 43].

Однако литературные данные о роли SDF-1 3’A
в  течении ВИЧ-инфекции к  настоящему времени
являются весьма противоречивыми, в  том числе
с учетом популяционных мета-анализов. Опуб ли -
ко ваны данные как о наблюдаемой задержке про-
грессирования заболевания [44, 45], так и об уско-
ренном развитии симптомов СПИДа для гомозигот
SDF-1  3’A по  сравнению с  гетерозиготами или
гомозиготами по  «дикому» аллелю [41]. Также
было показано, что сочетание в комбинированном
генотипе аллеля SDF-1 3’A в гомозиготной форме
и  протективных аллелей CCR5-Δ32 и  CCR2–64I
увеличивает суммарный защитный эффект
от  ВИЧ. Этот эффект исследователи объясняют
тем, что мутантные формы корецепторов
CCR5-Δ32 и CCR2–64I ингибируют репликацию
R5-штаммов вируса, в то время как «мутантный»
лиганд SDF-1 3’A — репликацию только X4-штам-
мов [46, 47]. В  работе 2015 года по  популяции
Папуа–Новая Гвинея, одному из самых поражен-
ных в отношении ВИЧ регионов, для гомозиготно-
го генотипа АА по  локусу SDF-1 моделировался
риск как по  протективной, так и  по предраспола-
гающей моделям одновременно [48].

Таким образом, для охарактеризованных выше
локусов существуют объективные предпосылки
численной оценки их суммарного влияния на вос-
приимчивость (или невосприимчивость) к зараже-
нию ВИЧ в зависимости от установленного комби-
нированного генотипа.

Цель исследования. Численно оценить суммар-
ный вклад исследованных аллельных вариантов
полиморфных локусов генома человека в  форми-
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рование невосприимчивости к  заражению ВИЧ-
неинфицированных партнеров из дискордантных
пар методом подсчета ОГБ.

Материалы и методы исследования. Иссле до -
ва ние проводилось в  клинико-диагностической
лаборатории Московского областного центра
по борьбе со СПИДом и инфекционными заболе-
ваниями в течение 2011–2015 годов.

Объектом исследования послужила группа
ВИЧ-неинфицированных партнеров из  дискор-
дантных пар, наблюдающихся в  Московском
областном центре по профилактике и борьбе со
СПИДом и инфекционными заболеваниями.

Критериями включения в исследование послу-
жили:

— срок совместного проживания с ВИЧ-инфи-
цированным партнером свыше 5 лет;

—  в анамнезе регулярные половые контакты
с ВИЧ-инфицированными партнерами без средств
защиты;

—  регулярное обследование и  посещение
врача-эпидемиолога, чаще одного раза в год;

— на момент проведения исследования отсутствие
ВИЧ-инфекции подтверждено результатами тестов
иммуноферментного анализа (ИФА) и  иммуно -
блоттинга (ИБ).

Критериями исключения пациентов из исследо-
вания явились:

— срок совместного проживания с ВИЧ-инфи-
цированным партнером менее 5 лет;

—  в анамнезе регулярные половые контакты
с ВИЧ-инфицированными партнерами с использо-
ванием средств защиты;

—  нерегулярные обследования и/или посеще-
ние врача-эпидемиолога реже одного раза в год;

—  активное употребление психоактивных пре-
паратов.

Таким образом, была сформирована группа
«Случай», в которую включено 34 ВИЧ-неинфици-

рованных партнера из дискордантных пар, прожи-
вающих совместно с ВИЧ-инфицированным парт-
нером свыше пяти лет на территории Московской
области, имеющих частые незащищенные половые
контакты и чаще раза в год проходящих обследова-
ние и посещающих врача-эпидемиолога (рис. 1).

Группа «Контроль», также включавшая
34 человека, была сформирована из числа пациен-
тов Центра таким образом, чтобы средний возраст
участников и соотношение мужчин и женщин в ней
полностью соответствовало таковым в  группе
«Случай» (табл. 2). Критерии включения в группу
«Контроль»:
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— Установленный диагноз «ВИЧ-инфекция».
— Инфицирование в результате гетеросексу-

ального полового контакта.
Мы отказались от количественной оценки часто-

ты половых контактов в обеих группах вследствие
ненадежности такого рода сведений, сообщаемых
о себе пациентами (как это отмечено в мини-обзоре
[7]). Длительность совместного проживания и регу-
лярность контактов свидетельствуют о  высокой
степени экспозиции ВИЧ-инфекции в  группе
«Случай»; для лиц из группы «Контроль» степень
экспозиции несущественна, поскольку так или
иначе факт инфицирования состоялся.

