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Цель работы – определение на основании анализа нуклеотидной последовательности V3‑петли гена env тро-
пизма ВИЧ у пациентов с вирусологической неэффективностью антиретровирусной терапии в Архангельской 
области. Материалы и методы. Материалом исследования служили образцы плазмы крови 76 ВИЧ-
инфицированных лиц с вирусологической неэффективностью антиретровирусной терапии. Методом ПЦР с по-
следующим секвенированием исследовали нуклеотидную последовательность региона C2-V3-C3 гена env ВИЧ. 
Определение генотипа исследуемых штаммов проводили на основании анализа их филогенетических отноше-
ний с референсными последовательностями из международной базы данных GenBank, а также с использованием 
специализированных программ. Для прогнозирования вирусного тропизма применяли правило Гарридо и био-
информатический онлайн-инструмент Geno2Pheno[coreceptor], который на основании анализа нуклеотидной по-
следовательности V3‑петли гена env определяет коэффициент отсечения ложноположительных результатов (false 
positive rate – FPR). Результаты и обсуждение. Показана более низкая представленность R5X4/X4-тропных ва-
риантов ВИЧ у длительное время инфицированных лиц с вирусом субсубтипа А6 по сравнению с вирусом суб-
типа В. Для всех алгоритмов отсечения FPR наблюдали достоверную корреляцию между субтипом и тропизмом 
ВИЧ (p=0,0014 и p=0,013 для FPR 10 % и FPR 20 % соответственно). В то время как среди штаммов субтипа  
B по меньшей мере 57 % определены как R5X4/X4-тропные варианты (для FPR 10 %), в том числе два штамма 
отнесены к X4-тропным, среди ВИЧ субсубтипа А6 даже при FPR 20 % частота R5X4/X4-тропных образцов 
лишь незначительно превышала 22 %. Можно предположить, что динамика изменения тропности ВИЧ зависит 
от субтипа вируса. Показаны достоверные отличия распределения аминокислотных остатков последовательности  
V3-региона в обследуемой группе между R5-тропными и R5X4/X4-тропными штаммами субсубтипа А6 для по-
зиций 18 (χ2=7,616, p=0,0058), 21 (χ2=7,281, p=0,007), 24 (χ2=5,587, p=0,0181) и 34 (χ2=5,144, p=0,0233). Среди 
R5X4/X4-тропных штаммов субсубтипа А6 представлены аминокислотные замены в позициях 6, 19, 21, 26, 29, 
30, не обнаруженные у R5-тропных штаммов А6. Высокая частота встречаемости ряда мутаций, ранее описанных 
как связанные с устойчивостью к маравироку и подобным ему препаратам, может свидетельствовать о характер-
ном для субсубтипа А6 естественном полиморфизме, не имеющем корреляции с резистентностью к антагонистам 
корецептора CCR5.
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Abstract. The aim of the study was to determine the tropism of the human immunodeficiency virus in patients with 
virological failure of antiretroviral therapy (ART) from the Arkhangelsk Region based on the analysis of the env gene 
V3 loop nucleotide sequence. Materials and methods. We used blood plasma samples obtained from 76 HIV-infected 
persons from the Arkhangelsk Region with virological failure of antiretroviral therapy. The nucleotide sequences of 
the HIV env gene C2-V3-C3 region were studied by PCR followed by sequencing. The genotype of the studied strains 
was determined based on the analysis of their phylogenetic relations with reference sequences from the international 
GenBank database, as well as using specialized programs. To predict viral tropism, the Garrido rule and the online bioin-
formatic tool Geno2Pheno[coreceptor] were used. The Geno2Pheno[coreceptor] algorithm, determines the false positive 
rate (FPR) based on the analysis of the env gene V3 loop nucleotide sequence. Results and discussion. Significantly 
lower representation of R5X4/X4-tropic HIV variants in long-term infected persons with subsubtype A6 virus compared 
to subtype B virus has been shown. For all FPR cut-off algorithms, a significant correlation between subtype and HIV 
tropism was observed (p=0.0014 and p=0.013 for FPR 10 % and FPR 20 %, respectively). While among subtype B 
strains, at least 57 % were identified as R5X4/X4-tropic variants (for an FPR of 10 %), including two strains classified as 
X4-tropic; among HIV subsubtype A6 even at an FPR of 20 %, the frequency of R5X4/X4-tropic samples only slightly 
exceeded 22 %. It can be assumed that the dynamics of changes in HIV tropism depends on the virus subtype. Significant 
differences in the distribution of amino acid residues of the V3 region sequences in the examined group between R5-
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В настоящее время болезнь, вызванная ви-
русом иммунодефицита человека (ВИЧ), остает-
ся глобальной проблемой здравоохранения всего 
мира. Программы последних лет сформулировали 
определяющие прогресс в диагностике и терапии 
цели – 90–90–90, означающие, что 90 % людей, жи-
вущих с ВИЧ (ЛЖВ), знают о своем ВИЧ-статусе, 
90 % знают свой ВИЧ-положительный статус и по-
лучают лечение и 90 % получающих лечение имеют 
подавленную вирусную нагрузку. Однако, согласно 
данным Объединенной программы ООН по ВИЧ/
СПИД (Joint United Nations Programme on HIV/AIDS, 
сокращенно UNAIDS), в 2020 г. зарегистрировано 
1,5 млн новых случаев инфицирования ВИЧ, а также 
немногим менее миллиона смертей, связанных с раз-
витием заболевания. В целом же к 2020 г. в мире на-
считывалось около 37,7 млн ЛЖВ, причем, по самым 
оптимистичным подсчетам, 10,2 млн из них не по-
лучали лечения [1]. Помимо проблем низкой инфор-
мированности и недоступности лечения, дополни-
тельные сложности для достижения цели 90–90–90  
привносит вирусологическая неэффективность анти-
ретровирусной терапии (АРТ), зачастую связанная 
с мутациями лекарственной устойчивости (ЛУ) ви-
руса. По данным ряда исследователей, около 5 млн 
ЛЖВ не ответили на одну или несколько схем АРТ 
из-за мутаций резистентности в гене pol, кодирую-
щем обратную транскриптазу, протеазу и интегразу, 
которые являются основными терапевтическими ми-
шенями [2]. В настоящее время, в связи с появлени-
ем все большего количества мутаций ЛУ не только 
среди подвергавшихся АРТ пациентов, но и среди 
не получавших терапии лиц, пристальное внимание 
врачей обращено на возможность увеличения эффек-
тивности лечения ВИЧ-инфекции с помощью новых 
классов антиретровирусных препаратов (АРП), на-
правленных на новые мишени. К таким препаратам 
относятся антагонисты хемокиновых рецепторов, се-
лективно связывающиеся с корецепторами, предот-
вращая проникновение вируса в клетку. 

