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Показано, що 2′-5′А3 та його аналоги виявляють рiзноманiтну, як iнгiбуючу, так

i стимулюючу, дiю на активнiсть протеїнкiназ. У бiльшостi випадкiв епоксиана-

лог 2′-5′epoА3 має вищу стимулюючу активнiсть порiвняно з природним 2′-5′А3.

Найвищу iнгiбуючу активнiсть виявляє аналог 2′-5′aminoА3, що мiстить залишок

8-амiноаденозину. Кривi титрування протеїнкiнази Aurora препаратами 2′-5′А3 та

2′-5′epoА3 не залежать лiнiйно вiд концентрацiї олiгоаденiлатiв i мають V- або W-по-

дiбний характер. Бiльш виражений ефект iнгiбування протеїнкiнази Aurora виявляє

аналог 2′-5′epoА3, активнiсть якого залишається високою в ширшому дiапазонi кон-

центрацiй. Iнгiбуюча активнiсть 2′-5′А3 та 2′-5′epoА3 залежить вiд концентрацiї

АТФ. Припускається можливий механiзм бiологiчної дiї олiгоаденiлатiв, згiдно з яким

2′-5′А3 та його аналоги, зв’язуючись з протеїнкiназами, змiнюють їх конформацiю, що

спричиняє змiну ферментативної активностi. На користь цього припущення свiдчить

характер впливу препаратiв на протеїнкiнази, коли вiдбувається не тiльки iнгiбуван-

ня, а й пiдвищення активностi ферментiв.

Вiдомо, що трифосфати 2′-5′-триаденiлатiв (ррр2′-5′А3) є активаторами РНКази L. Вони
утворюють безпосереднiй комплекс з РНКазою L i таким чином запускають противiрусний
захист клiтини, iндукований iнтерфероном. Зв’язування ррр2′-5′А3 з ферментом є обов’яз-
ковою умовою для iндукцiї рибонуклеазної активностi [1]. Для зв’язування з РНКазою L
на 5′-кiнцi 2′-5′-олiгонуклеотиду необхiдна наявнiсть однiєї фосфатної групи, а для акти-
вацiї ферменту — як мiнiмум двох фосфатних груп [2]. На сьогоднi вiдомо три активних
дiлянки РНКази L. Перша дiлянка вiдповiдає за безпосереднє зв’язування з ррр2′-5′А3,
друга має нуклеазну активнiсть i третя за своєю структурою схожа на протеїнкiназу [3].

При вiдсутностi ррр2′-5′А3 iнгiбiторний домен в анкернiй послiдовностi ферменту разом
з його “протеїнкiназною” дiлянкою iнгiбують рибонуклеазний домен. Взаємодiя ррр2′-5′А3

iз сайтом зв’язування РНКази L сприяє змiнi структури ферменту так, що утворюється
димерна форма, в результатi чого рибонуклеазний домен набуває здатностi до розщеплення
вiрусної РНК.
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Проте, як свiдчать данi наукових джерел, крiм ррр2′-5′А3 iндукцiю РНКази L здатнi
викликати й iншi хiмiчнi сполуки, якi, таким чином, можуть бути активаторами противi-
русного захисту. Природа таких сполук вiдрiзняється вiд ррр2′-5′А3, i разом з тим вони
є стимуляторами iмунної системи [4]. Методом комп’ютерного моделювання були побудова-
нi моделi зв’язування ряду низькомолекулярних синтетичних олiгонуклеотидiв з РНКазою
L, а також моделi розщеплення нею вiрусної РНК. Було встановлено, що дефосфорильо-
ванi, так званi коровi 2′-5′-триаденiлати (2′-5′А3) не можуть зв’язуватися з РНКазою L та
iндукувати розщеплення вiрусної РНК. Однак їх роль у метаболiзмi клiтини до цього часу
повнiстю не з’ясована.

