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В основе структурной организации интегразы ВИЧ-1 лежит тетрамер, сформированный двумя 
димерами белка. В составе этого тетрамера каталитический домен одной из субъединиц первого 
димера взаимодействует с N-концевым доменом субъединицы из второго димера. Именно тетра-
мерная структура позволяет правильно позиционировать два конца вирусной ДНК относительно 
ДНК клетки и осуществлять каталитические функции интегразы – 3′-процессинг и перенос цепи. 
Однако в ходе репликативного цикла ВИЧ-1 интеграза отвечает не только за этап интеграции: 
она участвует в обратной транскрипции, а также необходима на стадии формирования капсида 
вновь образуемых вирионов. Предполагается, что интеграза ВИЧ-1 является структурно-дина-
мичным белком, и от ее структуры зависят ее биологические функции. Соответственно, изуче-
ние взаимодействий между доменами интегразы, обеспечивающими ее структуру, важно для 
понимания ее множественных функций. В настоящей работе исследована роль трех аминокис-
лот каталитического домена, I182, R187 и K188, из области контакта двух димеров интегразы в 
структуре тетрамера в протекании стадий обратной транскрипции и интеграции. Установлено, 
что остаток R187 чрезвычайно важен для формирования правильной структуры интегразы, необ-
ходимой на всех этапах ее функциональной активности. Остаток I182 необходим для успешной 
интеграции и не важен для обратной транскрипции, а остаток K188, наоборот, участвует в фор-
мировании структуры интегразы, важной для эффективной обратной транскрипции.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: вирус иммунодефицита человека типа  1, интеграза, интеграция, обратная 
транскрипция.
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ВВЕДЕНИЕ

Вирус иммунодефицита человека первого 
типа (ВИЧ-1) относится к семейству ретровиру-
сов, он поражает иммунную систему человека, 
вызывая ВИЧ-инфекцию и СПИД. Жизненный 

цикл ВИЧ-1 начинается с проникновения вируса 
в клетку, за которым следует синтез ДНК-копии 
вирусной РНК, осуществляемый вирусной обрат-
ной транскриптазой (ОТ). Этот процесс происходит 
внутри вирусного капсида в составе сложного РНК-
белкового комплекса, в который входит вирусная 
РНК и ферменты: ОТ и интеграза (ИН). ИН связы-
вает синтезированную ДНК-копию и катализи-
рует две последовательные реакции  – отщепле-
ние динуклеотида  GT с 3′-концов вирусной ДНК 
(3′-процессинг) и последующее ее встраивание в 
ДНК инфицированной клетки (перенос цепи). Про-
цесс интеграции – это важнейшая каталитическая 
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функция  ИН в репликативном цикле вируса. За-
мены аминокислот активного центра ИН, D64, 
D116 и E152, приводят к полной потере ее катали-
тической активности и инактивации вируса  [1]. 
Однако показано, что замены некоторых других 
аминокислот не влияют на каталитическую ак-
тивность  ИН, но тем не менее существенно сни-
жают инфекционность вируса. Это связано с тем, 
что ИН участвует в разных стадиях жизненного 
цикла ВИЧ-1 и взаимодействует с разными вирус-
ными и клеточными белками [2].

Так, известно, что ИН и ОТ взаимодействуют 
между собой  [3], и нарушение этого взаимодей-
ствия в результате аминокислотных замен в  ИН 
отрицательно влияет на эффективность обратной 
транскрипции, при этом количество ОТ и вирус-
ной РНК в вирионе остается на уровне вируса 
дикого типа  [4–6]. Эксперименты с использова-
нием метода CLIP-seq продемонстрировали, что 
ИН непосредственно взаимодействует с вирусной 
геномной РНК [7]. Эти взаимодействия влияют на 
морфологию вирусных частиц, при их нарушении 
рибонуклеопротеиновый комплекс обнаруживает-
ся вне оболочки капсида, часто оказывается ассо-
циирован с вирусной мембраной. Неправильная 
локализация вирусного генома также может быть 
причиной нарушения обратной транскрипции [7]. 
Предполагается и еще один косвенный механизм 
влияния ИН на эффективность обратной тран-
скрипции. Показано, что аминокислотная замена 
C130S в ИН приводит к уменьшению уровня вирус-
ного капсида в цитоплазме и снижению его ста-
бильности. Возможно, это обусловлено тем, что у 
вируса с мутантной ИН снижено включение в со-
став вириона циклофилина А (CypA) – клеточного 
кофактора капсидного белка ВИЧ-1 [8].

Установлено также, что стадия репарации 
повреждений клеточного генома, возникающих в 
результате интеграции в него вирусной ДНК, обес-
печивается в результате взаимодействия ИН с кле-
точными белками [9, 10]. Таким образом, функции 
ИН в жизненном цикле ВИЧ-1 не ограничиваются 
только интеграцией, она обладает и другими важ-
ными некаталитическими функциями.

ИН ВИЧ-1 относится к классу полинуклео-
тидтрансфераз и имеет трехдоменную структур-
ную организацию. N-Концевой домен (1–50  а.о.) 
содержит консервативный ННСС-мотив, коорди-
нирующий ион цинка. Каталитический домен 
(51–212 а.о.) включает активный центр фермента, 
представляющий собой мотив  DD35E, аминокис-
лоты которого координируют два иона магния. 
С-Концевой домен (213–288 а.о.) богат положи-
тельно заряженными аминокислотами и обладает 
SH3-подобной структурой [11].

В настоящее время полная структура ИН ВИЧ-1 
не определена. Однако структура комплекса ИН с 

вирусной ДНК, в составе которого происходит ин-
теграция вирусной ДНК в клеточную и который 
называется интасомой, реконструирована на ос-
новании структур, полученных для других ретро-
вирусов. В ней ИН обладает тетрамерной [12, 13] 
или гексадекамерной структурой, причем гекса-
декамер сформирован из четырех тетрамеров [14].

