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Химерный белок TRIM5α-HRH – перспективный для генной терапии ВИЧ-инфекции фактор,
способный защитить клетки, блокируя ВИЧ-1 в цитоплазме. Разрабатываемая нами стратегия ген-
ной терапии ВИЧ-инфекции предполагает доставку гена TRIM5α-HRH в CD4+ Т-лимфоциты c по-
мощью лентивирусных векторов. Однако такие векторы, содержащие TRIM5α-HRH, имеют низкий
инфекционный титр, что препятствует эффективной модификации Т-клеток. Нами установлено,
что одной из причин низкого титра является белок TRIM5α-HRH, присутствующий в клетках
HEK293T во время наработки псевдовирусных частиц. Другая причина – промотор Ef1α, входящий
в состав разрабатываемой нами конструкции, замена которого на промотор СMV приводит к пяти-
кратному повышению титра вируса. Полученные результаты позволили определить направления
дальнейшей оптимизации вектора, содержащего ген TRIM5α-HRH, с целью повышения его инфек-
ционного титра.
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ВВЕДЕНИЕ
ВИЧ-инфекция – неизлечимое на сегодняш-

ний день заболевание. Антиретровирусные (АРВ)
препараты подавляют репликацию вируса и сни-
жают вирусную нагрузку, но не позволяют полно-
стью элиминировать вирус из организма. По этой
причине ВИЧ-инфицированные пациенты вы-
нуждены принимать АРВ-препараты пожизнен-
но, что почти всегда сопряжено с побочными эф-
фектами. Режим приема этих препаратов должен
строго соблюдаться, в противном случае возрас-
тает риск возникновения устойчивых к АРВ-пре-
паратам вариантов вируса [1, 2]. Эти проблемы
заставляют искать новые подходы к лечению
ВИЧ-инфекции, один из которых – генная тера-
пия (ГТ), предполагающая введение генов, бло-
кирующих вирус, в геном CD4+ Т-лимфоцитов
или CD34+ стволовых гемопоэтических предше-
ственников, которые дают начало всем клеточ-
ным популяциям, вовлеченным в развитие ин-
фекции [3, 4]. Наиболее эффективным средством

доставки на сегодняшний день считаются ленти-
вирусные векторы (ЛВ), сконструированные на
основе ВИЧ. Они способны эффективно достав-
лять трансген в CD4+ Т-лимфоциты, обеспечи-
вать его встраивание в геном, поддерживать по-
стоянную экспрессию и возможность передачи
дочерним клеткам в процессе пролиферации [5].
Безопасность ЛВ подтверждена многочисленны-
ми доклиническими и клиническими исследова-
ниями препаратов на основе этих векторов для
лечения различных патологий [6–14].

Белки TRIM5α (TRIpartite Motif, 5α-изофор-
ма) способны блокировать различные ретровиру-
сы в цитоплазме клетки, причем спектр нейтра-
лизуемых вирусов специфичен для разных видов
млекопитающих [15, 16]. Так, белок TRIM5α ма-
каков резусов TRIM5α-rh (TRIM5α rhesus) спо-
собен предотвратить инфекцию ВИЧ-1, в то вре-
мя как человеческий гомолог huTRIM5α не защи-
щает клетки от ВИЧ-инфекции [17]. Созданный в
2005 году химерный белок TRIM5α-HRH (hu-
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man-rhesus hybrid) – это модифицированный
huTRIM5α, в котором 11 аминокислотных остат-
ков в PRYSPRY-домене, определяющем противо-
вирусную специфичность, заменены на 13 амино-
кислотных остатков из TRIM5α-rh [18]. В резуль-
тате такой замены белок TRIM5α-HRH приобрел
способность ингибировать репликацию ВИЧ-1 в
клетках человека [19].