Материалом для исследования послужили
образцы цельной крови обследованных лиц.
Выделение геномной ДНК проводили стандартны-
ми методами фенол-хлороформной экстракции или
с использованием магнитных частиц. Все исследо-
ванные полиморфные локусы анализировали мето-
дом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с после-
дующей детекцией продуктов реакции в агарозных
гелях. Для локусов CCR5-T303A и SDF-1 3 А был
использован метод ПДРФ (полиморфизм длины
рестриктазных фрагментов), а  для локуса
CCR2-V64I — методы ПДРФ и аллель-специфич-
ной ПЦР (Allele-specific PCR, AS-PCR). Для раз-
личных локусов были использованы как известные
из литературы праймеры, так и подобранные непо-
средственно авторами [51–55]. Синтез олигонук-
леотидных праймеров был выполнен в  фирме
«Евроген» (г. Москва), в работе были использова-
ны эндонуклеазы рестрикции производства
«Fermentas» (г. Вильнюс).

Статистическую обработку данных проводили,
используя программу R [R Development Core
Team, R: A Language and Environment for Sta tis -
tical Computing, R Foundation for Statistical Com -
puting, Vienna, Austria, URL: http://www.R-pro -
ject.org, 2006].

При использовании метода генетических баллов
каждому обследованному человеку индивидуаль-
ный балл «протективности к ВИЧ» по каждому
из локусов присваивали следующим образом.

1. CCR5-Δ32. Гомозиготам по протективному
аллелю (Δ32, Δ32) присваивали 2 балла, гетерози-
готам (+, Δ32) — 1 балл, гомозиготам «дикого
типа» (+, +) — 0 баллов.

2. CCR2-V64I. Гомозиготам по протективному
аллелю (А, А) присваивали 2 балла, гетерозиготам
(A, G) — 1 балл, гомозиготам «дикого типа»
(G, G) — 0 баллов.

3. Локусы CCR5-T303A и  DC-SIGN-VNTR.
Аналогично, гомозиготам по  протективным алле-
лям присваивали 2 балла, гетерозиготам — 1 балл,
гомозиготам «дикого типа» — 0 баллов.

4. NOS3-VNTR. «Нормальные» гомозиготы
5, 5=2 балла, гетерозиготы 4, 5=1 балл, «мутант-
ные» гомозиготы 4, 4=0 баллов. Такой выбор бал-
лов обоснован тем, что наличие аллеля 4 является
именно фактором риска по этому локусу, как это
уже обсуждалось выше.

5. SDF-1 3’A. Учитывая противоречивость лите-
ратурных данных, обсуждавшихся выше в разделе
«Введение», для этого маркера при подсчете гене-
тического балла нами была использована модель
«преимущества гетерозигот»: гетерозиготам A, G
присваивали 1 балл, а  любым гомозиготам
(А, А или G, G) — 0 баллов.

Окончательно ОГБ для каждого обследованного
лица вычисляли как сумму индивидуальных генети-
ческих баллов по всем локусам.

Результаты и их обсуждение. Средний возраст
участников исследования составил 34 года; в каж-
дой группе было обследовано по  9 мужчин
и 25 женщин (см. табл. 2).

Наблюдаемые частоты генотипов и аллелей для
обеих исследованных групп по всем локусам пред-
ставлены в таблице 3.

Для локусов DC-SIGN-VNTR и  CCR5-T303А
в обеих группах были выявлены только «нормаль-
ные» гомозиготы с генотипами 7, 7 и T, T соответ-
ственно, то есть в рамках настоящего исследова-
ния эти маркеры оказались неполиморфными.
Такие результаты объяснимы тем, что для этих
локусов частоты минорных аллелей (MAF — minor
allele frequency) весьма низкие — менее 2%, исхо-
дя из анализа литературных данных. Здесь уместно
отметить, что это первое исследование этих марке-
ров по  российской популяции. В  рамках оценки
индивидуального генетического балла все обследо-
ванные лица в обеих группах получили по 0 баллов
по локусам DC-SIGN-VNTR и CCR5-T303А.

