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Способность ретровирусов и транспозонов встраивать свой геном в геном клетки7хозяина делает их
привлекательными объектами для конструирования генно7терапевтических векторов. Однако фермен7
ты, осуществляющие встраивание генетического материала, не проявляют избирательности по отноше7
нию к последовательностям7мишеням, что приводит к практически произвольному включению ДНК в
геном клетки7реципиента. Произвольное встраивание приводит к мутациям, которые, в свою очередь,
могут вызывать нежелательные для клетки последствия и в отдельных случаях неопластическую транс7
формацию. В связи с этим для успешного функционирования генно7терапевтических систем на основе
ретровирусов и транспозонов совершенно необходимо модифицировать их таким образом, чтобы до7
биться направленного встраивания вектора в заранее заданную последовательность в геноме человека.
В данном обзоре рассмотрены известные на настоящий день подходы, разработанные для высокоспеци7
фичной модификации генома, в том числе с использованием гибридных белков на основе ретровирусных
интеграз, транспозаз, а также клеточных факторов, взаимодействующих с этими ферментами. 

Ключевые слова: интеграза, транспозаза, направленная интеграция, направленная транспозиция.

APPROACHES TOWARDS DIRECTED DNA INTEGRATION BY THE USE OF RETROVIRAL INTE7
GRASES AND TRANSPOSASES, by E. S. Knyazhanskaya1*, O. V. Kondrashina2, M. B. Gottikh1

(1Belozersky Institute for Physical and Chemical Biology, Moscow State University, Moscow, 119991 Russia;
*e7mail: e.knyazhanskaya@gmail.com; 2Chemical Department, Moscow State University, Moscow, 119991
Russia). The ability of retroviruses and transposases to insert own genome into a host7cell allow us to consider
them as a preferable object for constructing gene therapy vectors. However, enzymes that perform the insertion
of the genetic material do not display a selectivity towards target nucleotide sequences that results in an almost
random DNA introduction into the recipient cell genome. Random insertion leads to mutations which might
cause a number of undesirable consequences including neoplastic transformation in the cell. Thereby, in order
to achieve a successful functioning of retroviral and trasposonal genetic therapy systems, it is essential to modify
them in such a way that directed integration of the vector in a target sequence in the human genome could be
achieved. In the review approaches that have been developed for a high specific modification of genome, includ7
ing the construction of hybrid proteins on the basis of retroviral integrases, transposases, as well as cellular fac7
tors interacting with these enzymes, are presented.

Keywords: integrase, transposase, directed integration, directed transposition.
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Принятые сокращения: ASLV (avian sarcoma leucosis virus) – вирус саркомы�лейкоза птиц; dbs (DNA binding sequence) –
ДНК�связывающая последовательность; LABD (LexA binding domain) – LexA�связывающий домен; LEDGF/p75 (lens�epi�
thelium derived growth factor) – фактор роста эпителия хрусталика; LTR (long terminal repeats) – длинные концевые повторы;
Mo�MLV/MLV (Moloney murine leukemia virus) – вирус лейкоза мышей Молони; SB – транспозон Sleeping Beauty; UAS (upstream
activating sequence) – активирующая последовательность; X1�SCID (X�linked severe combined immunodeficiency) – Х�сцепленный
с полом тяжелый комбинированный иммунодефицит; ВИЧ�1/HIV�1 – вирус иммунодефицита человека первого типа; ДСД –
ДНК�связывающий домен; КСД – “крюк”�связывающий домен; ТСД – транспозаза�связывающий домен. 
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ВВЕДЕНИЕ

Генная терапия различных заболеваний – это
активно и многопланово развивающаяся область
медицины и биотехнологии. Основной прием
генной терапии – введение в клетки пациента не�
обходимых генов, называемых “терапевтически�
ми”, при условии не только их успешной достав�
ки, но и стабильной экспрессии в клетках. До�
биться этого позволяет использование вирусов в
качестве носителей “терапевтического” гена. Не
менее 70% клинических протоколов основано на
использовании вирусных векторов [1–3]. Самы�
ми удобными, с точки зрения достижения ста�
бильной экспрессии, считаются ретровирусы, так
как они обеспечивают долгую и стабильную экс�
прессию трансгена благодаря способности встра�
ивать свой геном в геном клетки�хозяина. По
данным на 2011 г., ретровирусы составляют 21%
от всех использующихся систем доставки генов,
занимая второе место после аденовирусов (24%)
[3]. Однако есть объективные факторы, осложня�
ющие эффективное применение ретровирусов
для генной терапии. Многие ретровирусы – это
возбудители опасных заболеваний человека и жи�
вотных, поэтому конструирование векторов на их
основе требует большой осторожности. Способ�
ность ретровирусов встраивать (интегрировать)
свой геном в геном зараженной клетки, что и
определяет их “привлекательность” как основы
для конструирования векторов, также и осложня�
ет их применение. Показано, что интегрирован�
ный провирус может активировать экспрессию
клеточных генов и, в частности, онкогенов [4–6].
К тому же, такая интеграция может нарушить це�
лостность важных для клетки генов и генетиче�
ских элементов [7]. 

Перенос и встраивание ДНК могут осуществ�
лять не только ретровирусные интегразы. Этим
свойством обладают и такие мобильные клеточ�
ные элементы, как транспозоны [8–10], которые
также используют для конструирования генно�
терапевтических векторов [11]. К сожалению,
встраивание транспозона, называемое транспо�
зицией, также может приводить к необратимым
генетическим изменениям в клетке. 

На сегодняшний день многие исследователи
заняты решением проблем, возникающих при
встраивании в клеточную ДНК ретровирусных
векторов или векторов на основе транспозонов и,
в частности, проблемой повышения специфич�
ности их интеграции. В данном обзоре рассмот�
рены генно�инженерные системы, которые поз�
воляют добиться повышения специфичности
встраивания ДНК, осуществляемого ретровиру�
сами или транспозонами.

СИСТЕМЫ НАПРАВЛЕННОЙ ИНТЕГРАЦИИ 
НА ОСНОВЕ РЕТРОВИРУСОВ

Этапы интеграции ДНК ретровирусов

Для эффективной экспрессии своих белков
ретровирусу необходимо встроить ДНК�копию
своего генома в клеточную ДНК. Этот процесс
осуществляет входящий в состав вируса фермент,
называемый интегразой. Интеграция ДНК начи�
нается в цитоплазме инфицированной клетки и
происходит в два этапа [12]. Важный для интегра�
ции элемент в структуре вирусного генома –
длинные концевые повторы (LTR – long terminal
repeats), фланкирующие ДНК вируса с обоих кон�
цов. Каждый LTR содержит три участка: U3, R и
U5. На расстоянии двух нуклеотидов от 3'�конца
каждой цепи ДНК находится консервативный ди�
нуклеотид СА, который встречается в LTR всех ре�
тровирусов [13, 14]. Интеграза в составе предынте�
грационного комплекса узнает нуклеотидные по�
следовательности, расположенные на концах
участков U3 и U5 вирусной ДНК, связывается с
ними, а затем катализирует эндонуклеазное от�
щепление концевого динуклеотида, что называ�
ется 3'�концевым процессингом. В случае ВИЧ�1
это динуклеотид GT [13], для других ретровиру�
сов динуклеотиды могут быть иными. 

После отщепления динуклеотидов у сложных
ретровирусов (например, лентивирусов) вирус�
ная ДНК в составе предынтеграционного ком�
плекса транспортируется в ядро за счет наличия у
интегразы сигнала ядерной локализации. У про�
стых ретровирусов (например, гаммаретровиру�
сов) интеграция может происходить только в де�
лящихся клетках, так как требует разрушения
ядерной мембраны [14]. В ядре интеграза катали�
зирует второй этап интеграции, называемый пе�
реносом цепи. Он включает нуклеофильную ата�
ку 3'�гидроксильных групп процессированных
цепей ДНК по межнуклеотидным фосфатам обе�
их цепей клеточной ДНК с образованием кова�
лентного продукта [13]. В случае ВИЧ�1 переэте�
рификации подвергаются межнуклеотидные свя�
зи, расположенные в разных цепях ДНК�мишени
на расстоянии пяти пар нуклеотидов одна от дру�
гой, для других ретровирусов это расстояние
иное. Для завершения процесса интеграции тре�
буются: процессинг 5'�концов вирусной ДНК,
полимеразная достройка недостающих нуклеоти�
дов и лигирование, которые осуществляются при
участии клеточных белков [15]. 