Оболочка ВИЧ состоит из чередующихся кон-
стантных (C1 – C5) и вариабельных (V1 – V5) ре-
гионов, обеспечивающих структурную и функцио-

нальную целостность вируса, включая функцию 
связывания с корецептором. Ген оболочки ВИЧ 
(env) протяженностью 2568 п.н. кодирует продукт 
gp160, синтезируемый в эндоплазматическом рети-
кулуме в виде белка-предшественника единственно-
го полипептида, гликозилированного и собранного 
в олигомеры. В дальнейшем в аппарате Гольджи 
происходит расщепление предшественника gp160 
клеточными протеазами на нековалентно связан-
ные gp120 и gp41, кодируемые фрагментами гена 
env протяженностью 1449 п.н. и 1035 п.н. соответ-
ственно [3]. Проникновение вируса в клетки осу-
ществляется за счет серии конформационных изме-
нений в гомотримерном комплексе гликопротеинов 
вирусной оболочки gp120/gp41, опосредованных 
взаимодействиями с рецептором клетки CD4 и, как 
правило, с одним из двух корецепторов хемокинов: 
рецептором CC типа 5 (CCR5) или рецептором CXC 
типа 4 (CXCR4). Соответственно, различают виру-
сы трех типов: обладающие тропностью к рецептору 
CCR5 – R5-тропные вирусы, к рецептору CXCR4 – 
X4-тропные вирусы и вирусы двойной тропности – 
R5X4 [4]. Таким образом, препаратами выбора могут 
быть отрицательные аллостерические модуляторы 
рецептора CCR5 (основной представитель класса – 
маравирок), которые, связываясь с корецептором, 
тем самым блокируют связывание с ним белка gp120 
ВИЧ и последующее проникновение вируса в клет-
ку. Очевидно при этом, что активность антагонистов 
ограничивается тропностью вируса и для успешного 
лечения с их помощью необходимо проведение ана-
лиза, позволяющего прогнозировать использование 
вирусными штаммами для проникновения в клетку 
корецептора CCR5, а не CXCR4. В дальнейшем, при 
широком внедрении этого класса препаратов, раннее 
выявление изменений тропизма вируса или мутаций 
устойчивости к маравироку позволит ускорить при-
нятие решения о замене терапии и потенциально 
предотвратить дальнейшее накопление мутаций ре-
зистентности к другим АРП в схеме лечения.