В структуре интасомы ВИЧ-1, предложенной в 
работе Passos  et  al.  [13], ИН  представлена в виде 
тетрамера, составленного из двух димеров. В каж-
дом из димеров одна субъединица предоставляет 
активный центр для катализа, а другая – участву-
ет в поддержании структуры интасомы. При этом 
каталитические домены тех субъединиц, которые 
формируют активные центры, сближены с N-кон-
цевыми доменами противоположных субъединиц. 
Эти пограничные области взаимодействия катали-
тического и N-концевого доменов ИН также сбли-
жены и с вирусной ДНК. Соответственно, амино-
кислоты, расположенные в области междоменного 
контакта, могут быть вовлечены в разные взаимо-
действия, осуществляемые ИН, и влиять на раз-
ные процессы, в которых она участвует. Так, ранее 
было показано, что замены некоторых аминокис-
лот участка 180–188 существенно снижают эффек-
тивность обратной транскрипции, возможно, из-за 
нарушения связывания мутантных вариантов ИН 
с  ОТ и/или нарушения мультимерной структу-
ры ИН [15].

В настоящей работе мы проанализировали 
влияние замен аминокислот I182А, R187А и K188А 
на эффективность обратной транскрипции и инте-
грации, а также, получив рекомбинантные белки, 
детально исследовали влияние этих замен на ка-
талитические функции ИН, ее способность связы-
вать ДНК и РНК, ее взаимодействие с ОТ и мульти-
меризацию. Обнаружено, что все эти замены в той 
или иной мере действительно влияют на репли-
кативную способность вируса, однако причины 
этого влияния у разных мутантов различны.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Плазмиды, олигонуклеотиды и ферменты. 
В  работе были использованы следующие плаз-
миды: pLTRLuc, кодирующая геном псевдовируса, 
представленный репортерным геном люцифе-
разы светлячка; pCMVΔ8.2R, кодирующая вирус-
ные белки за исключением Env («Addgene», США); 
pCMV-VSVG, кодирующая белок оболочки вируса 
везикулярного стоматита («Addgene»); pET-15b_ИН, 
кодирующая интегразу ВИЧ-1 с His6-тагом на N-кон-
це; pGGW-GST-IN, кодирующая интегразу ВИЧ-1 с 
GST-тагом на N-конце; получена на основе вектора 
pGGW-GST. Варианты pCMVΔ8.2R_mut, pET-15b_ИН 
и  pGGW-GST-IN с мутациями в гене интегразы 
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(замены I182A, R187A и K188А) получены методом 
Quick Change II сайт-направленного мутагенеза 
(«Agilent Technologies», США) с использованием 
праймеров, представленных в табл. 1.

Также в табл. 1 представлены олигонуклеоти-
ды U5B, U5B-2 и U5A, формирующие ДНК-субстраты 
ИН для тестирования ее каталитической и ДНК/
РНК-связывающей активности.

Приводим последовательность рибоолиго-
нуклеотида, формирующего шпильку TAR (TAR-
РНК) – gggucucucugguuagaccagaucugagccugggagcucu
cuggcuaacuagggaaccc.

В работе были использованы следующие фер-
менты: ИН ВИЧ-1 дикого типа (ИН_wt) и с замена-
ми аминокислот I182A, R187A и K188А (ИН_I182A, 
ИН_R187A и ИН_K188A) с His6-тагом на N-конце; 
выделяли по методике, описанной ранее [16], соот-
ветствующие белки с GST-тагом на N-конце; выде-
ляли по методике, описанной ниже в подразделе 
«Экспрессия и выделение ИН с GST-тагом».

Обратная транскриптаза ВИЧ-1 гетеродимер 
р51/р66 с His6-тагом на N-конце каждой субъеди-
ницы любезно предоставлена к.б.н. В.Т. Валуевым-
Эллистоном (Институт молекулярной биологии 
им. В.А. Энгельгардта РАН, Москва, Россия).

Ведение клеточной культуры. Клетки 
HEK 293Т культивировали в среде DMEM, содержа-
щей 10% FBS, 100 МЕ/мл пенициллина и 100 мкг/мл 
стрептомицина («Invitrogen», США), в инкубаторе 
с температурой 37 °C и увлажненной атмосферой, 
содержащей 5% CO2.

Подготовка ВИЧ-подобных псевдовирус-
ных частиц. Сборку ВИЧ-подобных псевдовирус-
ных частиц проводили согласно ранее опублико-
ванной методике [17]. Для этого клетки HEK 293Т 
котрансфицировали тремя плазмидами: pLTRLuc, 
кодирующей люциферазу светлячка, pCMVΔ8.2R 
или pCMVΔ8.2R-mut, содержащей соответствующие 

мутации в гене ИН, и pCMV-VSVG, используя каль-
ций-фосфатную трансфекцию. Через 48 ч собирали 
супернатанты, псевдовирусы концентрировали 
центрифугированием при 30 000 g в течение 2 ч и 
ресуспендировали в PBS. Уровень р24 определяли 
с помощью ИФА-набора ВИЧ-1 «р24-антиген» («Век-
тор Бест», Россия).

Трансдукция клеток. Клетки HEK 293Т инфи-
цировали добавлением псевдовирусов в клеточ-
ную среду в конечной концентрации 100  пг  р24 
на 105 клеток. Клетки собирали через 24 ч после 
инфицирования, подсчитывали количество клеток 
и измеряли активность люциферазы в клеточных 
лизатах с использованием считывателя микро-
планшетов SYNERGY H1 («BioTek», США) и набора 
системы анализа люциферазы («Promega», США). 
Полученные данные нормализовали по количе-
ству клеток.

Количественный ПЦР. Через 24 ч после транс-
дукции клеток HEK 293Т псевдовирусными части-
цами выделяли суммарную фракцию ДНК и опре-
деляли количество общей и интегрированной 
вирусной ДНК, как описано ранее [18].