Интеграционные предпочтения ретровирусов

Необходимо подчеркнуть, что реакция 3'�кон�
цевого процессинга специфична к последова�
тельности, т.е. ей подвергаются только последо�
вательности ДНК, первичная структура которых
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аналогична U3� или U5�последовательностям
ДНК вируса [15]. В то же время интеграция не за�
висит напрямую от первичной структуры геномной
ДНК клетки�хозяина; в геноме можно выделить от
500 до 1000 участков, где интеграция происходит с
частотой приблизительно 2.5 × 10–4 на участок
[16]. Ранее предпринятые попытки обнаружить
какие�либо структурные особенности ДНК�ми�
шени выявили некоторые закономерности инте�
грации, однако не дали ответа на вопрос: что в це�
лом определяет выбор сайта интеграции в геноме.
В ряде экспериментальных работ, проведенных
in vitro, т.е. с использованием очищенного препа�
рата интегразы (или предынтеграционного ком�
плекса) и молекулы ДНК, служащей моделью
клеточной хромосомы, показано, что интеграции
благоприятствуют локальные искривления в мо�
лекуле ДНК [17–21]. Такие искривления возни�
кают, например, при связывании ДНК с ДНК�
связывающими белками или с нуклеосомами
[20–22] или в АТ�богатых участках ДНК [20]. Так�
же известны работы, где показана склонность ви�
руса лейкоза мышей Молони (Mo�MLV) встраи�
ваться в транскрипционно�активные участки ге�
нома и в районы CpG�островков [23], а для вируса
саркомы�лейкоза птиц (ASLV) – в метилирован�
ные участки [24]. Компактизация хроматина при
добавлении гистона Н1 повышает эффектив�
ность интеграции ASLV [25]. Отмечалось, что
предпочтительными сайтами интеграции MLV, к
тому же, могут быть участки генома с повышен�
ной чувствительностью к ДНКазе I, т.е. свобод�
ные от каких�либо ДНК�связывающих белков
[26]. В случае ВИЧ�1 замечено, что его интегра�
ция происходит несколько чаще в районе так на�
зываемых Alu�островков [27, 28], а при компакти�
зации хроматина эффективность интеграции по�
давляется [25].

Однако с появлением полной нуклеотидной
последовательности генома человека и ряда дру�
гих организмов стало возможным выявить неко�
торые закономерности, определяющие предпо�
чтительные сайты интеграции ретровирусов.
Шредер (Shroeder) и соавторы [29] впервые пока�
зали, что интеграция ДНК�копии ВИЧ�1 преиму�
щественно происходит в транскрибируемые гены
и в тоже время “избегает” CpG�островков. Впо�
следствии эти данные получили подтверждение в
других работах [30–36]. Аналогичные закономер�
ности показаны и для других представителей под�
семейства лентивирусов: вируса иммунодефици�
та обезьян (Simian Immunodeficiency Virus – SIV)
[37, 38] и вируса иммунодефицита кошек (Feline
Immunodeficiency Virus – FIV) [39]. 

Достаточно детально изучены особенности
интеграции MLV: неоднократно показано, что
этот вирус преимущественно интегрируется в ин�
тервале ±2 т.н. от сайтов инициации транскрип�

ции [31, 32, 34, 40], а также в район CpG�остров�
ков – а это тоже указание на ассоциацию с тран�
скрипцией. Накопленные к настоящему времени
данные о предпочтительных сайтах интеграции
разных семейств ретровирусов обобщены в таб�
лице.

Неопределенность местонахождения сайта
интеграции ретровирусов является серьезным
препятствием для их клинического использова�
ния в качестве векторов для генной терапии.
Встраиваясь в произвольный участок клеточного
генома, вирусная ДНК может оказать мутагенное
воздействие на клетку, особенно в том случае, ес�
ли интеграция затронула онкогены. 

Некоторое время тому назад появились дан�
ные о том, что при лечении Х�сцепленной с по�
лом тяжелой комбинированной иммунной недо�
статочности (X�linked severe combined immunode�
ficiency – X1�SCID) у детей с помощью генно�
терапевтического вектора на основе MLV [42] у
трех из одиннадцати пациентов наблюдалась не�
контролируемая пролиферация зрелых Т�клеток,
которая привела к развитию лейкоза. Анализ нук�
леотидной последовательности сайтов интегра�
ции вектора показал, что ретровирусный вектор
интегрировался вблизи промотора протоонкоге�
на LMO2, расположенного в хромосоме 11 [4–6].
Через некоторое время появилось сообщение о
том, что еще у двух пациентов интеграция вектора
затронула протоонкогены и вызвала развитие
лейкоза. В другом клиническом испытании век�
тора на основе MLV для лечения X1�SCID также
был случай развития лейкоза [43, 44].

Особенности интеграции MLV: преимуще�
ственное встраивание в сайты инициации тран�
скрипции, а также наличие сильного энхансера
транскрипции в U3�фрагменте LTR [45] вполне
могут быть причиной такого канцерогенного воз�
действия векторов на его основе. Анализ распреде�
ления интеграции вектора в клетках пациентов под�
твердил наличие характерных для MLV особенно�
стей, показанных ранее в экспериментах на
культурах клеток [43, 44]. На сегодняшний день с
помощью дрожжевой двухгибридной системы уда�
лось выделить ряд клеточных белков, предположи�
тельно взаимодействующих с интегразой MLV, –
это некоторые транскрипционные факторы
(TFIIE�β, B�ATF, Znfp15, Znfp38, Ankrd49, AF9),
факторы ремоделирования хроматина (brd2, Enx�1),
а также белки, участвующие в репарации ДНК
(Ku70, fen1) [46]. Скорее всего, взаимодействие с
этими хозяйскими белками определяет особен�
ности распределения сайтов интеграции MLV.
Показано, что области интеграции векторов на
основе MLV богаты участками связывания тран�
скрипционных факторов [32]. Можно предполо�
жить, что в интеграции MLV задействована груп�
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па белков, так или иначе участвующих в инициа�
ции транскрипции, что и определяет итоговое
распределение сайтов интеграции этого вируса. 

Кроме того, выявлено несколько белков, пред�
положительно взаимодействующих с интегразой
ВИЧ�1 в клетке: белок Ini�1 (IN�interactor 1); фак�
тор, препятствующий автоинтеграции (BAF –
barrier to autointegration factor); HMGA1 (high mo�
bility group A1) и белок теплового шока 60 (Hsp60)
[47, 48]. Однако только для одного клеточного
белка – LEDGF/p75 (lens epithelium derived
growth factor) – экспериментально доказано уча�
стие в интеграции ВИЧ�1 [49–52]. Функции этого
белка в клетке еще не до конца ясны, но предпо�
лагают его участие в активации транскрипции и
выживании клеток, а также показана его роль как
аутоантигена при атопическом дерматите и раз�

личных воспалениях [41]. Нормальная экспрес�
сия LEDGF/p75 в клетках, инфицированных
ВИЧ�1 (или другим лентивирусом), необходима
для эффективной интеграции вирусного генома
[53–55]. Интересно отметить, что распределение
сайтов, с которыми взаимодействует LEDGF/p75
в геноме, сходно с распределением сайтов инте�
грации для ВИЧ�1, т.е. это в основном внутриген�
ные участки, в то время как промоторы и межген�
ные области представлены слабо [41]. Интегра�
ция ВИЧ�1 в клетках, нокаутированных по
LEDGF/p75, распределяется в соответствии с за�
кономерностями, описанными для MLV [52, 56].
Эти данные позволяют предположить, что в случае
интегразы ВИЧ�1 клеточный транскрипционный
фактор LEDGF/p75 играет важную роль в “выборе”
места интеграции и направляет предынтеграцион�
ный комплекс во внутригенные области. 

