Vettori Lentivirali: Ottimizzazione del Pakaging Traduzione e espressione genica.

I Vettori di trasferimento genico sono basati su retrovirus che comprendono i retrovirus oncogenici e Lentivirus e sono vettori in grado di fornire mezzi efficaci per la consegna, l'integrazione e l’spressione di geni esogeni in cellule di mammifero. Vettori Lentivirali (LV) sono veicoli e forniscono un affascinante consegna genica nel contesto della non-divisione delle cellule.  

Questa recensione riassume i diversi sistemi genetici LV ottimizzati che sono stati sviluppati dai dati.

In tutti i casi, la produzione di vettori lentivirali consiste in una progettazione di espressione genica geneticamente divisa. Gli elementi virali che sono specificamente richiesti sono: 

1-il “LV Packaging helper” (aiuto imballaggio) consistente di almeno i geni “gag-pol”
2-il “LV RNA transfert Vector” (vettore di trasferimento)contenente la cassetta d’espressione transgenica

3-e una glicoproteina eterologa

Mentre il requisito genetico e le prestazioni di due forme di elementi virali verranno trattati nel presente documento, quest'ultimo elemento relativo alla pseudotipizzazione dell’ envelope di vettori LV non saranno ulteriormente descritte (cf. revisione by Cosset in questo numero).
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INTRODUZIONE

Diversi laboratori stanno attualmente utilizzando diversi tipi di (LV) 
vettori lentivirali provenienti da singole specie (Figura 1). 
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Figura 1. descrizione Genomica dei diversi lentivirus che sono stati utilizzati come vettori di trasferimento genico. Gene virale aperto letto in sequenza (frame) vengono visualizzati con i tre possibili codici genetici. 
I geni gag-pol sono rappresentati in scuro mentre Quello barrato rappresenta i geni dell env nati a causa della loro assenza in composizioni di vettori LV pentivirali pseudotipizzati. I geni accessori (vif, VPR, VPU, NEF, vpx, ORF2 e S2) e i geni regolamentatori (TAT e rev) sono mostrati rispettivamente, in bianco e grigio punteggiato barrato--.
Questi includono il virus di immunodeficienza umana derivanti da (HIV-1 [1] e HIV-2 [2]), oppure originanti da Scimmie (SIV [3]), felini (FIV [4]) o bovini (BIV [5]), il virus dell’artrite encefalopatia caprina (CAEV [6]), il virus dell’anemia infettiva equina(EIAV [7,8]) e il virus della malattia Jembrana (JDV [9]) di origine bovina. La minima attività di “Packaging” (imballaggio) per questi diversi vettori LV verranno descritte, nuovamente ottimizzati e verrà discusso nel sistema genetico in termini di resa di produzione, di efficienza di biosicurezza e di parametri di trasduzione.
GENERAZIONE DEL MINIMO ELEMENTO DI “HELPER PACKAGING” (AIUTO IMBALLAGGIO)

Per ridurre il numero di sequenze virali e quindi il rischio di ricombinazione omologa, vari elementi nel costrutto LV “helper packaging” sono state omesse o sostituite da altre sequenze eterologhe. 

Questo prevede modifiche di sequenze che cis agiscono nella sostituzione degli elementi LTR Long Terminal Repeat dalla promozione eterologa dal segnale di Poliadenilazione (poliA) e la soppressione del segnale di incapsidamento(ψ).

Il gene Envelope (ENV) è stato soppresso in tutti i costrutti LV “Packaging” (di imballaggio) e pseudotipizzato da altre glicoproteine virali esogene, così come ad esempio la glicoproteina del virus della stomatite (VSV-G) è stato intensamente utilizzato per aggirare il tropismo di una vasta gamma di possibili ospiti. 

Inoltre, le eliminazioni di geni accessori e/o regolatori come pure eventuali modifiche di geni di  gag-pol sono stati intraprese in alcuni disegni vettoriali LV (Figura 2). 
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Figura 2. Rappresentazione schematica dei diverse generazioni imballaggio LV. La struttura comunemente mantenuta in tutti gli elementi LV “Packaging” (di imballaggio) sono mostrati dall’azione di sequenze cis (le regioni promotrici e di poliadenilazione che sostituiscono l'originale con elementi LTR al 5’ e 3’, rispettivamente, come pure la delezione del sito di incapsidamento (ψ) e il gene helper trans-virale (gag-pol). Seconda generazione, di geni accessorio (Acc.) e regolatorio (solo Reg. o rev) sono conservati nel costrutto di imballaggio.I Tratti Tratteggiati che sono aggiunti nei codoni dei geni ottimizzati “gag-pol” (gagCO e polCO) rappresentano mutazioni nel terzo nucleotide di ogni codone

RIMOZIONE DEL GENE ACCESSORIO
Diversi geni di HIV-1 (vif, VPR, VPU, NEF), non sono essenziali per la replicazione virale in vitro, ma di fondamentale importanza per la patogenesi virale in vivo. La loro presenza in vettori può sollevare preoccupazioni per la sicurezza, perché le proteine che codificano hanno attività citotossica o citostatica. 

Per esempio, VPR induce l'arresto del ciclo cellulare in G2 [10,11] e NEF altera la via di attivazione cellulare [12,13].  Molecole di superficie cellulare come CD4 e la classe I Complesso Maggiore di Istocompatibilità MHC sono sotto-regolati da NEF e VPU [14].  

Inoltre, NEF [15], vif [16] e VPR [17] sono incorporati in particelle virali e può migliorare l'immunogenicità dei vettori. Tuttavia è stato importante per dimostrare che Vettori LV possono essere prodotti in modo efficiente in assenza di questi geni non essenziali. Nel contesto di trasferimento genico, tutti le proteine accessorie (VPR, VPU, vif e NEF), sono state omesse nella produzione di progettazione senza nessun effetto negativo sul rendimento di recupero del vettore [18,19]. Tuttavia, alcuni laboratori hanno notato che vif VPU  può essere richiesto per una ottimale trasduzione del fegato [20] e linfociti [21]. Inoltre, Costello ed altri [22] hanno trovato che la produzione di vettori in assenza di tutte le proteine accessorie del virus HIV-1 è accompagnata da una diminuzione di efficienza della trasduzione del 50% in cellule T attivate.  