Определение тропизма возможно как крайне до-
рогостоящими, долгосрочными и сложными феноти-
пическими методами с использованием клеточных 

tropic and R5X4/X4-tropic strains of subsubtype A6 for positions 18 (χ2=7.616, p=0.0058), 21 (χ2=7.281, p=0.007), 
24 (χ2=5.587, p=0.0181), and 34 (χ2=5.144, p=0.0233) have been demonstrated. Among the R5X4/X4-tropic strains of 
the A6 subsubtype, amino acid substitutions were registered at positions 6, 19, 21, 26, 29, 30, which were not found in 
the R5-tropic A6 strains. The high occurrence frequency of a number of mutations previously described as presumably 
associated with resistance to maraviroc and similar drugs may indicate a natural polymorphism characteristic of the 
A6 subsubtype, which does not correlate with resistance to CCR5 co-receptor antagonists.

Key words: human immunodeficiency virus (HIV), HIV co-receptor tropism, CCR5, CXCR4, CCR5 receptor antago-
nists, env gene, genotypic diagnostics.
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культур, так и более простыми генотипическими, 
основанными на анализе нуклеотидных последова-
тельностей фрагментов генома вируса. Анализ ядер-
ного магнитного резонанса показал, что петля V3 
гена env ВИЧ протяженностью 34–36 аминокислот-
ных остатков в положениях 296–331 штамма HXB2 
демонстрирует две основные отличающиеся после-
довательности и конформации, соответствующие 
двум группам природных лигандов CCR5 и CXCR4 
и отвечающие за избирательное взаимодействие с 
указанными корецепторами [3]. В связи с вышеска-
занным тропизм ВИЧ определяют преимущественно 
анализируя нуклеотидную последовательность ги-
первариабельной петли V3 в регионе поверхностно-
го белка, кодируемого геном env. При этом, несмотря 
на высокую точность, значимым минусом феноти-
пических методов является их неспособность давать 
стабильные результаты при вирусной нагрузке ниже 
1000 копий/мл, в то время как применение геноти-
пического метода возможно даже при вирусной на-
грузке менее 500 копий/мл, а в качестве матрицы 
допускается использование как РНК вируса, так и 
провирусной ДНК [4]. 

В Российской Федерации в 2020 г. зафикси-
ровано более миллиона ЛЖВ с лабораторно под-
твержденным диагнозом, причем встречаемость по 
крайней мере одной мутации ЛУ к ингибиторам 
ревертазы, протеазы и интегразы у терапевтически 
наивных лиц составила 5,5 %, а у пациентов с ви-
русологической неэффективностью АРТ, в зависи-
мости от региона и обследуемой группы, достигала 
95 % случаев [5]. С 2012 г. в России рекомендовано 
применение препаратов – антагонистов рецептора 
CCR5 для лечения ВИЧ-инфицированных лиц с мно-
жественной резистентностью вируса к ингибиторам 
ревертазы, протеазы, интегразы, а также стандар-
тизирована генотипическая методика определения 
тропизма вируса перед началом терапии [6]. Однако 
фактически препарат задействован в стандартных 
схемах незначительно. В том числе из-за того, что 
преобладающим геновариантом ВИЧ в РФ, как из-
вестно, является субтип А субсубтип А6, исследова-
ния гена env которого немногочисленны, несмотря 
на значимость типирования вирусного тропизма не 
только для молекулярно-генетической характеристи-
ки циркулирующего вируса, но и для прогнозирова-
ния терапевтической применимости антагонистов 
корецептора CCR5.

Данные о тропности вируса среди лиц с виру-
сологической неэффективностью АРТ в РФ ограни-
чены, как и ограничены, соответственно, данные о 
возможности широкого применения новых терапев-
тических препаратов для лечения таких пациентов.

Цель работы – на основании анализа нуклео-
тидной последовательности V3-петли гена env 
определить тропизм вируса иммунодефицита чело-
века у пациентов с вирусологической неэффектив-
ностью антиретровирусной терапии, проживающих 
в Архангельской области.

Материалы и методы

В работе использованы образцы плазмы кро-
ви 76 пациентов с ВИЧ-инфекцией, жителей 
Архангельской области, направленные в Северо-
Западный окружной центр по профилактике и борь-
бе со СПИДом (СЗО Центр СПИД) на базе Санкт-
Петербургского НИИ эпидемиологии и микробиоло-
гии имени Пастера в 2014–2019 гг. на определение 
лекарственной устойчивости вируса в связи с ви-
русологической неэффективностью АРТ (вирусная 
нагрузка >500 копий/мл после 6 месяцев АРТ или 
повышение вирусной нагрузки после первичного по-
давления репликации вируса). 

Для определения нуклеотидной последователь-
ности региона C2-V3-C3 гена env протяженностью 
около 426 нт, область 6953–7379 нт, согласно пред-
ставленному в международной базе данных GenBank 
штамму HXB2 (K03455.1), применяли набор реаген-
тов «АмплиСенс HIV-Resist-SEQ» (ФБУН ЦНИИЭ, 
Россия) согласно инструкции производителя, с ис-
пользованием генетического анализатора ABI Prism 
3500 (Applied Biosystems, США).