Для всех остальных локусов, оказавшихся
в настоящем исследовании полиморфными, рас-
пределение генотипов в  обеих исследованных
группах соответствовало равновесию Харди–
Вайнберга (p>0,05, критерии хи-квадрат и точный
тест Фишера, численные данные не приводятся).

Для «контрольного» маркера NOS3-VNTR
в обеих группах было выявлено по одному гомози-
готному носителю «мутантного» аллеля (гено-
тип 4, 4), и по восемь человек оказались гетерози-
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готами (генотип 4, 5). Такая «идентичность» рас-
пределения генотипов в  определенной степени
свидетельствует об  оправданности выбора
NOS3-VNTR в качестве контрольного маркера.

Для локусов CCR5-Δ32 и CCR2-V64I гомози-
готных носителей протективных аллелей ни
в  одной из  групп выявлено не было. При этом
обращает на  себя внимание факт, что в  группе
«Случай» наблюдалось увеличение числа гетеро-
зиготных носителей протективных аллелей для
обоих маркеров.

Для полиморфного маркера SDF-1 3 А в группе
«Случай» наблюдалось увеличение числа носите-
лей гетерозиготного генотипа A, G (14 человек про-
тив девяти в группе «Контроль»), что подтверждает
выбранную нами модель «преимущества гетерози-
гот» при подсчете генетического балла по этому
локусу. Здесь уместно отметить, что этот маркер

локализован в 3’-регуляторной области и, предпо-
ложительно, неким образом влияет на уровень экс-
прессии этого гена. Для диплоидных организмов
по полиморфным маркерам, влияющим на уровень
экспрессии, модель «преимущества гетерозигот»
достаточно убедительно обоснована [56].

В целом различия между группами «Случай»
и «Контроль» в распределении как генотипов, так
и  аллелей по  каждому из  локусов CCR5-Δ32,
CCR2-V64I и SDF-1 3 А оказались недостоверными
(p>0,05, точный тест Фишера, численные данные не
приводятся), что неудивительно, если принять во
внимание небольшой размер выборки и  низкую
популяционную частоту минорных аллелей.

На следующем этапе работы рассчитывали ОГБ
по  параметру «невосприимчивость к  заражению
ВИЧ-инфекцией» и сравнивали распределение его
значений в  двух исследованных группах (рис. 2).
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Максимальной невосприимчивости соответствовал
бы ОГБ=11 (пять аллельных вариантов по 2 балла
плюс один с баллом 1); полное отсутствие протек-
тивности характеризовалось бы ОГБ=0. Полу чен -
ные нами значения ОГБ варьировали в диапазоне
от 0 до 5 баллов для группы «Случай» и от 1 до 3
в группе «Контроль». В группе «Случай» 8 человек
(23,5%) имели ОГБ≥4, тогда как в  группе
«Контроль» ОГБ≥4 не имел никто. Медианные
значения ОГБ составили 3 балла для группы
«Случай» и  2  — для группы «Контроль».
Предварительные сопоставления позволили вы -
явить различия в распределении ОГБ между двумя
группами, однако окончательные суждения и выводы
о  достоверности полученных результатов можно
будет представить после увеличения групп исследо-
вания, учитывая значимость изучаемых явлений.

Проведенное исследование, на  наш взгляд,
хорошо демонстрирует важность использования
получаемых результатов при исследовании
небольших по  объему сравниваемых групп
(в нашем случае  — по  34 человека) в  качестве
пилотных проектов, для того чтобы при увеличении
когорты включаемых в  исследование людей
использовать отработанные методологические
и технологические подходы. Метод подсчета бал-
лов показал свою перспективную эффективность,
но, к сожалению, основную трудность для расши-
ренного исследования представляет дальнейший
набор пациентов в  группу «Случай» ввиду несо-
мненной редкости таких дискордантных пар.
Поэтому в аналогичных сравнительных исследова-
ниях для малых выборок целесообразным в первую
очередь видится расширение панели исследуемых
локусов из числа перечисленных в таблице 1, для
которых значения MAF являются наибольшими.

Если говорить об индивидуальной оценке гено-
типа пациента в  каждом конкретном случае, то
значения MAF для выбранных в панель исследова-

ния локусов существенны в том плане, что редкие
известные из литературы мутантные аллели для
отдельных маркеров могут быть вообще не
выявлены у большинства (всех) пациентов, как это
показано в настоящей работе для DC-SIGN-VNTR
и  CCR5-T303А. Для таких локусов, с  низким
значением MAF, следует признать целесообраз-
ным дополнительное исследование степени их
полиморфности на относительно большой выборке
из когорты ВИЧ-инфицированных именно для рос-
сийской популяции.

