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ВЛИЯНИЕ ТЕРМИНАЛЬНОЙ 
МОДИФИКАЦИИ ОЛИГОНУКЛЕОТИДОВ 
НА ИХ СТАБИЛЬНОСТЬ В КЛЕТКАХ МИКОПЛАЗМ 

Исследовано влияние модификации 5'- и Зг -концевых звеньев дезоксиолиго риб онук-
леотидов на их стабильность в культуральной среде и в клетках микоплазм Achole-
plasma laidlawii PG-8 и Mycoplasma carpicolum California Kid. Показано, что в среде 
с 10 % сыворотки лошади все производные стабильны в течение 24 ч. В среде с ми-
коплазмами, а также внутри клеток все незащищенные с 5 '-конца олигонуклеотиды 
быстро разрушаются до мононуклеотидов и дефосфорилируются. В клетках образо-
вавшийся фосфат реутилизируется. Феназиниевая или холестериновая группировки на 
3'-конце олигонуклеотидов способствуют их стабильности. Πроизводные гетерогенных 
олигонуклеотидов разрушаются быстрее, чем олиготимидилаты. Модификация олиго-
нуклеотидов по 5' -концу путем образования 5f -фосфамидов препятствует их дефосфо-
рилированию и замедляет деградацию олигонуклеотидов. Последние, защищенные с 
3r - H 5'-концов, являются наиболее стабильными по отношению к действию нуклеаз 
микоплазм. 

Введение. В настоящее время получены убедительные доказательства 
возможности ингибирования функций внутриклеточных эукариотиче-
ских и вирусных нуклеиновых кислот с помощью олигонуклеотидов, 
комплементарных их определенным участкам [1—3] . По нашему мне-
нию, такой подход может быть весьма перспективным для подавления 
жизнедеятельности микоплазм. Эти простейшие имеют лишь клеточ-
ную мембрану, и производные олигонуклеотидов, вероятно, д о л ж н ы 
легко в них проникать. Поиск эффективных методов воздействия на 
микоплазмы весьма актуален. Микоплазмы п о р а ж а ю т культуру кле-
ток, они являются возбудителями ряда заболеваний человека [4] . 
В последнее время получены указания на в а ж н у ю роль микоплазм в 
развитии заболевания С П И Д у людей, инфицированных ВИЧ-1 [5, 6 ] . 
Известно, что микоплазмы содержат большое количество нуклеолити-
ческих ферментов, поэтому д л я воздействия на них необходимо исполь-
зовать модифицированные олигонуклеотидные производные, устойчи-
вые к действию ферментов. Ц е л ь настоящей работы з а к л ю ч а л а с ь в ис-
следовании взаимодействия олигонуклеотидов и их модифицированных 
производных с клетками микоплазм и стабильности их в клетках . 

Материалы и методы. Клетки референтных штаммов микоплазм 
A. laidlawii PG-8, Μ. capricolum California Kid, среда CM ИМВ-72 с 
10 % сывороткой лошади были любезно предоставлены И. Г. Скрипа-
лем (Институт микробиологии и вирусологии АН У С С Р ) . Олигодезок-
сирибонуклеотиды рТю, ρΝιι синтезированы фосфотриэфирным мето-
дом [7] . Холестериновые и феназиниевые производные этих олигонук-
леотидов получали, как описано в работах [8, 9] . Радиоактивную мет-
ку в 5 ' -конец олигонуклеотидов вводили описанным методом [10] . При-
соединение [4- (Ы-2-хлорэтил-Ы-метиламино) бензилметиламина к 5 ' -
фосфату олигонуклеотидов осуществляли по методу [11] . 