Una recente relazione ha tuttavia confermato che Nef, vif, VPR e VPU non sono necessari per la trasduzione in entrambi i di macrofagi attivati e linfociti B[23].  In modo analogo, le particelle LV derivati da SIV sono state anche generate con successo in assenza di proteine accessorie (VPR, vpx, vif e NEF). Tuttavia la trasduzione di cellule dendritiche umane (DCS) possono esigere la presenza di vpx [25].  Nel contesto dei vettori LV FIV-derivati Johnston et al. [26] hanno rimosso i geni accessori che codificano vif e orf2 dal costrutto “Packaging” (confezione) senza osservare alcuna  diminuzione della produzione di particelle. Tuttavia, gli autori  trovarono che la trasduzione con derivati di particelle è stato ostacolato in questo modo in alcuni tipi di cellule feline. 

Per quanto riguarda l’approccio EIAV le particelle lentivirali LV sono state prodotte con successo in assenza dei geni S2[8]. Inoltre, gli autori hanno rimosso l’attività dUTPase del gene “pol” creando un mutante di “double Packaging” (doppio imballaggio) “vif dUTPase” soddisfando i loro criteri di imballaggio e di trasduzione. Studi di applicazione di vettori derivati da BIV hanno dimostrato che l'inattivazione e/o il troncamento di due proteine accessorie, vale a dire vif e vpw, non ha alterato l’efficienza di imballaggio [27].
RIMOZIONE DEI GENI REGOLATORI.

Recenti studi indicano che il transattivatore tat è indispensabile per la generazione perfettamente efficiente particelle LV Vector. In questo disegno, la sequenza U3 tat-dipendente dell’ 5’-LTR che dirige la trascrizione genomica del vettore di trasferimento in RNA in cellule produttrici è stato sostituito da una sequenza eterologa di un promotore forte [19,28,29]. Un ulteriore miglioramento di sicurezza è realizzato da ulteriore suddivisione, il genoma originale virale in grado di esprimere rev in un costrutto separato[30].  I cosiddetti “vettori di terza generazione” hanno solo una riduzione marginale: l'attività di Packaging. E’ stato notato che il gene rev è stato anche espresso sopra il disegno di un costrutto d’espressione di packaging bicistronico gag-pol.IRES.rev [24]. La produzione di un vettore ottimale ha richiesto la presenza di rev, che interagisce con l’elemento responsivo rev  (RRE) con effetto positivo sull’esporto nucleare di entrambi gli mRNA gag-pol non spliciati e sull’ RNA “Transfert Vector” (vettore trasferimento genomico). Tuttavia, diverse soluzioni sono state  proposte per la progettazione di sistemi di produzione rev-indipendente: Le sequenze RRE sono state sostituite da una sequenza eterologa  virale conosciuta per migliorare l'esportazione e/o la stabilità di trascrizioni non spliciate.  Questi includono gli elementi costitutivi di trasporto (CTEs) dal virus Mason-Pfizer di scimmia (MPMV) [30-32] e il Simian retrovirus di tipo 1  (SRV-1) [33] o l’elemento di trasporto di RNA (RTE) da  un particella A di un retroelemento intracisternale[34]. Con l’eccezione del sistema basato per la FIV [32], la sostituzione  di RRE/rev con sequenze di esportazione eterologa tali ha portato una diminuzione titoli in HIV-1 o in alcuni vettori basati su SIV. In caso contrario, fattori della cellula ospite hanno dimostrato di partecipare all’ esportazione nucleare di RRE contenenti RNAs.  A questo proposito, è stato riportato che una proteina cellulare nucleare, Sam68 (proteina associata a SRC in mitosi), in particolare interagisce con l'RRE e potrebbe in parte sostituire per la funzione di rev nel sostenere espressione genica mediata da RRE[37].  In assenza di rev, gli mRNA di gag-pol sono mirati per la degradazione mediante sequenze repressivo-cis (CRS), sono anche chiamate sequenze inibitorie (INS), presenti nella regione codificante.  L’ottimizzazione del codone di HIV-1[38,39] e SIV [39,40] dei geni gag-pol, che è stata effettuata mediante l'inserimento mutazioni “Wobble” (traballanti) in ogni open reading frame (ORF Sequenza di lettura aperta), ha portato alla inattivazione del CRS/INS e una maggiore produzione di proteine.  Inoltre, le mutazioni nel terzo nucleotide di ogni codone della ORFs gag-pol ha anche permesso una riduzione di omologia di sequenza tra il costrutto packaging e le restanti sequenze virali del “Transfert vector” (trasferimento vettore), come ad esempio la regione necessaria per l’incapsidamento 5’ gag o il tratto di sequenza polipurina centrale cis-regolametata(cPPT) derivata dalla ORF pol. Più di recente, Pandya et al. [35] hanno utilizzato la regione 5’ LTR dal virus della necrosi della milza (SNV) per guidare l'espressione primaria di trascrizione di  gag-pol SIV in assenza di una sequenza di esportazione.  Infatti, l'SNV 5-LTR contiene un elemento post-trascrizionale di controllo (PCE) indipendente dalle funzioni cis-repressivo INS. Questo elemento PCE corrisponde alla regione R-U5 di SNV contiene sequenze stimolatorie che agiscono in una posizione 5’prossimale per migliorare l’inizio di traduzione di geni reporter RNAs retrovirali e non virale[36].

SCISSIONE GENOMICA DELLA gag-pol E MODIFICA DEL CAPSIDE

Il rischio di ricombinazione può anche essere ridotto ulteriormente suddividendo il costrutto di Packaging gag-pol in una controparte separata. Una relazione ha descritto un vettore di produzione HIV-1 derivato con elementi divisi nel Packaging, uno che esprime nel genoma la gag-pro e gli altri che esprimono il gene pol [41]. Inoltre, un altro laboratorio ha utilizzato l’espressione di cellule con integrase di HIV-1 per fornire solo transitoriamente i geni gag, pro e RT [42]. La restrizione post-entrata di vettori derivati da HIV-1 è stata attribuita ad un fattore cellulare inibitorio con la proteina del capside virale[43].  Per abolire l'inibizione in alcune cellule  Simian refrattarie, Kootstra et al. [44] hanno sostituito la regione legante la ciclofilina A di HIV-1 basato su “LV Vector”  con un autotrapianto di dominio tropico per Simian.
CONFIGURAZIONI DI IMBALLAGGI CROCIATI 
Un'altra strategia per superare il problema di punti sensibili di ricombinazione omologa tra “il Packaging” (l'imballaggio) e il costrutto “Vector transfert” (vettore trasferimento) si basa sullo sviluppo di chimerico di varianti LV utilizzando organismi separati per ciascuno di questi elementi. Sorprendentemente, i vettori di trasferimento RNAs SIV e HIV-2-derivati sono stati correttamente incapsidati all'interno di HIV-1 core [24,45-47]. Considerando che Negre et al. [48] hanno dimostrato l'incapacità di generare il contrario HIV/SIV strategia ibrido, un recente documento, tuttavia, ha descritto la possibilità di incapsidare RNAs HIV-1 entro il core SIV [35]. Questa contraddizione può essere spiegata con l'uso SIV di diversi isolati, esempio SIVmac1A11 rispetto SIVmac251, che potrebbero differire nella loro efficienza di adozione di RNA di HIV-1. Inoltre, una relazione ha anche dimostrato l’efficienza di imballaggio crociato del vettore RNAs HIV-1 in HIV-2 core [49]. 