Первичный анализ нуклеотидных последова
тельностей проводили с помощью программы NCBI 
Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) в сравне-
нии с нуклеотидными последовательностями, пред-
ставленными в международной базе данных GenBank. 
Выравнивание нуклеотидных последовательностей 
проводили в программе MEGA версия 7, исполь-
зуя алгоритм ClustalW. Оценку эволюционного рас-
стояния между последовательностями проводили по 
модифицированной формуле Тамуры – Ней, для по-
строения филогенетических деревьев и последующе-
го анализа применяли алгоритм Neighbor-joining, по-
зволяющий оптимизацию деревьев в соответствии с 
критерием «сбалансированной минимальной эволю-
ции», при оценке достоверности филогенетических 
связей использовали бутстреп-анализ (bootstrap) для 
1000 независимых построений каждого древа [7]. 

Определение генотипа исследуемых штаммов 
проводили на основании анализа их отношений с 
референсными последовательностями из между-
народной базы данных GenBank, а также с исполь-
зованием программ REGA HIV-1 Subtyping Tool 3.0 
(http://bpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/
stanford-hiv/typingtool) и COMET HIV-1 (http://comet. 
retrovirology.lu) [8]. Для прогнозирования вирус-
ного тропизма использовали биоинформатический 
онлайн-инструмент Geno2Pheno [coreceptor] (http://
coreceptor.geno2pheno.org/index.php), а также прави-
ло Гарридо, включающее в себя алгоритмы 11/25 и 
«Чистый заряд». Согласно алгоритму 11/25, штамм 
определяют как X4-тропный при наличии положи-
тельно заряженной аминокислоты в положениях 11 
и/или 25 V3-петли. Алгоритм «Чистый заряд» харак-
теризует штамм как X4, если общий чистый заряд 
аминокислотной последовательности V3-петли боль-
ше или равен 5 [9].
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Статистическая обработка данных производи-
лась с помощью пакета программ MS Excel, Prizm 5.0 
(GraphPad Software Inc.). Для оценки достоверности 
различий численных данных, полученных при пар-
ных сравнениях, использовали, в зависимости от ха-
рактеристик выборок, точный критерий Фишера или 
критерий Хи-квадрат с поправкой Йетса. В качестве 
порога достоверности отличий определено значение 
вероятности p<0,05.

Результаты и обсуждение

Несмотря на общее ухудшение эпидемической 
ситуации в РФ, Архангельская область относится 
к территориям с низким уровнем распространения 
ВИЧ-инфекции. Среди зарегистрированных в регио-
не ВИЧ-инфицированных лиц мужчины составили 
71,3 %, а женщины – 28,7 %, наибольший уровень 
пораженности показан в возрастной группе от 30 до 
44 лет [10]. 

Возраст пациентов в обследуемой группе ва-
рьировал от 19 до 58 лет и составил в среднем 
(37,7±7,5) года. Мужчин в группе достоверно боль-
ше (65,8 %; 95 % ДИ: 54,01–76,29), чем женщин 
(34,2 %; 95 % ДИ: 23,71–45,99). Возраст пациентов 
при первичном выявлении антител к ВИЧ (положи-
тельный иммуноблот) варьировал от 18 до 48 лет 
и составил в среднем (31,09±8,59) года, отличий 
между женщинами (31,29±8,94 года) и мужчина-
ми (31±8,55 года) не обнаружено. При этом у 48 % 
(95 % ДИ: 33,66–62,58) мужчин и 50 % (95 % ДИ: 
29,93–70,07) женщин ВИЧ-инфекция впервые была 
выявлена в возрасте старше 30 лет, что отражает осо-
бенность эпидемии последних лет в РФ [11]. Таким 
образом, обследованная группа по половозрастному 
составу отражает популяцию ВИЧ-инфицированных 
больных Архангельской области.

Пациентов обследованной группы можно услов-
но разделить на подгруппы по количеству алгорит-
мов для АРТ, получаемых с момента введения пер-
вой и до настоящего направления образца крови на 
анализ для выявления мутаций фармакорезистент-
ности и при отсутствии ответа на лечение. В боль-
шинстве случаев (43,4 %; 95 % ДИ: 32,08–55,29) 
использовали одну схему АРТ, в 22,4 % (95 % ДИ: 
13,6–33,38) случаев – три, по 11,8 % (95 % ДИ: 5,56–
21,29) пациентов применяли две и четыре, 10,5 % 
(95 % ДИ: 4,66–19,69) использовали пять вариантов 
АРТ. При этом срок от выявления ВИЧ до начала 
АРТ варьировал от 0 до 12 лет и в среднем составил 
(3,48±3,47) года, а общая протяженность терапии, 
включая все схемы, составляла от 1 до 13 лет, в сред-
нем (3,64±2,36) года. 