У рядi робiт було показано, що поза РНКазою L iснують й iншi бiлки, з якими можуть
утворювати комплекси 5′-фосфорильованi 2′-5′-олiгоаденiлади. У роботi [5] було встанов-
лено, що ррр2′-5′-олiгоаденiлати впливають на активнiсть топоiзомерази I, причому iнгi-
буючий ефект залежить вiд довжини олiгомеру та вiд наявностi фосфатних груп. Най-
бiльш значну iнгiбуючу активнiсть виявляють фосфорильованi 2′-5′-олiгоаденiлати, моле-
кули яких мiстять близько 10 залишкiв аденозину. Також показано, що вiрусна зворот-
на транскриптаза iнгiбується фосфорильованими 2′-5′-олiгоаденiлатами, причому можливе
утворення комплексу останнiх з ферментом [6].

Вiдомо, що протеїнкiнази (ПК) є ключовими медiаторами рiзних клiтинних реакцiй [7, 8]
(табл. 1). При багатьох захворюваннях, у тому числi при онкологiчних патологiях i гiперто-
нiї, спостерiгається дерегуляцiя протеїнкiназної активностi. У свою чергу, багато iнгiбiторiв
ПК виявляють протипухлинну активнiсть. Ранiше нами було показано, що дефосфори-
льованi тримери 2′-5′А3 та їхнi аналоги мають специфiчну бiологiчну дiю, впливаючи на
потенцiалзалежнi кальцiєвi канали, активнiсть яких пов’язана з ПК А [9]. Виявлено також
вплив “корових” 2′-5′-олiгоаденiлатiв та їх аналогiв на скорочення гладеньких м’язiв аорти
i стегнової артерiї щура. Дiю “корових” 2′-5′-олiгоаденiлатiв та їх аналогiв можна усуну-
ти, використовуючи блокатори кальцiєзалежних калiєвих каналiв високої провiдностi або
блокатори ПК А [10]. Нами також було показано можливiсть утворення комплексiв дефос-
форильованих 2′-5′-триаденлатiв з деякими бiлками [11] та ймовiрнiсть впливу цих сполук
на структуру ПК [12].

На пiдставi цих даних нами висловлено припущення про можливий механiзм дiї “ко-
рових” 2′-5′-олiгоаденiлатiв, який передбачає їх безпосереднє зв’язування з регуляторними
бiлками клiтини, у результатi чого iстотно змiнюється конформацiя таких бiлкiв, що може
призводити до значного модулювання їх активностi, як у позитивний, так i в негативний

Таблиця 1. Дослiджуванi протеїнкiнази та їх характеристики

Протеїнкiназа Бiологiчнi ефекти

СК2 Посилення активностi пов’язують iз запальними реакцiями

i диференцiюванням клiтин, а також пухлинним ростом [7]

FGFR-1 Регуляцiя ангiогенезу i пролiферацiя клiтин [8]

TIE2 Ангiогенез, мiжклiтиннi взаємодiї, активнiсть ендотелiальних клiтин, онкологiя [9]

ROCK Активують мiозин. Їх вмiст диференцiйно змiнюється в процесi розвитку серця,

при патологiчнiй гiпертрофiї мiокарда i дилатацiйнiй кардiомiопатiї [10]

JNK1 Прискорене старiння, диференцiювання, апоптоз [11]

Aurora Пролiферацiя, регуляцiя мiтозу [12]

ASK1 Апоптоз, клiтинний подiл [13]
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Рис. 1. Структури 2′-5′-триаденiлату та його аналогiв

бiк. Проте до сьогоднi були вiдсутнi докази такого впливу олiгоаденiлатiв на регулятор-
нi бiлки. Нам вдалося знайти прямi докази здатностi “корових” 2′-5′-триаденiлатiв та їх
аналогiв модулювати активнiсть ПК.

Матерiали i методи. У роботi використовували ПК СК2 та пептидний субстрат ПК
RRREEETEEE (CK-tide) виробництва фiрми “New England Biolabs” (США), усi iншi ПК —
фiрми “Upstate/Millipore” (США).

Природний 2′-5′-триаденiлат (2′-5′А3) та два його аналоги — 2′-5′-епокситриаденiлат
(2′-5′epoА3) i 2′-5′-амiнотриаденiлат (2′-5′aminoА3) — синтезували модифiкованим фос-
фотриефiрним методом у розчинi [13]. Структури цих сполук наведено на рис. 1.

