СПИД-2013

(берлинский вариант)
Введение

К концу 2012 года в России было зарегистрировано 720 тысяч ВИЧ-инфицированных, но реальное их количество, по мнению руководителя Федерального центра по борьбе со СПИДом В.В. Покровского, составляло от 950 тысяч до 1 млн. 300 тысяч /1/. Во многих регионах инфицировано уже более 1% населения. Например, в Иркутской области – более 1,5%, в Свердловской – более 1,4%. Общее количество инфицированных в 2012 году увеличилось примерно на 50 тысяч (70 тысяч новых ВИЧ-инфицированных минус 20 тысяч умерших от СПИДа). По-видимому, через 3…4 года в России вирусом иммунодефицита будет инфицировано более 1% населения, а в отдельных регионах – более 2%.

Притормозить этот процесс могла бы вакцинация, но многочисленные попытки разработать вакцину оказались безуспешными /2/, и на сегодняшний день единственной надёжной защитой от заражения этим вирусом является мутация ∆32 (rs333) в гене CCR5, отвечающем за его связывание с клетками. Особенно часто носители данной мутации встречаются в странах северной Европы, в том числе в северных регионах России (10…15%) /3/, но невосприимчивы к вирусу только гомозиготные носители ∆32/∆32, а их намного меньше (1…2%). Люди с таким генотипом могут служить донорами гемопоэтических стволовых клеток, пересадка которых способна вылечить СПИД /4/.
Берлинский пациент
Первым человеком, вылеченным от СПИДа стволовыми клетками с генотипом CCR5 ∆32/∆32, стал Тимоти Браун, названный журналистами “берлинским пациентом”. Умереть от СПИДа ему помешала острая лейкемия, для лечения которой потребовалась пересадка гемопоэтических стволовых клеток. Делать эту пересадку было практически бесполезно, поэтому доктор Gero Hütter из клиники “Charité Berlin” решил рискнуть и пересадить не обычные гистосовместимые клетки, а ВИЧ-толерантные. Подобрать такие донорские клетки очень трудно, но Брауну крупно повезло. В криобанке нашлось сразу два подходящих препарата. 
Первое введение клеток, проведённое после курса химиотерапии в начале 2007 года, оказалось безуспешным, но повторный курс лечения избавил берлинского пациента не только от лейкемии, но и от ВИЧ /5, 6/. С тех пор прошло около шести лет. Американец Тимоти Браун, подрабатывавший Берлине ночным барменом, вполне здоров и принимает деятельное участие в мероприятиях, посвящённых борьбе со СПИДом /7/. 
Прошлым летом на конференции в Испании обсуждалась информация о том, что в клетках эпителия прямой кишки берлинского пациента удалось обнаружить следовые количества ВИЧ /8/. Причиной могло стать локальное повторное инфицирование, поскольку нуклеотидная последовательность отличалась от той, которую определили в 2007 году, но Браун категорически отверг такую возможность /9/.
Аналогичная попытка лечения СПИДа была предпринята 23 апреля 2013 года в США. Точная дата известна, поскольку в тот же день на сайте Медицинского центра университета Миннесоты появился пресс-релиз с описанием подробностей и высказываниями нескольких участников данного мероприятия /10/. 
ВИЧ-инфицированному 12-летнему Эрику Блу (Eric Blue) с острой лимфобластной лейкемией после семидневного курса химиотерапии и облучения был введён препарат клеток с генотипом CCR5 ∆32/∆32, полученный из пуповинной крови. Считается, что клетки пуповинной крови менее опасны для реципиента с неполной гистосовместимостью, поэтому их препараты часто используют для лечения детских лейкозов. Неизвестно, по каким критериям подбирался донорский препарат на этот раз, но 5 июля Эрик умер от GVHD (Graft-versus-host disease – болезнь «трансплантат против хозяина») /11/.
 Проблема гистосовместимости
Обязательным условием успешной пересадки клеток иммунной системы (костного мозга или стволовых клеток крови, в том числе пуповинной) является идентичность антигенных эпитопов, находящихся на поверхности клеток донора и реципиента. Химиотерапия реципиента предотвращает отторжение трансплантированных клеток, но эти клетки способны распознавать чужеродные для них антигены, и их реакция часто бывает смертельной для реципиента.
При полном совпадении пяти лейкоцитарных антигенов (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 и HLA-DQB1) после трансплантации гемопоэтических клеток от GVHD гибнет примерно 40% реципиентов. При несовпадении хотя бы одного из этих антигенов через 2…3 года после трансплантации умирает более половины пациентов (Рис. 1).  
Влияние совпадения лейкоцитарных антигенов на продолжительность жизни реципиентов гемопоэтических стволовых клеток /12/ 
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Рис. 1

