Изучение взаимодействия клеточного белка NONO с интегразой ВИЧ-1
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ВИЧ-инфекция, одна из самых масштабных эпидемий конца XX – начала XXI века, вызывается вирусом иммунодефицита человека первого типа (ВИЧ-1), который поражает иммунную систему организма. В настоящее время для лечения ВИЧ-инфицированных пациентов используется терапия, направленная на подавление вирусных ферментов, однако, высокая изменчивость вируса, приводящая к появлению лекарственно-устойчивых штаммов, обуславливает необходимость поиска новых ингибиторов ВИЧ-1. Перспективным направлением является поиск ингибиторов взаимодействия вирусных ферментов с клеточными белками-партнерами, необходимыми для размножения вируса. Поскольку клеточные белки не обладают такой высокой изменчивостью, ингибирование подобных взаимодействий в перспективе исключало бы развитие резистентности к ингибиторам.

Стадия интеграции вирусной ДНК в клеточную – одна из ключевых в репликативном цикле ВИЧ-1, поэтому катализирующий её вирусный фермент – интеграза (ИН) считается одной из самых привлекательных мишеней для создания ингибиторов ВИЧ-1. ИН связывается с концами вирусной ДНК и отщепляет с 3’-конца каждой из цепей динуклеотид GT [1] (реакция 3'-процессинга), после чего катализирует встраивание процессированной вирусной ДНК в клеточную (перенос цепи). Предполагается, что одним из партнеров ИН является белок SFPQ, который участвует во многих клеточных процессах, например, в сплайсинге, репарации ДНК и других. SFPQ может связываться с ИН и влиять на её активность [2]. Известно, что партнером SFPQ в клетке является структурно гомологичный ему белок NONO. Целью настоящей работы было изучение участия NONO во взаимодействии с ИН.
Для получения рекомбинантного белка NONO были подобраны условия его экспрессии в E.coli и очистки с помощью аффинной хроматографии. Был проведен эксперимент по со-осаждению ИН и NONO на аффинной смоле, результаты которого визуализировали с помощью метода вестерн-блот. Показано, что NONO, в отличие от SFPQ, не связывается с ИН.  Изучение влияния белка NONO на каталитическую активность интегразы ВИЧ-1 проводили с использованием 21-звенного ДНК-дуплекса, представляющего собой концевую последовательность вирусной ДНК. За эффективностью реакции 3’-процессинга следили по появлению 19-звенного продукта реакции, а за эффективностью реакции встраивания - по появлению более длинных продуктов. Продукты реакции анализировали при помощи гель-электрофореза в полиакриламидном геле в денатурирующих условиях. Обнаружено, что NONO не влияет на протекание реакций, катализируемых ИН. Было проведено парное выравнивание аминокислотных последовательностей белков SFPQ и NONO, а также наложение их третичных структур. В соответствии с результатами, было высказано предположение, о том, какие именно домены и участки в SFPQ ответственны за связывание с ИН.
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