
I. Wwedenie

Kardinalxnoe zna~enie w obespe~enii kl`~ewyh proces-
sow viznedeqtelxnosti imeet selektiwnoe wzaimodejstwie
mevdu nukleinowymi kislotami. Dostato~no napomnitx,
~to specifi~eskoe wzaimodejstwie komplementarnyh posle-
dowatelxnostej nukleinowyh kislot levit w osnowe ustanow-
lennoj Uotsonom i Krikom dwuspiralxnoj struktury DNK.
Imenno princip komplementarnosti opredelqet selektiw-
noe wzaimodejstwie nukleinowyh kislot s antismyslowymi
RNK, oligonukleotidami i ih proizwodnymi. (Takie soedi-
neniq nazywa`t antismyslowymi, osnowywaqsx na ih spo-
sobnosti obrazowywatx komplementarnyj kompleks s wyb-
rannoj posledowatelxnostx` nukleinowoj kisloty ± NK-
mi{eni, kotoraq qwlqetsq smyslowoj posledowatelx-
nostx`.) Wse |to otkrywaet perspektiwu sajt-naprawlennogo
(<adresowannogo>) wozdejstwiq na mnogie kl`~ewye biohi-
mi~eskie i molekulqrno-geneti~eskie processy, proishod-
q}ie s u~astiem nukleinowyh kislot, kak in vitro, tak i w
viwoj kletke in vivo.1, 2 Blagodarq mnogo~islennym interes-
nym wozmovnostqm |togo podhoda, wkl`~aq naprawlennoe
wozdejstwie na wnutrikleto~nye processy, a takve uspeham w

oblasti oligonukleotidnogo sinteza, metod sajt-napraw-
lennogo wozdejstwiq, osnowannyj na ispolxzowanii anti-
smyslowyh oligonukleotidow, priwlekaet w poslednie gody
wse wozrasta`}ee wnimanie.3 ± 5

Odin iz wariantow takogo podhoda, wperwye sformuli-
rowannyj w konce 60-h godow, polu~il nazwanie komplemen-
tarno-adresowannoj (w sowremennom wariante sajt-napraw-
lennoj) modifikacii.6 ± 8 W ego osnowu poloveny dwa
processa: perwyj ± reakcionnosposobnoe proizwodnoe oli-
gonukleotida, komplementarnoe opredelennomu u~astku
NK-mi{eni, obrazuet s |tim u~astkom specifi~eskij kom-
plementarnyj kompleks i takim obrazom naprawlqet, adre-
suet dejstwie reakcionnosposobnoj ~asti molekuly; wtoroj
± neposredstwenno himi~eskaq reakciq (alkilirowanie,
fotomodifikaciq, ras}eplenie) s kakim-libo osnowaniem
nukleinowoj kisloty wblizi |togo u~astka. W nastoq}ee
wremq takoj podhod rassmatriwaetsq kak naibolee uniwer-
salxnyj metod dlq wysokoizbiratelxnogo wozdejstwiq na
nukleinowye kisloty s celx` podawleniq razwitiq wirus-
nyh infekcij, opuholewogo processa, wyzwannogo muta-
ciqmi w protoonkogenah, opredelq`}ih zloka~estwennoe
pererovdenie kletki.5, 9

Dlq {irokogo ispolxzowaniq |togo podhoda kak w isle-
dowatelxskih, tak i terapewti~eskih celqh su}estwenno,
~toby wzaimodejstwie oligonukleotida ili ego reakcion-
nosposobnogo proizwodnogo s NK-mi{enx` proishodilo s
wysokoj izbiratelxnostx`. Soglasno statistike 1 posledo-
watelxnostx slu~ajnogo 17-zwennogo oligonukleotida
powtorqetsq w genome ~eloweka tolxko odin raz, po|tomu
movno ovidatx ~rezwy~ajno selektiwnogo wzaimodejstwiq
NK-mi{eni s oligonukleotidom takoj dliny. Odnako w
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nastoq}ee wremq nakoplen uve dostato~no bolx{oj massiw
|ksperimentalxnyh dannyh, swidetelxstwu`}ih o tom, ~to
specifi~nostx wzaimodejstwiq nukleinowyh kislot (obra-
zowanie sower{ennogo komplementarnogo kompleksa)
newysoka. Su}estwuet bolx{aq weroqtnostx obrazowaniq
nesower{ennogo (soderva}ego nekanoni~eskie pary osnowa-
nij ili petli) ili ~asti~nogo (tolxko ~astx anti-
smyslowogo oligonukleotida nahoditsq w komplekse) kom-
pleksow s razli~nymi u~astkami NK-mi{eni. Krome togo,
na |ffektiwnostx kompleksoobrazowaniq s antismyslowym
oligonukleotidom ogromnoe wliqnie okazywaet prostranst-
wennaq struktura i dostupnostx wybrannogo u~astka
swqzywaniq NK-mi{eni. \ta ve problema woznikaet i pri
ispolxzowanii oligonukleotidow ili ih proizwodnyh dlq
sajt-naprawlennogo mutageneza ili w ka~estwe zondow dlq
gibridizacii.

W nastoq}em obzore proanalizirowany nakoplennye k
nastoq}emu momentu |ksperimentalxnye dannye po selek-
tiwnosti wzaimodejstwiq nukleinowyh kislot. Rassmotre-
nie materiala prowoditsq w porqdke uslovneniq issledue-
moj modelxnoj sistemy: ot sower{ennyh i nesower{ennyh
komplementarnyh kompleksow, obrazowannyh oligonukleo-
tidami, do wzaimodejstwiq antismyslowyh oligonukleoti-
dow s wysokomolekulqrnymi NK w sistemah in vitro. Dlq
udobstwa wospriqtiq materiala w perwom razdele obzora
priwedeny teoreti~eskie dannye ocenki urownq selektiwno-
sti wzaimodejstwiq nukleinowyh kislot, a wo wtorom ±
termodinami~eskie parametry obrazowaniq sower{ennyh i
nesower{ennyh komplementarnyh kompleksow. Razdel
obzora, poswq}ennyj wzaimodejstwi` reakcionnosposob-
nyh proizwodnyh oligonukleotidow s NK-mi{enqmi, bazi-
ruetsq w osnownom na rezulxtatah issledowanij, wypolnen-
nyh w Nowosibirskom institute bioorgani~eskoj himii SO
RAN. Sleduet otmetitx, ~to w dannom obzore dlq slu~aew
wzaimodejstwiq wysokomolekulqrnyh NK-mi{enej s oligo-
nukleotidami proanalizirowany tolxko te raboty, w koto-
ryh oceniwalsq urowenx to~nosti wzaimodejstwiq nukleino-
wyh kislot ili bylo dostato~no |ksperimentalxnyh dannyh
dlq prowedeniq takoj ocenki.

II. Teoreti~eskie ocenki specifi~nosti
wzaimodejstwiq nukleinowyh kislot

Odnim iz isto~nikow o{ibok pri sajt-naprawlennom
wozdejstwii na nukleinowye kisloty qwlqetsq wozmovnostx
obrazowaniq nesower{ennyh kompleksow. Teoreti~eskie
ocenki urownq modifikacii nukleinowyh kislot w sostawe
nesower{ennyh kompleksow sdelany w rabotah.10 ± 12

Wliqnie temperatury i koncentracii reagenta (reak-
cionnosposobnogo oligonukleotida) na specifi~nostx wzai-
modejstwiq oligonukleotidnogo zonda i NK-mi{eni pro-
analizirowana w rabote.10 Dlq ocenki wklada
nesower{ennyh kompleksow bylo predloveno ispolxzowatx
parametr diskriminacii (r), harakterizu`}ij sootno{e-
nie mevdu stepenqmi swqzywaniq reagenta w prawilxnom i
nesower{ennom kompleksah. Okon~atelxnoe wyravenie dlq
r wyglqdit sledu`}im obrazom:

r � f�ÿ lg�X�g nÿ n0

n0
,

gdeX ± koncentraciq reagenta, n i n0 ± dlina sower{ennogo i
nesower{ennogo dupleksow. Ots`da sleduet, ~to zna~enier,
t.e. diskriminaciq sower{ennogo i nesower{ennogo duplek-
sow, opredelqetsq dlinoj |tih dupleksow i imeet logarif-
mi~esku` zawisimostx ot koncentracii zonda i su}estwenno
padaet s ee rostom. Soglasno ocenkam, sdelannym dlq
koncentracii oligonukleotida 1078 i 1072 M, parametr r
dostigaet naibolx{ego zna~eniq pri temperature wzaimo-

dejstwiq, rawnoj temperature plawleniq (Tm) sower{ennogo
dupleksa.

W rabote 11 s pomo}x` statisti~eskogo podhoda oceneno
otno{enie r 0 summy rawnowesnyh konstant nespecifi~e-
skogo swqzywaniq

P
Ki

n � Kn dlq razli~nyh tipow nesowe-
r{ennyh kompleksow (nekanoni~eskie pary ± <mismat~>,
swisa`}ie koncy, li{nie ili wypq~ennye osnowaniq ±
<baldv> w mi{eni i oligonukleotide) k konstante obraz-
owaniq sower{ennogo dupleksa Ks (r 0=Kn/Ks). Osnownoj
wklad w Kn da`t kompleksy so swisa`}imi koncami. Dlq
umenx{eniq doli takih kompleksow neobhodimo ispolxzo-
watx reagenty, soderva}ie na koncah G�C-pary, potomu ~to
razli~ie w stabilxnosti sower{ennogo i nesower{ennogo
dupleksow, swqzannoe s otsutstwiem w nesower{ennom kom-
plekse koncewojG�C-pary w 5 ± 6 raz wy{e, ~em iz-za otsutst-
wiq koncewoj A�T-pary. Dolq swqzywaniq w nesower{ennye
kompleksy movet bytx su}estwenno snivena, esli ispolx-
zowatx dlinnye oligonukleotidy pri sobl`denii uslowiq
Ks�xo�1, gde xo ± koncentraciq oligonukleotida. Sleduet
otmetitx, ~to wse ras~ety w rabote 11 byli prowedeny s
nekotorymi dopu}eniqmi. Tak, awtory polagali, ~to kon-
cewye nekanoni~eskie pary polnostx` rasplawleny i ne
wnosqt wklada w stabilxnostx dupleksa. ^islennye zna~eniq
izmenenij swobodnoj |nergii dupleksa dlq obrazowaniq
nekanoni~eskih par, wy~islennye po dannym raboty,13

nosili usrednennyj harakter i ne u~itywali blivaj{ego
okruveniq. Stepenx destabilizacii dupleksa, wyzwannaq
<li{nim> osnowaniem, opredelqlasx po |ksperimentalxnym
dannym |toj ve raboty dlq <li{nego> citozina i s~italasx
odinakowoj dlq wseh osnowanij. Odnako prinqtye awtorom
dopu}eniq ne dolvny principialxno menqtx sdelannyh
wywodow.

W rabote 12 rassmotreny kineti~eskie aspekty speci-
fi~nosti wzaimodejstwiq adresowannogo reagenta i mat-
ricy i pokazano, ~to nespecifi~nostx wzaimodejstwiq oli-
gonukleotidnogo reagenta i matricy movet bytx dwuh
tipow. Wo-perwyh, |to nespecifi~nostx, swqzannaq s reak-
ciej wne kompleksa, ranee rassmatriwaw{aqsq w rabo-
tah.14 ± 16 Wo-wtoryh, ± nespecifi~nostx, wyzwannaq obraz-
owaniem nesower{ennyh kompleksow. Dannye analiza
wozmovnogo urownq nespecifi~eskoj modifikacii oboih
tipow dlq 302-~lennogo fragmenta DNK reagentami raznoj
dliny (6 ± 14 zwenxew) pokazali, ~to wklad nespecifi~eskoj
modifikacii wtorogo tipa uweli~iwaetsq s umenx{eniem
dliny oligonukleotidnoj ~asti reagenta. Sleduet otme-
titx, ~to nespecifi~nostx modifikacii oboih tipow zawi-
sit ot koncentracii reagenta: s uweli~eniem koncentracii
reagenta specifi~nostx modifikacii NK-mi{eni padaet.