При подборе пар доноров и реципиентов для трансплантации гемопоэтических клеток необходимо принимать во внимание ещё множество параметров - совместимость антигенных систем крови (ABO, Rh, MNSs, P, Lu, Kk, Le, Fy, Jk), иммуноглобулин-подобных рецепторов киллерных клеток (KIRs), MICA/B и т.п.. Следует учитывать и то, что вызвать развитие GVHD способны нуль-аллели и другие редкие генетические нарушения, для которых характерно  отсутствие экспрессии антигенов, имеющихся у реципиента. Например, дефицит иммуноглобулина А (IgAD) в европейской популяции встречается с частотой 1:600. Введение препаратов крови, содержащих IgA, вызывает у таких пациентов анафилаксический шок /13/. Соответственно, трансплантация IgA-дефицитных донорских клеток, дающих иммунный ответ на имеющийся у реципиентов иммуноглобулин А, может оказаться смертельной.

Из-за высокой летальности пересадку клеток иммунной системы проводят только при неизбежности смертельного исхода и обычно применяют при острых лейкозах. Не удивительно, что и Тимоти Брауна, и Эрика Блу лечили именно от лейкозов, а ВИЧ был всего лишь сопутствующей инфекцией. Не удивительно и то, что пересадка ВИЧ-толерантных (CCR5 ∆32/∆32) гемопоэтических клеток, часто обсуждаемая и в прессе, и в научных публикациях, не стала действенным средством лечения СПИДа /14/.
Точный подбор совместимых пар для трансплантации («антигенных близнецов») мог бы решить эту проблему, но серологические методы HLA-типирования не обладают достаточно высоким разрешением. Применение методов гибридизации ДНК и электрофоретического (Сэнгеровского) секвенирования повысило не только разрешение гистотипирования. Повысились также сложность, трудоёмкость и стоимость проведения таких анализов /15, 16/. 
Кардинально изменить ситуацию способны появившиеся недавно технологии NGS (Next Generation Sequencing) – технологии высокопроизводительного секвенирования ДНК /17/. Их широкое внедрение позволит не только повысить выживаемость онкологических больных после пересадки гемопоэтических стволовых клеток, но и обеспечить излечение многих носителей ВИЧ.
Гистотипирование секвенированием ДНК
Секвенирование ДНК считается “золотым стандартом”, позволяющим наиболее точно типировать HLA-антигены, но расшифровка результатов Сэнгеровского (электрофоретического) секвенирования осложняется диплоидностью генома человека /16/. Для технологий нового поколения это не является проблемой, поскольку они построены на чтении индивидуальных молекул ДНК. Точнее – их клонов, состоящих из десятков или сотен тысяч точных копий отдельных фрагментов ДНК, причём количество таких клонов измеряется десятками или сотнями миллионов.  
Первый секвенатор нового поколения (GS20) компания 454 Life Science выпустила в 2005 году. В нём использовалась разработанная в Швеции технология пиросеквенирования. Вскоре эту компанию приобрела корпорация Roche и одним из наиболее популярных приложений выпускаемых ей пиросеквенаторов GS FLX и GS Junior стало ДНК-гистотипирование /18, 19, 20, 21/. 
Разработанные коллабораторами Roche наборы для ДНК-гистотипирования содержат праймеры, позволяющие амплифицировать наиболее важные участки основных генов HLA. Их таргетное (целевое) секвенирование повышает точность HLA-типирования и позволяет уменьшить вероятность гибели реципиентов гемопоэтических клеток из-за несовпадения основных лейкоцитарных антигенов, но у GVHD могут быть и другие причины. И разбираться с подобными причинами нужно не после, а до трансплантации.
Сейчас пиросеквенирование уже не способно конкурировать с более производительными флуоресцентными и полупроводниковыми технологиями NGS, и корпорация Rоche заявила о прекращении выпуска своих секвенаторов, хотя поставки необходимых для их работы реагентов и наборов будут продолжаться.

