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В настоящее время активно развивается такое направление биомедицины как генная терапия, направленная на борьбу с заболеваниями, вызванными различными генетическими дефектами. Для исправления генетического дефекта в клетки пациента вводятся необходимые гены, называемые «терапевтическими». Большой интерес представляют векторы на основе ретровирусов, которые обеспечивают встраивание вносимой ДНК в геном клетки. Такой встроенный ген далее функционирует как «родной» ген организма. К сожалению, интеграция происходит случайным образом в разные участки генома, и это может стать причиной развития онкологических заболеваний. В связи с этим, создание систем направленной интеграции очень важно для дальнейшего развития генной терапии. Стадию интеграции катализирует вирусный фермент интеграза. Для осуществления направленной интеграции наиболее перспективным представляется присоединение к интегразе белкового домена, способного специфично связывать ДНК. Были созданы гибриды ретровирусных интеграз с несколькими ДНК-связывающими белками, и все они показали in vitro способность к направленной интеграции вблизи своих сайтов узнавания. Однако ни один из полученных гибридов нельзя использовать в генной терапии человека, поскольку в качестве мишеней интеграции в них выступают функционально значимые участки клеточной ДНК.  

В настоящей работе мы синтезировали новый белок для специфического связывания ДНК, используя ДНК-связывающие способности доменов семейства «цинковых пальцев». Для этого класса белков существует достаточно чёткая связь между структурой и специфическим связыванием ДНК. В качестве сайта  направленной интеграции был выбран участок длиной 18 н.п. в гене лейциновой тРНК. Ген этой тРНК неоднократно повторяется в геноме человека. Это позволяет надеяться, что интеграция в выбранную нами последовательность не должна приводить к нарушениям в клетке. 

Была исследована ДНК-связывающая активность вновь синтезированного белка по отношению к выбранной 18-звенной последовательности лейциновой тРНК  и ДНК случайной последовательности. Методом торможения в геле было показано, что комплекс белка со своей ДНК-мишенью в 15 раз прочнее комплекса со случайной последовательностью. Изменение хотя бы одной узнающей аминокислоты в одном из шести «цинковых пальцев» или одного нуклеотида в ДНК-мишени приводит к ухудшению связывания в шесть раз, что демонстрирует высокую специфичность связывания белка со своей мишенью.

На основе полученной конструкции методами генной инженерии были собраны гибридные белки, в которых домен «цинковые пальцы» был присоединен к N- или С-концу интеграз ВИЧ-1 или пенообразующего вируса человека. Гибридные конструкты также демонстрировали в условиях in vitro способность связывать ДНК-мишень с большим сродством нежели случайную последовательность. 
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