Ранее на основании анализа нуклеотидных по-
следовательностей фрагмента гена pol ВИЧ опреде-
лено, что в обследованной группе преобладал вирус 
субтипа A субсубтипа А6 (89,5 %) по сравнению с 
субтипом В (9,2 %), в одном случае (1,3 %) выявлен 
вариант CRF03_AB [12]. При филогенетическом ана-

лизе нуклеотидных последовательностей фрагмента 
гена env в целом отмечено сходное распределение суб-
типов ВИЧ в группе. Филогенетические отношения 
между фрагментами гена env исследованных штам-
мов ВИЧ, полученных от ВИЧ‑инфицированных 
пациентов с вирусологической неэффективностью 
АРТ из Архангельской области, и референсными 
последовательностями из международной базы дан-
ных GenBank представлены на рис. 1. Для сравне-
ния выбраны ВИЧ субтипов А1, В, C, F, CRF02_AG, 
CRF03_AB, а также характерные для РФ геновари-
анты А6 (AFSU) и ВFSU, выявленные в разных горо-
дах России и странах ближнего зарубежья. 

Однако образец Arch82_2017, определенный со-
гласно анализу последовательности фрагмента гена 
pol как ВИЧ субтипа В, при анализе фрагмента гена 
env не обнаруживал достоверного сходства с изоля-
тами кластера, включающего штаммы генотипов В 
и АВ (индекс поддержки узла составил 95). Тем не 
менее при анализе последовательности указанного 
штамма с использованием программ REGA HIV-1 
Subtyping Tool 3.0 и COMET HIV-1 образец отнесен 
к субтипу В.

Медиана попарного генетического сходства 
для всех проанализированных последовательно-
стей субсубтипа А6 составила 91,33 % (диапазон 
86,33–98,33 %). Следует отметить, что среди штам-
мов субсубтипа А6 очевидны несколько кластеров, 
собранных независимо от года взятия клинического 
материала. В том числе несколько кластеров объеди-
няют штаммы ВИЧ, полученные от потребителей 
инъекционных наркотиков. Кластеризация преиму-
щественно сходна с таковой для фрагмента гена pol, 
отражает, по всей видимости, пути распространения 
вируса и демонстрирует несколько источников ин-
фицирования, как было показано нами ранее [12]. 

При определении генетического тропизма 
штаммов ВИЧ использовали биоинформатический 
алгоритм Geno2pheno[coreceptor], который на осно-
вании анализа нуклеотидной последовательности 
V3-петли гена env определяет коэффициент отсече-
ния ложноположительных результатов (false positive 
rate – FPR) в диапазоне от 0 до 100 %. Данный пока-
затель определяет риск того, что анализируемая по-
следовательность будет неверно идентифицирована 
как отличная от R5, то есть низкий уровень FPR сви-
детельствует о высокой вероятности не-R5-тропизма 
исследуемого штамма. Распределение образцов по 
тропности осуществляли с применением отсечения 
FPR на уровнях 10 и 20 %. При величине FPR ме-
нее указанного уровня образцы считали не-CCR5-
тропными (R5X4 либо X4-тропными). Отметим, что 
FPR 10 % рекомендован Европейской консенсусной 
группой по клиническому ведению тестирования на 
тропизм ВИЧ. Однако, поскольку большинство ал-
горитмов разработаны преимущественно на основе 
данных о субтипе B и демонстрируют сравнительно 
низкую производительность при анализе отличных 
от В субтипов ВИЧ, для повышения надежности 
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определения X4-фенотипа и с целью расширения 
диапазона чувствительности при работе с ВИЧ не-
В-субтипа, применяли упомянутый выше уровень 
отсечения в 20 % [4]. Результат анализа распределе-
ния образцов по тропности в обследованной группе 
представлен в таблице.

Для всех алгоритмов отсечения FPR наблюдали 
достоверную корреляцию между субтипом и тропиз-
мом ВИЧ (p=0,0014 и p=0,013 для FPR 10 % и FPR 20 % 
соответственно). В то время как среди штаммов суб-
типа В по меньшей мере 57 % определены как R5X4/
X4-тропные варианты, среди ВИЧ субсубтипа А6  