TRIM5α-HRH – перспективный фактор для
ГТ ВИЧ-инфекции. Однако существуют сложно-
сти с производством ЛВ, содержащих данный
ген. При наработке такие ЛВ имеют низкий титр
[19, 20], что препятствует эффективной модифи-
кации CD4+ лимфоцитов и затрудняет дальней-
шее развитие ГТ. Настоящая работа посвящена
поиску причин низкого титра ЛВ, содержащих
TRIM5α-HRH.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клонирование конструкций. ЛВ конструирова-
ли на основе вектора pLVX Puro (“Clontech”,
США), содержащего интактные длинные конце-
вые повторы (LTR), CMV-промотор и экспресси-
онную кассету PGK-puro. Из данного вектора с
использованием ранее описанной методики был
удален элемент cPPT (central polypurine tract), а
селективный маркер устойчивости к пуромицину
puro заменен на ген зеленого флуоресцентного
белка (eGFP) [21]. Полученная конструкция на-
звана pLVX eGFP. В результате удаления последо-
вательности промотора CMV из pLVX eGFP по
сайтам ClaI и BamH1 получена конструкция

eGFP-LV. Для получения Ef-PGK-eGFP-LV про-
мотор CMV в pLVX eGFP заменили на Ef1α по
сайтам ClaI и BamH1. Последовательность Ef1α
получена амплификацией геномной ДНК чело-
века с праймерами atcgataccgtcagtgggcaga и ggatc-
caggggtagttttcacga. Затем в Ef-PGK-eGFP-LV по
BamH1- и XbaI-сайтам встроили линкер с необ-
ходимыми сайтами рестрикции, полученный от-
жигом олигонуклеотидов gatcctgctagaattctcag-
catatggtct и ctagagaccatatgctgagaattctagcag. Гены
huTRIM5α и TRIM5α-HRH получены согласно [21]
и клонированы в pGEM-T (“Promega”, США). В
плазмидах pGEM-huTRIM и pGEM-TRIM-HRH
кодон atg в положении 47 заменили с помощью
сайт-направленного мутагенеза на taa и получили
в результате конструкции pGEM-huTRIM47TAA
и pGEM-TRIM-HRH47TAA. Далее последова-
тельности TRIM5α реамплифицировали и вста-
вили по сайтам EcoR1 и XbaI в Ef-PGK-eGFP-LV.
Для получения CMV-TRIM-HRH-LV амплифи-
цированный ген TRIM5α-HRH встроили в pLVX
eGFP по сайтам XhoI и XbaI. Праймеры для реам-
плификации, матрицы и полученные конструк-
ции указаны в табл. 1.

Для получения конструкции noEf-TRIM-
HRH-LV из вектора TRIM-HRH-LV по сайтам
ClaI и BamH1 удалили промотор Ef1α, вектор ли-
гировали сам на себя.

Клеточные линии. Клетки лимфобластоидной
линии SupT1 (ATCC CRL-1942) культивировали в
среде Advanced RPMI1640 (“Thermo Fisher Scien-
tific”, США) c добавлением 2% фетальной сыво-
ротки крупного рогатого скота (FBS, “Gibco”,

Таблица 1. Праймеры для реамплификации генов TRIM5α, матрицы и названия полученных конструкций

* Реамплификация c данной парой праймеров приводила к замене кодона atg в положении 1 на taa.

Праймер (5' → 3') Матрица Конструкция

agcgaattccgccaccatggcttctggaatcctgg, 
gttctagattatcaagagcttggtgagcacagagt

pGEM-TRIM-HRH TRIM-HRH-LV

agcgaattccgccaccatggcttctggaatcctgg, 
gttctagattatcaagagcttggtgagcacagagt

pGEM-huTRIM huTRIM-LV

agcgaattctaagcttctggaatcctggttaatgta, 
gttctagattatcaagagcttggtgagcacagagt*

pGEM-TRIM-HRH47TAA stopTRIM-HRH-LV

agcgaattctaagcttctggaatcctggttaatgta, 
gttctagattatcaagagcttggtgagcacagagt*

pGEM-huTRIM47TAA stophuTRIM-LV

agcgaattctaagcttctggaatcctggttaatgta, 
gttctagattaccatccacaccctgaagcagctcca*

pGEM-huTRIM stop½huTRIM-N-LV

agcgaattcgcttcagggtgtggatggcgtcat,
gttctagattatcaagagcttggtgagcacagagt

pGEM-TRIM-HRH ½TRIM-HRH-C-LV

agcgaattcgcttcagggtgtggatggcgtcat,
gttctagattatcaagagcttggtgagcacagagt

pGEM-huTRIM ½huTRIM-C-LV

gaactcgagcgccaccatggcttctggaatcctgg, 
gttctagattatcaagagcttggtgagcacagagt

pGEM-TRIM-HRH CMV-TRIM-HRH-LV
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США) и L-глутамина до 4 мМ (“ПанЭко”, Россия).
Клетки линии HEK293T (ATCC® CRL-3216) куль-
тивировали в среде DMEM (“ПанЭко”) с 10% FBS
(“Gibco”) и 4 мМ L-глутамином (“ПанЭко”). Все
клеточные линии культивировали при темпера-
туре 37°C и 5% СО2.