Экспрессия и выделение ИН с GST-тагом. Для 
получения ИН_wt и ее мутантных форм ИН_I182A, 
ИН_R187A и ИН_K188A, несущих N-концевую GST-
метку, клетки CodonPlus Escherichia coli BL21(DE3) 
трансформировали плазмидой, кодирующей 
GST-IN (pGGW-GST-IN) или ее мутантным вариан-
том; ночную культуру (10 мл) переносили в 300 мл 
среды 2,5%  LB («VWR», США), и культуру клеток 
выращивали до поглощения 0,8 при 600 нм. Экс-
прессию рекомбинантного белка индуцировали 
добавлением 1  мМ  ИПТГ, продукцию белка осу-
ществляли в течение 16 ч при 18 °С. Затем клетки 
центрифугировали (40 мин, 4 °С, 4000 об./мин), ре-
суспендировали в 80 мл буфера А (50 мМ Tris-HCl 
(рН 7,8); 1 М NaCl; 10% глицерин; 4 мМ β-меркапто-

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные в работе

Название Последовательность праймеров (5′→3′)

I182As сcccttttcttttaaaattgtgggcgaatactgccatttgtactgctg

I182Aas сagcagtacaaatggcagtattcgcccacaattttaaaagaaaagggg

R187As аatggcagtattcatccacaattttaaagcaaaaggggggattggg

R187Aas cccaatccccccttttgctttaaaattgtggatgaatactgccatt

K188As ccccaatcccccctgctcttttaaaattgtggatgaatactgc

K188Aas gcagtattcatccacaattttaaaagagcaggggggattgggg

U5B gtgtggaaaatctctagcagt

U5B-2 gtgtggaaaatctctagca

U5A actgctagagattttccacac
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этанол) и подвергали обработке ультразвуком. По-
сле этого нерастворимый клеточный дебрис уда-
ляли центрифугированием (30 мин, 4 °С, 10 000 g), 
а супернатант добавляли к  1  мл глутатион-сефа-
розы («Thermo Scientific», США), уравновешенной 
буфером А, и инкубировали 3 ч при 4 °С. Затем 
смолу трижды промывали 50 мл буфера А. Белок 
элюировали 1 мл буфера Б (50 мМ Tris-HCl (рН 7,8); 
1 М NaCl; 10% глицерин; 4 мМ β-меркаптоэтанол; 
50 мМ глутатион) в нескольких фракциях. Элюаты 
белков диализировались в буфере A. Перед замо-
раживанием к образцам был добавлен глицерин 
до концентрации 20%.

Анализ обмена субъединиц ИН. Анализ 
субъединичного обмена был выполнен, как 
описано ранее  [19]. Смешивали ИН c GST-тагом 
(100  нМ) и ИН с His6-тагом (100 или 200  нМ) и 
инкубировали в буфере  B (20  мМ  HEPES (pH  7,5); 
100  мМ  NaCl; 7,5  мМ  MgCl2; 2  мМ  β-меркаптоэта
нол и 0,1% (v/v) NP-40) в течение 60 мин при ком-
натной температуре. Образцы центрифугировали 
в течение 2  мин при 1000 g для удаления неспе-
цифических агрегатов. Супернатанты инкубиро-
вали c глутатион-сефарозой, предварительно об-
работанной 0,1 мг/мл БСА, в течение 60 мин при 
комнатной температуре. После инкубации смолу 
промывали, а связанные белки элюировали буфе-
ром  Г (50  мМ  Tris-HCl (рН  6,8); 1%  SDS; 10%  гли- 
церин; 100 мМ β-меркаптоэтанол; 0,0025% бромфе-
ноловый синий). Элюат анализировали с помощью 
вестерн-блота.

Получение радиоактивно меченых субстра-
тов ИН и TAR-РНК. Для получения радиоактивно 
меченых ДНК-субстратов ИН и TAR-РНК проводили 
5′-фосфорилирование 10 пмоль олигонуклеотидов 
U5B, U5B-2 или TAR-РНК, используя 2 пмоль [γ-32P]
АТФ и Т4-полинуклеотидкиназу (10  единиц ак-
тивности), в течение 60  мин при  37 °С. Реакцию 
останавливали добавлением 2 мкл 0,25 М ЭДТА, 
добавляли 10  пмоль комплементарного олиго-
нуклеотида  U5A (только для получения ДНК-суб-
стратов ИН) и 20 мкл 3M CH3COONa; объем смеси 
доводили до 100  мкл milli-Q H2O. Затем Т4-поли-
нуклеотидкиназу экстрагировали 100  мкл смеси 
фенол/хлороформ/изоамиловый спирт (25/24/1), и 
радиоактивно меченый ДНК-субстрат или TAR-РНК 
осаждали спиртом. Радиоактивность измеряли по 
Черенкову на счетчике Delta-300 («Tracor», Нидер-
ланды).

Определение каталитической активности ИН.  
Для реакции 3′-концевого процессинга использова-
ли 5 нМ ДНК-дуплекс [5′-32Р] U5B/U5A; для реакции 
переноса цепи – 10 нМ ДНК-дуплекс [5′-32Р] U5B-2/
U5A. Эти дуплексы инкубировали со 100–800 нМ 
ИН в буфере, содержащем 20  мМ  Hepes (pH 7,2), 
7,5 мМ MgCl2 и 1 мМ ДТТ, при 37 °С в течение 1 ч, 
как описано в работе Shadrina et al. [20]. ДНК осаж-

дали и анализировали электрофорезом в 20%-ном 
денатурирующем  ПААГ. Гель визуализировали 
на приборе GE  Typhoon FLA  9500 PhosphorImager 
(«Molecular Dynamics», США). Эффективность 
3′-концевого процессинга определяли по соотноше-
нию интенсивностей полос, соответствующих U5B 
и  U5B-2; переноса цепи  – полос, соответствую-
щих  U5B-2 и более высоко идущим продуктам с 
использованием программы ImageQuantTM 5.0.

