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ИЗУЧЕНИЕ УСТОЙЧИВОСТИ РАЗЛИЧНЫХ АНАЛОГОВ 
2', 5'-ОЛИГОАДЕНИЛАТОВ К ДЕЙСТВИЮ ФОСФОДИЭСТЕРАЗ 

Методами капиллярного электрофореза и ВЭЖХ изучали устойчивость широкого 
ряда 2',5'-олигоаденилатов к действию фосфодиэстераз. Показано, что исходный 
«кор» 2',5'-Ар Ар А в значительной степени гидролизуется с образованием аденозина, 
АМФ и 2',5'-АрА. Модификация сахара по 3'- и 2'-положениям приводит к повыше
нию стабильности, причем степень ее зависит от типа модификации. Механизм такой 
устойчивости, по-видимому, связан с нарушением аффинности модифицированных ана
логов к фосфодиэстеразе. 

Введение. Интерес к изучению 2/,5/-олигоаденилатов связан с й-х особой 
ролью в системе функционирования интерферона. Синтез 2',5'-олигоА 
в клетках осуществляется в результате активации интерфероном в при
сутствии dsPHK 2/—5'-олигоаденилатсинтетазы, которая, используя 
внутриклеточный АТФ, синтезирует соединения типа рррб А(2/р5/А)д 
(п=\ —14) [1]. Концентрация их незначительна, зависит от функцио
нального состояния организма [2, 3] и среди них преобладают соеди
нения с п = 3. Такие олигонуклеотиды специфически связываются и ак
тивируют латентную эндорибонуклеазу, РНКазу L, которая, в свою оче
редь, расщепляет мРНК и вирусную РНК [4]. Обычно подобный меха
низм связывают в основном с а- и (^-интерфероном, однако и у-интер-
ферон способен индуцировать 2'—5'-олигоаденилатсинтетазу, но в мень
шей степени [5]. 

В дальнейшем олигонуклеотиды подвергаются действию фосфатаз 
с образованием дефосфорилированных или коровых форм, которые гид-
ролизуются фосфодиэстеразами до более простых соединений — адено
зина и АМФ. 

2/,5/-Олигоаденилаты проявляют противовирусную активность по 
отношению к значительному ряду вирусов, в том числе и к некоторым 
ретровирусам [6]. Если механизм действия фосфорилированных 2', 
5'-олигоаденилатов описан достаточно подробно, то биологическая роль 
коровых до конца не выяснена. Из литературы известно только, что ме
ханизм их действия не связан с РНКазой L, так как для активации 
фермента необходимо наличие как минимум двух фосфатных групп 
[7]. В то же время коровые АрАрА обладают значительной антивирус
ной и антипролиферативной активностью [1] и могут ингибировать ак
тивность обратной транскриптазы [6]. На сегодняшний день нет какой-
либо общепринятой гипотезы, которая могла бы объяснить биологиче
ское действие коровых олигоаденилатов. В нашей лаборатории было 
высказано предположение о том, что возможно прямое действие 2/,5/-
олигоаденилатов на нуклеиновые кислоты и при этом отмечено измене
ние структуры нуклеиновой кислоты [8]. 

Основным недостатком исходных форм 2/,5/-олигоаденилатов в 
плане их использования как терапевтических препаратов является низ
кая устойчивость к действию фосфодиэстераз. Для повышения их ста
бильности синтезируют аналоги с модификациями по различным груп
пам [9]. Кроме того, применяют все возможные переносчики, такие 
как липосомы и поли-£-лизин [10, И ] . В настоящей работе была пред-
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принята попытка с помощью ВЭЖХ и капиллярного электрофореза 
изучить стабильность по отношению к действию фосфодиэстераз коро-
вых 2/,5/-олигоаденилатов с различными модификациями in vitro. 

Материалы и методы. Работу проводили с 2/,5/-олигоаденилатами, 
синтезированными в Ин-те биоорг. химии АН Беларуси. Использовали 
следующие препараты: аденозин, АМФ, АТФ, ara-АМФ, 3',5'-АрАрА, 
2',5'-АрАрА, 2',5'-АрА, 2',5'-АрАрАрА, 2',5'-АрАрагаА, 2',5'-АрАрху1оА, 
2',5'-dApApA, 2',5'-ApApSA, 2',5'-АрАрерохуА. Препараты гидролизова
ли фосфодиэстеразой из змеиного яда («Sigma», США, концентрация 
0,02 МЕ/мкл) в буфере, содержащем 20 мМ HEPES (рН 8,0), 33 мМ 