даже при высоком уровне FPR частота R5X4/X4-
тропных образцов лишь незначительно превышала 
22 %. Таким образом, показана тенденция, согласно 
которой штаммы субсубтипа A6 преимущественно 
демонстрировали R5-тропизм даже при более вы-
соком FPR. Для определения X4-тропных вирусов 
дополнительно проводили анализ с уровнем FPR 
5 %, так как согласно ряду исследований пациенты 
с FPR≤5 % заражены вирусами X4, у пациентов с 
FPR≥20 % прогнозировали наличие вируса R5, а па-
циенты со значениями FPR>5 % и <20 % преимуще-
ственно инфицированы дуально-тропным вирусом 
R5X4 [13]. Среди исследованных штаммов не выяв-
лено образцов с FPR≤5 %, то есть X4-тропных, неза-
висимо от субтипа вируса. В то же время необходи-
мо понимать, что алгоритм Geno2pheno[coreceptor] 
фактически не различает вирусы X4 и R5X4, это 
означает, что последовательности, классифициро-
ванные как не-R5<10 %, могут быть как X4-, так и 
дуально-тропными. Однако следует отметить также, 
что два штамма субтипа В (что составило 28,57 % от 
ВИЧ субтипа В в группе) все же могут быть отнесе-
ны к истинно-X4-тропным согласно правилу 11/25, 
то есть наличию положительно заряженной амино-
кислоты в положениях 11 и/или 25 V3-петли [14].

Согласно литературным данным, основан-
ным на анализе ВИЧ субтипа В, было показано, что 
R5‑тропный вирус доминирует на ранней стадии за-

Распределение по тропности штаммов ВИЧ в обследованной  
группе с использованием программы Geno2pheno[coreceptor]  

при разных уровнях отсечения ложноположительных результатов
Distribution of HIV strains in the studied group by tropism using  
the Geno2pheno[coreceptor] program at different cut-off levels  

of false positive rate

Субтип
Subtype

FPR 10 % FPR 20 %

R5 R5X4/X4 R5 R5X4/X4

А6 62 (91,18 %) 6 (8,82 %) 53 (77,94 %) 15 (22,06 %)

B 3 (42,85 %) 4 (57,15 %) 1 (14,28 %) 6 (85,72 %)

CRF03_AB 1 (100 %) 0 (0 %) 1 (100 %) 0 (0 %)

χ2 p value 0,0014 0,0013

Всего
Total

66 (86,84 %) 10 (13,16 %) 55 (72,37 %) 21 (27,63 %)

Рис. 1. Филогенетический анализ нук
леотидных последовательностей фраг-
мента гена env исследованных штам-
мов ВИЧ, полученных от пациентов 
с вирусологической неэффективно-
стью АРТ из Архангельской области, 
в сравнении с представленными в 
международной базе данных GenBank 
референсными последовательностя-
ми, обозначенными кодами GenBank 
с указанием субтипа и региона про-
исхождения образца. Треугольниками 
отмечены образцы, исследованные 
в настоящей работе. Даны значения 
bootstrap ≥60

Fig. 1. Phylogenetic analysis of the env 
gene fragment nucleotide sequences in 
the assessed HIV strains obtained from 
the patients with virological ART failure 
from the Arkhangelsk Region in com-
parison with the reference sequences 
presented in the GenBank international 
database. Reference sequences are desig-
nated with GenBank codes indicating the 
subtype and the sample origin. The sam-
ples studied in this work are designated 
as triangles. Bootstrap values ≥60
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болевания, но на более поздних почти у половины не 
получающих терапии пациентов вирус становится 
X4-тропным. В связи с этим CXCR4-тропность виру-
са ассоциируется с прогрессией ВИЧ-инфекции, сни-
жением уровня CD4 Т-лимфоцитов, формированием 
СПИДа [15, 16]. Однако дальнейшие исследования 
свидетельствовали, что динамика изменения троп-
ности ВИЧ зависит от субтипа вируса. Так, напри-
мер, для ВИЧ субтипа D показано преобладание ва-
рианта X4/R5X4 даже на ранней стадии заболевания, 
тогда как ВИЧ субтипа С крайне редко оказывается  
X4/R5X4-тропным на любой стадии заболевания [17]. 
Доминирование R5-тропности вируса среди паци-
ентов с ВИЧ субсубтипа А6 также свидетельствует 
о генотипспецифичности корецепторного тропизма. 
Отметим также, что превалирование CCR5-тропизма 
ранее было показано для ВИЧ субсубтипа А1 и мож-
но бы предположить, что низкая частота встречаемо-
сти не-R5-тропных вирусов характерна для субти
па А [18]. Однако другие исследовательские группы не 
находят таких отличий и сообщают о сходной частоте 
встречаемости R5X4/X4-тропизма у находящихся на 
поздних стадиях заболевания пациентов с субтипами 
А, В, D [19]. Полученные нами результаты о распро-
страненности у пациентов из Архангельской области 
R5-тропных вариантов вируса в 72,37 % случаев в це-
лом и в 77,94 % штаммов субсубтипа А6 согласуются 
с результатами сходных исследований, где показано 
преобладание образцов с R5-тропными ВИЧ, напри-
мер в Иркутской области (75,3 %) и других регионах 
России (73,9 %) [20]. На территории бывшего СССР 
так же показано преобладание R5-тропности ВИЧ суб-
субтипа А6, независимо от стадии развития заболева-
ния. Так, например, у пациентов Гродненского регио-
на Республики Беларусь с ВИЧ субсубтипа А6 часто-
та инфицированности R5-тропным вариантом вируса 
превышала частоту инфицирования не-R5-тропными, 
при этом не выявлено корреляции между клинически-
ми проявлениями ВИЧ-инфекции, включая наличие 
СПИДа, и тропизмом вируса [21]. Напротив, исследо-
вание соотношения R5/X4‑тропных вирусов у жите-
лей Дальневосточного федерального округа показало 
преобладание R5-тропизма у терапевтически наивных 
лиц и значительное увеличение X4-тропизма ВИЧ у 
пациентов с длительной историей лечения [22].

