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Резюме. Высокоактивная антиретровирусная терапия (АРВТ) позволяет не только контролировать инфекци-

онный процесс у конкретного пациента, но и снижать риск распространения ВИЧ-инфекции в целом, поэтому 

одной из целей международного сообщества в рамках борьбы с распространением ВИЧ является максимально 

широкий охват инфицированных лиц АРВТ. Антиретровирусная терапия при ВИЧ-инфекции назначается по-

жизненно, в связи с этим эффективность лечения может снижаться за счет появления резистентных к терапии 

форм ВИЧ-1. В настоящее время во всем мире продолжается процесс разработки новых антиретровирусных 

препаратов, поэтому для оценки противовирусной эффективности перспективных лекарственных средств 

востребованными являются стандартные модели ВИЧ-1. Для достоверной оценки эффективности препаратов 

в отношении российских вариантов ВИЧ-1 в качестве модели вируса должны быть использованы геновари-

анты ВИЧ-1, широко распространенные на территории России. Недавно возникшая рекомбинантная форма 

CRF63_02A6 ВИЧ-1 за последние годы распространилась на территориях России и в настоящее время является 

доминирующим вариантом, выявляемым среди ВИЧ-инфицированных лиц на значительной части Сибирско-

го федерального округа: в Новосибирской, Томской, Омской, Кемеровской областях, Красноярском и Алтай-

ском крае. Нами получены инфекционные изоляты CRF63_02A6 ВИЧ-1, один из которых содержит мутации, 

снижающие чувствительность к применяемым ингибиторам обратной транскриптазы вируса, и инфекцион-

ные молекулярные клоны на основе вариантов CRF63_02A6 ВИЧ-1, имеющих сродство к корецепторам CCR5 

и CXCR4. Инфекционные изоляты и молекулярные клоны CRF63_02A6 протестированы в качестве моделей 

для оценки эффективности антиретровирусных препаратов на примере препарата «Эфавиренз». Значение пя-

тидесятипроцентной ингибирующей концентрации, определенной на моделях инфекционных молекулярных 

клонов ВИЧ-1 и изолята 18RU7056 ВИЧ-1, варьировалось от 0,27 до 0,46 нг/мл, что соответствует данным зару-

бежных авторов. Для резистентного к ненуклеозидным ингибиторам обратной транскриптазы 12RU6987 ВИЧ-

1 подавления репликации для исследованных концентраций «Эфавиренза» не отмечалось, что подтверждает 

снижение чувствительности 12RU6987 ВИЧ-1 к «Эфавирензу» не менее чем в 10 000 раз. Результаты прове-

денных исследований показывают, что изолированные штаммы CRF63_02A6 ВИЧ-1 и созданные на основе 

CRF63_02A6 ВИЧ-1 инфекционные молекулярные клоны являются релевантными и взаимодополняющими 

инструментами для оценки эффективности разрабатываемых препаратов, направленных на подавление ВИЧ-1, 

в том числе вирусов, резистентных к ненуклеозидным ингибиторам обратной транскриптазы.

Ключевые слова: модель ВИЧ-1, CRF63_02A6 ВИЧ-1, инфекционные изоляты ВИЧ-1, инфекционные молекулярные клоны 
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HIV-1 CRF63_02A6 MODELS AS A TOOL FOR EVALUATING EFFICACY OF DEVELOPING 

ANTIRETROVIRAL DRUGS

Zyryanova D.P., Bogacheva N.V., Totmenin A.V., Gashnikova N.M.

State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Koltsovo, Russian Federation

Abstract.  Highly active antiretroviral therapy (HAART) allows not only to control the infection process in certain patient, 

but also to reduce a risk of HIV infection spreading in general, so that one of the goals for international community fight-

ing against HIV-spread is to maximize coverage of infected subjects with HAART. Antiretroviral therapy in HIV infec-

tion is administered lifelong, so that therapeutic efficacy may be lowered due to emergence of resistant HIV-1 variants. 