Особенности интеграции ретровирусов (по данным [41]) 

Род ретровирусов Вирус Происхождение 
клетки�хозяина

Количество
сайтов1

Относительная частота интеграций 
в различные области генома2

транскрипци�
онные единицы

± 2 т.н. от старта 
транскрипции

± 2 т.н. от 
CpG�островков

Лентивирусы HIV�1 Человек 59869

Другие виды 2421

HIV�2 Человек 202

SIV Человек 148 +/++ 0 –/0

Обезьяна 501

EIAV Человек 1241

Другие виды 70

FIV Человек 226

Альфаретровирусы ASLV Человек 695
+ 0 +

Птица 658

Бетаретровирусы MMTV Человек 298
0 0 0

Мышь 170

Гаммаретровирусы MLV Человек 4005

Мышь 189

Другие виды 953

MSCV Мышь 259 + ++ ++

PERV Человек 1962

XMRV Человек 472

Дельтаретровирусы HTLV�1 Человек 1235 + + +

Спумавирусы HFV Человек 3457
0 ++ ++

Другие виды 263

Эндогенные ретровирусы HERV�K Человек 1565 + ++ ++
1 – Количество сайтов интеграции, проанализированных в [41].
2 – Все частоты приведены на основании баз данных RefSeq.
“0” – Отсутствие статистически значимого отличия от среднего значения по геному; “+/++” – положительное статистиче�
ски значимое отличие от среднего по геному, где “++” для отношения > 2 и “+” для отношения < 2; “–” – отрицательное ста�
тистически значимое отличие от среднего по геному. 
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Итак, совершенно ясно, что для обеспечения
безопасного использования векторов на основе
ретровирусов необходимо изменить их интегра�
ционные особенности таким образом, чтобы пе�
ренаправить интеграцию из потенциально опас�
ных для клетки участков в безопасные районы.
Далее рассмотрены известные на настоящий день
подходы, направленные на изменение и повыше�
ние специфичности интеграции ретровирусных
векторов. 

Походы к направленной интеграции на основе 
ретровирусных интеграз или их кофакторов 

На сегодняшний день нет большого разнооб�
разия в подходах к изменению интеграционных
характеристик ретровирусов. Исходя из ряда экс�
периментальных данных, можно предположить,
что ключевую роль в выборе места интеграции иг�
рает вирусный фермент интеграза. В связи с этим
практически все варианты направленной инте�
грации основаны на модификации интегразы с
получением гибридных белков за счет присоеди�
нения к интегразе некоего ДНК�связывающего
домена (ДСД), специфически узнающего опреде�
ленную последовательность ДНК [57–62].

Хотя этот подход можно считать самым рас�
пространенным, он не лишен недостатков. Во�
первых, присоединение даже небольшого белко�
вого домена к интегразе может сказаться на ее ка�
талитической активности. Эта проблема отчасти
решается включением в конструкцию аминокис�
лотных линкеров между интегразой и ДСД. Во�
вторых, для осуществления направленной инте�
грации модифицированная интеграза должна
входить в состав вириона. Включение дополни�
тельного большого белкового домена в молекулу
интегразы может повлиять на упаковку вирусной
частицы, и, в свою очередь, на инфекционность
вируса [57]. Избежать этих проблем можно, если
проводить модификацию не самой интегразы, а
ее клеточного кофактора, непосредственно
участвующего в процессе интеграции. На сегодня
такой кофактор описан только для интегразы
ВИЧ�1. Это белок LEDGF/p75 (см. выше). Суще�
ствует одна работа, в которой представлена кон�
струкция, состоящая из ДСД и LEDGF/p75 [63] и
изучена ее способность направлять интеграцию.
Недавно описан оригинальный метод внесения
нуклеотидных последовательностей генов, кодиру�
ющих ДСД, в состав генома ретровируса с последу�
ющим отбором жизнеспособных мутантов [64]. 

Еще одна проблема, которую приходится учи�
тывать при конструировании систем направленной
интеграции, – выбор сайта интеграции в геноме. В
ранних работах такую задачу даже не ставили, так
как поначалу исследовали принципиальную воз�
можность изменения интеграционных “предпочте�

ний” интегразы. Модификацию интегразы прово�
дили, используя такие белковые домены, как ре�
прессор фага λ [57, 63], белок LexA Escherichia coli
[58, 59], домен транскрипционного активатора
Sp1 [61] и транскрипционный фактор Zif268 [60].
Для всех этих ДСД не существует специфическо�
го сайта узнавания в геноме человека. Однако в
более поздних работах использованы конструк�
ции на основе синтетических белков, содержа�
щих структурный мотив “цинковые пальцы”.
Белки, связывающие ДНК за счет мотива “цин�
ковые пальцы”, пользуются большой популярно�
стью в различных геном�модифицирующих си�
стемах (см. обзоры [65–70]). Такие белки не тре�
буют мультимеризации для эффективного
связывания ДНК, к тому же небольшой размер
мотива (~30 аминокислотных остатков), а также
высокая специфичность взаимодействия “паль�
ца” с конкретным триплетом ДНК [67, 69], позво�
ляют комбинировать различные домены для по�
лучения белков с заданной специфичностью. В ря�
де работ Чоу (Chow) и соавторов [62, 71, 72]
описаны конструкции на основе интегразы ВИЧ�1
и синтетического белка E2C, специфически рас�
познающего последовательность e2c в 5'�нетранс�
лируемой области гена erbB�2 в хромосоме 17 че�
ловека [73, 74]. В другой работе [64] гены двух раз�
личных синтетических белков, содержащих
“цинковые пальцы” и способных специфически
распознавать конкретные участки в геноме чело�
века, клонировали в разные участки нуклеотид�
ной последовательности gag�pol генома вируса
MLV. 

Прежде чем приступить к подробному описа�
нию подходов к направленной интеграции ДНК,
остановимся на методах, используемых для опре�
деления специфичности интеграции. 

Методы определения специфичности интеграции 
в модельной системе in vitro

Методы определения направленности инте�
грации in vitro сводятся к воспроизведению реак�
ции интеграции на модельной системе, имитиру�
ющей интеграцию в клетке. Чаще всего такая си�
стема включает: 

1) выделенный из культуры E. coli препарат ре�
комбинантной интегразы либо гибрида на основе
интегразы и ДСД; 

2) короткий ДНК�дуплекс, последователь�
ность которого соответствует либо U3�, либо U5�
участку вирусной ДНК (обычно обозначается как
субстрат интегразы), где в одной из цепей отсут�
ствует концевой динуклеотид, отщепляемый ин�
тегразой в реакции 3'�концевого процессинга
[75]. Такой дуплекс имитирует процессирован�
ный субстрат интегразы, которая распознает его и
встраивает либо в молекулу другой ДНК (обозна�
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чаемую как мишень), либо в другую молекулу
этого же субстрата [76]; 

3) мишень интеграции, в качестве которой ис�
пользуется либо несколько длинных фрагментов
ДНК, содержащих последовательность для узна�
вания ДСД, либо плазмида, также содержащая
специфический сайт (далее обозначен как dbs –
DNA binding sequence) (рис. 1).

В том случае, если мишенью служат фрагмен�
ты ДНК, лишь один или несколько из них содер�
жат dbs. И тогда используется субстрат, содержа�
щий радиоактивную метку на 5'�конце интегри�
руемой цепи. Направленность интеграции можно
оценить по процентному содержанию субстрата,
встроенного во фрагмент (фрагменты), содержа�
щий(е) dbs, относительно количества субстрата,
встроенного во все фрагменты. 

Если мишенью служит плазмида, распределе�
ние интеграции оценивают методом ПЦР (рис. 1).
В этом случае используют такую систему, где мат�
рицей служит продукт интеграции субстратной
ДНК в плазмиду с dbs, один из праймеров ком�
плементарен участку плазмиды на небольшом рас�
стоянии от dbs (обычно 100–200 п.о.), а второй –
субстрату и несет радиоактивную метку на 5'�кон�
це. Можно использовать два типа матриц в каче�
стве контрольных: либо плазмиду, не содержа�
щую dbs после проведения в нее интеграции, либо
плазмиду, содержащую dbs, но интеграция в кото�
рую проводилась интегразой дикого типа. Анализ
продуктов ПЦР в денатурирующем ПААГ позво�
ляет определить, есть ли в данной системе какие�

то изменения в распределении интеграции по
сравнению с контрольной реакцией. Обычно от�
мечается снижение частоты интеграции непо�
средственно в сам сайт dbs (защита сайта за счет
связывания с ним ДСД), в то время как частота
интеграции вблизи него возрастает. 

