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Резюме
Введение. Белок Tat вируса иммунодефицита человека 1-го типа (ВИЧ-1) являет транс-активатором транс-
крипции вирусного генома, дополнительные функции которого включают способность запускать хрониче-
ский воспалительный процесс. Естественные аминокислотные замены в белке Tat могут влиять на функци-
ональные свойства белка и на течение ВИЧ-инфекции.
Целью работы является анализ особенностей консенсусных последовательностей белка Tat не-А6-вари-
антов ВИЧ-1, характерных для Российской Федерации, исследование естественных полиморфизмов белка 
Tat варианта CRF63_02A6 и вариантов вируса субтипа В, циркулирующих на территории России.
Материалы и методы. Материалом для работы послужили полногеномные нуклеотидные последователь-
ности ВИЧ-1 вариантов CRF63_02A6, CRF03_A6B, а также субтипа В и CRF02_AG, циркулирующих на 
территории России. Референсная группа была сформирована на основе последовательностей вариантов 
ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих в разных странах мира. Анализируемые последовательности преимуще-
ственно были загруженные из международной базы данных Los Alamos.
Результаты. Консенсусная последовательность CRF63_02A6 содержала наибольшее количество амино-
кислотных замен (31) и во вторичной структуре не содержала спирали в позициях 30‒33, однако это не 
привело к изменению предсказанной третичной структуры. Консенсусная последовательность CRF03_A6B 
содержала стоп-кодон в 87-м положении. Определены полиморфизмы вариантов ВИЧ-1 субтипа В, цирку-
лирующих в нашей стране, и вариантов CRF63_02A6.
Заключение. Получены консенсусные последовательности белка Tat не-А6-вариантов ВИЧ-1, характерных 
для Российской Федерации, и определены их особенности. Замена R78G, расположенная в функциональ-
но значимом мотиве, и функционально значимая замена C31S достоверно чаще встречались у вариантов 
вируса субтипа В, циркулирующих на территории России, и у вариантов CRF63_02A6 соответственно, чем 
в референсной группе. Ограничением проведенного исследования являлась небольшая выборка последо-
вательностей. 
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Abstract 
Introduction. Tat protein is a trans-activator of HIV-1 genome transcription, with additional functions including 
the ability to induce the chronic inflammatory process. Natural amino acid polymorphisms in Tat may affect its 
functional properties and the course of HIV infection.
The aim of this work is to analyze the marks of Tat consensus sequences in non-A6 HIV-1 variants characteristic 
of the Russian Federation, as well as study natural polymorphisms in Tat CRF63_02A6 and subtype B variants 
circulating in Russia.
Materials and methods. The whole-genome nucleotide sequences of HIV-1 CRF63_02A6, CRF03_A6B, as well 
as subtype B and CRF02_AG circulating in Russia were used. The reference group was formed based on the 
sequences of subtype B variants circulating in different countries. Preferentially, the sequences were downloaded 
from the international database Los Alamos.
Results. CRF63_02A6 consensus sequence contained the highest number of amino acid substitutions, 31, and 
had no helix at positions 30‒33 in the secondary structure; however, this did not change its predicted tertiary 
structure. CRF03_A6B consensus sequence contained a stop codon at position 87. The polymorphisms in subtype 
B variants circulating in our country and in CRF63_02A6 variants were identified.
Conclusion. Consensus sequences of Tat protein in non-A6 variants typical for the Russian Federation were obtained 
and their features were determined. R78G, located in the functionally significant motif, and C31S, the functionally 
significant substitution, were significantly more frequent in subtype B variants circulating in Russia and in CRF63_02A6 
variants than in the reference group, respectively. A limitation of this study is the small sample of sequences.

Keywords: HIV; Tat; subtype B; CRF63_02A6; CRF03_A6B; CRF02_AG
For citation: Kuznetsova A.I., Antonova A.A., Lebedev A.V., Ozhmegova E.N., Galzitskaya O.V. The features 
of Tat protein of human immunodeficiency virus type 1 (Retroviridae: Lentivirus: Lentivirus humimdef1)) non-A6 
variants, characteristic for the Russian Federation. Problems of Virology (Voprosy Virusologii). 2024; 69(6): 
524–534. DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-272 EDN: https://elibrary.ru/xdvhfq
Funding. The research was funded by the Russian Science Foundation, grant number 23–15-00027, https://rscf.ru/ 
project/23-15-00027/, date of agreement 15 May 2023.
Conflict of interest. The authors declare no apparent or potential conflicts of interest related to the publication of this 
article.
Ethics approval. The study was conducted with the informed consent of the patients. The research protocol was ap-
proved by the Ethics Committee at the Federal Research Center of Virology and Biotechnology «Vector» (Protocol No. 1 
dated March 30, 2010).

