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Введение. Белок Tat вируса иммунодефицита человека (ВИЧ) является главным фактором регуляции 
транскрипции генома ВИЧ  и имеет ряд дополнительных внутриклеточных и внеклеточных активностей. Как 
и другим белкам ВИЧ, Tat свойственна изменчивость, при этом некоторые аминокислотные замены внутри 
белка Tat, включая субтип-специфичные, способны влиять на его функциональность. В РФ наиболее широ-
ко распространён ВИЧ 1 типа (ВИЧ-1) суб-субтипа А6. Исследования полиморфизма структурных областей 
генома А6 выявили многочисленные характерные особенности этого варианта, однако изучение области 
генома, кодирующей Tat, у ВИЧ-1 суб-субтипа А6 не проводилось.
Цели и задачи: Основной целью работы был анализ особенностей белка Tat у ВИЧ-1 суб-субтипа А6. За-
дачами исследования были выявление характеристических замен, сравнение полиморфизма белка Tat 
суб-субтипа А6 и наиболее близкого к нему суб-субтипа А1, а также определение статистически достовер-
ных различий в функционально значимых доменах Tat суб-субтипа А6 и наиболее изученного субтипа В.
Материал и методы. Материалом для работы послужили нуклеотидные последовательности ВИЧ-1 
суб-субтипов А6, А1, А2, А3, А4, субтипа В и референсная нуклеотидная последовательность, полученные 
из международной базы данных Los Alamos.
Результаты и обсуждение. Мутации Q54H и Q60H являются характеристическими заменами для А6. Про-
демонстрированы существенные достоверные различия в частоте естественных полиморфизмов белка Tat 
между суб-субтипами А6 и А1. В функционально значимом CPP-регионе выявлены мутации, достоверно 
различающиеся по частоте между суб-субтипом А6 и субтипом В ВИЧ-1 – R53K, Q54H, Q54P и R57G.
Заключение. Белок Tat варианта А6 ВИЧ-1 обладает особенностями, позволяющими достоверно отличить 
его от других генетических вариантов вируса. Выявленные в функционально значимом CPP-регионе му-
тации потенциально способны изменять активность данного белка. Полученные данные могут составить 
основу для разработки лекарственных и вакцинных препаратов. 
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Analysis of Tat protein characteristics in human immunodeficiency 
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Introduction. Tat protein is a major factor of HIV (human immunodeficiency virus) transcription regulation and 
has other activities. Tat is characterized by high variability, with some amino acid substitutions, including subtype-
specific ones, being able to influence on its functionality. HIV type 1 (HIV-1) sub-subtype A6 is the most widespread 
in Russia. Previous studies of the polymorphisms in structural regions of the A6 variant have shown numerous 
characteristic features; however, Tat polymorphism in A6 has not been studied.
Goals and tasks. The main goal of the work was to analyze the characteristics of Tat protein in HIV-1 A6 variant, 
that is, to identify substitutions characteristic for A6 and A1 variants, as well as to compare the frequency of 
mutations in functionally significant domains in sub-subtype A6 and subtype B.
Material and methods. The nucleotide sequences of HIV-1 sub-subtypes A6, A1, A2, A3, A4, subtype B and the 
reference nucleotide sequence were obtained from the Los Alamos international database.
Results and discussion. Q54H and Q60H were identified as characteristic substitutions. Essential differences in 
natural polymorphisms between sub-subtypes A6 and A1 have been demonstrated. In the CPP-region, there were 
detected mutations (R53K, Q54H, Q54P, R57G) which were more common in sub-subtype A6 than in subtype B. 
Conclusion. Tat protein of sub-subtype A6 have some characteristics that make it possible to reliably distinguish it 
from other HIV-1 variants. Mutations identified in the CPP region could potentially alter the activity of Tat. The data 
obtained could form the basis for the drugs and vaccines development.
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кислоты ВИЧ [6–8]. Tat связывается с TAR-элементом 
и рекрутирует к участку инициации так называемый 
позитивный фактор элонгации транскрипции – ком-
плекс P-TEFb, состоящий из киназы CDK-9 и циклина 
T1. Эти события приводят к повышению процессив-
ности RNA POL II с последующим формированием 
полноразмерных молекул РНК [3, 7, 8, 10]. В допол-
нение к описанному механизму белок Tat участвует 
в активации ацетилирования гистонов нуклеосом, 
делая таким образом ДНК доступной для RNA POL 
II и стимулируя этим инициацию транскрипции ви-
русной РНК [11, 12]. Отсутствие любой из описанных 
активностей Tat отменяет транскрипцию и поддержи-
вает состояние латентности вируса в инфицирован-
ных клетках [13].

Дополнительная, не связанная с охарактеризован-
ной выше активность Tat заключается в его существен-
ном влиянии на функцию митохондрий в заражённых 
клетках: изменяя транскрипцию митохондриальной 
ДНК (мтДНК) и вызывая повреждения её молекулы, 
данный белок возможно, опосредует митохондриаль-
ную дисфункцию, наблюдаемую у ВИЧ-инфициро-
ванных пациентов [14, 15].