Методы определения специфичности интеграции 
в клеточный геном

Включение гибрида интегразы с ДСД в состав
вирионов обычно проводят методом in trans [71,
72, 77, 78]. Этот подход основан на одновремен�
ной трансфекции клеток тремя плазмидами. Од�
на из них кодирует интегразу или гибридный бе�
лок на ее основе и дополнительно несет ген белка
упаковки vpr на 5'�конце гена интегразы. Вторая
кодирует геном вируса, в котором ген интегразы
содержит мутацию, приводящую к замене D64V в
каталитической триаде кодируемого белка и, как
следствие, к полной потере ее каталитической ак�
тивности. Также в геноме отсутствует последова�
тельность, кодирующая белок оболочки Env, она
заменена геном устойчивости к антибиотику. Бе�
лок оболочки закодирован в третьей плазмиде.
Таким образом, если произойдет включение ги�
бридной интегразы в вирионы, то будет восста�
новлена их жизнеспособность. Полученными ви�
русными частицами заражают культуру клеток и
проводят селекцию антибиотиком, ген устойчи�
вости к которому закодирован во второй плазми�
де. Оценка количества колоний после селекции
позволяет сравнить инфекционность вирионов,

Фрагменты ДНК +
dbs

Субстрат

ИН либо

Плазмида +
dbs

Реакционная смесь для определения
направленности интеграции in vitro

Анализ продуктов
методом ПЦР

Анализ продуктов
ПЦР в ПААГ/7М

мочевина

Рис. 1. Схематическое изображение экспериментальной системы для оценки направленности интеграции in vitro (по�
яснения в тексте). ИН – препарат рекомбинантной интегразы или гибрида ИН�ДСД; во всех фрагментах ДНК серым
цветом выделен участок dbs (участок связывания ДСД); стрелка – праймер; стрелка со звездой – праймер с радиоак�
тивной меткой на 5'�конце.

Анализ продуктов
в агарозном геле
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содержащих гибридную интегразу, с вирионами,
содержащими интегразу дикого типа. Использо�
вание подхода in trans связано с тем, что прямое
включение гибридной интегразы в геном приво�
дит к потере инфекционной способности вируса
[57]. Добавление дополнительного домена на С�
конец интегразы может повлиять на фолдинг,
упаковку или на процессинг полипептида Gag�
Pol. Еще одна проблема заключается в том, что 3'�
конец гена интегразы перекрывается с геном бел�
ка Vif [79].

Анализ интеграции провирусной ДНК в геном
чаще всего проводят с помощью последователь�
ной серии ПЦР (рис. 2). Очищенную геномную
ДНК из инфицированных клеток обрабатывают
ферментами рестрикции, после чего используют
в качестве матрицы для первой ПЦР (П1), где
один из праймеров (праймер пВ) комплемента�
рен участку, находящемуся внутри последова�
тельности провируса (обычно в районе LTR), а
второй – комплементарен некоторому повторяю�
щемуся генетическому элементу, например, Alu�
островкам (праймер пГ). Этот эксперимент поз�
воляет нормировать частоту интеграции в целом
по геному. Далее с тем же препаратом геномной
ДНК проводят другую ПЦР (П2), с парой прай�
меров пВ и пС, где пС – праймер, комплементар�
ный участку последовательности, в район кото�
рой предполагается направить интеграцию. Вы�
ход специфического продукта как в случае П1,
так и в случае П2 крайне низок, поэтому для ко�
личественного определения частоты интеграции
проводят гнездовую ПЦР в реальном времени
(Пг) с использованием пары праймеров, компле�
ментарных участку внутри LTR ниже по цепи от
сайта отжига праймера пВ. Статистическая обра�
ботка данных Пг позволяет определить частоту ин�
теграции в район целевой последовательности по

сравнению с общей частотой интеграции. Подроб�
ное описание методики дано в работах [71] и [72]. 

Гибриды на основе интеграз и природных 
ДНК&связывающих белков

Как уже отмечалось выше, в пионерских рабо�
тах по модификации ретровирусных интеграз с
целью изменения их ДНК�связывающих свойств
к интегразе присоединяли хорошо изученные
ДСД из природных источников. Первая работа в
этой области проведена Ф. Бушманом (Bushman)
в 1994 г. на основе интегразы ВИЧ�1. В этой рабо�
те в качестве ДСД на N�конец интегразы был
присоединен N�концевой домен репрессора фага
λ (λR, аминокислотные остатки 1–133) [57].
λR состоит из двух независимых доменов, соеди�
ненных подвижным линкером, один из которых
отвечает за связывание ДНК (N�концевой, остат�
ки 1–92), а второй – за димеризацию репрессора
(С�концевой, остатки 132–236) [80]. По данным
[57], полученный гибридный белок сохранял ка�
талитическую активность в реакциях in vitro на
уровне интегразы дикого типа и прочно связы�
вался с оператором фага λ. Анализ направленно�
сти интеграции с использованием набора фраг�
ментов фаговой ДНК в качестве мишени показал,
что гибридный белок чаще всего направлял инте�
грацию во фрагменты, содержащие оператор фага
λ. Так была доказана принципиальная возмож�
ность изменения интеграционных характеристик
интегразы путем присоединения к ней дополни�
тельного ДНК�связывающего домена. Однако
следует заметить, что включение модифициро�
ванной интегразы в состав вирусных частиц при�
водило к полной потере их инфекционности.

Впоследствии тот же ДСД (λR) был использо�
ван для получения гибридов с LEDGF/p75 [63].
Как уже отмечалось выше, модификация клеточно�

Alu/dbs

пГ/пС

gag nef
U3 R U5

пР1 пР2

U3 R U5

Рис. 2. Схематическое изображение экспериментальной системы для определения частоты интеграции в целом по ге�
ному. В ПЦР П1 используют пару праймеров пВ/пГ, что позволяет нормировать частоту интеграции в целом по геному
(например, относительно Alu�островков). В ПЦР П2 используют пару праймеров пВ/пС – для определения частоты ин�
теграции вблизи целевой последовательности dbs. В гнездовой ПЦР, Пг, используют пару праймеров пР1/пР2, а также
флуоресцентный зонд, комплементарный амплифицируемому участку, что позволяет количественно оценить продукты
реакций П1 и П2. Стрелка с ромбом – флуоресцентно�меченный зонд для наблюдения за накоплением продукта в Пг.

пВ
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го партнера интегразы помогает избежать трудно�
стей, возникающих при модификации самого фер�
мента. Присоединение λR к N�концу LEDGF/p75
изменило распределение интеграции в системе,
состоящей из ДНК фага λ, гибридного белка, ин�
тегразы ВИЧ�1 и ее ДНК�субстрата, и привело к
тому, что частота интеграции в районе сайта опе�
ратора фага значительно повысилась. Таким об�
разом, показано, что изменить направление инте�
грации можно также путем модификации клеточ�
ного партнера интегразы. 

Некоторые исследователи при создании гибри�
дов для направленной интеграции использовали
ДНК�связывающий белок LexA E. coli. LexA состо�
ит из двух доменов: N�концевого ДНК�связываю�
щего (LexA binding domain, LABD, остатки 1–87) и
С�концевого, отвечающего за димеризацию [81,
82]. Специфическим сайтом для LexA считается
recA оператор. В серии работ [58, 77, 78] описаны
гибриды на основе интегразы ВИЧ�1 и LexA. С
целью проверить возможность изменения на�
правления интеграции только с помощью ДНК�
связывающего домена LexA создали конструкты,
в которых к С�концу интегразы присоединен ли�
бо полноразмерный белок LexA, либо LABD [58].
Так же, как и в работе [57], присоединение белко�
вых доменов к интегразе не влияло на ее катали�
тическую активность in vitro. Оба гибридных бел�
ка сохраняли способность связывать последова�
тельность recA, хотя LABD�содержащий гибрид
связывал мишень слабее, чем гибрид с полнораз�
мерным LexA. Специфичность интеграции, ката�
лизируемой этими гибридами, анализировали
как на фрагментах ДНК, так и на плазмиде, и по�
казали, что гибриды предпочтительно направля�
ют интеграцию в район сайта recA, причем гибрид
на основе полноразмерного белка LexA примерно
в два раза эффективнее LABD�содержащего.

