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Для прогностической оценки развития гепатотоксичности у ВИЧ-инфицированных лиц при антиретровирусной терапии 
(АРТ), был разработан способ выявления делеционных «нулевых» гомо- и гетерозиготных полиморфных вариантов генов 
GSTM1, GSTT1, CYP2D6 методом ПЦР в режиме реального времени. В работе были использованы образцы цельной крови, 
полученные от 176 ВИЧ-инфицированных пациентов с вирусологической неэффективностью АРТ, 112 лиц с впервые выяв-
ленной ВИЧ-инфекцией, 400 ВИЧ-инфицированных лиц с низкой приверженностью терапии, 297 ВИЧ-инфицированных лиц 
на АРТ с гепатотоксическими проявлениями различной степени тяжести. В качестве контрольной группы обследовали 123 
волонтера без ВИЧ, вирусных гепатитов и клинических проявлений хронических и/или острых заболеваний, включая гепато-
токсические проявления. В ходе работы получали ДНК и проводили мультиплексную ПЦР с гибридизационно-флуоресцент-
ной детекцией в режиме «реального времени» фрагментов целевых генов GSTM1, GSTT1, CYP2D6 и эталонного гена RPP30. 
Относительное число копий целевых генов определяли с использованием метода ΔΔCT в сравнении с охарактеризованным 
образцом-калибратором, имеющим две копии каждой из целевых последовательностей, на основании чего делали выводы о 
наличии аллеля «дикого» типа или делеционного полиморфизма в гетеро- или гомозиготном состоянии для каждого анали-
зируемого гена и потенциальной функциональной состоятельности соответствующих ферментов. Разработанный метод 
расширяет арсенал способов, предназначенных для оценки на доклиническом этапе генетической предрасположенности че-
ловека к развитию гепатотоксических побочных эффектов при лечении с использованием антиретровирусных препаратов 
и может быть использован для фундаментальных исследований, посвященных оценке значимости полиморфных вариантов 
генов хозяина для развития гепатотоксичности, прогрессирования ВИЧ-инфекции и ее осложнений.
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For prognostic assessment of hepatotoxicity development in HIV-infected individuals on antiretroviral therapy (ART), we developed 
a method to detect deletion ‘null’ homo- and heterozygous polymorphic variants of GSTM1, GSTT1, and CYP2D6 genes by real-time 
PCR. Whole blood samples obtained from 176 HIV-infected patients with virological ineffectiveness of ART, 112 persons with newly 
diagnosed HIV infection, 400 HIV-infected persons with low adherence to therapy, 297 HIV-infected persons on ART with hepatotoxic 
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manifestations of different severity were used. As a control group, 123 volunteers without HIV, viral hepatitis and clinical manifesta-
tions of chronic and/or acute diseases, including hepatotoxic manifestations, were examined. In the course of work, DNA was obtained 
and multiplex PCR with real-time hybridisation-fluorescence detection of fragments of target genes GSTM1, GSTT1, CYP2D6 and 
reference gene RPP30 was performed. The relative number of copies of the target genes was determined using the ΔΔCT method in 
comparison with the characterised calibrator sample having two copies of each of the target sequences, on the basis of which con-
clusions were drawn about the presence of a wild-type allele or deletion polymorphism in the hetero- or homozygous state for each 
analysed gene and the potential functional status of the corresponding enzymes. The developed method expands the arsenal of methods 
designed to assess at the preclinical stage the human genetic predisposition to the development of hepatotoxic side effects during treat-
ment with antiretroviral drugs and can be used for basic research to assess the significance of polymorphic variants of host genes for 
the development of hepatotoxicity, progression of HIV infection and its complications.
Key words: HIV infection; antiretroviral therapy; hepatotoxicity; polymorphism; xenobiotic biotransformation genes; GSTT1; 
GSTM1; CYP2D6; prognostic analysis; personalised medicine
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Введение. Вирус иммунодефицита человека (ВИЧ), 
как и вызываемая им инфекция, остается важнейшей 
проблемой современного человечества . По данным на 
2022 год в мире насчитывалось от 33,1 миллиона до 45,7 
миллионов человек с диагнозом ВИЧ-инфекция, среди 
которых число новых случаев заражения составило око-
ло 1,3 миллиона [1] . В Российской Федерации за период 
2022 года показатель заболеваемости ВИЧ-инфекции 
составил 43,29 случаев на 100 тысяч населения, однако 
в некоторых регионах заболеваемость гораздо выше [2] . 
Без лечения ВИЧ-инфекция постепенно ослабляет им-
мунную систему, делая людей очень восприимчивыми к 
развитию оппортунистических инфекций, что приводит 
к быстрой гибели [3] . Единственным способом лечения 
ВИЧ-инфекции на сегодняшний день является антире-
тровирусная терапия (АРТ), в рамках которой приме-
няют различные схемы, включающие в себя комплекс 
антиретровирусных препаратов (АРП), действующих на 
разных стадиях жизненного цикла ВИЧ [4], что позво-
ляет достичь уровня вирусной нагрузки ВИЧ в плазме 
ниже предела обнаружения (<20 копий/мл в зависимо-
сти от используемого анализа) [5] . Такое снижение явля-
ется главной целью лечения, так как известно, что люди, 
которые придерживаются АРТ и достигают неопреде-
ляемой вирусной нагрузки, не передают вирус дальше 
[6] . Самым главным недостатком АРТ является возмож-
ность развития мутаций лекарственной устойчивости, 
приводящих к фармакорезистентности к тем или иным 
препаратам [7 - 9] . Это, в свою очередь, может приво-
дить к инфицированию новых больных устойчивыми 
к лечению штаммами [10 - 12] . Для достижения виру-
сологической эффективности и устойчивого вирусоло-