III. Termodinami~eskie parametry
obrazowaniq sower{ennyh i nesower{ennyh
dupleksow i osobennosti ih prostranstwennoj
struktury

1. Sower{ennye dupleksy

Soglasno sowremennym predstawleniqm, osobennosti
powedeniq dwuspiralxnyh nukleotidnyh struktur w rastwore
opredelq`tsq wzaimodejstwiqmi mevdu getero-
cikli~eskimi osnowaniqmi, wliqniem rastworitelq, ionnoj
siloj i |lektrostati~eskim wzaimodejstwiem fosfatnyh
grupp. W komplementarnom komplekse izmenenie sostoqniq
kavdogo nukleotidnogo zwena ne movet proishoditx nezawi-
simo ot sosednih zwenxew, ~to obuslowliwaet kooperatiwnyj
harakter obrazowaniq i dissociacii dwuspiralxnyh struk-
tur. Dannye po termodinamike DNK-dupleksow podrobno
rassmotreny w obzorah.17 ± 19 Prirodnye RNK obrazu`t
prawozakru~ennu` A-formu dwojnoj spirali,
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otli~a`}u`sq ot B-formy DNK {agom spirali w 11 osno-
wanij (na odno bolx{e, ~em w B-forme DNK). Samye wavnye
razli~iq mevdu DNK i RNK zatragiwa`t konformaci`
nukleotida: w RNK ostatok sahara imeet S(30)-|ndo-konfor-
maci`, a w DNK ± S(20)-|ndo-konformaci`. Razli~iq w
konformacii sahara priwodqt k poqwleni` razli~ij w
rasstoqniqh mevdu fosfatami polinukleotidnoj cepi:
5.9A w RNK- i 7A w DNK-dupleksah.20 Otnositelxnaq sta-
bilxnostx B-formy DNK-dupleksow zawisit ot posledowa-
telxnosti cepej, obrazu`}ih dupleks, drugimi slowami,
stabilxnostx dannoj pary osnowanij opredelqetsq ee bli-
vaj{imi sosedqmi.13, 21 ± 24 Ob}aq stabilxnostx i uslowiq
plawleniq l`bogo DNK-dupleksa mogut bytx predskazany
na osnowanii ego perwi~noj struktury, esli izwestny para-
metryDG0,DH0 iDS0 dlq kavdoj pary blivaj{ih sosedej 24

(tabl. 1). Swobodnaq |nergiq obrazowaniq sower{ennogo
dupleksa (DG0) opredelqetsq summoj swobodnyh |nergij
obrazowaniq par blivaj{ih sosedej (DGh) i movet bytx
legko ocenena iz dannyh tabl. 1 po formule

DG0  7(DGin©DGsim)©
X
x

DGx ,

gde DGin ± izmeneniq DG0 obrazowaniq dupleksa za s~et
iniciacii, DGsim ± weli~ina, ob%qsnq`}aq razli~ie w
|ntropiqh mevdu dupleksom, obrazowannym samokomple-
mentarnoj posledowatelxnostx`, i dupleksom, obrazowan-
nym dwumq komplementarnymi posledowatelxnostqmi;
DGin 5 kkal¢molx dlq kompleksa, na~ina`}egosq s
G�C-pary, i 6 kkal¢molx dlq kompleksa, na~ina`}egosq s
A�U-pary; DGsim 0.4 kkal¢molx dlq dupleksa, obrazowan-
nogo samokomplementarnoj posledowatelxnostx`, i 0 ± dlq
dupleksa, obrazowannogo dwumq komlementarnymi posledo-
watelxnostqmi. Opredelenie DH0 i DS0 obrazowaniq sowe-
r{ennogo dupleksa proizwoditsq analogi~no. Termodina-
mi~eskie parametry obrazowaniq protqvennogo DNK-

dupleksa legko opredelq`tsq po trehmernym diagrammam,
predstawlennym w obzornoj rabote.19

W tabl. 2 priwedeny termodinami~eskie parametry
obrazowaniq G�C- ili A�U-par w RNK-dupleksah, polu~en-
nye w ramkah metoda blivaj{ih sosedej.25 ± 28 Opredelenie
termodinami~eskih parametrow obrazowaniq kavdogo
dupleksa prowoditsq takve, kak i dlq DNK-dupleksow.24

Naibolee harakternoj ~ertoj wtori~noj struktury RNK
qwlqetsq obrazowanie {pilek. Petli na konce {pilxki
oby~no sostoqt iz 4 ± 6 osnowanij i stabiliziru`t ws`
{pilxku. Zna~enie DDG0 w zna~itelxnoj stepeni zawisit ot
posledowatelxnosti osnowanij w petle i ot zamyka`}ej
petl` pary osnowanij i izmenqetsq ot 73 do 1.5 kkal¢-
molx.29 ± 33 Pri |tom dave w korotkih petlqh (3 ± 5 nukleoti-
dow) wse osnowaniq nahodqtsq w st|kinge drug s drugom i
kolxcom ribozy, a kavdyj iz ostatkow ribozy imeet N-
konformaci`, pozwolq`}u` nukleotidam rastqnutxsq na
maksimalxnoe rasstoqnie.20, 30 W ob}em slu~ae petli, obraz-
owannye dezoksiribooligonukleotidami, stabiliziru`t
ws` {pilxku w neskolxko menx{ej stepeni, odnako zawisi-
mostx stabiliziru`}ego dejstwiq ot posledowatelxnosti
osnowanij w petle sohranqetsq.32, 33

Edinstwennoj formoj su}estwowaniq dwuspiralxnoj
RNK qwlqetsq A-konformaciq. W zawisimosti ot uslowij
obrazowaniq i posledowatelxnosti DNK-dupleksy mogut
su}estwowatx w wide A-, B- ili lewozakru~ennoj Z-konfor-
macij. Soglasno dannym 18, 19, 34 ± 37 dlq RNK7DNK-dup-
leksa bolee harakterna A-forma spirali, hotq pri oprede-
lennyh uslowiqh i w zawisimosti ot posledowatelxnosti
mogut realizowywatxsq i drugie konformacii. Srawnitelx-
nyj analiz termodinamiki i kinetiki obrazowaniq gibrid-
nyh dupleksow priweden w rabotah.18, 35, 37 ± 41 Na osnowanii
analiza kriwyh plawleniq i dannyh QMR-spektroskopii
ustanowlen sledu`}ij rqd stabilxnosti RNK7DNK-
dupleksow: dA5 � dT5 > rA5 � dT5 > rA5 � rU5 > dA5 � rU5 (Tm

rawny 27.5, 22.9, 19.1 i 08S sootwetstwenno).35 Sleduet otme-
titx, ~to dannye po stabilxnosti RNK7DNK-dupleksow
o~enx nemnogo~islenny i protiwore~iwy. Dlq bolx{instwa
izu~ennyh dupleksow okazalosx, ~to gibridnye dupleksy
menee stabilxny, ~em sootwetstwu`}ie RNK- ili DNK-
dupleksy.42 O~ewidno, ~to stabilxnostx gibridnyh duplek-
sow, tak ve kak dezoksi- i riboanalogow, opredelqetsq ih
perwi~noj strukturoj.

2. Nesower{ennye dupleksy nukleinowyh kislot

Perwona~alxnyj interes k nesower{ennym dupleksam
nukleinowyh kislot woznik, po-widimomu, w processe izu~-
eniq mehanizmow pereda~i geneti~eskoj informacii. Pri
replikacii, transkripcii ili obratnoj transkripcii
to~nostx pereda~i geneti~eskoj informacii obespe~iwaetsq
komplementarnymi wzaimodejstwiqmi nukleinowyh kislot,
odnako pri |tom proishodit wkl`~enie i o{ibo~nyh osno-
wanij.43, 44 S drugoj storony, kompleksy takogo tipa obraz-
u`tsq pri kodon-antikodonowyh wzaimodejstwiqh, pri for-
mirowanii prostranstwennoj struktury RNK (G�A- i G�U-
pary). Obrazowanie nesower{ennyh dupleksow ispolxzuetsq
w tehnike sajt-naprawlennogo mutageneza.

a. Dupleksy so swisa`}imi osnowaniqmi na koncah

Koncewye nesparennye osnowaniq, prilega`}ie k pro-
tqvennoj dwojnoj spirali (koru), qwlq`tsq harakternym
|lementom wtori~noj strukturyRNKi wowle~eny womnogie
biologi~eskie processy. Dobawlenie nesparennogo osnowa-
niq na 30- ili 50-konec RNK-dupleksa stabiliziruet korowyj
dupleks za s~et st|king-wzaimodejstwiq swisa`}ego osnowa-
niq s poslednej komplementarnoj paroj dupleksa. Pri |tom
sparennoe osnowanie na 30-konce RNK-dupleksa w bolx{ej
stepeni stabiliziruet dupleks, ~em 50-<wisq}ij> konec;

Tablica1. Termodinami~eskie parametry obrazowaniq par bli-
vaj{ih sosedej w DNK-dupleksah 24 (1 MNaCl, 258C, pH 7.0)

Pary 7DH0, 7DS0, 7DG0,
kkal¢molx kal¢K �molx kkal¢molx

AA/TT 9.1 24.0 1.9
AT/TA 8.6 23.9 1.5
TA/AT 6.0 16.9 0.9
CA/GT 5.8 12.9 1.9
GT/CA 6.5 17.3 1.3
CT/GA 7.8 20.8 1.6
GA/CT 5.6 13.5 1.6
CG/GC 11.9 27.8 3.6
GC/CG 11.1 26.7 3.1

Tablica 2. Termodinami~eskie parametry obrazowaniq par bli-
vaj{ih sosedej w RNK-dupleksah28 (1 MNaCl, 258C, pH 7.0)

Pary 7DH0, 7DS0, 7DG0,
kkal¢molx kal¢K�molx kkal¢molx

AA/UU 6.6 18.4 0.9
AU/UA 5.7 15.5 0.9
UA/AU 8.1 22.6 1.1
CA/GU 10.5 27.8 1.8
CU/GA 7.6 19.2 1.7
GA/CU 13.3 35.5 2.3
GU/CA 10.2 26.2 2.1
CG/GC 8.0 19.4 2.0
GC/CG 14.2 34.9 3.4
GG/CC 12.2 29.7 2.4
Iniciaciq 0 10.8 73.4
Simmetriq
dupleksa 0 1.4 70.4
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raznica w temperaturah plawleniq takih dupleksow
sostawlqet 88 pri koncentracii oligonukleotida 1074 M.
Dobawlenie 30-koncewogo nesparennogo osnowaniq srawnimo
s dobawleniemA�U-pary.Stabiliziru`}ee dejstwie nekom-
plementarnyh osnowanij na koncah RNK-dupleksa ubywaet w
rqdu 45, 46 30-A>30-U>50-A%50-U. Analogi~nye rezulxtaty
byli polu~eny pri izu~enii wliqniq nesparennyh osnowa-
nij na koncah na stabilxnostx korowyh dupleksow 28, 47

GGCC/GGCC, CCGG/CCGG, CGCG/CGCG. Stabilizi-
ru`}ie dejstwie nesparennyh koncewyh osnowanij uweli~i-
walosx w rqdu 30-C<30-U<30-G%30-A, pri |tom uweli~enie
swobodnoj |nergii dupleksa za s~et stabiliziru`}ego wliq-
niq nesparennyh osnowanij na koncah sostawlqlo 10 ± 20,
30 ± 70 i 60 ± 95% ot uweli~eniq DG0 za s~et obrazowaniq
sootwetstwu`}ej komplementarnoj pary. W srednem 50- i 30-
nekomlementarnye osnowaniq wnosqt 70.2 i 7(0.4 ±
1.8) kkal¢molx w DG0 obrazowaniq RNK-dupleksa.48, 49

Wliqnie nesparennogo koncewogo osnowaniq na stabilx-
nostx korowogo DNK-dupleksa protiwopolovno wliqni`
swisa`}ego osnowaniq na RNK-dupleks: DNK-dupleksy w
bolx{ej mere stabiliziru`tsq nesparennym osnowaniem
na 50-konce.50, 52 Izu~enie strukturnyh i termodinami~eskih
osobennostej powedeniq korowyh dupleksow, soderva}ih
nesparennye ostatki timidina na 50- i 30-koncah, pokazalo,
~to dobawlenie 50- ili 30-swisa`}ego timidina k korowomu
dupleksu priwodit k uweli~eni` Tm dupleksa. Pri~em
50-koncewoj timidin okazywaet bolx{ee stabiliziru`}ee
dejstwie: Tm sostawlqet 8.3 ± 9.38C dlq 50- i 5.0 ± 3.08C dlq
30-nesparennyh ostatkow timidina sootwetstwenno. Analiz
KD-spektrow korowyh dupleksow i ih proizwodnyh s nespa-
rennymi ostatkami timidina na 30- ili 50-koncah pokazal,
~to wesx dupleks, wkl`~aq swisa`}ij konec, nahoditsq w
B-konformacii, a nesparennoe osnowanie ± w st|kinge s
korowym dupleksom.52

b. Dupleksy s li{nimi osnowaniqmi

Wnutrennqq petlq, sostoq}aq iz odnogo osnowaniq, ili
<li{nee>, wypq~ennoe (baldv) osnowanie qwlqetsq ~asto
wstre~a`}imsq |lementom wtori~noj struktury DNK i
RNK. Osobyj interes k wystupa`}im osnowaniqm swqzan s
tem, ~to w DNK takoe osnowanie qwlqetsq <gorq~ej> to~koj
mutacij, a w RNK li{nij adenozin ~asto poqwlqetsq w
sajtah swqzywaniq belkow. Osnownoj wopros, kasa`}ijsq
|togo |lementa wtori~noj struktury, sostoit w tom, prinad-
levit li li{nee osnowanie dwojnoj spirali ili ve ono
obrazuet wnutrenn`` petl` i wywedeno iz st|kinga.