Inoltre, vettori RNAs di trasferimento derivati da FIV possono essere cross-confezionati in particelle LV di primati come HIV-1 e SIV, e viceversa [50]. Gli autori hanno confermato che particelle non-LV come ad esempio MPMV non erano in grado di impachettare RNA FIV. Interessante, le particelle FIV possono impachettare MPMV RNA ma non possono propagare ulterioriormente il vettore RNA per le altre fasi del ciclo di vita retrovirale. Comunque, un'altra relazione non ha confermato la capacità di imballaggio crociato tra la FIV e RNA di HIV-1 core [32]. 
OTTIMIZZAZIONE DEL “TRANSFERT VECTOR”
Il genoma del “transfert vector” (vettore di trasferimento) contiene tutte le sequenze cis-attive necessarie per l'imballaggio (ψ), per l’inversione di trascrizione (primo sito di legame, LTRs), per l'integrazione (Attl e attr integrazione siti) e la trascrizione (5-LTR o interne eterologa promotore), così come il transgene di interesse. Diversi laboratori hanno contribuito alla conoscenza dei requisiti minimi della sequenza del vettore richiesti per l’eliminazione di sequenze virali non necessarie e/o la sostituzione di elementi gemetici ad azione cis-esogena(Figura 3). 
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Figura 3.

Illustrazione di elementi essenziali e ottimizzati contenuti nello scheletro LV transfert vector. La presenza, la locazione e l’attività ottimale dei vari elementi regolatori con azione cis [l’elemento responsivo post-trascrizionale (PRE), l’elemento responsivo-rev (RRE) o un altro elemento d’esporto nucleare(EE)] sono visualizzati. Interessante, per il miglioramento della sicurezza l’importo nucleare, esso è stato ipotizzato che il tratto polipurino centrale associato con  il sito di terminazione centrale (cPPT/CTS) è statp inserito nel centro del menoma provirale. Gli elementi di DNA con cis-azione, compresi i promoters, i modulatori enancer o di sileziamento, possono anche essere inseriti nella regione U3 deletadel 3’LTR.
INSERIMENTO DI ULTERIORI SEQUENZE DI REGOLAMENTAZIONE CON AZIONE CIS.
Al fine di aumentare l'efficienza del trasferimento genico, sono state incorporate, alcune ulteriori sequenze di regolamentazione con azione cis, nello scheletro di trasferimento vettore LV. Il tratto di Polypurine situato in posizione centrale (cPPT) in tutti i genomi LV ha dimostrato di facilitare la traslocazione nucleare del complesso di pre-integrazione e migliorare l'efficienza del vettore in entrambi le cellule in divisione e non.  Associati con il sito di terminazione centrale(CTS), che regola l’espulsione della trascrittasi inversa (RT) nel contesto specifico di sintesi del filamento inverso, il vantaggio del cPPT che agisce in cis porta vantaggio per il nucleo provirale il vantaggio è stato chiaramente dimostrato in contesti di HIV-1[51,52], SIV [53], EIAV [54] e FIV [55]. 
Un elemento putativo cPPT/CTS è stato mantenuto anche in vettori derivati da BIV[27]. Pertanto, l'introduzione di tali sequenze autologhe dentro un costrutto LV ha portato a un aumento della percentuale di cellule trasdotte. Il miglioramento dell’ espressione del transgene è stata anche facilitata con l'aggiunta di elementi che agiscono a livello postrascrizionale. L'inserimento di un elemento di regolamentazione post-trascrizionale (PRE), del “woodchuck”(piantalegno?) (WPRE) o umana (HPRE) l'epatite B virus (HBVs) ha sostanzialmente aumentato i livelli di espressione da vettori derivati da HIV-1 del transgene, del promotore e del vettore modo indipendente [56]. 

È interessante, essi hanno dimostrato che la WPRE era stata significativamente più attiva della sua controparte in HBV; questo aumento di attività può correlare con la presenza di un ulteriore sequenza con azione-cis nel WPRE il quale non è stato trovato nella HPRE. 

Sorprendentemente, mentre l'inserimento del WPRE in vettori SIV-derivati è stato inoltre mostrato in grado di aumentare l'espressione del transgene in 293T cellule, la sua presenza sembrava essere dannosa per il trasferimento genico in “Human DCs”[25]. Rispetto alla base del sistema di EIAV, l'aggiunta di sequenze WPRE ad azione-cis a vettori aumenta nettamente l’espressione genica nelle cellule scheletriche del muscolo del topo[57]. Interessante, ulteriori miglioramenti sono stati ottenuti quando WPRE è stata combinata con sequenze corrispondenti alle regioni nontradotte (UTRs) di diversi mRNA eucariote, come frammenti di ratto tau e tirosina idrossilasi 3’-UTRs e del 5’-Utr precursore dell'amiloide nell’uomo Alzheimer [58]. 
MODIFICHE DELL’LTR (LONG TERMINAL REPEAT)
Come già accennato in precedenza, la regione U3 del 5’LTR, il quale guida l’espressione della trascrizione primaria in cellule produttive, è stato sostituito da altre sequenze eterologhe promotrici, al fine di guidare la trascrizione primaria indipendente da tat.  Inoltre, alla regione U3 del 3’-LTR è anche stato deleto al fine di eliminare, in cellule bersaglio, il rischio di interferenze del promotore e di suscettibili derivazioni oncogeniche. Tali vettori LV con LTR-inattive, denominato inattivazione-propria (SIN), è stata largamente generata in contesti di HIV-1 [28,29,59,60], SIV [3,61] e EIAV [57]. Anche se l'assenza della sequenza promotrice in 3’LTR del genoma provirale integrato dovrebbe impedire il potenziale di attivazione trascrizionale a valle di un gene, un recente studio ha dimostrato alte frequenze di una lettura attraverso la trascrizione al 3’poliadenilato (-poliA) segnali provenienti dal promotore interno dei derivati SIN, HIV-1  e vettori MLV[62]. 

