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Îäíîé èç îñíîâíûõ ïðîáëåì â áîðüáå ñ ÂÈ×-èíôåêöèåé ÿâëÿåòñÿ áûñòðîå âîçíèê-
íîâåíèå óñòîé÷èâûõ ôîðì âèðóñà ê ëåêàðñòâåííûì ñðåäñòâàì íà îñíîâå èíãèáèòîðîâ
âèðóñíûõ ôåðìåíòîâ. Ïîýòîìó ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà èí-
ãèáèòîðîâ, ïðåäîòâðàùàþùèõ ôîðìèðîâàíèå ôóíêöèîíàëüíî-çíà÷èìûõ êîìïëåêñîâ âè-
ðóñíûõ ôåðìåíòîâ ñ êëåòî÷íûìè áåëêàìè. Îäíàêî, äëÿ ýòîãî íåîáõîäèìî ïîíèìàòü
ìåõàíèçì ýòèõ âçàèìîäåéñòâèé è ñòðóêòóðó êîìëåêñîâ. Íåäàâíî ñòàëî èçâåñòíî, ÷òî
âèðóñíûé ôåðìåíò èíòåãðàçà (ÈÍ) îáðàçóåò êîìïëåêñ ñ êëåòî÷íûì áåëêîì Ku70, ÷òî
ïðåäîòâðàùàåò ïðîòåîñîìíóþ äåãðàäàöèþ ÈÍ. Öåëüþ ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ
èçó÷åíèå ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûõ îñîáåííîñòåé êîìïëåêñà IN/Ku70.

Íàìè áûëè ïîëó÷åíû ïðîêàðèîòè÷åñêèå êîíñòðóöèè äëÿ ýêñïðåññèè èíòåãðàçû (ïîë-
íîðàçìåðíûé áåëîê (IN_wt), êàòàëèòè÷åñêàÿ ñóáúåäèíèöà ñ C-êîíöåâûì ôðàãìåíòîì
(IN_CC) è Ñ-êîíöåâîé ôðàãìåíò (IN_C)) è áåëêà Ku70 (ïîëíîðàçìåðíûé (Ku70_wt),
N-êîíöåâîé ôðàãìåíò ñ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé ïåòëåé è ÷àñòüþ ñ-êîíöåâîãî ôðàãìåíòà
(Ku70_del1), N-êîíöåâîé ôðàãìåíò ñ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé ïåòëåé (Ku70_del2)). Áûëà
îïòèìèçèðîâàíà ïðîöåäóðà íàðàáîòêè è âûäåëåíèÿ èç êëåòîê E.coli ïîëíîðàçìåðíîãî
áåëêà Ku è åãî äåëåöèîííûõ ìóòàíòîâ, ÷òî ïîçâîëèëî íàì ñíèçèòü óðîâåíü ïðîòåîëèçà
áåëêîâ è äîñòè÷ü ìàêñèìàëüíîãî âûõîäà ðàñòâîðèìûõ ôîðì áåëêà. Ïîëó÷åíèå î÷èùåí-
íûõ ïðåïàðàòîâ îñóùåñòâëÿëè õðîìàòîãðàôèåé íà àôôèíûõ êîëîíêàõ (Ni-NTA- èëè
ãëóòàòèîí-ñåôàðîçà). Ñ ïîëó÷åííûìè áåëêàìè áûëè ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòû ïî ñâÿ-
çûâàíèþ ìåòîäàìè His6-tag èëè GST-ïðåöèïèòàöèè.

Â íàøèõ óñëîâèÿõ IN_wt ïðîÿâëÿëà íàèáîëüøåå ñðîäñòâî ïî îòíîøåíèþ ê äåëåöèîí-
íîìó ìóòàíòó Ku70_del2. Êîíñòàíòà äèññîöèàöèè äàííîãî êîìïëåêñà ñîñòàâèëà 70±13
íÌ. Äëÿ îñòàëüíûõ âàðèàíòîâ Ku70_wt è Ku70_del1 àôôèííîñòü ê ïîëíîðàçìåðíîé
èíòåãðàçå áûëà íèæå. Òàêæå áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî C-êîíöåâîé ôðàãìåíò èíòåãðàçû
âçàèìîäåéñòâóåò ñ Ku70 (â òîì ÷èñëå è ñ äåëåöèîííûì ìóòàíòîì Ku_del2) ñëàáåå, ÷åì
áåëîê äèêîãî òèïà. Ïðè ýòîì, Ku_del2 íà÷èíàë âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ C-êîíöåâûì ôðàã-
ìåíòîì èíòåãðàçû ïðè áîëåå íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîëíîðàçìåðíûì
Ku70.

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî Ñ-êîíöåâîé ôðàãìåíò èíòåãðàçû, èñïîëü-
çîâàííûé â äàííîé ðàáîòå, íå äîñòàòî÷åí äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ íàòèâíîãî êîìïëåêñà
ÈÍ/Ku70. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû ïëàíèðóåì óâåëè÷èòü äàííûé ôðàãìåíò äî ìèíèìàëüíîãî
íåîáõîäèìîãî è äîñòàòî÷íîãî ó÷àñòêà. Ñî ñòîðîíû Ku70 äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ïðî÷íîãî
êîìïëåêñà ñ èíòåãðàçîé ÂÈ×-1 äîñòàòî÷íûì ÿâëÿåòñÿ N-êîíöåâîé ôðàãìåíò, âêëþ÷à-
þùèé â ñåáÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùóþ ïåòëþ.
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