Введение

Вирус иммунодефицита человека (ВИЧ) относится 
к роду Lentivirus семейства Retroviridae. На основании 
генетических особенностей и различий вирусных ан-
тигенов ВИЧ классифицируют на 1-й и 2-й типы [1]. 
Распространение ВИЧ-2 ограничивается западной ча-
стью Африки, хотя и были зарегистрированы случаи 
завоза вируса этого типа в другие части мира. ВИЧ-1 
возник примерно в 1920-х гг. на территории совре-
менной Демократической Республики Конго и со вре-
менем распространился по всему миру [2]. ВИЧ-1 на 
основе генетических характеристик подразделяют на 

группы: M, N, O и P. На вирусы группы M приходит-
ся большинство случаев заражения ВИЧ-инфекцией 
в мире. Варианты ВИЧ-1 группы М подразделяют-
ся на подтипы: A (суб-субтипы А1‒А8), B, C, D, F 
(суб-субтипы F1‒F2), G, H, J, K, L. Между подтипами 
образуются многочисленные рекомбинантные фор-
мы [3]. Варианты ВИЧ-1 распространяются по миру 
крайне неравномерно [2]. На современном этапе рас-
пространения ВИЧ-инфекции в России доминирую-
щим генетическим вариантом остается суб-субтип 
A6 (82,9%), на 2-м месте по частоте встречаемости 
находится субтип B (7,14%), рекомбинантная форма 
CRF63_02A6 составляет около 3,59%, частота встре-
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чаемости каждой из рекомбинантных форм CRF02_
AG и CRF03_AB ‒ около 1% [4]. При этом в целом 
в Российской Федерации отмечается увеличение ча-
стоты встречаемости рекомбинантных форм ВИЧ-1 
и их вовлеченности в эпидемический процесс с тече-
нием времени [4]. 

Белок Tat ВИЧ-1 является транс-активатором транс-
крипции вирусного генома: изменяет активность ви-
русного промотора и клеточной РНК-полимеразы. 
Репликация вируса начинается с короткой и прерван-
ной транскрипции, в результате которой образуют-
ся короткие вирусные РНК, кодирующие белок Tat 
и некоторые другие белки вируса. Образовавшиеся 
транскрипты транспортируются в цитоплазму, где на 
рибосомах происходит синтез соответствующих бел-
ков [5]. Вновь образовавшийся Tat, обладая сигналом 
ядерной локализации, возвращается обратно в ядро, 
где вызывает высвобождение позитивного фактора 
элонгации транскрипции (the positive transcription 
elongation factor b, P-TEFb) из неактивного комплек-
са, образованного этим белком с HEXIM1, LARP 
и 7SK RNA. Затем P-TEFb в комплексе с Tat связыва-
ется со специальным TAR-элементом (trans-activation 
response element) на синтезирующейся вирусной РНК, 
что приводит к увеличению процессивности РНК-по-
лимеразы и, как следствие, формированию полно-
размерных вирусных молекул РНК [5, 6]. Tat также 
обладает дополнительными как внутриклеточными, 
так и внеклеточными функциями. Инфицированные 
клетки высвобождают Tat в межклеточное простран-
ство, откуда он поступает в кровоток. Далее белок Tat 
может поглощаться как ВИЧ-инфицированными, так 
и неинфицированными клетками. Латентно ВИЧ-ин-
фицированные клетки могут быть реактивированы 
белком Tat. Неинфицированные клетки, поглотившие 
Tat, переходят в состояние активации, что в конечном 
итоге приводит их к апоптозу. Кроме того, клетки, 
поглотившие Tat, сами начинают вырабатывать цито-
кины воспаления. В результате запускается хрониче-
ский воспалительный процесс, способствующий раз-
витию коморбидных, нейродегенеративных и сердеч-
но-сосудистых заболеваний у ВИЧ-инфицированных 
пациентов [5, 7, 8].

Tat является небольшим основным белком, ко-
торый кодируется двумя экзонами и содержит 
от 86 до 106 аминокислотных остатков (АО), преиму-
щественно 101 АО. Первые 5 доменов кодируются пер-
вым экзоном, 6-й домен – вторым экзоном. Первые 3 до-
мена (1-й: 1‒21 АО; 2-й: 22‒37 АО; 3-й: 38‒48 АО)  
образуют минимальную область, необходимую для 
транс-активации [6, 8]. Четвертый домен (49‒57 АО) 
отвечает за связывание с TAR-элементом, за захват 
белка клетками и вместе с 5-м доменом (58‒72 АО) 
определяет ядерную локализацию Tat [5, 6]. Шестой 
домен (73–101 АО), кодируемый вторым экзоном, 
предположительно, способствует вирусной инфекци-
онности и связыванию с интегринами на клеточной 
мембране [6]. Активно изучается вопрос влияния 
аминокислотных замен в белке Tat на его функции 
[9, 10] и на патогенез ВИЧ-инфекции [6, 11, 12]. Ак-

туальность изучения вариабельности белка Tat также 
определяется тем, что Tat является перспективной 
мишенью для разработки антиретровирусных препа-
ратов и создания терапевтических вакцин [13, 14]. 

 Проведенные ранее исследования особенностей 
белка Tat наиболее широко распространенного в Рос-
сии суб-субтипа А6 определили замены, которые 
позволяют отличить этот вариант ВИЧ от других ге-
нетических вариантов. Так, исследования показали 
наличие в 4-м функционально значимом домене му-
таций, частота встречаемости которых достоверно 
отличалась у суб-субтипа А6 и наиболее изученного 
субтипа В, а также определили у суб-субтипа А6 в 6-м 
домене белка Tat мотив QRD вместо функционально 
значимого мотива RGD [5, 7]. 