Получение лентивирусных частиц. Для получе-
ния частиц, псевдотипированных VSV-G (белок G
вируса везикулярного стоматита), клетки HEK293T
трансфицировали смесью упаковочных плазмид
второго поколения (0.6 мкг pCMV-dR8.91, 0.1 мкг
pCMV-VSV-G [20] и соответствующей ЛВ кон-
струкцией (0.6 мкг) в 6-луночных культуральных
планшетах (“TPP”, Швейцария). Использовали ли-
нейный полиэтиленимин (PEI MAX 40000; “Poly-
sciences Inc.”, CША). Трансфекцию, сбор и хра-
нение ЛВ-частиц проводили согласно [20].

Вестерн-блотинг. Клетки линии HEK293T, со-
бранные после наработки лентивирусных частиц
с одной лунки, лизировали в 0.5 мл реагента для
лизиcа Proteojet (“Thermo Fisher Scientific”). Ли-
зат (10 мкл) использовали для нанесения на полиа-
криламидный гель с последующим переносом на
PVDF-мембрану Immun-Blot® (“BioRad”). Ис-
пользовали антитела: против β-актина (ab8227,
“Abcam”, Великобритания) 1 : 8000, против
TRIM5α (ab59000, “Abcam”) 1 : 500, вторичные
антикроличьи антитела, меченные пероксидазой
хрена (ab6721, “Abcam”) 1 : 12000.

Определение инфекционного титра псевдови-
русных частиц. Инфекционный титр псевдови-
русных частиц (единицы трансдукции/мл, или
ТU/мл) определяли путем титрования ЛВ-сус-
пензии на клеточной линии SupT1. Для этого из
свежеразмороженных аликвот ЛВ готовили се-
рию пятикратных разведений (1, 1/5, 1/25, 1/125),
которыми трансдуцировали 105 клеток в присут-
ствии 2 мкг/мл полибрена в объеме 0.3 мл на
48-луночном планшете (“TPP”). На следующий
день заменяли ростовую среду на свежую. Через
48 ч после трансдукции измеряли долю клеток,
экспрессирующих маркер eGFP (eGFP+ клетки)
с помощью проточного цитофлуориметра Novo-
Cyte Quanteon (“Agilent Technologies”, США).
Титр рассчитывали по формуле: a × 105 × d/v, где
a – доля eGFP+ клеток, 105 – общее количество
клеток, d – коэффициент разведения вируса, v –
объем вируса, добавляемый в лунку. При расчете
использовали разведения, в которых получали
культуру, содержащую не более 30% клеток eGFP+.
Для определения титра с помощью количествен-
ной ПЦР клетки SupT1, полученные после транс-
дукции разведениями ЛВ, культивировали в тече-
ние 3 недель, чтобы избавиться от остаточной
плазмидной ДНК, привнесенной в культуру вме-
сте с ЛВ-частицами. Клетки обрабатывали бензо-
назой (“Merck”, Германия) в разведении 1 : 37000 в
течение 1 ч при 37°C. Из клеточных линий, транс-

дуцированных различными количествами векто-
ра, выделяли ДНК и определяли число копий
вектора, встроенных в геном, используя прайме-
ры ccttgtataaatcctggttgctgtct, ggaaaggagctgacaggtggt
и зонд R6G-tcaggcaacgtggcgtggtgtg-BHQ2. Для
нормирования числа копий вектора (ЧКВ) на ко-
личество клеток использовали ген β-глобина
(праймеры gtcagggcagagcctctattgct, ccacatgcccagtttc-
tattggtct и зонд Fam-tgcccagggcctcaccacca-BHQ1),
получая среднее ЧКВ на клетку. В качестве количе-
ственного стандарта использовали линию клеток
SupT1, содержащую 1 копию встроенного ЛВ на
клетку. График зависимости среднего ЧКВ на
клетку от объема добавленного ЛВ (разведения
1/125, 1/25 и 1/5) строили в программе MS Exel.
По уравнению линейной аппроксимирующей
кривой вычисляли инфекционный титр вектора –
число трансдукционных единиц в 1 мл вирусной
суспензии.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Белки TRIM5α-HRH и huTRIM5α