Ещё один внутриклеточный эффект белка Tat со-
стоит в способности ингибировать пролиферацию 
клеток посредством нарушения формирования мито-
тического веретена [16]; это является вкладом в пато-
генез ВИЧ-инфекции и снижение числа CD4+ Т-кле-
ток (рис. 2).

Внеклеточные эффекты Tat
В ходе внутриклеточного размножения ВИЧ белок 

Tat образуется в избытке, и хотя он не имеет необходи-
мого для секреции сигнального пептида, этот протеин 
может использовать так называемые неклассические 
пути для выхода из клетки, в частности определяемые 
его сродством к фосфолипидам клеточной мембраны. 
Альтернативным вариантом является высвобождение 
Tat в момент разрушения инфицированных клеток 
[17]. Таким образом, белок попадает в межклеточное 
пространство и в последующем достигает практиче-
ски всех тканей и клеток организма, взаимодействует 
с рецепторами на их поверхности и поглощается пу-
тём эндоцитоза [17, 18].

Tat не имеет выраженной вторичной структуры, бу-
дучи гибким и малоупорядоченным, однако это не пре-
пятствует его тесному связыванию с элементами вну-
триклеточного транскрипционного аппарата, а также 
со многими молекулами-«партнёрами» при нахожде-
нии в растворимой форме вне пределов клетки [1, 17].

Одной из наиболее изученных мишеней негативно-
го воздействия белка Tat является центральная нерв-
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Введение
Несмотря на высокую эффективность современных 

средств антиретровирусной терапии (АРТ), необхо-
димость поиска новых препаратов сохраняется. Од-
на из причин этого – феномен лекарственной устой-
чивости вируса иммунодефицита человека (ВИЧ), 
ограничивающей возможность выбора схем АРТ, 
в особенности у пациентов с длительной историей 
лечения. Другая задача таких исследований – полу-
чение эффективных соединений с высоким уровнем 
безопасности и максимальным удобством приёма. 
Параллельно с разработкой новых фармакологиче-
ских агентов ведутся работы по созданию профилак-
тических и терапевтических вакцин против ВИЧ.

Одной из мишеней специфического воздействия бу-
дущих лечебных и вакцинных препаратов могут стать 
неструктурные белки вируса [1–3]. В настоящей рабо-
те продолжено обсуждение особенностей этих белков 
для суб-субтипа А6 ВИЧ 1 типа (ВИЧ-1), наиболее 
широко распространённого в России [4, 5]; объектом 
исследований в данном случае выступил белок Tat.

Внутриклеточные активности Tat
Белок Tat (trans-activator of transcription; транс-акти-

ватор транскрипции) вместе с другим белком – Rev –  
объединяется в группу регуляторных белков и игра-
ет ключевую роль в регуляции уровня транскрипции 
ВИЧ [6]. Этот протеин контролирует транскрипци-
онный процесс посредством модуляции активности 
вирусного промотора и клеточной РНК-полимеразы 
II (RNAP II; RNA POL II) [7]. В зависимости от уча-
стия Tat транскрипцию провирусной ДНК разделяют 
на 2 этапа: Tat-зависимый и Tat-независимый.

Перед началом транскрипции провирусная ДНК 
ВИЧ освобождается от гистонов; происходит ремо-
делирование (перестройка) хроматина, что обеспе-
чивает доступность этой молекулы (рис. 1). Первый 
этап – инициация с участием низкопроцессивной 
RNA POL II – начинается с присоединения факторов 
NF-κB и SP1, продолжаясь формированием так назы-
ваемой TAR-петли (trans-activation response element; 
элемент ответа на реактивацию – Tat-связывающий 
элемент, имеющий структуру в виде короткой петли 
и расположенный на 5’-конце вирусного транскрип-
та), и заканчивается образованием коротких фраг-
ментов РНК, кодирующих преимущественно регуля-
торные белки Tat и Rev. Далее короткие транскрипты 
перемещаются в цитоплазму, где они транслируются 
с образованием указанных белков [6–8]. Благодаря 
наличию сигнала ядерной локализации вновь образо-
вавшийся Tat проникает в ядро [9], после чего начина-
ется Tat-зависимый этап транскрипции нуклеиновой 
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Рис. 1. Транскрипция провирусной ДНК вируса иммунодефицита человека. RNA Pol II – клеточная РНК-полимераза II, TAR – 
элемент ответа на трансактивацию; LTR – длинные концевые повторы; NF-κB и SP1 – ядерные факторы, регулирующие скорость 

инициации вирусной транскрипции; Tat – белок Tat; P-TEFb – позитивный фактор элонгации транскрипции. Иллюстрация создана  
с применением графической программы BioRender, https://biorender.com/.

Fig. 1. Transcription of proviral human immunodeficiency virus DNA. RNA Pol II, cellular RNA polymerase II; TAR, transactivation response 
element; LTR, long terminal repeats; NF-κB and SP1, nuclear factors that regulate the rate of viral transcription initiation; Tat, Tat protein; 

P-TEFb, positive transcription elongation factor. The illustration was created using the graphics program BioRender, https://biorender.com/.