Лидером рынка NGS является компания Illumina. Заказное секвенирование генома человека на разработанном ей флуоресцентном секвенаторе HiSeq 2000 стоит меньше 10 тысяч долларов. Экзоны (участки генов, кодирующие белки) занимают только небольшую часть генома, поэтому для выявления генетических нарушений и ДНК-гистотипирования предпочтительнее экзомное секвенирование, стоимость которого почти на порядок ниже. Например, в прейскуранте компании Gene by Gene DNA DTC стоимость полногеномного секвенирования (с 30-кратным покрытием) равна $6995, а экзомного (с 80-кратным покрытием) – $895 /22/.
Перечень провайдеров экзомного флуоресцентного секвенирования на сайте Science Exchange Inc. включает 17 компаний, предоставляющих данную услугу. Цены зависят от качества секвенирования и начинаются с $650 /23, 24/. Примерно столько же компаний (16) предоставляют услуги полногеномного секвенирования на HiSeq 2000. При низкой кратности чтения генома (2…5х) стоимость начинается с $3000 /25/. Для получения удовлетворительного качества обычно требуется 30-кратное чтение генома человека, но специальные алгоритмы обработки генетической информации позволяют использовать результаты секвенирования с экстремально низким (0,1…0,5х) покрытием генома /26/.
В 2014 году компания Illumina панирует вывести на рынок новую модель HiSeq, способную секвенировать за рабочий цикл до триллиона оснований /27/. В результате стоимость геномного секвенирования может понизиться. Тем не менее, флуоресцентная технология в основном исчерпала свой потенциал, и надежды на снижение стоимости секвенирования генома человека до $1000 многие связывают с полупроводниковой технологией /27/.

 Первый полупроводниковый секвенатор PGM (Personal Genome Machine), разработанный компанией Ion Torrent, появился в продаже в 2011 году /28/. Его начальные характеристики были сравнительно скромными (10…15 млн.п.о. за рабочий цикл), но к 2013 году производительность выросла примерно на два порядка и превысила 1 млрд.п.о. /29/. Продажи следующей модели (Ion Proton) начались в сентябре 2012 года. Производительность рабочего цикла у неё выше (~10 млрд.п.о.), но качество секвенирования (длина ридов и точность чтения) заметно ухудшилось. 
Если обещания разработчиков сбудутся, то в 2014 году производительность Ion Proton достигнет 64 млрд.п.о. (за рабочий цикл) и станет возможным полупроводниковое секвенирование индивидуальных геномов. Пока же этот прибор справляется только с экзомами, причём на порядок быстрее флуоресцентных секвенаторов. Заказным секвенированием экзомов на Ion Proton занимается уже больше двух десятков сертифицированных под эту задачу компаний /30/. Что касается PGM, то благодаря короткому рабочему циклу (~4 часа) и низкой стоимости запуска прибора он быстро потеснил конкурентов в области таргетного секвенирования и может стать наиболее востребованным прибором, пригодным для массового ДНК-гистотипирования /     /.
В России на сегодняшний день имеется около тридцати PGM и четыре Ion Proton (ИЦиГ, МФТИ, РДКБ, ИВНДиНФ). Флуоресцентные секвенаторы HiSeq 2000/2500 можно пересчитать по пальцам одной руки. Четыре находятся в Москве (ИОГен РАН, МГУ, ЦНИИЭ, РНИМУ) и один – в Красноярске (Центр геномных исследований СФУ). 
На HiSeq 2000 и Ion Proton можно секвенировать по 1…2 экзома в день. Скрининг сотен тысяч экзомов при такой производительности невозможен, но для проведения клинических испытаний требуется несколько десятков, а не десятков тысяч «антигенных близнецов». Для их подбора достаточно и имеющихся в России мощностей, позволяющих за год секвенировать сотни или даже тысячи экзомов потенциальных доноров клеток CCR5 ∆32/∆32 и ВИЧ-инфицированных реципиентов. 
Регистр ВИЧ-толерантных доноров
Вероятность обнаружения подходящего донора зависит от частоты встречаемости требуемого гистотипа. Обычно она равна 1:10000…1:30000. Это значит, что при наличии 100 ВИЧ-толерантных доноров только один из 100…300 носителей ВИЧ может оказаться подходящим реципиентом. При наличии более 1000 доноров для трансплантации гемопоэтических клеток подойдёт уже около 10% больных СПИДом. Если же гистосовместимость проверять с особой дотошностью, то регистр доноров даже на стадии проведения клинических испытаний должен включать более 10 тысяч гомозиготных носителей мутации ∆32. 
В региональных российских регистрах состоят на учёте около 30 тысяч потенциальных доноров гемопоэтических клеток, охарактеризованных по антигенам HLA A-B-С-DRB1. Из них 371 - в Карельском регистре (Петрозаводск) /34/, более тысячи - в Институте детской онкологии, гематологии и трансплантологии (Санкт-Петербург), более 3 тысяч – в НИИ гематологии и трансфузиологии (Пушкин), более 5 тысяч – в НП «Регистр доноров» (Самара) /35/, более 13 тысяч – в ГБУ «Росплазма» (Киров) /36/ (к концу 2013 года). Проще всего было бы протестировать все имеющиеся регистры  на наличие доноров-носителей CCR5 ∆32/∆32, но даже в самом крупном из них (ГБУ «Росплазма») их наберётся не больше двухсот. Примерно столько же потенциальных доноров можно найти во всех остальных региональных регистрах. Их количество может увеличиться за счёт анализа негистотипированных доноров, но и в этом случае общее число потенциальных ВИЧ-толерантных доноров в ближайшем будущем вряд ли перевалит за тысячу.