снижают титр ЛВ

Одной из причин снижения титра ЛВ, содержа-
щих TRIM5α-HRH, может быть присутствие белка
TRIM5α-HRH в клетках-продуцентах HEK293T,
поскольку его гомолог – белок TRIM5α-rh –обла-
дает способностью снижать продукцию ВИЧ-1 и
ЛВ в культурах клеток HEK293T [22, 23]. Экс-
прессия TRIM5α-HRH во время наработки ЛВ
обеспечивается плазмидой, кодирующей вектор-
ную РНК.

Влияние белков TRIM5α на титр ЛВ оценива-
ли с использованием ЛВ-конструкций, схемы ко-
торых приведены на рис. 1а. Конструкции TRIM-
HRH-LV и huTRIM-LV содержат гены TRIM5α-
HRH и huTRIM5α под контролем промотора Ef1α,
а также маркерный ген eGFP под контролем про-
мотора PGK. Конструкции stopTRIM-HRH-LV и
stophuTRIM-LV лишены стартового кодона ATG и
содержат терминирующие кодоны в начале рамки
считывания, что препятствует инициации трансля-
ции белка (см. Экспериментальную часть). В каче-
стве контрольного ЛВ использовали eGFP-LV, со-
держащий только кассету для экспрессии маркер-
ного гена (рис. 1а). Эти конструкции использовали
для наработки псевдовирусных частиц (рис. 1б).
Эффективность подавления трансляции мы оце-
нивали, определяя количество белка TRIM5α в
клетках-продуцентах HEK293T с помощью ве-
стерн-блотинга (рис. 1б). В клетках с вектором
TRIM-HRH-LV обнаружено значительное коли-
чество белка. В клетках с вектором stopTRIM-
HRH-LV выявлен слабый сигнал, такой же, как и
в клетках с eGFP-LV. Сигнал в stopTRIM-HRH-LV
и eGFP-LV, по-видимому, обусловлен присут-
ствием эндогенного белка TRIM5α.
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Титры TRIM-HRH-LV и huTRIM-LV оказа-
лись в 20 раз ниже, чем титр контрольного век-
тора (рис. 1в). Установлено, что подавление
трансляции белков TRIM5α в ЛВ конструкциях
stopTRIM-HRH-LV и stophuTRIM-LV усиливает их
продукцию в 2 раза (рис. 1в). Следовательно, оба
белка – TRIM5α-HRH и huTRIM5α – снижают
титр ЛВ.

При оценке инфекционного титра мы обрати-
ли внимание на тот факт, что медиана интенсив-
ности флуоресценции белка eGFP (MFI) в клет-
ках с конструкциями, которые содержат гены
TRIM5α под промотором Ef1α, примерно в 4.5 ра-
за ниже, чем в клетках с контрольным вектором
(рис. 2а). Снижение интенсивности флуоресцен-

ции маркера затрудняет разделение eGFP+ и eGFP–

популяций клеток на проточном цитометре, что в
свою очередь может уменьшать чувствительность
определения титра ЛВ и приводить к неправиль-
ной его оценке. Чтобы исключить недооценку
титра при измерении с помощью флуоресцентно-
го маркера, мы оценили титр альтернативным
способом. Из клеток, в которых мы измеряли
флуоресценцию eGFP, была выделена геномная
ДНК для оценки титра с помощью количествен-
ной ПЦР. Измерение титра каждого из представ-
ленных на рис. 2б ЛВ с помощью ПЦР дало значе-
ния, схожие со значениями, полученными при
измерении титра по флуоресценции eGFP (рис. 1в).
Таким образом, в данном случае eGFP-маркер

