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I. ВВЕДЕНИЕ

Вирус иммунодефицита человека первого типа принадлежит к клас�
су ретровирусов. Он поражает иммунную систему организма человека
и вызывает синдром приобретенного иммунодефицита (СПИД) [1].
Репликативный цикл ВИЧ�1 условно можно разделить на две фазы:
1) раннюю, которая начинается с узнавания клетки�мишени зрелым
вирионом и включает все процессы, ведущие к интеграции вирусной
ДНК в хромосому зараженной клетки, и 2) позднюю, начинающуюся
с регулируемой экспрессии интегрированного провирусного генома
и заканчивающуюся отпочковыванием и созреванием вируса [2].

На ранней фазе частицы ВИЧ�1 связываются специфично только
с клетками, несущими на поверхности белок CD4, ответственный за
иммунное узнавание клетки. Вслед за проникновением вируса в клетку
следуют процессы «раздевания» вируса и высвобождения внутрикле�
точного предтранскрипционного комплекса. Обратная транскрипция
геномной РНК осуществляется вирусным ферментом – обратной
транскриптазой – в цитоплазме. Результатом этого процесса является
получение ДНК копии вирусной РНК. Эта двухцепочечная кДНК
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транспортируется в ядро в составе прединтеграционного комплекса,
включающего ряд вирусных и клеточных белков. После транспорта в
ядро кДНК ковалентно встраивается в геном зараженной клетки бла�
годаря каталитической активности вирусного фермента – интегразы –
с образованием провирусной ДНК. Таким образом, интеграция вирус�
ной ДНК в клеточную является ключевой стадией репликативного
цикла ВИЧ.

Понятно, что подавление репликации вируса разумно вести на
ранних этапах его развития – обратной транскрипции и интеграции, –
которые осуществляются вирусными ферментами. Направление,
связанное с подавлением стадии обратной транскрипции ВИЧ�1,
широко развито. На сегодняшний день комплексная терапия, осно�
ванная на использовании ингибиторов обратной транскриптазы и
другого вирусного фермента – протеазы, рассматривается как наибо�
лее действенная и доступная. К сожалению, она не приводит к полной
остановке репликации вируса, а позволяет лишь подавлять ее до низ�
кого уровня, продлевая жизнь ВИЧ�инфицированным пациентам [3,
4]. Кроме того, использование этой терапии ограничивается токсич�
ностью многих ингибиторов обратной транскриптазы и протеазы,
недостаточной селективностью их действия в клетках и восприимчи�
востью к ним организма инфицированного человека. Вирусная интег�
раза (ИН) не имеет гомологов в клетке, и именно по этой причине она
является очень привлекательной фармакологической мишенью с
точки зрения селективности и эффективности воздействия антиви�
русных препаратов. Подавление стадии интеграции позволило бы пре�
дотвратить репликацию вируса в de novo зараженных клетках и впос�
ледствии элиминировать зараженные клетки, изолированные в тканях
пациента, подвергающегося химиотерапии [5]. К сожалению, лекар�
ственных препаратов, способных подавлять интеграцию, до настоя�
щего времени не создано. Разработка эффективных ингибиторов ИН
во многом затрудняется ограниченностью наших знаний о механизме
действия и структуре этого фермента. Можно сказать, что ИН явля�
ется наименее изученным ферментом ВИЧ�1.

ИН ВИЧ�1 относят к семейству полинуклеотидилтрансфераз, в
которое входят такие ферменты, как транспозазы и ретровирусные
ИН, а также РНКаза H и резолваза Ruv C [6, 7]. Ферменты данного
семейства катализируют процессы, приводящие к перемещению
ДНК или ее фрагментов внутри генома либо между геномами. Сле�
дует отметить, что данные процессы осуществляются без привлечения
дополнительных источников энергии и, в конечном итоге, без изме�
нения числа фосфодиэфирных связей. Кроме того, для ретровирусных
интеграз характерно формирование очень устойчивых комплексов с

ДНК�субстратом. Однако катализируемые ими реакции протекают
без образования ковалентной связи между белком и ДНК [8].

Для осуществления интеграции ИН необходимо связать сразу две
молекулы ДНК: вирусную и клеточную. Соответственно, встраивае�
мую вирусную ДНК называют субстратом ИН, а клеточную ДНК –
мишенью. На первой стадии интеграции, называемой 3'�концевой
процессинг, ИН отщепляет динуклеотид GT с 3'�конца каждой из
цепей вирусной ДНК. На второй стадии, называемой перенос цепи,
фермент осуществляет встраивание субстратной ДНК в ДНК�ми�
шень. Кроме того, показано, что рекомбинантная ИН может катализи�
ровать реакцию, обратную переносу цепи, которую называют дезин�
теграцией. Взаимодействие ИН с ДНК�субстратом носит строго сик�
венс�специфический характер, в то время как мишень связывается
ферментом неспецифически. Все ретровирусные ИН высококонсер�
вативны и обладают гомологией между собой, а также с множеством
транспозаз [8].

II. СТРОЕНИЕ ИНТЕГРАЗЫ ВИЧ�1

ИН ВИЧ�1 содержит 288 аминокислотных остатков, молекуляр�
ная масса фермента составляет 32 кДа. Частичным протеолизом и
направленным мутагенезом было показано, что в структуре фермента
можно выделить три домена: короткий N�концевой, в состав которого
входят аминокислотные остатки с 1 по 50; каталитический, который
образуют аминокислотные остатки с 51 по 212; C�концевой, состоя�
щий из аминокислотных остатков с 220 по 270 [9–12]. N�концевой и
каталитический домены содержат участки, характерные для всех
ретровирусных интеграз, в то время как С�концевой домен существенно
менее консервативен. На рис. 1 схематически изображены три домена
ИН и выделены несколько консервативных аминокислотных остат�
ков в каждом домене.

Показано, что для проведения реакций 3'�концевого процессинга
и переноса цепи необходимо наличие всех трех доменов, в то время как
реакцию дезинтеграции может осуществить изолированный катали�

Рис. 1.  Схематическое изображение первичной структуры ИН.
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тический домен, и эффективность реакции в данном случае сравни�
ма с эффективностью реакции, проводимой полным ферментом [13].

Пространственная структура ИН до сих пор точно не установлена.
В значительной степени это обусловлено низкой растворимостью фер�
мента, а также его высокой склонностью к агрегации [14]. Внесение
в структуру отдельных доменов ИН точечных мутаций, повышаю�
щих растворимость, позволило определить структуры отдельных доме�
нов, а также белков, состоящих из двух доменов: каталитического и
С�концевого или N�концевого и каталитического.

СТРОЕНИЕ КАТАЛИТИЧЕСКОГО ДОМЕНА

Каталитический домен является наиболее устойчивым к протео�
лизу участком ИН [15], кроме того, он наиболее консервативен по
первичной структуре. Три аминокислотных остатка Asp64, Asp116 и
Glu152 формируют каталитический центр фермента. Они образуют
так называемый D,D(35)E мотив, который характерен для каталити�
ческих доменов большинства известных ретровирусных интеграз и
транспозаз [16].

Структура каталитического домена ИН ВИЧ�1 была определена
с помощью рентгеноструктурного анализа [6]. Получить кристаллы
каталитического домена ИН и определить его структуру позволила
замена Phe185 на Lys. Как указывалось выше, ИН склонна к агрега�
ции, поэтому часто ее выделяют в присутствии детергента, например,
CHAPS или NP�40, который может влиять на структуру фермента, в
результате чего снижается достоверность информации о строении белка.
Поэтому важно отметить, что в указанной работе кристаллизацию
проводили в отсутствие детергента. Внесенная аминокислотная замена
не влияла на активность мутантного белка в реакции дезинтеграции.
Согласно полученным данным, каталитический домен фермента в
кристалле образует димер сферической формы, каждый мономер
которого образует полусферу (рис. 2А). Структуру каждого мономера
формируют β�лист, состоящий из пяти β�цепей, и шесть β�спиралей.
Ход полипептидной цепи схематически представлен на рис. 2Б. Димер
двух молекул каталитического домена ИН формируется за счет обра�
зования водородных связей и солевых мостиков между структурами
β3, α1, α3, α5 и α6 (рис. 3), при этом площадь перекрывания состав�
ляет 1300 D2.

