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РЕФЕРАТ Разработка безопасных клеточных систем, позволяющих тестировать соединения, обладающие 
анти-ВИЧ-активностью, весьма важна для создания новых противовирусных препаратов. Нами деталь-
но охарактеризована разработанная ранее на основе лентивирусных векторов система (Prokofjeva et. al., 
Antiviral Therapy, в печати) для быстрого и полностью безопасного скрининга потенциальных ингибиторов 
репликации ВИЧ-1. Система позволяет проводить испытания ингибиторной активности соединений, дей-
ствие которых направлено как на обратную транскриптазу и интегразу ВИЧ-1 дикого типа, так и на му-
тантные ферменты, соответствующие лекарственно-устойчивым формам вируса. Получены результаты 
тестирования ряда известных препаратов, которые хорошо согласуются с опубликованными данными, 
а также вновь синтезированных соединений. Применение этой системы существенно расширяет возмож-
ности доклинических испытаний анти-ВИЧ-препаратов. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ВИЧ, лентивирусные векторы, псевдо-ВИЧ-1-частицы, нуклеозидные ингибиторы об-
ратной транскриптазы, ненуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы, ингибиторы интегразы.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ВИЧ – вирус иммунодефицита человека; ОТ – обратная транскриптаза; ВВС – 
вирус везикулярного стоматита; eGFP – усиленный зеленый флуоресцентный белок; АЗТ – 3'-азидо-3'-
дезокситимидин; ИД50 – концентрация ингибитора, при которой на 50% снижается уровень заражения.

ВВЕдЕНИЕ
Вирус иммунодефицита человека типа 1 (ВИЧ-1), от-
носящийся к роду лентивирусов семейства ретрови-
русов, вызывает одно из широко распространенных 
и опасных для жизни человека заболеваний – син-
дром приобретенного иммунодефицита (СПИД). Со-
гласно данным Всемирной организации здравоохра-
нения (ВОЗ), число ВИЧ-1-инфицированных к концу 
2008 г. превысило 33 миллиона человек [1]. В Россий-
ской Федерации по официальным данным на 2010 г. 
количество инфицированных ВИЧ-1 достигло 520000 

человек [2]. Следует отметить, что реальное число 
инфицированных может быть в 2–3 раза больше. 
Из прогнозов ВОЗ и неправительственных органи-
заций следует, что даже при выполнении всех ини-
циатив по контролю за распространением СПИДа 
и применению анти-ВИЧ-терапии число ВИЧ-1-
инфицированных в ближайшие несколько лет может 
превысить 48 миллионов.

Несмотря на огромные усилия, до сих пор не созда-
но ни одной действенной профилактической или те-
рапевтической анти-ВИЧ-1-вакцины. Единственным 
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терапевтическим подходом при ВИЧ-инфекции оста-
ется использование низкомолекулярных ингибиторов 
разных стадий репликативного цикла вируса. К на-
стоящему моменту создано около 30 соединений раз-
личной структуры, утвержденных в качестве лекар-
ственных средств. Большинство из них – ингибиторы 
трех ферментов ВИЧ-1: обратной транскриптазы 
(ОТ), интегразы и протеазы, а в последние годы доба-
вились и так называемые ингибиторы слияния – бло-
каторы проникновения вируса в клетку [3]. Одновре-
менное применение нескольких соединений разного 
типа в рамках высокоактивной антиретровирусной 
терапии (ВААРТ) позволяет достигать относитель-
но длительного и заметного снижения титра вируса 
в крови и, как следствие, существенно продлевать 
жизнь больного [4, 5]. Тем не менее использование 
всех этих соединений имеет несколько ограничений. 
Во-первых, пожизненное носительство вирусной 
инфекции делает необходимым многолетний прием 
лекарственных средств, при котором возникают но-
вые мутантные формы вируса, устойчивые к исполь-
зуемым препаратам и способные распространяться 
в популяции. Это уже привело к тому, что в США 
и Европе примерно у 10% больных, никогда не при-
нимавших антиретровирусные средства, выявляют 
формы вируса, невосприимчивые к одному или даже 
ко всем перечисленным выше классам анти-ВИЧ-1-
препаратов [6]. Во-вторых, необходимость длитель-
ной терапии часто ставит на первый план возможное 
побочное действие противовирусных средств [7, 8]. 
Таким образом, поиск новых соединений, обладаю-
щих анти-ВИЧ-1-активностью, представляет крайне 
важную задачу современной вирусологии и медицин-
ской химии. При этом необходимо создавать новые, 
относительно безопасные для больного соедине-
ния, активные в отношении как вируса дикого типа, 
так и его лекарственно-устойчивых форм.