гического ответа требуется высокая приверженность 
пациента к лечению [13, 14], так как при снижении 
концентрации препарата быстро появляются варианты 
вируса, обладающие мутациями фармакорезистентно-
сти . Недостаточное подавление вируса при длительном 
лечении почти наверняка приводит к развитию полной 
резистентности не только к используемому препарату, 
но и ко всей группе в целом . Таким образом, стратегии 
повышения приверженности к лечению являются неотъ-
емлемыми компонентами достижения 90% сокращения 
числа новых случаев ВИЧ-инфицирования к 2030 году 
и, в перспективе, прекращению эпидемии ВИЧ [15] .

Низкая приверженность АРТ зависит от многих фак-
торов, в том числе, клинических: токсичность использу-
емых лекарств, приводящая к побочным реакциям при 
приеме препаратов и, соответственно, плохой переноси-
мости лечения из-за проявлений гепатотоксичности [16] . 
Гепатотоксичность представляет собой повреждение пе-
чени, вызванное чужеродными веществами (ксенобиоти-
ками), в том числе лекарственными препаратами . Гепато-
токсичность и ее выраженность зависят от токсического 
потенциала лекарственных препаратов, модифицируе-
мых факторов риска и генетических особенностей паци-
ента . Диагноз заболевания печени часто основывается на 
повышенных уровнях ферментов сыворотки, особенно 
аланинаминотрансферазы (АЛТ), аспартатаминотранс-
феразы (АСТ) и щелочной фосфатазы (ЩФ) . Эти фер-
менты, участвующие в расщеплении аминокислот, слу-
жат индикаторами повреждения клеток печени, когда их 
уровень становится аномально высоким [17, 18] . В сред-
нем, только у 25-30% ВИЧ-инфицированных лиц гепато-
токсичность сопровождается клинически выраженными 
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симптомами, однако значимое поражение печени может 
привести к тяжелым последствиям и летальному исходу 
[19] . Это также является основной причиной изменения 
или прекращения АРТ, а также несоблюдения режима ле-
чения, что, в конечном итоге, может привести к неудаче 
терапии [20] . Следует отметить, что понимание значимо-
сти гепатотоксичности при АРТ увеличивается с каждым 
годом по двум причинам . Во-первых, в связи с высокой 
распространенностью среди ВИЧ-инфицированных лиц 
хронических вирусных гепатитов В (ХГВ) и С (ХГС) [21, 
22], так как у таких больных на фоне терапии чаще раз-
виваются гепатотоксические эффекты [23] . Во-вторых, 
поскольку популяция ВИЧ-инфицированных пациентов 
стареет, а больные продолжают принимать АРТ, гепато-
токсичность, вызванная ВИЧ, и метаболические наруше-
ния, связанные с АРТ, все чаще встречаются в практике 
лечащих врачей и становятся серьезной проблемой обще-
ственного здравоохранения [24] .