ная система (ЦНС). Непосредственно инфицировать 
нейроны ВИЧ не способен по причине отсутствия 
соответствующих рецепторов на их поверхности, 
поэтому все эффекты этого белка в данном случае 

определяются исключительно проникновением его 
растворимой формы извне в клетки ЦНС. Результа-
том сочетанного действия Tat и других белков ВИЧ 
становятся нарушения, обозначаемые термином 

Рис. 2. Внутриклеточные активности белка Tat. Иллюстрация создана с применением графической программы BioRender, https://
biorender.com/.

Fig. 2. Intracellular activities of Tat protein. The illustration was created using the graphics program BioRender, https://biorender.com/.
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«нейрокогнитивные расстройства, связанные с ВИЧ» 
(HIV-associated neurocognitive disorders, HAND), вы-
раженность которых может доходить до степени де-
менции. Механизм действия Tat при этом связывают 
как с прямым нейротоксическим действием через 
повреждение нейронального цитоскелета, так и с де-
струкцией синаптических структур ЦНС [1, 18, 19].

Воздействие Tat на сердечно-сосудистую систему 
может проявляться участием в формировании лёгоч-
ной гипертензии, часто сопровождающей ВИЧ-инфек-
цию. В этой ситуации патофизиологический механизм 
предположительно обусловлен разрушением ДНК эн-
дотелиальных клеток в сочетании с хроническим окис-
лительным стрессом под воздействием проникающего 
в них Tat [20, 21]. Влияя на кардиомиоциты и парасим-
патические нейроны, белок может вызывать брадикар-
дию [22]. Кроме того, существует предположение о его 
ассоциации с повышенным риском развития атеро-
склероза у ВИЧ-инфицированных пациентов [23], что 
связывают с дисфункцей макрофагов и непосредствен-
ным влиянием на эндотелиоциты.

Онкогенный потенциал Tat также можно считать 
подтверждённым; обладая способностью взаимодей-
ствовать как с белковыми молекулами, так и с ДНК, 
он вмешивается в процессы размножения клеток, уско-
ряя клеточный цикл и способствуя опухолевому ангио-
генезу [24]. Кроме того, известно, что Tat препятствует 
репарации двуцепочечных разрывов ДНК [24].

Структура и полиморфизм Tat
Tat представляет собой небольшой ядерный бе-

лок (от 86 до 106 аминокислот (АК), обычно 101), 
который кодируется 2 отдельными экзонами и со-
держит несколько доменов (рис. 3). Первый экзон 
включает АК в позициях с 1 по 72 и служит ма-
трицей для синтеза транскрипционно активного 
белка Tat72, практически полностью обеспечи-
вающего процесс элонгации транскрипции. Вто-
рой экзон (73–101 АК) перекрывается с геном env 
и ответствен в основном за дополнительные функ-
ции Tat, возможно, опосредующие экспрессию хро-
мосомных генов человека, связанных с активацией 
Т-клеток и их апоптозом [8, 25, 26].

Участок белка Tat72 состоит из 5 функциональных 
доменов (рис. 3):

1) первый (I) N-концевой домен (1–21 АК) вклю-
чает пролин-обогащённый (Pro, P) участок и консер-
вативный остаток триптофана (Trp, W) в 11 позиции; 
функция этого и второго доменов связана с взаимо-
действием с циклином Т1;

2) второй (II) домен (22–37 АК) включает 7 высоко-
консервативных остатков цистеина (Cys, С) в позици-
ях 22, 25, 27, 30, 31, 34 и 37;

3) третий (III) домен (38–48 АК) – коровый 
(core), включающий гидрофобную последователь-
ность 43LGISYG48; ответствен за контакт с гистоно-
выми ацетилтрансферазами и белком SP1;

Рис. 3. Ген tat и функциональные домены белка Tat72. Tat кодируется двумя экзонами. Первые пять доменов (Tat72) кодируются 
первым экзоном. I (Pro-rich) – первый домен, пролин-богатая область; II (Cys-rich) – второй домен, цистеин-богатая область;  
III (core) – третий домен (коровый); IV (RNA-bs) (Arg-rich) – четвёртый домен, аргинин-богатая область, связывается с TAR-

элементом РНК ВИЧ; V (Gln-rich) – пятый домен, глутамин-богатая область. Иллюстрация создана с применением графической 
программы BioRender, https://biorender.com/.

