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Аннотация
В мире зарегистрировано около 38 млн людей, живущих с ВИЧ, более 1,4 млн — в России. Антиретровирусная терапия 

позволяет контролировать развитие заболевания, но из-за высокой изменчивости возникают субтипы вируса [1], устойчивые 
к существующим лекарствам. Выявлены мутантные формы PRS17 и PRS5B, резистентные к клиническим ингибиторам про-
теазы ВИЧ-1 [2], что обусловливает необходимость дальнейшего мониторинга циркулирующих субтипов ВИЧ-1.

Abstract
Аpproximately 38 million people worldwide are living with HIV, with over 1.4 million cases registered in Russia. The use 

of antiretroviral therapy controls disease progression, but high variability of HIV-1 leads to new viral subtypes [1], some of which ex-
hibit resistance to medications. Mutant forms PRS17 and PRS5B have been identified as resistant to clinical protease inhibitors [2] 
underscoring the need for monitoring circulating HIV-1 subtypes.

Цель работы — установить нуклеотидные и аминокислотные замены последовательности протеазы ВИЧ-1 
в образцах, циркулирующих на территории Сибирского федерального округа, а также получить штаммы-проду-
центы и разработать протокол выделения и рефолдинга мутантного варианта протеазы ВИЧ-1.

Для достижения поставленной цели были взяты 267 образцов вирусной РНК (предоставлены лаборато-
рией иммунохимии ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора), выделенных из сывороток крови людей, зара-
женных ВИЧ и проживающих на территории Сибирского федерального округа. Для амплификации нуклеотид-
ной последовательности протеазы ВИЧ-1 проводили ОТ-ПЦР на матрице вирусной РНК ВИЧ- с использованием 
праймеров HIV-F (5´-aaaaaaggatccagtggttttagaaaaatggcattcc-3´), HIV-R (5´-aaaaaagcggccgcttaaccgctaccaccgctctgaaagg
taacaccgctacactg-3´). Полученные последовательности были проанализированы на наличие нуклеотидных и ами-
нокислотных замен.

После выявления характерных аминокислотных замен последовательности протеазы ВИЧ-1, представлен-
ной на территории Сибирского федерального округа, ее нуклеотидная последовательность была оптимизирована 
под экспрессию в системе E. coli и клонирована по методу Гибсона в составе экспрессионного вектора pET28-
HIV, синтезирующего белок SUMO и рекомбинантную протеазу ВИЧ-1 в единой рамке считывания. Амплифи-
кацию вектора и последовательности синтезированной протеазы ВИЧ-1 проводили с использованием праймеров 
pET28-F/pET28-R (5´-TGATAACTCGAGCACCACCAC -3´/5´- GCCACCAATCTGCTCACGATG -3´) и  SUMO-
HIV-F/SUMO-HIV-R (5´ TGAGCAGATTGGTGGCCCGCAGATTACCCTGTGGAAAC -3´/5´- GTGGTGCTCGAG
TTATCAAAAGTTCAGGGTTGCACCAATCT -3´) соответственно. В результате был получен вектор pET28-HIV. 
Так же была получена плазмида, содержащая глицин-сериновый линкер между белком SUMO и рекомбинантной 
протеазой ВИЧ-1, — pET28 _GS_HIV.

Посредством трансфекции клеток E.  Coli BL21 codon plus описанными плазмидами были получены 
штаммы-продуценты мутантной формы вирусной протеазы. Был произведен сравнительный анализ способно-
сти полученных белков к рефолдингу и переходу в функциональную форму. Анализ показал, что белок, полу-
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ченный из продуцентов, трансформированных плазмидой pET28-HIV и pET28 _GS_HIV, подвергается рефол-
дингу, переходя в растворимую форму. Однако штамм, трансформированный плазмидой pET28-HIV, в отличие 
от штамма, трансформированного плазмидой pET28 _GS_HIV, не  образует зрелую протеазу при  обработке 
протеазой SUMO.
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