Белки семейства цитохромов (CYP) и семейства 
глутатион-S-трансфераз (GST) участвуют, соответ-
ственно, в первой и второй фазах двухэтапного про-
цесса детоксикации ксенобиотиков, то есть широкого 
спектра токсинов окружающей среды, в том числе пре-
паратов АРТ [25, 26] . При этом GST представляют со-
бой ферменты фазы II метаболизма, предназначенные 
для детоксикации лекарств посредством специфичной 
конъюгации с глутатионом, наиболее известные из них, 
GSTM1 и GSTT1, полиморфны у человека, делеция гена 
GSTM1 может ухудшить способность человека к деток-
сикации некоторых канцерогенов, активных форм кис-
лорода и некоторых лекарств, а делеция GSTT1 снижает 
эффективность детоксикации лекарственных средств и 
их конъюгации с электрофильными и гидрофобными 
соединениями [27] . Цитохром P450 2D6 (CYP2D6) ко-
дируется высокополиморфным геном CYP2D6 и явля-
ется ключевым ферментом реакции на лекарственные 
препараты, поскольку участвует в метаболизме прак-
тически 25% клинически назначаемых лекарств, в том 
числе метаболизирует антиретровирусные препараты 

[28, 29] . Согласно литературным данным, определение 
нулевых/делеционных мутаций генов GSTM1, GSTT1, 
CYP2D6 у ВИЧ-инфицированных лиц даёт ценную 
прогностическую информацию в отношении возмож-
ного развития гепатотоксического эффекта при АРТ 
[25, 26] . Разработка сравнительно легко применимого 
в рутинной лабораторной диагностике метода опреде-
ления таких полиморфных вариантов позволит выяв-
лять пациентов с генетической предрасположенностью 
к развитию гепатотоксичности на фоне АРТ для углу-
блённого обследования, своевременного назначения 
адекватной поддерживающей терапии, а также прове-
дения комплекса профилактических мероприятий .

Цель нашей работы - разработать способ прогно-
стической оценки развития гепатотоксичности у ВИЧ-
инфицированных лиц при антиретровирусной терапии 
на основе определения делеционного полиморфиз-
ма генов биотрансформации ксенобиотиков GSTM1, 
GSTT1, CYP2D6 человека .

Материал и методы. В работе были использова-
ны образцы цельной крови, полученные от 176 ВИЧ-
инфицированных пациентов с вирусологической не-
эффективностью АРТ, 112 образцов крови от лиц 
с впервые выявленной ВИЧ-инфекцией, 400 ВИЧ-
инфицированных лиц с низкой приверженностью те-
рапии, 297 ВИЧ-инфицированных лиц на АРТ с ге-
патотоксическими проявлениями различной степени 
тяжести . В качестве контрольной группы обследовали 
123 волонтеров без ВИЧ, вирусных гепатитов и клини-
ческих проявлений хронических и/или острых заболе-
ваний, включая гепатотоксические проявления .

Экстракцию тотального препарата ДНК/РНК про-
водили с помощью комплекта реагентов «РИБО-преп» 
(ФБУН ЦНИИЭ, Москва), согласно инструкции произ-
водителя . Полученный образец использовали для муль-
типлексной постановки ПЦР участков генов GSTM1, 
GSTT1, CYP2D6 и эталонного нормировочного гена 
белковой субъединицы р30 рибонуклеазы Р (RPP30) 
при условиях, представленных в табл . 1 .

