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Проблема поиска новых мишеней для ингибирования развития вируса иммунодефицита человека (ВИЧ-1) остается одной из важнейших задач современных молекулярной биологии и биоорганической химии. Разработка эффективных методов подавления вирусной инфекции невозможна без подробного изучения механизма репликации вируса и функционирования его ферментов.
Вирус иммунодефицита человека содержит три фермента: протеазу, обратную транскриптазу (ОТ) и интегразу (ИН). ОТ осуществляет синтез ДНК копии вирусной РНК (обратная транскрипция). Затем эта ДНК связывается ИН в составе прединтеграционного комплекса, который поступает в ядро клетки, где при помощи ИН происходит встраивание данной вирусной ДНК в геном клетки-хозяина. Из данных литературы известно, что ИН взаимодействует с ОТ, причем основную роль в этом взаимодействии играет С-концевой домен ИН. Также предполагается, что взаимодействие двух ферментов может стабилизироваться образованием дисульфидных связей между ними. В пользу этого предположения говорит тот факт, что замена цистеина 130 в каталитическом домене ИН приводит к остановке обратной транскрипции в клетках. Возможно, что замена С130S может нарушить взаимодействие между ферментами, а также сказаться на активности самой ИН.
Целью данной работы являлось изучение влияния мутации C130S в составе ИН на ее активность и взаимодействие с ОТ. Изучена ДНК-связывающая активность мутантного препарата ИН, определена константа диссоциации. Также изучена кинетика первой стадии интеграции и определена ее начальная скорость, а также значения максимальной скорости Vmax и константы Михаэлиса Km. Исследовано влияние ИН (C130S и дикого типа) на РНКазную и полимеразные активности ОТ. Кроме этого, проведено исследование влияния замены С130S на непосредственное взаимодействие ИН и ОТ методом pull-down.
Работа выполнена при поддержке Российского фонда фундаментальных исследований (гранты 11-04-01004_а и 12-04-31630-мол_а).