Методом сайт�направленного мутагенеза была продемонстриро�
вана исключительная важность каждой из аминокислот, принадле�
жащей к консервативной триаде D,D(35)E [17]. Например, замена
Asp64 на Ile приводит к полной инактивации ИН в реакциях 3'�конце�
вого процессинга, переноса цепи и дезинтеграции. При замене Asp116

на Gly детектируются лишь следовые количества продуктов этих реак�
ций. В случае замены Glu152 на Val ИН сохраняет лишь невысокую
активность в реакции 3'�концевого процессинга. Два из трех амино�
кислотных остатков, входящих в каталитическую триаду, а именно
Asp64 и Asp116, расположены в середине β1�цепи и после β4, соответ�
ственно (рис. 2А). Положение третьего остатка, Glu152, точно уста�
новить не удалось из�за высокой конформационной подвижности
участка со 141 по 153 аминокислотный остаток [6]. Аминокислоты
каталитической триады близко расположены в третичной структуре
каталитического домена ИН ВИЧ�1, образуя активный центр фер�
мента. Однако активные центры каждого мономера ИН располага�
ются на противоположных сторонах сферической поверхности димера
на расстоянии около 35 D [6].
Подвижность в районе актив�
ного центра предполагает воз�
можность конформационных
изменений, которые могут быть
вызваны связыванием субст�
рата. Такие примеры известны
для некоторых ДНК�связы�
вающих белков, например,
ДНК�связывающий домен γσ
резолвазы принимает необхо�
димую для каталитической ак�
тивности белка конформацию

Рис. 2. Строение каталитического домена ИН ВИЧ�1 по данным работы [6].

А – строение мономера (PDB код 1BIU); Б – схематическое изображение
полипептидной цепи.

Рис. 3. Димер каталитического домена
с ионами Mg2+ (PDB код 1BL3).
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только после связывания ДНК�субстрата [18]. Возможно, по анало�
гии с этим ферментом, подвижная петля, расположенная в каталити�
ческом домене ИН ВИЧ�1, также принимает необходимую для проявле�
ния каталитической активности фермента конформацию после связы�
вания вирусной ДНК.

В целях дальнейшего уточнения структуры в работе [19] был
закристаллизован каталитический домен ИН, содержащий дополни�
тельную замену Trp131 на Lys, которая не приводила к потере каталити�
ческой активности ни в случае изолированного домена, ни в случае
полного фермента. Кристаллизацию осуществляли в присутствии
кофактора ИН – ионов Mg2+. Определенная в данной работе струк�
тура практически полностью совпадает со структурой, описанной
выше. Однако авторам удалось уточнить структуры двух участков,
строение которых не было определено в работе [6]. Это участки, содер�
жащие со 139 по 154 аминокислотный остаток и со 188 по 193. Пока�
зано, что первый из них задействован в образовании α4�спирали, а
второй формирует две дополнительные β�структуры, β6 и β7, располо�
женные между двумя α5� и α6�спиралями. Таким образом, третий
участник каталитической триады, Glu152, входит в состав α4�спи�
рали, причем расположен он таким образом, что его боковая цепь
направлена в сторону Asp64 и Asp116. Согласно данной структуре,
каждый мономер каталитического домена связывает один ион Mg2+,
при этом в его координации задействованы Asp64, Asp116 (рис. 4) и
две молекулы воды, в то время как Glu152 не принимает участия в
связывании кофактора.

Несмотря на то, что структурные исследования показали связыва�
ние лишь одного иона магния в активном центре фермента, возможно,

что в акте катализа могут участво�
вать два иона, причем второй из
них привносится в активный центр
фермента при связывании ДНК.
Такое предположение можно сде�
лать на основании данных о меха�
низме действия транспозазы Tn5
[20], относящейся к тому же семей�
ству, что и ИН ВИЧ�1.

Описанная структура мономера
каталитического домена ИН ВИЧ�
1 подобна доменам других белков
семейства полинуклеотидилтранс�
фераз, таких как РНКаза Н, транс�
позаза MuA и др. [6, 18, 21, 22, 23].
Сходство молекулярных механиз�

мов транспозиции ДНК и интеграции ретровирусной ДНК, проде�
монстрированное с помощью биохимических исследований [21, 24,
25], также отражается и на структурах их каталитических доменов.

СТРОЕНИЕ N�КОНЦЕВОГО ДОМЕНА

Роль N�концевого домена в процессах, которые осуществляет ИН,
наименее ясна. Известно, что этот участок фермента содержит четыре
аминокислотных остатка His12, His16, Cys40 и Cys43, так называемый
HHCC мотив, который характерен для большинства ретровирусных
интеграз [26]. Кроме того, известно, что ряд ферментов, содержащих
подобный мотив, формируют Zn2+�связывающий домен типа «цинко�
вых пальцев», который наряду с координацией иона цинка выпол�
няет и ДНК�связывающую функцию. ИН действительно связывает
Zn2+ в стехиометрическом соотношении 1:1 [27]. Мутантный фермент,
в котором либо отсутствовал N�концевой домен, либо были введены
замены в HHCC мотив, терял способность как координировать ион
цинка, так и осуществлять реакции 3'�концевого процессинга и пере�
носа цепи [26, 27]. Это говорит о значимости функций, выполняемых
данным доменом в структуре ИН.

Неструктурированный без цинка изолированный N�концевой
домен в его присутствии формирует структуру, состоящую из α�спира�
лей. Такого влияния на полный фермент не зафиксировано, однако воз�
можно, что, наряду с цинком, в стабилизации структуры этого домена в
полноразмерном белке принимают участие и другие участки ИН [27].

Структура изолированного N�концевого домена была определена
методом ЯМР�спектроскопии (рис. 5) [28]. Авторы показали, что в
растворе N�концевой домен ИН образует димер. При этом мономеры,
входящие в состав димера, могут находиться в двух структурно раз�
личных формах, E и D, способных переходить друг в друга. Каждый
мономер состоит из четырех α�спиралей. Спирали 2, 3 и 4 идентичны
для обеих форм и включают аминокислотные остатки 19–25, 30–39 и
41–45, соответственно. Различия в строении двух форм мономера свя�
заны со структурной организацией α1�спирали. Так, в E�форме ее
образуют аминокислотные остатки со 2 по 14, тогда как в D�форме –
со 2 по 8. Кроме того, четыре аминокислотных остатка (с 14 по17),
которые в случае E�формы входят в состав петли, соединяющей α1 и
α2�спирали, в случае D�формы образуют спиральный поворот.

Нижняя часть каждой субъединицы стабилизирована гидрофоб�
ным участком, который образуется при участии α1, α2 и α3�спиралей.
Структура верхней части мономера стабилизирована участием His12,
His16, Cys40 и Cys43 в координации иона Zn2+. Расположение иона
цинка и цистеиновых аминокислотных остатков идентично для обеих
форм, а положение His12 и His16 различно. Кроме того, в разных фор�

Рис. 4. Взаимное расположение ами�
нокислотных остатков каталитичес�
кого центра и иона Mg2+ в составе
каталитического домена ИН ВИЧ�1
(PDB код 1BIU).
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мах мономера в координации иона Zn2+ принимают участие различ�
ные атомы азота имидазольного кольца. В случае E�формы His12 рас�
положен в α1�спирали, и в связывании цинка участвует ε�атом азота
имидазольного кольца (рис. 5). В D�форме His12 находится в петле,
соединяющей α1 и α2�спирали, и для координации Zn2+ используется
δ�атом азота имидазольного кольца. И в той, и в другой форме в коор�
динации иона Zn2+ принимают участие α�атомы азота имидазольного
кольца His16, при этом в E�форме His16 расположен в петле между α1
и α2�спиралями, а в D�форме он находится в спиральном повороте.

E�форма мономера N�концевого домена существует предпочти�
тельно при низких температурах. При этом аминокислотные остатки
с 9 по 14 также участвуют в образовании α�спирали, т.е. данный учас�
ток более структурирован, а в координации иона Zn2+ участвует менее
предпочтительная таутомерная форма имидазольного кольца. При
повышении температуры часть α1�спирали плавится, имидазольное
кольцо принимает обычную для себя таутомерную форму, Zn2+ коор�
динируется δ�атомом азота, E�форма мономера переходит в D�форму.

Формирование димера происходит за счет образования межмо�
лекулярных связей между α�спиралями 1, 3 и 4. Отмечено формиро�
вание лишь гомодимеров, т.е. димеров, состоящих из мономеров либо
в E�форме, либо в D�форме. Две субъединицы, входящие в состав
димера, располагаются почти параллельно друг относительно друга.
Все межсубъединичные связи между α1 и α3�спиралями имеют гидро�
фобную природу. Надо отметить, что α3�спирали двух субъединиц
ориентированы друг относительно друга под углом около 60о. Их взаим�
ное пространственное расположение стабилизировано гидрофобными
взаимодействиями между Val31, Val32 и Ala38, а также, возможно, за
счет образования солевого мостика между Glu35 одной субъединицы
и Lys34 другой. В то же время, α4�спирали двух мономеров распола�
гаются под углом 110О, при этом Leu45 и Leu45' находятся напротив
друг друга, кроме того, возможно образование водородной связи между
амидными группами боковых цепей Gln44 и Gln44'.

Важно отметить структурное сходство N�концевого домена ИН
ВИЧ�1 с некоторыми ДНК�связывающими доменами, такими как
репрессор триптофанового оперона, содержащими так называемый
фрагмент спираль–поворот–спираль [28]. Однако в то время как вто�
рая спираль в подобных белках отвечает за узнавание ДНК, эквива�
лентная спираль в N�концевом домене ИН ВИЧ�1 участвует в форми�
ровании димера. Поэтому связывание ДНК димерной структурой
N�концевого домена невозможно. Более того, распределение заряда
на этой спирали неблагоприятно для связывания ДНК. Сходство с
мотивом спираль–поворот–спираль ДНК�связывающих доменов
некоторых белков может быть случайным и не является основанием
для предположения, что N�концевой домен ИН связывает ДНК.