Д л я изучения стабильности производных олигонуклеотидов в клет-
ках микоплазм к культуре клеток (5-Ю 6 к л / м л ) до ба вля ли производ-
ные олигонуклеотидов до конечной концентрации 5 мкМ. Через 1, 2, 4 
и 24 ч отбирали пробы, центрифугировали 10 мин (5000 g) и получен-
ные супернатанты анализировали в 20 %-ном полиакриламидном геле 
(ПААГ) с 7 M мочевиной. Осадки трижды отмывали от несвязавшего-
ся реагента раствором 0,28 M NaCl в 0,1 M т,рис-HCl, ρ H 8,0. Клетки 
лизировали в 7 M мочевине, содержащей 1 % DS-Na , и анализирова -
ли в 20 %-ном ПААГ, содержащем 7 M мочевину. Степень деградации 
олигонуклеотидов в клетках оценивали по радиоактивности соответст-
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вующей полосы в геле по отношению к общей нанесенной радиоактив-
ности на полоске после электрофореза . Радиоактивность определяли в 

сцинтилляционном счетчике. 
Результаты и обсуждение. В работе изучали стабильность олигонук-

леотидов в культуре микоплазм Л. Iaidlawii PG-8 и Af. capricolum Cali-
fornia Kid в зависимости от структуры олигонуклеотидов и от модифи-
кации их по З ' -или б ' -концу. Д л я этого использовали следующие 
5'-[3 2Р]-меченные производные олигонуклеотидов: рТ10 (I); pT 1 0 pPha 
(I-Phn); pTpGpCpTpCpTpGpGpTpTpTpPhn (II-Phn); pT10pChS (I-ChS); 
pTpGpCpTpCpTpGpGpTpTpTpChS (II-ChS) и их алкилирующие производные: 
ClR-pT10 (RC1-I); ClR-pT1 0pPhn (RCl-I-Phn); ClRpTpGpCpTpCpTpGpGpTpT-
pTpPhn (RCl-II-Phn); ClR-pT10pChS (RCl-I-ChS); ClRpTpGpCpTpCpTpGpGp-
TpTpTpChS (RCl-II-ChS), где 

Н а первом этапе мы исследовали стабильность всех производных 
олигонуклеотидов в культуральной среде CM ИМВ-72 с 10 % сыво-
ротки лошади без клеток. Электрофоретический анализ производных 
олигонуклеотидов в 20 %-ном ПААГ показал , что при инкубации в 
среде за 24 ч не происходит заметного отщепления [ 3 2 P]-метки с 5 ' -
конца олигонуклеотидов или деградации производных. 

В среде с клетками микоплазм М. capricolum все незащищенные 
с 5 ' -конца олигонуклеотиды (I, VI -Phn , I I -Phn , I -ChS, I I -ChS) быстро 
дефосфорилируются и разрушаются до мононуклеотидов, к а к это пред-
ставлено в табл . 1 для производного I -Phn . Н а рис. 1 приведены ки-
нетические кривые деградации олигонуклеотидов и их производных в 
культуральной среде в присутствии М. capricolum (условия экспери-
мента см. в примечании к табл . 1). Видно, что у ж е за 2 ч в среде прак-
тически не остается рТю. Присоединение феназиниевой или холестери-

Т а б л и ц а 1 
Разрушение 5'- [32P] -меченных производных олигонуклеотидов pT10pPhn (I-Phn) или 
ClRpTwpPhn (RCl-I-Phn) в среде, инкубированной в присутствии микоплазмы 
Λί. capricolum при 37°С 

Доля радиоактивности во фракции, % 

I-Phn I RCl-I -Phn 

Фракция Время, ч 

• 
2 4 24 1 2 4 24 

Биополимеры 1,3 1,4 
Исходный олигонуклеотид 35 27 
Короткие олигонуклеотиды 62,2 66,7 
Ортофосфат 1,5 4 ,9 

2 1,8 13 15 15 16 
20 13 83,6 78 70 52,8 
61 52 2 4 ,1 11,6 24,2 
17 33,2 1,4 1,9 3,4 7 