Целью этого исследования является изучение осо-
бенностей белка Tat у не-А6-вариантов ВИЧ-1, харак-
терных для Российской Федерации: анализ особенно-
стей консенсусных последовательностей белка Tat, 
включая исследование вторичных и третичных струк-
тур, сравнение профиля естественных полиморфиз-
мов Tat у вариантов CRF63_02A6 и вариантов вируса 
субтипа В, циркулирующих на территории России, 
с вариантами вируса субтипа В, циркулирующими 
в мире. Полученные данные могут быть использова-
ны при разработке лекарственных препаратов и вак-
цин, а также внесут вклад в изучение влияния му-
таций полиморфизма на функциональные свойства 
вирусов.

Материалы и методы
Из международной базы данных Los Alamos (www.

hiv.lanl.gov/content/index, от 19.04.2024) были выбра-
ны все полногеномные последовательности вариан-
тов CRF63_02A6, CRF03_A6B, а также циркулирую-
щих на территории Российской Федерации вариантов 
субтипа В и CRF02_AG. При этом в исследование 
включали одну последовательность от одного па-
циента. Из выбранных последовательностей были 
выгружены нуклеотидные последовательности гена 
tat. В результате были загружены 26 последователь-
ностей CRF63_02A6, 4 последовательности CRF03_
A6B, 35 последовательностей, циркулирующих на 
территории России, вариантов субтипа В, одна по-
следовательность варианта CRF02_AG, полученная 
от ВИЧ-инфицированного пациента в России. 

Дополнительно в исследование были включены две 
последовательности гена tat варианта CRF02_AG, 
выгруженные из полногеномных последовательно-
стей вируса, полученных лабораторией ранее от 2 па-
циентов в рамках выполнения проекта CHAIN 7-й Ра-
мочной программы Европейского сообщества «Еди-
ная сеть по изучению лекарственной устойчивости 
к антиретровирусным препаратам». На забор крови 
от пациентов было получено разрешение Этическо-
го комитета при ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор» (Протокол 
№ 1 от 30 марта 2010 г.). Пациенты подписывали ин-
формированное согласие на участие в исследовании. 
Образцы анализировали путем массового параллель-
ного секвенирования с помощью набора «АмплиСенс 

http://www.hiv.lanl.gov/content/index
http://www.hiv.lanl.gov/content/index
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HIV-Resist-NGS» в соответствии с инструкцией про-
изводителя (ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Рос-
сия). Полногеномное секвенирование образцов было 
выполнено с применением технологии MiSeq и соот-
ветствующих наборов MiSeq reagent kits V2 (Illumina, 
США) путем анализа 4 перекрывающихся специфи-
ческих фрагментов (общая протяженность анализи-
руемого фрагмента 704–9563 по HXB2). 

Субтип вируса определяли на основе анализа пол-
ногеномной последовательности в программах Com-
et (https://comet.lih.lu) и RIP (RIP 3.0 submission form 
(lanl.gov)). Последовательности были сгруппированы 
в соответствии с субтипом вируса.

Для формирования референсной группы последо-
вательностей из международной базы данных Los 
Alamos (www.hiv.lanl.gov/content/index) были выбра-
ны 50 полногеномных последовательностей субти-
па В, циркулирующих в разных странах мира: США, 
странах ЕС, Канаде, Японии, Китае, Южной Корее 
и Австралии. В исследование также включали  одну 
последовательность от одного пациента. Из всех вы-
бранных последовательностей были выгружены ну-
клеотидные последовательности гена tat. 

После этого был проведен контроль качества ну-
клеотидных последовательностей, в ходе которого 
из анализа исключали последовательности, содержав-
шие: а) замены в стартовом кодоне; б) пропуски ну-
клеотидов, не кратные 3; в) следующие 2 раза подряд 
N-вырождения. Последовательности, не прошедшие 
контроль качества, были удалены из исследования. 

Затем нуклеотидные последовательности были 
переведены в аминокислотные последовательно-
сти при помощи программы Sequence Manipulation 
Suite: Translate (www.bioinformatics.org) и выравнены 
между собой в каждой группе в программе MEGA 
v. 10.2.2 (www.megasoftware.net). Далее для каждой 
группы последовательностей с помощью программ-
ного обеспечения Advanced Consensus Maker tool на 
сайте базы данных Los Alamos (https://www.hiv.lanl.
gov/content/sequence/CONSENSUS/AdvCon.html) 
формировали аминокислотную консенсусную после-
довательность. Вставки аминокислот при формирова-
нии референсной последовательности не учитывали. 
Референсную консенсусную последовательность (ре-
ференс) формировали на основе референсной группы 
последовательностей. 

Сравнение консенсусных последовательностей 
CRF63_02A6, CRF03_A6B и циркулирующих в Рос-
сии вариантов CRF02_AG и субтипа В с референсной 
консенсусной последовательностью субтипа В и меж-
ду собой проводилось в программе MEGA v. 10.2.2 
(www.megasoftware.net).

Далее на основе анализа консенсусных последо-
вательностей в программе PSIPRED (http://bioinf.
cs.ucl.ac.uk/psipred/) предсказывали вторичную 
структуру консенсусных последовательностей 
не-А6-вариантов ВИЧ-1, циркулирующих в России. 
При этом анализировали специфичные изменения 
вторичной структуры соответствующих вариантов 
вируса относительно референсной консенсусной 

последовательности. Вторичную структуру иссле-
довали только для консенсусных последовательно-
стей, которые были сформированы на основе более 
чем 10 последовательностей.