Т а б л и ц а  1
Параметры программы амплификации на планшетном амплификаторе CFX96 (Bio-Rad, США)

Цикл Температура, °С Время Измерение флюоресцен-
ции

Количество
 циклов

1 95     15 мин 1

2
95 10 с

561 30 с
72 15 с

3

95 10 с

3060 30 с *   JOE/HEX, FAM/Green,
  Cy5/Red, ROX/Orange

72 15 с
  Примечание . * – Детекция флуоресцентного сигнала .

Состав амплификационной смеси представлял со-
бой буферный раствор, содержащий Трис-HCl pH 8,8 
(при 25 °C), KCl, 6-7 мМ MgCl2, дезоксинуклеозидтри-
фосфаты, глицерол, Tween 20, SynTaq ДНК-полимеразу 
с ингибирующими активность фермента антителами 

(или 1 ед . рекомбинантной Taq ДНК-полимеразы, или 
Hot-start Taq ДНК-полимеразы) . Использовали разра-
ботанный в ходе исследований комплекс олигодезокси-
рибонуклеотидных праймеров и флуоресцентно мече-
ных зондов (табл . 2) . 
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Т а б л и ц а  2
Нуклеотидные последовательности праймеров и зондов, использованные для амплификации фрагментов целевых генов  

биотрансформации ксенобиотиков GSTM1, GSTT1, CYP2D6 и эталонного гена RPP30

Праймер/Зонд Нуклеотидная последовательность

GSTM1F 5’– CACCTGCATTCGTTCATGTGAC –3’

GSTM1R 5’– AAGCAAGAGCAGAGAGGAGAC –3’

GSTM1zondFAM 5’– FAM-GCCATGAGCAGGCACAGTGAGTGC-RTQ1/BHQ1 –3’

GSTT1F 5’– GTCCCAGAGCACCTCACC –3’

GSTT1R 5’– GTGTGCATCATTCTCATTGTGG –3’

GSTT1zondHEX 5’– HEX-CACCATCCCCACCCTGTCTTCCA-BHQ1 –3’

CYP2D6*5F 5’– TGAGCCCATCTGGGAAACA –3’

CYP2D6*5R 5’– GGTGTCCCAGCAAAGTTCATG –3’

CYP2D6*5zondCy5 5’– Cy5-CAGTGCAGGGGCCGAGGGAG-RTQ2/BHQ2 –3’

RPP30F 5’– TTTGGACCTGCGAGCG –3’

RPP30R 5’– GAGCGGCTGTCTCCACAAGT –3’

RPP30-zondROX 5’– ROX-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-RTQ2/BHQ2 –3’

Полученные результаты регистрировали посред-
ством гибридизационно-флуоресцентной детекции в 
режиме «реального времени» с помощью программно-
го обеспечения используемого прибора для проведения 
ПЦР . 

Параллельно с амплификацией анализируемых об-
разцов проводили амплификацию контрольного образ-
ца, представляющего собой ранее охарактеризованный 
образец ДНК, в котором все три целевых гена дикого 
типа находятся в гомозиготном состоянии .