Рис. 1. Оценка влияния белков TRIM5α на продукцию ЛВ. а – Схемы ЛВ-конструкций: LTR – длинный концевой по-
втор, Ef1α – промотор гена фактора элонгации 1 человека, PGK – промотор гена фосфоглицераткиназы мыши; “stop” –
положение терминирующего кодона; заштрихованным прямоугольником в рамке гена TRIM5α-HRH отмечена после-
довательность, кодирующая участок PRYSPRY-домена, содержащий аминокислоты из TRIM5α-rh; б – схема экспе-
римента и вестерн-блот-анализ белка TRIM5α в клетках HEK293T. При создании схемы эксперимента использованы
изображения с ресурса Biorender. в – Инфекционный титр конструкций, определенный на клетках SupT1. Инфекци-
онный титр контрольного вектора eGFP-LV, принятого за 100%, составил 1 × 107 TU/мл. *p > 0.05 согласно критерию
Манна–Уитни, n = 4.
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корректно отражает инфекционный титр иссле-
дуемых ЛВ.

Нуклеотидная последовательность гена TRIM5α 
per se не влияет на продукцию

лентивирусных векторов
Обнаруженное нами влияние белков TRIM5α

на титр ЛВ (снижение титра в 2 раза) не в полной
мере объясняет 20-кратную разницу между кон-
трольным вектором и векторами, содержащими
гены TRIM5α-HRH и huTRIM5α. Мы предполо-
жили, что еще одной причиной низкого титра мо-
жет быть нуклеотидная последовательность гена
TRIM5α per se. Для проверки этого предположения
мы разбили гены TRIM5α-HRH и huTRIM5α на две
равные части и вставили их в ЛВ под промотор
Ef1α. Получили конструкцию stop½huTRIM-N-LV,
содержащую N-концевую часть гена, и две кон-
струкции – ½TRIM-HRH-C-LV и ½huTRIM-C-
LV, содержащие С-концевые области (рис. 3а). В
начале каждой из половин генов TRIM5α отсут-
ствуют стартовые кодоны, что исключает трансля-
цию укороченных вариантов белка. Существова-
ние двух вариантов С-концевой последовательно-
сти обусловлено различиями в этой части белков
TRIM5α-HRH и huTRIM5α. Мы наработали ука-
занные ЛВ и оценили их титр. Ожидалось, что, ес-
ли в конструкции, содержащей одну из половин ге-
на, находится последовательность, неблагоприят-
ная для продукции ЛВ, то мы увидим существенное
увеличение титра у конструкции, содержащей дру-
гую половину. Однако инфекционные титры кон-
струкций stop½huTRIM-N-LV, ½TRIM-HRH-C-LV

и ½huTRIM-C-LV не различались статистически
значимо. Титры конструкций ½TRIM-HRH-C-
LV и ½huTRIM-C-LV оказались сопоставимыми
со значениями титров ЛВ с полноразмерными ге-
нами stopTRIM5α, а конструкция stop½huTRIM-N-
LV обеспечивала увеличение титра только в 1.4 раза
(рис. 3б). Таким образом, в генах TRIM5α отсут-
ствуют какие-либо структуры, существенно вли-
яющие на титр ЛВ.

Промотор Ef1α в составе ЛВ-конструкции 
снижает титр псевдовирусных частиц

Помимо последовательности целевого гена и
его продукта на титр могут влиять и другие эле-
менты ЛВ-конструкции. Анализируя причины
низкого титра, мы акцентировали внимание на
промоторе Ef1а, который в наших конструкциях
обеспечивает экспрессию TRIM5α-HRH. С целью
изучения влияния промотора получили следую-
щие конструкции (рис. 4а): 1) Ef-PGK-eGFP-LV,
в которой сохранен промотор Ef1α, но отсут-
ствует последовательность гена TRIM5α-HRH;
2) noEf-TRIM-HRH-LV, содержащая только ген
TRIM5α-HRH, без промотора Ef1α; 3) CMV-
TRIM-HRH-LV, где мы заменили Ef1α на цито-
мегаловирусный промотор (CMV). Все конструк-
ции содержали кассету pPGK-eGFP для экспрес-
сии маркерного гена.