При помощи программы IsUnstruct предсказывали 
расположение неструктурированных участков в кон-
сенсусных последовательностях [15].

При помощи программы AlphaFold 2 (AlphaFold 
Protein Structure Database) предсказывали простран-
ственную структуру консенсусных последовательно-
стей [16].

Затем проводили сравнение естественных полимор-
физмов вариантов субтипа В, циркулирующих на тер-
ритории России, и вариантов CRF63_02A6 с варианта-
ми субтипа В, циркулирующими в мире. Для этого пер-
воначально посредством программы MEGA v. 10.2.2 
выявляли естественные полиморфизмы всех анализи-
руемых групп относительно референсной консенсус-
ной последовательности – консенсусной последова-
тельности вирусов субтипа В, циркулирующих в мире. 
При этом под полиморфизмами понимали мутации – 
единичные замены, встречающиеся в 1% наблюде-
ний и чаще [17]. Далее с применением программного 
модуля Nonparametric Statistics из пакета Statistica 8.0 
(StatSoft Inc., США) попарно сравнивали группу вари-
антов субтипа В, циркулирующих на территории Рос-
сии, и группу вариантов CRF63_02A6 с группой вари-
антов субтипа В, циркулирующих в мире: выявляли 
сайты со статистически достоверными различиями  
(p < 0,05 при использовании критерия χ2).

Результаты
Анализируемые последовательности 

Две полногеномные последовательности ВИЧ-1 
CRF02_AG, полученные ранее в ходе выполнения 
проекта CHAIN, были депонированы в Gene bank 
с номерами PP816227 и PP816231. 

После проведения контроля качества загруженных 
нуклеотидных последовательностей одна последо-
вательность CRF63_02A6, одна последовательность 
CRF03_A6B и две последовательности субтипа В 
из референсной группы, т.е. группы последователь-
ностей вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих 
в разных странах мира, были исключены из анализа. 
Таким образом, в исследование вошли 25 последо-
вательностей CRF63_02A6, 3 последовательности 
CRF03_A6B, 35 последовательностей, циркулирую-
щих на территории России, вариантов субтипа В, 3 по-
следовательности вируса варианта CRF02_AG, цир-
кулирующих на территории РФ. Референсная группа 
была сформирована на основе 48 последовательно-
стей. Полученные консенсусные последовательности 
представлены на рис. 1.

Структурный анализ

Первичная структура
Консенсус циркулирующих в России вариантов 

ВИЧ-1 субтипа В отличался от референсной кон-
сенсусной последовательности в 8 позициях, при 

https://comet.lih.lu
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RIP/RIP.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RIP/RIP.html
https://www.bioinformatics.org/sms2/translate.html
http://www.megasoftware.net
http://www.megasoftware.net
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
https://www.alphafold.com/
https://www.alphafold.com/
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этом 8 из 8 замен были связаны с изменениями хими-
ческих свойств. Под изменением химических свойств 
понимали изменение полярности или заряда амино-
кислоты в заданной позиции (рис. 1).

Консенсус циркулирующих в России вариантов 
вируса CRF02_AG отличался от референсной по-
следовательности в 30 позициях, при этом лишь 
в 8 из 30 позиций замена аминокислоты не была свя-
зана с изменением химических свойств.

Консенсус вариантов ВИЧ-1 CRF03_A6B содер-
жал преждевременный стоп-кодон в 87-й позиции, 
в 6 из 86 аминокислотных позицияй отличался от ре-
ференсной последовательности, при этом в 3 из 6 по-
зиций замена аминокислоты не была связана с изме-
нением химических свойств.

Консенсус CRF63_02A6 отличался от референсной 
последовательности в 31 позиции, при этом лишь 
в 8 из 31 позиции замена аминокислоты не была свя-
зана с изменением химических свойств (рис. 1).

Вторичная структура
Вторичную структуру исследовали для консенсус-

ных последовательностей, вариантов ВИЧ-1 субти-
па В, циркулирующих на территории России, и вари-
антов CRF63_02A6. При этом осуществляли их срав-
нение с референсной последовательностью.

Поскольку консенсусная последовательность ва-
риантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих на тер-
ритории Российской Федерации, в 70-й позиции 
в равной степени вероятности содержала серин (S) 
и пролин (P), то при прогнозировании вторичной 
структуры белка Tat проводили анализ двух вари-
антов последовательностей: B (Россия)_v1/B(Rus-

sia)_v1 и B(Россия)_v2/B(Russia)_v2 соответственно. 
Результаты анализа структуры исследуемых последо-
вательностей представлены на рис. 2.

Большая часть вторичной структуры белка Tat пред-
ставляет собой клубок. Наибольшие отличия от ре-
ференсной последовательности продемонстрировала 
консенсусная последовательность CRF63_02A6: от-
сутствие спирали в позициях 30‒33.

Третичная структура
Затем проводили сравнение третичной структуры кон-

сенсусной последовательности белка Tat CRF63_02A6 
с референсной последовательностью (рис. 3).