Анализировали кривые накопления флуоресцент-
ного сигнала по четырем каналам: по каналу для флу-
орофора JOE/HEX – сигнал, свидетельствующий о 
накоплении продукта амплификации фрагмента гена 
GSTT1, по каналу для флуорофора FAM/Green сигнал, 
свидетельствующий о накоплении продукта амплифи-
кации фрагмента гена GSTM1, по каналу для флуоро-
фора Cy5/Red сигнал, свидетельствующий о накопле-
нии продукта амплификации фрагмента гена CYP2D6, 
по каналу для флуорофора ROX/Orange сигнал, свиде-
тельствующий о накоплении продукта амплификации 
фрагмента гена RPP30 . Результаты интерпретировали 
на основании наличия (или отсутствия) пересечения 
кривой флуоресценции с установленной на соответ-
ствующем уровне пороговой линией (устанавливали в 
середине линейного участка прироста флуоресценции 
положительного контроля в логарифмической шкале), 
что определяет наличие (или отсутствие) для данной 
пробы значения порогового цикла Ct в соответствую-
щей графе в таблице результатов . Результат амплифи-
кации по каналу считали положительным, если кривая 
однократно пересекалась с пороговой линией в обла-
сти достоверного прироста флуоресценции, отрица-
тельным в случае отсутствия пересечения кривой с 
пороговой линией (нет значения Ct), сомнительным во 
всех других случаях . Анализ GSTM1, GSTT1, CYP2D6 

проводили с нормализацией на эталонный ген RPP30, 
относительное число копий целевых генов определяли 
с использованием метода ΔΔCT [30] в сравнении с оха-
рактеризованным образцом-калибратором, имеющим 
две копии каждой из целевых последовательностей, на 
основании чего делали выводы о наличии аллеля дико-
го типа или делеционного полиморфизма в гетеро- или 
гомозиготном состоянии для каждого анализируемого 
гена и потенциальной функциональной состоятельно-
сти соответствующих ферментов . 

Статистическую обработку данных проводили с по-
мощью пакета программ MS Excel, Prizm 5 .0 (GraphPad 
Software Inc ., https://www .graphpad .com/support/prism-
5-updates/) . Для оценки достоверности различий чис-
ленных данных, полученных при парных сравнениях, 
использовали, в зависимости от характеристик вы-
борок, точный критерий Фишера или критерий Хи-
квадрат с поправкой Йетса . В качестве порога досто-
верности отличий было определено значение вероят-
ности p<0,05 .

Результаты. Согласно предложенному нами мето-
ду, полученный образец тотальной ДНК использовали 
для одновременной амплификации в одной емкости 
фрагментов целевых генов GSTM1, GSTT1, CYP2D6 и 
эталонного гена RPP30 с использованием олигонуклео-
тидных праймеров и соответствующих им олигонукле-
отидных флуоресцентно меченых зондов, несущих на 
5’-конце флуорофоры, а на 3’-конце не флуоресцент-
ные тушители (см . табл .1) . Основой для возникновения 
флуоресценции является амплификация целевых и эта-
лонных фрагментов ДНК на специфических олигону-
клеотидах . Для детекции накопления специфических 
продуктов ПЦР используются флуоресцентно меченые 
олигонуклеотидные зонды, что позволяет проводить 
одновременную регистрацию флуоресценции по четы-
рем каналам амплификатора с функцией детекции флу-
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оресценции в режиме реального времени . 
На рис . 1 представлены кривые флуоресценции, от-

ражающие динамику образования продукта реакции в 
ходе амплификации всех анализируемых генов, вклю-

чая три целевых гена и один нормировочный, при «ди-
ком» генотипе, то есть, каждый целевой ген гомозиго-
тен по «дикой» аллели, то есть, GSTM1 +/+ GSTT1 +/+ 
CYP2D6 +/+ .

Рис . 1 . Кривые флуоресценции, отражающие динамику образования продуктов реакции в ходе амплификации всех анализируемых генов при «диком» ге-
нотипе, включая целевые гены GSTM1 (FAM – кружки), GSTT1 (HEX – треугольники), CYP2D6 (Cy5 – кресты) и эталонного гена RPP30 (ROX – ромбы) .

На рис . 2 представлены кривые флуоресценции, 
отражающие динамику образования продуктов ре-
акции в ходе амплификации анализируемых генов 
при «дикой» гомозиготе (+/+) по гену GSTT1, ге-

терозиготе (+/0) по гену GSTM1 и гомозиготной 
делеционной мутации (0/0) гена CYP2D6, о чем 
свидетельствует отсутствие продукта его ампли-
фикации .