NHUC1, 2,5 мМ Mg-ацетат и 1 мМ дитиотреитол («Serva», ФРГ). Про
бы (50 мкл) с олигоаденилатами отбирали через определенные проме
жутки времени, прогревали на кипящей водяной бане в течение 2— 
3 мин, охлаждали до 4°С и центрифугировали при 20 000 об/мин. Вна
чале 2/,5'-АрАрА гидролизовали в различных концентрациях в течение 
60 мин и определяли ту из них, при которой 50 % продукта разлагает
ся. Эту концентрацию (0,02 МЕ/мл) использовали в дальнейших иссле
дованиях. Продукты гидролиза анализировали с помощью ВЭЖХ и ка
пиллярного электрофореза. Предварительно все пробы фильтровали че
рез фильтр с диаметром пор 0,45 мкм. В работе применяли хромато
граф фирмы «Beckman» (Gold System), обращеннофазовую колонку 
С18 и следующие буферные системы: А — 50 мМ ацетат аммония; В — 
А+80 % CH3CN (рН 4,5). Скорость потока 0,7 мл/мин, детекция при 
254 нм. Электрофорез проводили с использованием системы Р/АСТ 
2000 («Beckman», США). Электролитами служили 100 мМ борно-борат-
ный буфер, рН 8,0 (буфер 1) и 100 мМ бура-боратный буфер, рН 9,0 
(буфер 2). Детекцию осуществляли при 254 нм, использовали кварце
вый капилляр с внутренним диаметром 75 мкм. 
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Результаты и обсуждение. Для успешного анализа 2',5'-олигоаде-
нилатов, их аналогов и продуктов ферментативного гидролиза нами 
были подобраны условия их разделения с помощью капиллярного элек
трофореза (буферы 1, 2). Так, на рис. 1 представлена электрофореграм-
ма смеси различных маркерных соединений, в том числе олигоаденила-
тов. В данных условиях (буферная система 1) успешно можно разде
лит!) олигоаденилаты с различным содержанием адениновых остатков — 
2',5'-АрАр, 2',5'-АрАрА, 2/,5/-АрАрАрА (пики 5—7, рис. 1). 

Хорошее разделение получается и в случае 3',5'-АрАрА и 2/,5/-
АрАрА (пики <§, 5, рис. 1). Сложнее разделить аналоги 2',5'-Аз с раз-

личными модификациями по углеводной части. Анализировали следую
щие соединения: 2',5'-АрАрху1оА (пик -2, рис. 1), 2/,5/-ApAplixoA (пик 
3, рис. 1) и 2/,5/-АрАрерохуА (пик 4, рис. 1). Полученные результаты 
свидетельствуют о том, что время выхода пиков в значительной степе
ни отличается от такового исходного «кора» (пик 5, рис. 1), но все же 
пики расположены достаточно близко друг от друга, что может вызы
вать определенные трудности при их исследовании в сложных, много
компонентных системах, особенно если там присутствуют модифици
рованные аналоги. 

Продукты гидролиза изучали на примере 2/,5/-АрАрА. На рис. 2 
представлена электрофореграмма 2/,5/-АрАрА после осуществления 
ферментативного гидролиза в буфере 1 (см. Материалы и методы). 
В данном случае происходит четкое разделение всех продуктов (адено
зин— пик 1; 2',5'-АрА— пик 2\ 2/,5/-АрАрА — пик 3). При изменении 
состава электрофоретического буфера (буфер 2) наблюдается качест
венно несколько иная картина определяемых продуктов гидролиза. При 
сравнении полученной электрофореграммы (рис. 2) с маркерными со
единениями видно, что олигоаденилат расщепляется с образованием 
следующих продуктов: аденозин (пик 7, рис. 2), 2/,5/-АрА (пик 2У 
рис. 2), 2/,5/-АрАрА (пик 3, рис. 3) и АМФ (пик 4, рис. 2). Следова
тельно, применение буфера 2 дает возможность получать достоверную 
картину ферментативного гидролиза олигоаденилатов. 
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С использованием капиллярного электрофореза возможно более 
четкое разделение по сравнению с ВЭЖХ. Исходя из данных, получен
ных как с помощью ВЭЖХ, так и капиллярного электрофореза, общую 
схему гидролиза исходного 2/,5/-АрАрА можно выразить следующим 
образом: 

2', 5--АрАрАф0сф0ДИЭСТера3а^2-, 5'-АРА + АМФ; 
2 % 5 , _ А р Д фосфодиэстераза^ аденозин + д М ф 

На рис. 3 представлены результаты ферментативного гидролиза раз
личных 2/,5/-олигоаденилатов и их аналогов, свидетельствующие с низ
кой стабильности исходного препарата 2/,5'-АрАрА. Модификация по 

концевому сахару ведет к увеличению устойчивости, причем степень ее 
зависит от типа модификации. Так, 2/,5/-АрАрху1оА обладает несколь
ко большей устойчивостью по сравнению с исходным кором, но в то же 
время уступает другим аналогам. Нами определено, что в ряду иссле
дуемых препаратов наиболее стабильными являются эпокси-, далее 
идут 2',5'-ApAparaA, 2',5'-ApApSA, 2/,5/-ApApxyloA, 2/,5/-АрАрА. Из 
полученных хроматографических данных по гидролизу некоторых оли
гоаденилатов видно, что исходный кор 2/,5/-АрАрА через 60 мин инку
бации с ферментом подвергается 50 %-му гидролизу, тогда как моди
фицированные аналоги за этот период и в таких же условиях гидроли-
зуются на 27% ' (2',5'-АрАрху1оА) и 20% (2',5'-АрАагаА). В то же 
время эпоксипроизводное (2/,5/-АрАрерохуА) оказалось наиболее ста
бильным аналогом при длительной инкубации с ферментом. При 
этом модификация по фосфатной связи между вторым и третьим 
аденозином в тримере Й'^'-АрАрБА не вызывает более значитель
ного повышения стабильности по сравнению с углеводными мо
дификациями. 