Наработка ЛВ и оценка их титров позволила
установить, что добавление только промотора
Ef1α в контрольный вектор приводит (как пока-
зывает анализ конструкции Ef-PGK-eGFP-LV) к
снижению титра примерно на 30%. Удаление

Рис. 2. Медиана интенсивности флуоресценции и оценка инфекционного титра ЛВ с помощью количественной ПЦР.
а – Медиана интенсивности флуоресценции (MFI) в eGFP+-популяции клеток SupT1 при определении инфекцион-
ного титра, n = 4. б – Инфекционный титр конструкций, определенный на клетках SupT1 c помощью количественной
ПЦР. Инфекционный титр контрольного вектора eGFP-LV, принятого за 100%, составил 8 × 106 TU/мл; n = 4.
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Ef1α из конструкции TRIM-HRH-LV или его за-
мена на CMV-промотор приводит к увеличению
титра конструкций noEf-TRIM-HRH-LV и CMV-
TRIM-HRH-LV в 2.8 и 5.2 раза соответственно, по
сравнению с TRIM-HRH-LV (рис. 4б). Следова-
тельно, промотор Ef1α отрицательно влияет на
титр ЛВ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Белок TRIM5α-HRH – перспективный для ге-
нотерапии ВИЧ-инфекции защитный фактор,
блокирующий репликацию вируса [18, 19, 24].
Однако ЛВ, кодирующие ген TRIM5α-HRH, име-

ют низкий инфекционный титр, что усложняет
процесс модификации первичных CD4+ клеток
[20] и неизбежно увеличивает стоимость произ-
водства. Определение причин низкого титра ЛВ и
поиск способов решения проблемы крайне акту-
альны, поскольку на этапе клинических исследо-
ваний это может стать серьезным ограничением
для применения данного вектора в генотерапии.

Мы определяли причины низкого титра со-
зданных нами ЛВ, содержащих ген TRIM5α-HRH
под контролем промотора Ef1α. При наработке
ЛВ в клетках-продуцентах экспрессируется ген
TRIM5α-HRH, находящийся на векторной плаз-
миде. Появление белка TRIM5α-HRH во время

Рис. 3. Анализ инфекционного титра конструкций, содержащих половины генов TRIM5α. а – Схемы ЛВ-конструк-
ций, элементы ЛВ обозначены как на рис. 1а. б – Инфекционный титр конструкций, определенный на клетках SupT1
по флуоресценции eGFP-маркера. Инфекционный титр контрольного вектора eGFP-LV, принятого за 100%, составил
1 × 107 TU/мл; *p > 0.05 согласно критерию Манна–Уитни, n = 4.
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наработки частиц мы рассматривали в качестве
основной причины низкого титра ЛВ, поскольку
известно, что белки TRIM5α вовлечены в про-
цесс снижения продукции ВИЧ-1 и ЛВ в клетках
HEK293T [22, 23]. Это явление названо рестрикци-
ей на позднем этапе жизненного цикла вируса. В
первых работах было показано, что позднюю ре-
стрикцию может обеспечивать только TRIM5α-rh
[22]. Однако затем установили, что это не так, и
huTRIM5α также ингибирует продукцию ВИЧ-1
[25]. В составе химерного белка TRIM5α-HRH
большая часть принадлежит белку человека, по-
этому следовало ожидать, что и он может влиять
на титр ЛВ. Это предположение подтвердилось в
результате проделанных нами экспериментов –
оказалось, что белок TRIM5α-HRH, а также
huTRIM5α в равной степени влияют на титр ЛВ,
снижая его примерно в 2 раза. Чтобы устранить
это влияние, необходимо исключить или суще-
ственно снизить экспрессию TRIM5α-HRH в
клетках HEK293T во время наработки частиц. С
этой целью можно использовать систему произ-
водства ЛВ, которая предотвращает экспрессию
гена интереса в клетках-продуцентах. Описаны
потенциально перспективные подходы, приме-
нимые для решения поставленной задачи [26–28].
Однако следует отметить, что влияние белка оказа-
лось не столь существенным, как ожидалось.

Выяснилось, что присутствие промотора Ef1α
снижает титр ЛВ-частиц. Влияние внутреннего
промотора или его положения в векторе на титр
ЛВ описано ранее [29, 30]. Наиболее вероятной
причиной данного явления представляется ин-
терференция внутреннего промотора с близко
расположенными промоторами, включая промо-
тор, контролирующий образование векторной
РНК. Так, Ef1α обладает способностью подав-
лять другой промотор в составе ЛВ, который рас-
полагается выше Ef1α [31]. Аналогичным образом
присутствие Ef1α в нашем векторе может подав-
лять промотор в составе LTR, который регулирует
продукцию геномной РНК ЛВ. В основе интерфе-
ренции между указанными промоторами может ле-
жать конкуренция за связывание с факторами
транскрипции [32]. Сайты связывания одних и тех
же факторов транскрипции присутствуют в Ef1α и
LTR [33, 34].