Важный этап разработки новых антиретровирус-
ных средств – проверка их эффективности. Боль-
шинство лабораторий, занятых поиском новых анти-
ВИЧ-соединений, не имеют возможности работать 
непосредственно с инфекционным репликативно-
компетентным вирусом. Такого рода исследования, 
включающие контакт персонала с природным ви-
русом, могут проводиться только в сертифициро-
ванных лабораториях в условиях, гарантирующих 
безопасность работы персонала и имеющих разре-
шение на работу с инфекционными материалами 
третьего класса опасности. В связи с этим разработ-
ка и использование безопасных клеточных систем 
для тестирования противовирусной активности 
весьма важны для создания новых лекарственных 
средств. Особый интерес для быстрого и полностью 
безопасного скрининга потенциальных ингибиторов 

репликации ВИЧ-1 представляют лентивирусные 
векторы, функциональная эффективность которых 
проявляется в результате активности всех фермен-
тов ВИЧ-1. 

Векторы на основе простых и сложных ретро-
вирусов уже начиная с первой половины 80-х го-
дов прошлого столетия интенсивно использовались 
как мощные универсальные инструменты, в том чис-
ле для создания эффективных систем переноса, экс-
прессии различных генов и интерферирующих РНК 
в клетках человека и животных как in vitro, так и 
in vivo [9–13]. 

Лентивирусные векторы использовались в нашей 
и других лабораториях для создания безопасных си-
стем скрининга ингибиторов репликации ВИЧ-1 ди-
кого типа [14–18]. Такие системы представляют собой 
рекомбинантный лентивирус, несущий фрагмент ге-
нома ВИЧ-1 без областей, кодирующих белки вируса, 
и содержащий ген репортерного (маркерного) белка 
(например, зеленого флуоресцентного белка). Кроме 
того, в состав псевдовирусных частиц входят фер-
менты репликации ВИЧ-1 (обратная транскриптаза, 
интеграза и протеаза), что обеспечивает возможность 
синтеза ДНК-копии такого генома и его встраива-
ние в геном клетки-хозяина по тому же механизму, 
что и у инфекционного ВИЧ-1. Существенно, что та-
кие псевдо-ВИЧ-1-частицы могут нести, по желанию 
исследователей, на своей поверхности белки оболоч-
ки ВИЧ-1 или других оболочечных вирусов, напри-
мер G-белок вируса везикулярного стоматита. Это 
дает возможность использовать определенные линии 
эукариотических клеток (клетки-мишени) и обеспе-
чивать достаточно высокую эффективность их за-
ражения. Сборка ВИЧ-1-подобных частиц в этой 
системе происходит согласно модифицированной 
процедуре, разработанной для конструирования ви-
русоподобных частиц на основе вируса лейкоза мы-
шей, родственного ВИЧ-1 [19] (рис. 1). Эта процедура 
заключается во внесении в культивируемые клетки 
почки эмбриона человека (так называемые упаковы-
вающие клетки) по отдельности плазмид, содержа-
щих а) ген gag-pol ВИЧ-1, кодирующий структурные 
белки для формирования капсида вирусной частицы 
и ферменты ВИЧ-1; б) ген env, кодирующий глико-
протеины оболочки ВИЧ-1, или ген белка оболочки 
иного вируса и в) провирусную ДНК, кодирующую 
рекомбинантный РНК-геном, в состав которого вхо-
дит маркерный ген флуоресцентного белка. После 
внесения всех перечисленных компонентов в упако-
вывающие клетки в них происходит синтез вирус-
ных белков и рекомбинантной РНК, обеспечивающих 
формирование ВИЧ-1-подобных частиц, выходящих 
в культуральную среду. Добавление таких частиц 
к клеткам-мишеням приводит к тому, что в этих 



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ТОМ 3  № 4 (11)  2011 | ActA nAturAe | 59

клетках на рекомбинантном РНК-геноме синтезиру-
ется ДНК провируса, содержащего маркерный ген, 
встраивание которого в геном клетки-мишени при-
дает ей способность флуоресцировать. Следует особо 
отметить, что использование плазмидных ДНК, экс-
прессирующих по отдельности вирус-специфические 
белки, позволяет конструировать любые варианты 
псевдо-ВИЧ-1-частиц с одной или несколькими му-
тациями в любом из ферментов репликации вируса, 
которые соответствуют лекарственно-устойчивым 
штаммам ВИЧ-1. 