Li{nij adenin w duplekse 1 nahoditsq w st|king-wzaimo-
dejstwii s sosednimi ostatkami citidina i guanina, a ne
obrazuet wnutrenn`` petl`. Konformaciq komplementar-
nyh par po obe storony wystupa`}ego osnowaniq ne izme-
nena, no fosfodi|firnaq swqzx naprotiw li{nego adenina
neskolxko udlinena, ~to priwodit k razryhleni` struktury
dupleksa i nebolx{omu izmeneni` torsionnyh uglow fos-
fodi|firnoj swqzi. Temperatura plawleniq dupleksa s wyp-
q~ennym adeninom na 198S nive Tm sower{ennogo dupleksa,
no plawlenie takogo dupleksa proishodit kooperatiwno,
wkl`~aq wypq~ennyj adenin.53, 54
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\nergiq aktiwacii obrazowaniq dupleksa 1 (Eakt7A) zna~-
itelxno wy{e |nergii aktiwacii obrazowaniq sower{ennogo
kompleksa.55 Esli dlq sower{ennyh dupleksow stadiej,
limitiru`}ej skorostx ih obrazowaniq, qwlqetsq stadiq
obrazowaniq qdra nukleacii,35 to w duplekse s wystupa`}im
adeninom proishodit tormovenie kompleksoobrazowaniq
na defektnomu~astke struktury,55 ~to priwodit k zna~itelx-
nomu uweli~eni` |nergii aktiwacii i u{ireni` tempera-
turnogo interwala, w kotorom proishodit plawlenie
dupleksa 1.

Na osnowanii QMR-spektrow neobmeniwaemyh protonow
i NOE-spektrow iminoprotonow osnowanij (spektrow qder-
nogo |ffekta Owerhauzera), raspolovennyh po obe storony
ot li{nego citidina w duplekse 2, byl sdelan wywod o tom,
~to takoj citidin nahoditsq wne spirali, a konformaciq
prilega`}ej k nemu pary A�T silxno izmenena. Dupleks 2
silxno destabilizirowan po srawneni` s sower{ennym kom-
pleksom: (Tm dupleksa 2 na 158S nive Tm sower{ennogo
kompleksa, a DDG 2.9 kkal¢molx), pri~em ponivenie sta-
bilxnosti dupleksa 2 imeet |ntalxpijnu` prirodu i
qwlqetsq sledstwiem naru{eniq st|king-wzaimodejstwij w
|tom duplekse.56 Pri nizkoj temperature (okolo 08S) wystu-
pa`}ij citidin nahoditsq wne dupleksa, a pri uweli~enii
temperatury (>408S) powy{aetsq dolq konformacij, w
kotoryh li{nij citidin whodit w spiralx.57

Li{nie adenin i guanin, prilega`}ie k G�C-pare
(dupleksy A i G) u~astwu`t w st|king-wzaimodejstwiqh s
prilega`}imi osnowaniqmi i qwlq`tsq ~astx` dwojnoj
spirali (shema 1).

Destabiliziru`}ee dejstwie |tih osnowanij strogo
lokalizowano i ne rasprostranqetsq na wesx dupleks. Wyp-
q~ennyj citidin nahoditsq w S(4)-trakte dupleksaC i kak by
delokalizowan po posledowatelxnosti S(4). \to priwodit k
umenx{eni` destabiliziru`}ego |ffekta li{nego citi-
dina na dwojnu` spiralx; Tm dupleksa C na 5.78S wy{e, ~em
Tm dupleksow A ili G.58, 59 Srawnenie stroeniq ribo- i
dezoksi-dupleksow, soderva}ih wypq~ennyj uridin ili
timidin (dupleksy 3 i 4), pokazalo, ~to wypq~ennyj timi-
din 4 wstraiwaetsq w dwojnu` spiralx, ne wyzywaq zametnyh
iskavenij B-formy DNK, togda kak li{nij uridin w
duplekse takogo ve sostawa 3 nahoditsq wne spirali. Pri
|tom regulqrnaq struktura A-formy RNK takve ne
naru{aetsq.60, 61
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\ksperimentalxnyh dannyh po wliqni` wystupa`}ego
osnowaniq na strukturu i stabilxnostx RNK-dupleksow sraw-
nitelxno malo. Issledowanie termodinami~eskogo powede-
niq 14 sinteti~eskih ribooligonukleotidow, prinima`}ih
w rastwore formu{pilxki s ~etyrxmq osnowaniqmi w petle i
odnim wystupa`}im osnowaniem w steble, pokazalo, ~to
wwedenie <li{nego> osnowaniq w dwuspiralxnu` oblastx
priwodit k destabilizacii dupleksa. Weli~ina |ffekta
zawisit ot tipa osnowaniq: naibolx{ee destabiliziru`}ee
dejstwie okazywa`t li{nie adenin i guanin (DDGA  3.3 i
DDGG  3.5 kkal¢molx) i naimenx{ee ± li{nij uridin
(DDGU  2.7 kkal¢molx).31
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w. Dupleksy s to~e~nym razrywom

To~e~nye razrywy, a takve apurinowye i apirimidino-
wye sajty ~asto wstre~a`tsq w strukture DNK. Odnako w
nastoq}ee wremq nakopleno srawnitelxno malo dannyh o
wliqnii takih powrevdenij DNK na strukturu i stabilx-
nostx DNK-dupleksow. Analogi~nye dannye po RNK-duplek-
sam woob}e otsutstwu`t. S pomo}x`QMR- iNOE-spektrow
byli issledowany ~etyre 12-zwennyh dupleksa odinakowogo
sostawa s to~e~nym razrywom. Okazalosx, ~to wse oni ime`t
B-formu spirali i nezna~itelxno otli~a`tsq po stabilxno-
sti ot sower{ennogo dupleksa. Plawlenie dupleksa s to~e~-
nym razrywom proishodit kooperatiwno. Po-widimomu,
to~e~nyj razryw ne wnosit zna~itelxnyh izmenenij ni w
stabilxnostx, ni w strukturu |tih DNK-dupleksow.62

Neskolxko drugie rezulxtaty po wliqni` to~e~nyh razry-
wow na stabilxnostx DNK-dupleksa polu~eny w rabote.63

Wwedenie to~e~nogo ryzrywa w kolxcewu` strukturu priwo-
dit k umenx{eni` Tm takogo dupleksa na 278S (1 MNaCl).

Wwedenie w strukturu dupleksa sajta bez osnowaniq pri-
wodit k poniveni` temperatury plawleniq dupleksa na
10 ± 128S po srawneni` s sower{ennym dupleksom. Destabi-
lizaciq dupleksa za s~et <dyrki> srawnima s wwedeniem w
dupleks T�T-pary (Tm rawno 66, 53 ± 56 i 568S dlq sower{en-
nogo 13-zwennogo dupleksa, dupleksa s apirimidinowym
sajtom w polovenii 7 i dlq dupleksa s T�T-paroj w polove-
nii 7 sootwetstwenno).64 Naibolee podrobno wliqnie sajta
bez osnowaniq i sajta bez nukleozida na strukturu DNK-
dupleksa issledowano w rabote 65 na primere dupleksa sle-
du`}ego sostawa:

Izmenenie wseh termodinami~eskih parametrow, wyzwannoe
powrevdeniem dupleksa za s~et obrazowaniq <dyrki>, o~enx
weliko (DTm sostawlqet 13.9, 12.9 i 14.48C dlq dupleksowA�F,
A�E i A�P sootwetstwenno) i zna~itelxno prewoshodit zna~-
eniq, predskazannye dlq takih dupleksow na osnowanii
metoda blivaj{ih sosedej. Polu~ennye rezulxtaty swide-
telxstwu`t o tom, ~to |ti izmeneniq stabilxnosti dupleksa
swqzany s otsutstwiem osnowaniq, a ne s otsutstwiem ostatka
sahara. Kooperatiwnostx perehoda spiralx7klubok prak-
ti~eski ne menqetsq pri perehode ot dupleksa A�T k duplek-
sam A�F i A�E. \to pozwolqet predpolovitx,57, 65 ~to za
kooperatiwnostx perehoda spiralx7klubok pri plawlenii
otwe~aet imenno saharo-fosfatnyj ostow molekuly DNK.

Na osnowanii priwedennyh dannyh movno zakl`~itx,
~to wwedenie to~e~nogo razrywa hotq i snivaet stabilxnostx
DNK-dupleksa, no ne skazywaetsq na ego strukture; togda kak
apurinowye i apirimidinowye sajty priwodqt k zna~itelx-
nym izmeneniqm struktury dupleksa za s~et naru{eniq
st|king-wzaimodejstwij w dwojnoj spirali.

g. Dupleksy, soderva}ie nekanoni~eskie pary osnowanij

Nekanoni~eskie ili neprawilxnye pary osnowanij o~enx
~asto wstre~a`tsq w molekulah kak RNK, tak i DNK. Wse
nekanoni~eskie pary mogut libo obrazowywatx wnutrenn``
petl` iz dwuh osnowanij, libo u~astwowatx w st|king-wzai-
modejstwiqh dwojnoj spirali, libo obrazowywatx neka-
noni~esku` (<wobl>) paru. Pri analize l`boj
nekanoni~eskoj pary neobhodimo otwetitx na sledu`}ie
woprosy: 1) kakie strukturnye izmeneniq wnosit dannaq
neprawilxnaq para w konformaci` dupleksa; 2) kakie termo-
dinami~eskie i kineti~eskie parametry obrazowaniq
dupleksa izmenq`tsq pod wliqniem dannoj nekanoni~eskoj
pary; 3) kakim obrazom osu}estwlqetsq obrazowanie wodo-
rodnyh swqzej w dannoj nekanoni~eskoj pare. Wse |ti
woprosy podrobno rassmotreny w obzore.18 W nastoq}em
razdele budut priwedeny dannye, kasa`}iesq tolxko wliq-
niq nekanoni~eskih par na stabilxnostx RNK- i DNK-
dupleksow.
G�U- ili G�T-para. Para G�U qwlqetsq odnoj iz naibolee
izu~ennyh, ~asto wstre~a`}ihsq i naibolee stabilxnyh
neprawilxnyh par. Obrazowanie wodorodnyh swqzej G�U-
pary, predlovennoe Uotsonom iKrikom, pokazano na sheme:

S pomo}x` rentgenostrukturnogo analiza 8-zwennogo
dupleksa s dwumq centralxnymi G�T-parami, a takve
spektrow QMR poli(dGT) (poqwlenie w spektrah dwuh signa-
low w oblasti 11 m.d. ± rezonans>N7H...O=C< wodorodnoj
swqzi i dwuh signalow w oblasti 8+0.5 m.d. ± rezonans
swobodnoj NH2-gruppy) polu~eny strogie |ksperi-
mentalxnye dokazatelxstwa togo, ~to osnowaniq w G�T- ili
G�U-parah w protqvennyh DNK- ili RNK-dupleksah
spareny i wstroeny w dwojnu` spiralx.22, 23, 54, 66 ± 69

Pary G�T krajne slabo wliq`t na ob}u` strukturu
dupleksa, prakti~eski ne naru{a`t st|king-wzaimodejstwij
w duplekse. Pri obrazowanii takoj pary nebolx{im
izmeneniqm podwergaetsq li{x torsionnyj ugol N-gli-
kozidnoj swqzi uridina, ~to i qwlqetsq osnownoj pri~inoj
destabilizacii dupleksow s G�U-parami po srawneni` s
sower{ennymi dupleksami.66, 70 Pri srawnenii treh
8-zwennyh dupleksow,71 soderva}ih w poloveniqh 3 i 4 dwe
G�T-, dwe G�C- ili dwe A�T-pary, okazalosx, ~to obe G�T-
pary u~astwu`t w formirowanii dwojnoj spirali, no
poworot spirali na pare G�T sostawlqet 44.38 (wmesto 31.58
dlq klassi~eskoj pary), a na sledu`}ej za G�T pare G�C ±
li{x 228.

Temperatura plawleniq 8-zwennogo dupleksa s dwumq
G�T-parami w centre na 208 nive Tm sower{ennogo dupleksa
(52 i 728S sootwetstwenno), a DDG0 2±3 kkal¢molx.66, 71

Analogi~nye rezulxtaty byli polu~eny pri rentgenostruk-
turnom analize 8-zwennogo dupleksa, soderva}ego dwe
I�T-pary w centre.72 Okazalosx, ~to termodinami~eski
bolee wygodno, esli dweG�T-pary sledu`t odna za drugoj, a
ne razdeleny klassi~eskimi parami. Destabilizaciq
dupleksa (DDG0) w |tom slu~ae sostawlqet 1 kkal¢molx w
ras~ete na odnuG�T-paru.71
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Skorostx obmena protonowG�T-par 22, 23 w poloveniqh 3 i
10 pri 358C 12-zwennogo dupleksa prewy{aet skorostx
obmena protonow (primerno na porqdok) G�C-par w |tih ve
poloveniqh dupleksa, ~to swidetelxstwuet o bolee ryhloj,
dostupnoj dlq rastworitelq strukture G�T-pary po sraw-
neni` s G�C-paroj. Dannye, podtwervda`}ie obrazowanie
bolee ryhloj struktury w dupleksah sG�T-parami, polu~eny
takve w rabotah.67, 68