Анализ взаимодействия ИН с ДНК-субстра-
том и TAR-РНК методом торможения в геле. Ин-
кубировали 5 нМ 32Р-меченные ДНК-субстрат U5B/
U5A или TAR-РНК с белками ИН_wt, ИН_I182_A, 
ИН_R187A и ИН_K188A в концентрации, возраста-
ющей в интервале от 0 до 500 нМ, в 20 мкл буфе-
ра (20 мМ Hepes (pH 7,2); 7,5 мМ MgCl2; 1 мМ ДТТ; 
10% глицерин; 50 мМ NaCl) в течение 30 мин 
при  20 °C, после чего смеси помещали в лед.  
Сформированные комплексы анализировали ме-
тодом гель-электрофореза в 8%-ном ПААГ при 60 V 
в течение 3–4 ч в буфере, содержащем 20 мМ Tris-
acetate (pH 7,2) и 7,5 мМ MgCl2, при 4 °C. Гель вы- 
сушивали и визуализировали на приборе 
GE Typhoon FLA 9500 PhosphorImager. Определяли 
эффективность образования комплекса ИН/TAR-
РНК или ИН/ДНК в  (%) при изменении концен-
трации фермента с использованием программы 
ImageQuantTM 5.0. Данные, полученные по резуль-
татам трех экспериментов, аппроксимировали 
с помощью уравнения (1):

[эффективность образования комплекса, %] =

= 
Bmax ⋅ [ИН]
KД + [ИН] ,	

(1)

c использованием программы GraphPad Prism 8.0.1, 
где Вmax  – максимальная эффективность связыва-
ния, [ИН] – концентрация ИН в нМ, KД – константа 
диссоциации в нМ, и рассчитывали значения кон-
станты диссоциации KД.

Анализ взаимодействия ИН с ОТ методом  
соосаждения. Для оценки взаимодействия ИН_wt 
и ее мутантов ИН_I182A, R187A, K188A c  ОТ ис-
пользовали метод соосаждения белков на глута-
тион-сефарозе. Для этого ИН с GST-тагом полу-
чали, как описано выше, но не элюировали с 
глутатион-сефарозы. Для определения количества 
иммобилизованной ИН фракции глутатион-сефа-
розы (10, 20, 30 мкл) обрабатывали элюирующим 
буфером, содержащим 50 мМ Tris-HCl (pH 6,8), 
1% SDS, 10% глицерина, 100 мМ β-меркаптоэтанол, 
~0,0025%  бромфеноловый синий, нагревали до 
90 °C в течение 5 мин и анализировали с помощью 
гель-электрофореза в 12%-ном ПААГ по Лэммли. 
Гель прокрашивали Кумасси, и количество ИН 
оценивали относительно нанесенных на этот же 
гель образцов ИН с известной концентрацией.  
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Далее, количество глутатион-сефарозы, содержа-
щее 50 пмоль ИН, инкубировали с 50 пмоль His6-ОТ 
в 250 мкл буфера, содержащего 20 мМ Hepes 
(pH 7,5), 2 мМ MgCl2, 100 мМ NaCl, 27,5 мМ CH3COOK, 
0,5% (w/v) Triton X-100, при 4 °C в течение 30 мин 
при перемешивании. После этого смолу дважды 
отмывали 600 мкл того же буфера. Связанные со 
смолой белки элюировали буфером, содержащим 
50 мМ Tris-HCl (pH 6,8), 1% SDS, 10% глицерина, 
100 мМ β-меркаптоэтанол, ~0,0025%  бромфеноло-
вый синий, при нагревании до 90 °C в течение 
5 мин и разделяли в 12%-ном ПААГ по Лэммли с 
последующим вестерн-блот-анализом.

Вестерн-блот-анализ. Образцы белка анали-
зировали на наличие GST- или His6-метки с кро-
личьими анти-GST («Sigma», США) и мышиными 
анти-His6-антителами («Sigma») соответственно. 
В  качестве вторичных антител использовали 
конъюгированные с пероксидазой хрена антитела 
к мыши («Sigma») и к кролику («Sigma») соответ-
ственно. Визуализацию специфических белковых 
полос осуществляли с использованием субстрата 
Clarity Western  ECL («Bio-Rad», США) с помощью 
прибора ChemiDoc MP («Bio-Rad»).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние аминокислотных замен I182A, R187A  
и K188A в составе интегразы на эффективность 
ранних стадий репликации ВИЧ-1. Для анализа 
роли аминокислот I182, R187 и K188 ИН в репли-
кации вируса мы использовали VSV-G-псевдотипи-
рованный репликативно некомпетентный вектор 
на основе ВИЧ-1  [17], который является удобной 
моделью для изучения ранних этапов жизненного 
цикла вируса: обратной транскрипции и интегра-
ции. Сборка псевдовирусных частиц осуществля-
лась путем трансфекции клеток HEK  293T тремя 
плазмидами, кодирующими: 1) G-белок вируса 
везикулярного стоматита  (VSV), 2) геном псевдо-
вируса, в котором вирусные гены заменены на 
репортерный ген люциферазы светлячка, находя-
щийся под контролем вирусного LTR-промотора, 
3) структурные белки для формирования капсида 
вирусной частицы и ферменты ВИЧ-1. Для полу-
чения векторов с мутантными вариантами  ИН, 
содержащими замены исследуемых аминокислот 
на аланин, в плазмиду, кодирующую  ИН, вводи-
лись соответствующие мутации методом сайт-
направленного мутагенеза. У  всех полученных 
вирусных частиц определяли уровень р24. Клетки 
HEK 293Т трансдуцировали, добавляя псевдовирус-
ные частицы в конечной концентрации 100 пг р24 
на 105 клеток (при этом множественность инфек-
ции  (MOI) была равна единице). За  эффективно-
стью трансдукции клеток HEK 293T псевдовирус-

ными частицами следили по уровню экспрессии 
люциферазы светлячка.

Для всех псевдовирусов с мутантными вари-
антами ИН мы обнаружили снижение продукции 
люциферазы, по сравнению с вектором, содержа-
щим ИН дикого типа (ИН_wt) (рис.  1). Наиболь-
ший эффект оказывала мутация  R187A  – сигнал 
люминесценции был снижен в  50  раз. Эти дан-
ные согласуются с описанными ранее в рабо-
тах Takahata et al. [21] и Lu et al. [22]. Замена I182A 
также оказывала существенное влияние на репли-
кацию вируса – сигнал люминесценции снижался 
в  10  раз. Замена  K188A приводила к снижению 
продукции люциферазы в 1,5 раза. Таким образом, 
можно сказать, что исследуемые нами аминокис-
лоты ИН действительно играют важную роль на 
ранних этапах репликации ВИЧ-1 – обратной тран-
скрипции или интеграции ВИЧ-1.