Аналогичные результаты получены и при использовании капилляр
ного электрофореза (рис. 4). В этом случае 50 %-й гидролиз исходного 
кора наступает уже через 3 мин инкубации, тогда как другие препара
ты, и в первую очередь эпоксипроизводное, проявляют значительную ус
тойчивость к действию фосфодиэстераз. Как видно из представленных 
данных, наиболее критическим моментом в процессе приобретения ус
тойчивости к действию фосфодиэстеразы является структура сахарного 
остатка в олигоаденилате. На рис. 5 приведены формулы исследуемых 
препаратов. Так, модификация сахарного остатка по З'-положению по
следнего аденозина является решающей для стабильности при дейст
вии фосфодиэстеразы. По-видимому, вследствие модификации наруша
ется аффинность олигоаденилата к ферменту, причем степень ее зависит 
от структуры сахарного остатка во 2-м и 3-м аденозине тримера [12]. 
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Кроме того, введение S-группы вместо кислорода в фосфате (рис. 5) 
также в определенной мере повышает стабильность, но меньше, чеАм по 
сахарному остатку. С другой стороны, известно [7], что модификация 
по аденину не влияет на устойчивость к действию ферментов. 

В проведенной работе изучена устойчивость широкого ряда 2',5'-
олигоаденилатов как известных ранее, так и вновь синтезированных. 
Отобраны наиболее устойчивые к действию фосфодиэстеразы аналоги, 
которые необходимо в дальнейшем проанализировать и с точки зрения 

Рис. 5. Структурные формулы исследуемых олигоаденилатов; / — 2',5/-АрАрА; 2 — 
2\5'-АрАрерохуА; 3 — 2',5'-АрАрху1оА; 4 ~ 2',5'-АрАрагаА; 5 — 2',5'-ApApSa 

биологической активности. Показано, что устойчивость олигоаденилатов 
определяется в первую очередь типом модификации сахарного остатка 
3-го аденозина. Что касается действия дефосфорилированных (коровых) 
тримеров, то высказывалось предположение о том, что биологическое 
действие связано с возможностью их фосфорилирования уже после про
никновения в клетки [12]. Но данные эти не подтвердились и обсужда
лась вероятность того, что биологическим действием обладают продук
ты фосфодиэстеразного гидролиза 2/,5'-олигоаденилатов [13], в связи 
с чем представляется важным изучение не только кинетики гидролиза, 
но и продуктов гидролиза исследуемых соединений. При этом, как 
нам кажется, данное предположение не объясняет в полной мере вы
сокую биологическую активность стабильных аналогов коровых 2/,5/-
олигоаденилатов и, по-видимому, существует другой механизм их дейст
вия, связанный с прямым влиянием на определенные молекулярные 
структуры. 
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ВИВЧЕННЯ СТ1ЙК0СТ1 Р13НИХ АНАЛОПВ 
2',5'-ОЛ1ГОАДЕН1ЛАТ1В ДО ДН ФОСФОД1ЕСТЕРАЗ 

Р е з ю м е 

Розглянуто питания, пов'язаш 3i збiльшeнням стшкосгп деяких 2',5/-ол1гоаден1°лат1в 
до ди ф,осфод1естераз. ;В1домо, що iii сполуки володшть виразною против1русною та 
антимкогенною актившстю. 3 шшого боку, 2',5'-ол1гоадешлати в значит Mipi шдда-
ються BiuiHBOBi клгтинних фосфод1естераз, що знижуе i'x ефектившсть як xiMionpe-
napaTiB. Для шдвищення стаб1льност1 2', 5'-ол1гоадешлат1в синтезують х1мпчно моди-
фжоваш аналоги. 

У результат досл1джень показано, що найстабиьшшими аналогами е епокси-
пох1Дн1 2', 5'-ол1гоаден1лат1в. 

А. V. Kozlov, Z. Yu. Tkachuk 
STUDY OF 2', 5'-OLIGOADENYLATES ANALOGUES 
STABILITY TO THE ACTION OF PHOSPHODIESTERASES 

S u m m a r y 

A wide variety of 2 ' , 5'-oligoadenylates stability to the action of phosphodiesterases 
was studied by capillary electrophoresis and HPLC. The original 2', 5'-ApApA «core» 
was shown to be considerably hydroiyzed and adenosine, AMP and 2'', 5'ApA were 
formed. Sugar modification by 3' and 2' position results in the stability increase, the 
degree of stability depending on the type of modification. The mechanism of this sta-

• bility is probably bound with the modified analogues affinity to phosphodiesterase 
defect. 
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