Currently, development of new antiretroviral drugs is currently underway throughout the world, therefore standard HIV-1 

models are demanded to evaluate antiviral efficacy of promising drugs. To reliably assess drug efficiency regarding Russia-

wide HIV-1 variants, HIV-1 genovariants widespread in Russia should be used as a virus model. A recently emerged 

recombinant form of CRF63_02A6 HIV-1 is spread in Russia being currently a dominant variant detected among HIV-

infected individuals in an extended region of the Siberian Federal District: in the Novosibirsk, Tomsk, Omsk, Kemerovo 

Regions, Krasnoyarsk and Altai Krai. We have obtained CRF63_02A6 infectious isolates of HIV-1, one of which contains 

mutations, reducing the sensitivity to the applied inhibitors of the virus reverse transcriptase. In addition, we constructed 

infectious molecular clones based on HIV-1 CRF63_02A6 variants with an affinity for CCR5 coreceptors and CXCR4. 

Infectious isolates and molecular clones CRF63_02A6 tested as models for assessing efficacy of antiretroviral drugs using 

the example of the drug “Efavirenz”. The fifty percent inhibitory concentration determined on the models of HIV-1 in-

fectious molecular clones and HIV-1 isolate 18RU7056 ranged from 0.00027 μg/ml to 0.00046 μg/ml being in agreement 

with data published elsewhere. Concentrations of “Efavirenz” used in the study did not suppress the replication of HIV-1 

12RU6987, which is resistant to non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors, which confirms the decrease in the sen-

sitivity of HIV-1 12RU6987 to “Efavirenz” by no less than 10,000 times. Thus, our data demonstrate that CRF63_02A6 

HIV-1 isolated strains and infectious molecular clones are relevant and complementary tools for assessing efficacy of de-

veloping drugs aimed at suppressing HIV-1, including non-nucleoside-resistant virus reverse transcriptase inhibitors.

Key words: model of the HIV-1, CRF63_02A6 HIV-1,  HIV-1 infectious isolates, HIV-1 infectious molecular clones, antiretroviral therapy.

Введение

Заболеваемость ВИЧ-инфекцией во всем 

мире неуклонно растет. К июню 2017 г. общее 

число людей, живущих с ВИЧ, составляло 

36,9 [31,1–43,9] млн человек [7]. По состоянию 

на 31 декабря 2018 г. кумулятивное количество 

зарегистрированных случаев ВИЧ-инфекции 

среди граждан Российской Федерации соста-

вило 1 326 239 человек (по предварительным 

данным) [2]. Одним из важнейших факторов, 

препятствующих распространению ВИЧ, яв-

ляется антиретровирусная терапия (АРВТ). 

Применение АРВТ дало возможность не только 

контролировать инфекционный процесс у кон-

кретного индивидуума, но и снизить скорость 

распространения ВИЧ в целом. По данным 

исследований последних лет, неопределяемая 

вирусная нагрузка у ВИЧ-инфицированного 

(концентрация РНК ВИЧ-1 в периферической 

крови) препятствует передаче вируса половому 

партнеру [6]. В настоящее время в России раз-

решено к применению 26 антиретровирусных 

препаратов (не считая дженериков и лекар-

ственных форм, содержащих несколько препа-

ратов, называемых также препаратами с фикси-

рованной комбинацией доз) [3].

Однако по ряду причин поиск новых проти-

вовирусных препаратов, эффективных в отно-

шении ВИЧ, продолжается до сих пор. К таким 

причинам относятся наличие значимых побоч-

ных эффектов препаратов, необходимость ис-

пользования препаратов пролонгированного 

действия, неэффективность препарата в отно-

шении резистентных вирусов.

На раннем доклиническом этапе оценка эф-

фективности препаратов проводится, как пра-

вило, in vitro с использованием различных мо-

дельных систем [8, 9].

В исследованиях применяются модели ВИЧ-1, 

культивируемые на различных клеточных ли-

ниях. К таким моделям ВИЧ-1 относятся изо-

ляты, псевдовирусные частицы (псевдовирусы), 

инфекционные молекулярные клоны. Каждая 

из моделей отражает существенные признаки 

своего прототипа в определенных рамках иссле-

дования.