К сожалению, в опубликованных к настоящему 
времени работах содержится лишь ограниченное 
число примеров успешного использования подобных 
систем для изучения антиретровирусной активно-
сти веществ различной природы, при этом универ-
сальность описанных систем неочевидна. В связи 
с этим, основная цель нашей работы состояла в до-
казательстве адекватности предложенной клеточ-
ной системы для скрининга потенциальных анти-
ВИЧ-1-препаратов. Мы проверили активность ряда 

ингибиторов обратной транскриптазы и интегразы 
ВИЧ-1 как применяющихся в медицинской практике, 
так и находящихся на разных стадиях лабораторных 
исследований. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛьНАя ЧАСТь

Культивирование клеток
В работе использовали клетки линий HeK293 (клетки 
эмбриональной почки человека), Sc-1 (эмбриональ-
ные фибробласты мыши), Jurkat (Т-лифобластный 
лейкоз человека), ceM-SS (Т-лимфобластный лей-
коз человека) и Kasumi-1 (острый миелоидный 
лейкоз человека). Клетки линий HeK293 и Sc-1 
культивировали в среде DMeM с добавлением 10% 
эмбриональной сыворотки крупного рогатого скота 
(Fetal calf Serum, FcS), 4 мM L-глутамина, 100 ед./мл 
пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина. Клетки 
линий Jurkat, ceM-SS и Kasumi-1 культивирова-
ли в среде rPMI-1640 с добавлением 20% FcS, 4 мM 
L-глутамина, 100 ед./мл пенициллина, 100 мкг/мл 

Рис. 1. Жизненный цикл инфекционного ВИЧ-1 (А) и получение рекомбинантных псевдо-ВИЧ-1-частиц в упаковы-
вающих клетках (Б).
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стрептомицина. Клетки растили при 37°С во влажной 
атмосфере с 5% СО

2
.

Получение псевдо-ВИЧ-1-частиц
В качестве упаковывающих клеток, в которых про-
исходит сборка рекомбинантных лентивирусных ча-
стиц (псевдо-ВИЧ-1-частицы), использовали клетки 
HeK293, которые за 12–14 ч до начала трансфекции 
высевали на чашки Петри диаметром 100 мм в коли-
честве 3.0–3.5 х 106 клеток на чашку.

ДНК лентивирусного вектора, содержащего мар-
керный ген зеленого флуоресцентного белка (GFP), 
вместе с плазмидами, направляющими синтез 
белков, необходимых для формирования псевдо-
ВИЧ-1-частиц, вводили в клетки HeK293 методом 
ca-фосфатной трансфекции. Инфекционные псевдо-
ВИЧ-1-частицы начинали собирать через 24 ч после 
трансфекции с интервалом 12 ч [13].

Вирус титровали на клетках HeK29, высеянных 
на 24-луночные планшеты за сутки до заражения. 
Уровень флуоресценции клеток измеряли на проточ-
ном цитофлуориметре epics 4XL Beckman coulter 
(США) через 48 ч после заражения. Титр вируса рас-
считывали по формуле T = NP/V, где N – количество 
высеянных клеток; P – доля инфицированных клеток 
в популяции; V – количество добавленного суперна-
танта, содержащего псевдо-ВИЧ-1-частицы; T – 
титр вируса. В работе использовали сборы с титрами 
вируса 5 ×105–5×106.

Исследование антивирусной активности 
соединений
Для оценки анти-ВИЧ-1-активности к клеткам при-
бавляли раствор анализируемых соединений в воде 
или диметилсульфоксиде (ДМСО, конечная концен-
трация в среде не превышала 0.1%), через 2–8 ч (в за-
висимости от ингибитора) заражали псевдо-ВИЧ-
1-частицами. Относительный уровень заражения 
определяли методом проточной цитофлуориметрии 
на приборе epics 4XL Beckman coulter (США) через 
48 ч после заражения. 