Un modo di tempera attraverso lettura, che è in gran parte dovuto a causa di un deficit di scissione e di poliadenilazione del vettore di trascrizione 3’LTR [63,64], si compone sommando ai segnali di polyadenylatione retrovirali altri elementi esogeni (ad esempio β-globina o SV40) [60]. Alcuni laboratori hanno guidato la trascrizione del transgene in cDNA in assenza di un promotore interno e hanno inserito elementi promotori eterologhi nel LV con la sequenza U3-soppressa. A titolo di esempio, il livello di trascrizione transgeniche derivanti dall'azione della sequenza promotrice U3 di cellule staminali murino di origine virale(MSCV) è stato aumentato in cellule staminali di tipo ematopoietiche (HSC) rispetto i promotori costitutivi interni di utilizzato classico[65,66]. L'integrazione di un elemento promotore eterologo in 3’LTR è anche stato progettato in vettori LV per l'uso in esperimenti di “genetrapping” in cui lo screening dei geni suscettibili a valle è stata una preoccupazione [67]. Inoltre, l’inserimento della cassetta transgenica di espressione (promotore e transgene) in sostituzione della regione LV U3 ha consentito la doppia strategia di espressione genica basata su SIV come sistema di espressione [68].  Al di là di queste modifiche U3, dovrebbe essere possibile ridurre la durata della regione LTR di mutanti di HIV-1 con delezioni nelle sequenze 3-R  che ancora replica in modo efficiente [69]. 
REQUISITI MINIMI PER IL SITO DI INCAPSIDAMENTO

La maggior parte dei siti LV di incapsidamento richiedono la presenza nel vettore di RNA di trasferimento di un livello minimo 5’del frammento del gene gag che contiene un tronco a strutture loop necessarie per l’attività cis-Packaging [1,8,9,24,26].  Nella maggior parte dei sistemi LV, le gag contenute in ORF in questo frammento N-terminale, che è di circa 300 a 400 paia di basi (bp) di lunghezza, sono state troncate da mutazioni puntiformi in modo che la trascrizione/traduzione di peptidi gag suscettibili emergenti in modo che non interferisca con quello del transgene.  Nel contesto della FIV, sequenze sia all'interno della 5’Utr e il 5’end di gag sono efficienti e obbligatori per “Il Packaging” (l'imballaggio) e la trasduzione [70]. Gli autori hanno ulteriormente dimostrato che il 5’distale 100 bp regione delle sequenze di gag, combinato con il 5’Utr è stato sufficiente per un efficiente imballaggio di RNA[71]. In modo simile, anche le prime 104 bp di gag BIV contenente una parte funzionale del segnale di imballaggio[27]. In caso contrario, un’RNA selezionato in vitro con alta affinità per proteine del nucleocapside di HIV-1 (NC) è stato dimostrato a mediare imballaggi in virioni di HIV-1 e potrebbe quindi essere sostituito nel sito di incapsidazione virale ψ [72,73]. Studi implicati in oncoretroviruses hanno dimostrato che “Packaging sequence” ψ (la sequenza di imballaggio) è efficiente se è rimossa dal genoma del vettore durante la trascrizione inversa, quando sono messe ripetizioni dirette [74]. 

Estendere questo a vettori LV permetterebbe di rafforzare la sicurezza attraverso alla mobilitazione vettoriale preventiva e alla diffusione delle generazione di retrovirus competenti per la ricombinazione(RCRs), che può comportare la richiesta di ψ sequenza di salvataggio. 
SEGNALI CHE DETERMINANO I VARI SPLICING ALTERNATIVI

E 'stato suggerito che il complesso di assemblaggio dello spliceosoma può partecipare all’esportazione mediata da riv, dal momento che l’attività ottimale di riv richiede la presenza di siti funzionali di giunzione sul RNA bersaglio [75]. Più di recente, è stato proposto che riv potrebbe impegnare altre sequenze virali di RNA chiamato giunzione stimolatoria dell’esone (ESE) potrebbe aumentare l'esportazione di RNA nucleare [76,77]. Gli elementi ESE sono descritti come sequenze ricche in purina di reclutamento in arginina e di proteine responsabili per il riconoscimento dell’esone [78]. Tali regioni ricche di purina sono state descritte a valle della giunzione TAT/rev dei siti dei genomi di HIV-1 [79] e SIV [25]i quali sono stati trovati ad aumentare dell'efficienza del “transfert Vector” di trasduzione derivati LV. 

In caso contrario, la rimozione dei siti di giunzione dei donatori nel transfert vector di HIV-1 ha dimostrato una maggiore resa di livelli di mRNAs citoplasmatici non spliciati [80]. Inoltre, i titoli di vettori che non contengono più la giunzione dei siti donatori(SD-) erano diminuiti rispetto a vettori +SD quando “Packaged” (confezionati) con un HIV-1 helper che fornisce rev.  Questa osservazione è stata confermata da Cui et al. [81] che hanno dimostrato che l'eliminazione dei segnali di giunzione e l'accompagnamento RRE non ha influito nei titoli del vettore.

MODULAZIONE DEL SILENZIAMENTO DELLA TRASCRIZIONE

Uno dei principali ostacoli al trasferimento di geni è il divario tra l'espressione genica di geni cellulari dai loro loci genici, che di solito si verifica a livelli adeguati, e un livello di espressione relativamente scarso ottenuto quando lo stesso gene è espresso da vettori virali integrativi, in molti casi da promotori eterologhi.

La causa del silenziamento del vettore retrovirale è stato attribuito alla metilzione de novo di sequenze delle citosine CpG dinucleotide e le successive deacetilazioni istoniche che portano a condensazione della cromatina [82]. Tuttavia, i dati da diversi studi suggeriscono che la  metilazione agisce solo in modo secondario o associati nella via del silenziamento retrovirale [83,84]. Dal analisi del trasferimento di geni retrovirali in cellule staminali, Pannell et al. [84,85] hanno speculato sulla presenza di fattori di silenziamento cellulo specifica che induce uno stato latente nell’attività dei geni prima di dare a lungo termine silenziamento e metilazione.