Профили вероятности для неструктурированных об-
ластей белка Tat как референсной последовательности, 
так и консенсусной последовательности вариантов 
CRF63_02A6 содержали только одну структурирован-
ную область, соответствующую участку, обогащенному 
цистеинами, в районе 22‒48 АО, что соотносится с 2-м 
и 3-м доменом белка Tat (рис. 3). Эта область выделена 
синим цветом на профиле и на пространственной струк-
туре, предсказанной с помощью AlphaFold 2 (рис. 3). 

Сравнение профилей естественных  
полиморфизмов белка Tat 

При сравнении профиля естественных полимор-
физмов белка Tat ВИЧ-1 вариантов субтипа В, цирку-
лирующих на территории России, и вариантов вируса 
CRF63_02A6 с вариантами вируса субтипа В, цирку-
лирующих в мире обнаружено что:

‒ 1 последовательность из группы вариантов суб-
типа В, циркулирующих в мире, содержала вставку 
глутамина между 76 и 77 АО – 76-77insQ;

Рис. 1. Множественное выравнивание консенсусных последовательностей полноразмерного белка Tat вариантов субтипа В и вари-
антов CRF02_AG, циркулирующих в России, и вариантов Crf03_A6B, CRF63_02A6 относительно консенсусной последовательно-

сти вариантов субтипа В, циркулирующих в мире (B референс). 
Точками обозначены позиции АО, в которых АО в консенсусах соответствовали референсу. Аминокислоты классифицированы на 

основе полярности радикалов. Неполярные аминокислоты: G (глицин), A (аланин), V (валин), L (лейцин), I (изолейцин), P (пролин) 
отмечены синим цветом; полярные незаряженные аминокислоты: S (серин), T (треонин), C (цистеин), M (метионин), N (аспарагин), 

Q (глутамин) – зеленым; ароматические аминокислоты: F (фенилаланин), Y (тирозин), W (триптофан), H (гистидин) – желтым; 
отрицательно заряженные аминокислоты: D (аспарагиновая кислота) и E (глутаминовая кислота) – оранжевым; положительно заря-

женные аминокислоты: K (лизин), R (аргинин) – красным [18, 19]. X – АО не определен (серым).
Fig. 1. Multiple alignment of the full-length Tat protein’s consensus sequences of subtype B and CRF02_AG variants circulating in Russia, 

and variants Crf03_A6B, CRF63_02A6 relative to the consensus sequence of subtype B variants circulating in the world (B reference). 
The dots indicate amino acid residues (a.a.r.) positions in which the a.a.r. in the consensus corresponded to the reference. Non-polar amino 
acids: G (glycine), A (alanine), V (valine), L (leucine), I (isoleucine), P (proline) – are marked in blue; polar uncharged amino acids: S (ser-
ine), T (threonine), C (cysteine), M (methionine), N (asparagine), Q (glutamine) – green; aromatic amino acids: F (phenylalanine), Y (Tyro-
sine), W (tryptophan), H (Histidine) – yellow; polar acidic negatively charged amino acids: D (aspartic acid) and E (glutamic acid) – orange; 

polar basic positively charged amino acids: K (lysine), R (arginine) – in red [18, 19]. X – a.a.r. is undefined (gray).
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‒ 1 последовательность CRF63_02A6 содержала 
вставку гистидина между 80 и 81 АО – 80-81insH;

‒ 2 последовательности из группы вариантов субти-
па В, циркулирующих в мире, содержали преждевре-
менный стоп-кодон в 87-й позиции и одна последова-
тельность – в 100-й позиции;

‒ 1 последовательность из группы вариантов субти-
па В, циркулирующих на территории России, содер-
жала преждевременный стоп-кодон в 87-й позиции;

‒ 3 последовательности CRF63_02A6 содержали 
преждевременный стоп-кодон в 100-й позиции.

Однако обнаруженные вставки и преждевременные 
стоп-кодоны не имели достоверной разницы в часто-
те встречаемости между анализируемыми группами.

При сравнении профиля естественных полимор-
физмов вариантов вируса субтипа В, циркулирующих 
на территории России, и вариантов вируса субтипа В, 
циркулирующих в мире, была определена 21 замена 

Рис. 2. Предсказанные вторичные структуры консен-
сусных последовательностей: A – B(референс)/B(refe-
rence); B – B(Россия)_v1/B(Russia)_v1; C – B(Россия)_

v2/B(Russia)_v2; D – CRF63_02A6.
Fig. 2. Predicted secondary structures of consensus 

sequences: A – B(референс)/B(reference); B – B(Россия)_
v1/ B(Russia)_v1; C – B(Россия)_v2/ B(Russia)_v2;  

D – CRF63_02A6.

Рис. 3. Результаты сравнения третичной структуры консенсусной последовательности белка Tat CRF63_02A6 с референсной после-
довательностью.