Рис . 2 . Кривые флуоресценции, отражающие динамику образования продуктов реакции в ходе амплификации анализируемых генов . Обозначения: целе-
вые гены GSTM1 (FAM – кружки), GSTT1 (HEX – треугольники), эталонный ген RPP30 (ROX – ромбы) . 
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На рис . 3 представлены кривые флуоресцен-
ции, отражающие динамику образования продук-
тов реакции в ходе амплификации анализируемых 
генов при «дикой» гомозиготе (+/+) по гену GSTT1 

и гомозиготном делеционном полиморфизме по 
генам GSTM1 (0/0) и CYP2D6 (0/0), что выражает-
ся в отсутствии флуоресценции соответствующих 
зондов .

Рис . 3 . Кривые флуоресценции, отражающие динамику образования продуктов реакции в ходе амплификации анализируемых генов . Обозначения: целе-
вой ген GSTT1 (HEX – треугольники), эталонный ген RPP30 (ROX – ромбы) . 

В ходе апробации разработанного метода было по-
казано, что частоты гомозиготных делеций GSTM1 
и GSTT1 у ВИЧ-инфицированных лиц с вирусологи-
ческой неэффективностью АРТ составили 41,47% и 
44,88%, соответственно, сочетанный генотип GSTM1 
0/0 + GSTT1 0/0 – 22,15% от группы . В контрольной 
группе сочетанный генотип GSTM1 0/0 + GSTT1 0/0 – 
12,19% от группы . При анализе распределения геноти-
пов: GSTM1 0/0 + GSTT1 +/-, GSTM1 +/- + GSTT1 0/0, 
GSTM1 0/0 + GSTT1 0/0, GSTM1 +/- + GSTT1 +/-, где «-» 
– любой вариант, выявлены достоверные отличия меж-
ду контрольной группой и ВИЧ-инфицированными ли-
цами с неэффективной АРТ - χ2=18,103, df3, p=0,0004 . 
Распределение генотипов генов GST в группе паци-
ентов с впервые выявленной инфекцией ВИЧ не от-
личалось от такового в контрольной группе . Показан 
риск неэффективности АРТ при сочетанном генотипе 
GSTM1 0/0 + GSTT1 0/0 – OR=2,05, p<0,05 . Риск ви-
русологической неэффективности АРТ при  GSTM1 0/- 
GSTT1 0/- CYP2D6 0/- более чем в пять раз выше, чем 
у лиц с генотипом GSTM1 +/+ GSTT1 +/+ CYP2D6 +/+ 
- OR=5,7, p<0,05 .

Большинство ВИЧ-инфицированных больных с низ-
кой приверженностью к АРТ сообщали о гепатотоксиче-
ских проявлениях лечения антиретровирусными препа-
ратами . Среди 400 ВИЧ-инфицированных лиц с низкой 
приверженностью терапии у 332 человек, что составило 
83% обследованных, был представлен по крайней мере 
один из целевых генов GSTM1, GSTT1, CYP2D6 с де-
леционной мутацией в гомозиготном состоянии . У 278 

человек (69,5%) одновременно выявляли делеционную 
мутацию другого целевого гена в гомо- или гетерозигот-
ном состоянии . У 161 (40,25%) ВИЧ-инфицированных 
больных с низкой приверженностью АРТ и гепатоток-
сическими проявлениями были выявлены сочетания ге-
нотипов GSTM1 0/0 GSTT1 0/0, GSTM1 0/+ GSTT1 0/0, 
GSTM1 0/+ GSTT1 0/+, GSTM1 0/0 GSTT1 0/+ в присут-
ствии CYP2D6 0/0 или CYP2D6 0/+ .