Pri srawnenii termodinami~eskih parametrow obra-
zowaniq 16 dupleksow, soderva}ih wnutrenn`` G�U- ili
A�U-paru, bylo obnaruveno, ~to G�U-para stabiliziruet
dupleks (po srawneni` s petlej w |tom meste), pri~em ee
wklad w DG0 obrazowaniq dupleksa zawisit ot blivaj{ego
okruveniq.73 Esli G�U-para nahoditsq rqdom s A�U-paroj,
to uweli~enie swobodnoj |nergii dupleksa sostawlqet
7(0.7 ± 0.5) kkal¢molx, a esli rqdom s G�C-paroj, to
DG0(G�U)�DG0(A�U) 7(1.3 ± 1.9) kkal¢molx. W srednem,
wnutrennqq G�U-para na 0.7 kkal¢molx menee stabilxna, ~em
A�U-para.48, 70, 73 Bo'lx{aq stabilxnostx pary G�U, flanki-
rowannoj G�C-paroj, po srawneni` s paroj G�U, prile-
va}ej k A�U-pare, ob%qsnqetsq lu~{imi st|king-wzaimo-
dejstwiqmi par G�U i G�C po srawneni` s G�U- i A�U-
parami. Srawnenie ribo-dupleksow, soderva}ih centralx-
nu` G�U-, G�C- ili A�U-paru, pokazalo, ~to Tm dupleksa s
G�U-paroj priblizitelxno rawna Tm dupleksa, ukoro~en-
nogo na odno zweno. Sama G�U-para qwlqetsq sajtom nesta-
bilxnosti w dwojnoj spirali.74

A�G-para. Dannaq <wobl>-para predstawlqet soboj osoben-
nyj interes, potomu ~to qwlqetsq oby~nym |lementom,
formiru`}im prostranstwennu` strukturu RNK.75 Pri
nejtralxnyh pH movno predlovitx ~etyre razli~nyh
warianta obrazowaniq wodorodnyh swqzej dlq pary G�A
(risunok).75, 76 Sleduet otmetitx, ~to konformaciq a byla
predskazana i obnaruvena w dwojnoj spirali RNK,75 a
konformaciq b na{la |ksperimentalxnoe podtwervdenie
pri izu~enii modelxnyh DNK-dupleksow.77, 78 Do nedawnego
wremeni ne bylo |ksperimentalxnogo podtwervdeniq
su}estwowaniq konformacij c i d dlq G�A-pary. W konfor-
maciqh a i b harakterno propellernoe raspolovenie osno-
wanij otnositelxno drug druga (ugol poworota sostawlqet
24.88), ~to obleg~aet obrazowanie wodorodnyh swqzej mevdu
guaninom i adeninom.77, 79 Para G�A horo{o wpisywaetsq w
dwojnu` spiralxB-formy, prakti~eski ne naru{aq st|king-
wzaimodejstwij w duplekse, a izmeneniq torsionnyh uglow
osnowanij levat w predelah, harakternyh dlq kanoni~eskih
par osnowanij.77, 80, 81 Destabiliziru`}ee dejstwie G�A-
pary proqwlqetsq w snivenii Tm dupleksa na 108C w ras~ete
na odnu G�A-paru po srawneni` s sower{ennym dupleksom.
Wozmu}eniq, wnosimye G�A-paroj, nosqt lokalxnyj harak-
ter i ne rasprostranq`tsq po spirali.13, 77

Srawnitelxnoe izu~enie 13 dodekamerow, razli~a`}ihsq
koli~estwomG�A-par, ih poloveniemi okruveniem wyqwilo
wliqnie blivaj{ih sosedej na stabilxnostx nesower{en-
nogo dupleksa s takimi nekanoni~eskimi parami. Okazalosx,
~to naibolee stabilxnye posledowatelxnosti, soderva}ie
dwe prilega`}ie G�A-pary, ime`t termodinami~eskie
parametry obrazowaniq, priblizitelxno rawnye paramet-
ram obrazowaniq sower{ennogo dupleksa. Odnako te ve
posledowatelxnosti s edini~noj G�A-paroj zna~itelxno
destabilizirowany po srawneni` s sower{en-nym duplek-
som.82, 83

Srawnitelxno nedawno pri izu~enii 10-zwennogo duplek-
sa, obrazowannogo oligonukleotidom d(ATGAGCGAATA),
soderva}ego ~etyre G�A-pary i nekomplementarnyj
adenin na 30-konce, byli polu~eny prqmye dokazatelxstwa
su}estwowaniq konformacii d dlq G�A-pary. \tot dupleks
obrazowywal B-formu dwojnoj spirali i otli~alsq
anomalxno wysokoj stabilxnostx`, priblizitelxno rawnoj
stabilxnosti sower{ennogo kompleksa, ~to ob%qsnqlosx
o~enx |ffektiwnymi st|king-wzaimodejstwiqmi mevdu
osnowaniqmi protiwopolovnyh cepej (G3 s G7 i A4 s A8).84

Izu~enie wklada wodorodnyh swqzej, obrazu`}ihsq wnutri
G�A-pary w stabilxnostx RNK-dupleksow (ne menee
71.4 kkal¢molx w ras~ete na odnu paru), pozwolqet
ob%qsnitx |tu anomalxno wysoku` stabilxnostx nesowe-
r{ennogo dupleksa sG�A-parami.83

A�A-para. Para A�A ne obrazuet stabilxnyh wodorodnyh
swqzej. Wstraiwanie d(A�A)-pary w dwojnu` spiralx
osu}estwlqetsq za s~et st|kinga adeninow s sosednimi
osnowaniqmi i soprowovdaetsq iskaveniem ploskogo stroe-
niq geterocikli~eskogo osnowaniq dlq umenx{eniq pere-
krywaniq |kzocikli~eskih aminogrupp adeninow i zna~-
itelxnymi perestrojkami saharo-fosfatnogo ostowa
dupleksa.85

G�G-para. Koswennye dokazatelxstwa su}estwowaniq |toj
pary polu~eny w rabotah,86 ± 88 odnako tolxko w rabote 89

wperwye dokazano su}estwowanie dannoj wobl-pary w
duplekse. Soglasno dannym dwumernogo QMR osnowaniq
takoj pary |ffektiwno u~astwu`t w st|king-wzaimodejst-
wiqh dwojnoj spirali, a sama dwojnaq spiralx imeet
klassi~esku` B-formu. W obrazowanii wodorodnoj swqzi
G�G-pary u~astwu`t iminoprotony osnowanij; odin iz
guaninow prinimaet normalxnu` anti-konformaci`, a
drugoj ± sin-konformaci` ili blizku` k nej. Takaq para
imeet simmetri~nu` strukturu i ne wnosit wozmu}enij w
regulqrnoe stroenie B-formy DNK. Dannye po termodina-
mi~eskoj stabilxnosti dupleksow s G�G-parami otsutst-
wu`t.

Purin-purinowye pary wyzywa`t silxnu` destabiliza-
ci` dwojnoj spirali. Srawnenie termi~eskoj ustoj~iwosti
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oligomer-polimernyh dupleksow struktury dGndG12AmCx i
dGndG10GmCx (n=100, m=0±6, x=5±41) s razli~nym
koli~estwom d(A�G)- i d(G�G)-par pokazalo, ~to destabili-
zaciq dupleksa proporcionalxna ~islu nekanoni~eskih
par.87 Nali~ie klastera nekanoni~eskih par G�A ili G�G,
odnako, ne naru{aet kooperatiwnogo haraktera plawleniq
dupleksa, ~to qwlqetsq dopolnitelxnym podtwervdeniem
wstraiwaniq neprawilxnyh purin-purinowyh par w
regulqrnu` dwojnu` spiralx. Protqvennye DNK-
dupleksy, soderva}ie odnu nekanoni~esku` paru,
ustoj~iwy k dejstwi` S1-nukleazy. Udlinenie u~astka s
nekanoni~eskimi parami ot 2 do 6 osnowanij priwodit k
powy{eni` ~uwstwitelxnosti dupleksa k S1-nukleaze: ras}-
eplenie dupleksa S1-nukleazoj w odinakowyh uslowiqh pro-
ishodit na 4 i 30% dlq dupleksow s odnoj i {estx`
G�G-parami sootwetstwenno.87

Wliqnie blivaj{ih sosedej na destabiliziru`}ij
|ffekt purin-purinowoj nekanoni~eskoj pary issledowano
w rabotah.70, 74, 82 Soglasno dannym QMR-spektroskopii ne
proishodit obrazowaniq 5-zwennyh dupleksow, esliG�A- ili
G�G-pary flankirowany parami A�U, togda kak dupleksy, w
kotoryh G�A- ili G�G-pary flankirowany parami G�C,
dostato~no stabilxny (Tm 268C). Dannye, podtwerv-
da`}ie silxnu` zawisimostx stabilxnosti dupleksa s
purin-purinowymi parami ot posledowatelxnosti osnowa-
nij w duplekse, priwedeny takve w rabotah.82, 84, 87, 90

A�C-para. Soglasno dannym 77, 91 A�C-para stabilizirowana
odnoj wodorodnoj swqzx` mevdu N(6)-protonami amino-
gruppy adenina i N(3)- ili O(2)-citidina, odnako pri |tom
ne iskl`~aetsq wozmovnostx obrazowaniq A�C-pary, stabi-
lizirowannoj dwumq wodorodnymi swqzqmi w slu~ae adenina
w tautomernoj forme. Skorostx obmena iminoprotonow dlq
par G�C i A�T, primyka`}ih k nekanoni~eskoj A�C-pare, w
duplekse s dwumq A�C-parami wozrastaet po srawneni` s
sower{ennym dupleksom w 3 i 2 raza sootwetstwenno. Sledo-
watelxno, destabiliziru`}ee wliqnie A�C-pary ne lokali-
zowano i rasprostranqetsq wdolx dwojnoj spirali.91 Inte-
graciq A�C-pary w DNK-dupleks soprowovdaetsq nebol-
x{imi izmeneniqmi w saharo-fosfatnom ostowe dupleksa,
obespe~iwa`}imi st|king-wzaimodejstwiq A�C-pary s pri-
leva}imi osnowaniqmi.92 Wwedenie A�C-pary w centr 17-
zwennogo dupleksa priwodit k poniveni` ego temperatury
plawleniq po srawneni` s sower{ennym dupleksom na 108C.
Stabilxnostx dupleksow, soderva}ih nekanoni~eskie pary,
ubywaet w rqdu 93 G�C>A�T>G�U>A�C. Srawnitelxnyj
analiz dannyh po gibridizacii 11-, 14- i 17-zwennyh oligo-
nukleotidow s DNK faga fX 174 i s DNKmutantnogo faga, w
kotoroj imeetsq to~e~naq zamena G�A w sajte swqzywaniq
oligonukleotidow, pokazal, ~to s mutantnoj DNK wse tri
zonda swqzywa`tsq zna~itelxno slabee. Wwedenie w dupleks
odnoj A�C-pary snivaet temperaturu dissociacii |tih
zondow na 128C, ~to sootwetstwuet <potere> primerno treh
G�C-par.94
U�U-para. Su}estwowanie U�U-pary |ksperimentalxno ne
dokazano. Pqti~lennyj samokomplementarnyj oligonu-
kleotid AGUCU predpo~titelxno su}estwuet w odnoce-
po~e~noj forme. Para U�U w centre dupleksa priwodit k
polnoj ego destabilizacii, togda kak dupleks s G�C-paroj w
|tom sajte imeet 74 temperaturu plawleniq 258C.
T�T-para. Soglasno dannym QMR, T�T-para ne stabiliziro-
wana wodorodnymi swqzqmi,13 no pri |tom ona wstraiwaetsq w
dwojnu` spiralx s minimalxnymi naru{eniqmi struktury
dupleksa i priwodit k umenx{eni` ego Tm po srawneni` s
sower{ennym 12-zwennym dupleksom na 118C. \ta para
obrazuet lokalxno nestabilxnyj u~astok, w kotorom pri
powy{enii temperatury iniciiruetsq process dissociacii
dupleksa parallelxno s processom, idu}im s konca
dupleksa.51, 95 Para T�T naibolee silxno destabiliziruet
dupleks,13, 85 esli ona nahoditsq w posledowatelxnosti

ATA/TTT, i okazywaet naimenx{ee dejstwie w posledowa-
telxnosti CTG/GTC.
C�C-para. \ksperimentalxnyh dokazatelxstw obrazowaniq
wodorodnyh swqzej mevdu osnowaniqmi C�C-pary w nasto-
q}ee wremq w literature net. Otsutstwie stabiliziru`}ih
C�C-paru wodorodnyh swqzej, a takve plohoe perekrywanie
(st|king) nesparennogo citozina s prilega`}imi osnowa-
niqmi dupleksa priwodit k wypq~iwani` C�C-pary s obraz-
owaniem wnutrennej petli.70, 74 W rabote 96 bylo pokazano,
~to dupleks 5 su}estwuet ne w wide {pilxki s wnutrennej
petlej iz ~etyreh citidinow, a imeet strukturu 6 s wypq~en-
nymi citidinami. Takaq perestrojka dupleksa soprowov-
daetsq izmeneniem saharo-fosfatnogo ostowa tolxko w
<wypetlennyh> nukleotidah, togda kak wesx ostalxnoj
dupleks imeet B-formu DNK.
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Poqwlenie C�C-pary priwodit k zna~itelxnomu uweli~eni`
|ntalxpii obrazowaniq dupleksa (DH0 777 kkal¢molx dlq
[(Ap)3A(pU)4]2 i 743 kkal¢molx dlq [(Ap)4C(pU)4]2) i poni-
veni` ego temperatury plawleniq na 10 ± 178C, ~to soot-
wetstwuet potere dwuh A�U-par.97