Архиважным является обоснование диагности-
ческой значимости каждого включенного в панель
«протективность к  ВИЧ» полиморфного локуса
и  выбор соответствующего метода подсчета гене-
тического балла. В  этой связи необходимо отме-
тить следующее. Для маркеров CCR5-Δ32,
CCR5-T303А, CCR2-V64I и DC-SIGN-VNTR про-
тективными были выбраны именно редко выявляе-
мые «мутантные» аллели. Для локуса NOS3-
VNTR ситуация прямо противоположная — редко
выявляемый аллель является фактором именно
риска. Для маркера SDF-1 3 А в настоящей работе
использована модель, когда протективным являет-
ся уже гетерозиготный генотип, а ни один из алле-
лей, по отдельности, протективным не является.
Соответственно, алгоритм присвоения генетиче-
ских баллов во всех указанных случаях различает-
ся. Подчеркнем, что выбор модели по  каждому
локусу должен быть основан на анализе современ-
ных литературных данных.

Отметим, что одинаковые баллы, приписанные
разным аллельным вариантам, не следует интер-
претировать как предположение об  одинаковой
выраженности их защитного эффекта, они служат
только для оценки относительного риска, связан-
ного с вариантами в пределах каждого полиморф-
ного локуса [48].

Метод ОГБ дает дополнительные возможности
для анализа первичных экспериментальных данных
в исследованиях «случай-контроль». Так, в нашей
работе частоты аллелей и генотипов по «контроль-
ному» маркеру NOS3-VNTR в обеих группах ока-
зались абсолютно одинаковыми (см. табл. 3).
Однако единственный носитель «неблагоприятно-
го» генотипа 4, 4 в  группе «Контроль» оказался
гетерозиготным по CCR5 (+/Δ32) с ОГБ=1 балл.
Тогда как в группе «Случай» такой же обладатель
единичного генотипа 4,  4 имел ОГБ=0 баллов.
Аналогично и для других пациентов. То есть вклад
индивидуальных генотипов по NOS3-VNTR в рас-

ВИЧ�ИНФЕКЦИЯ И ИММУНОСУПРЕССИИ, 2016 г., ТОМ 8, № 3122

Рис. 2. Распределение ОГБ в двух исследованных группах.
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пределение значений ОГБ для двух сравниваемых
групп оказался разным.

Унификация метода ОГБ для межлабораторных
сравнений при генотипировании отдельных паци-
ентов подразумевает указание индивидуального
генотипа по  каждому локусу, соответствующего
значения генетического балла, а  также значения
ОГБ по совокупности локусов, которое нормирова-
но по их числу [49, 50]. В настоящей работе норми-
рование ОГБ по  числу локусов не делалось,
поскольку обе группы были исследованы по одним
и тем же маркерам в единичном исследовании.

Перспективным шагом к повышению информа-
тивности метода ОГБ видится его применение
в отношении не отдельных локусов, а  гаплотипов
для сцепленных локусов (комбинации аллельных
вариантов, расположенные на  одной из  парных
хромосом). В нашем случае сцепленными локусами
являлись CCR5-Δ32, CCR5-T303А и CCR2-V64I

(хромосомная локализация 3р21.31). Однако ана-
лиз гаплотипов в  целом, а  также применительно
к маркерам генов CCR5-CCR2 в частности, пред-
ставляет собой отдельную емкую тему, что не явля-
лось предметом настоящего исследования.

Заключение. Для изучения генетической
составляющей невосприимчивости к  ВИЧ-инфек-
ции исследована группа ВИЧ-неинфицированных
партнеров из  дискордантных пар, проживающих
совместно более 5 лет. Определены генотипы
в  пяти полиморфных локусах генома человека,
которые предположительно влияют на  вход ВИЧ
в клетку. Для комплексной оценки совокупности
выявленных индивидуальных генотипов использо-
ван метод подсчета общего генетического балла
(ОГБ). Показано, что распределение ОГБ в группе
неинфицированных партнеров в  дискордантных
парах достоверно отличается от  распределения
ОГБ в контрольной группе.
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