СТРОЕНИЕ C�КОНЦЕВОГО ДОМЕНА

В ряду ретровирусных интеграз C�концевой домен обладает наи�
меньшей консервативностью по сравнению с N�концевым или катали�
тическим доменами. Данному домену приписывают функцию неспеци�
фического связывания ДНК [12, 29, 30]. Показано, что участок C�кон�
цевого домена, содержащий с 220 по 270 аминокислотный остаток,
способен связывать ДНК с эффективностью полного фермента [30].

Структура ДНК�связывающего домена ИН ВИЧ�1 была опреде�
лена методом ЯМР�спектроскопии [31]. Несмотря на различия в пер�
вичной структуре, топологически C�концевой домен ИН имеет много
общего со структурой домена Src homology 3 (SH3). Показано, что в
растворе он образует димер (рис. 6). Полипептидная цепь каждого
мономера формирует структурный мотив типа β�барреля, состоящий
из пяти антипараллельных β�цепей (222–229, 232–245, 248–253, 256–262 и

Рис. 5. Строение N�концевого домена ИН и взаимное пространственное распо�
ложение аминокислот, координирующих ион Zn2+: A – E�форма; Б – D�форма
(PDB код 1WJA).
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266–270 аминокислотные остатки, соответственно). Кор β�барреля
образуют Val225, Tyr227, Ala239, Val249, Ile251, Val260 и Ala265.

В структуре мономера цепи β2, β3 и β4 образуют антипараллель�
ный β�лист. Перекрывание β�листов от двух субъединиц приводит к
формированию димерной структуры, в которой мономеры ориентиро�
ваны антипараллельно. Структура димера стабилизирована гидрофоб�
ными контактами между субъединицами, а также водородной связью
между Glu246 одной субъединицы и Gln252 другой.

В результате образования двумя C�концевыми доменами димер�
ной структуры происходит формирование большой седлообразной
бороздки, ограниченной петлей, соединяющей β1 и β2 цепи. Размеры
бороздки составляют 24×23×12 D. Она содержит положительно заря�
женные аминокислотные остатки Arg231, Lys244, Lys258, Arg262,
Arg263, Lys264, Lys266, которые, по мнению авторов работы [31], могут
участвовать в связывании ДНК. Это предположение подтверждается
тем, что в случае близкой по структуре ИН ВИЧ�2 тройная замена
Arg262Asp, Arg263Val и Lys264Glu приводит к тому, что эта ИН перес�
тает связывать субстрат и, как следствие, осуществлять реакцию 3'�кон�
цевого процессинга [30]. Введение одной точечной мутации, Arg262Gly,
в C�концевой домен ИН ВИЧ�1 снижает ее способность связывать
ДНК на 50% [32]. Наряду с положительно заряженными аминокис�
лотами, в связывании ДНК могут принимать участие и гидрофобные
аминокислоты. Замена Leu234 на меньший по размеру Ala приводит
к значительному снижению эффективности связывания ДНК [30].

СТРОЕНИЕ МУТАНТНЫХ БЕЛКОВ, СОДЕРЖАЩИХ
ДВА ДОМЕНА ИНТЕГРАЗЫ

Все предыдущие разделы посвящены структуре изолированных
доменов ИН: каталитического, N�концевого и C�концевого. Для крис�
таллизации этих белков либо использовались детергенты, либо в сос�
тав белков вводились точечные мутации, повышающие их раствори�
мость и облегчающие кристаллизацию. Понятно, что строение доме�
нов ИН в нативном ферменте может несколько отличаться от описан�
ного выше. Однако можно предположить, что эти отличия не очень
существенны или, по крайней мере, в организации отдельных доменов
принимают участие те же элементы вторичной структуры, что и в пол�
норазмерном белке. Тем не менее, знание структуры изолированных
доменов не дает существенной информации об их расположении друг
относительно друга и их взаимодействиях в структуре нативной ИН.
В связи с этим представляют значительный интерес работы, в кото�
рых определены структуры белков, включающих два домена ИН.

С помощью РСА удалось определить структуру мутантного белка
(ИН52–288), содержащего два домена: каталитический и C�концевой,
в которые были введены пять точечных мутаций: Cys56Ser, Trp131Asp,
Phe139Asp, Phe185Lys, Cys280Ser (рис. 7) [33]. Строение отдельных
доменов в составе ИН52–288, в целом, подобно тому, которое было опре�
делено для изолированных доменов [19, 31]. Каталитический домен в
этом белке, как и в случае изолированного домена, формирует сим�
метричный димер. Два антипараллельных β�листа образуют C�конце�
вой домен. В состав одного из них входят цепь β1, N�концевая часть
β2 и цепь β5, а в состав другого C�концевая часть цепи β2 и цепи β3 и

Рис. 6. Строение C�концевого домена ИН: A – структура мономера; Б – струк�
тура димера (PDB код 1IHV).

Рис. 7. Строение мутантного белка, содержащего каталитический и C�концевой
домены ИН (PDB код 1EX4).
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β4. Соединение двух доменов одного мономера осуществляется через
α6�спираль, которая образована аминокислотными остатками
195–220 (рис. 7).

Двудоменный белок ИН52–288 формирует димер, в котором две β6�спи�
рали, входящие в состав разных мономеров, ориентированы в прост�
ранстве под углом 90О относительно друг друга (рис. 7). В результате
этого структура димера имеет Y�образную форму, в которой расстоя�
ние между центрами двух C�концевых доменов составляет ~55D. Раз�
деленные в пространстве они не могут образовывать димерную струк�
туру, описанную в работе [31], которая, как предполагалось, играет
важную роль в связывании ДНК.

В кристаллической структуре белка ИН52–288 зафиксированы ди�
мер–димерные контакты за счет взаимодействия C�концевых доме�
нов соседних димеров. Однако большинство из них образуются через
посредничество молекул детергента, в присутствии которого проводи�
лась кристаллизация белка. Найден лишь один прямой контакт между
двумя димерами в виде водородной связи между Arg224 и Trp235 [33].

Вторым двудоменным мутантом ИН, который удалось закристал�
лизовать, был белок (ИН1–212), включающий каталитический и N�конце�
вой домены и содержащий три точечные мутации: Trp131Asp, Phe139Asp
и Phe185Lys [34]. Полный фермент, содержащий такие мутации, был
активен в реакциях 3'�концевого процессинга и переноса цепи. Крис�
таллизацию проводили в фосфатном буфере в отсутствие детергента.

Согласно данным РСА, белок ИН1–212 в кристалле так же, как и в
случае изолированных доменов, образует димер (рис. 8). Причем строе�
ние каталитического и N�концевого доменов на уровне мономера дву�

доменного белка, в целом, совпадает с определенным ранее для изоли�
рованных доменов [19, 28]. Однако на уровне формирования димер�
ной структуры белка ИН1–212 имеются различия по сравнению с диме�
рами изолированных доменов. Так, в случае изолированного N�конце�
вого домена, основную роль в образовании димера играют взаимо�
действия между α3�спиралями, а в структуре белка IN1–212 димериза�
ция N�концевых доменов происходит за счет контактов между
α1�спиралями и α3�спиралями двух мономеров. При этом поверх�
ность взаимодействия меньше и более гидрофобна. Однако такие ами�
нокислоты, как Phe1, Leu2, Pro29, Val31 и Val32, участвуют в образова�
нии димеров и для двудоменного белка, и для изолированного N�кон�
цевого домена. Участок с 47 по 55 аминокислоту, соединяющий два
домена в белке IN1–212, неструктурирован. Несмотря на его гибкость и
подвижность, он поддерживает расстояние между двумя доменами
либо на уровне 9 D, либо 13 D, а также препятствует димеризации
N�концевого домена в белке ИН1–212 в той мере, в какой она наблюда�
лась для изолированного домена.

Кристаллизация в фосфатном буфере позволила зафиксировать
связывание фосфат�иона каталитическим доменом, на расстоянии
около 7 D от его центра. В координации фосфат�иона участвуют боко�
вые цепи Thr66, His67, Lys159, атом азота пептидной связи His67 и
молекулы воды, которые, возможно, замещаются ионами Mg2+ при
их наличии. Связывание фосфат�иона вызывает конформационные
изменения в структуре петли, содержащей Asp116 [34].

МУЛЬТИМЕРНАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ ИНТЕГРАЗЫ

Авторы работы [10] использовали для проведения интеграции
смесь двух мутантных интеграз, одна из которых была дефектна по
N�концевому домену и содержала с 50 по 288 аминокислотный остаток
(ИН50–288), а другая – по C�концевому домену и включала с 1 по 173
аминокислотный остаток (ИН1–173). Каждый из этих мутантов был
каталитически неактивен. Однако оказалось, что смесь двух неактив�
ных мутантных интеграз может осуществлять реакции 3'�концевого
процессинга и переноса цепи, хотя и с меньшей эффективностью,
чем фермент дикого типа. На основании этих результатов был сделан
вывод о том, что ИН функционирует как мультимер.