I retrovirus esogeni in cellule staminali potrebbero essere individuate, da un putativo 'somno complesso' inattivatore della trascrizione degli LTR-guida. Tentativi di aumentare l’espressione di geni trasdotti da retrovirus si sono concentrati sulla soppressione del noto elemento silenziatore retrovirale.

Un esempio, il virus della MSCV [86] e vettori cellulari su staminali(HSC1) [87] contenenti mutazioni nel LTRs e regioni nel sito vincolante primario(PBS), rispettivamente, sono stati sviluppati con sforzi per attenuare gli effetti del silenziamento. Anche se genomi LV contengono un livello estremamente basso di isole CpG dinucleotidi [88], la diminuzione di queste sequenze rimanenti può favorire un elevazione potenziale di trascrizione. 

Per esempio, l'uso di derivati di vettori LV SIN che non contengono la regione U3 LTR ha permesso un soppressione sostenuta del transgene [89,90]. Un recente rapporto ha mostrato che il silenziamento trascrizionale in cellule di origine murina di vettori HIV-1-derivati è stato limitato a “non-SIN transfert backbones” che ancora generano una trascrizione LTR-mediata e quindi partecipare all’ interferenza del promotore[91].  Interessante, O'Rourke et al. [92] hanno confrontato la durata di espressione da HIV1 o EIAV o vettori SIN in vari di tipi di cellule umane, tra cui incluse cellule in arresto di crescita , e scoprirono che il vettore EIAV era il più soggetto al silenziamento, probabilmente, derivato a causa della instabilità del trascritto del vettore.  Perché  vettori basati su SIN richiedono l'espressione di un promotore eterologo, dovrebbe essere rilevante per prendere in considerazione il potenziale di inattivazione trascrizionale da questi ulteriori loci promotori. La rimozione di isole CpG  da elementi promotori cellulari dovrebbe essere probabilmente tentato per la progettazione di un vettore d’entrata “harboring” con sostenuta attività evidente di espressione. Inoltre, la scelta del promotore ideale dovrebbe essere seriamente previsto con prestazioni per l’espressione ottimale a lungo termine. Un esempio, il beneficio in termini di attiva espressione sostenibile del promoter della fosfoglicerato chinasi umana (hPGK) sotto la regione promoter cis-attiva del cytomegalovirus (CMV) è stato chiaramente dimostrato nel modello di traduzione degli epatociti[89]. Un elemento promotore eterologo supplementare così come quelli derivati da genomi virali hanno partecipato a un miglioramento di espressione del transgene a lungo termine. 

Ad esempio, un vettore LV di HIV-1 contenente un promotore interno derivato dalla milza trasdotta ha sostenuto l'espressione del transgene primaria CSE in vivo [93]. Un'altra strategia concernente la regolamentazione, il silenziamento del transgene si basa sull'aggiunta di elementi positivi di regolamentazione per la cassetta d’espressione, come ad esempio il posto di controllo regioni (LCRs), cromatina insulator o siti di attacco alla matrice. La scoperta di siti ipersensibili alla DNaseI (HS) a monte del cluster β-globina umana[94,95], ha migliorato le prospettive per la terapia genica dell’emoglobinopathia umana . Questi siti HS sono regioni libere da nucleosoma di cromatina aperta altamente accessibili ai fattori trans attivanti[96,97]. 

Inoltre, questo elemento del DNA con azione cis, denominato il β-LCR, è stato segnalato per conferire posizione indipendente e espressione dipendente dal numero di esemplari. Questa regione, che è lunga 20 kbp, è stata ridotta in forme brevi di poche centinaia di paia di basi e ancora conferiscono a lungo l’attività di modulazione del silenziamento [98,99]. L'inserimento della sequenza β-LCR all'interno dei vettori LV HIV-1 è stato utile per aumentare la sintesi di specifiche proteine eritroidi di β-globina in topi transgenici[84.100.101]. 

In una situazione di espressione eterotipica, l'inserzione dentro al ‘3-LTR di SIN del vettore HIV-1 di un altro LCR specifico eritroide, ad esempio il sito da HS2 dal gene GATA-1, ha anche fatto il possibile per prevenire e evitare la down-regolazione del gene reporter eGFP nella linea eritroide[102]. In modo analogo, il locus LCR derivante dal gene umano CD2 ha conferito un vantaggio di espressione chiara in cellule di linea T contro vettori basati su HIV-1[103]. Diversi elementi isolati di cromatina sono anche stati descritti per proteggere l’espressione delle cassette dall’effetto posizione. Questi includono il core di HS4 del pollo LCR β-globina [104105], le strutture di cromatina specializzata scs e scs' costeggiano il gene di hsp70 del locus 87A7 dello shock termico in Drosophila melanogaster [106] o meno caratterizzati  vertebrati insulator BEAD-1 dal locus genico del recettore T-cell umano[107] e dagli spaziatori intragenici del gene ribosomiale RNA di Xenopus [108]. Nel contesto di vettori non-SIN, leucemia derivata Moloney (MLV), Modin et al. [109] hanno dimostrato che nessuna delle “insulator”, scs, BEAD-1 o HS4, era stato in grado di schermare un promotore interno dal effetto repressivo del “silencer” nella regione PBS. Tuttavia, i risultati ottenuti da trasduzione da SIN mediata da HIV-1 hanno confermato che l’ HS4 insulator β-globina di pollo, è stato in grado di conferire un espressione sostenibile in HSCs umane [110]. 

Studi strutturali dell’organizzazione del cromosoma hanno portato alla scoperta della matrice o regioni attaccamento “scaffold” (S/Mars), che sono sequenze di DNA che mediano il sequestro dei loop cromatina singoli ad un matrice proteica o “scaffold” in entrambi i nuclei in interfase [111.112] e in cromosomi mitotici [113]. Una funzione putativa di queste sequenze, in particolare quelli che fiancheggiano i singoli geni o “cluster” di geni, è di agire come elementi “insulator”. L'inserimento di un S/MAR del gene immunoglobuline-kappa basato su HIV-1 in vettori di trasferimento SIN aumenta notevolmente l’ efficienza di trasduzione nel fegato e negli epatociti [114.115]. Inoltre, l’elemento β-S/MAR interferone umano inserito nello stesso tipo di vettore LV ne è risultato un aumento di durata e di tempo dell’espressione del transgene umano HSCs[110]. Questi autori osservarono anche un effetto sinergico quando questo elemento S/MAR fu stato associato in un costrutto LV con un HS4 “insulator”. Questa sinergia d'azione con questi due elementi silenziatori è stata anche descritta in cellule staminali embrionali umane trasdotte con HIV-1- in cui la riduzione della variabilità di espressione del transgene è stato chiaramente osservato [116].