Pri izu~enii kristalli~eskoj struktury dodekamer-
nogo RNK-dupleksa, soderva}ego tr|k nekanoni~eskih par
w centre, bylo obnaruveno, ~to ~etyre nekomplementarnyh
osnowaniq ne obrazu`t wnutrennej petli, a formiru`t
dowolxno regulqrnu` spiralx, wkl`~a`}u` G�U- i
U�C-pary.98 Dannye rezulxtaty qwlq`tsq perwym |ksperi-
mentalxnym dokazatelxstwom su}estwowaniq U�C-pary w
kristalle. \ta para obrazuet odnu wodorodnu` swqzx i
stabilizirowana wodorodnymi swqzqmi s molekulami
wody, obrazu`}imi mostiki mevdu atomami azota getero-
cikli~eskogo osnowaniq i kislorodnymi atomami u
fosfora. Awtory osobenno otme~a`t wliqnie wodorodnyh
swqzej mevduOH-gruppami ribozy, kislorodnymi atomami
u fosfora i molekulami wody na stabilizaci` struktury
dupleksa.98

3. Srawnitelxnyj analiz wliqniq nekanoni~eskih par
osnowanij na stabilxnostx DNK- i RNK-dupleksow

Wpolne o~ewidnym qwlqetsq tot fakt, ~to ~em menx{e
stabilxnostx nesower{ennogo kompleksa, slu~ajno obra-
zowannogo oligonukleotidom i NK-mi{enx`, otli~aetsq
ot stabilxnosti sower{ennogo dupleksa, tem wy{e budet
urowenx ih nespecifi~eskogo wzaimodejstwiq. Po|tomu
wesxma aktualxnym predstawlqetsq srawnenie destabili-
ziru`}ego wliqniq razli~nyh strukturnyh anomalij
(nekanoni~eskih par, wystupa`}ih osnowanij, swisa`}ih
koncow) s celx` wyqwleniq teh iz nih, kotorye destabili-
ziru`t dupleks w menx{ej stepeni. W nastoq}ee wremq
nakoplen bolx{oj massiw |ksperimentalxnyh dannyh,
wkl`~a`}ij w tom ~isle i termodinami~eskie parametry
obrazowaniq nesower{ennyh kompleksow so strukturnymi
anomaliqmi, odnako |ti dannye neskolxko razrozneny i ne
pozwolq`t sdelatx odnozna~nye wywody o stepeni destabi-
liziru`}ego wliqniq kavdoj otdelxnoj nekanoni~eskoj
pary osnowanij ili kakoj-libo drugoj strukturnoj
anomalii dupleksa.13, 18 Sleduet otmetitx, ~to destabili-
ziru`}ee wliqnie kavdoj strukturnoj anomalii zawisit
takve i ot togo, w kakom okruvenii ona nahoditsq, t.e. ot
blivaj{ih sosedej.13, 84, 89 Tak, w rabotah, gde oceniwalasx
otnositelxnaq stabilxnostx razli~nyh nekanoni~eskih par,
korowaq ~astx dupleksa oby~no ostawalasx neizmennoj. \to
i qwilosx pri~inoj zna~itelxnyh rashovdenij w polu~en-
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nyh raznymi awtorami ocenkah stabilxnosti nekanoni~e-
skih par osnowanij:13, 23, 99

T�G>G�G=G�A>G�T>A�G=C�T>T�C=A�A=T�T>
C�A>C�C>A�C;13
G�T=T�G>A�G>T�T=C�T>G�A=G�G>T�C>A�A>
A�C>C�A>C�C;99
G�T>G�A>A�A=T�T=C�A>C�T.23

Nekanoni~eskie pary raspoloveny w porqdke umenx{eniq
ih stabilxnosti.

Bolx{ie rashovdeniq nabl`da`tsq ne tolxko w ocenkah
otnositelxnoj stabilxnosti razli~nyh nekanoni~eskih par
osnowanij, no i w absol`tnyh weli~inah razli~ij mevdu
termodinami~eskimi parametrami dlq sower{ennyh i neso-
wer{ennyh kompleksow, wkl`~a`}ih odnu i tu ve nekano-
ni~esku` paru. Tak, ishodq iz dannyh rabot13, 100 movno
opredelitx destabiliziru`}ee wliqnie A�C-pary pri odi-
nakowom ee okruvenii: DDG0(A�C) 2.7 kkal¢molx 100 i
3.5 kkal¢molx.13 Odnako taku` raznicu w destabilizi-
ru`}em wliqnii dannoj nekanoni~eskoj pary osnowanij
nelxzq ob%qsnitx ni razli~iqmi w uslowiqh prowedeniq
|ksperimenta, ni razli~noj dlinoj issleduemyh dupleksow.

Naibolee podrobno destabiliziru`}ee dejstwie raz-
li~nyh nekanoni~eskih osnowanij na stabilxnostx korowyh
dupleksow issledowano w rabotah.13, 56, 99, 100 W rabote 13 |kspe-
rimentalxno opredeleny sootwetstwu`}ie parametry dlq
destabilizacii dupleksa za s~et obrazowaniq nekanoni~e-
skih par w zawisimosti ot blivaj{ih sosedej. \ti dannye
priwedeny w tabl. 3.

Wliqnie wseh wozmovnyh nekanoni~eskih par na termo-
dinamiku obrazowaniq 17-zwennogo DNK-dupleksa (mis-
mat~i raspoloveny w centre dupleksa) sdelana w rabote.99

Na osnowe analiza DH0 i DS0 nekanoni~eskoj pary osnowa-
nij, t.e. teh parametrow, kotorye opisywa`t st|king-wzai-
modejstwiq dannoj pary s prilega`}imi osnowaniqmi,
awtorami byla prowedena klassifikaciq razli~nyh misma-
t~ej po ih u~asti` w formirowanii dupleksa: 1) wobl-pary
ili neprawilxnye pary, stabilizirowannye wodorodnymi
swqzqmi, harakterizu`tsq silxnym st|king-wzaimodejst-

wiem s prilega`}imi osnowaniqmi. Takie pary ne
naru{a`t ni ob}ego st|kinga dupleksa, ni konformacii
saharo-fosfatnogo ostowa; |ntropiq obrazowaniq wobl-pary
primerno rawna |ntropii uotson-krikowskoj pary, a |ntalx-
piq obrazowaniq neskolxko nive. K wobl-param otnosqtsq
T�G-, G�G-, C�A-, A�A-, A�G-pary; 2) otkrytye pary, t.e.
pary, kotorye ne obrazu`t wodorodnyh swqzej, no nahodqtsq
w st|king-wzaimodejstwii s osnowaniqmi cepi. Takie pary
wnosqt naibolx{ee wozmu}enie i destabiliziru`t dupleks;
3) slabye pary ± pary, kotorye swqzany ~a}e wsego odnoj
wodorodnoj swqzx`; st|king-wzaimodejstwie w takom slu~ae
malo|ffektiwno. \ntalxpiq obrazowaniq slaboj pary
rawna priblizitelxno polowine |ntalxpii obrazowaniq
wobl-pary.

Sleduet otmetitx, ~to temperatury plawleniq duplek-
sow, otli~a`}ihsq tolxko orientaciej neprawilxnoj pary,
ne odinakowy, hotq okruvenie |tih par i, sledowatelxno,
mevploskostnye kontakty ne menq`tsq. Nedawno polu~en-
nye dannye swidetelxstwu`t o krajne anomalxnom wliqnii
raspolovennyh rqdom inwertirowannyh par G�A na sta-
bilxnostx DNK-dupleksow.82, 84 Zamena dwuh kanoni~eskih
par w dekamernom duplekse na dwe izolirowannye pary G�A
snivaet konstantu associacii w 103 ± 4�105 raz. ^etyre
poparno raspolovennye inwertirowannye G�A-pary desta-
biliziru`t dupleks tolxko w 4.5 raza, no pri nali~ii w |tom
duplekse takogo ve sodervaniq G�C-par, kak w sower{ennom
komplekse, obrazuetsq anomalxno stabilxnyj dupleks (kon-
stanta associacii powy{aetsq w 5 ± 40 raz). Analogi~nye
dannye byli polu~eny 90 i dlq ribodupleksow, soderva}ih
paruG�A.

W rabote 100 prowedeno issledowanie wliqniq mestopolo-
veniq nekanoni~eskih par na stabilxnostx dupleksa 7,
kotoryj sootwetstwuet fragmentu DNK bakteriofaga
fX 174 i qwlqetsq sajtom swqzywaniq belka gena A.
Dupleksy, soderva}ie nekanoni~eskie pary, plawqtsq pri
bolee nizkoj temperature, ~em sower{ennyj dupleks 7.
Pri~em destabilizaciq dupleksa bolx{e w tom slu~ae, esli
neprawilxnaq para zame}aet G�C-paru, a ne A�T-paru; a
takve esli nekanoni~eskaq para raspolovena blive k
centru dupleksa (dlq srawneniq sm. dupleksy 8-AA i 12-TG
na sheme 2).

Shema 2

50CÿAÿAÿCÿTÿTÿGÿAÿTÿAÿTÿTÿAÿAÿTÿA
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Dupleks Tm ±DG0 DDG0

7 52.0 15.8 ±
6-TG 45.1 13.2 2.6
7-GT 42.9 12.7 3.1
8-AA 42.1 12.6 3.2
8-AC 40.6 12.1 3.7
9-TC 43.0 13.1 2.7
12-TG 46.9 14.0 1.8

Dlq wseh dupleksow, priwedennyh na sheme 2, byli pro-
analizirowany tri weroqtnyh struktury: 1) obrazowanie
wnutrennih petelx. \tot process dolven soprowovdatxsq
poterej st|kinga dwuh par osnowanij, zna~itelxnym uweli~e-
niemDH0 i izmeneniem swobodnoj |nergii dupleksa (DDG0) w
diapazone 5.5 ± 7.0 kkal¢molx; 2) obrazowanie struktury s
wypq~ennymi osnowaniqmi. \to dolvno soprowovdatxsq
iskl`~eniem iz st|kinga odnoj pary osnowanij i zna~-
eniqmi DDG0 7.0 kkal¢molx; 3) obrazowanie nekanoni~e-
skoj pary osnowanij. \tot process harakterizuetsq sohra-
neniem ili nezna~itelxnym izmeneniem zna~enij DH0 i

Tablica 3. Destabilizaciq dwojnoj spirali za s~et obrazowaniq
nekanoni~eskih par osnowanij 13

Pary DG0, DH0, DS0,
osnowanij kkal¢molx kkal¢molx kal¢K�molx

A±T±A
0 78.1 727T±G±T

A±G±A
0.2 76.0 720T±G±T

A±G±A
0.3 75.1 718T±A±T

A±G±A
0.7 0.8 1T±T±T

A±A±A
1.2 7.6 22T±G±T

A±C±A
1.2 75.7 723T±T±T

A±T±A
1.5 72.5 713T±C±T

A±A±A
1.5 10.6 31T±A±T

A±T±A
1.5 77.1 29T±T±T

A±C±A
1.9 7.2 38T±A±T

A±C±A
2.0 77.8 733T±C±T

A±A±A
2.1 11.7 32T±C±T
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nebolx{imi zna~eniqmi DDG0. Soglasno termodinami~e-
skim parametram, priwedennym wy{e, wse dupleksy, izob-
ravennye na sheme, obrazu`t nekanoni~eskie pary, a ne
kakie-libo drugie struktury.

Wliqnie koncewoj nekanoni~eskoj pary na stabilxnostx
dupleksa issledowano li{x dlq oligoribonukleotidnyh
dupleksow.49, 101 Prirost swobodnoj |nergii pri dobawlenii
koncewoj nekanoni~eskoj pary k korowomu dupleksu
sostawlql w srednem 70.5772.3 kkal¢molx w zawisimosti
ot wida nekanoni~eskoj pary i poslednego osnowaniq koro-
wogo dupleksa: zna~enie DDG0(G�U)�DDG0(A�U)�
71.3 kkal¢molx, dobawlenie pary pirimidin7pirimidin
ili purin±pirimidin (no ne G�U) priwodilo k uweli~eni`
stabilxnosti dupleksa na 70.5 kkal¢molx, a dobawlenie
pary purin7purin bylo srawnimo s dobawleniem swi-
sa`}ego konca (wklad w DG0 za s~et takoj pary sostawlqet
70.2 kkal¢molx). W rabote 102 pokazano, ~to stabilizi-
ru`}ee wliqnie koncewogo mismat~a uweli~iwaetsq w rqdu
A�C�A�A<A�G�A�U (dannye polu~eny dlq korowogo
dupleksa CCGG/GGCC).

Srawnitelxnyj analiz dannyh, priwedennyh w rabo-
tah,13, 49, 56, 99, 101 pozwolqet utwervdatx, ~to dobawlenie
naibolee slaboj nekanoni~eskoj pary U�C w konec dupleksa
ne priwodit k izmeneni` ego stabilxnosti, togda kak
poqwlenie w centralxnoj ~asti dupleksa izolirowannoj
paryG�U wyzywaet ego zna~itelxnu` destabilizaci`.