Fig. 3. Tat gene and functional domains of Tat72 protein. Tat is encoded by two exons. The first five domains are encoded by the first exon.  
I (Pro-rich), first domain, proline-rich region; II (Cys-rich), second domain, cysteine-rich region; III, third domain (core); IV (RNA-bs)  

(Arg-rich), fourth domain, arginine-rich region, binds to the TAR element of HIV RNA; V (Gln-rich), fifth domain, glutamine-rich region. 
The illustration was created using the graphics program BioRender, https://biorender.com/.
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4) четвёртый (IV) – положительно заряженный до-
мен (49–57 АК) содержит высококонсервативный 
аргинин-богатый (Arg, R) мотив 49RKKRRQRRR57 
и служит главным участком связывания TAR. Этот 
домен обладает повышенной склонностью к ядерной 
локализации, участвуя при этом в секреции и погло-
щении белка Tat;

5) пятый (V) – глутамин-обогащённый (Gln, Q) 
регион (58–72 АК) демонстрирует наибольшую сте-
пень генетической изменчивости; вместе с четвёр-
тым доменом обеспечивает ядерную локализацию Tat 
[1, 9, 13, 25].

Шестой (VI) домен (73–101 АК), кодируемый 
вторым экзоном, содержит RGD-мотив, служащий 
лигандом для некоторых интегринов, и высококон-
сервативный мотив 86ESKKKVE92, который может 
быть связан с оптимизацией репликации ВИЧ-1 in vi-
vo и Tat-опосредованной защитой от апоптоза CD4+ 
T-лимфоцитов [25, 26].

Несмотря на высокую мутационную изменчивость 
ВИЧ-1, Tat является относительно консервативным 
белком. В наибольшей степени это относится к его 
первым 56 АК, что указывает на их важную функци-
ональную роль в активности этой молекулы. Среди 
консервативных остатков находятся все остатки Cys 
(кроме C31), бо́льшая часть остатков Pro, консерва-
тивный остаток Trp в 11 позиции и основной домен 
(остатки лизина (Lys,K) и Arg в позициях 49–57) 
[17]. Тем не менее, как и прочим белкам ВИЧ, для 
Tat свойственна вариабельность. В этой связи име-
ющиеся, хотя и немногочисленные, исследования 
посвящены анализу последовательностей этого про-
теина, изучению влияния особенностей структуры 
Tat на его свойства, а также на клинические прояв-
ления ВИЧ-инфекции, включая анализ субтип-специ-
фических замен. Объектом исследований чаще всего 
выступали II, IV и V домены Tat, а сравнение прово-
дилось между 2 субтипами – в наибольшей степени 
изученным изученным В и считающимся наиболее 
агрессивным С; некоторые из полученных данных 
приводятся ниже. 

Так, эксперименты на культуре клеток [27] и живот-
ных моделях [28], анализ клинических изолятов [29] 
и клинико-эпидемиологических данных пациентов [30] 
показали возможное влияние мутации C30S31 в дици-
стеиновом мотиве Tat (C30C31) на характер нейропа-
тогенеза ВИЧ-инфекции и в частности на вероятность 
развития когнитивных расстройств (HAND). Проведён-
ные исследования также оценили значимость основного 
CPP-региона (cell penetrating peptide; пептид проникно-
вения в клетку) из 10 АК (48–57), связанного с проник-
новением Tat в клетки. Интернализация Tat опосредует-
ся его связыванием с гепарансульфат протеогликанами 
(heparan sulfate proteoglycan, HSPG), экспрессируемыми 
на клеточной поверхности всех тканей, включая ткани 
мозга; при этом отрицательно заряженные HSPG взаи-
модействуют с положительно заряженными остатками 
Arg и лизина (Lys, K) в CPP-регионе [31–33]. Полимор-
физмы CPP могут изменять степень поглощения клет-
ками белка Tat, влияя на распространение «вторичного» 

воспалительного сигнала в ЦНС. Исследования in vitro 
методом конфокальной микроскопии с флуоресцентно 
меченными пептидами установили, что замены R57S 
или R57G значительно снижают клеточный захват Tat 
с участием CPP [18].

Изучение полиморфизмов в функционально значи-
мых доменах Tat различных субтипов ВИЧ показало, 
что регион CPP этого белка у ВИЧ-1 подтипов B, D 
и F в значительной степени сохраняет полный набор 
из 8 остатков Arg/Lys, необходимый для оптималь-
ного поглощения Tat, однако 3 субтипа – A, C и G – 
продемонстрировали наличие замен R57S или R57G 
[18]. Недавнее исследование полиморфизмов в Сys-, 
Arg- и Gln-обогащённых доменах белка Tat ВИЧ-1 
субтипа С в Южной Бразилии продемонстрировало, 
что АК-замены C31S, R57S, Q63E у субтипа С встре-
чались в 82, 74 и 80% случаев, тогда как у B – в 10, 20 
и 20% соответственно, а мутация P60Q чаще выявля-
лась у субтипа В, чем у С (в 55 и 6% случаев соответ-
ственно) [34]. 

В России широко распространён ВИЧ-1 суб-субтипа 
A6, который вызвал инфекцию более чем у 70% па-
циентов [4, 35, 36]. К настоящему моменту изучение 
полиморфизма белка Tat в отношении ВИЧ-1 суб-суб-
типа А6 не проводилось. Вместе с тем выполненные 
ранее исследования других областей генома этого ви-
руса установили наличие характерных для А6 отличий 
от других субтипов и рекомбинантных форм [37–40]. 
Получение сведений о структуре Tat у суб-субтипа А6 
может быть полезным на различных этапах разработки 
новых препаратов для лечения и эрадикации ВИЧ-ин-
фекции, создания вакцин и диагностических средств.