П р и м е ч а н и е . Олигонукл еотиды (5 мкМ) вносили в среду CM ИМВ-72 с 10 % сыво 
ротки лоні іди, со^ер-кщэй М. capricolum. Аликвоты среды анализировали элект-
рофоретически (см. «Млтеризлы и методы») и определяли относительное содержание 
радиоактивных продуктоз, соответствующих по электрофоретической подвижности 
исходному производному и продуктам деградации. 
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новой группировки к З'-концу декатимидилата несколько замедляет ско-
рость и глубину деградации (см. рис. 1). Присоединение к 5 ' -фосфату 
[4- (]М-2-хлорэтил-Г^-метиламино) бензил] метиламина защищает олиго-
нуклеотид от дефосфорилирования и деградации. Некоторое количе-
ство фосфата проявляется после совместной инкубации RCl-I в среде 
с М. capricolum в течение 24 ч (см. табл. 1, рис. 1). Защита олигонук-
леотидов одновременно по 3 '- и 5 '-концам (RCl-II-Phn, RCl-I-ChS, 
RCl-II-ChS) значительно ингибирует процесс деградации олигонуклео-
тидов в среде с M. capricolum (см. рис. 1). 

Рис. 1 Рис. 2 

В экспериментах с клетками A. laidlawii PG-8 были получены ана-
логичные результаты. Так, после 24 ч инкубации в среде с A. laidlawii 
PG-8 остается 2,5; 21; 8; 10; 6 % «недеградировавших олигонуклеотидов 
I5 I -Phn, I I -Phn, I-ChS, II-ChS соответственно. Наиболее стабильными 
в среде с A. laidlawii остаются олигонуклеотиды, защищенные по 3 ' -
и 5 ' -концам одновременно: RCl-I-Phn, RCl-I-ChS. После 24 ч инкуба-
ции RC1-I, RCl-I-Phn и RCl-I-ChS в среде с A. laidlawii остаются не-
деградированными 20, 48, 38 % производных олигонуклеотидов соот-
ветственно. Производные гетерогенных олигонуклеотидов RCl-II-ChS и 
RCl-II -Phn деградируют быстрее: после 24 ч инкубации исходных со-
единений остаются 26 и 32 % соответственно. 

Из данных, представленных в табл. 1, видно, что при инкубации 
5 ' - [ 3 2 P]-меченного производного декатимидилата RCl-I-Phn в среде с 
М. capricolum происходит включение радиоактивной метки во фріакцию 
биополимеров среды, по-видимому, за счет их алкилирования. Анало-
гичные результаты были получены при инкубации всех реакционноспо-
собных производных RC1-I, RCl-I-Phn, RCl-II-Phn, RCl-I-ChS, 
RCl-II-ChS в среде с М. capricolum и A. laidlawii. 

Результаты исследования деградации олигонуклеотидов внутри 
клеток микоплазмы М. capricolum приведены в табл. 2. Состав про-
дуктов деградации I -Phn внутри клеток микоплазм такой же, как и в 
среде. Однако феназиниевое производное декатимидилата разрушается 
в клетках быстрее, чем в среде (см. табл. 1 и 2) . Уже через 1 ч инку-
бации олигонуклеотид I -Phn внутри клеток разрушается на 64 % до 
коротких олигонуклеотидов и фосфата. Фосфат в клетках быстро ре-
утилизируется, что видно по накоплению радиоактивной метки во фрак-
ции биополимеров (см. табл. 2) . Реакционноспособное производное 
RCl-I-Phn в клетках М. capricolum стабильно в течение 24 ч (см. 
табл. 2). Однако часть радиоактивной метки (около 3 0 % ) обнаружи-
вается во фракции клеточных биополимеров уже через 1—2 ч инкуба-
ции. Данные по включению метки в биополимеры М. capricolum при 
инкубации с RC1-I, RCl-I-Phn, RCl-II-Phn, RCl-I-ChS, RCl-II-ChS 
представлены на рис. 2. Характер включения радиоактивной метки в 
клеточные биополимеры, а именно: быстрое накопление метки во фрак-
ции (2—4 ч) коррелирует со скоростью ионизации RCl и превращения 
его в реакционноспособный этиленаммониевый катион [12]. Этот факт 
позволяет предположить не только реутилизацию биополимеров вну-
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три клетки, но и алкилирование биополимеров реакционноспособными 
производными олигонуклеотидов. 