Помимо этого оказалось, что при добавлении к ИН, содержащей
летальные для ее активности мутации в каталитической триаде, му�
тантного белка ИН50–288, имеющего в своем составе лишь каталити�
ческий и C�концевой домены, происходило восстановление актив�
ности ИН [10]. Из этого можно заключить, что для осуществления
катализируемых ИН процессов, фермент задействует N�концевой и
каталитический домены, принадлежащие разным мономерам (транс�Рис. 8. Структура мутантного белка, содержащего каталитический и N�концевой

домены ИН (PDB код 1K6Y).
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состояние). Аналогичные эксперименты с C�концевым доменом
показали, что в катализе может принимать участие C�домен, принадле�
жащий как тому же мономеру, что и каталитический (цис�состояние),
так и другому мономеру (транс�состояние) [10].

Из описанного выше можно сделать вывод, что в активном сос�
тоянии ИН находится, по меньшей мере, в виде димера. Этому выводу
не противоречат и результаты структурных исследований, согласно
которым и каждый домен, и совокупность двух доменов образуют
димеры. Однако в димере каталитического домена активные центры
расположены на противоположных сторонах глобулы и расстояние
между ними составляет ~35–45 D [6], в то время как концы вирусной
кДНК встраиваются в ДНК�мишень на расстоянии 5 нуклеотидных
пар друг от друга (~15–20 D) [26, 33]. Если предположить, что такое
расстояние между двумя каталитическими центрами димера сохра�
няется и в случае полного фермента в комплексе с ДНК, то один и тот
же димер, скорее всего, не может осуществлять встраивание обоих кон�
цов вирусной кДНК в клеточную по пространственным соображениям
[35]. Таким образом, для интеграции вирусной кДНК в ДНК�ми�
шень необходима тетрамерная организация ИН.

Этот вывод подтверждают результаты работы [36]. Авторы изучали
ИН, экспрессированную в клетках человека. Из ядерного экстракта
ИН выделяется в комплексе с белком LEDGF/p75, стоксовский ра�
диус комплекса ~61 D. Данный комплекс легко диссоциирует с обра�
зованием устойчивой глобулярной структуры радиусом ~41 D. По
результатам гель�фильтрации и кросс�линкинга, данная структура
представляет собой гомотетрамер ИН ВИЧ�1. Кроме того, авторы,
проводя аналогию с транспозазами фага µ и Tn5, делают предполо�
жение, что тетрамер является активной формой ИН в реакции 3'�кон�
цевого процессинга, в то время как для переноса цепи необходима
октамерная организация фермента [36].

Для изучения олигомерного состояния рекомбинантной ИН был
также использован метод поляризации флюоресценции [37]. Фермент,
который использовали для этих исследований, был выделен в присут�
ствии детергента CHAPS. Выделенный в таких условиях белок был
гомогенен и имел мономерное строение в интервале концентрации
40–200 нМ, то есть при тех концентрациях ИН, при которых осу�
ществляются реакции 3'�процессинга и переноса цепи in vitro. Необ�
ходимо заметить, что этот фермент проявлял каталитическую актив�
ность в присутствии ионов Mn2+, а в присутствии природного кофак�
тора, ионов Mg2+, был практически неактивен.

Дальнейшее изучение влияния детергента на олигомерное состоя�
ние рекомбинантной ИН проводилось с использованием фермента,
выделенного тремя различными способами: ИН

CHAPS
 – в присутствии

детергента CHAPS; Ин
dial

 – в присутствии CHAPS, но очищенного от
него диализом; ИН

Zn
 – без детергента, в присутствии ионов Zn2+ [38].

Оказалось, что ИН
Zn

 имеет в растворе тетрамерную организацию при
концентрациях #200 нМ, в отличие от мономерного состояния ИН

CHAPS
.

Причем ИН
Zn

 была активна как в присутствии ионов Mn2+, так и
ионов Mg2+ – природного кофактора ИН. Кроме того, ИН

Zn
 сохраняла

активность в Mg2+�содержащем буфере даже при последующем до�
бавлении детергента. Следует отметить, что фермент ИН

dial
, очищен�

ный после выделения от детергента, но несодержащий ионов цинка,
также проявлял некоторую активность в присутствии ионов магния.
Возможно, это связано с тем, что в растворе данный белок находится
в состоянии равновесия между мономерной и димерной формами.
Однако при вторичном добавлении CHAPS ИН

dial
 становилась пол�

ностью неактивной в присутствии Mg2+.
Помимо изучения олигомерного состояния ИН, выделенной в раз�

личных условиях, авторы работы [38] исследовали связывание ДНК
данными ферментами. Оказалось, что ИН

CHAPS
, имеющая мономерное

строение в растворе, способна связывать ДНК лишь в присутствии
ионов марганца, но не магния. В то время как фермент ИН

Zn
, выделен�

ный без детергента и имеющий тетрамерное строение, связывал ДНК в
присутствии ионов обоих металлов. Эти результаты объясняют, почему
ИН

Zn
 была активна, а ИН

CHAPS
 неактивна с природным кофактором.

Возможно, что выделенный с детергентом белок проявляет свою актив�
ность только в присутствии Mn2+ вследствие того, что способен свя�
зывать ДНК только в присутствии данного иона.

Таким образом, на основании результатов различных исследова�
ний, можно предположить, что ИН функционирует в виде, по крайней
мере, тетрамера. Однако точное мультимерное состояние ИН в реак�
циях 3'�концевого процессинга и переноса цепи еще не определено.

МОДЕЛИРОВАНИЕ СТРУКТУРЫ ПОЛНОРАЗМЕРНОГО ФЕРМЕНТА
И ЕГО КОМПЛЕКСА С ДНК

Авторы работы [33] на основании своих данных по строению му�
тантного белка, содержащего каталитический и N�концевой домены
ИН ВИЧ�1, а также данных работы [32], в которой была определена
структура белка (ИН52–288), включающего каталитический и C�кон�
цевой домены, смоделировали строение полного фермента путем супер�
позиции двух структур. В этой смоделированной структуре N�кон�
цевые домены вписываются в димерную структуру ИН между катали�
тическими доменами и перекрещивающимися C�концевыми доме�
нами без стерических затруднений. Кроме того, авторы предполагают,
что N�концевые домены могут дополнительно стабилизировать α6�спи�
рали, соединяющие каталитические и C�концевые домены [33].
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Авторы работы [39], основываясь на результатах своей работы, а
также используя результаты структурных исследований, предложили
модель активного комплекса ИН с ДНК (рис. 9). Согласно данной
модели, активный комплекс ИН – симметричный тетрамер, состоя�
щий из двух димерных структур. В димере одна молекула (активная)
ИН предоставляет каталитический домен, а другая – C�концевой домен
для связывания ДНК (транс�взаимодействие). Таким образом, одна
димерная структура осуществляет связывание и процессинг одного
конца вирусной ДНК, а тетрамер, в целом, связывает и процессирует
оба конца вирусной ДНК. Объединение двух димеров в тетрамерную
структуру происходит таким образом, чтобы два активных мономера
располагались друг напротив друга и имели возможность осуществить
реакцию переноса цепи для обоих концов вирусной ДНК. В связыва�
нии клеточной ДНК, согласно данной модели, принимают участие
каталитический домен активного мономера и N�концевой домен.

Моделирование структуры ИН в комплексе с вирусной и клеточ�
ной ДНК было проведено в работе [40]. Этот процесс авторы осущест�
вляли постадийно. На первом этапе они смоделировали структуру
мономера в комплексе с ДНК (рис. 10). Согласно данной модели, в
связывании вирусной ДНК принимает участие лишь каталитический
домен, в связывании же клеточной ДНК участвуют все три домена.
Однако авторы подчеркивают, что представленная структура не яв�
ляется единственно возможной. Так смещение N� и C�концевых доме�
нов относительно каталитического домена приводит к альтернативной

структуре, обладающей, однако, теми же гидродинамическими пара�
метрами. Моделирование структуры димера ИН авторы указанной
работы проводили путем суперпозиции двух мономерных структур, а
также структуры димера каталитического домена [19], полагая, что
основную роль в образовании димерной структуры ИН выполняют
контакты между двумя каталитическими доменами.

В основу моделирования тетрамерной формы ИН были положены
следующие требования: во�первых, расстояние между двумя катали�
тическими центрами двух димеров должно быть не более 20–25 D, так
чтобы один тетрамер фермента мог осуществить реакцию переноса цепи
для обоих концов вирусной ДНК; во�вторых, в образовании поверх�
ности контакта между двумя димерами должны принимать участие
аминокислотные остатки N� и C�концевых доменов, так как показана
их роль в мультимеризации фермента; в�третьих, структура должна
иметь ось симметрии второго порядка. Структура активного комплекса
ИН с ДНК, смоделированная на основе этих требований, представ�
лена на рис. 9.