Rabota 42 qwlqetsq edinstwennoj, w kotoroj prowedeno
srawnenie stabilxnosti nesower{ennyh geterodupleksow.
Temperaturu plawleniq nesower{ennyh kompleksow opre-
delqli po zawisimosti stepeni swqzywaniq oligonukleoti-
dow s d(pT)9, immobilizowannym na smole, ot temperatury.
Byli proanalizirowany sledu`}ie nekanoni~eskie pary:
T�dC; T�rC; T�dG; T�rG; T�T i T�U. Ribooligonukleotidy
obrazu`t s immobilizowannym d(pT)9 menee stabilxnye
dupleksy, ~em dezoksiribooligonukleotidy. Iskl`~enie
sostawlq`t tolxko dupleksy, soderva}ie T�rG-paru. Desta-
biliziru`}ee dejstwie takoj pary zna~itelxno menx{e,
~em pary dT� dG. Stabilxnostx dupleksa s T�rG-paroj soot-
wetstwuet takowoj dlq dupleksa, ukoro~ennogo na odnu
A�U-paru. Krome togo, w |toj ve rabote pokazano wliqnie
poloveniq neprawilxnoj pary w duplekse na ego stabilx-
nostx. Koncewaq neprawilxnaq para wyzywaet minimalxnu`
destabilizaci` dwojnoj spirali (DTm=48C dlq dT9 � dA8 i
dT9 �dA8G) po srawneni` s neprawilxnoj paroj w centre
dupleksa (DTm=158C dlq dT9 �dA8 i dT9 �dA5GA3).

Rassmatriwaq problemu reparacii nekanoni~eskih
par,88, 99 awtory prihodqt k wywodu, ~to naibolee |ffek-
tiwno repariru`tsq stabilxnye pary (G�T i T�G), wnosq}ie
minimalxnye wozmu}eniq w strukturu DNK. Stepenx repa-
racii sostawlqet 93% dlq G�T-pary i 55% dlq T�G-pary,
togda kak drugie mismat~i uzna`tsq sistemoj reparacii
kletki zna~itelxno slabee. Stepenx raparacii sostawlqet
menee 5% dlq par A�G i C�T i 42% dlq paryG�A.

Obsuvdennye w dannom razdele |ksperimentalxnye dan-
nye odnozna~no swidetelxstwu`t o tom, ~to naibolx{ij
wklad w ponivenie komplementarnoj to~nosti wzaimodejst-
wiq nukleinowyh kislot dolvny wnositx nesower{ennye
kompleksy so strukturnymi anomaliqmi na koncah
dupleksa, ~to horo{o soglasuetsq s teoreti~eskimi ocen-
kami, sdelannymi w rabote.11 Odnako pri |tom ne sleduet
zabywatx o wozmovnosti obrazowaniq nesower{ennyh kom-
pleksow powy{ennoj stabilxnosti, kak, naprimer, dupleksy
s inwertirowannymi nekanoni~eskimiG�A-parami.

IV. To~nostx wzaimodejstwiq molekul RNK
i DNK s oligonukleotidami i ih
proizwodnymi

W poslednie gody byl razrabotan rqd podhodow dlq
issledowaniq struktury i funkcij nukleinowyh kislot,
osnowannyh na ispolxzowanii antismyslowyh oligonukleo-
tidow i ih proizwodnyh.1 Antismyslowye oligonukleo-
tidy, komplementarnye razli~nym posledowatelxnostqm w
sostawe odnocepo~e~nyh i dwucepo~e~nyh nukleinowyh
kislot, oblada`t sposobnostx` obrazowywatx s |timi
nukleinowymi kislotami specifi~eskie kompleksy
(dupleksy i tripleksy), ~to prepqtstwuet wzaimodejstwi`
nukleinowoj kisloty s ribosomami, DNK- ili RNK-poli-
merazami kak in vitro, tak i in vivo.2, 9

Su}estwuet neskolxko osnownyh trebowanij, na kotoryh
baziru`tsq |ti podhody. Wo-perwyh, proizwodnye oligonu-
kleotidow dolvny pronikatx w kletku i bytx dostato~no
stabilxnymi w uslowiqh in vivo. Wo-wtoryh, oligonukleo-
tidy ili ih proizwodnye dolvny obrazowywatx kompleks s
wybrannoj posledowatelxnostx` nukleinowoj kisloty.
W-tretxih, obrazowanie kompleksa dolvno priwoditx k ingi-
birowani` funkcii dannoj nukleinowoj kisloty. W-~etwer-
tyh, antismyslowye oligonukleotidy ne dolvny wzaimo-
dejstwowatx s drugimi posledowatelxnostqmi w kletke,
krome wybrannoj.9 Sower{enno o~ewidno, ~to poslednie
dwa principa tesno wzaimoswqzany ± specifi~eskoe wzaimo-
dejstwie s wybrannoj posledowatelxnostx` newozmovno bez
obrazowaniq pro~nogo, wysokostabilxnogo komplementar-
nogo kompleksa.

W predydu}ih razdelah byli rassmotreny termodina-
mi~eskie parametry obrazowaniq sower{ennyh DNK- i
RNK-dupleksow, a takve defekty dwojnoj spirali, okazy-
wa`}ie destabiliziru`}ee dejstwie na dupleks. Wse |ti
dannye polu~eny pri izu~enii modelxnyh oligomernyh
dupleksow. W sledu`}em razdele budut rassmotreny raboty
po wzaimodejstwi` oligonukleotidow ili ih proizwodnyh s
NK-mi{enx`, w kotoryh oceniwalasx to~nostx wzaimo-
dejstwiq oligonukleotida s wybrannoj nukleinowoj kislo-
toj.

1. Modelxnye sistemy

a. Oligonukleotidy s oby~noj fosfodi|firnoj swqzx`

Specifi~nostx i |ffektiwnostx kompleksoobrazowaniq
serii sinteti~eskih oligonukleotidow dlinoj 8 ± 14 zwenxew
(ON) s DNKfagaM13mp3 byli issledowany w rabote.103 Dwa
ON iz 11 issledowannyh (odin 12-zwennyj (ON-12) i wtoroj
14-zwennyj (ON-14)), komplementarnye u~astkam fagowoj
DNK 3366 ± 3377 i 2216 ± 2230 sootwetstwenno, swqzywalisx
pri 48C s DNK-mi{enx` bolee, ~em w odnom sajte (koncent-
raciq ON-12 i ON-142 mkM). Swqzywanie |tih oligonukleo-
tidow s DNK-mi{enx` s obrazowaniem nesower{ennyh kom-
pleksow bylo podtwervdeno |longaciej (udlineniem)ON-12
iON-14 kak prajmerow pod dejstwiemDNK-polimerazy pri
208C. Sleduet otmetitx, ~to w |tih ve uslowiqh dwa 10-
zwennyh oligonukleotida, obrazu`}ih s DNK M13mp3
dupleksy dlinoj w 10 par osnowanij s centralxnoj G�T-
paroj, ne dostraiwalisx DNK-polimerazoj, a 13-zwennyj
oligonukleotid, soderva}ij analogi~nu` nekanoni~esku`
paru, dostraiwalsq fermentom do polu~eniq replikatiwnoj
formy fagowoj DNK.

Wliqnie nekomplementarnyh par w sostawe dupleksa mat-
rica�prajmer na |ffektiwnostx reakcii |longacii cepi s
pomo}x` Taq DNK-polimerazy i obratnoj transkriptazy
AMV bylo issledowano w serii rabot.104 ± 108 Nali~ie
edinstwennogo mismat~a wnutri dupleksa matrica�prajmer
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ne okazywalo zna~itelxnogo |ffekta na wyhod produkta
amplifikacii HIV-1 gag-oblasti, togda kak nali~ie neka-
noni~eskoj pary osnowanij na 30-konce wliqlo na wyhod
PCR-produkta. 30-Koncewye pary T�C, T�G, T�T, G�G i A�C
amplificirowalisx s takoj ve |ffektiwnostx` kak i sowe-
r{ennyj dupleks, togda kak paryA�G,G�A i S�S na 30-konce
dupleksa umenx{ali ob}ij wyhod PCR-produkta w 100 raz, a
paraA�A ± primerno w 20 raz. Wliqnie mismat~ejG�A iA�G
na wyhod produkta bylo odinakowym.Minimalxnyj |ffekt
na wyhod PCR-produkta okazywali mismat~i, obrazowannye
T sG iS sT. Nali~ie dwuh neprawilxnyh par wblizi 30-konca
prajmer-matri~nogo dupleksa (poslednie 4 osnowaniq
dupleksa), kogda odin iz mismat~ej 30-koncewoj (krome
neprawilxno sparennogo timidina), priwodit k prakti~eski
polnomu prekra}eni` reakcii |longacii.104 Sleduet otme-
titx, ~to dannye po termodinami~eskoj stabilxnosti takih
nesower{ennyh dupleksow ne ob%qsnq`t polu~ennye awto-
rami rezulxtaty. Analogi~nye dannye byli polu~eny 105

pri udlinenii nesower{ennogo prajmer-matri~nogo
dupleksa s pomo}x` obratnoj traskriptazy AMV. Snive-
nie summarnoj koncentracii dNTP ot 800 do 50 mkM (sm.104)
ili ot 200 do 2 mkM (sm.106) priwodilo k |longacii w
osnownom tolxko sower{ennogo dupleksa (G�G- i C�T-mis-
mat~i sootwetstwenno). Pri powy{enii temperatury
otviga prajmer-matri~nogo dupleksa ot 44 do 558C prois-
hodila |longaciq tolxko sower{ennogo dupleksa, a |longa-
cii dupleksow s 30-koncewymi mismat~ami A�A i T�T ne
nabl`dalosx.107 Polu~itx udlinenie tolxko sower{en-nogo
dupleksa okazalosx wozmovnym takve pri ispolxzowanii
bolee korotkih prajmerow: 10 iz 12 wozmovnyh nekanoni~e-
skih par na 30-konce dupleksa polnostx` prekra}ali |lon-
gaci`, esli ispolxzowalisx korotkie (10-zwennye) praj-
mery.108

Analiz serii oligonukleotidow, komplementarnyh
posledowatelxnosti [ajna-Dalxgarno w 16S pRNK E.coli i
obrazu`}ih s nej sower{ennyj (AGAGGAGGU, ON/p) i
nesower{ennye kompleksy (GGAAGGAGC, ON/i-1; GGA-
GAAGC, ON/i-2; AUUUCUUCUAUG, ON/i-3) pokazal, ~to
|ffektiwnostx ingibirowaniq swqzywaniq Qb RNK s 70S
ribosomami E.coli zawisit ot stabilxnosti dupleksa 16S
rRNK�oligonukleotid; ON/p: DG 716.9 kkal¢molx, ingi-
biruet swqzywanie na 87.2%; ON/i-1: DG 711.1 kkal¢molx,
ingibiruet swqzywanie na 56.6%; ON/i-2:
DG=77.9 kkal¢molx, ingibiruet swqzywanie na 42.6%;
ON/i-3: DG=71.1 kkal¢molx, ingibirowanie ne nabl`da-
etsq.109 Oligonukleotidnyj <probing> molekuly 16S pRNK
w sostawe 30S ribosomnyh sub~astic E.coli 8 ± 15-zwennymi
oligonukleotidami pokazal, ~to pri koncentracii oligonu-
kleotida, rawnoj 1 mkM, wozmovno obrazowanie nesowe-
r{ennogo kompleksa s |ksponirowannymi u~astkami RNK,
soderva}ego 5 klassi~eskih uotson-krikowskih par na 30-
konce dupleksa.110

Sajt-naprawlennoe ras}eplenie mRNK protimozina-a,
wydelennoj iz citoplazmy limfocitow, stimulirowannyh
stafilokokkowym |nterotoksinom, w prisutstwii 12-zwen-
nogo ON (GCAGGGCGTCTC) i RNKazy N, proishodit w
sostawe kak sower{ennogo, tak i nesower{ennogo dupleksow.
Nesower{ennyj sajt swqzywaniq ON-12 byl identificiro-
wan po razmeru produktow gidroliza i soderval tri nepra-
wilxnyh pary (sm. strukturu 8).111
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W |toj ve rabote prowodilosx ras}eplenie RNKazoj N
mRNK g-interferona w prisutstwii 24-zwennogo oligonu-
kleotida ON-24 (koncentraciq 1 mkM). Hotq ON-24, krome
posledowatelxnosti 603 ± 625 mRNK g-interferona, movet
obrazowywatx nesower{ennyj dupleks dlinoj 7 par osnowa-

nij s TGCCTGC posledowatelxnostx` mRNK, produktow
ras}epleniq RNK po dannomu sajtu ne obnaruveno.
O~ewidno, raznica w stabilxnosti sower{ennogo i nesowe-
r{ennogo dupleksow ON-24 �mRNK interferona g okazalasx
dostato~noj dlq diskriminacii |tih sajtow RNKazoj N.