Международная поисковая система BMDW (Bone Marrow Donors Worldwide) включает примерно 23 миллиона потенциальных доноров и препаратов клеток из Регистров доноров костного мозга и Банков пуповинной крови всего мира /31/. Стоимость поиска и получения трансплантата от донора из зарубежных регистров составляет от 18 до 30 тысяч евро. Для российских реципиентов данная система подходит далеко не всегда. Дело не только в высокой стоимости (хотя и это немаловажно), но и в генетических особенностях многонационального населения России. Поэтому национальный регистр с несколькими десятками тысяч потенциальных доноров смог бы существенно дополнить международную поисковую систему и заметно повысить оперативность и доступность донорской помощи для онкобольных.
В России предпринималось не менее 20 попыток объединения локальных регистров доноров, но делалось это в большинстве случаев на голом энтузиазме и без государственной поддержки. Один из последних примеров – августовское соглашение между Санкт-Петербургским государственным медицинским университетом и «Русфондом» о создании национального регистра доноров костного мозга /32/. Университет выделил ставки для организации специальной лаборатории («Регистр доноров костного мозга») в составе Института детской онкологии, гематологии и трансплантологии им. Р.М. Горбачёвой. Теперь его руководство ожидает официального приказа Министерства здравоохранения о создании такого регистра /33/.

Отсюда следует, что на основе разрозненных отечественных регистров доноров костного мозга можно создать специализированный регистр из нескольких сотен ВИЧ-толерантных доноров, но только теоретически. Практически же потребуется господдержка, а на неё рассчитывать не приходится. Кроме того, нескольких сотен доноров явно не хватит для развития трансплантационного лечения СПИДа. Увеличение их числа потребует значительного расширения поисковой базы за счёт привлечения к данной работе зарубежных регистров, расширения отечественных донорских регистров и целенаправленного поиска новых потенциальных доноров с генотипом CCR5 ∆32/∆32.
Регистр препаратов пуповинной крови
Альтернативным источником тысяч препаратов ВИЧ-толерантных стволовых клеток может служить пуповинная кровь (Cord Blood). Количество клеток в таких препаратах сравнительно невелико, но они обладают рядом преимуществ – доступностью источников, «молодостью», пониженной вероятностью развития GVHD, меньшей опасностью переноса вирусных инфекций, компактностью содержащих их ёмкостей, возможностью длительного централизованного хранения и быстрого получения препаратов из криобанков. Поэтому доля трансплантаций с использованием клеток пуповинной крови в последние годы быстро увеличивается.
Соотношение источников стволовых клеток при трансплантациях гемопоэтических клеток в США / /
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Рис. 2
Банки пуповинной крови подразделяются на донорские и банки персонального хранения. В международной поисковой системе BMDW зарегистрировано более 600 тысяч препаратов пуповинной крови, хранящихся в донорских банках. В России имеется несколько банков персонального хранения, но собранные в них препараты предназначены в основном для аутологичной или родственной трансплантации и для сторонних реципиентов недоступны.  
Попытка организовать банк донорского типа на базе царицынского филиала Московской городской станции переливания крови оказалась безуспешной, и сейчас подавляющее большинство доступных для реципиентов препаратов пуповинной крови находится в Самаре. К концу 2012 года в самарском НП «Регистр доноров» насчитывалось около 5 тысяч охарактеризованных по HLA A-B-DRB1 и зарегистрированных в международной поисковой системе BMDW препаратов стволовых клеток /40/. 

Несколько сотен подобных препаратов имеется в общественном регистре Покровского банка стволовых клеток (Санкт-Петербург). При их анализе было обнаружено 18 образцов с генотипом CCR5 ∆32/∆32 /41/. Это можно считать первым шагом к созданию российского регистра препаратов ВИЧ-толерантных клеток пуповинной крови. 
В банке препаратов пуповинной крови компании  StemCyte (США) содержится более 300 подобных препаратов /42/. Один из них был использован в схеме трансплантационного лечения 56-летнего пациента из Нидерландов, страдающего лекозом.  
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