Влияние аминокислотных замен в инте-
гразе на стадии обратной транскрипции и ин-
теграции. Для выяснения конкретной стадии, 
на которую влияют замены I182А, R187А и K188А 
в структуре  ИН, использовали метод Alu-специ-
фичного ПЦР [18] и измеряли уровень тотальной 
вирусной кДНК и интегрированной кДНК в клет-
ках после трансдукции псевдовирусными части-
цами дикого типа и с заменами в  ИН  (рис.  2).  

Рис. 1. Относительный уровень люминесценции 
люциферазы светлячка в клетках, трансдуцирован-
ных псевдовирусами с ИН дикого типа (ИН_wt) и 
ее мутантными вариантами: ИН_I182A, ИН_R187A 
и  ИН_K188A. Сигнал люциферазы измеряли через 
24  ч после трансдукции, и результаты нормализова-
ли на экспрессию люциферазы псевдовируса с ИН_wt. 
Представлены средние значения трех независимых 
экспериментов. Значимость определялась двусторон-
ним дисперсионным анализом с поправкой Шидака 
на множественные сравнения; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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Изменение уровня всей вирусной кДНК указыва-
ет на изменение эффективности обратной тран-
скрипции, а интегрированной кДНК – интеграции.

Оказалось, что замена R187A приводит к сни-
жению эффективности обеих стадий: обратной 
транскрипции и интеграции. При этом влияние 
замены R187A на интеграцию оказалось сильнее: 
количество интегрированной вирусной кДНК сни-
жалось в 10 раз, а общей вирусной кДНК – только 
в 1,8 раз. Замена  I182A влияла только на стадию 
интеграции, снижая количество интегрированной 
кДНК в 3 раза. Замена K188A приводила к сниже-
нию количества общей вирусной кДНК в 1,5 раза 
и практически не влияла на стадию интеграции. 
Детектируемое незначительное уменьшение 
уровня интегрированной ДНК, скорее всего, свя-
зано с пониженным уровнем тотальной вирус-
ной ДНК (рис. 2, a).

Таким образом, аминокислотные замены 
I182А, R187А и K188А в составе ИН влияют на раз-
ные этапы репликации вируса. Для выяснения 
причин этого влияния мы проанализировали 
эффект этих замен на каталитическую актив-
ность  ИН, ее способность связывать ДНК и РНК, 
а также на ее взаимодействие с ОТ.

Характеристика каталитической активно-
сти мутантных вариантов ИН. Для исследования 
влияния аминокислотных замен на свойства ИН 
методом сайт-направленного мутагенеза были 
получены векторы для прокариотической экс-
прессии вариантов  ИН с заменами I182A, R187A 
и  K188A. Все мутантные белки содержали на 
N-конце His6-таг для очистки на Ni-NTA-агарозе. 

Степень чистоты полученных препаратов ИН со-
ставила не менее 90%.

В процессе репликации вируса ИН осущест-
вляет две последовательные реакции: 3′-концевой 
процессинг, при котором происходит отщепле-
ние динуклеотида  GT с 3′-концов вирусной ДНК, 
и перенос цепи, который заключается во встраи-
вании процессированной вирусной ДНК в кле-
точную  ДНК. Обе эти реакции можно имитиро-
вать in vitro по стандартным методикам [20]. Для 
проведения реакции 3′-процессинга in vitro был 
использован дуплекс [5′-32P]  U5B/U5A, последова-
тельность которого соответствует концевой по-
следовательности фрагмента  U5 вирусной кДНК. 
На 5′-конец процессируемой цепи U5B, которая в 
результате реакции превращалась в укороченный 
на два нуклеотида продукт, была введена радио-
активная метка. В реакции переноса цепи в каче-
стве и субстрата, и мишени использовался дуплекс 
[5′-32Р]  U5B-2/U5A, в котором цепь  U5B уже была 
укорочена на два нуклеотида (U5B-2).

Мы проверили каталитическую активность 
мутантных вариантов ИН в реакции 3′-процессин-
га  (рис.  3,  а) и переноса цепи  (рис.  3,  б), исполь-
зуя разные концентрации белка. Каталитическая 
активность ИН_K188A сохранялась на уровне фер-
мента дикого типа (ИН_wt) (рис. 3, а – дорожки 4, 5 
и 2, 3 соответственно; рис. 3, б – дорожки 2, 3 и 8, 9 
соответственно). Активность ИН_I182A была сни-
жена на  50% по сравнению с ИН дикого типа 
(рис. 3, а – дорожки 6–9; рис. 3, б – дорожки 4, 5). 
ИН_R187A оказалась каталитически не активна в 
реакции переноса цепи  (рис. 3, б  – дорожки 6, 7) 

Рис. 2. Относительное количество общей вирусной кДНК  (а) и интегрированной вирусной кДНК  (б) после 
трансдукции клеток HEK 293T псевдовирусами с ИН_wt и мутантными белками. Представлены средние зна-
чения трех независимых экспериментов. Значимость определялась двусторонним дисперсионным анализом 
с поправкой Шидака на множественные сравнения; *** p < 0,001; ns – не значимо
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и проявляла не более 10% активности по сравне-
нию с ИН_wt в реакции 3′-процессинга (рис. 3, а – 
дорожки 10–13).

Характеристика ДНК-связывающей актив-
ности мутантных вариантов ИН. Каталитическая 
активность ИН зависит как от структуры ее актив-
ного центра, так и от способности связывать ДНК-
субстрат. Мы проверили способность мутантных 
вариантов ИН связывать 21-звенный ДНК-субстрат 
(дуплекс [5′-32P]  U5B/U5A). На  рис. 4, а и в табл. 2 
представлены результаты связывания ДНК-суб-
страта для всех исследуемых вариантов ИН, полу-
ченные методом торможения в геле.

Все исследуемые аминокислотные замены ока-
зывали влияние на эффективность образования 

комплекса ИН с ДНК-субстратом, однако это влия-
ние заметно различалось (рис. 4, а). Замена R187A 
вызвала очень сильное снижение эффективно-
сти связывания ДНК – KД увеличилась более чем 
в 13 раз по сравнению с ИН дикого типа (табл. 2). 
Замена I182A тоже ухудшала связывание ДНК, но в 
меньшей степени – KД возросла почти в 9 раз. При 
этом, несмотря на 100-кратный избыток белков, по 
сравнению с ДНК, нам не удалось достичь 100%-
ной эффективности образования комплекса  ИН 
с ДНК. Замена K188A не оказывала заметного влия-
ния на эффективность связывания субстрата – КД 
была в 2,4 раза выше, чем для ИН дикого типа, но 
эта мутация не препятствовала 100%-ному связы-
ванию ДНК уже при концентрации ИН 350–400 нМ.