BERSAGLIARE LA TRASCRIZIONE 

Per migliorare notevolmente e/o dirigere specificatamente l’espressione transgenica LV in un particolare tipo di cellula o di organi, alcuni laboratori hanno utilizzato promotori tessuto-specifici e elementi potenziatori del promotore.  Già descritto concernente l’espressione genica specifica della linea eritroide, Moreau-Gaudry et al. [117] confrontando l'efficienza di espressione del transgene con vettori HIV-1 SIN contenenti diversi promotori specifici eritroidi (ankyrin-1, α-spectrina, β-globina o ζ-globina) o stimolatori (GATA-1 autoregulatory elemento, β-globina LCR, introne I8 dal gene 5-aminolevulinato sintasi o α-globina HS40) di risorse di cellule ematopoietiche staminali umane e di topo. I più alti livelli di espressione sono stati ottenuti quando il promotore ankyrin-1 è stato utilizzato in combinazione con due stimolatori in tandem (il GATA-1/HS40 o la I8/HS40 potenziatore). L'aggiunta di sequenze introniche di γ-globina verso il promotore ankyrin-1 ha ulteriormente aumentato l’espressione vettoriale [118]. Inoltre, per la valorizzazione dell’espressione genica eritroide mediata da LV, guidata da un altro elemento promotore/potenziatore chimerico (ankyrin-1 / α-globina HS40), è anche stata riportata in un modello di protoporfiria eritropoietica dove il cDNA della ferrocatalase (FECH) è stato usato in esperimenti di riparazione genetica [119]. 

Per conseguire la presentazione cellulare dell’antigene (APC-specifica) espressione del transgene, Cui et al. [120] hanno approfittato del fatto che i grandi complessi genici istocompatibilità di classe II (MHCII) sono espressi in modo selettivo APCs e molto in DCs dopo la differenziazione e la maturazione. Utilizzando il modello NOD/SCID mouse engraftment, essi dimostrarono l’espressione selettiva del transgene in MHCII+  le cellule umane con un HIV-1 vector SIN “harboring” promotore HLA-DR α specifici per MHCII umani.
Una specifica espressione in cellule CD4+ è stata recentemente realizzata mediante l'inserimento in un vettore derivato da HIV-1 dell’elemento di silenziamento genico CD4[121]. L'aggiunta di questo elemento di regolamentazione all’unità trascrizionale CD4 mediata dal costrutto LV ha portato alla restrizione dell’espressione nelle cellule T CD4+ in topi e ricostituita ex vivo in cellule umane T trasdotte. In ordine con specifici geni esogeni bersaglio delle cellule endoteliali (ECs) di tumori vasali, De Palma et al. [122] hanno progettato da HIV-1 SIN con vettori promotori e sequenze “enancer” (potenziatore)  da geni preferenzialmente espressi in ECs, come ad esempio il fattore di crescita endoteliale vascolare recettore FLK-1, il recettore per l’angiopoietina Tie2, il recettore endoteliale  tirosin-chinasi Tie1, oltre le molecole di adesione vascolare endoteliale caderina e molecole di adesione intercellulare 2. Essi hanno scoperto elementi trascrizionali trasportati da vettori nel gene Tie2 ha ottenuto notevoli specificità di espressione eGFP in ECS in vitro e in vivo. 

Vettori LV basato su HIV-1 contenenti promotori neurone specifici sono anche stati valutati per l’espressione transgene specifico nel sistema nervoso centrale (CNS). 

Utilizzando il promotore specifico neurale Enolasi, sono state osservate il 30% in più cellule eGFPpositive osservate nel ippocampo striato del topo che con il promotore CMV [123]. Inoltre, il 90% delle cellule CNS trasdotte dal vettore LV controllato dal promotore neuronale sono neuroni. Per quanto riguarda il trasferimento di geni nelle cellule della retina, l'uso del promotore rodopsina in un vettore di HIV-1 ha portato non solo a espressione fotorecettore specifica, ma anche a un aumento livelli di espressione che con promotori costitutivi tali come CMV [124], o quelli derivanti dal PGK di topo e i geni del fattore di allungamento umana-1 (hEF1)[125]. In vivo la consegna del gene a cellule fotorecettrici è importante per la terapia genica della malattia ereditaria degenerativa della retina perché la maggior parte dei geni identificati finora responsabili di degenerazione retinica sono espressi in particolari cellule fotorecettrici[126]. Considerando la consegna sistemica di HIV-1 vettori che contengono elementi promotore costitutivi ha portato alla trasduzione di vari tessuti del mouse, e.g. fegato, milza e midollo osseo, l'uso del promotore albumina ha ridotto l'espressione di transgenica in epatociti [127]. Inoltre, Oertel et al. [128] osservarono che l’espressione a lungo termine nel fegato di ratto è stato raggiunto quando il transgene è stato trainato dal “enancer/promotore”, dell’albumina fegato-specifico ma era silenziato quando è stato utilizzato il promotore CMV. 

Inoltre, risultati recenti hanno dimostrato la possibilità di utilizzare una unità di espressione LV-trasducente contenente il promotore di ratto α-fetoproteina per limitare il suicidio del gene sensibile per cellule umane di epatocarcinoma [129].Le cellule del cancro alla prostata esprimono un antigene ben caratterizzato, antigene prostata specifico (PSA). PSA è stato dimostrato di essere un marcatore tumorale sensibile e specifico per lo screening e di valutazione del cancro [130] ed è utilizzato come un indicatore della malattia e della terapia in risposta al cancro della prostata [131].  In un paziente è stato inserito un vettore con promotore PSA basato su HIV-1 e ha guidato l’attività transgenica efficientemente in cellule della prostata con efficacia e specificità soddisfacente in esperimenti in vitro e in vivo[132]. Più di recente, il vettore del promotore PSA basato su HIV-1 è stato utilizzato per fornire la tossina difterica A in un gene della cellula tumorale di prostata, e ha mostrato promettenti eradicazioni tessuto-specifico di cellule carcinoma della prostata in coltura cellulare e in un modello di tumore del topo [133]. Singole cellule embrionali di topo sono state tradotte in vitro con vettori ricombinanti SIN HIV-1 per generare topi transgenici che trasportano il gene reporter eGFP in un specifico comparto tissutale[134]. Topi generati usando vettori LV con specifici promotori di muscolo (miogenina ) e dei linfociti T ( lck prossimale) esprimono elevati livelli di eGFP solo nel tipo di cellula appropriata. 