Наиболее близкой по биологическим свой-

ствам к «дикому» вирусу является модель ВИЧ, 

изолированного из клеток инфицированного 

человека и способного к эффективной репро-

дукции на его первичных/перевиваемых клет-

ках — инфекционный изолят/штамм ВИЧ [1]. 

В связи с тем, что в организме инфицированного 

ВИЧ-1 человека в процессе воспроизводства ви-

руса за счет возникновения мутаций в вирусном 

геноме происходит его постоянное изменение, 

выделенный из крови ВИЧ-1 (изолят ВИЧ-1) 

представляет собой генетически неоднород-

ную популяцию вирусов. Ввиду этого не всегда 

удается при генотипировании вируса отследить 

начальный этап появления квазивидов ВИЧ-1 
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с мутациями устойчивости, когда количество 

таких вирусов со сниженной чувствительно-

стью к лекарственным препаратам, присутству-

ющих в организме инфицированного человека, 

составляет меньшинство. При каждом после-

дующем пассаже ВИЧ-1 может происходить из-

менение соотношения квазивидов вирусного 

изолята, дальнейшее накопление мутаций, что 

влечет за собой изменение характеристик ви-

руса по сравнению с его прототипом. Однако 

именно эта особенность данной модели (гене-

тически разнородная популяция ВИЧ, имею-

щая определенный потенциал для возможно-

сти «ухода» от селективного давления препара-

тов или иммунной системы) и является основ-

ным преимуществом при выборе инструмента 

для первичного скрининга антиретровирусных 

средств. Коллекции изолятов ВИЧ представля-

ют собой значительный арсенал биологичес-

кого разнообразия при выборе модели для ис-

следования с учетом биологических характери-

стик вируса. Поэтому необходимо использова-

ние изолятов ВИЧ-1 на доклинических этапах 

оценки эффективности антиретровирусных 

препаратов [15].

Другой моделью для скрининга новых анти-

ретровирусных препаратов являются псевдо-

вирусы ВИЧ-1 [4]. Псевдовирусы ВИЧ-1 гене-

тически однородны, безопасны в применении, 

поскольку они способны лишь однократно ин-

фицировать чувствительные клетки и не вос-

производятся в них, так как имеют дефектный 

вирусный геном. Следовательно, данная модель 

ВИЧ может быть использована во многих лабо-

раториях, не требуя создания условий для рабо-

ты с микроорганизмами I–II группы патоген-

ности. Псевдовирусы ВИЧ-1 широко применя-

ются на доклиническом этапе оценки эффек-

тивности препаратов [10], однако отобранные 

на основе таких исследований препараты необ-

ходимо дополнительно изучать с применением 

репликационно-компетентных моделей ВИЧ.

Инфекционные молекулярные клоны ВИЧ 

(ИМК) являются уникальной моделью, при-

меняемой для широкого спектра исследований, 

так как ИМК ВИЧ объединяют некоторые не-

обходимые для исследователей свойства двух 

предыдущих моделей. ИМК ВИЧ представляет 

собой плазмидную конструкцию, содержащую 

полногеномную последовательность вирусного 

генома [5, 14]. При трансфекции специальных 

культур эукариотических клеток такой плаз-

мидой, содержащей полную копию ВИЧ, запус-

кается синтез всех закодированных в геноме 

вирусных белков, вирусной РНК, происходит 

формирование и выход полноценных вирусов 

ВИЧ-1 в культуральную среду. Инфекционные 

ВИЧ-1, полученные на основе ИМК, полностью 

воспроизводят жизненный цикл вируса, имеют 

идентичный геном, могут быть использованы 

для  инфицирования любых культур клеток че-

ловека, чувствительных к ВИЧ-1.

ИМК ВИЧ-1, как и псевдовирусы ВИЧ-1, 

обеспечивают повышение уровня стандар-

тизации исследований и воспроизводимости 

результатов за счет генетической однородно-

сти ВИЧ, известной структуры генома вируса, 

возможности наработки вируса с известными 

свойствами в любом количестве без накопле-

ния мутаций.