Вивчення активностi ПК у присутностi олiгоаденiлатiв проводили в тест-системi in
vitro методом прямого визначення продукту протеїнкiназної активностi з використанням
[32Р]-АТФ [8]. Реакцiйна сумiш мiстила 20 мM Tris-HCl, pH 7,5, 50 мM KCl, 10 мM MgCl2,
2 мкг пептидного субстрату RRREEETEEE i 10 од. вiдповiдної ПК (табл. 2). Загальний
об’єм реакцiйної сумiшi становив 30 мкл, концентрацiя АТФ — 50 мкМ. У реакцiйну су-
мiш вносили по 1 мкл розчину 2′-5′-олiгоаденiлату потрiбної концентрацiї. Пiсля iнкуба-
цiї протягом 20 хв при 30◦С в реакцiйну сумiш додавали 1 мкКi мiченого АТФ. Реакцiю
зупиняли додаванням 10 мкл 5% фосфорної кислоти. Реакцiйнi сумiшi наносили на фос-
фоцелюлознi фiльтри (дiаметр 20 мм). Фiльтри тричi промивали 1% розчином фосфорної
кислоти й висушували при 50 ◦С. Радiоактивнiсть визначали на сцинтиляцiйному лiчильни-

Таблиця 2. Вплив 2′-5′А3 та його аналогiв на активнiсть протеїнкiназ∗

Препарат
Активнiсть протеїнкiназ, % вiдносно контролю∗∗

CK2 FGFR TIE2 ROCK1 JNK1 Aurora ASK

2′-5′А3 184 125 118 140 131 65 122
2′-5′epoА3 196 134 76 160 172 60 145
2′-5′aminoА3 88 — 110 — — 35 79

∗Концентрацiя олiгоаденiлатiв 66 мкМ, АТФ – 50 мкМ.
∗∗Контроль — 100% (реакцiя за вiдсутностi препаратiв 2′-5′олiгоаденiлатiв).
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ку TriСarb-7000 (“Perkin-Elmer”, США). Як негативну пробу використовували iнкубацiйний
буфер. Ступiнь активностi ПК визначали за спiввiдношенням рiвнiв радiоактивностi про-
дуктiв реакцiї в присутностi 2′-5′-олiгоаденiлатiв та без них.

Для титрування ПК Aurora використовували препарати 2′-5′А3 та 2′-5′epoА3 у кон-
центрацiях вiд 5 до 160 мкМ при концентрацiї АТФ 25 та 100 мкМ. Будували графiки
залежностi активностi ПК (тобто радiоактивностi проби в iмпульсах за хвилину, CPM) вiд
lgC олiгоаденiлатiв, за якими визначали величини IC50 останнiх. Усi наведенi данi щодо
протеїнкiназної активностi отримано в результатi трьох незалежних вимiрювань, стандар-
тна похибка не перевищує 5%.

Обговорення результатiв. Для дослiдження впливу 2′-5′-олiгоаденiлатiв рiзної будо-
ви на активнiсть ряду ПК використовували 2′-5′А3 та його аналоги, в яких 3′-кiнцевим
нуклеозидом виступав епоксиаденозин та 8-амiноаденозин, тобто аденозин, модифiкований
вiдповiдно по вуглеводному фрагменту чи по гетероциклiчнiй основi (див. рис. 1). Вивчали
вплив цих препаратiв на активнiсть кiназ FGFR, TIE2, ROCK1, Aurora, JNK1, CK2 та ASK
у модельнiй тест-системi [8], в якiй визначали кiлькiсть продукту ферментативної реакцiї.
Пряме визначення грунтувалося на фосфорилюваннi ферментами короткого пептидного
субстрату RRREEETEEE за участю радiоактивно мiченого АТФ.