РЕЗУЛьТАТЫ И ОБСУЖдЕНИЕ

Конструирование псевдо-ВИЧ-1-частиц 
и инфицирование ими различных линий 
эукариотических клеток
Важнейшими параметрами лентивирусной систе-
мы являются эффективность трансдукции клеток-
мишеней псевдо-ВИЧ-1-частицами и, как следствие, 
уровень флуоресценции полученных трансгенных 
клеток. Эти параметры зависят от строения псев-
довирусных частиц (вида белков оболочки) и линии 
инфицируемых клеток-мишеней. В качестве клеток-

мишеней мы использовали перевиваемые лимфо-
бластные клетки крови человека Jurkat и ceM-SS 
(Т-лимфобластный лейкоз, содержат специфические 
рецепторы ВИЧ-1), Kasumi-1 (острый миелоидный 
лейкоз), а также фибробласты эмбриона мыши Sc-1.

Нами получены и изучены два типа псевдо-ВИЧ-
1-частиц, отличающихся друг от друга белками 
оболочки. Частицы первого типа содержат белок 
оболочки gp160 (Sugp120 + tMgp41) ВИЧ-1; второ-
го – белок оболочки G вируса везикулярного стома-
тита (ВВС). Использование частиц первого типа при-
водило к сравнительно невысокой эффективности 
трансдукции и более слабому сигналу флуоресцен-
ции (данные не приведены) от инфицированных кле-
ток (рис. 2). В случае псевдо-ВИЧ-1-частиц, несущих 
белок G ВВС, доля инфицированных клеток и уро-
вень экспрессии маркерного зеленого флуоресцент-
ного белка (eGFP) были существенно выше (рис. 2). 
Кроме того, с помощью частиц, псевдотипированных 
белком G ВВС, при необходимости можно переносить 
маркерные гены в клетки широкой видовой и ткане-
вой специфичности. Такой прием может позволить 
проводить поиск ингибиторов ретровирусов, поража-
ющих и иные, чем кровь, ткани. Поэтому в большин-
стве опытов по изучению свойств ингибиторов обрат-
ной транскриптазы и интегразы ВИЧ-1 использовали 
именно псевдо-ВИЧ-1-частицы с белком G ВВС.

Нуклеозидные ингибиторы обратной 
транскриптазы ВИЧ-1
Модифицированные нуклеозиды и нуклеотиды ши-
роко используются в терапии различных вирусных 
заболеваний, в том числе ВИЧ-1-инфекции [3]. Ме-
ханизм их действия включает превращение этих 
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Рис. 2. Уровень трансдукции клеток линии Jurkat 
псевдо-ВИЧ-1-частицами, содержащими в качестве 
белка оболочки белок gp160 ВИЧ-1 или белок G виру-
са везикулярного стоматита (ВВС).



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ТОМ 3  № 4 (11)  2011 | ActA nAturAe | 61

соединений в клетке в соответствующие нуклео-
зидтрифосфаты, которые служат терминирующими 
субстратами для вирусных ДНК- и РНК-полимераз. 
Встраивание нуклеотидов в растущую цепь вирус-
ной ДНК/РНК блокирует репликацию вируса и обе-
спечивает подавление развития инфекции. Первое 
и наиболее известное анти-ВИЧ-1-средство данного 
класса – 3'-азидо-3'-дезокситимидин (АЗТ), в нано-
молярных концентрациях способный ингибировать 
репликацию вируса. Мы изучили противовирусную 
активность АЗТ в отношении псевдо-ВИЧ-1-частиц, 
несущих белок оболочки gp160 ВИЧ-1 или G ВВС, 
на своей поверхности. На рис. 3 показано, как АЗТ 
влияет на эффективность трансдукции клеток 
ВИЧ-1-подобными частицами, содержащими обрат-
ную транскриптазу, интегразу дикого типа и белок 
оболочки gp160 ВИЧ-1 (А) или белок G вируса вези-
кулярного стоматита (Б). Видно, что АЗТ подавляет 
инфицирование эукариотических клеток псевдови-
русными частицами обоих типов, хотя и в более вы-
соких концентрациях, чем инфекционным ВИЧ-1 
(таблица) [20–22]. В культуре клеток Jurkat актив-
ность препарата была выше в отношении частиц, 
псевдотипированных белком G ВВС. Противови-
русная активность нуклеозида зависела не только 
от типа частиц, но и от линии клеток-мишеней. Так, 
максимальный эффект отмечен на фибробластах 
мыши Sc-1, а минимальный – при использовании 
клеток ceM-SS. Причинами подобных различий 
могут быть разное внутриклеточное содержание 
нуклеозид- и нуклеотидкиназ [30] – ферментов, 
необходимых для превращения нуклеозида в со-
ответствующий трифосфат, а также от различий 
в уровнях экспрессии специфических транспорте-
ров, отвечающих за транспорт препарата в клетку 
или его выведение [31].