В отличие от модели псевдовирусов, модель 

ВИЧ-1 на основе ИМК предоставляет возмож-

ность направленной модификации вирусного 

генома, например введения мутаций, связанных 

с развитием устойчивости вируса к антирет-

ровирусным препаратам (АРВП). Специально 

разработанные таким образом наборы/панели 

ИМК ВИЧ-1 могут служить моделью для оценки 

эффективности новых разрабатываемых средств 

в отношении вирусов, резистентных к опреде-

ленным классам ингибиторов ВИЧ-1 [13].

Развитие резистентности ВИЧ-1 к лекар-

ственным препаратам представляет собой 

сложный процесс отбора вирусов с разными 

комбинациями случайно возникших в геноме 

ВИЧ мутаций и мутаций, образующихся под 

давлением АРВП.

Снижение эффективности действия анти-

ретровирусных препаратов на ВИЧ-1 зависит 

не только от наличия конкретных мутаций 

в геноме вируса, ответственных за развитие 

устойчивости к лекарственным препаратам. 

Существенное снижение чувствительности 

ВИЧ-1 может происходить при возникнове-

нии определенных комбинаций мутаций ре-

зистентности с другими мутациями, которые 

напрямую не влияют на чувствительность ви-

руса к препарату. Такие мутации, называемые 

акцессорными, или вторичными, могут увели-

чивать репродуктивные свойства резистентных 

ВИЧ или синергетично влияют на снижение 

чувствительности вируса к АРВП.

Благодаря естественному полиморфизму 

в областях генома, кодирующих мишени для 

АРВП, разные генетические варианты ВИЧ-1 

(субтипы ВИЧ-1) могут иметь мутации, даю-

щие дополнительный потенциал возможностей 

ВИЧ-1 к снижению чувствительности к АРВП 

и уходу от терапии. Поэтому возникновение 

одних и тех же мутаций у генетически отли-

чающихся вариантов вируса может приводить 

к развитию резистентности ВИЧ разного уров-

ня [12]. При появлении новых рекомбинантных 

форм ВИЧ-1 могут образоваться уникальные 

сочетания генов, эффект которых на феноти-

пические свойства, в том числе на чувствитель-

ность к тем или иным антиретровирусным пре-

паратам, до определенного времени остается 
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не известен. В связи с этим для достоверного 

исследования эффективности новых антирет-

ровирусных препаратов важно использование 

моделей ВИЧ-1, отражающих актуальную эпи-

демиологическую ситуацию.

В настоящее время доминирующим субтипом 

ВИЧ-1, определяемым более чем в 70% случаев 

диагностирования ВИЧ-инфекции на террито-

риях Новосибирской, Томской, Кемеровской об-

ластях, в Алтайском крае, является недавно воз-

никший вирус — циркулирующая рекомбинант-

ная форма CRF63_02A6 ВИЧ-1. В связи с высокой 

распространенностью этого геноварианта вируса 

модели CRF63_02A6 ВИЧ-1 являются актуаль-

ными при разработке антиретровирусных препа-

ратов для населения России.

Сотрудниками ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 

Роспотребнадзора создана коллекция инфек-

ционных изолятов ВИЧ-1 (включая ВИЧ-1 

CRF63_02A6 и вирусы, содержащие мутации 

лекарственной устойчивости), которая в насто-

ящее время используется для скрининга проти-

вовирусной эффективности разрабатываемых 

лекарственных препаратов [1].

На основе изолятов ВИЧ-1 из этой коллекции 

нами сконструировано два ИМК CRF63_02A6 

ВИЧ-1, которые также, как и изоляты ВИЧ-1, 

могут быть использованы для оценки эффек-

тивности разрабатываемых АРВП как альтер-

нативная, более стандартизованная система.

Целью настоящей работы являлось тести-

рование ИМК и изолятов CRF63_02A6 ВИЧ-1 

в качестве моделей для оценки эффективнос-

ти антиретровирусного препарата на примере 

эфавиренза.

Материалы и методы

Для получения генетически однородных ви-

русных частиц CRF63_02A1 ВИЧ-1 были исполь-

зованы сконструированные нами ранее ИМК 

pТ11.17 ВИЧ-1 (GenBank: MK984160) и pMtBs.18 

ВИЧ-1 (GenBank: MK984159). Прове дена транс-

фекция культуры клеток HEK293T соответству-

ющими плазмидными конструк циями (5000 нг 

плазмиды/флакон Т25 со сплошностью клеток 

90%) с использованием реагента Липофектамин 

2000 (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, США). 