На першому етапi дослiдження вивчали вплив олiгоаденiлатiв на всi ПК при концентра-
цiї препаратiв 66 мкМ. Як видно з отриманих результатiв (див. табл. 2), рiзнi ПК по-рiзному
реагують на дослiджуванi сполуки. У бiльшостi випадкiв препарати стимулюють активнiсть
ПК, проте спостерiгається й пригнiчення. Як видно з табл. 2, природний “коровий” 2′-5′А3

в основному активує кiнази, особливо сильно (на 84%) зростає активнiсть ПК СК2. По-
мiрно активуються ферменти JNK1 i ROCK1 (вiдповiдно на 31 i 40%). У межах 18–25%
активуються ПК TIE2, ASK i FGFR. Навпаки, щодо ПК Aurora природний 2′-5′А3 виявляє
протилежний ефект (35% iнгiбування).

Аналогiчну, однак бiльш виражену дiю має аналог 2′-5′epoА3. Його стимулююча актив-
нiсть вища, нiж у немодифiкованого 2′-5′А3. Епоксианалог у порiвняннi з природним три-
аденiлатом бiльше стимулює активнiсть ПК: рiвень активацiї ним CK2 i FGFR на 9–12%,
ROCK1 i ASK на 20–23%, а JNK1 на 41% вищий, нiж нормальним 2′-5′А3. На вiдмiну
вiд 2′-5′А3, який дещо стимулює активнiсть TIE2, епоксианалог iнгiбує цю ПК (на 24%)
i на 5% сильнiше порiвняно з нормальним тримером пригнiчує кiназу Aurora (40% iнгiбу-
вання проти 35%).

Яскраво виражену iнгiбуючу дiю щодо ПК Aurora (трикратне зниження активнос-
тi останньої) виявляє амiноаналог 2′-5′aminoА3. Вiн також помiтно iнгiбує кiнази ASK
(на 21%) i CK2 (на 12%). Необхiдно пiдкреслити, що природний “коровий” тример i особли-
во його епоксианалог мають виражений стимулюючий ефект на ферменти ASK i особливо
CK2, амiноаналог же iнгiбує їх. Однак 2′-5′А3 має незначний стимулюючий ефект щодо
ПК TIE2, подiбно до 2′-5′aminoА3, на вiдмiну вiд iнгiбуючої дiї 2′-5′epoА3.

Таким чином, 2′-5′А3 i його аналоги в описаних умовах проявляють як iнгiбуючу, так
i стимулюючу активнiсть ПК дiю. Особливо варто вiдзначити майже двократне зростання
активностi СК2 пiд впливом 2′-5′А3 та 2′-5′epoА3 та трикратне пригнiчення ПК Aurora
амiноаналогом. У бiльшостi випадкiв 2′-5′epoА3 дає сильнiший стимулюючий ефект по-
рiвняно з немодифiкованим 2′-5′А3. Найбiльш виражена ж iнгiбуюча дiя характерна для
2′-5′aminoА3, що мiстить залишок 8-амiноаденозину.

ПК Aurora — єдиний з ферментiв, який iнгiбувався всiма олiгоаденiлатами в концен-
трацiї 66 мкМ. На наступному етапi дослiджень ми визначили залежнiсть її активностi вiд
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Рис. 2. Залежнiсть активностi протеїнкiнази Aurora вiд концентрацiї 2′-5′А3 i 2′-5′epoА3. По осi ординат
подано активнiсть протеїнкiнази в iмпульсах мiченого АТФ на 1 мкг пептидного субстрату (CPM); по осi
абсцис — концентрацiї препаратiв 5, 10, 20, 40, 80 i 160 мкМ (поданi в логарифмiчнiй шкалi lgC), АТФ —
100 мкМ (а) та 25 мкМ (б ). Контроль — реакцiя без додавання препарату. Довiрчi iнтервали не вказано
(див. експериментальну частину)

концентрацiї препаратiв. Для цього ферментативнi реакцiї проводили в присутностi 2′-5′А3

i його епоксианалога в рiзних концентрацiях (вiд 5 до 160 мкМ) при двох концентрацiях
АТФ — 25 i 100 мкМ. Було побудовано графiки залежностi активностi ПК вiд логарифма
концентрацiї препаратiв (взятої в мкМ). Виявилось, що при обох концентрацiях АТФ отри-
манi кривi не мають лiнiйної залежностi активностi вiд lgC.