Таким образом, в целом полученный в настоя-
щей работе показатель высокой распространенно-
сти CCR5-тропных вирусов субсубтипа А6 у ВИЧ-
инфицированных лиц с вирусологической неэффек-
тивностью АРТ в Архангельской области совпадает 
с таковым в других регионах Российской Федерации, 
в то время как противоречащие данные связаны, 
по всей видимости, с особенностями обследован-
ных групп. 

Анализируя распространенность мутаций 
лекарственной устойчивости ВИЧ среди паци-
ентов с вирусологически неэффективной АРТ в 
Архангельской области, мы сообщали, что частота 
встречаемости ЛУ в группе составила 86,8 %, в том 

числе к ингибиторам протеазы – 33,3 %, к ингиби-
торам ревертазы – 92,4 % [12]. Распространенность 
не-R5-тропного вируса в группе не коррелирова-
ла с указанными мутациями ЛУ. Таким образом, 
для большинства обследованных лиц терапия с 
использованием антагонистов корецептора CCR5 
может быть потенциально успешным вариантом  
выбора АРТ.

Казалось бы очевидным, что выявление 
CXCR4-тропного варианта ВИЧ при неэффектив-
ности лечения антагонистами корецептора CCR5 
обусловлено исходным его наличием и проведение 
теста для исключения присутствия X4-вируса до 
назначения препаратов позволит оптимизировать 
терапию. Однако некоторые исследования указыва-
ют на недостаточность определения нуклеотидной 
последовательности V3-петли гена env ВИЧ субсуб-
типа А6 для достоверного подтверждения потенци-
альной эффективности лечения. Устойчивость ви-
руса к антагонистам корецептора CCR5 может быть 
следствием не только R5X4/X4-тропизма, но и появ-
ления мутаций устойчивости к препаратам типа ма-
равирок, несмотря на отсутствие конверсии CCR5-
тропного штамма в CXCR4-тропный [23]. Причем 
указанные мутации выявляли как у не получавших 
лечения больных, так и у лиц на АРТ. Штаммы с му-
тациями устойчивости к маравироку способны свя-
зываться с изменившим свою конформацию за счет 
взаимодействия с препаратом рецептором CCR5 со 
сниженным уровнем сродства, однако это не позво-
ляет полностью ингибировать вирус даже при уве-
личении концентрации АРП.

Так, показано, что, помимо замен в положе-
ниях 11 и 25 аминокислотной последовательности 
V3‑петли, влияние на чувствительность к антаго-
нистам корецептора CCR5 демонстрируют замены 
на тирозин в положениях 5 и 7 (5Y, 7Y). В десятку 
наиболее потенциально значимых мутаций вошли 
также замены в позициях 13, 18, 22 и 24, не исклю-
чено влияние мутаций в позициях 3, 13, 20 и 32 [14]. 
Проведена оценка распределения встречаемости 
аминокислотных остатков последовательности 
V3‑региона в обследуемой группе (рис. 2). 