Целью данной работы было изучение особенно-
стей области белка Tat, кодируемой первым экзоном 
и обеспечивающей трансактивацию, у суб-субтипа 
А6 ВИЧ-1: выявление характеристических замен, 
сравнение полиморфизмов А6 и наиболее близкого 
ему А1, а также выявление статистически значимых 
различий в дицистеиновом мотиве и CPP-регионе 
у суб-субтипа А6 и наиболее изученного в отношении 
биологических и клинических свойств субтипа В. По-
лученные данные позволят определить особенности 
структуры Tat у вирусов суб-субтипа А6 ВИЧ-1, спро-
гнозировать некоторые биологические свойства этого 
варианта и характер течения вызываемой им инфек-
ции. Кроме того, результаты могут послужить стиму-
лом для дальнейших исследований свойств белка Tat 
в культуре клеток и клинической практике.

Материал и методы
Из международной базы данных Los Alamos (Los 

Alamos National Laboratory; Main Search Interface of 
HIV Sequence Database; www.lanl.gov) были отобра-
ны 142 нуклеотидные последовательности первого эк-
зона гена tat ВИЧ-1 суб-субтипа А6, 50 аналогичных 
последовательностей суб-субтипа А1, 6 нуклеотидных 
последовательностей суб-субтипа А2, 4 последова-
тельности А3, 3 – А4 и 50 нуклеотидных последова-
тельностей субтипа В. При этом для А2, А3 и А4 ана-
лизировались все представленные в базе нуклеотид-
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ные последовательности первого экзона tat. В качестве 
референсной использовалась нуклеотидная последова-
тельность штамма ВИЧ-1 дикого типа HXB2 (K03455). 
Все последовательности были выровнены относитель-
но референсной HXB2 в программе MEGA v.10.2.2 
(www.megasoftware.net). Размер анализируемого фраг-
мента составил 213 нуклеотидных оснований первого 
экзона гена tat (71 из 72 АК, кодируемых первым экзо-
ном этого гена). После выравнивания некратные трём 
нуклеотидные вставки, включавшие повторяющиеся 
последовательности нуклеотидов, были интерпрети-
рованы как ошибки чтения и удалены.

После этого проведён контроль качества нуклео-
тидных последовательностей, в ходе которого из ана-
лиза исключены последовательности, содержавшие: 
а) замены в стартовом кодоне; б) стоп-кодоны; в) 
пропуски нуклеотидов; г) следующие 2 раза подряд 
N-вырождения. 

Для каждого из суб-субтипов А – А6, А1, А2, А3, А4, 
а также для субтипа В консенсусные последовательно-
сти получали в 2 этапа. Первоначально для каждого ва-
рианта вируса с помощью программного обеспечения 
Advanced Consensus Maker tool на сайте базы данных 
Los Alamos (https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/
CONSENSUS/AdvCon.html) формировалась нуклеотид-
ная консенсусная последовательность. Алгоритм дан-
ной программы предполагает включение в консенсус 
наиболее часто встречаемого нуклеотида по заданной 
позиции. Так как каждая АК кодируется триплетом, 
а при формировании консенсуса по каждому нуклео-
тиду осуществляется независимый анализ, то в случае 
равновероятного нахождения 2 нуклеотидов в одной по-
зиции при образовании консенсусной последовательно-
сти АК существует возможность ошибок. В связи с этим 
на втором этапе при помощи программы MEGA v.10.2.2 
осуществляли «ручную» проверку и корректировку 
консенсусных нуклеотидных последовательностей, со-
бранных в Advanced Consensus Maker tool.

После этого проводили сравнение полученных по-
следовательностей между собой и с референс-после-
довательностью, выявляя характеристические заме-
ны для суб-субтипа А6; при этом под характеристиче-
скими заменами понимали мутации, встречающиеся 
в составе генома вируса с частотой >50%.

Сравнение консенсусных последовательностей 
и референс-последовательности HXB2 осуществляли 
в программе MEGA 10.2.2. Вначале были отмечены 
позиции, различающиеся у  консенсуса суб-субтипа 
A6 и референс-штамма HXB2. Затем позиции с вы-
явленными различиями АК были сопоставлены соот-
ветствующим позициям в консенсусах суб-субтипов 
А1, А2, А3, А4 и субтипа В. 

При сравнении естественных полиморфизмов А6 
и А1 первоначально посредством программы MEGA 
v.10.2.2 выявляли естественные полиморфизмы обо-
их суб-субтипов относительно референсного штамма 
HXB2; при этом под полиморфизмами понимали мута-
ции – единичные замены, встречающиеся в ≥1% наблю-
дений [41]. Далее с применением программного моду-
ля Nonparametric Statistics из пакета STATISTICA 8.0 

(StatSoft Inc., США) выявляли сайты со статистически 
достоверными различиями (p < 0,05 при использова-
нии критерия χ2). В дальнейшем анализе для большей 
наглядности из выявленных позиций со статистически 
значимыми различиями учитывали только те, в кото-
рых частота полиморфизма одного из сравниваемых 
суб-субтипов составляла ≥20%.