При концентрацiї АТФ 100 мкМ кривi для обох препаратiв мають V-подiбний характер
(рис. 2, а). При титруваннi Aurora “коровим” 2′-5′А3 в межах концентрацiй lgC 0,7–1,0 її
активнiсть дещо зростає, а потiм рiзко знижується при збiльшеннi концентрацiї до lgC 1,3
i далi пiдвищується iз зростанням концентрацiї до lgC 1,9. Аналогiчну, проте бiльш вира-
жену картину iнгiбуючої дiї в цих умовах демонструє аналог 2′-5′epoА3. При зростаннi
його концентрацiї вiд lgC 0,7 до lgC 1,3 iнгiбуючий ефект зростає, а потiм поступово змен-
шується при подальшому збiльшеннi концентрацiї.

При зменшеннi концентрацiї АТФ до 25 мкМ активнiсть ПК Aurora в контрольних екс-
периментах зростає приблизно вдвiчi, iнгiбуюча ж активнiсть препаратiв у цих умовах зни-
жується (див. рис. 2, б ). Крива титрування ферменту “коровим” 2′-5′А3 носить W-подiбний
характер зi зниженням активностi в зонi вiд lgC 0,7 до lgC 1,3, далi спостерiгається нелi-
нiйне зростання з локальним максимумом при lgC 1,6, а починаючи з lgC 1,9 пiдвищення
концентрацiї препарату закiнчується рiзким падiнням iнгiбуючого ефекту й майже повним
вiдновленням базової активностi ферменту при lgC 2,2.

У випадку епоксианалога крива має iнший характер, подiбний до того, що спостерiгався
при концентрацiї АТФ 100 мкМ. Дiапазон iнгiбування значно ширший, нiж у немодифiко-
ваного тримеру, а максимальний ефект спостерiгається при lgC 1,6 (для немодифiкованого
триаденiлату — при lgC 1,3). Таким чином, iнгiбування ПК Aurora аналогом 2′-5′epoА3 за
характером помiтно вiдрiзняється вiд дiї нормального 2′-5′А3: воно глибше i залишається
на високому рiвнi в ширшому дiапазонi концентрацiй.

Загальним для всiх дослiджених випадкiв є те, що iснує певна оптимальна iнгiбуюча
концентрацiя препарату в областi середнiх значень lgC, а при її як зменшеннi, так i зрос-
таннi вiдбувається бiльш чи менш виражене зниження iнгiбуючої активностi. Крiм того, при
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зниженнi концентрацiї АТФ в реакцiйнiй сумiшi iнгiбуюча дiя олiгоаденiлатiв на фермент
послаблюється.

З побудованих кривих титрування (див. рис. 2, а) було визначено величини IC50 олiго-
аденiлатiв, тобто концентрацiю сполуки, при якiй активнiсть ферменту iнгiбується на 50%.
Активнiшi препарати мають менше значення IC50. Вища активнiсть терапевтичного засобу
дозволяє використовувати меншу дiючу концентрацiю i знизити ризик розвитку побiчних
ефектiв. Було встановлено, що величина IC50 у зонi низьких концентрацiй для природного
2′-5′А3 становить 19,3 мкМ, а для епоксипохiдної 2′-5′epoА3 — 11,6 мкМ у присутнос-
тi 100 мкМ АТФ. Таким чином, епоксианалог 2′-5′epoА3 має значно бiльшу iнгiбуючу
дiю при низьких концентрацiях, нiж природний 2′-5′А3. Оскiльки кривi титрування но-
сять V-подiбний характер, то можна визначити й iнше значення IС50, що досягається при
вищих концентрацiях: для 2′-5′А3 та 2′-5′epoА3 цей показник становить вiдповiдно 23,8
та ∼85 мкМ.

При концентрацiї АТФ 25 мкМ жоден з препаратiв не змiг досягнути 50%-го iнгiбування
ПК Aurora у дослiдженому дiапазонi концентрацiй (див. рис. 2, б ).