Рис. 3. Электрофоретический анализ каталитической активности ИН_wt и мутантов ИН_I182A, ИН_R187A, 
ИН_K188A в реакциях 3′-процессинга (а) и переноса цепи (б). а – Дуплекс U5B/U5A без ИН (дорожка 1); в присут-
ствии ИН_wt (дорожки 2, 3); в присутствии ИН_K188A (дорожки 4, 5); в присутствии ИН_I182A (дорожки 6–9); 
в присутствии ИН_R187А (дорожки 10–13). Реакцию проводили с 5 нМ ДНК-дуплексом и увеличивающимися 
концентрациями ИН: 100 нМ (дорожки 2, 4, 6, 10); 200 нМ (дорожки 3, 5, 7, 11); 400 нМ (дорожки 8, 12) и 800 нМ 
(дорожки 9, 13). б – Дуплекс U5B-2/U5A без ИН (дорожка 1); в присутствии ИН_wt (дорожки 2, 3); в присутствии 
ИН_K182A (дорожки 4, 5); в присутствии ИН_I187A (дорожки 6, 7); присутствии ИН_R188А (дорожки 8, 9). Реак-
цию проводили с 10 нМ ДНК-дуплексом и концентрациями ИН: 100 нМ (дорожки 2, 4, 6, 8) и 200 нМ (дорож-
ки 3, 5, 7, 9)

Таблица 2. Константы диссоциации комплексов ИН с ДНК и РНК

ИН ИН_wt ИН_I182A ИН_R187A ИН_K188A

KД (ИН/ДНК), нМ 25 ± 3 220 ± 60 330 ± 20 60 ± 5

KД (ИН/РНК), нМ 21 ± 5 67 ± 17 82 ± 12 36 ± 3
Примечание. Приведено среднее значение со стандартным отклонением, полученное по результатам как ми-
нимум трех независимых экспериментов.
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Характеристика РНК-связывающей актив-
ности мутантных ИН. Установлено, что ИН непо-
средственно взаимодействует с вирусной геном-
ной РНК, и аминокислотные замены в ИН, которые 
ухудшают это связывание, приводят к образова-
нию неинфекционных вирионов [6, 23]. При этом 
ИН проявляет явное предпочтение к отдельным 
структурным элементам вирусной РНК, например, 
к шпильке TAR (Trans Activation Response) [7].

Мы проверили, как замены I182A, R187A 
и  K188A в  ИН влияют на ее РНК-связывающую 
способность. Для этого мы использовали фраг-
мент РНК ВИЧ-1 – TAR-РНК, к которой, как указано 
выше, ИН имеет повышенное сродство. Оказалось, 
что, как и в случае с ДНК, все мутации снижали 
эффективность связывания, однако это снижение 
было не столь сильным (рис. 4, б). Для ИН_I182A и 
ИН_R187A KД увеличивалась в 3,1 и в 3,9 раз соот-
ветственно, а замена  K188A снижала эффектив-
ность связывания в 1,7 раза (табл. 2).

Влияние замен I182A, R187A, K188A на взаи-
модействие ИН с обратной транскриптазой. Для 

проверки влияния аминокислотных замен в  ИН 
на ее взаимодействие с ОТ использовали рекомби-
нантные белки: ИН с GST-тагом и ОТ с His6-тагом. 
ОТ  инкубировали с разными вариантами  ИН, 
затем проводили осаждение образовавшихся 
комплексов на глутатион-сефарозе и с помощью 
вестерн-блот-анализа определяли количество ОТ, 
соосажденной с ИН_wt и всеми мутантными бел-
ками. Оказалось, что ни одна из аминокислотных 
замен в ИН не оказывает заметного влияния на ее 
взаимодействие с ОТ (рис. 5).

Влияние замен I182A, R187A, K188A в ИН на 
ее мультимеризацию. Предполагается, что ИН 
ВИЧ-1 является структурно-динамичным белком 
и способна образовывать множество олигомер-
ных форм в растворе. В связи с этим мы исследо-
вали, как замены I182A, R187A и K188A влияют на 
динамическое равновесие между субъединица-
ми ИН. Для этого мы использовали метод обмена 
субъединицами, аналогичный предложенному в 
работе McKee et al. [19]. ИН_wt c GST-тагом инкуби-
ровали с ИН_wt или мутантными вариантами ИН,  

Рис. 4. Влияние аминокислотных замен I182A, R187A и K188A в ИН на эффективность ее связывания с ДНК-суб-
стратом и с TAR-РНК. a – Кривые связывания ИН с ДНК-дуплексом U5B/U5A, полученные методом торможения 
в геле. 5 нМ ДНК-субстрат инкубировали с ИН в разных концентрациях: 0, 25, 50, 100, 200 и 500 нМ. б – Кривые 
связывания ИН с TAR-РНК, полученные методом торможения в геле. 5 нМ TAR-РНК инкубировали с ИН в раз-
ных концентрациях: 0, 25, 50, 100, 200, 500 нМ
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содержащими His6-таг, затем проводили осаж-
дение образовавшихся комплексов на глутати-
он-сефарозе и с помощью вестерн-блот-анализа 
определяли количество соосажденного белка с 
His6-тагом, который должен соосаждаться, только 
если эффективно происходит обмен субъедини-
цами. Оказалось, что только замена  R187A нару-
шала динамический обмен между субъединицами 
(рис. 6; дорожки 5 и 6), замены аминокислот I182 
и K188 ему не препятствовали (рис. 6; дорожки 3, 4 
и 7, 8 соответственно).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Аминокислоты каталитического домена  ИН, 
находящиеся на стыке взаимодействия с N-кон-
цевым доменом, в том числе консервативный 
мотив  186KRK188, давно являются предметом 
исследований. Предполагалось, что этот мотив 
является сигналом ядерной локализации ИН [24]. 
Однако это предположение еще в 2000 году было 
опровергнуто, и было показано, что мутации в 
этом регионе приводят к существенному сни-
жению эффективности обратной транскрип-
ции  [25]. Это подтверждалось и в последующих 