Таким образом, олигонуклеотиды с незащищенным 5'-концевым 
фосфатом быстро разрушаются в среде с микоплазмами и внутри их 
до коротких олигонуклеотидов и дефосфорилируются. Модификация по 
З '-концевым звеньям олигонуклеотидов делает их более стабильными 
как в среде с микоплазмами, так и внутри клеток. Модификация оли-
гонуклеотидов по 5'-концу путем образования 5 ' -фосфамидов более 

Т а б л и ц а 2 
Распределение радиоактивности по фракциям, выделенным из клеток микоплазмы 
М. capricolum после инкубации с 5'- ['i2P] -меченными производными 
олигонуклеотидов I-Phn или RCl-I-Phn (5 мкМ) при 37°С 

Фракция 

Доля радиоактивности во фракции, % 

Фракция 

I-Phn RCi-: [ -Phn 

Фракция Время, ч Фракция 

1 2 4 24 • 2 4 24 

Биополимеры 9 , 5 12,8 19 29,5 22 36,3 36 30,3 
Исходный олигонуклеотид 29 8 12 6 71 57 50 48,4 
Короткие олигонуклеотиды 53,4 51,7 40 24 3,6 3 ,7 8 ,8 11,3 
Ортофосфат 8,1 17,5 29 40,5 3,4 3 4 ,2 10 

П р и м е ч а н и е . Клетки отмывали, лизировали и анализировали электрофоретически. 
как указано в разделе «Материалы и методы* и в примечании к табл. 1. 

эффективно защищает олигонуклеотиды от деградации, чем модифика-
ция по З'-концу. Наиболее стабильными оказываются олигонуклеоти-
ды, модифицированные одновременно по 3'- и 5 '-концам. 

Полученные результаты свидетельствуют о возможности сущест-
венного повышения стабильности фосфодизфирных олигонуклеотидов 
ь культуральной среде с микоплазмами и внутри клеток путем введе-
ния модифицирующих группировок по 5'- и З'-концевым нуклеотид-
ьым звеньям. 

Р е з ю м е 

Досліджено вплив модифікації 5 ' - і З'-кінцевих ланок дезоксирибонуклеотидів на їх 
стабільність в культуральному середовищі та клітинах мікоплазм Acholeplasma Iaid-
lawii PG-8 і Mycoplasma capricolum California Kid. Показано, що в середовищі з 
10 % сироватки коня всі похідні стабільні на протязі 24 год. В середовищі з міко-
плазмами, а також всередині клітин всі незахищені з 5 '-кінця олігонуклеотиди швидко 
руйнуються до мононуклеотидів і дефосфорилюються. В клітинах утворений фосфат 
реутилізується. Феназінієва або холестеринова групи на З'-кінці олігонуклеотидів 
перешкоджають його руйнуванню. Похідні від гетерогенних олігонуклеотидів руйну-
ються швидше, ніж оліготиміділати. Модифікація олігонуклеотидів по 5'-кінцю шля-
хом утворення 5'-фосфамідів перешкоджає їх дефосфорилюванню та уповільнює 
деградацію олігонуклеотидів. Останні, захищені з 3'- та 5'-кінців, є найбільш ста-
більними по відношенню до дії нуклеаз мікоплазм. 
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S u m m a r y 

The effect of modification of terminal groups of deoxyribooligonucleotides on their s t a -
bility in culture medium and mycoplasma cells A. Iaidlawii PG-8 and M. capricolutn 
California kid has been investigated. The oligonucleotides and their derivatives were 
stable in culture medium with 10 % horse serum dur ing 24 hours. In the medium with 
mycoplasms, orthophosphates were rapidly removed f rom the 5 ' - ends and the oligo-
nucleotides degraded to mononucleotides. In the cells, the scission of 5 ' -phosphomono-
ester bonds was accompanied by reutilization of the phosphate. Attachment of the cho-
lesterol or phenazinium residues to oligonucleotides 3 ' - or 5 ' - ends protected them from 
nucleases. The modification of oligonucleotides 5 ' - ends by 5 ' -phosphoramides formati-
on, protect the oligonucleotides f rom dephosphorylation and slower the degradat ion 
down. Oligonucleotides protected f rom 3 ' - or 5 ' - ends are more stable to mycoplasma 
nucleases. 
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