Интерференцией между Ef1α и нижележащим
промотором PGK можно объяснить и снижение
экспрессии eGFP в конструкциях, представлен-
ных на рис. 2а, поскольку такой эффект не на-
блюдался при удалении промотора Ef1α или при
его замене на CMV (данные не представлены).
Следует отметить, что в дальнейшем при перехо-
де к клинической фазе исследований необходимо
будет удалить маркерный ген и его промотор. Та-
ким образом, в нашем случае интерференция
между внутренними промоторами не имеет прак-
тической значимости.

Заменив промотор Ef1α на промотор CMV нам
удалось существенно (в 5 раз) повысить титр век-
тора, несущего целевой ген TRIM5α-HRH. Одна-
ко эта конструкция может оказаться малоэффек-
тивной для генотерапии, так как промотор CMV
проявляет слабую активность в целевых CD4+

клетках [35]. Кроме того, этот промотор подвер-
жен метилированию, а активность экспрессии ге-
на под его контролем постепенно снижается [36,
37]. Учитывая выявленное влияние промотора
Ef1α на титр ЛВ, несущего ген TRIM-HRH, целе-
сообразно будет провести поиск альтернативного
промотора, который не будет препятствовать по-
лучению титра ЛВ, приемлемого для работы. При
этом новый промотор должен обеспечивать дли-
тельную экспрессию трансгена в CD4+ лимфоци-
тах на уровне, достаточном для их защиты от
ВИЧ-1, что усложняет поставленную задачу.

Мы установили, как минимум, две причины,
обуславливающие низкий титр ЛВ, содержащего
TRIM5α-HRH под контролем промотора Ef1α, –
это способность белка TRIM5α-HRH снижать
титр ЛВ во время наработки в клетках-продуцен-
тах и присутствие промотора Ef1α в составе век-
тора. Однако не исключено, что на титр влияют и
другие факторы. В частности, мы рассматривали
последовательность гена TRIM5α-HRH per se как
одну из рабочих версий, которая не нашла под-
тверждений. Кроме того, к параметрам, которые
влияют на титр, относится длина ЛВ. Известно,
что увеличение размера ЛВ-вставки неизбежно
приводит к снижению титра [38, 39]. Промотор
Ef1α и ген TRIM5α-HRH состоят из 1189 и 1488 п.н.
соответственно, что может сказываться на титре
ЛВ. Однако наши результаты показывают, что
длина не является основной причиной низкого
титра вектора TRIM-HRH-LV. К примеру, длина
вектора CMV-TRIM-HRH-LV на 604 п.н. больше,
чем у noEf-TRIM-HRH-LV (рис. 4а), но титр
CMV-TRIM-HRH-LV при этом примерно в 2 раза
выше. По всей видимости, причин, воздействую-
щих на титр ЛВ, может быть множество, и оце-
нить влияние каждого фактора не всегда просто.
По-видимому, решить проблему низкого титра
можно с помощью эмпирического подхода, кото-
рый в перспективе позволит найти оптимальные
комбинации элементов ЛВ-конструкции.

Написание статьи не потребовало специаль-
ного финансирования.

Статья не содержит каких-либо исследований
с участием людей или животных в качестве объек-
тов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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УРУСОВ и др.

The chimeric protein TRIM5α-HRH is a promising antiviral factor for HIV-1 gene therapy. This protein is
able to protect cells from HIV-1 by blocking the virus in the cytoplasm. We are developing protocol of HIV-1
gene therapy, which involves the delivery of the TRIM5α-HRH gene into CD4+ T-lymphocytes by lentiviral
vectors (LVs). However, LVs containing TRIM5α-HRH have a low infectious titer, which prevents effective
T cells modification. Here, we found that expression of the TRIM5α-HRH during pseudoviral particles pro-
duction in HEK293T cells, as well as the presence of Ef1α promoter in our construction are responsible for
the titer reduction. These results allow us to determine the directions for further optimization of LV with the
TRIM5α-HRH gene to improve their infectious titer.

Keywords: TRIM5α, TRIM5α-HRH, gene therapy, HIV-1, Ef1α, lentiviral vector
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