В работе [41] была предложена модель взаимодействия димера ИН
ВИЧ�1 с 27�звенным процессированным субстратом. В рамках этой
модели вирусная ДНК взаимодействует со всеми тремя доменами ИН,
а точнее с каталитическим и N�концевым доменами одного мономера
и с С�концевым доменом другого мономера ИН. 3'�Конец вирусной
ДНК, который встраивается в ДНК�мишень при интеграции, распо�
ложен вблизи аминокислотных остатков Asp64, Asp116 и Glu152,
формирующих активный центр ИН. В рамках полученной модели с
вирусной ДНК взаимодействуют аминокислоты Lys156, Lys159,

Рис. 10. Строение ИН в комплексе с вирусной и клеточной ДНК по данным
работы [40].

Структура каталитического домена показана зеленым цветом, N�концевого –
красным, C�концевого – синим. Вирусная ДНК показана желтым цветом, а кле�
точная ДНК – фиолетовым. A – структура мономера, Б – структура тетрамера.

Рис. 9. Строение активного комплекса ИН с ДНК по данным работы [39].



104 Ю.Ю.Агапкина и др. Структура и функции интегразы ВИЧ%1 105

Lys160, Lys186 и Lys188 каталитического домена ИН, Arg20 из N�
концевого домена и Ser230, Arg231, Trp243, Lys244, Lys263 и Lys264 из
С�концевого домена.

В работе [42] смоделировали сайт связывания процессированной
вирусной ДНК каталитическим доменом ИН. Однако в отличие от
предыдущего исследования была построена модель ИН, содержащая
два иона Mg2+, необходимых для катализа. Согласно полученной моде�
ли, 3'�концевая гидроксильная группа образует водородные связи с
Asp64 и ионом Mg2+, который координируется этой же аминокислотой.
Также 3'�концевой нуклеозид контактирует с Lys156. Кроме того, пред�
полагаются взаимодействия между аминогруппой Lys159 и атомом
Н4' углеводного остатка цитидина в непроцессируемой цепи. Авторы
также предполагают, что аминокислоты Gln62 и Gln148 участвуют в
формировании мультимера ИН и в стабилизации вирусной ДНК.

III. ФУНКЦИОНИРОВАНИЕ ИНТЕГРАЗЫ

РЕАКЦИИ, КАТАЛИЗИРУЕМЫЕ ИНТЕГРАЗОЙ

Как отмечалось выше, ИН ВИЧ�1 осуществляет встраивание
(интеграцию) вирусной кДНК в хромосому зараженной клетки. Ин�
теграция протекает в несколько стадий. Начинается процесс в составе
сложного нуклеопротеинового комплекса, называемого прединте�
грационным комплексом (ПИК). До настоящего времени структурная
организация комплекса до конца не установлена. Функциональный
ПИК, способный катализировать интеграцию вирусной кДНК во
внешнюю ДНК�мишень in vitro, был выделен в виде цитоплазмати�
ческого экстракта из ВИЧ�инфицированных клеток [43]. Обнару�
жено, что он содержит вирусную кДНК, вирусный белок Vpr, нуклео�
капсидный белок р7, обратную транскриптазу и ИН [44]. Кроме того,
в состав ПИК входят клеточные белки, такие как HMG/IY, Ini�1, гис�
тоны и BAF [45, 46]. ПИК обладает уникальной способностью транс�
портироваться в ядро через ядерную мембрану неделящихся клеток.
В транспорте, по�видимому, принимают участие вирусные белки: Vpr,
матриксный белок р17 и ИН. Pоль клеточных факторов в процессе
интеграции остается малоизученной [47].

Процесс интеграции начинается в цитоплазме. Вирусная ДНК
содержит на обоих концах прямые повторы, состоящие из нескольких
сотен пар оснований. Каждый длинный концевой повтор (ДКП) содер�
жит три участка U3, R и U5 (рис. 11). На расстоянии двух нуклеотидов
от 3'�концов каждой цепи ДНК находится консервативный динуклео�
тид СА (рис. 11), который встречается в ДКП всех ретровирусных ин�
теграз [48]. ИН в составе прединтеграционного комплекса узнает нук�
леотидные последовательности, расположенные на концах участков

Рис. 11. Схематическое изображение ДНК ВИЧ�1.

А. Расположение участков U3, R и U5 длинных концевых повторов (ДКП)
в молекуле ДНК.

Б. Концевые последовательности U3� и U5�фрагментов ДКП. Жирным
шрифтом выделены нуклеотиды, совпадающие в U3� и U5�фрагментах ДКП.
Консервативный динуклеотид СА подчеркнут.

U3 и U5 вирусной кДНК, связывается с ними и затем катализирует
реакцию 3'�концевого процессинга [48]. Эта реакция представляет
собой эндонуклеазное расщепление вирусной кДНК, в результате ко�
торого с 3'�конца каждой цепи удаляется динуклеотид GT (рис. 12).
Расщепление субстрата происходит в результате нуклеофильной
атаки молекулой воды фосфатной группы между 2�м и 3�м нуклеоти�
дами. Затем ПИК транспортируется в ядро, где ИН катализирует реак�
цию переэтерификации, которая включает нуклеофильную атаку 3'�
гидроксильных групп процессированных цепей ДНК на межнук�
леотидные фосфаты обеих цепей клеточной ДНК с образованием
ковалентного продукта [48].

Необходимо подчеркнуть, что реакция 3'�концевого процессинга
сиквенс�специфична, т.е. ей подвергаются только последовательности
ДНК, первичная структура которых аналогична U3 или U5 последо�
вательностям ДНК ВИЧ�1. В то же время к последовательности
клеточной ДНК не обнаружено никаких требований для того, чтобы
она могла служить мишенью для интеграции. Встраивание вирусной
кДНК, называемое переносом цепи, может осуществляться в любое
место клеточной ДНК, однако, преимущественно направлено на опре�
деленные последовательности генома с нарушенным или ослаблен�
ным стэкингом [49]. В выборе участка встраивания, по�видимому,
принимает участие сама ИН, а также ряд клеточных белков (LexA,
Zif) [50, 51, 52]. Переэтерификации подвергаются межнуклеотидные
связи, расположенные в различных цепях ДНК�мишени на расстоя�
нии 5 пар нуклеотидов одна от другой.

Для завершения процесса интеграции требуются: процессинг
5'�концов вирусной ДНК, полимеразная достройка пяти недостаю�
щих нуклеотидов и лигирование, которые осуществляются при учас�
тии клеточных белков [53, 54].
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56] (рис. 11). Эти дуплексы соответственно называют U3� и U5�субст�
ратами ИН. В реакциях in vitro эти дуплексы могут выступать как в
роли ДНК�субстрата (вирусной ДНК), так и в роли ДНК�мишени
(клеточной ДНК), т.е. in vitro ИН способна встраивать ДНК�субстрат
самого в себя.

Кроме реакций 3'�процессинга и переноса цепи in vitro в присутст�
вии ионов Mn2+, ИН может осуществлять и ряд других превращений
ДНК. Например, в качестве атакующей группировки для расщепле�
ния межнуклеотидной связи между 2�м и 3�м нуклеотидами может
быть использована гидроксильная группа спиртов, некоторых амино�
кислот или 3'�концевая гидроксильная группа самой вирусной ДНК
[57–59]. Кроме того, ИН способна встраивать многоатомные спирты,
такие как глицерин или этиленгликоль, в любую последовательность
ДНК, используя их в качестве нуклеофилов для атаки ДНК�мишени
вместо 3'�гидроксильных групп процессированных цепей вирусной ДНК
[60]. Эта активность ИН называется неспецифический алкоголиз.

Также in vitro ИН способна осуществлять реакцию дезинтеграции,
которая является обратной реакции переноса цепи [61]. В результате
дезинтеграции происходит удаление встроенного вирусного фрагмента
из Y�подобного субстрата, имитирующего ковалентный продукт интег�
рации, с восстановлением вирусного и клеточного фрагментов ДНК.

Механизм реакций, катализируемых интегразой ВИЧ%1

Известно, что введение межнуклеотидных тиофосфатных группи�
ровок в процессируемую цепь U5�субстрата вместо всех фосфоди�
эфирных связей способно полностью ингибировать 3'�процессинг
[62]. Однако если вводить всего лишь одно тиофосфатное звено между
консервативными CA и GT�динуклеотидами, то такой субстрат будет
участвовать в реакциях 3'�процессинга и переноса цепи [59]. Причем
в результате этих реакций с участием ДНК�дуплексов, содержащих
R�изомер тиофосфатов, образуются продукты, содержащие S�изомер.
Эти данные указывают на то, что обе эти реакции нуклеофильного
замещения протекают по одностадийному S

N
2 механизму с обраще�

нием конфигурации при атоме фосфора.
С помощью кинетических измерений также было установлено,

что R�изомер является гораздо более предпочтительным по сравнению
с S�изомером и в реакции 3'�процессинга, и при переносе цепи [63].
Соответственно для дезинтеграции благоприятной была S�тиофосфат�
ная ДНК. Об этом судили по разнице скоростей расщепления Y�об�
разных ДНК, содержащих фосфодиэфирные или тиофосфатные связи.