Отдельно сравнивали мутации – единичные заме-
ны в функционально значимых дицистеиновом моти-
ве и CPP-регионе белка Tat суб-субтипа А6 и субтипа 
В ВИЧ-1. После выявления всех имеющихся замен 
в анализируемых регионах для обоих вариантов виру-
са при помощи модуля Nonparametric Statistics (про-
граммный пакет STATISTICA 8.0) выявляли сайты 
с достоверными различиями (p < 0,05 в случае приме-
нения критерия χ2).

Результаты 
В данной работе мы проводили анализ 71 из 72 АК, 

расположенных в области Tat, кодируемой первым эк-
зоном гена tat. В результате проведения контроля каче-
ства по 1 нуклеотидной последовательности суб-суб-
типов А6 (AF193275) и А1 (FJ388942), а также 3 тако-
вых субтипа В (AB097870, A07867, AY819715) были 
исключены из дальнейшего процесса. Таким обра-
зом, в окончательный анализ вошли 141 последова-
тельность суб-субтипа А6, 49 – суб-субтипа А1, 6 – 
суб-субтипа А2, 4 – суб-субтипа А3, 3 – А4 и 47 ну-
клеотидных последовательностей субтипа В.

После проверки и корректировки в MEGA v.10.2.2 
консенсусных нуклеотидных последовательностей, 
собранных в Advanced Consensus Maker tool, в соот-
ветствующих им последовательностях АК произведе-
ны следующие замены:

- в консенсусе суб-субтипа А6: в 36 позиции изо-
лейцин (Ile, I) заменён на валин (Val, V);

- в консенсусе суб-субтипа А2: в 36 позиции метио-
нин (Met, M) заменён на R/L/V; в 69 позиции I – на I/V;

- в консенсусе суб-субтипа А3: в 12 позиции гисти-
дин (His, H) заменён на H/Q; в 23 позиции серин (Ser, 
S) – на аспарагин (Asn, N)/S; в 24 позиции K заменён 
на N/K; в 53 позиции K – на K/R;

- в консенсусе суб-субтипа А4: в 36 позиции I заменён 
на V/M/S; в 60 позиции H – на H/R/тирозин (Tyr, Y);

- в консенсусе субтипа В: в 39 позиции I заменён на 
треонин (Thr, T).

По итогам сравнения консенсусной последователь-
ности А6 с референсной HXB2 и последующего со-
поставления с таковыми суб-субтипов А1, А2, А3, 
А4 и субтипа В получены данные, приведённые в  
табл. 1. Отмечены позиции АК, по которым консенсус 
суб-субтипа А6 отличался от консенсуса для штамма 
HXB2, а также указаны АК в соответствующих по-
зициях у субтипа В и суб-субтипов А1, А2, А3 и А4.

Из таблицы видно, что наименьшие отличия 
от HXB2 выявлены, как и предполагалось, у субти-
па В (позиции 42, 59, 61, 67). Для прочих вариантов 
вируса во всех доменах Tat обнаружены отличия как 
от референсного штамма HXB2, так и от В.

На основе анализа представленных в табл. 1 дан-
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ных выделены 2 группы АК-замен у суб-субтипа А6: 
а) типичные исключительно для А6 (Q54H, Q60H); 
б) характерные как для А6, так и для других суб-суб-
типов А (E2D, R7N, K12N, T23S, F32W, I39L, T40K, 
R57G, A58T, N61S, Q63K, T64D, A67N, S68P, L69I).

При сравнении естественных полиморфизмов в об-
ласти, кодируемой первым экзоном гена tat, суб-суб-
типов А6 и филогенетически близкого к нему А1 
установлены значительные различия во всех анализи-
руемых доменах (табл. 2).

Анализ мутаций – единичных замен в дицистеиновом 
мотиве (C30C31) белка Tat не выявил достоверных раз-
личий у суб-субтипа А6 и у субтипа В ВИЧ-1, тогда как 
в CPP-регионе (АК-позиции 48–57) у этих вариантов 
вируса обнаружены 4 замены со статистически значи-
мыми различиями – R53K, Q54H, Q54P, R57G (табл. 3).