REGOLAMENTO TRASCRIZIONALE

Una caratteristica importante di tutti i vettori di trasferimento di geni umani dovrebbe essere la possibilità di regolare l’espressione del transgene. Tra i sistemi di induzione più utilizzati, le tetracicline basate come approccio di espressione sono state recentemente adattate per il regolamento trascrizionale del vettore di trasferimento derivato da HIV-1[135-140]. Per applicazioni di terapia genica, la situazione per una induzione basata, relativa alla fornitura di antibiotici (Tet-attivo), naturalmente, è preferito essere basato sul silenzio ai pazienti costantemente trattati con antibiotici, in cui l'induzione dovrebbe essere eseguita da tetraciclina-ritiro (Tet-inattivo). Con l'eccezione di due relazioni [136.140],  tutte le tetracicline-inducibili di vettori di HIV-1 elencati nella letteratura sono stati costruiti utilizzando il sistema di induzione Tet-attivo. Gli autori hanno dimostrato che il sistema d’espressione basato su tetracicline applicato per il trasferimento di geni in vettori HIV-1 consentono un espressione inducibile su almeno due ordini di grandezza. 

Inoltre, hanno trovato un livello stabile dose-dipendente per l’espressione del transgene che è rapidamente acceso e spento. La consegna di induttori trans-attivanti (tTA o rtTA per sistemi rispettivamente Tet-attivo e Tet-inattivo,) e l’operatore cis-induttore (elemento Tet-sensibile, TRE) che controllano la trascrizione del trasgene è stato progettato attraverso un singolo o un duplice vettore d’espressione che contengono questi due elementi genetici inducibili separatamente o meno. 

Dal confronto di analisi, alcuni laboratori hanno dimostrato un chiaro vantaggio sotto il sistema vettoriale duplice di un pezzo di trasduzione. In realtà, anche se la strategia binaria impone la necessità che ogni cellula bersaglio di destinazione dovrà essere efficacemente trasdotta da due vettori, a quanto pare, tuttavia, è meno efficiente al confronto con il sistema su un singolo vettore d’espressione il quale, pertanto, è più adatto ai parametri di induzione desiderati. Una avanzata progettazione di regolazione con tetraciclina è recentemente stata applicata nel contesto LV in cui l'uso di un transattivatore codone-ottimizzato tetraciclina ha dimostrato di ridurre in maniera significativa l’efficienza in diversi tipi di cellule [138.141]. Un altro modo per regolamentare il segnale transgenico è quello di utilizzare provirus impostato, al fine di spegnere l'espressione al momento necessario. Sistemi ricombinatori come ad esempio la progettazione della nucleasi Cre-loxP  è già stata tentata nel modello di trasferimento genico basato su LV , dove le sequenze loxP cis-attive sono state generalmente introdotti nella regione U3-deleta dei LTR-3 [142-144]. In un modo simile, il sistema di ricombinazione sito specifico FLP-FRT dal Saccharomyces cerevisiae si è rivelato uno strumento potente e efficace per la generazione di multiple linee cellulari produttrici derivati da MLV[145]. 
PROGETTAZIONE DI ESPRESSIONE GENICA MULTIPLA

In aggiunta ai sistemi inducibili di espressione già descritti, vi sono diverse situazioni nella progettazione di trasferimento genico LV che ha reso necessaria l'espressione di più di un trasgene all'interno della stessa cellula bersaglio di destinazione. Più comunemente, tali applicazioni sono state tentate con vettori “harboring” con cassette d’espressione bicistroniche. Una di queste situazioni consiste di co-esprimere il trasgene di interesse con un gene reporter, al fine di seguire l'espressione in massa di popolazioni di cellule e/o per arricchire positivamente le cellule trasdotte. Un esempio, di settaggio in vitro nel test di complementazione in cellule di un paziente sofferente della sindrome del deficit di glicoproteina per i carboidrati(CDGS), abbiamo costruito un vettore d’espressione bicistronica HIV-1, con il gene eGFP espressi a valle nel sito d’ entrata interno del ribosoma (IRES), del virus dell’encefalopatia miocardica. Attraverso questi studi, mirati a conferme genetiche e biochimiche a monte di  caratterizzazioni generate in laboratorio del dottor S. Moore, abbiamo seguito in cellule primarie e trasformate di un paziente l'espressione di cDNAs che codificano per due enzimi umaniche partecipano al processo di N-glicosilazione [146.147]. Un'altra strategia per arricchire una popolazione di cellule tradotte stabilita nell'espressione di geni mutanti farmaco-resistenti. Per la protoporfiria eritropoietica in applicazioni ex vivo, Richard et al. [148] hanno co-espresso il trasgene di interesse, vale a dire il FECH cDNA umano, con un mutante resistente al farmaco alchilante umano 0(6)-methylguanine DNA-methyltransferase. È stato osservato un chiaro arricchimento in cellule ematopoietiche tradotte e ha confermato che queste cellule sono state efficacemente protette da tossicità da farmaci e corrette per il deficit enzimatico. Infine, altre situazioni per l'uso di un duplice sistema di espressione genica potrebbe emergere dalla necessità di alcune applicazioni di terapia genica per esprimere più di un gene. Ad esempio, una sostituzione della strategia della dopamina è stata studiata in un modello animale come un trattamento del Morbo di Parkinson in cui tre diversi enzimi sintetici catecholaminergici sono stati consegnati da un unico vettore basato su EIAV[149]. 

Inoltre, Mitta et al. [143] hanno costruito un vettore di trasferimento derivante da HIV-1 che contiene una cassetta di espressione tricistronica per l’espressione coordinata di un massimo di tre transgeni. Come già accennato sopra, cassette di espressione inserite nella regione U3-deleta dei 3’LTR può essere duplicata dopo la genesi provirale e perciò può consentire un miglioramento dell’espressione del transgene [68]. Tuttavia, un tale sistema non è più auto-inattivante. Sfruttando il segnale di splicing naturale di HIV-1, un laboratorio ha progettato vettori multigenici autologhi di mRNA che sono generati da più di una singola unità di trascrizione [150.151].  Un'altra possibile alternativa consiste nell’espressione di proteine di fusione ibride che conterranno due distinti transgeni. 