Из данных по стереоспецифичности катализируемых ИН реакций
был сделан следющий вывод: 3’�гидроксил консервативного 2'�дезок�
сиаденозина ДНК�субстрата и при 3'�процессинге, и при переносе

Рис. 12. Схема интеграции ДНК ВИЧ�1 в геном клетки.

Реакции, катализируемые интегразой in vitro

Реакции 3'�концевого процессинга и переноса цепи могут быть
воспроизведены in vitro с использованием очищенного рекомбинант�
ного фермента в присутствии кофактора — ионов Mn2+ или Mg2+. В
качестве субстратов ИН используют, как правило, ДНК�дуплексы
длиной в 21 пару оснований, последовательности которых соответст�
вуют фрагментам U3 или U5, содержащим сайты узнавания ИН [55,
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цепи занимает аксиальную позицию в структуре тригональной бипи�
рамиды, характерной для переходного состояния у атома фосфора.
Это вызвано тем, что в этих реакциях 3'�гидроксил соответственно
является либо уходящей группой, либо нуклеофилом. По этой же логи�
ке другое аксиальное положение при процессинге занимает молекула
воды, а при переносе цепи – 5'�концевой фрагмент атакуемой цепи
ДНК�мишени (рис. 12). Соответственно экваториальную позицию
при процессинге занимает динуклеотид GT, а при переносе цепи —
3'�концевой фрагмент ДНК�мишени. В связи с этим высказывается
предположение, что динуклеотид GT и ДНК�мишень связываются в
разных местах белка, причем один из этих сайтов связывает одноцепо�
чечную ДНК (GT), а другой – двухцепочечную (ДНК�мишень) [63].
Существует, однако, альтернативное предположение, что между
3'�процессингом и переносом цепи в активном центре ИН происходит
структурная реорганизация [59], поскольку в ходе процессинга фос�
фодиэфирная связь в ДНК�субстрате является атакуемой группиров�
кой, а при интеграции образовавшаяся 3'�гидроксильная группа той
же молекулы ДНК – уже атакующая.

Связывание ДНК интегразой

Стадия образования стабильного прединтеграционного комп�
лекса, с которой начинается процесс интеграции, характерна для всех
интеграз. Концы вирусной ДНК остаются в комплексе с ИН в течение
длительного промежутка времени между стадиями 3'�процессинга и
переноса цепи. Способность ИН связывать ДНК in vitro была пока�
зана с использованием синтетических ДНК�субстратов, моделирую�
щих один из концов вирусной ДНК, методами хроматографии и
седиментации [64], связывания на нитроцеллюлозных фильтрах [65,
66], торможения в геле [67], фотоиндуцируемого присоединения [45,
68–70] и др. [30, 71–74].

Связывание ИН с ДНК может происходить и в отсутствие ионов
двухвалентного металла [69, 70], однако для образования стабильного
комплекса фермента с ДНК металл�кофактор необходим [70, 72, 75].
Обычно такие комплексы формируются в присутствии ионов Mn2+ и
Mg2+, но возможно их образование также в присутствии Ca2+ [76].

Домены интегразы, отвечающие за связывание ДНК

В ходе осуществления процесса интеграции ИН взаимодействует
с двумя молекулами ДНК: вирусной (субстратом) и клеточной (ми�
шенью). К сожалению, картина этих взаимодействий до сих пор не
ясна. Неизвестно, имеет ли ИН различные или перекрывающиеся
сайты связывания вирусной и клеточной ДНК [26, 72, 74, 77–79,]
или, возможно, она имеет один сайт связывания ДНК [80, 12]. В пользу

последнего предположения говорит тот факт, что in vitro ИН приблизи�
тельно с одинаковой аффинностью связывает любую модекулу ДНК,
и обладающую, и необладающую последовательностью ДНК�суб�
страта [65, 81, 82]. До сих пор неизвестно, какие домены ИН участ�
вуют в связывании ДНК�субстрата и ДНК�мишени.

Как уже отмечалось выше, N�концевой домен ИН содержит харак�
терный ННСС�мотив, напоминающий цинк�связывающий мотив
некоторых ДНК�связывающих белков. Однако, скорее всего, этот
домен не играет существенной роли в связывании ДНК. Так, было
показано, что ИН с делетированным N�концевым доменом сохраняет
способность связывать ДНК на уровне полного фермента [29]. Также
была исследована активность химерных белков, в состав которых в
различных комбинациях входили домены двух интеграз: ВИЧ�1 и
вируса Visna [78]. Один из них содержал каталитический и C�конце�
вой домены ИН вируса Visna, а N�концевой – ИН ВИЧ�1. Авторы
показали, что данный фермент в качестве субстрата в реакциях 3'�кон�
цевого процессинга и переноса цепи предпочитал ДНК вируса Visna.
На основании этого они сделали заключение, что для специфического
узнавания вирусной ДНК нет необходимости в N�концевом домене.
Потеря же активности ферментом при мутациях в N�концевом домене,
возможно, связана с изменением мультимерности его активной
формы, т.к. показано, что присутствие ионов цинка стимулирует
мультимеризацию ИН [27].

Считается, что ДНК�связывающие свойства ИН обеспечиваются
в первую очередь С�концевым доменом [12, 29, 30, 65, 66, 71, 78, 81].
На поверхности С�концевого домена находится большое количество
положительно заряженных аминокислот, необходимых для неспецифи�
ческого связывания ДНК за счет электростатических взаимодействий.

Специфическое связывание ДНК ВИЧ�1, очевидно, осуществля�
ется каталитическим доменом ИН, который играет важную роль в
узнавании динуклеотида СА рядом с расщепляемой при процессинге
связью [83]. Существуют также данные, полученные из эксперимен�
тов с участием химерных интеграз, которые свидетельствуют о том,
что каталитический домен может также участвовать в связывании
ДНК�мишени [84, 85].

Участие аминокислотных остатков интегразы
во взаимодействии с ДНК

Одним из наиболее информативных на настоящий день методов
выявления контактов между ИН и вирусной ДНК или ДНК�мишенью
является метод фотоиндуцируемых сшивок. Так для определения ос�
татков лизина, контактирующих с вирусной ДНК, были использо�
ваны аналоги U5�субстрата, содержащие остатки 2'�дезокси�5�йоду�
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ридина [86]. Под действием УФ�излучения с длиной волны 302 нм
происходила избирательная активация этих остатков и их последую�
щая реакция с аминокислотами ИН. Место присоединения ДНК к
ИН определяли в результате ее протеолиза с последующим секвени�
рованием связанного с ДНК пептида по Эдману. Оказалось, что
Lys159 взаимодействует с 2'�дезокси�5�йодуридином, введенным в чет�
вертую позицию процессируемой цепи, что соответствует консерва�
тивному 2'�дезоксицитидину. С помощью сайт�специфического мута�
генеза была выявлена важность Lys159 для всех трех реакций, ката�
лизируемых ИН in vitro. Также предполагается, что 2'�дезоксиаде�
нозин из консервативного динуклеотида СА и соответственно ата�
куемый при процессинге фосфат расположены около Glu 152 из ката�
литической триады D,D(35)E [86].

Позднее, также с использованием метода фотоприсоединения, была
показана возможность взаимодействия Tyr143 и Gln148 с 5'�концевым
2'�дезоксиаденозином непроцессируемой цепи U5�субстрата, а также
пептидов ИН51–64 и ИН247–270 со вторым нуклеозидом непроцессируемой
и с седьмым нуклеозидом процессируемой цепей, соответственно [87].

В работе [39] в С�концевом домене фермента 246�ю природную
аминокислоту заменяли на остаток цистеина (мутация Е246С). В
U5�дуплекс вместо остатков 2'�дезоксиаденозина вводили показан�
ные на рис. 13 аналоги нуклеозидов, содержащих в гетероциклических
основаниях группы, способные реагировать с Cys. Образование кова�
лентной связи между Cys246 и модифицированным U5�субстратом
лучше всего происходило в том случае, когда реакционноспособный
аналог нуклеозида вводился вместо 7�го 2'�дезоксиаденозина в непро�
цессируемой цепи. На основании этого результата был сделан вывод,
что в структуре комплекса ИН с ДНК ВИЧ�1 аминокислотный оста�
ток Glu246 сближен с нуклеозидом в 7�м положении непроцессируе�
мой цепи вирусной ДНК.

Для выяснения контактов вирусной ДНК с остатками лизина в
ИН была синтезирована серия аналогов U5�субстрата, в которых

Рис. 13. Модифицированные нуклеозиды, содержащие группы, способные обра�
зовывать дисульфидную связь с остатками цистеина в ИН, использованные в
работе [39].