У 92,22% лиц с тяжелыми гепатотоксическими про-
явлениями выявляли следующие сочетания целевых 
генов: GSTM1 0/0 GSTT1 0/0 CYP2D6 0/0, GSTM1 0/0 
GSTT1 0/0 CYP2D6 0/+, GSTM1 0/+ GSTT1 0/0 CYP2D6 
0/0, GSTM1 0/0 GSTT1 0/+ CYP2D6 0/0, GSTM1 0/+ 
GSTT1 0/0 CYP2D6 0/+, GSTM1 0/0 GSTT1 0/+ CYP2D6 
0/+ . При оценке риска развития тяжелых гепатотоксиче-
ских эффектов показано, что OR=16,21, p<0,05 при  со-
четанном генотипе GSTM1 0/0 GSTT1 0/0 CYP2D6 0/0 .

В связи с вышесказанным, авторы считают, что вы-
явление сочетания генотипов GSTM1 0/0 GSTT1 0/0, 
GSTM1 0/+ GSTT1 0/0, GSTM1 0/+ GSTT1 0/+, GSTM1 
0/0 GSTT1 0/+ в присутствии CYP2D6 0/0 или CYP2D6 
0/+ свидетельствует о наличии у обследуемых генети-
ческой предрасположенности к развитию гепатотокси-
ческого эффекта при антиретровирусной терапии .

Обсуждение. В эпоху высокоактивной АРТ почти 
половина смертей среди госпитализированных паци-
ентов, инфицированных ВИЧ, связана с заболевания-
ми печени . Клинические проявления при этом могут 
варьировать от первично бессимптомных с умеренным 
повышением активности печеночных ферментов до 
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цирроза печени и печеночной недостаточности . В раз-
личных работах исследователи освещают эту проблему 
как гепатотоксичность, развившуюся вследствие дей-
ствия непосредственно инфекции, побочного эффекта 
АРТ и нескольких причин сразу . Индивидуальная адап-
тация к антиретровирусным препаратам, воздействию 
окружающей среды, сформированная культурными 
нормами и генетической предрасположенностью, по-
тенциально может модулировать риск и прогрессирова-
ние заболеваний печени среди ВИЧ-инфицированных 
лиц [23, 24], в связи с чем, методы, позволяющие вы-
явить повышенный риск развития у пациента гепато-
токсичности, становятся необходимостью . 

Ранее H .O . Singh и соавторы [26] предлагали спо-
соб определения делеционных мутаций генов GSTM1 
и GSTT1 у ВИЧ-инфицированных лиц для определения 
риска развития гепатотоксичности при АРТ, кроме того 
известен «Набор реагентов для выявления генетиче-
ских полиморфизмов в генах GSTT1 и GSTM1 человека 
методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с элек-
трофоретической детекцией продуктов амплификации 
в агарозном геле "АмплиСенс® GSTT1/GSTM1-EPh"» . 
Однако, методы, выявляющие только гомозиготные ну-
левые генотипы очевидно ограничены так как не по-
зволяют определить гетерозиготы GSTM1 +/0 и GSTT1 
+/0, ферментативная активность которых присутствует, 
но имеет сравнительно более низкий уровень, чем при 
гомозиготах GSTM1 +/+ и GSTT1 +/+ . Кроме того, огра-
ничением является необходимость использования ага-
розного гель-электрофореза для детекции результатов . 
Известен способ определения мутаций гена CYP2D6, 
включая делеционную мутацию, методом ПЦР с после-
дующим секвенированием [31], что позволяет выявить 
разнообразие мутаций указанного гена, но очевидным 
ограничением метода является сложность его приме-
нения в рамках рутинной лабораторной диагностики . 
Проблему отчасти решили в своей работе I . Girault и со-
авторы [32], предложившие выявлять «нулевые» алле-
ли GSTT1 и GSTM1 методом ПЦР в реальном времени, 
однако этот способ имел ряд технических проблем . Во-
первых, крайне неудачно были выбраны нуклеотидные 
последовательности праймеров и зондов, что в одних 
случаях приводило к повышенной возможности отжи-
га синтетических последовательностей самих на себя, а 
в других, из-за разницы GC-состава и, соответственно, 
различных оптимальных температур отжига, к разнице 
в эффективности ПЦР целевых и нормировочного ге-
на . Во-вторых, выявление делеционных аллелей только 
генов II фазы биотрансформации ксенобиотиков, но от-
сутствие выявления делеционной мутации генов I фазы 
не позволяло оценить эффект суммарного влияния . Эти 
проблемы были успешно решены в рамках предложен-
ного нами способа . 