Обсуждение
Как уже отмечалось, белок Tat является транс-ак-

тиватором транскрипции генома ВИЧ, а также обла-
дает рядом дополнительных внутри- и внеклеточных 
активностей. Мутации (АК-замены) внутри его моле-
кулы способны влиять на эффективность функциони-

рования этого белка; при этом некоторые влияющие 
на функциональность Tat замены могут быть суб-
тип-специфичными. Более того, белок Tat находится 
в перечне стратегических разработок для функцио-
нального излечения от ВИЧ-инфекции [2]. К насто-
ящему времени созданы 2 анти-ВИЧ-протеина: Null-
basic (мутантный Tat) и HT1 (гибридный белок HEX-
IM1-Tat), подавляющие вирусную транскрипцию 
путём влияния на взаимодействие Tat и Rev с клеточ-
ными факторами [42, 43]. Получены также 2 малые 
молекулы – дидегидрокортистатин А (dCA) и трипто-
лид, которые подавляют активность белка Tat посред-
ством его прямого ингибирования либо усиления 
протеосомной деградации, соответственно [44, 45]. 
Помимо этого, в стадии разработки находятся 2 вак-
цины на основе Tat, которые, как уже показано, вы-
зывают образование Tat-нейтрализующих антител, 
приводят к повышению числа CD4+ Т-клеток и сни-
жению вирусной нагрузки у ВИЧ-инфицированных 
лиц [46, 47]. В данной работе изучались особенности 
области, кодируемой первым экзоном гена tat, у ВИЧ-
1 суб-субтипа А6, наиболее распространённого на 
территории РФ.

Таблица 1. Аминокислотные позиции, в которых АК консенсуса суб-субтипа А6 отличались от АК в референсном штамме HXB2,  
и АК в соответствующих позициях консенсусов субтипа В и суб-субтипов А1, А2, А3, А4 вируса иммунодефицита человека 1 типа*
Table 1. The amino acid positions in which the consensus of sub-subtype A6 were different from the reference strain HXB2, and amino acids 
in consensus of subtype B and sub-subtypes A1, A2, A3, A4 human immunodeficiency virus type 1 in the corresponding positions*

Домен
Domain

Номер позиции АК
Amino acid position 

number

Штамм 
HXB2
HXB2
strain

Субтип В
В subtype 

Суб-субтип 
А6

А6 sub-subtype 

Суб-субтип 
А1

А1 sub-sub-
type 

Суб-субтип 
А2

А2 sub-sub-
type 

Суб-субтип 
А3

А3 sub-subtype 

Суб-субтип А4
А4 sub-subtype 

I

2 E E D D E E E

7 R R N N K N N

12 K K N N N H/Q K

II
23 T T S S N S/N N

32 F F W Y Y W Y

III

39 I I L L L L L

40 T T K N N N K

42 A G G G G G G

IV
54 Q Q H Q P Q L

57 R R G G G G G

V

58 A A T T P T T

59 H P P P S P P

60 Q Q H Q Q Q H/R/Y

61 N D S S S S S

63 Q Q K K K K K

64 T T D D D D D

67 A V N N N N N

68 S S P P P P P

69 L L I I I/V V I

*Примечание. Жирным шрифтом выделены позиции с характеристическими заменами и кандидатами на характеристические замены для 
суб-субтипа А6.
*Note. Positions with characteristic substitutions and candidates for characteristic substitutions in sub-subtype A6 are shown in bold.
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Таблица 2. Частота встречаемости мутаций (единичных замен) в области, кодируемой первым экзоном гена tat, вариантов  
суб-субтипов А1 и А6 вируса иммунодефицита человека 1 типа
Table 2. Frequency of mutations (single substitutions) in the region coded by the first exon of tat gene of human immunodeficiency virus type 
1 sub-subtypes A1 and A6

Домен
Domain

Мутация
Mutation

Частота  
встречаемости (%)
Frequency of occur-

rence, percentage
Домен
Domain

Мутация
Mutation

Частота  
встречаемости (%)
Frequency of occur-

rence, percentage
Домен
Domain

Мутация
Mutation

Частота  
встречаемости (%)

Frequency of occurrence, 
percentage

А1 А6 А1 А6 А1 А6

I

E2D 87,8 99,3

III

I39L 73,5 99,3

V

A58T 67,3 85,8
R7N 81,6 93,6 I39Q 24,5 0,0 Q60H 14,3 75,9
K19T 77,6 0,7 T40K 20,4 92,2 T64D 79,6 98,6
A21P 57,1 0,7 T40N 59,2 6,4 A67N 87,8 62,4

II

T23S 53,1 85,8

IV

R53K 26,5 9,9 S68P 91,8 59,6
T23N 44,9 11,3 Q54H 0,0 63,1 S68L 4,1 28,4
N24K 77,6 13,5 Q54P 6,1 22,7 L69I 59,2 89,4
F32W 6,1 95 R57G 63,3 92,2 L69V 32,7 5,0
F32Y 85,7 0,0 S70P 83,7 7,8
Q35P 28,6 0,0 T64D 79,6 98,6
V36I 0,0 36,9 A67N 87,8 62,4

Примечание. Мутациями считали замены в указанных позициях в сравнении с референс-штаммом HXB2. Жирным шрифтом выделены 
позиции, в которых замены у суб-субтипа А6 встречались более чем в 3,5 раза чаще.
Note. Mutations were defined as the substitutions in the indicated positions in comparison with the reference strain HXB2. The positions in which 
substitutions in the A6 subtype were found more than 3.5 times often are shown in bold.