Описанные конструкты на основе интегразы
ВИЧ�1 и LexA включали в состав вирионов ВИЧ�1
методом in trans [77, 78]. Вирионы, содержащие
гибриды интегразы, оказались жизнеспособны�
ми, но их инфекционность составляла примерно
50% от инфекционности вирионов на основе ин�
тегразы дикого типа. Каких�либо данных о на�
правленности интеграции, катализируемой таки�
ми вирионами, в литературе не встречалось. 

Также описаны гибриды белка LexA и интегра�
зы ASLV [59]. В этом случае ДНК�связывающий
домен присоединяли как к N�, так и к С�концу
интегразы. Полученные конструкты также сохра�
няли каталитическую активность и способность к
интеграции в условиях in vitro в линеаризованную
плазмиду, содержащую два сайта recA. Анализ
продуктов интеграции методом ПЦР показал,
что, также как и в случае гибридов LexA с инте�
гразой ВИЧ�1 [58], гибриды на основе интегразы

ASLV направляют интеграцию вблизи сайта узна�
вания LexA, но не в сам сайт; при этом эффектив�
ность направленной интеграции не зависит от то�
го, по N� или C�концу интегразы присоединен
LexA. 

В ряде работ предприняты попытки создания
гибридов интеграз с природными белками, содер�
жащими “цинковые пальцы”, например, Zif268 и
Sp1. Так, гибрид на основе ДНК�связывающего
домена мышиного транскрипционного фактора
Zif268, присоединенного к С�концу интегразы
ВИЧ�1, описан еще в 1997 году [60]. Предполага�
лось, что маленький размер домена (93 амино�
кислотных остатка [83]) не должен влиять на упа�
ковку вирусных частиц. Линию клеток НЕК 293Т
заражали полученными in trans вирусными части�
цами. Из инфицированных клеток выделяли
предынтеграционный комплекс и проверяли его
способность направлять интеграцию во фрагмент
ДНК, содержащий сайт связывания Zif268. По�
вышенную частоту интеграции в районе 20 п.н. от
сайта узнавания Zif268 действительно зафикси�
ровали. 

Наконец, известна работа по модификации
интегразы MLV путем присоединения к ней при�
родного белкового домена Sp1 [61], взаимодей�
ствующего с последовательностью (�GGGCGG�)
[84, 85]. Белок Sp1 присоединяли к С�концу инте�
гразы MLV в составе вириона, что незначительно
снизило инфекционность получившихся мутант�
ных вирусных частиц. Это важный результат, озна�
чающий, что присоединение небольшого белкового
домена (60 аминокислотных остатков) к С�концу
интегразы MLV, в отличие от интегразы ВИЧ�1 [57],
не приводит к потере инфекционности вирусных
частиц. К сожалению, в этой работе не проведен
полногеномный анализ точек интеграции. Тем не
менее, картирование сайтов интеграции пяти
клонов, положительных на наличие сайта узнава�
ния Sp1 вблизи места интеграции, выявило неко�
торую тенденцию в способности описанного кон�
структа специфически направлять интеграцию. 

Следует отметить, что в работах с использовани�
ем доменов Zif268 и Sp1 достигнуть строгой специ�
фичности интеграции так и не удалось. Одно из воз�
можных объяснений следующее: для интеграции
использованы гибриды, состоящие из двух белков,
каждый из которых обладает сродством к опреде�
ленным последовательностям ДНК; интеграза же в
значительной степени связывает ДНК неспецифи�
чески, и “пересилить” эту неспецифичность мо�
жет только ДСД с высоким сродством к своей ми�
шени. Сродство белков, построенных из несколь�
ких доменов “цинковые пальцы”, к ДНК
возрастает с увеличением числа таких доменов в
белке. Белок Sp1 включает всего два домена
“цинковые пальцы”, а белок Zif268 – три. По�ви�
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димому, двух–трех таких доменов недостаточно
для формирования прочного ДНК�белкового
комплекса, который будет существенно устойчи�
вее неспецифических комплексов интегразы с
ДНК.

Итак, в ряде научных работ показано, что при�
соединение к интегразе (или к ее клеточному
партнеру) другого ДНК�связывающего белка
приводит к изменению направления интеграции.
Однако выбор белков, использованных в этих ра�
ботах в качестве ДСД, не оптимален: ни у одного
из них нет специфического сайта узнавания в ге�
номе человека и, следовательно, невозможно их
использование для направленной интеграции
ДНК в геном человека. Таким образом, получен�
ные конструкты не пригодны для создания ген�
но�терапевтических векторов. 

Гибриды на основе синтетических белков, 
содержащих мотив “цинковые пальцы”

Как уже отмечалось, белки, связывающие
ДНК за счет доменов “цинковые пальцы”, –
очень привлекательные кандидаты на роль ДСД в
гибридах с интегразой, поскольку они образуют
специфичные комплексы с ДНК, но при этом не
требуют мультимеризации. С точки зрения проч�
ности и специфичности образуемых с ДНК ком�
плексов особенно интересны синтетические бел�
ки, содержащие 6 доменов “цинковые пальцы”.
Комбинируя домены, взаимодействующие с раз�
ными триплетами в ДНК, теоретически можно
сконструировать белки, способные узнавать раз�
личные уникальные 18�нуклеотидные последова�
тельности в геноме человека. 

Авторы ряда работ [62, 71, 72] использовали
синтетический шестидоменный белок E2C, спе�
цифически распознающий 18�нуклеотидную по�
следовательность в 5'�нетранслируемой области
гена erbB�2. Белок E2C был присоединен либо к
N�, либо к С�концу интегразы ВИЧ�1 [62]. Как и
в случае гибридов этой интегразы с другими ДСД
[57, 58], присоединение Е2С не отразилось на ка�
талитической активности фермента in vitro. Полу�
ченные гибриды сохраняли способность специ�
фично связывать сайт узнавания белка E2C и на�
правлять интеграцию в плазмиду, содержащую
этот сайт. Интересно, что более специфичным
оказался гибрид, содержащий белок Е2С на С�
конце интегразы. Напомним, что в случае присо�
единения белка LexA к интегразе ASLV [59] не бы�
ло замечено различий в специфичности направ�
ленной интеграции N�концевого и C�концевого
гибридов. 

Полученные методом in trans вирусные части�
цы с интегразой, содержащей Е2С на С�конце
[71], проявляли способность инфицировать куль�
туру клеток человека. Полногеномный анализ

распределения интеграции в клетках, заражен�
ных мутантными вирионами, показал, что часто�
та интеграции вблизи последовательности erbB�2
возрастает в 7–10 раз по сравнению с интеграци�
ей, осуществляемой вирусом дикого типа. 

Эти работы отличает ряд особенностей. Во�
первых, роль ДСД в них выполняет белок, специ�
фически связывающий определенную последова�
тельность в геноме человека. Во�вторых, белок
Е2С содержит 6 доменов “цинковые пальцы” и
связывает 18�звенную нуклеотидную последова�
тельность, поэтому его комплекс с ДНК гораздо
прочнее, чем в случае Zif268 (трехдоменный бе�
лок) или Sp1 (двухдоменный белок). Соответ�
ственно и специфичность интеграции, направля�
емой этим гибридом, выше. Таким образом, ги�
бриды интегразы ВИЧ�1 с Е2С можно
рассматривать как гораздо более перспективные,
чем те, которые описаны нами выше. Однако и в
этих работах не решена такая важная проблема,
как выбор безопасного участка интеграции, по�
скольку последовательность erbB�2 – это часть
транскрипционно�активного геномного локуса.