Необходимость разработки и внедрения предложен-
ного нами способа для прогностической оценки пред-
расположенности к развитию гепатотоксичности при 
АРТ косвенно подтверждается тем, что наряду с по-
вышенным риском распространенности вирусных ге-
патитов среди ВИЧ-инфицированных лиц, достоверно 
показано, что такая коинфекция существенно повыша-
ет риск развития тяжелой гепатотоксичности [23, 24] . 
К потенциальным механизмам повреждения печени у 
таких пациентов можно отнести усиление окислитель-

ного стресса печени, нарушение работы митохондрий, 
липотоксичность, аутоиммунные нарушения, цитоток-
сичность, накопление токсичных метаболитов, в том 
числе за счет нормальной/высокой активности фермен-
тов I фазы биотрансформации и сниженной активности 
ферментов II фазы, системное воспаление, не исключе-
но также влияние мутантных вариантов вируса гепати-
та В, которые могут способствовать тяжелой гепатоток-
сичности [24] . Таким образом, ВИЧ-инфицированные 
пациенты, получающие высокоактивную антиретрови-
русную терапию, тем более при наличии коинфекции, 
требуют пристального внимания и регулярного контро-
ля функции печени [24] .

Отдельно следует отметить, что в ходе апробации 
метода, помимо ассоциации «нулевых» аллелей генов 
GSTM1, GSTT1, CYP2D6 с развитием гепатотоксич-
ности, было показано влияние сочетанных нулевых 
генотипов исследуемых генов на вирусологическую 
эффективность АРТ . Поскольку маловероятна прямая 
связь вирусологической неэффективности АРТ с деле-
ционными полиморфными вариантами исследуемых 
генов, можно предположить, что ассоциация опосре-
дована повышенной частотой низкой/умеренной при-
верженности среди лиц с указанными генотипами из-
за проявлений гепатотоксичности, о которых пациенты 
не сообщали своевременно .  Еще одним неожиданным 
результатом оказалось то, что наибольшее OR развития 
гепатотоксичности показано при сочетании генотипов 
GSTM1 0/0 GSTT1 0/0, GSTM1 0/+ GSTT1 0/0, GSTM1 
0/+ GSTT1 0/+, GSTM1 0/0 GSTT1 0/+ с CYP2D6 0/0 или 
CYP2D6 0/+, в то время как логично было бы предпо-
ложить наибольшую значимость при сочетании «ну-
левых» аллелей генов II фазы биотрансформации ксе-
нобиотиков с «диким типом» гена I фазы . Вероятнее 
всего, это может быть связано с многочисленностью ге-
нов биотрансформации обеих фаз и тем, что какой-то/
какие-то из генов I фазы играет более важную роль при 
активации ксенобиотиков из ряда АРП, чем CYP2D6, 
однако необходимы дальнейшие исследования этого 
направления .

Заключение. Разработанный метод прогности-
ческой оценки развития гепатотоксичности у ВИЧ-
инфицированных лиц при антиретровирусной терапии 
на основе определения делеционного полиморфиз-
ма генов биотрансформации ксенобиотиков GSTM1, 
GSTT1, CYP2D6 человека расширяет арсенал спосо-
бов, предназначенных для оценки на доклиническом 
этапе генетической предрасположенности человека к 
развитию гепатотоксических побочных эффектов при 
лечении с использованием антиретровирусных препа-
ратов . Кроме того, представленный способ может быть 
использован для фундаментальных исследований, по-
священных оценке значимости полиморфных вариан-
тов хозяина для развития гепатотоксичности, прогрес-
сирования ВИЧ-инфекции и ее осложнений .
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