Профиль вероятности для неструктурированных участков консенсусных последовательностей белка Tat, предсказанных программой IsUnstruct:  
A – консенсусная последовательность вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих в мире; B – консенсусная последовательность вариантов ВИЧ-1 
CRF63_02A6. Пространственная структура, предсказанная с помощью программы AlphaFold 2, для консенсусных последовательностей белка Tat: 
C – консенсусная последовательность вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих в мире; D – консенсусная последовательность вариантов ВИЧ-1 
CRF63_02A6. Красным цветом выделен профиль последовательности и участки цепи, соответствующие неструктурированным участкам; синим цве-

том – структурированная область. Пояснение в тексте.
Fig. 3. Results of comparison of the tertiary structure of the consensus sequence of the Tat protein CRF63_02A6 with the reference sequence.
Probability profile for unstructured regions of Tat consensus sequences predicted by IsUnstruct: A – consensus sequence of HIV-1 subtype B variants circulating 
worldwide; B – consensus sequence of HIV-1 CRF63_02A6 variants. Spatial structure predicted by AlphaFold 2 for Tat consensus sequences: C – consensus 
sequence of HIV-1 subtype B variants circulating worldwide; D – consensus sequence of HIV-1 CRF63_02A6 variants. The sequence profile corresponding to 

unstructured regions is marked in red.
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со статистически значимыми различиями в часто-
те встречаемости, однако после введения поправки 
по Бонферрони лишь две замены ‒ S68P и R78G ‒ 
имели достоверную разницу в частоте встречаемости 
(табл. 1).

При сравнении профиля естественных полимор-
физмов вариантов CRF63_02A6 и вариантов вируса 
субтипа В, циркулирующих в мире, были определе-
ны 54 замены со статистически значимыми разли-
чиями в частоте встречаемости. После введения по-
правки по Бонферрони 31 замена имела достоверную 
разницу в частоте встречаемости (табл. 2).

Обсуждение
Одной из основных характеристик ВИЧ-1 явля-

ется высокая генетическая изменчивость, которая 
определяет необычайное глобальное генетическое 
разнообразие вируса [2, 20]. Полиморфизмы отра-
жают естественные различия между генетическими 
вариантами ВИЧ-1, при этом некоторые из них мо-
гут иметь функциональную значимость [11, 12, 21]. 
Как известно, высокая генетическая изменчивость 
ВИЧ-1 является результатом действия несколь-
ких факторов, которые включают в себя работу 
специфического вирусного фермента, обратной 

транскриптазы, и возникновения эскейп-мутаций 
в ответ на действие иммунной системы хозяина 
[9, 22]. Проведенные исследования показали, что 
белок Tat является мишенью для действия цитоток-
сического иммунного ответа и был определен ряд 
CTL-эпитопов в белке Tat (https://www.hiv.lanl.gov/
content/immunology/maps/ctl/Tat.html) [9]. Таким 
образом, мутации в белке Tat могут быть ассоци-
ированы как с субтипом вируса, так и с генетиче-
скими особенностями популяции хозяина, в кото-
рой циркулирует вирус. Настоящее исследование 
направлено на изучение особенностей белка Tat 
у не-А6-вариантов вируса, характерных для Рос-
сийской Федерации. 

Сравнение консенсусных последовательностей по-
казало, что все анализируемые варианты белка Tat 
отличались от референсной последовательности, при 
этом каждый из вариантов содержал уникальный про-
филь замен.

Консенсусная последовательность вариантов ВИЧ-1  
субтипа В, циркулирующих на территории России, 
в 63-м положении содержала замену Q63E, которая, 
как отмечалось ранее, у вариантов вируса субтипа С 
способствовала более высокой транскрипционной ак-
тивации в человеческих CD4 T-клетках [23].

Таблица 1. Замены в белке Tat со статистически значимой разницей в частоте встречаемости у вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирую-
щих в мире, и у вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих на территории России (p < 0,05)
Table 1. Substitutions in the Tat protein with a statistically significant difference in the frequency of occurrence between HIV-1 subtype B variants 
circulating in the world and HIV-1 subtype B variants circulating in Russia (p < 0.05)