Недавно появилась работа, в которой пред�
ставлен достаточно оригинальный подход к на�
правленной интеграции [64]. Ген, кодирующий
белок ZFD1, содержащий 6 доменов “цинковые
пальцы”, встроен в большой набор случайных
участков нуклеотидной последовательности gag�
pol вируса MLV с использованием транспозонной
системы [86]. Белок ZFD1, как и Е2С, сконструи�
рован искусственно для того, чтобы специфиче�
ски распознавать 18�звенную последовательность
в человеческом геноме – неподалеку от γ�глоби�
нового локуса. Селекция полученной библиотеки
клонов в культуре клеток позволила отобрать
жизнеспособные и вирулентные штаммы, содер�
жащие ген белка ZFD1 в составе gag�pol. Авторам
удалось выделить 7 штаммов, которые содержали
этот ген в двух разных положениях участка р12 гена
gag, в двух положениях в начале гена обратной тран�
скриптазы и, наконец, в трех положениях гена ин�
тегразы, а именно: в начальном участке N�концево�
го домена, в каталитическом домене и вблизи С�
концевого домена. Анализ распределения интегра�
ции, осуществленной отобранными гибридными
вирионами, показал, что при встраивании гена бел�
ка ZFD1 в ген интегразы вируса MLV характерная
для MLV частота интеграции в участки начала
транскрипции (см. выше и таблица) значительно
снизилась. Также, хоть и не столь значительно,
снизилась интеграция в CpG�островки. Таким
образом, удалось установить точные положения в
последовательности гена gag�pol, в которые можно
встраивать гены чужеродных белков и при этом не
нарушать инфекционность вируса. Затем в три по�
ложения, определенные в гене интегразы, клониро�
вали ген другого шестидоменного белка – ZFD2
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[87], узнающего 18�звенную нуклеотидную по�
следовательность в гене фактора пигментирован�
ного эпителия (pigment epithelium�derived factor,
PEDF). При этом: а) вирусы сохраняли жизне�
способность и вирулентность; б) такие мутанты
“уводили” интеграцию от сайтов инициации
транскрипции – частота интеграции в районе
±5 т.н. от сайтов инициации транскрипции пада�
ла в 4 раза; в) частота интеграции в CpG�островки
была сильно снижена – в 30 раз в районе 1 т.н. от
CpG островков. Кроме этих уникальных по своей
значимости результатов, в этой работе точно ука�
зано местоположение тех участков гена gag�pol
MLV, при встраивании в которые дополнитель�
ной последовательности не происходит потери
жизнеспособности вируса.

Подводя итог, можно сказать, что на сего�
дняшний день активно развивается конструиро�
вание систем направленной интеграции на осно�
ве гибридов ретровирусных интеграз (преимуще�
ственно интегразы ВИЧ�1) и различных ДНК�
связывающих белков, в частности содержащих
“цинковые пальцы”. Разработаны и описаны
подходы к включению гибридных белков в вири�
он, например метод in trans или метод множе�
ственного встраивания и последующей селекции.
Таким образом, принципиальная возможность
направленной интеграции уже показана, но, что�
бы ее успешно применить, необходимо решить
еще много задач. Основными из них, на наш
взгляд, являются: 1) поиск или искусственное
конструирование еще более специфичных ДНК�
связывающих доменов; 2) выбор сайтов интегра�
ции, достаточно удаленных от критически важ�
ных для жизнедеятельности клетки участков гено�
ма; 3) оптимизация методов включения гибридных
интеграз в состав вирионов. Перспективным на�
правлением остается также поиск и модификация
клеточных кофакторов вирусных интеграз, как это
сделано для кофактора интегразы ВИЧ�1
LEDGF/p75. Известно, что LEDGF может связы�
ваться с другими лентивирусными интегразами,
такими как интегразы вирусов иммунодефицитов
обезьян, кошек [88], что делает возможным по�
строение систем направленной интеграции на их
основе. 

ПОХОДЫ К НАПРАВЛЕННОЙ ИНТЕГРАЦИИ 
НА ОСНОВЕ ТРАНСПОЗАЗ

Как уже отмечалось, транспозоны тоже могут
быть использованы как векторы для доставки
“терапевтических” генов. Транспозоны – это мо�
бильные генетические элементы, которые могут
перемещаться внутри хромосом или между векто�
ром и хромосомой (см. обзоры [8–10]). Фермент
транспозаза, кодируемый геном транспозона, отно�
сится к тому же классу ферментов, что и ретрови�

русная интеграза, – классу трансфераз. Транспозаза
состоит из двух доменов: N�концевого, отвечающе�
го за мультимеризацию, транспортировку в ядро и
связывание транспозона, и С�концевого – ката�
литического. Она узнает специфические инвер�
тированные повторы на концах транспозона и
осуществляет его транспозицию – процесс выре�
зания и встраивания на новое место. Таким обра�
зом транспозоны, содержащие нужный ген между
концевыми повторами, теоретически, могут быть
использованы для генной терапии. Векторы на
основе транспозонов состоят из двух компонен�
тов: один содержит “терапевтический” ген, а дру�
гой кодирует транспозазу. Несмотря на низкую
эффективность трансформации и низкий уро�
вень экспрессии, некоторые из них находятся на
стадии предклинических испытаний [89]. 

Транспозиция происходит в определенную по�
следовательность ДНК, однако ее маленькая дли�
на (всего 2–4 нуклеотида) не решает проблемы
неспецифического встраивания и связанных с
этим проблем [90]. Например, транспозоны из се�
мейства Tcl/mariner встраиваются в динуклеотид
ТА [91, 92], а транспозон piggyBac – в четырехнук�
леотидную последовательность ТТАА [93, 94]. В
отличие от интеграции ретровирусов каких либо
значимых предпочтений при транспозиции не за�
мечено. В ряде работ, однако, показано, что трас�
позон Sleeping Beauty склонен к транспозиции в
экспрессируемые гены [90, 95], а транспозон
Mos1 – в гены, кодирующие рРНК в C. elegans
[96], и в ген cat в E. coli [97]. Кроме того, отмечено,
что транспозиция может увеличиваться в области
метилированных CpG�островков [98]. Таким обра�
зом, создание системы для направленного встраи�
вания ДНК на основе транспозаз столь же актуаль�
но, как и в случае ретровирусных интеграз. 

На сегодняшний день в литературе описаны
три основных подхода к направленной транспо�
зиции (рис. 3). Первый из них аналогичен опи�
санным выше моделям на основе ретровирусных
интеграз и заключается в прямой модификации
транспозазы путем присоединения к ней ДСД
(рис. 3а). Второй подход предполагает модифика�
цию самого транспозона (рис. 3б). В состав транс�
позона вносится специальная последователь�
ность�“крюк”, узнаваемая специфическим бел�
ком КСД (“крюк”�связывающий домен), в то
время как сам белок КСД входит в состав гибрида
КСД�ДСД (подробно см. в обзоре [99]). Наконец,
третий подход напоминает попытки модифика�
ции LEDGF/p75 как природного кофактора ин�
тегразы ВИЧ�1 [63] и предполагает присоединение
ДСД к некоему белку, способному специфически
связываться с транспозазой (ТСД – транспозаза�
связывающий домен) и таким образом привлекать
комплекс транспозазы с транспозоном в район за�
планированного места встраивания “терапевтиче�
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ского” гена (рис. 3в). Далее мы подробно рас�
смотрим преимущества и недостатки каждого из
этих подходов, а также способы изменения на�
правления транспозиции. Однако стоит сразу от�
метить, что подход, основанный на прямой моди�
фикации транспозазы, хотя и встречается в лите�
ратуре наиболее часто, представляется наименее
перспективным, так как во многих случаях присо�
единение ДНК�связывающего белка к транспозазе
значительно снижает или приводит к полной поте�
ре ее каталитической активности. Степень сниже�
ния каталитической активности транспозазы за�
висит, во�первых, от природы присоединяемого к
ней ДСД; во�вторых, от транспозазы, используе�
мой в эксперименте; и, в�третьих, от длины и со�
става аминокислотного линкера, который соеди�
няет транспозазу с ДСД. 