Через 2 суток после трансфекции выявление 

вирусного белка p24 методом иммунофермент-

ного анализа (ИФА) коммерческим набором 

ВИЧ-1 р24-антиген-ИФА-БЕСТ (Вектор-Бест, 

Новосибирск, РФ) подтвердило наличие ВИЧ-1 

в культуральной жидкости обоих образцов. 

Полученная вируссодержащая культуральная 

жидкость была использована для заражения 

Т11.17 ВИЧ-1 и MtBs.18 ВИЧ-1 периферических 

мононуклеарных клеток крови человека (PBMC). 

При культивировании полученных Т11.17 ВИЧ-1 

и MtBs.18 ВИЧ-1 на периферических мононукле-

арных клетках крови человека (PBMC) на 10 сут 

был отмечен прирост концентрации р24 в обоих 

образцах более чем в тысячу раз по сравнению 

с исходной концентрацией в 1 сутки культиви-

рования, что свидетельствует о получении ре-

пликационно компетентных ВИЧ-1.

Т11.17 ВИЧ-1 и MtBs.18 ВИЧ-1 были исполь-

зованы для оценки противовирусной эффек-

тивности лекарственных препаратов на примере 

«Эфавиренза». Параллельно, для сравнитель-

ной оценки на PBMC проводили культивирова-

ние двух изолятов ВИЧ-1 из коллекции ФБУН 

ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора 12RU6987 

и 18RU7056. Оба изолята ВИЧ-1 имеют тропизм 

к CCR5 корецепторам и относятся к геновари-

анту CRF63_02A6 ВИЧ-1. Кроме того, 12RU6987 

содержит мутации устойчивости к ненуклео-

зидным ингибиторам обратной тран скриптазы 

L100I, K103N, H221Y.

Для оценки эффективности «Эфавиренза», 

относящегося к группе селективных ненуклео-

зидных ингибиторов обратной транскрипта-

зы ВИЧ-1, получали культуру PBMC, выделен-

ную от двух здоровых доноров. Выделение PBMC 

и стимуляция клеток в культуральной среде, 

содержащей фитогемагглютинин, проводились 

по методике, описанной ранее [1]. Заражение 

клеток ВИЧ-1 (Т11.17 ВИЧ-1, MtBs.18 ВИЧ-1, 

а также изолятами ВИЧ-1 12RU6987, 18RU7056) 

осуществляли по стандартной методике. 

Инкубация PBMC с вируссодержащим матери-

алом проводилась в течение 1 часа. После инку-

бации клеток с ВИЧ-1 PBMC были отмыты чи-

стой средой и посеяны в 96-луночный планшет 

с посевной дозой клеток 4 × 105 клеток на лунку. 

В лунки была добавлена полная ростовая сре-

да (RPMI 1640, фетальная сыворотка крупно-

го рогатого скота 20%, L-глутамин 150 мг/мл, 

пенициллин/стрептомицин 50 мкг/мл, интер-

лейкин 100 е.а./мл) до рабочего объема 200 мкл, 

содержащая «Эфавиренз» в конечных концен-

трациях от 5 мкг/мл до 0,085 нг/мл на лунку 

(11 последовательных разведений с 3-кратным 

уменьшением концентрации). Нижний диапа-

зон концентраций был выбран с учетом данных 

исследований «Эфавиренза» другими авторами, 

максимальная концентрация, отличавшаяся 

более чем на пять порядков, была взята для того, 

чтобы определить кратность снижения чув-

ствительности к «Эфавиренза» изолята ВИЧ-1, 

содержащего описанный выше набор мутаций 

резистентности.

Культивирование разных вариантов ВИЧ-1 

(изолятов и ИМК) проводилось при 37°С в СО2 

инкубаторе в течение 7 дней в 3 повторах для 

каждой из моделей ВИЧ-1. Оценку подавления 

репликации ВИЧ-1 выполняли путем измере-

ния накопления вирусного белка р24 в куль-
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туральной жидкости в сравнении с контролем 

роста вируса набором ВИЧ-1 р24-антиген-

ИФА-БЕСТ (Вектор-Бест, Новосибирск, РФ). 