Участок
Domain

Замена
Substitution

B
Мир

World

B
Россия
Russia p Участок

Domain
Замена

Substitution

B
Мир

World

B
Россия
Russia p

n = 48 n = 35 n = 48 n = 35

I K19Q 1 5 0,034

VI

R78G* 4 13 0,0013*

II
N24A 0 3 0,0388 D80N 0 6 0,0029

K29Q 5 0 0,0489 P81Q 1 6 0,0148

III T40K 16 20 0,0307 n = 46 n = 34

IV Q54R 0 3 0,0388 K89E 8 1 0,0432

V

Q60K 1 5 0,034 R93K 7 0 0,0173

T64D 0 5 0,0069 R93S 7 13 0,0188

S68P* 8 20 0,0001* D98H 13 17 0,0471

S70P 11 17 0,0146 D98N 0 6 0,0031

VI
P77A 5 0 0,0489

V100D 2 9 0,0045

n = 45 n = 34

P77T 0 3 0,0388 D101H 7 14 0,0107

Примечание. * ‒ позиции, достоверные по критерию χ2 с поправкой Бонферрони p < 0,0024. В связи с наличием преждевременных стоп-ко-
донов в некоторых последовательностях менялось число (n) анализируемых последовательностей в группах, т.к. аминокислоты, находящиеся 
после стоп-кодона, в анализе не учитывали: с 1 по 87 АО группа вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих в мире, состояла из 48 после-
довательностей, группа вариантов субтипа В, циркулирующих на территории России, – из 35 последовательностей; с 88 АО по 100 АО группа 
вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих в мире, ‒ из 46 последовательностей, группа вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих на 
территории России, – из 34 последовательностей; в 101 АО группа вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих в мире, ‒ из 45 последова-
тельностей, группа вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих на территории России, – из 34 последовательностей.
Note. * ‒ significant in the χ2 test with Bonferroni correction p < 0.024. Due to the presence of premature stop codons in some sequences, the number 
of analyzed sequences in groups changed, since amino acids (a.a.r) located after the stop codon were not taken into account in the analysis: from 1 to 
87 a.a.r, the group of HIV-1 subtype B variants circulating in the world contained 48 sequences, the group of HIV-1 subtype B variants circulating in 
Russia – 35 sequences; from 88 to 100 a.a.r, the group of HIV-1 subtype B variants circulating in the world contained 46 sequences, the group of HIV-
1 subtype B variants circulating in Russia – 34 sequences; in 101 a.a.r. the group of HIV-1 subtype B variants circulating in the world contained 45 
sequences, the group of HIV-1 subtype B variants circulating in Russia – 34 sequences.

https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/maps/ctl/Tat.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/maps/ctl/Tat.html


ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2024; 69(6)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-272

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

531

Консенсусные последовательности CRF02_AG и 
CRF63_02A6 содержали наибольшее количество за-
мен, при этом в 32, 34, 37, 40, 54, 57, 58, 61, 62, 64, 
67‒70, 74‒77, 80, 90, 92‒94-й позициях содержали одни 
и те же замены аминокислот относительно референс-
ной последовательности. Такой результат объясняется 

тем, что CRF63_02A6 является рекомбинантной фор-
мой CRF02_AG и суб-субтипа А6, которая в области 
гена tat соответствует CRF02_AG (https://www.hiv.lanl.
gov/components/sequence/HIV/crfdb/crfs.comp).

В свою очередь, CRF03AB является рекомбинант-
ной формой суб-субтипа А6 и субтипа В, которая 

Таблица 2. Замены в белке Tat со статистически значимой разницей в частоте встречаемости у вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирую-
щих в мире, и у вариантов CRF63_02A6 (p < 0,05)
Table 2. Substitutions in the Tat protein with a statistically significant difference in the frequency of occurrence between HIV-1 subtype B variants 
circulating in the world and HIV-1 CRF63_02A6 variants (p < 0.05)