Другие известные и широко распространенные 
антиретровирусные средства – 2',3'-дидезокси-
3'-тиоцитидин (3tc) и 2',3'-дидезокси-2',3'-
дидегидротимидин (d4t), которые, как и АЗТ, пред-
ставляют собой нуклеозидные ингибиторы обратной 
транскриптазы ВИЧ-1 [3]. 3tc был синтезирован 
в 1989 г. и одобрен для клинического применения 
в 1995. В настоящее время он применяется в комби-
нации с другими препаратами. Показана эффектив-
ность совместного применения 3tc и АЗТ. Мы оце-
нили противовирусную активность 3tc на клетках 
линий Jurkat и ceM-SS (рис. 4). Активность препа-
рата в нашей системе была несколько ниже, чем из-
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Рис. 3. Действие АЗТ на эффективность трансдукции клеток разных линий псевдо-ВИЧ-1-частицами, содержащи-
ми белок оболочки gp160 (А) или белок оболочки G ВВС (Б). Показан уровень трансдукции относительно поло-
жительного контроля.
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Рис. 4. Действие 3TC на эффективность трансдукции 
клеток линий Jurkat и CEM-SS псевдо-ВИЧ-1-частицами, 
содержащими белок оболочки G ВВС. Показан 
уровень трансдукции относительно положительного 
контроля.
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вестно из опубликованных данных (таблица) [20, 24]. 
Активность других аналогов нуклеозидов, включая 
d4t, в нашей системе также была ниже, чем показан-
ная на инфекционном ВИЧ-1 (таблица) [20, 21, 24].

Ненуклеозидные ингибиторы обратной 
транскриптазы ВИЧ-1
Наиболее широко используемым ненуклеозидным 
блокатором репликации ВИЧ-1 – ингибитором обрат-
ной транскриптазы, является невирапин [3]. Утверж-
денное в качестве лекарственного средства в 1996 г., 
в концентрации 10-8–10-7 М это соединение способно 
подавлять развитие ВИЧ-1-инфекции в клетках, за-
раженных природным вирусом. Мы исследовали спо-
собность невирапина предотвращать трансдукцию 
клеток-мишеней описанными выше псевдо-ВИЧ-1-
частицами. Как и АЗТ, невирапин проявлял более 
высокую антивирусную активность в отношении 
псевдовирусных частиц, несущих на своей поверх-
ности белок G ВВС (рис. 5). Так же как и АЗТ, неви-
рапин был наиболее эффективен в культуре фибро-
бластов Sc-1, а наименее – на линии ceM-SS. Особо 

следует подчеркнуть, что активность невирапина 
в нашей системе была сопоставима с его активностью 
в отношении инфекционного ВИЧ-1 [21, 25].

Кроме коммерческого препарата невирапина, 
мы протестировали три новых ненуклеозидных ин-
гибитора, обозначенных номерами 1, 2 и 3, синтези-
рованных как описано в работе [27]. Эти соединения 
представляют собой n1-замещенные урацилы, несу-
щие бензофеноноксиэтильный (2 и 3) или бензилфе-
ноксиэтильный фрагменты (1). Ранее мы показали, 
что эти соединения обладают высокой анти-ВИЧ-1-
активностью в культуре клеток, инфицированных 
вирусом дикого типа [27]. Было продемонстрирова-
но, что все три соединения способны предотвращать 
трансдукцию клеток Sc-1 псевдо-ВИЧ-1-частицами 
с белком G ВВС, причем активность бензофенонсо-
держащих соединений (2 и 3) существенно превышала 
активность бензилфеноксиэтилурацильного произво-
дного урацила (1) (рис. 6) и была сравнима с активно-
стью невирапина. Полученные данные хорошо кор-
релируют с результатами изучения этих веществ 
в инфекционной клеточной системе (таблица).