работах [6, 22]. В ряде работ установлено участие 
аминокислот этого региона в мультимеризации 
ИН  [12, 15, 19, 26], и именно с этим связывалось 
их влияние на репликацию вируса. Elliott et al. [6] 
и Kessl et al. [7] показали, что нарушение тетраме-
ризации ИН, вызванное мутациями R187A и K188E, 
препятствует ее связыванию с вирусной РНК, что 
приводит к нарушению морфологии вириона и за 
счет этого влияет на репликацию вируса. Влия-
ние на мультимеризацию  ИН остатка  I182 спе-
циально не изучалось, но было обнаружено, что 
замена  I182А снижает эффективность обратной 
транскрипции [21].

Мы решили более детально выяснить при-
чины ухудшения обратной транскрипции при 
заменах аминокислот, находящихся на стыке 
взаимодействия каталитического и N-концевого 
доменов двух димеров  ИН в структуре ее тетра-
мера, и выбрали аминокислоты I182, R187 и K188. 
По данным рентгеноструктурного анализа, все они 
направлены в сторону N-концевого домена другой 
субъединицы [PDB 5U1C [13]] и, следовательно, мо-
гут участвовать в образовании тетрамера (рис. 7). 
Все исследуемые аминокислоты были заменены 
на аланин, поскольку мы посчитали, что исполь-
зованная ранее замена K188E [6] может слишком 

Рис. 5. Анализ взаимодействия  ОТ с  ИН дикого типа (ИН_wt) и с заменами I182A, R187A, K188A, содержащи-
ми N-концевой GST-таг, методом соосаждения на глутатион-сефарозе. ОT  при отсутствии  ИН (дорожка 1); 
ОT в присутствии ИН_wt (дорожка 2); ОT в присутствии ИН_I182A (дорожка 3); ОT в присутствии ИН_R187A (до-
рожка 4); ОT в присутствии ИН_K188A (дорожка 5). Инкубация ИН и ОТ в концентрации 250 нM проводилась  
в течение 30 мин при 4 °С

Рис. 6. Анализ эффективности обмена субъединицами для ИН_wt и с заменами I182A, R187A и K188A. 100 нМ 
GST-ИН инкубировали в течение 2 ч при комнатной температуре с белками, содержащими His6-таг: ИН_wt (до-
рожки 1, 2), ИН_K182A (дорожки 3, 4), ИН_I187A (дорожки 5, 6), ИН_R188А (дорожки 7, 8). Концентрации белков 
с His6-тагом: 100 нМ (дорожки 1, 3, 5, 7) и 200 нМ (дорожки 2, 4, 6, 8). Дорожка 9 – контроль без GST-ИН
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сильно менять общую структуру  ИН и не позво-
ляет выяснить роль только одной аминокислоты.

В первую очередь с использованием псевдо-
вирусных частиц мы подтвердили, что эти амино-
кислоты действительно важны для эффективной 
репликации вируса. Однако при определении 
стадии, которая нарушается при заменах иссле-
дуемых аминокислот, выяснилось, что не все за-
мены влияют на обратную транскрипцию. Заме-
на  R187А существенно снижала эффективность 
обратной транскрипции, замена K188A вызывала 
незначительное снижение, а замена I182A вообще 
не влияла на эту стадию. Помимо этого, мы впер-
вые установили, что замены I182A и R187А сильно 
снижают эффективность интеграции (рис. 2). Для 
того чтобы выяснить причины такого поведения 
мутантных псевдовирусов, мы получили реком-
бинантные варианты ИН с этими же заменами 
и исследовали их свойства.

В соответствии с литературными данными [6], 
замена  R187A приводила к нарушению мульти-
меризации  ИН  (рис.  6) и существенно снижала 
аффинность ИН к РНК (рис. 4, б; табл. 2). Именно 
эти два фактора, очевидно, объясняют зафиксиро-
ванную в нашей работе низкую эффективность об-
ратной транскрипции в случае этой замены в ИН. 
Отметим, однако, что мы не обнаружили влияния 
замены R187A на связывание ИН с ОТ (рис. 5). Это 
указывает на необязательность мультимерного 
состояния ИН для ее взаимодействия с ОТ. Кроме 
того, мы впервые установили, что замена  R187A 
очень сильно подавляет способность  ИН связы-
вать ДНК-субстрат (рис. 4, а) и, соответственно, ка-
тализировать встраивание вирусной ДНК в геном 
клетки  (рис.  2,  б). Столь драматическое влияние 
замены R187A на функции ИН можно объяснить 
двумя причинами. Так, гуанидиновая группа 
остатка R187 может образовывать бидентантные 

Рис. 7. Расположение аминокислот I182, R187 и K188 в структуре ИН (по данным Passos et al. [13] (PDB 5U1C)). 
а – Структура тетрамера ИН ВИЧ-1. Разными цветами отмечены отдельные субъединицы ИН. б – Прямоуголь-
ником выделено и увеличено место расположения аминокислот I182, R187 и  K188 (выделены ярко-желтым) 
каталитического домена одной субъединицы (выделен зеленым) и N-концевого домена другой субъединицы 
(выделен бирюзовым). в–д – Окружение аминокислот I182, R187 и K188 соответственно
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водородные связи [27] с карбонильным кисло-
родом боковой цепи остатка N18 (рис. 7, г). Одна-
ко более вероятно альтернативное образование 
водородных связей гуанидиновой группировки с 
карбонильным кислородом в пептидной цепи у 
остатка H16, которое раньше было предсказано в 
работах Hare et al. [12] и Passos et al. [13]. Этот оста-
ток гистидина входит в состав важного структур-
ного HHCC-мотива N-концевого домена ИН. Кроме 
того, предсказана водородная связь остатка R187 с 
вирусной ДНК [13]. Именно поэтому замена R187A 
оказывает такое существенное влияние. Таким 
образом, аминокислота R187 несет важную функ-
цию, обеспечивающую правильную структуру ИН, 
необходимую как для каталитических, так и нека-
талитических ее функций.