To~nostx obrazowaniq dupleksa osobenno wavna pri pro-
wedenii sajt-naprawlennogomutageneza. Dlq wwedeniq to~e~-
nyh mutacij w molekulu DNKokazalisx naibolee udobnymi
8 ± 12-zwennye oligonukleotidy, soderva}ie zamenqemoe
osnowanie w centre.112 Opredelq`}im parametrom, ot koto-
rogo zawisel wyhod mutantnoj DNK, qwlqlasx stabilxnostx
nesower{ennogo dupleksa, soderva}ego odnu nekano-
ni~esku` paru. Wyhod mutanta powy{alsq ot 0.05 do 20%
pri ponivenii temperatury gibridizacii ot 33 do 08C dlq
8-zwennogo oligonukleotida s G�T-paroj w centre. Ispolx-
zowanie 10-zwennogo ON s analogi~noj neprawilxnoj
paroj 113 priwodilo k powy{eni` wyhoda mutantnoj DNK
do 38% pri 108C. Pri sme}enii zamenqemogo osnowaniq ot
30-konca k centru oligonukleotida wyhod mutantnoj DNK
powy{alsq ot 8 do 20% sootwetstwenno. Weroqtno, dupleksy
s neprawilxnoj paroj na konce, hotq i bolee stabilxny, no
oligonukleotidy, obrazu`}ie takie dupleksy, qwlq`tsq
plohimi prajmerami dlq DNK-polimerazy.113

Pri ispolxzowanii oligonukleotidow, komplementar-
nyh sajtu mutacii, dlq korrekcii posledowatelxnosti
DNK s pomo}x` DNK-polimerazy bylo pokazano, ~to
|ffektiwnostx korrekcii prqmo swqzana so stabilxnostx`
dupleksa oligonukleotid (prajmer)�DNK. Pri uweli~enii
dliny prajmera ot 11 do 17 osnowanij wyhod <isprawlen-
noj> DNKfagafX 174 (proizwodili korrekci`mutantnogo
{tamma am3) powy{alsq ot 0.02 do 13.9%. Krome togo, dwa
raspolovennyh wstyk odin za drugim (tandemno) oligonu-
kleotida (imitaciq to~e~nogo razrywa) byli bolee |ffek-
tiwny w sinteze <isprawlennoj> DNK, ~em korotkie oligo-
nukleotidy (wyhod DNK faga fX 174, %: ON-11+ON-6 ±
1.2%, aON-11 ± 0.02% iON-6 ± 0%; ON-14+ON-6 ± 14.0%, a
ON-14 ± 1.9%; ON-17+ON-6 ± 32.5%, a ON-17 ± 13.9% ).114

W rabote 115 pentadekadezoksiribonukleotid, polnostx`
komplementarnyj segmentu RNK, sinteziruemoj na tripto-
fanowom operone E.coli, otwetstwennomu za regulqci` atte-
n`acii, byl ispolxzowan dlq izu~eniq roli wtori~noj
struktury RNK w terminacii transkripcii. Sutx ispolx-
zuemogo w rabote 115 podhoda sostoit w tom, ~to oligomer,
swqzywaqsx w kompleks s wybrannym u~astkom sintezirue-
mogo transkripta, predotwra}aet obrazowanie sootwetst-
wu`}ej <terminatornoj> wtori~noj struktury w |tom seg-
mente RNK, wystupaq, takim obrazom, w ka~estwe
antiterminatora.Pokazano, ~to w prisutstwii 500-kratnogo
izbytka oligomera (2 mkM, 378C) po otno{eni` k matrice
wyhod transkripta primerno w ~etyre raza prewy{al wyhod
produkta w kontrolxnom |ksperimente (bez oligonukleo-
tida). S drugoj storony, wyhod transkripta, sintezirue-
mogo w prisutstwii |togove oligomera (w tehve uslowiqh) na
triptofanowom operone Ser.marcescens, prewy{al wyhod
produkta w kontrolxnom |ksperimente wsego w 1.2 raza. W
poslednem slu~ae oligomer mog obrazowywatx s sootwetst-
wu`}im u~astkom transkripta dupleks s dwumq nekanoni~e-
skimi parami, w otli~ie ot sower{ennogo kompleksa, obraz-
uemogo |tim oligomerom s wybrannym u~astkom RNK,
sinteziruemoj na triptofanowom operone E.coli.

W rabote 116 byl predloven ob}ij podhod dlq sozdaniq
oligonukleotidnyh zondow dlq mRNK s neizwestnoj perwi~-
noj strukturoj (predpolagaetsq, ~to aminokislotnaq posle-
dowatelxnostx sootwetstwu`}ego belka izwestna hotq by
~asti~no). \tot podhod osnowan na ispolxzowanii w ka~estwe
prajmera ili zonda oligonukleotida, komplementarnogo
u~astku mRNK, kodiru`}emu tetrapeptidy, sostoq}ie iz
aminokislot Phe, Tyr, His, Asn, Asp, Cys, Gln, Lys, Glu, Trp,
Met. S u~etom wyrovdennosti koda takoj oligonukleotid
budet obrazowywatx s mRNK dupleks, soderva}ij liboG�C-
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, libo G�U-pary. Krome togo, mogut wstre~atxsq pary T�G
ili T�A. Sozdannyj po takomu principu zond dlq gastri-
nowoj mRNK (soderva}ij dwe G�U-pary) gibridizowalsq s
mRNK, odnako |ffektiwnostx ego kak prajmera byla w 2 raza
nive, ~em |ffektiwnostx polnostx` komplementarnogo dan-
nomu u~astku oligonukleotida. Krome togo, w slu~ae oligo-
nukleotidow s dwumq G�U-parami i gibridizaciq, i |longa-
ciq prajmera proishodili tolxko pri denaturacii mRNK.

To~nyj wybor uslowij gibridizacii pozwolqet raz-
li~itx posledowatelxnosti RNK ili DNK, soderva}ie w
sajte swqzywaniq zonda hotq by odnu zamenu.117, 118 Tak,
nali~ie odnoj G�T-pary (wmesto G�C) w centre sajta swqzy-
waniq 14-zwennogo oligonukleotida (ON-14-B) ponivalo
stepenx ego gibridizacii s mRNK b-globina krolika do 8%
po srawneni` so stepenx` gibridizacii oligonukleotida,
polnostx` komplementarnogo |tomu ve u~astku (ON-14-A)
(1 M NaCl, 378C, [ON-14-A]=[ON-14-B]=0.15�1079 M). Tem-
peratury dissociacii kompleksow 117 mRNK�ON-14-A i
mRNK�ON-14-B razli~alisx na 58C.

Gibridizaciq 23-zwennyh oligonukleotidow s ishodnoj
i mutantnoj DNK zawisela ot tipa neprawilxnoj pary w
sajte swqzywaniq oligonuleotida. Komplementarnyj DNK
adenowirusa Ad-2 ON-23 gibridizowalsq i s DNK mutant-
nogo {tamma Cyt-15. Dupleks ON-23 �Cyt-15 DNK soderval
T�T-paru. S drugoj storony, ON-23M, komplementarnyj
DNK Cyt-15, dawal o~enx slabyj signal gibridizacii s
DNK Ad-2. W poslednem slu~ae dupleks soderval A�A-paru,
~to ob%qsnqetsq bo'lx{im destabiliziru`}im dejstwiem
A�A-pary na dwojnu` spiralx, ~em T�T-pary.118

Razli~iq w stabilxnosti sower{ennogo dupleksa i
dupleksa, soderva}ego odnu neprawilxnu` paru, byli
ispolxzowany dlq diagnostiki serpowidno-kleto~noj ane-
mii. 19-Zwennye oligonukleotidy:ON-19-A, komplementar-
nyj mRNK normalxnogo globina (mRNK-A), i ON-19-S,
komplementarnyj mutantnoj mRNK (mRNK-S), dawali pere-
krestnu` gibridizaci` pri 458C (urowenx gibridizacii
10 ± 15%); kompleks mRNK-A�ON-19-S soderval odnu A�A-
paru, a mRNK-S �ON-19-A ± odnu T�T-paru. Powy{enie
temperatury gibridizacii do 558C priwodilo 119 k strogo
specifi~eskomu wzaimodejstwi` dannyh oligonukleotidow
s sootwetstwu`}ej mRNK. To~nostx wzaimodejstwiq korot-
kih zondow dlinoj 7, 9 ili 12 oligonukleotidnyh zwenxew
okazalasx newysokoj i priwodila k silxnoj perekrestnoj
gibridizacii. Tak, 9- i 12-zwennye zondy, komplementarnye
genu lizocima faga T4, gibridizowalisx na 15 ± 18% s DNK
bezlizocimnogo faga G223 i na 10% s summarnoj RNK
E.coli.120 Pri temperature gibridizacii na 15 ± 208C nive
temperatury plawleniq sower{ennogo kompleksa 12 ± 15-
zwennye oligonukleotidy horo{o gibridizowalisx s DNK
1ac operona (ne tolxko dikogo, no i serii mutantnyh {tam-
mow) s obrazowaniem dupleksow s nekanoni~eskimi parami
tipa C�A, G�A, T�T i t.d. Pri |tom stepenx perekrestnoj
gibridizacii zawisela ot wida neprawilxnoj pary: stepenx
gibridizacii dlq oligonukleotidow, obrazu`}ih kompleks
sG�A-paroj byla nive, ~em s C�A-paroj. Powy{enie tempe-
ratury gibridizacii ot 30 do 378C pozwolilo izbevatx
perekrestnoj gibridizacii |tih zondow.121

b. Neionnye analogi oligonukleotidow

Neionnye analogi oligonukleotidow (fosfotri|firy,
metilfosfonaty) byli predloveny w ka~estwe antismyslo-
wyh oligonukleotidow dlq ingibirowaniq |kspressii genow
in vivo. Nezarqvennye oligonukleotidy legko pronika`t w
kletku za s~et passiwnoj diffuzii. Ispolxzowanie neion-
nyh analogow w ka~estwe ingibitorow translqcii mRNK ili
|kspressii genow podrobno rassmotreno w obzorah.1 ± 3, 122

Pri izu~enii swqzywaniq |tilfosfotri|firow oligonu-
kleotidow, komplementarnyh antikodonowoj petle
(dTpTpCpA, ON-I) i CCA-koncu (dGpGpT, ON-II) tRNKPhe

iz drovvej i E.coli bylo obnaruveno, ~to konstanta swqzy-
waniq |tih proizwodnyh s tRNKPhe wy{e, ~em nemodifici-
rowannyh ON. Pri 08C (1 M NaCl, 10 mM Mg2+) konstanta
swqzywaniq (Kx) sostawlqla 3600 M71 dlq ON-I i 2400 M71

dlq di|firnogo analoga.123 Kak i ovidalosx, pri 08CON-II w
koncentracii 270 mkM ingibirowal aminoacilirowanie
wseh pqti issleduemyh tRNK (specifi~nyh k Phe, Lys, Tyr,
Pro, Leu) primerno w odinakowoj stepeni (na 60 ± 80%). W
koncenracii 364 mkM ON-I ingibirowal aminoacilirowa-
nie tRNKPhe za s~et obrazowaniq sower{ennogo dupleksa s
tetranukleotidnoj posledowatelxnostx` w antikodonowoj
petle tRNKPhe. Narqdu s |tim w prisutstwii ON-I nabl`da-
losx 124 ingibirowanie reakcii aminoacilirowaniq i dru-
gih tRNK: tRNKLeu na 35%, tRNKLys na 12%, tRNKPro na
0.7%. Pri ispolxzowanii w ka~estwe ingibitorow reakcii
aminoacilirowaniq metilfosfatnyh (modificirowannyj
fosfat obozna~en zwezdo~koj) proizwodnyh oligonukleoti-
dow dAp�Ap�Ap�A (M-ON-1) i dGp�Gp�U (M-ON-2), komplemen-
tarnyh posledowatelxnosti w antikodonowoj petle tRNKLys

iCCA-koncu tRNK sootwetstwenno, bylo obnaruveno nespe-
cifi~eskoe ingibirowanie reakcii aminoacilirowaniq
tRNKPhe na 9% i tRNKLeu na 12% w prisutstwii M-ON-1
(08C). W prisutstwii takogo ve proizwodnogo dAp�Ap�Gp�A
(M-ON-3), obrazu`}ego s antikodonowoj petlej tRNKLys

dupleks s odnojG�U-paroj, urowenx ingibirowaniq reakcii
aminoacilirowaniq tRNKLys sostawlql 35% (togda kak dlq
M-ON-1 ± 88%), a stepeni aminoacilirowaniq tRNKPhe i
tRNKLeu ne izmenqlisx.125

Naibolee polno |ksperimentalxnye dannye po termo-
dinamike dupleksow, obrazowannyh fosfodi|firnym i
metilfosfonatnym oligonukleotidami, predstawleny w
rabotah.126, 127 Izmenenie swobodnoj |nergii dupleksa
wsledstwie wwedeniq odnoj metilfosfonatnoj swqzi wmesto
di|firnoj sostawlqet DDG0 70.75 kkal¢molx (1 M NaCl,
258C) nezawisimo ot tipa osnowaniq w oligonukleotide.
Dopolnitelxnaq stabilizaciq takih dupleksow proishodit
za s~et umenx{eniq summarnogo zarqda w ras~ete na paru
blivaj{ih sosedej, soderva}ih metilfosfatnu` swqzx.126

Powy{enie stabilxnosti dupleksow, obrazowannyh
metilfosfatnymi proizwodnymi oligonukleotidow,
wliqet na komplementacionnu` to~nostx wzaimodejstwiq
takih proizwodnyh s nukleinowymi kislotami i ih frag-
mentami. W rabote 128 byla izu~ena fotomodifikaciq
35-~lennogo oligonukleotida dodekamernymi metilfosfo-
natami, nesu}imi na 50-konce 40-(aminoalkil)-4,50,8-trime-
tilpsoralen. Pokazano, ~to stepenx fotomodifikacii ON-
mi{eni silxno zawisit ot to~nosti obrazowaniq dupleksa s
reagentom (sm. tabl. 4). Nekanoni~eskie pary, prilega`}ie
k reakcionnosposobnoj ~asti proizwodnogo, rezko snivali
stepenx fotomodifikacii mi{eni. \ti rezulxtaty horo{o
soglasu`tsq s dannymi raboty,129 w kotoroj bylo pokazano,
~to biologi~eskaq i biohimi~eskaq aktiwnostx oligonu-
kleozidmetilfosfonatow rezko snivaetsq pri poqwlenii w
duplekse defektow.