Противовирусная активность исследованных соединений в отношении псевдо-ВИЧ-1-частиц, псевдотипированных 
белком G вируса везикулярного стоматита

Соединение Клеточная линия
ИД

50
, мкМ

Эксперимент Лит. данные [20–29]

АЗТ

Jurkat 0.1 ± 0.01

0.004–0.1
Sc-1 0.08 ± 0.005

Kasumi-1 0.3 ± 0.02
ceM-SS 0.46 ± 0.05

3tc
Jurkat 0.7 ± 0.05

0.02–0.35
ceM-SS 0.85 ± 0.05

d4t
Jurkat 7 ± 0.5

0.43–1.67
Sc-1 10 ± 0.5

ddc
Jurkat 7 ± 0.5

0.067–0.316
Sc-1 5 ± 0.5

ddI
Jurkat >20

1.79–12
Sc-1 >20

Невирапин

Jurkat 0.1 ± 0.005

0.0072–0.22
Sc-1 0.15 ± 0.005

Kasumi-1 0.08 ± 0.005
ceM-SS 0.2 ± 0.01

Ненуклеозидный ингибитор ОТ 1 Jurkat 0.95 ± 0.05 0.13
Ненуклеозидный ингибитор ОТ 2 Jurkat 0.08 ± 0.001 0.016
Ненуклеозидный ингибитор ОТ 3 Jurkat 0.085 ± 0.001 0.018

Ралтегравир
Jurkat 0.009 ± 0.0005

0.0022–0.0037Sc-1 0.006 ± 0.0005
ceM-SS 0.009 ± 0.0005

L-731,988
Jurkat 12 ± 0.1

1
Sc-1 8 ± 0.1
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Ингибиторы интегразы ВИЧ-1
С целью оценки возможностей разработанной систе-
мы для скрининга ингибиторов интегразы исполь-
зовали коммерческий препарат ралтегравир, раз-
решенный к применению в клинической практике 
с октября 2007 г., и известный ингибитор фермента 
L-731,988 [28]. Ралтегравир и L-731,988 блокируют 
вторую стадию интеграции – перенос цепи, пре-
пятствуя связыванию интегразы с клеточной ДНК. 
На рис. 7 приведена зависимость эффективности 
трансдукции клеток псевдо-ВИЧ-1-частицами с ин-
тегразой дикого типа от концентрации ингибиторов. 
Видно, что активность ралтегравира примерно на три 
порядка выше, чем у L-731,988, что согласуется с дан-
ными, полученными в инфекционной системе [28, 32]. 
Снижение числа флуоресцирующих клеток в присут-
ствии ингибиторов интегразы свидетельствует о том, 
что в предложенной нами псевдовирусной системе 
происходит полноценная интеграция синтезирован-
ной ДНК в геном клетки-мишени, а псевдо-ВИЧ-
1-частицы действительно могут служить удобным 
инструментом для изучения противовирусной актив-
ности ингибиторов интегразы вируса.

Псевдо-ВИЧ-1-частицы, устойчивые к действию АЗТ
Поиск потенциальных ингибиторов репликации 
лекарственно-устойчивых штаммов ВИЧ-1 представ-
ляет собой важнейшую задачу. Однако такие работы 
часто ограничены не только необходимостью исполь-
зования инфекционного вируса, опасного для пер-
сонала лаборатории, но и сложностью получения 
штаммов, нечувствительных к препаратам заданной 
группы. Предложенная нами система позволяет легко 
конструировать варианты псевдо-ВИЧ-1-частиц, не-
сущих ферменты репликации с мутациями, опреде-
ляющими устойчивость к лекарственным средствам. 

Это подтверждено получением трех типов псевдо-
ВИЧ-1-частиц с точечными заменами D67n, K70r, 
t215F и K219Q в обратной транскриптазе, наиболее 
характерными для штаммов ВИЧ-1, резистентных 
к АЗТ [33, 34]. Сравнение противовирусной активно-
сти АЗТ в отношении этих вариантов псевдовирусных 
частиц показало, что препарат гораздо слабее влиял 
на эффективность трансдукции мутантными части-
цами (рис. 8), причем падение ингибирующего эф-
фекта коррелировало с увеличением числа мутаций 
(этот эффект наиболее ярко выражен в клетках Sc-1). 
В то же время невирапин, ненуклеозидный ингиби-
тор обратной транскриптазы ВИЧ-1, сохранял свою 
активность в отношении всех АЗТ-устойчивых типов 
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Рис. 5. Действие невирапина на эффективность трансдукции клеток разных линий псевдо-ВИЧ-1-частицами, со-
держащими белок оболочки gp160 (А) или белок оболочки G ВВС (Б). Показан уровень трансдукции относитель-
но положительного контроля.
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Рис. 6. Действие ненуклеозидных ингибиторов об-
ратной транскриптазы ВИЧ-1 1, 2 и 3 на эффектив-
ность трансдукции клеток линии Jurkat псевдо-ВИЧ-
1-частицами, содержащими белок оболочки G ВВС. 
Показан уровень трансдукции относительно положи-
тельного контроля.
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псевдовирусных частиц (рис. 9). Это объясняется тем, 
что сайт связывания АЗТ удален от активного цен-
тра фермента, с которым взаимодействует трифосфат 
АЗТ и в котором находятся все означенные мутации. 
Таким образом, псевдо-ВИЧ-1-частицы действитель-
но позволяют изучать способность веществ ингибиро-
вать лекарственно-устойчивые формы вируса.