В отличие от замены R187A, замена K188A не 
влияла на эффективность интеграции, что согла-
суется с тем, что ИН_K188A проявляла такую же 
каталитическую активность в реакциях 3′-про-
цессинга и переноса цепи, как и ИН_wt (рис. 3), 
хотя мы и наблюдали незначительное снижение 
аффинности ИН_K188A к ДНК-субстрату  (табл. 2). 
Небольшое снижение количества интегрирован-
ной ДНК (рис. 2) является следствием некоторого 
снижения уровня общей вирусной ДНК, вызван-
ного заменой  K188A, что согласуется с данными 
литературы [6]. Учитывая, что мы не обнаружили 
влияния замены K188A ни на связывание ИН с 
обратной транскриптазой, ни на мультимериза-
цию ИН, объяснить негативное влияние этой за-
мены на обратную транскрипцию можно только 
некоторым снижением аффинности ИН_К188А к 
TAR-РНК (табл. 2). Аминогруппа K188 может обра-
зовывать солевой мостик с карбоксильной груп-
пой D25 из N-концевого домена (рис. 7, д). Очевид-
но, это взаимодействие важно для правильного 
связывания РНК. Можно предположить, что заме-
на K188A влияет не столько на способность ИН свя-
зывать РНК (аффинность падает незначительно), 
сколько на правильную структуру РНК-белкового 
комплекса. Соответственно, нарушение структуры 
этого комплекса изменяет морфологию вирусных 
частиц, что и вызывает ухудшение обратной тран-
скрипции [6]. Надо, однако, заметить, что это нару-
шение крайне незначительно и приводит лишь к 
небольшому снижению уровня вирусной тоталь-
ной кДНК.

Наиболее неожиданные результаты были 
получены при анализе роли  I182 в функцио-
нировании  ИН. В  нашей работе, как и в работе 
Takahata  et  al.  [21], замена  I182A существенно 
снижала инфекционность вируса, но не за счет 
ухудшения обратной транскрипции, а за счет низ-
кой эффективности интеграции  (рис.  2). Анализ 
свойств рекомбинантного белка ИН_I182А пока-
зал, что у него существенно понижена ДНК-свя-

зывающая способность (табл. 2) и каталитическая  
активность  (рис.  3). Это хорошо объясняет низ-
кий уровень интегрированной кДНК  (рис. 2, б). 
Вероятно, это происходит из-за нарушения гидро
фобных взаимодействий боковой цепи I182 с Y15, 
которые важны для формирования правильной 
структуры ИН. Заметим, однако, что структурные 
нарушения, вызванные заменой  I182A, не столь 
серьезны, как при замене  R187А. Замена  I182A 
не нарушает мультимеризацию  ИН (в отличие 
от  R187А) и не влияет на ее связывание с  ОТ.  
Интересно, что замена I182A приводит к 3-кратно-
му снижению аффинности ИН к TAR-РНК (табл. 2), 
но никак не влияет на эффективность обратной 
транскрипции. Возможно, ИН_I182A связыва-
ет РНК хуже, но структура образующихся комплек-
сов такова, что не нарушает морфологию вирус-
ных частиц, и, соответственно, мы не наблюдаем 
снижения уровня тотальной вирусной кДНК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

ИН ВИЧ-1 – это один из основных ферментов 
вируса, поэтому ее структура и функции являются 
предметом исследований на протяжении мно-
гих лет. В  результате появляются все новые дан-
ные, доказывающие многообразие функций этого 
фермента. Однако некаталитические функции  
ИН ВИЧ-1 все еще остаются недостаточно изучен-
ными. Предполагалось, что замены исследуемых 
нами аминокислот I182, R187 и K188, находящихся 
на стыке каталитического и N-концевого доменов 
двух разных субъединиц  ИН, влияют именно на 
ее некаталитические функции, т.е. относятся к так 
называемому II классу мутаций ИН, в отличие от 
мутаций I  класса, влияющих на каталитические 
функции. Однако мы можем сделать вывод, что не 
всегда можно провести четкую границу и отнести 
мутации к тому или иному классу. Мы установи-
ли, что аминокислота R187 важна для репликации 
вируса как на стадии обратной транскрипции, так 
и интеграции, т.е. как для некаталитической, так 
и для каталитической функции ИН. Аминокисло-
та K188 оказалась важна для успешного протека-
ния обратной транскрипции, т.е.  замену K188A 
можно отнести к мутациям II класса. Для I182 ра-
нее было показано, что она важна для стадии об-
ратной транскрипции, но в нашем исследовании 
оказалось, что ее замена снижает эффективность 
интеграции. Следовательно, замена I182А, скорее, 
относится к мутациям I класса.
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The structural organization of HIV-1 integrase is based on a tetramer formed by two protein dimers. 
Within this tetramer, the catalytic domain of one subunit of the first dimer interacts with the N-ter-
minal domain of a subunit of the second dimer. It is the tetrameric structure that allows both ends of 
viral DNA to be correctly positioned relative to cellular DNA and to implement the catalytic functions 
of integrase, namely 3′-processing and strand transfer. However, during the HIV-1 replicative cycle, inte-
grase is responsible not only for the integration stage, it is also involved in reverse transcription and is 
necessary at the stage of capsid formation of newly formed virions. HIV-1 integrase is proposed to be a 
structurally dynamic protein and its biological functions depend on its structure. Accordingly, studying 
the interactions between the domains of integrase that provide its tetrameric structure is important 
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for understanding its multiple functions. In this work, we investigated the role of three amino acids of 
the catalytic domain I182, R187 and K188, located in the contact region of two integrase dimers in the 
tetramer structure, in reverse transcription and integration. It has been shown that the R187 residue is 
extremely important for the formation of the correct integrase structure, which is necessary at all stages 
of its functional activity. The I182 residue is necessary for successful integration and is not important 
for reverse transcription, while the K188 residue, on the contrary, is involved in the formation of the 
integrase structure, which is important for effective reverse transcription.

Keywords: human immunodeficiency virus type 1, integrase, integration, reverse transcription