природные нуклеозиды процессируемой цепи в положениях с 1 по 9,
а также в 13 заменялись на 2'�дезоксиуридиновые звенья [74]. Полу�
ченные дуплексы обрабатывали урацил�ДНК�гликозилазой, в резуль�
тате чего в составе субстрата возникали сайты, не содержащие гете�
роциклических оснований (АП�сайты). Известно, что такая модифи�
кация ДНК не приводит к изменению В�формы ее спирали [88]. Обра�
зующаяся в таких АП�сайтах альдегидная группа способна образо�
вать основание Шиффа с ε�аминогруппой близкорасположенного
остатка лизина. Наибольшая эффективность образования ковалентно
связанных комплексов ИН с аналогами U5�субстрата наблюдалась
при размещении АП�сайтов вблизи консервативного динуклеотида
СА (1–5 позиции) и в 13 позиции, что указывало на то, что в этих
положениях аминокислоты белка расположены наиболее близко к
ДНК. Известно, что в непосредственной близости от активного центра
ИН располагаются остатки лизинов 103, 111, 127, 136, 156 [6]. Исполь�
зование ИН ВИЧ с мутацией К136Е позволило выяснить, что Lys136
взаимодействует с нуклеотидами, расположенными в 3–6 положениях
субстрата [74].

Более или менее подробную картину взаимодействия всех участ�
ников интеграционного процесса удалось получить, изучая реакцию
дезинтеграции с использованием специальным образом сконструиро�
ванных субстратов (рис. 14А) [79]. Такие Y�образные субстраты
одновременно содержали последовательности, представляющие собой
ДНК�субстрат и ДНК�мишень, в различные положения которых вво�
дили фотоактивируемые группировки: 2'�дезокси�5�йодцитидин или
азидофенацильную. В результате было идентифицировано шесть пеп�
тидов из всех доменов ИН, участвующих во взаимодействии с дезин�
теграционным субстратом (таблица). На рис. 14Б указано, с какими
пептидами реагировали фотоактивируемые группы в субстрате. С
участком дезинтеграционного субстрата, имитирующим встраивае�
мую вирусную ДНК (ДНК�субстрат), взаимодействовали только пеп�
тиды 2, 3, 5 и 6. Пептиды 1 и 4 взаимодействовали только с той частью
дезинтеграционного субстрата, которая имитировала ДНК�мишень.
Пептиды 2 и 3, включающие в себя Asp64 и Glu152 из каталитической
триады D,D(35)E, взаимодействовали вблизи консервативного фраг�
мента СА и точки интеграции, что указывало на их участие в каталити�
ческом акте. Интересна картина связывания пептидов С�концевого
домена (4–6) с ДНК. Для пептида 4 были установлены контакты
только с участком, имитирующим ДНК�мишень, в то время как пеп�
тид 5 связывался только с участком, имитирующим ДНК�субстрат.
Для пептида 6 были обнаружены контакты с обоими участками. Эти
данные подтверждают предположение о том, что С�концевой домен
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ИНТЕГРАЗЫ С ВИРУСНОЙ ДНК

Взаимодействие ИН с вирусной ДНК происходит строго специ�
фично. ИН узнает определенные последовательности, расположен�
ные на концах фрагментов U3 и U5 из длинных концевых повторов.
Не все нуклеотиды концевой последовательности вирусной ДНК в
одинаковой мере участвуют во взаимодействии с ИН. Было показано,
что 21�звенный дуплекс, аналогичный по нуклеотидной последова�
тельности концевому повтору U5, процессировался лучше, чем
21�звенный дуплекс со структурой повтора U3 [80]. Большое коли�
чество работ посвящено изучению того, как влияет нуклеотидная пос�
ледовательности ДНК�субстрата на протекание процессинга.

Установлено, что ИН взаимодействует главным образом с углево�
дофосфатным остовом олигонуклеотидов за счет электростатических
взаимодействий фосфатных групп ДНК с положительно заряжен�
ными аминокислотами ИН [82]. В этой же работе показано, что ИН
взаимодействует с обеими цепями ДНК�субстрата, но преимущест�
венно с процессируемой цепью. Авторы предполагают, что по анало�
гии с ферментами репарации и рестрикции, вторая цепь ДНК важна
для того, чтобы ДНК�субстрат принял конформацию, оптимальную
для катализа. Кроме того, предполагается, что ИН имеет отдельные
сайты связывания для 3'�концевого динуклеотида GT и для консерва�
тивного динуклеотида СА. Возможно, 3'�концевой тимидин форми�
рует специфические контакты с ИН, и после удаления динуклеотида
GT в ходе реакции 3'�концевого процессинга происходит перестройка
активного центра ИН, в результате которой осуществляются взаимо�
действия с динуклеотидом СА [82].

Дуплекс, выступающий в роли субстрата ИН ВИЧ�1, должен иметь,
по крайней мере, 15 пар оснований [89, 80]. Однако более длинные
субстраты лучше взаимодействуют с ИН. Например, добавление 13
неспецифических пар оснований к 15�звенной концевой последова�

Рис. 14. Структуры дезинтеграционных субстратов, использованных в работе
[79] для изучения контактов отдельных участков интегразы ВИЧ�1 с вирусной
и клеточной ДНК.

A – места расположения фотоактивных группировок в структуре субстратов.
Б – места ковалентного присоединения пептидов, полученных после гидро�

лиза ИН, по данным работы [79].

Таблица
Пептиды, связанные с дезинтеграционным субстратом

в результате реакции фотоприсоединения

№ пептида Аминокислоты Домен ИН

1 1–11 N

2 49–69 Каталитический

3 139–152 Каталитический

4 213–246 C

5 247–270 C

6 271–288 C

ИН принимает участие в связывании обеих молекул ДНК (субстрата
и мишени) за счет электростатического взаимодействия заряженных
остатков лизина и аргинина, которыми богат этот домен, с фосфат�
ными группами ДНК [33, 86].
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тельности вирусной ДНК стимулирует активность ИН ВИЧ�1 [57].
Также было показано, что при увеличении длины субстрата с 24 до 35
пар оснований увеличивается активность ИН в присутствии иона
магния [77].

Для осуществления реакций 3'�процессинга и переноса цепи
ДНК�субстрат должен быть двухцепочечным [89–91]. Однако не обя�
зательно, чтобы все нуклеотиды в структуре субстрата образовывали
комплементарные пары: для осуществления указанных реакций могут
быть использованы дуплексы, содержащие в некоторых положениях
некомплементарные пары оснований [92, 93]. В частности, оказалось,
что нарушение комплементарности 2'�дезоксиаденозина в 3�м поло�
жении ДНК�субстрата даже стимулирует процессинг [89, 92, 94, 95].
ИН ВИЧ�1 также лучше, чем полностью комплементарный субстрат,
процессирует субстраты, в которых две концевые пары нуклеотидов
некомплементарны [55, 57, 89]. Последний результат послужил осно�
ванием для гипотезы, согласно которой необходимым условием 3'�про�
цессинга является предварительное разрушение комплементарных пар
оснований на конце ДНК�субстрата [94]. Однако позднее было пока�
зано, что полное «расплетание» двойной спирали на конце ДНК не
является обязательным, но вместе с тем ИН необходима локальная
дестабилизация ДНК в районе расщепляемой связи [95].

Как известно, in vivo ИН ВИЧ�1 расщепляет межнуклеотидную
связь, расположенную за 2 нуклеозида от 3'�конца вирусной ДНК.
Однако такое расположение сайта расщепления не является обяза�
тельным для реакции процессинга in vitro. ИН ВИЧ�1 способна про�
цессировать субстрат, содержащий вплоть до 5 пар оснований после
консервативного динуклеотида СА [56, 57, 89]. Тем не менее, если
концевая последовательность ДНК ВИЧ�1 располагается во внутрен�
ней части дуплекса, моделирующего субстрат ИН, эффективность
процессинга такого субстрата существенно снижается [57, 90, 94, 96].

С использованием различным образом модифицированных анало�
гов U5�субстрата ИН установлена важность консервативного динук�
леотида CA для всех реакций, катализируемых ИН ВИЧ�1 in vitro [56,
57, 80, 89, 92, 93, 97]. Положения, прилегающие к консервативному
динуклеотиду СА, также играют немаловажную роль для узнавания
субстрата ИН. Например, показана важность нуклеотидов в 5�м и
6�м положениях процессируемой цепи субстратов U5 или U3 [98].

Детальное исследование взаимодействия ИН с ДНК�субстратом
было проведено в работе [87]. Были синтезированы аналоги U5�суб�
страта, в процессируемой цепи которых в положениях с первого по
шестнадцатое были произведены все возможные замены нуклеотидов
(например, А заменяли на G, C и T). Вторая цепь во всех дуплексах

являлась полностью комплементарной процессируемой цепи. Важно
отметить, что эксперименты проводились с использованием как ионов
Mn2+, так и Mg2+ в качестве кофактора. На основании изучения на�
чальных скоростей 3'�процессинга были выделены два важных района
взаимодействия ДНК с белком: со второго по шестой нуклеотиды и с
десятого по четырнадцатый нуклеотиды в присутствии Mg2+. В случае
ионов Mn2+ дальняя область узнавания отсутствовала [87].