Метод определения 
специфичности транспозиции

Для анализа направленности транспозиции
применяется метод интерплазмидного анализа
[91], включающий использование системы из
трех плазмидных векторов. Один из них, называ�

емый донорным, содержит последовательность
транспозона. Второй, акцепторный, содержит
dbs. Третий вектор кодирует транспозазу или ги�
бридные белки и называется хелперным. При
этом в состав последовательности транспозона
включен ген устойчивости к одному антибиотику
(аХ), а акцепторная плазмида содержит ген устой�
чивости к другому антибиотику (аY). Все три век�
тора совместно вводят в клетки, на которых про�
водится исследование направленности транспо�
зиции, после чего проводят селекцию сначала
антибиотиком aY, а затем аХ. Таким способом
удается отобрать только те клетки, в которых про�
шел полноценный перенос транспозона в акцеп�
торную плазмиду. Затем акцепторную плазмиду
выделяют, и распределение транспозиции в ней
оценивают методом ПЦР, аналогично тому, как
это показано на рис. 1. 

Модификация транспозазы для повышения 
специфичности транспозиции

В ряде работ описано присоединение к различ�
ным транспозазам ДНК�связывающих белков с
целью придания транспозазам новых ДНК�свя�
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Рис. 3. Три подхода к направленной транспозиции. а – Модификация транспозазы; б – модификация транспозона;
в – модификация белка, связывающего транспозазу (пояснения в тексте). В составе геномной ДНК серым цветом
выделена ( ) последовательность dbs; ТП – транспозаза; ДСД – ДНК�связывающий домен; КСД – “крюк”�связываю�
щий домен; ТСД – транспозаза�связывающий домен.
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зывающих характеристик. В большинстве случаев
в качестве объекта модификации использована
транспозаза Sleeping Beauty (SB) из семейства
Tcl/mariner, так как транспозон SB – один из наи�
более изученных транспозонов, и механизм его
транспозиции хорошо описан [100]. 

На основе транспозазы SB созданы гибридные
белки с доменами “цинковые пальцы” (Е2С, Jazz,
Sp1), а также другими ДНК�связывающими бел�
ками (TetR, Gal4). В ряде работ, описывающих
прямую модификацию транспозазы SB [101–
103], показано, что “посадка” белкового домена
на С�конец транспозазы полностью лишает ее ак�
тивности в реакции транспозиции, а на N�конец –
значительно снижает активность (от 25 до 90%).
Такие выводы сделаны для белков Sp1 [101], E2C
[102, 103] и Jazz [102]. Вместе с тем, присоедине�
ние синтетического белка ZNF202, содержащего
“цинковые пальцы”, не влияло на активность
транспозазы SB – она осталась на уровне природ�
ного фермента [101]. В данном случае для повы�
шения каталитической активности модифициро�
ванного фермента использовали так называемую
гиперактивную форму транспозона (pT3) и ак�
тивную форму транспозазы (SB12). 

Данные о влиянии длины и структуры линке�
ра, соединяющего транспозазу и ДСД, на актив�
ность гибридного белка очень противоречивы. С
одной стороны, не замечено влияния длины лин�
кера на активность гибридов транспозазы SB12 и
белка ZNF202 [101]. С другой стороны, при де�
тальном исследовании свойств гибрида состава
E2C�linker�SB выявлено, что оптимальная актив�
ность комплекса достигается при длине 15 ами�
нокислотных остатков в линкере (Gly�Gly�Ser)n,
т.е. при n = 5 [102]. Наконец, согласно данным ра�
боты [103], присоединение к SB�транспозазе бел�
ка Е2С через линкер G10 (10 остатков глицина)
приводит к полной потере ферментативной ак�
тивности в реакции транспозиции, а присоедине�
ние через такой же линкер белка Jazz снижает ак�
тивность гибридного белка на 90% относительно
природной транспозазы. 

Результаты, полученные интерплазмидным
методом оценки специфичности транспозиции,
свидетельствуют о том, что конструкция E2C�
(GGS)5�SB направляет транспозицию во фраг�
менты, содержащие соответствующий сайт узна�
вания, в11 раз, а конструкция Gal4�(GGS)5�SB в
8 раз эффективнее, чем немодифицированная SB�
транспозаза. Однако при исследовании направлен�
ности транспозиции гибридом Е2С�(GGS)5�SB в
геноме человека, где домен Е2С узнает последо�
вательность 5'�нетранслируемой области гена
erbB�2 в хромосоме 17 (см. выше), повышенного
встраивания в район erbB�2 не зафиксировано
[102]. Гибрид Е2C�(G)10�SB оказался вообще не

способным к направленной транспозиции – даже
в интерплазмидной системе [103].

Транспозон Mos1, как и SB, относится к се�
мейству Tc1/mariner, и сайтом интеграции для не�
го также служит динуклеотид ТА. Гибрид на осно�
ве транспозазы Mos1 и белка Gal4 анализировали
в интерплазмидной системе, инъецированной в
эмбрионы Aedes aegypti. Домен Gal4 специфиче�
ски узнает последовательность UAS (upstream acti�
vating sequence, 5'�CGGAGTACTGTCCTCCG�3').
Транспозиция гибридом Mos1�Gal4 в плазмиду,
содержащую UAS�последовательность, происхо�
дила почти в 13 раз эффективнее, чем в плазмиду,
не содержащую этого сайта узнавания для белка
Gal4 [104]. Более того, авторы особо отмечают,
что 96% случаев интеграции, катализируемой
белком Mos1�Gal4, происходило в динуклеотид
ТА, расположенный на расстоянии 954 п.н. от по�
следовательности�мишени UAS. Эти результаты
позволяют выявить определенные изменения в
распределении участков транспозиции в плазми�
де, содержащей UAS, относительно картины
транспозиции в плазмиде, не содержащей сайта
узнавания Gal4.

Аналогичная конструкция создана на основе
транспозазы piggyBac: piggybac�Gal4. В этом слу�
чае интерплазмидный анализ в эмбрионах Aedes
aegypti выявил почти 12�кратное увеличение ча�
стоты интеграции в UAS�содержащую плазмиду,
причем 67% транспозиций происходило в сайт,
расположенный на расстоянии 912 п.н. от UAS
[104]. В работе [105] эта же система проверена на
культуре клеток Bombyx mori (тутовый шелко�
пряд) и Drosophila. В клетках B. mori транспозиция
в плазмиду, содержащую последовательность
UAS, возрастала в 4 раза, а в клетках плодовой
мушки – в 7.5 раз. Таким образом, система piggy�
Bac�Gal4/UAS может считаться пригодной для
направленной транспозиции в клетках насеко�
мых, но ее эффективность определяется организ�
мом – источником клеток. Предполагается, что
на специфичность транспозиции влияют клеточ�
ные факторы, взаимодействующие с траспозазой,
но экспериментально такая гипотеза не подтвер�
ждена.

Транспозон ISY100 также относится к семей�
ству Tc1/mariner [92]. Авторы статьи [106] проана�
лизировали 101 сайт интеграции, катализируемой
транспозазой ISY100, и выявили консенсусную
нуклеотидную последовательность, наиболее
предпочтительную для встраивания транспозона:
5'�ADWTAWHT�3' (где W = A или T, D ≠ C и H ≠ G).
Кроме того авторы попытались оценить влияние
линкера между транспозазой ISY100 и белком
Zif268 на каталитическую активность гибридных
белков. Получено 3 гибрида с длиной линкера
9 (L1), 12 (L2) и 45 (L3) аминокислот. Линкеры L1
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и L2 снижали каталитическую активность транс�
позазы в 3 раза по сравнению с диким типом, а
линкер L3 – в 9 раз. Оценку эффективности всех
гибридов проводили интерплазмидным методом
на искусственной мишени, моделирующей опти�
мальную последовательность для транспозиции, –
[TANN]9, которая была клонирована в плазмиду
рядом с сайтом узнавания Zif268. В этой мишени
сайт ТА повторяется девять раз, но в различном
окружении, подобранном с учетом указанной вы�
ше консенсусной последовательности. При оцен�
ке направленности встраивания транспозона по�
казано, что только гибрид с длинным линкером,
L3, направляет транспозицию в область, располо�
женную вблизи мишени белка Zif268, – в область
[TANN]9. 