Аналоги неорганического пирофосфата
Отдельное направление подходов к терапии 
лекарственно-устойчивых форм ВИЧ-1 представ-
ляет поиск соединений, совместное использование 
которых с уже применяемыми антиретровирусными 
средствами приводит к восстановлению чувствитель-

ности вируса к антиретровирусным средствам. Со-
гласно современным представлениям, устойчивость 
ВИЧ-1 к нуклеозидным ингибиторам обратной транс-
криптазы может формироваться с использованием 
двух альтернативных механизмов, включающих воз-
никновение в обратной транскриптазе мутаций:

а) препятствующих взаимодействию фермента 
с соответствующими нуклеозидтрифосфатами (опи-
сано для 3tc) или 

б) способствующих выщеплению уже включенно-
го терминирующего нуклеотида из ДНК в процессе 
реакции пирофосфоролиза, после которой синтез ра-
стущей цепи ДНК может быть продолжен (этот меха-
низм считается основным для АЗТ) (рис. 10). 

Рис. 7. Действие ингиби-
торов интегразы ВИЧ-1 
ралтегравира (основной 
рисунок) и L-731,988 
(вставка) на эффектив-
ность трансдукции клеток 
разных линий псевдо-ВИЧ-
1-частицами, содержа-
щими белок оболочки G 
ВВС. Показан уровень 
трансдукции относи-
тельно положительного 
контроля.
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Рис. 8. Действие АЗТ на эффективность трансдукции клеток псевдо-ВИЧ-1-частицами, содержащими белок обо-
лочки G ВВС и обратную транскриптазу дикого типа или ее мутантные формы, на клетках линий Jurkat (А) и SC-1 
(Б). Показан уровень трансдукции относительно положительного контроля.
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В настоящее время описан ряд соединений-
миметиков неорганического пирофосфата, способ-
ных подавлять выщепление нуклеотидов при пиро-
фосфоролизе [35, 36]. Один из них, фоскарнет (PFA), 
успешно применяется в комбинации с АЗТ [37], 
что подтверждает перспективность использования 
негидролизуемых аналогов неорганического пиро-
фосфата в сочетании с нуклеозидными ингибиторами 
при терапии СПИДа [37].

Наиболее перспективным типом аналогов неорга-
нического пирофосфата считаются производные ги-
дроксиметилендифосфоновой кислоты, которые при-
меняются в терапии костных патологий. В отличие 
от фоскарнета, соединения этого ряда не являются 
субстратами в реакции пирофосфоролиза. Тем не ме-
нее они эффективно ингибируют пирофосфоролити-
ческое выщепление АЗТ из ДНК, катализируемое 
обратной транскриптазой ВИЧ-1 [36]. При этом сле-
дует отметить отсутствие публикаций об их активно-
сти в клеточных системах. В представленной работе 
для оценки адекватности предлагаемой клеточной 
системы и изучения веществ данного типа были ис-
пытаны фоскарнет (PFA) и аналог неорганического 
пирофосфата – бисфосфонат 4. Дихлорбензильное 
производное метилендифосфоновой кислоты 4 явля-
ется наиболее активным из подобных соединений, оно 
способно подавлять выщепление монофосфата АЗТ, 
катализируемое обратной транскриптазой, в субми-
кромолярном диапазоне концентраций [35]. Данные 

о совместном действии азидотимидина и указанных 
ингибиторов пирофосфоролиза приведены на рис. 11. 
В этом опыте определена степень ингибирования 
трансдукции клеток АЗТ-устойчивыми псевдо-ВИЧ-
1-частицами (несущими точечные замены D67n, 
K70r, t215F и K219Q в обратной транскриптазе) 
при добавлении АЗТ в комбинации с выбранным ин-
гибитором пирофосфоролиза. В контрольном экспе-
рименте определяли количество флуоресцирующих 
клеток в присутствии каждого из этих веществ по от-
дельности. 