Эти данные позволили сформулировать важную гипотезу, касаю�
щуюся строения активного центра ИН. Согласно ей, активный центр
фермента в присутствии ионов Mg2+ более организован, чем в присут�
ствии ионов марганца, в связи с чем его субстратная специфичность
выше. В присутствии ионов Mn2+ структура активного центра стано�
вится «более расшатанной», поэтому ИН в этих условиях менее «чувст�
вительна» к структуре субстрата, а также допускает взаимодействие
с субстратом нуклеофилов, отличных от воды, например, метанола и
глицерина [59]. Есть и другое подтверждение: только в присутствии
ионов Mn2+ идет дезинтеграция, поскольку здесь не нужно столь точ�
ного узнавания субстрата, в частности консервативного динуклео�
тида СА [98].

Для выявления конкретных атомов в структуре азотистых основа�
ний, с которыми образуют контакты аминокислотные остатки фер�
мента, были использованы олигонуклеотиды, содержащие модифи�
цированные гетероциклические основания [99]. Нуклеозиды, содер�
жащие 2,6�диаминопурин, 7�деазааденин, инозин, N6�метиладенин,
О6�метилгуанин, 5�метилцитозин и О4�метилтимин, вводились по оче�
реди в обе цепи U5�дуплекса в положения с 3 по 5, как наиболее важ�
ные в 3'�процессинге. Нуклеозидные аналоги выбирались с таким
расчетом, чтобы модифицированные группы располагались в боль�
шой или малой бороздках дуплекса. Авторы полагали, что такие моди�
фикации слабо искажали структуру ДНК, но при этом нарушали воз�
можные водородные связи между гетероциклическими основаниями
и белком. Однако необходимо отметить, что некоторые из использо�
ванных в работе [99] модификаций нуклеозидов (О6�метилгуанин,
О4�метилтимин) приводят к нарушению водородных связей в компле�
ментарных парах и, следовательно, к изменению структуры двойной
спирали. К сожалению, авторы цитируемой работы не учитывали воз�
можные последствия этих эффектов. Изменение скорости 3'�процес�
синга при введении модифицирующих группировок в структуру гете�
роциклических оснований они связывали только с изменением тех
или иных контактов с ИН. Как правило, скорость 3'�процессинга
модифицированных субстратов была ниже, чем для U5�субстрата.
Единственной модификацией, увеличивающей скорость 3'�процес�
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синга, была замена 3�го тимидина непроцессируемой цепи на О4�ме�
тилтимидин. На основании полученных данных, авторы предполо�
жили, что основные контакты ИН осуществляются со стороны боль�
шой бороздки ДНК.

Таким образом, на основании данных химической модификации
ДНК и зондирования контактов ДНК с ИН, можно представить себе
следующую картину взаимодействия ИН с ДНК�субстратом (рис.
15). Однозначно показано, что для эффективного 3'�процессинга суб�
страт ИН должен содержать пару G/C в 4�м положении [87, 99]. Кроме
того, данные многих работ указывают на важность нуклеозидов в
положениях 3, 5–7 процессируемой цепи. Причем для 2'�дезоксиаде�
нозина в положении 3 предполагается контакт с каталитическим
доменом ИН [86], а для тимидина в положении 7 – контакт с С�кон�
цевым доменом [87]. Также предполагаются контакты ИН с положе�
нием 12 в процессируемой цепи субстрата [87]. В работе [99] обсуж�
дается возможность гидрофобного контакта ИН с тимидином в 3�м
положении непроцессируемой цепи. Других данных о взаимодействии
ИН с непроцессируемой цепью субстрата нет.

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ИНТЕГРАЗЫ С КЛЕТОЧНОЙ ДНК

Встраивание вирусной ДНК, по существу, представляет собой
процесс, независимый от последовательности клеточной ДНК, хотя
описаны некоторые предпочтения в выборе последовательностей in

vivo [100, 101]. На процесс узнавания ДНК�мишени могут влиять неко�
торые структурные особенности клеточной ДНК, а также строение
прединтеграционного комплекса и клеточные факторы. Реакция интег�
рации in vivo существенно более сложный процесс, чем моделирование
интеграции in vitro с использованием очищенной ИН и ДНК�субстра�
тов. Например, ретровирусный прединтеграционный комплекс прояв�
ляет более высокую ферментативную активность, чем свободная ИН
[102], а хроматин является лучшей мишенью для интеграции, чем сво�
бодная ДНК. Считается, что очищенная ИН использует для встраива�
ния первый же ДНК�дуплекс, с которым она связалась, в то время
как прединтеграционный комплекс, выделенный из инфицирован�
ных клеток, способен подыскивать определенную последовательность
в структуре клеточной ДНК благодаря повторяющемуся связыванию,
которое обеспечивается клеточными факторами [103].

Не все фосфатные группы в ДНК одинаково узнаются ИН in vitro
[104, 105]. Предполагается, что структура ДНК�мишени [105], ее пос�
ледовательность [105–107] или расположение по отношению к концу
ДНК�мишени [57, 91, 107, 108] являются основными параметрами
выбора места встраивания. Предпочтительный сайт встраивания в
случае ИН ВИЧ�1 расположен в том месте, где наблюдается какой�
либо изгиб ДНК, образованный, например, при закручивании вокруг
нуклеосом, петлеобразованием или другими особенностями структуры
ДНК [109, 110]. Вероятно, наблюдающаяся в этих случаях стимуля�
ция переноса цепи происходит за счет улучшения связывания ИН с
ДНК, при этом частота сайтов встраивания in vitro прямо коррелирует
с количеством нарушений ДНК в большой бороздке [110, 111].

Рис.15. Схематичное представление описанных в литературе контактов ИН
ВИЧ�1 с различными нуклеозидами U5�субстрата.

Рис. 16. Влияние структуры ДНК�мишени на направление интеграции в нее
вирусной ДНК.

А – первичная структура ДНК�мишени, способной образовывать кресто�
образные структуры.

Б – предпочитаемые ИН области для встраивания вирусной ДНК по данным
работы [113].
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Стимуляция переноса цепи в местах излома ДНК�мишени может
быть соотнесена с механизмом интеграции, подразумевающим нали�
чие одного активного центра. Излом ДНК может способствовать локаль�
ному нарушению комплементационных взаимодействий. Как уже
упоминалось, в ходе процессинга ДНК�субстратов ИН ВИЧ�1 проис�
ходит нарушение комплементационных взаимодействий концевых
пар нуклеотидов [94]. В связи с тем, что ИН имеет один активный
центр для процессинга и переноса цепи, вероятно, подобное наруше�
ние или расплетание ДНК�мишени может быть необходимо и для пере�
носа цепи [96]. In vivo для более эффективного осуществления пере�
носа цепи ИН может использовать накручивание ДНК на нуклеосому
или искажения ДНК�мишени, такие как нуклеотидные замены или
расплетенные участки.

Вероятно, перенос цепи не происходит случайным образом [112].
Некоторые закономерности выбора сайта интеграции были рассмот�
рены в работе [113]. В качестве ДНК�мишени использовалась плаз�
мида, содержащая два последовательно расположенных LexA�опера�
тора (рис. 16А), инвертированных друг относительно друга. В случае
линеаризованной плазмиды интеграция вирусного генома происхо�
дила статистически по всей молекуле плазмидной ДНК, однако, если
плазмида оставалась в характерной для нее кольцевой форме, встраи�
вание происходило строго в места, указанные на рисунке стрелками.
Объяснение этому факту выглядит так: в сверхспирализованном сос�
тоянии, характерном для ковалентно�замкнутых плазмид, подобные
нуклеотидные последовательности способны образовывать кресто�
образные структуры со шпильками на концах. Встраивание вирусной
ДНК происходит в ближайшую к одноцепочечным участкам двух�
спиральную область (рис. 16Б). Замена нуклеотидных последователь�
ностей двуспиральных участков около петель на другие, но также
комплементарные, не влияла на эффективность переноса цепи.

Таким образом, для реакции переноса цепи очень существенной
оказалась вторичная структура ДНК�мишени. Образующиеся за счет
сверхспирализации ДНК петли являются сильным направляющим
фактором реакции [113]. Это может быть связано с тем, что нарушение
комплементационных взаимодействий нуклеотидов, вовлеченных в
образование гидролизуемой фосфодиэфирной связи, является одной
из необходимых стадий механизма реакции переноса цепи, анало�
гично тому, как это показано для транспозазы Tn10 [114]. В шпилеч�
ной структуре это нарушение уже есть, что, разумеется, помогает про�
теканию реакции. Известно, что наиболее часто предпочитаемые
места интеграции – это транскрипционно активные зоны [115], в
которых часто встречаются шпилечные структуры.
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