Значение 50% ингибирующей ВИЧ-1 концен-

трации «Эфавиренза» (IC50) рассчитывали с по-

мощью нелинейного регрессионного анализа.

Результаты и обсуждение

На 7 сутки культивирования ВИЧ-1 (изолятов 

и ИМК ВИЧ-1) в культуральной среде, содержа-

щей разные концентрации «Эфавиренза», была 

отобрана культуральная жидкость, инактиви-

рована добавлением раствора Tween80 до конеч-

ной концентрации 0,1%. По результатам ИФА 

и оценки накопления вирусспецифического бел-

ка р24 в среде были определены значения IC50 для 

«Эфавиренза» на каждой из моделей (табл.).

Значение IC50 «Эфавиренза» в отношении  ин-

фекционных молекулярных клонов ВИЧ-1 и изо-

лята 18RU7056 ВИЧ-1 варьировало от 0,27 нг/мл 

до 0,46 нг/мл, что соответствует данным других 

авторов, согласно которым средний показатель 

IC50 «Эфавиренза» к разным штаммам ВИЧ со-

ставляет 0,51 нг/мл [11].

 В экспериментальных образцах с резистент-

ным к ненуклеозидным ингибиторам обрат-

ной транскриптазы изолятом 12RU6987 ВИЧ-1 

подавления репликации ВИЧ-1 для исследо-

ванных концентраций «Эфавиренза» не отме-

чалось. Концентрация р24 в лунках со всеми 

разведениями «Эфавиренза» соответствовала 

уровню контроля роста вируса, что подтверж-

дает снижение чувствительности 12RU6987 

ВИЧ-1 к «Эфавирензу» не менее чем в 10 000 раз.

Результаты проведенных исследований 

показывают, что изолированные штаммы 

CRF63_02A6 ВИЧ-1 и созданные на основе 

CRF63_02A6 ВИЧ-1 инфекционные молеку-

лярные клоны являются релевантными и взаи-

модополняющими инструментами для оценки 

эффективности разрабатываемых антиретро-

вирусных препаратов.

Представленные в работе модели ВИЧ-1 

на основе генетического варианта CRF63_02A6 

ВИЧ-1, циркулирующего в России, могут быть 

успешно использованы для оценки эффектив-

ности разрабатываемых антиретровирусных 

препаратов.

Современные технологии направленного му-

тагенеза позволяют вводить конкретные изме-

нения в геном ВИЧ. Поэтому полученные нами 

ИМК CRF63_02A6 ВИЧ-1, дающие потомство 

генетически однородной популяции вирусов 

с известной структурой генома, являются так-

же моделью, позволяющей исследовать взаимо-

связь изменения структуры и функции отдель-

ных генов ВИЧ, изучать субтип-специ фические 

особенности ВИЧ-1, вклад отдельных мутаций 

ВИЧ-1 и их комбинаций в развитие резистент-

ности вируса к применяемым в клинической 

практике антиретровирусным препаратам.

Таблица. Ингибирующий эффект «Эфавиренза» на репродукцию ВИЧ-1 (инфекционных 

молекулярных клонов ВИЧ-1 и изолятов ВИЧ-1) в культуре PBMC

Table. The inhibition effect of “Efavirenz” on HIV-1 reproduction (HIV-1 infectious molecular clones, HIV-1 infectious 
isolates) in PBMC culture

Модель ВИЧ

HIV-1 model
IC50 (нг/мл)

IC50 (ng/ml)
95% доверительный интервал (нг/мл)

IC50 CL 95% profile likelihood (ng/ml)
T11.17 0,2787 0,2606–0,2965
MtBs.18 0,2700 0,2032–0,3539
18RU7056 0,4626 0,3586–0,5920
12RU6987 > 5000

Примечание. Результаты IC50 представляют собой среднюю степень ингибирования в дублирующих экспериментах.
Note. The results IC50 are the mean inhibition rate in duplicate experiments.
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