В отличие от других описанных здесь гибридов
конструкт на основе транспозазы бактериального
транспозона IS30 и репрессора фага λ [107], при�
соединенного к ее С�концу, оказался каталитиче�
ски активным и осуществлял транспозицию на
уровне транспозазы дикого типа. 55% транспози�
ций, катализируемых таким гибридом в интер�
плазмидной системе, происходит на расстоянии,
не превышающем 400 п.н. от сайта OR (оператор
фага λ). Исследование проводили на эмбрионах
рыбок данио�рерио (Danio rerio) и на культуре
клеток человека HeLa, в которых эта транспозаза
прокариот также активна. Аналогично для гибри�
да IS30�Gli1 (ДСД транскрипционного фактора
Gli1) показано, что 50% транспозиций происходит в
пределах 100 п.н. от сайта узнавания Gli1 [107]. 

Повышение специфичности транспозиции путем 
модификации транспозона

Как показано выше, прямая модификация
транспозазы SB сильно снижает ее каталитиче�
скую активность. В работе [103] предложен аль�
тернативный подход к направленной транспози�
ции – модификация клеточного ДСД путем присо�
единения к нему белкового домена, узнающего
определенную нуклеотидную последовательность
внутри транспозона (последовательность�“крюк”)
(рис. 3б). Этот белковый домен назвали “крюк”�
связывающим (КСД). При разработке указанного
подхода создали гибриды на основе консерватив�
ного домена (SAF�box) белка Scaffold attachment
factor A (SAF�A), участвующего в прикреплении
ДНК к ядерному матриксу в так называемых
MAR�областях (matrix attachment regions), и белка
LexA из E. coli, выступающего в качестве КСД.
Аналогичным образом сконструирован гибрид
состава TetR/NLS/LexA, узнающий последова�
тельность тетрациклинового оператора [103]. В
транспозон ввели специфический сайт узнавания
для белка LexA и показали, что его присутствие не
влияет на эффективность транспозиции. Анализ

транспозиции проводился in vivo, в культуре кле�
ток HeLa. При анализе сайтов транспозиции ги�
брида SAF/NLS/LexA с использованием методов
статистической обработки показано, что гибрид
может изменять распределение транспозиции для
SB и, более того, повышать частоту транспозиции
вблизи MAR�областей. Последовательность тетра�
циклинового оператора вводили в геном клеток He�
La, после чего анализировали распределение транс�
позиции в таких клетках гибридом TetR/NLS/LexA.
Вблизи области тетрациклинового оператора обна�
ружили два сайта, по которым прошла транспози�
ция. Таким образом, подход, основанный на мо�
дификации транспозона, можно рассматривать
как потенциально эффективный для направлен�
ной транспозиции. 

Повышение специфичности транспозиции за счет 
модификации белка, связывающего транспозазу

На модели транспозазы SB разрабатывали еще
один подход к направленной транспозиции – пу�
тем модификации белка, специфически связыва�
ющегося с транспозазой (рис. 3в). Известно, что
N�концевой участок транспозазы SB (N�57) отве�
чает за ее межсубъединичные взаимодействия, а
совместная экспрессия полной и укороченной
формы транспозазы не влияет на эффективность
транспозиции [108]. Прежде всего, сконструиро�
вали плазмиду, кодирующую гибридный белок
(TetR/NLS/linker/N�57), состоящий из N�конце�
вого участка транспозазы N�57 (в качестве ТСД) и
белка TetR (в качестве ДСД) [103]. Проанализи�
ровав сайты встраивания транспозона в интер�
плазмидной системе, включающей четыре плаз�
миды, идентифицировали 12 “горячих точек”
транспозиции, из них наибольшее количество
транспозиций пришлось на сайт, расположенный
на расстоянии 44 п.н. от последовательности
узнавания тетрациклинового оператора TetR, а
остальные оказались разбросанными в пределах
2600 п.н. от нее. Таким образом, модификация
белков, взаимодействующих с транспозазой, мо�
жет занять достойное место в развитии методов
направленной транспозиции. 

Итак, на сегодняшний день цель большинства
исследований, проводившихся по направленной
транспозиции, – получение гибридных белков на
основе транспозазы с целью модификации ее
ДНК�связывающих свойств. Однако этот подход
кажется малоперспективным, поскольку присо�
единение к большинству транспозаз дополни�
тельного белкового домена чаще всего приводит к
частичной или полной потере каталитической ак�
тивности фермента. Присоединение ДСД на С�
конец транспозазы оказалось невозможным во
всех случаях, кроме транспозазы IS30. Присоеди�
нение ДСД на N�конец транспозазы в ряде случа�
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ев давало активный гибридный белок, особенно,
если авторам удавалось подобрать подходящий
линкер. 

Повышение специфичности транспозиции
путем создания конструктов на основе ДСД и бел�
ка, специфически связывающего транспозазу, – за�
дача не из простых, так как в этом случае требует�
ся поиск белков, образующих прочные комплек�
сы с транспозазой. Тем не менее, этот подход –
неплохая альтернатива методам непосредствен�
ной модификации транспозазы. 

Модификация транспозона путем введения в
его состав последовательности�“крюка”, связы�
ваемой специфическим белком, который, в свою
очередь, присоединен к ДСД, представляется
наиболее перспективным направлением, так как,
во�первых, не затрагивает каталитическую актив�
ность транспозазы, а во�вторых, не ограничивает
свободу в выборе сайта встраивания ДНК. К со�
жалению, на сегодняшний день этот подход
опробован лишь на одной системе. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Из проведенного нами анализа существующих
на сегодняшний день подходов для направленной
интеграции ДНК можно сделать следующий вывод:
все разрабатываемые методологии основаны на со�
здании гибридных белков, один из которых – фер�
мент, осуществляющий интеграцию, а другой –
белок, способный сиквенс�специфично связы�
вать ДНК. Наиболее изучены системы на основе
ферментов из семейства трансфераз: транспозаз и
ретровирусных интеграз. Результаты описанных
здесь работ показывают, что положение ДНК�
связывающего белка в случае интеграз не имеет
значения для каталитической активности ги�
бридного белка, но может влиять на специфич�
ность интеграции. В случае же транспозаз боль�
шинство гибридных белков, содержащих ДНК�
связывающий белок на С�конце транспозазы, те�
ряет каталитическую активность. 

Активность гибридов на основе транспозаз
также зависит от длины линкера, соединяющего
два компонента гибридного белка. Но и тут не
всегда наблюдается корреляция. В одном из ис�
следований оптимальным оказался 15�аминокис�
лотный линкер, в других – хорошо “работали”
линкеры и иных размеров. В случае же гибридов
на основе интеграз специальных исследований по
оптимизации длины и последовательности лин�
кера не проводили. Почти во всех случаях линкер
состоял из двух аминокислот, кодируемых сайтом
рестрикции, необходимым для генно�инженер�
ных манипуляций. 

Модификация клеточного кофактора интегра�
зы ВИЧ�1 – белка LEDGF/p75 – позволила избе�

жать проблемы падения инфекционности вирио�
на. В связи с этим создание гибридных белков на
основе не самих ферментов, осуществляющих
интеграцию, а их белковых кофакторов – очень
перспективное направление. Однако развитие
этой методологии ограничено тем, что на сего�
дняшний день белок LEDGF/p75 – единствен�
ный описанный белковый кофактор ретровирус�
ных интеграз, чья роль в процессе интеграции
экспериментально доказана. А для транспозаз не�
известно ни одного природного кофактора. 

Оригинальный подход к направленной инте�
грации транспозонов основан на модификации
последовательности самого транспозона путем
внесения в нее уникальной нуклеотидной после�
довательности�“крюка”. По�видимому, анало�
гичную модификацию можно применить и для
направленной интеграции ретровирусов, однако
таких работ пока нет. 

Стоит отметить, что, независимо от использу�
емого подхода, принципиальный момент при со�
здании конструкций для направленной интегра�
ции – это выбор сайта интеграции в геноме. И это
отнюдь не простая задача, так как сайт должен
удовлетворять двум очевидным критериям: он
должен располагаться в активно транскрибируе�
мом участке генома, однако интеграция в него не
должна нарушать генетических систем, важных
для жизнедеятельности клетки и организма в це�
лом. Ни в одной из опубликованных на настоя�
щий момент работ не предложен сайт интегра�
ции, соответствующий перечисленным критери�
ям. Тем не менее, работы в этой области активно
ведутся, что позволяет надеяться на появление в
ближайшее время “терапевтических” конструк�
ций, созданных для направленного и безопасного
встраивания в геном человека. 
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