




ОТЗЫВ

руководителя диссертационной  работы Д.К. Похолка «Взаимодействие обратной трансриптазы ВИЧ-1 и ее мутантных форм с субстратами и ингибиторами», представленной на соискание ученой степени кандитататбиологичес ких наук


Диссертационная работа Д.К.Похолка посвящена актуальной теме – исследованию молекулярных механизмов устойчивости вируса иммунодефицита человека к применяемым фармакологическим препаратам. Эта задача решалась путем исследования взаимодействия   обратной транскриптазы ВИЧ и ряда ее «азидотимидин-устойчивых» мутантных  форм с матрицами, субстратами и ингибиторами.


В рамках  работы Д.К.Похолком был получен ряд векторов, обеспечивающих высокоэффективную экспрессию гена ОТ ВИЧ-1 в штамме-продуценте  E.coli Bl21(DE3). Методом олигонуклеотид-направленного мутагенеза  получены 15 мутантных форм ОТ  ВИЧ-1,  содержащих аминокислотные замены, обуславливающие устойчивость вируса к азидотимидину (AZT) ( Asp67(Asn, Lys70 ( Arg, Thr215(Phe, Lys219(Gln) в различных комбинациях. Разработаны методы выделения препаративных количеств ОТ дикого типа и мутантных форм из созданных штаммов- продуцентов. 

Было изучено взаимодействие ОТ с рядом соединений класса алкалоидов. Показано, что три соединения- берберин, пальматин и сангвиритрин являются ингибиторами ОТ подавляющими активность  фермента по сложному механизму, включающему взаимодействие как с ОТ, так и с матрицей –праймером.

Изучены свойства «AZT-устойчивых» мутантных форм ОТ. Показано изменение ряда свойств фермента в зависимости от положения аминокислотных замен и природы матрицы.

В результате выполнения работы выявлен ряд интересных закономерностей, касающихся  формирования комплексов фермента с субстратами и ингибиторами  и оценен вклад точечных мутаций в проявлении ферментом резистетности к азидотимидину.

За время работы над диссертацией Д.К.Похолка, проявил себя как инициативный высококвалифицированный  исследователь, владеющий широким арсеналом современных методов молекулярной биологии, среди которых как методы работы с рекомбинатными нуклеиновыми кислотами, так и энзимологические методы. Диссертант способен к самостоятельной постановке научной задачи, а его широкий кругозор, инициативность и упорство в проведении экпериментов способствовали успешному выполнению работы .

Человеческие качества Д.К.Похолка, его доброжелательность, скромность и личное обаяние способствовали  созданию хорошего климата в лаборатории  и помогли разрешению многих  задач, стоявших пред  другими сотрудниками.

Д.К.Похолка заслуживает присуждению ему ученой степени кандидата биологических наук.

Научный руководитель,

зав. лаборатории энзимологии транскрипции ИМБ РАН,

докт. хим. наук, профессор                              
С.Н.КОЧЕТКОВ