Вывод об аддитивности действия АЗТ и аналогов 
пирофосфата делали, сравнивая степень ингибиро-
вания в присутствии двух веществ и произведение 
степеней ингибирования каждым из соединений (что 
отражает независимость их действия). Из рис. 11 
видно, что фоскарнет и бисфосфонат 4 подавляли ин-
фицирование клеток псевдовирусными частицами, 
а также заметно и статистически значимо усиливали 
действие АЗТ. Таким образом, полученные данные 
впервые показывают возможность восстановления 
чувствительности резистентных форм ВИЧ-1 к ну-
клеозидным ингибиторам обратной транскриптазы 
в культуре клеток и свидетельствуют о перспектив-
ности аналогов неорганического пирофосфата в ка-
честве потенциальных компонентов антиретровирус-
ной терапии. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
С использованием ряда линий клеток человека 
и мыши показано, что описанная нами система без-
опасного скрининга потенциальных ингибиторов ре-
пликации ВИЧ-1 позволяет проводить испытания 
ингибиторной активности соединений, действие кото-
рых направлено как на обратную транскриптазу и ин-
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Рис. 9. Действие невирапина на эффективность трансдукции клеток псевдо-ВИЧ-1-частицами, содержащими 
белок оболочки G ВВС и обратную транскриптазу дикого типа или мутантные формы, на клетках линий Jurkat (А) 
и SC-1 (Б). Показан уровень трансдукции относительно положительного контроля.
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Рис. 11. Подавление вирусной трансдукции комбина-
цией АЗТ и ингибиторов пирофосфоролиза. Данные 
представлены как среднее значение серии из пяти 
экспериментов ± доверительный интервал (P ≤ 0.1). 
Значения серий «АЗТ&» получены при одновременном 
внесении ингибиторов в указанных в скобках концен-
трациях. Значения серий «АЗТ+» являются расчетной 
величиной, полученной произведением остаточных 
активностей индивидуальных ингибиторов в указанных 
в скобках концентрациях. р – Значение парного двух-
выборочного t-теста Стьюдента для указанных значе-
ний.
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Рис. 10. Механизм реакции пирофосфоролиза, ката-
лизируемой обратной транскриптазой.

тегразу ВИЧ-1 дикого типа, так и на их мутантные 
формы, соответствующие лекарственно-устойчивым 
формам вируса. Важно, что используемые в этой си-
стеме псевдо-ВИЧ-1-частицы неинфекционны и по 
сути представляют собой вирусы одноразового дей-
ствия (рекомбинантные лентивирусные векторы), 
содержащие полный набор вирусных ферментов, 
обеспечивающих синтез рекомбинантного двухце-
почечного ДНК-провируса и его интеграцию в геном 
клеток-мишеней. После этого клеточными системами 
осуществляется экспрессия маркерных генов, вне-
сенных в геном клетки, в составе рекомбинантного 
генома псевдо-ВИЧ-1-частиц. 

Отсутствие в таком рекомбинантном геноме полно-
го набора ВИЧ-1 гарантирует безопасность испыта-
ний эффективности новых анти-ВИЧ-1-соединений, 
с одной стороны, и возможность адекватной оценки 
действия этих соединений на обратную транскрип-
тазу и интегразу ВИЧ-1 в клетках, «зараженных» 
(трансдуцированных) псевдо-ВИЧ-1-частицами.

Возможность формирования псевдо-ВИЧ-1-частиц, 
содержащих мутантную «лекарственно-устойчивую» 
обратную транскриптазу и/или интегразу, позволяет 
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также проводить скрининг потенциальных ингибито-
ров лекарственно-устойчивых форм ВИЧ-1. 

Псевдотипирование псевдо-ВИЧ-1-частицы бел-
ками оболочки ретровирусов различной природы, 
в том числе и белком оболочки gp160 ВИЧ-1, а также 
других оболочечных вирусов, существенно расширя-
ет возможности системы скрининга, позволяя зара-
жать клетки различных типов, и делает возможным 
тестирование ингибиторов проникновения вирусов 
в клетку. Наконец, хотя это и не рассмотрено в на-
стоящей работе, представленная система позволяет 
исследовать и ингибиторы протеазы ВИЧ-1. 
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