Таблица 3. Мутации в дицистеиновом домене и CPP-регионе белка Tat вируса иммунодефицита человека 1 типа суб-субтипа А6 и 
субтипа В
Table 3. Mutations in the dicysteine domain and CPP region of Tat protein in human immunodeficiency virus type 1 subtype A6 and subtype B

Мутация
Mutation

Суб-субтип А6 
А6 sub-subtipe

n = 141

Субтип B
B subtipe

n = 47

p-критерий
p value

Дицистеиновый домен
(C30C31)
Dicysteine domain 
(C30C31)

С30R 2 0 0,4150
C31S 7 1 0,4207
C31V 5 0 0,1986

CPP-регион
(48–57 позиции АК)

CPP– region
(48–57 aa positions)

R49S 0 1 0,0857
R52Q 1 0 0,5641
R52W 1 1 0,4183
R53K 14 0 0,0327
R53G 0 1 0,0857
Q54H 89 0 0,0000
Q54P 32 2 0,0134
Q54R 9 0 0,0856
Q54S 2 0 0,4150
Q54N 1 0 0,5641
R56C 1 0 0,5641
R56H 1 0 0,5641
R57G 130 3 0,0000
R57E 1 0 0,5641
R57A 1 0 0,5641

Примечание. Жирным шрифтом выделены замены со статистически значимыми различиями между суб-субтипом А6 и субтипом В. Анализ 
проводился при использовании критерия χ2. 
Note. Substitutions with statistically significant differences between sub-subtype A6 and subtype B are shown in bold. The analysis was carried out 
using the χ2 test.

суб-субтипа А6 и суб-субтипов А3 и А4 соответствен-
но, но не обнаруженные в консенсусных последова-
тельностях субтипа В, суб-субтипов А1 и А2 (табл. 1). 
Учитывая небольшие выборки последовательностей 
А3 и А4, позиции F32W и T40K следует также рассма-

По результатам выполненного исследования мута-
ции Q54H и Q60H интерпретированы как характери-
стические замены для суб-субтипа А6 (табл. 1). Обра-
щают на себя внимание также мутации F32W и T40K, 
выявлявшиеся в консенсусных последовательностях 
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тривать в качестве претендентов (кандидатов) на ха-
рактеристические замены для ВИЧ-1 суб-субтипа А6. 

При сопоставлении профилей естественных поли-
морфизмов белка Tat у суб-субтипов А6 и А1 в ка-
ждом домене, кодируемом первым экзоном гена tat, 
наблюдались значимые различия (табл. 2). Особое 
внимание следует обратить на замены F32W, V36I, 
T40K, Q54H, Q54P, Q60H, S68L, которые у А6 встре-
чались более чем в 3,5 раза чаще. 

При анализе частоты встречаемости мутаций 
в функционально значимых доменах достоверных 
различий в дицистеиновом мотиве у суб-субтипа А6 
и субтипа В не обнаружено, тогда как в CPP-регионе 
найдены замены со статистически значимыми разли-
чиями – R53K, Q54H, Q54P и R57G (табл. 3). В насто-
ящее время известно, что интернализация Tat опосре-
дуется взаимодействием положительно заряженных 
остатков Arg и Lys в CPP-регионе с отрицательно 
заряженными HSPG на поверхности клеток, а заме-
на R57G значительно снижает клеточный захват Tat 
[17, 23]. У суб-субтипа А6 замена R57G присутство-
вала в 92,2% (в 130 из 141 последовательности), тогда 
как у субтипа B – в 6,4% (3 из 47 последовательно-
стей). Потенциально широко распространённая в Tat 
суб-субтипа А6 замена R57G (92,2%) способна вызы-
вать снижение воспалительного потенциала данного 
белка, однако необходимо принимать во внимание 
возможное влияние других замен у Tat А6 в CPP-
регионе: R53K (9,9% наблюдений), Q54H (63,1%) 
и Q54P (22,7%), которые могут как усиливать, так 
и ослаблять эффект мутации R57G.

Заключение
В результате проведённого анализа области белка 

Tat, кодируемой первым экзоном, у суб-субтипа А6 
обнаружены характеристические замены, продемон-
стрированы существенные достоверные различия 
естественных полиморфизмов между А6 и А1, в CPP-
регионе выявлены мутации с достоверно значимыми 
различиями для суб-субтипа А6 и наиболее изучен-
ного субтипа В. В целом полученные данные ука-
зывают на то, что Tat у суб-субтипа А6 обладает ха-
рактерными особенностями и содержит АК-замены, 
которые потенциально способны оказывать влияние 
на функциональность этого белка. Полученные нами 
данные позволят учитывать особенности Tat у ВИЧ-1 
суб-субтипа А6 при разработке лекарственных пре-
паратов и вакцин. Результаты экспериментов могут 
послужить стимулом для изучения комплексного 
влияния выявленных замен в CPP-регионе Tat у А6 
на патогенный потенциал данного белка в клеточной 
культуре, а также для анализа клинических особенно-
стей течения ВИЧ-инфекции у пациентов, инфициро-
ванных ВИЧ-1 суб-субтипа А6.
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