Показаны достоверные отличия между 
R5‑тропными и R5X4/X4-тропными штаммами суб-
субтипа А6 для позиций 18 (χ2=7,616, p=0,0058), 
21 (χ2=7,281, p=0,007), 24 (χ2=5,587, p=0,0181), 34 
(χ2=5,144, p=0,0233). Среди R5X4/X4-тропных штам-
мов субсубтипа А6 представлены аминокислотные 
замены в позициях 6, 19, 21, 26, 29, 30, не обнару-
женные у R5-тропных штаммов А6. Причем в по-
зициях 6 и 21 появились положительно заряженные 
аминокислоты K и H соответственно. Кроме того, на-
блюдалась тенденция к повышенной встречаемости 
сходных замен в позициях 10, 18, 32 и 34. Отметим, 
что ранее показано: среди устойчивых к маравироку 
R5-тропных штаммов наиболее часты замены в по-
зициях 10, 13, 14, 18 и 25. Наиболее распространен-
ными заменами в этих положениях были 10R, 13H/P, 
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14I/M, 18R и 25D, часть из которых показана и в 
нашем исследовании. Однако распространенность 
этих замен среди устойчивой к антагонистам коре-
цептора CCR5 популяции сравнительна низка (от 9 
до 16 %), в зависимости от замены [14]. В обследо-
ванной группе в положении 14 во всех исследован-
ных последовательностях представлен изолейцин, 
а вариант 25D представлен как у R5X4/X4-тропных 
штаммов, так и у большинства R5-тропных. Кроме 
того, не выявлены случаи 13H/P, не представлены 
замены 10R. Однако у 13,5 % R5-тропных штам-
мов и 26,67 % R5X4/X4-тропных штаммов пока-
заны замены 10K. Замена 18R также представлена 
у 26,67 % R5X4/X4-тропных штаммов и только у 
3,77 % R5-тропных. В то же время, учитывая, что в 
обследованной группе представлены пациенты, не 
принимавшие ранее антагонисты CCR5, замены в 
указанных положениях могут являться характерны-
ми для субсубтипа А6 естественными полиморфны-
ми вариантами, не связанными с устойчивостью к 
маравироку и подобным ему препаратам. Это согла-
суется с результатами M.E. Lewis et al., согласно ко-
торым обследованные ими штаммы субсубтипа А6  
содержали в V3-регионе несколько аминокислот, 
ранее описанных как связанные с устойчивостью к 
маравироку (11S, 20F, 25D, 26V) и, несмотря на это, 
фенотипически чувствительных к маравироку [24]. 
Дополнительным подтверждением предположения 

может являться исследование, посвященное влия-
нию на тропизм ВИЧ не только V3-петли, но и ва-
риабельных регионов V1, V2 и V4 [25].

Таким образом, выявление отдельных мутаций 
предсказанной аминокислотной последовательности 
V3-региона имеет больше фундаментально научное, 
чем прикладное, значение. Однако генотипическое 
определение вирусного тропизма вкупе с анамне-
стическими данными и анализом нуклеотидной по-
следовательности более широкого региона гена env 
может способствовать прогностической оценке ис-
хода терапии. 

Полученные и проанализированные нуклеотид-
ные последовательности C2-V3-C3 участка гена env 
76 штаммов ВИЧ депонированы в международную 
базу данных GeneBank под номерами OM240730 – 
OM240805.

Полученные результаты подтверждают пре
имущественное изменение тропности ВИЧ с R5 на 
R5X4/X4 с течением времени у вирусов субтипа В 
среди пациентов с вирусологически неэффектив-
ной антиретровирусной терапией. Впервые пока-
зана значительно более низкая представленность  
R5X4/X4-тропных вариантов ВИЧ у длительное вре-
мя инфицированных лиц с вирусом субсубтипа А6 
по сравнению вирусом субтипа В в Архангельской 
области. Можно предположить, что динамика из-
менения тропности ВИЧ зависит от субтипа вируса. 

Рис. 2. Относительные частоты появления 
каждого аминокислотного основания в по-
следовательности V3-петли:
Аминокислоты окрашены в соответствии с их 
химическими свойствами: полярные (G, S, T, Y, 
C, Q, N) – зеленые; основные (K, R, H) – синие; 
кислые (D, E) – красные; гидрофобные (A, V, L, 
I, P, W, F, M) – черные. А – все штаммы; а.1 – все 
штаммы субсубтипа А6; а.2 – R5X4/X4-тропные 
штаммы субсубтипа А6; а.3 – R5-тропные штам-
мы субсубтипа А6; В – штаммы субтипа В

Fig. 2. The relative frequencies of each ami-
no acid base occurrence in the V3 loop se-
quence:
Amino acids are colored according to their chemi-
cal properties: polar amino acids (G, S, T, Y, C, Q, 
N) are green; basic (K, R, H) – blue; acidic (D, E) – 
red, and hydrophobic (A, V, L, I, P, W, F, M) amino 
acids are black. A – all strains; а.1 – all strains of 
subsubtype A6; а.2 – R5X4/X4-tropic strains of 
subsubtype A6; а.3 – R5-tropic strains of subsub-
type A6; B – strains of subtype B
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Высокая частота встречаемости ряда мутаций, ра-
нее описанных как предположительно связанные с 
устойчивостью к маравироку и подобным ему пре-
паратам, может свидетельствовать о характерном 
для субсубтипа А6 естественном полиморфизме, не 
имеющем корреляции с резистентностью к антаго-
нистам корецептора CCR5. 
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