Участок
Domain

Замена
Substitution

B
Мир

World
CRF63_02A6

p Участок
Domain

Замена
Substitution

B
Мир

World
CRF63_02A6

p

n = 48 n = 25 n = 48 n = 25

I

E2D 5 24 0,0000*

V

D61S 3 18 0,0000*

R7N 7 21 0,0000* S62R 0 21 0,0000*

K12N 4 20 0,0000* Q63E 10 0 0,014

K19R 11 0 0,0094 T64N 12 1 0,0062

A21P 12 0 0,0062 T64D 0 22 0,0000*

II

T23S 0 17 0,0000* V67A 16 0 0,0011

N24K 11 1 0,0385 V67D 1 5 0,0082

K28I 0 2 0,0469 V67N 0 19 0,0000*

C31S 1 9 0,0001* S68P 8 24 0,0000*

C31V 0 2 0,0469 L69V 0 24 0,0000*

F32L 10 0 0,014 S70P 11 21 0,0000*

F32W 1 25 0,0000*

VI

A74L 0 24 0,0000*

F32Y 7 0 0,0446 S75P 4 25 0,0000*

V36L 2 22 0,0000* Q76T 0 22 0,0000*

III

I39L 6 25 0,0000* P77T 0 24 0,0000*

I39T 12 0 0,0062 D80N 0 22 0,0000*

T40N 0 21 0,0000* P84Q 8 0 0,0305

G42A 10 0 0,014 K85E 11 25 0,0000*

IV

R53G 1 20 0,0000* n = 46 n = 25

Q54R 0 22 0,0000* K89E 8 0 0,0269

Q54H 0 3 0,0143 K90E 1 23 0,0000*

R57G 1 24 0,0000* E92A 0 22 0,0000*

V

A58S 7 0 0,0446 R93S 7 25 0,0000*

A58T 9 23 0,0000* E94K 6 25 0,0000*

P59S 2 21 0,0000* D98H 13 1 0,0141

P59T 0 2 0,0469 P99R 0 3 0,0164

Q60R 0 2 0,0469 V100C 1 14 0,0000*

D61G 7 0 0,0446 V100Y 1 4 0,0297

Примечание. * ‒ позиции достоверные по критерию χ2 с поправкой Бонферрони p < 0,0009. В связи с наличием преждевременных стоп-ко-
донов в некоторых последовательностях менялось число (n) анализируемых последовательностей в группах, т.к. аминокислоты, находя-
щиеся после стоп-кодона, в анализе не учитывали: с 1 по 87 АО группа вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих в мире, состояла из  
48 последовательностей, группа вариантов CRF63_02A6 – из 25 последовательностей; с 88 АК по 100 АО группа вариантов ВИЧ-1 субтипа 
В, циркулирующих в мире, – из 46 последовательностей, группа вариантов CRF63_02A6 – из 25 последовательностей. 
Note. * ‒ significant in the χ2 test with Bonferroni correction p < 0.0009. Due to the presence of premature stop codons in some sequences, the number 
of analyzed sequences in groups changed, since amino acid residues (a.a.r.) located after the stop codon were not taken into account in the analysis: 
from 1 to 87 a.a.r, the group of HIV-1 subtype B variants circulating in the world contained 48 sequences, the group of CRF63_02A6 variants – 25 
sequences; from 88 to 100 a.a.r., the group of HIV-1 subtype B variants circulating in the world contained 46 sequences, the group of CRF63_02A6 
variants – 25 sequences.
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в области гена tat соответствует субтипу В (https://
www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/crfdb/crfs.
comp). Консенсусная последовательность CRF03AB 
в 87-й позиции содержит стоп-кодон, что характерно 
для некоторых вариантов ВИЧ-1 субтипа В, например 
для референс-штамма HXB2 (K03455). Укороченная 
версия белка Tat, содержащая 86 АО, является функ-
циональной, однако некоторые функции, такие как 
модуляция модификации цитоскелета клетки-хозяи-
на и, возможно, функция обеспечения оптимальной 
репликации в клетках линии моноцитов-макрофагов, 
ассоциируют со вторым экзоном [6].

Меньшее число замен относительно референса 
приходится на фрагмент белка Tat с 1 по 51 АО: 
консенсус вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркули-
рующих на территории Российской Федерации, со-
держал 1 замену, CRF02_AG – 10, CRF03_A6B – 3,  
CRF63_02A6 – 8. Тогда как во фрагменте белка Tat 
c 52‒101 АО: консенсус вариантов ВИЧ-1 субти-
па В, циркулирующих на территории Российской 
Федерации, содержал 7 замен, CRF02_AG – 20,  
CRF03_A6B – 3 и стоп-кодон в 87-м положении, 
CRF63_02A6 – 23 (рис. 1). Это частично объясняет-
ся тем, что первые три домена белка Tat (1‒48 АО) 
формируют минимальную область, необходимую 
для транс-активации транскрипции вирусного ге-
нома [6, 8]. Также ранее исследователями уже от-
мечалось, что в целом область, кодируемая вторым 
экзоном гена tat, является менее консервативной, 
чем область, кодируемая первым экзоном [10]. 

В результате сравнения консенсусных последо-
вательностей было показано, что существующие 
отличия первичной структуры CRF63_02A6 от ре-
ференсной последовательности, отсутствие элемен-
та спирали в позициях 30‒33 вторичной структуры 
CRF63_02A6, по предсказаниям, не влияло на про-
странственную структуру белка: наиболее структури-
рованная область располагалась в районе 2-го и 3-го 
домена как у CRF63_02A6, так и у референсной по-
следовательности (рис. 3).

При анализе профиля естественных полиморфизмов 
было показано, что замены S68P и R78G достовер-
но чаще встречались у вариантов ВИЧ-1 субтипа В, 
циркулирующих в России, чем в референсной группе  
(табл. 1). При этом мотив 78RGD80 является лигандом 
для некоторых интегринов и, в связи с этим, предпо-
ложительно, замена R78G может влиять на функцио-
нальные свойства белка Tat [6]. 

Список замен со статистически значимой разницей 
в частоте встречаемости в белке Tat у вариантов ВИЧ-1  
субтипа В, циркулирующих в мире, и у вариантов 
CRF63_02A6 соответствовал списку замен, обозна-
ченному при сравнении консенсусных последова-
тельностей. Дополнительно было показано, что за-
мена C31S достоверно чаще встречалась у вариантов 
CRF63_02A6. При этом известно, что замена C31S 
является функционально значимой, ассоциирована со 
сниженной нейротоксичностью белка Tat [12, 24]. 

Ограничение исследования. Ограничением прове-
денного исследования является небольшая выборка 

последовательностей. Изучение особенностей белка 
Tat не-А6-вариантов ВИЧ-1, характерных для Рос-
сийской Федерации, на больших выборках после-
довательностей является интересным направлением 
для исследований, которое актуализируется посте-
пенным расширением распространения не-А6-ва-
риантов ВИЧ-1 на территории страны [4]. Также 
перспективным направлением для возможных ис-
следований в будущем является изучение влияния 
особенностей белка Tat разных вариантов вируса, 
характерных для Российской Федерации, на Tat-
TAR-взаимодействие. 

Заключение
Впервые получены консенсусные последователь-

ности белка Tat не-А6-вариантов ВИЧ-1, характерных 
для Российской Федерации. Показано, что разные 
варианты вируса обладают характерными особенно-
стями в первичной структуре белка. Наибольшее ко-
личество аминокислотных замен содержала консен-
сусная последовательность CRF63_02A6, при этом 
существующие особенности не оказали влияние на 
профиль вероятности расположения неструктуриро-
ванных областей белка. Показано, что замена R78G, 
расположенная в функционально значимом мотиве, 
достоверно чаще встречалась у вариантов вируса 
субтипа В, циркулирующих на территории России, 
чем у вариантов вируса субтипа В, циркулирующих 
в мире. Определено, что функционально значимая 
замена C31S, достоверно чаще встречалась у вариан-
тов CRF63_02A6, чем у вариантов вируса субтипа В, 
циркулирующих в мире. Отмечены перспективные 
направления для будущих исследований. 
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