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Èíòåãðàçà � îäèí èç êëþ÷åâûõ ôåðìåíòîâ æèçíåííîãî öèêëà ðåòðîâèðóñîâ, îñó-
ùåñòâëÿþùèé ðåàêöèþ âñòðàèâàíèÿ âèðóñíîé êÄÍÊ â ãåíîì èíôèöèðîâàííîé êëåòêè,
ïîýòîìó èçó÷åíèå äàííîãî ôåðìåíòà èìååò áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ ðàçðàáîòêè íîâûõ
ìåòîäîâ ëå÷åíèÿ ÂÈ×-èíôåêöèè.

Èíòåãðàçà îñóùåñòâëÿåò äâå ïîñëåäîâàòåëüíûå ðåàêöèè: îòùåïëåíèå äèíóêëåîòèäà
ñ 3'-êîíöà îáåèõ öåïåé âèðóñíîé êÄÍÊ (3'-ïðîöåññèíã) è ïîñëåäóþùåå âñòðàèâàíèå âè-
ðóñíîé êÄÍÊ â ÄÍÊ êëåòêè-õîçÿèíà (ïåðåíîñ öåïè). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ èçó÷åíèÿ
àêòèâíîñòè èíòåãðàçû ÂÈ×-1 è ïîèñêà åå èíãèáèòîðîâ in vitro, êàê ïðàâèëî, èñïîëü-
çóþò ðàäèîàêòèâíî-ìå÷åíûé ÄÍÊ-ñóáñòðàò. Ïðîäóêòû ðåàêöèé, êàòàëèçèðóåìûõ èíòå-
ãðàçîé, àíàëèçèðóþò ìåòîäîì ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ ñ ïî-
ñëåäóþùåé ðàäèîàâòîãðàôèåé. Ïîäîáíàÿ ìåòîäèêà îáëàäàåò ðÿäîì íåäîñòàòêîâ: ðàáî-
òà ñâÿçàíà ñ ðàäèîàêòèâíûìè ïðåïàðàòàìè, ïðîèçâîäèòåëüíîñòü ýòîãî ìåòîäà äîâîëüíî
íèçêàÿ, ÷òî îáóñëîâëåíî äëèòåëüíûì ýêñïåðèìåíòîì, âêëþ÷àþùèì íåñêîëüêî ñòàäèé:
ïðèãîòîâëåíèå ìå÷åíîãî ñóáñòðàòà; ïðîâåäåíèå ðåàêöèé, îñóùåñòâëÿåìûõ èíòåãðàçîé;
ðàçäåëåíèå ïðîäóêòîâ ìåòîäîì ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà; äåòåêöèÿ ðàäèîàêòèâíûõ ïðîäóê-
òîâ ðåàêöèè. Â íàøåé ðàáîòå áûë ïðåäëîæåí íîâûé ìåòîä, îñíîâàííûé íà èñïîëüçî-
âàíèè ôëóîðåñöåíòíî-ìå÷åíîãî ñóáñòðàòà è ïîçâîëÿþùèé àíàëèçèðîâàòü ïðîòåêàíèå
3'-ïðîöåññèíãà â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè.

Ìû îáíàðóæèëè ýôôåêò ðàçãîðàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïðè ôîðìèðîâàíèè äâóõöå-
ïî÷å÷íîãî ñóáñòðàòà èíòåãðàçû, ñîäåðæàùåãî ôëóîðåñöåèí íà 3'-êîíöå ïðîöåññèðóå-
ìîé öåïè. Ïðè îñóùåñòâëåíèè ðåàêöèè 3'-ïðîöåññèíãà èíòåãðàçîé íàáëþäàåòñÿ òóøå-
íèå ôëóîðåñöåíöèè, âûçâàííîå îòùåïëåíèåì ñîäåðæàùåãî ôëóîðåñöåèí äèíóêëåîòèäà.
Ñ èñïîëüçîâàíèåì äàííûõ ëèòåðàòóðû äàíî òåîðåòè÷åñêîå îáúÿñíåíèå íàáëþäàåìûì
ýôôåêòàì. Áûëî ïðîâåäåíî èçó÷åíèå êèíåòèêè íàêîïëåíèÿ ïðîäóêòà 3'-ïðîöåññèíãà,
à òàêæå òåñòèðîâàíèå ðÿäà èçâåñòíûõ èíãèáèòîðîâ äâóìÿ ñïîñîáàìè: ìåòîäîì ãåëü-
ýëåêòðîôîðåçà ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàäèîàêòèâíî-ìå÷åíîãî ñóáñòðàòà è ïî èçìåíåíèþ
ôëóîðåñöåíöèè. Ïîêàçàíî, ÷òî êèíåòèêà 3'-ïðîöåññèíãà è çíà÷åíèÿ IC50 äëÿ èçâåñòíûõ
èíãèáèòîðîâ, ïîëó÷åííûå ïî äàííûì äâóõ ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ, îáëàäàþò âûñîêîé ñòå-
ïåíüþ êîððåëÿöèè. Òàêèì îáðàçîì, â ðàáîòå âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî ïî èçìåíåíèþ ôëó-
îðåñöåíöèè ÄÍÊ-ñóáñòðàòà èíòåãðàçû ìîæíî ñëåäèòü çà ïðîòåêàíèåì 3'-ïðîöåññèíãà è
àíàëèçèðîâàòü ýôôåêòèâíîñòü èíãèáèòîðîâ ýòîãî ïðîöåññà. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðåäëî-
æåííîãî íàìè ìåòîäà áûëè ïðîòåñòèðîâàíû äâå ñåðèè ñîåäèíåíèé è îáíàðóæåíû íîâûå
èíãèáèòîðû èíòåãðàçû ñ IC50 îêîëî 10 ìêÌ.
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