Un tale costrutto è già stato descritto nel contesto di trasferimento genico mediato da LV. Murthy et al. [152] hanno espresso da un vettore derivato da HIV-1 un composto di proteine di fusione dai domini biologicamente attivi endostatina18 umana e proteine kringle-5 sia per inibire la proliferazione delle cellule endoteliali sia per inibire la migrazione. Inoltre, la consegna di vettori basati su LV di proteine di fusione eGFP/VP22 nella CNS ha permesso il trasporto tra le cellule neuronali tramite assoni [123], come herpes simplex virus di tipo I la proteina VP22 ha dimostrato di facilitare il trasporto intracellulare di proteine. 
TRASCRIZIONE DIPENDENTE DALLA RNA POLIMERASI III

L’RNA interference (RNAi) sta diventando un importante strumento per lo studio dei processi biologici attraverso la genetica inversa. In tale processo evolutivo conservato di un gene di silenziamento, un complesso di silenziamento indotto da RNA utilizza piccoli RNAs di interferenza(siRNAs) per clivare l'obiettivo mRNA nella sequenza omologa, dando luogo a una diminuzione allo stato stazionario dei livelli di trascrizione [153]. Espressione di vettori a DNA sono stati sviluppati per esprimere siRNAs hairpin o duplex (forcine o accoppiamenti doppi), che occupano i promotori della classe di III tipo di RNA polimerasi per guidare l'espressione di siRNA molecole[154-156]. Una corta forcella “hairpin” RNAs (shRNAs) è stata consegnata alle cellule usando una traduzione mediata da LV e la loro trascrizione originata dall’unità trascrizionale U6 polimerasi III [157.158]. Nel loro rapporto di modello d’espressione genica (eGFP e luciferase), gli autori osservarono una chiara riduzione della espressione genica nel trasformato o in cellule primarie umane. Un'altra relazione ha inoltre dimostrato che shRNAs consegnati da LV sono in grado di specificare,  un espressione genica di silenziamento altamente stabile e funzionale in una varietà di tipi di cellule umane e in topi transgenici [159]. Utilizzando una consegna di siRNA mediata da LV, un laboratorio ha provato il tentativo di generare topi “knock down” (abbattere) in cui l'espressione di un gene specifico è sostanzialmente down-regolato [160]. In un supplementare costrutto d’espressione basato su LV, la trascrizione di derivati eGFP shRNAs da un altro promotore dipendente dalla polimerasi III, per esempio il promotore H1-RNA, è efficace anche per la consegna di interferire RNAs [161]. Questi autori hanno dimostrato in questo “paper” che il silenziamento è stata dose-dipendente, si è verificato già 72 ore post-trasduzione, e persistente per almeno 25 giorni. Scherr et al. [162] hanno analizzato gli aspetti cinetici e quantitativi di RNAi di mammiferi in diverse linee cellulari utilizzando costrutti LV con la cassetta d’espressione shRNA situata nella regione U3 dei LTR. Utilizzando il eGFP come  “gene targhet” per RNAi e la proteina fluorescente rossa come marker surrogato per l’espressione intracellulare siRNA, essi hanno dimostrato che a lungo termine siRNA media una stabile espressione RNAi.

Dedicata a strategie di vaccino contro l'AIDS, un costrutto anti-REV siRNA è stato anche introdotto in un vettore LV basato su HIV-1[163]. 
In vitro lo stimolo di HIV-1 macrofagotropico e di cellule T tropico su macrofagi e cel T che esprimono siRNA, rispettivamente, ha mostrato marcata resistenza virale. Un altro rapporto ha anche espresso da un vettore derivato da HIV-1 una breve molecola virale RNA HIV-1, per esempio come un ribozima anti-CCR5, un richiamo di localizzazione nucleolare TAR RNA come pure l’espressione della polimerasi III-siRNAs, tutti i chiaramente indotti con protezione virale[164]. Da un lavoro parallelo, il blocco dell’espressione di CCR5 via siRNAs la trasduzione mediata da LV ha fornito una sostanziale protezione delle popolazioni di linfociti da infezione virale di HIV-1 CCR5 tropico, ma solo un effetto minimo sulla infezione del virus CXCR4-tropico[165]. Dirac e Bernards [166] hanno messo a punto un vettore LV che dirige la sintesi di una specifica p53-shRNA. Nei fibroblasti embrionali di topo, l'induzione di senescenza, che normalmente richiede la presenza di p53, è stato ostacolato quando le cellule sono state precedentemente trasdotte, mettendo in evidenza l'efficacia del  processo di silenziamento genico di mediato da LV RNAi. L’uso del silenziamento del gene p53 mediato da LV siRNA, la trasduzione è stata anche descritta da un altro gruppo in entrambi dividendo e non-dividendo le cellule umane con simile down-regolazione della capacità del gene[167]. 
OSSERVAZIONI CONCLUSIVE

Come accennato in questa recensione, molti sforzi sono stati intrapresi nel contesto di vettori a base di LV per ottimizzare le rese di produzione e l'efficienza del trasferimento genico riducendo il numero delle sequenze virali. Concomitante con i  requisiti di biosicurezza che saranno imposte dalla agenzie di regolamentazione, vettori LV sono prodotti in modo che non siano sensibili RCRs che possono sorgere in lotti di vettori.

In aggiunta alle modifiche genetiche che hanno consentito una riduzione del numero delle sequenze virali, un altro limite al loro uso nel corso degli studi clinici sarà l'obbligo di produzione utilizzando le procedure operative standard. Anche se la procedura transitoria di trasfezione consente ad un efficiente e sicuro vettore di produzione di HIV-1, la generazione di vettori clinicamente accettabili in ultima analisi, richiedono linee cellulari produttrici stabili. Ciò elimina il rischio di ricombinazione omologa tra il plasmide trasfettate, così come il problema del trasporto oltre che il vettore plasmide di DNA nel lotto. Inoltre, faciliterà la standardizzazione e scaling-up del vettore di produzione. Diversi gruppi hanno descritto l'isolamento e la caratterizzazione di linee di cellule che producono vettori di HIV-1 con proteine originali env [31168-171], VSVG-pseudotypes [172-177], o derivati da glicoproteine oncoretroviruses [178]. Il fatto che la proteasi e proteine riv LV e la glicoproteina VSV/G sono citotossici o citostatici quando costitutivamente espressi [179180] ha ordinato l'uso di sistemi di espressione inducibile. Due sistemi regolamentati differentemente per rispondere alle tetracicline[170-175] o ecdisone [176177] sono stati pertanto utilizzati a tal fine con produzione di vettore soddisfacente. 
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