Таким чином, наведенi данi свiдчать про те, що 2′-5′-олiгоаденiлати iстотно впливають
на активнiсть ПК, причому можуть виступати як iнгiбiторами, так i активаторами останнiх,
залежно вiд ферменту та природи препарату. При цьому їх дiя на активнiсть ПК залежить
вiд концентрацiї препаратiв та АТФ. Отже, “коровi” олiгоаденiлати можуть модулювати
активнiсть регуляторних бiлкiв-протеїнкiназ i таким чином впливати на багато клiтинних
процесiв, включаючись у систему сигнальних шляхiв клiтини.

Розглянемо деякi можливi механiзми описаних вище ефектiв. Iснує велика кiлькiсть ПК,
але спiльним для всiх є наявнiсть сайта зв’язування з АТФ, сайта зв’язування з бiлком, який
фосфорилюється тiєю чи iншою ПК, та сайта перенесення фосфату вiд ПК на бiлок, що
фосфорилюється. Якщо лiганд ефективно зв’язується з яким-небудь iз цих сайтiв, вiдбу-
вається iнгiбування фосфорилювання. Вiдомо, що аналоги аденiну й аденозину взаємодiють
iз сайтом зв’язування АТФ i можуть бути потенцiйними iнгiбiторами ПК. Можна було
б припустити, що олiгоаденiлати теж дiють за подiбним механiзмом. Низькомолекулярнi
сполуки, що конкурують з АТФ за АТФ-зв’язуючий сайт, запобiгають фосфорилюванню
клiтинних бiлкiв i тим самим блокують передачу клiтинного сигналу. Вiдомi iнгiбiтори ПК
найчастiше взаємодiють саме iз сайтом зв’язування АТФ.

Крiм безпосереднього зв’язування лiгандiв з основними активними сайтами, можливий
i iнший механiзм, за допомогою якого лiганди, в даному випадку похiднi 2′-5′А3, впли-
вають на ПК. За цим механiзмом, дещо подiбним до алостеричного регулювання активностi,
взаємодiя може вiдбуватися поза функцiонально активними сайтами ПК таким чином, що
вiдбувається змiна конформацiї бiлка, що, у свою чергу, призводить до змiни активностi
ферменту. На користь цього припущення свiдчать отриманi нами результати щодо впливу
препаратiв на активнiсть ПК: пiд дiєю олiгоаденiлатiв вiдбувається не тiльки iнгiбування,
а й пiдвищення активностi ферментiв. У випадку ж зв’язування препаратiв з активним
сайтом ПК (наприклад, АТФ-зв’язуючим) активнiсть ферменту повинна пригнiчуватись.
Тому ймовiрно, що 2′-5′А3 та його аналоги модулюють активнiсть ПК саме за рахунок
впливу на їх конформацiю.
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2′-5′-Oligoadenylates and their analogs as modulators of the activity of

protein kinases

2′-5′А3 and its analogs are found to have diverse, inhibiting as well as stimulating, effects on

the activity of protein kinases. In most cases, 2′-5′epoА3 analog showed a more pronounced sti-

mulating activity as compared to that of the natural 2′-5′А3. The highest inhibiting activity is

demonstrated by 2′-5′aminoА3 analog containing the residue of 8-aminoadenosine. The curves

of titration of Aurora protein kinase with 2′-5′А3 and 2′-5′epoА3 show no linear dependence on

the oligoadenylate concentration and are V- or W-like shapes. 2′-5′epoА3 analog demonstrated a

more pronounced inhibition effect on Aurora characterized by the high activity in a broader range of

concentrations. The inhibitory effect of 2′-5′А3 and 2′-5′epoА3 depends on the ATP concentrati-

on. A possible mechanism of biological action of oligoadenylates is suggested, where the binding of

2′-5′А3 and its analogs to protein kinases results in conformational changes which lead to a modifi-

cation of the enzymatic activity. This suggestion is supported by the character of action of the tested

compounds on protein kinases, since not only inhibition but also stimulation of enzymes occurs.
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