Tablica 4. Wliqnie to~nosti obrazowaniq dupleksa na stepenx
fotomodifikacii 35-zwennogo oligonukleotida psoralenowym
proizwodnym metilfosfonatnogo dodekamera128

Dupleks Stepenx fotomodifikacii,%

Sower{ennyj 85
Centralxnaq T�C-para 53
30-Koncewaq T�C-para 58
5G�T-Par ~erez odnu 33
3 T�C-Pary ~erez odnu 19
4 T�C-Pary ~erez odnu 0
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w. Fosfotioatnye analogi oligonukleotidow

Fosfotioatnye analogi oligonukleotidow, soderva}ie
atom sery wmesto atoma kisloroda u fosfora, takve
otnosqtsq k proizwodnym ON s modificirowannoj fosfo-
di|firnoj swqzx`. Zamena atoma kisloroda na atom sery
priwodit k powy{eni` ustoj~iwosti takih proizwodnyh k
dejstwi` wnutrikleto~nyh nukleaz.130 Termodinami~eskie
parametry obrazowaniq dupleksow mevdu oby~noj DNK ili
RNK i fosfotioatnymi proizwodnymi oligonukleotidow
predstawleny w rabotah.1, 131 ± 134 K sovaleni`, dannye po
to~nosti wzaimodejstwiq fosfotioatnyh proizwodnyh oli-
gonukleotidow s modelxnymi NK-mi{enqmi otsutstwu`t.

g. Proizwodnye oligonukleotidow, soderva}ie a-anomernye
zwenxq

W te~enie poslednih neskolxkih let byli razrabotany
metody sinteza oligonukleotidow, ustoj~iwyh k dejstwi`
nukleaz i sostoq}ih iz a-anomerow nukleotidow (sm.
obzory 135 ± 137). a-Oligonukleotidy obrazu`t dwojnu` spi-
ralx s komplementarnoj cepx`, sostoq}ej iz prirodnyh (b)
ili a-anomerow nukleotidow. Obe cepi a�b-dupleksa
nahodqtsq w parallelxnoj orientacii, a sam dupleks pri-
nadlevit, soglasno dannym QMR, k B-konformacii DNK i
na 70+10% prawozakru~en.138 Temperatura plawleniq
dupleksow 140 tipa a�b {a[(Tp)7T]�b[d(pA)8]} (308C) wy{e Tm

sootwetstwu`}ego b�b-dupleksa (248C),139 ~to swidetelxst-
wuet o bolx{ej stabilxnosti a�b-dupleksow po srawneni` s
b�b. S drugoj storony, dlq geterooligomernyh dupleksow
tipa a[d(TCTAAAC)]�b[d(AGATTTG)] temperatura plawle-
niq prakti~eski ne otli~aetsq ot sootwetstwu`}ego b�b-
dupleksa (33 i 368C sootwetstwenno).141 Detalxnoe termo-
dinami~eskoe izu~enie sledu`}ih dupleksow
b[d(CCTTCC)]�b[d(GGAAGG)], a[d(CCTTCC)]�b[d(G-
GAAGG)], b[d(CCTTCC)]�a[d(GGAAGG)] pozwolilo sde-
latx wywod o tom, ~to stabilxnostx dupleksow a�b zawisit
ot prirody osnowanij w a-cepi (purin ili pirimidin) po
krajnej mere dlq gomopurinowyh ili gomopirimidinowyh
posledowatelxnostej.142 Srawnenie priwedennyh wy{e
dupleksow b�b (Tm=198C) s dupleksami a�b (Tm=288C) poka-
zalo, ~to w 1 M NaCl dupleksy a�b stabilxnee, ~em dupleksy
b�b, esli a-cepx sostoit iz pirimidinowyh osnowanij.136

Dupleksy a-oligonukleotidow [a(Tp)7T] s prirodnymi RNK
(poli(rA)) stabilxnee analogi~nogo kompleksa s poli(dA)
(Tm=29 i 178C sootwetstwenno), togda kak dupleks b-dT8�gjk-
i(rA) menee stabilen, ~em dT8�poli(dA) (Tm 14 i 178C
sootwetstwenno).143 Dannye po to~nosti wzaimodejstwiq a-
oligonukleotidow s prirodnymi DNK- ili RNK-mi{enqmi
w literature otsutstwu`t.

d. Proizwodnye oligonukleotidow, kowalentno swqzannye so
stabiliziru`}imi dupleks gruppami

Oligonukleotidy, kowalentno swqzannye ~erez oligome-
tilenowyj mostik s molekuloj krasitelq, obrazu`t
dupleksy powy{ennoj pro~nosti (DTm=20± 308C), za s~et
interkalqcii krasitelq w dwojnu` spiralx
mRNK�antismyslowoj oligonukleotid.131, 144, 145 Sintez i
mehanizm dejstwiq takih oligonukleotidnyh proizwodnyh
podrobno rassmotreny w obzorah.5, 146, 147 Stabilxnostx
dupleksa poli(rA)�dT6±8 zna~itelxno wozrastaet (DTm=20±
308C), esli oligotimidilat kowalentno swqzan ~erez odin iz
koncow s 9-amidoakridinom.139, 144, 148 W rabotah 149, 150 dlq
uweli~eniq stabilxnosti DNK-dupleksow byl ispolxzowan
drugoj krasitelx ± N-(2-oksi|til)fenazinij. Oligonukleo-
tid, nesu}ij ostatok fenaziniq na 50-konce, inaktiwirowal
replikaci` DNK bakteriofaga M13mp7 na 65%, togda kak
swobodnyj oligonukleotid ne okazywal inaktiwiru`}ego
dejstwiq.150 K sovaleni`, w rabotah, poswq}ennyh takim

proizwodnym oligonukleotidow, ne oceniwalasx specialxno
to~nostx wzaimodejstwiq s NK-mi{enx`. Wse |ti raboty
wypolneny libo na gomopolimernyh matricah, libo na
korotkih DNK-fragmentah.

2. Ingibirowanie translqcii mRNK

W poslednie gody antismyslowye oligonukleotidy i ih
proizwodnye intensiwno ispolxzu`tsq w ka~estwe speci-
fi~eskih ingibitorow |kspressii genow.1, 5, 151, 152 W osnowe
podhoda levit predpolovenie o tom,158 ± 161 ~to posle obraz-
owaniq dupleksa s antismyslowym oligonukleotidom,
mRNK libo terqet sposobnostx k translirowani` riboso-
moj,153 ± 157 libo ras}eplqetsq RNKazoj H.

Dlq issledowaniq ingibiru`}ego dejstwiq oligonu-
kleotidow ili ih proizwodnyh na translqci` mRNK
ispolxzu`t standartnye beskleto~nye belok-sintezi-
ru`}ie sistemy ± lizat retikulocitow krolika, |kstrakt
iz prorostkow p{enicy (WGE) i oocity Xenopus laevis.
Aktiwnostx RNKazy H osobenno wysoka w |kstrakte iz
prorostkow p{enicy.159, 162, 163 W sweveprigotowlennom
lizate retikulocitow krolika takve testiruetsq nebolx{aq
aktiwnostx RNKazy H, dostato~naq dlq gidroliza |kzogen-
noj mRNK s antismyslowym nukleotidom.160 W oocitah
Xenopus laevis aktiwnostx RNKazy H obnaruviwaetsq i w
qdre, i w citoplazme.159, 164

W ka~estwe matricy ispolxzowalisx naibolee dostupnye
mRNK globinow krolika157, 159, 165 ± 169 ili my{i.160 Krome
togo, ~asto w ka~estwe matricy ispolxzowalisx wirusnye
RNK: sarkomy Rausa (RSV),170, 171 Sendaj,172 |ncefalomio-
kardita,173 taba~noj mozaiki.174 Poskolxku w nekotoryh
rabotah oceniwalsq urowenx specifi~nosti ingibirowaniq
translqcii, rezulxtaty imenno |tih issledowanij budut
rassmotreny podrobnee.

Kak bylo pokazano w rabote 170 translqciq 35S RNK
wirusa sarkomyRausa (RSV) wWGE |ffektiwno podawlqlasx
w prisutstwii 13-zwennogo oligonukleotida d(AATGG-
TAAAATGG), komplementarnogo 30- i 50-koncewym posledo-
watelxnostqm |toj RNK. Odnowremenno s podawleniem
translqcii RNK RVS (primerno na 88%) nabl`-dalosx
ingibirowanie translqcii RNK AMV (wirusy mielobla-
stoza ptic), mRNK globinow krolika i RNK BMV (wirus
mozaiki Bruma) na 57, 25 i 30% sootwetstwenno (dannye
priwedeny dlq sootno{eniq RNK:ON-13, rawnogo 1:20,
258C). Stepenx ingibirowaniq translqcii wseh RNK uwe-
li~iwalasx s uweli~eniem koncentracii ON-13, odnako pri
nizkih koncentraciqh ON-13 (RNK:ON-13 rawno 1:2) ingi-
birowalasx w osnownom translqciq RNK onkowirusow: RNK
RSV i RNK AMV na 27 i 10%, sootwetstwenno. Analiz
posledowatelxnosti pokazal, ~to ON-13 mog obrazowywatx s
RNK AMV nesower{ennyj kompleks dlinoj 13 par osnowa-
nij, soderva}ij tri nekanoni~eskie pary ± dwe w centre i
odnu na 30-konce. Stepenx gomologii dannogo oligomera s
RNK BMV i globinowoj RNK ne opredelqlasx.

Ingibirowanie translqcii mRNK w WGE za s~et obra-
zowaniq nesower{ennogo kompleksa s antismyslowym oli-
gonukleotidom nabl`dali w rabote.164 Wse tri issledowan-
nyh oligonukleotida, specifi~nyh k b-globinowoj mRNK,
imeli sajty nepolnoj komplementacii na a-globinowoj
mRNK. Tak, ON-17 mog obrazowywatx s mRNK a-globina
nesower{ennyj dupleks iz 10 par osnowanij, tri iz kotoryh
nekanoni~eskie; ON-12 ± nesower{ennyj dupleks iz semi par
osnowanij s centralxnoj A�C-paroj i, nakonec, ON-8 mog
obrazowywatx dupleks, soderva}ij semx par osnowanij s
koncewoj neprawilxnoj paroj. Ingibirowanie translqcii
mRNK a-globina nabl`dalosx tolxko w prisutstwii ON-8
(stepenx ingibirowaniq b- i a-mRNK 65 i 15% sootwetst-
wenno). Po-widimomu, w slu~ae ON-17 i ON-12 raznica w
stabilxnosti sower{ennogo i nesower{ennogo dupleksow,
obrazuemyh |timi oligonukleotidami s b- i a-globinowoj
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mRNK byla dostato~no welika, ~toby pri 258C i 10 mkM
koncentracii oligonukleotidow libo woob}e ne obrazowy-
walsq nesower{ennyj kompleks, libo ne proishodilo ego
uznawanie RNKazoj H.

Obrazowanie nesower{ennogo kompleksa mevdu mRNK
a-globina i 30-zwennym oligonukleotidom, komplementar-
nym fragmentu 270±300 b-globinowoj mRNK, bylo zaregi-
strirowano po ras}epleni` a-mRNK w prisutstwii
nasy}ennyh koncentracij 30-mera w oocitah Xenopus lae-
vis.159 Stepenx gomologii mevdu a-globinowoj mRNK i ON-
30 sostawlqla 60%. W rabote 160 nabl`dalosx nespecifi-
~eskoe ingibirowanie translqcii globinowyh mRNK oligo-
nukleotidami, komplementarnymi 50-netransliruemoj
posledowatelxnosti. \tot fakt ob%qsnqlsq wysokim urow-
nem gomologii mevdu netransliruemymi posledowatelx-
nostqmi w a- i b-globinowyh mRNK. Wysokaq stepenx gomo-
logii (okolo 50%) mevdu 50-koncewymi posledowatelxnos-
tqmi wseh mRNK wirusa Sendaj priwela k tomu, ~to 20-zwen-
nyj ON, komplementarnyj fragmentu 1 ± 20 mRNK belka
NP, ponival wyhod produktow translqcii wseh mRNK |togo
wirusa za s~et obrazowaniq ~asti~nogo kompleksa dlinoj 10
par osnowanij s 10-zwennoj posledowatelxnostx`, prakti~e-
ski ob}ej dlq wseh mRNK wirusa Sendaj.172

W rabote 175 nespecifi~eskoe podawlenie translqcii
RNK BMV w lizate retikulocitow krolika (RRL) 15-zwen-
nym ON, komplementarnym RNK wirusa wizikulqrnogo
stomatita (VSV), awtory ob%qsnqli podawleniem transli-
ru`}ej sposobnosti ribosom za s~et swqzywaniq |togo ON-
15 s 18S rRNK. Urowenx nespecifi~eskogo ingibirowaniq
translqcii RNK BMV zawisel ot koncentracii ON-15 i
imel qrko wyravennu` tendenci` k nasy}eni`. Maksi-
malxno dostignutaq stepenx ingibirowaniq translqcii
sostawlqla 88 i 43% pri 40 mkM ON-15, i 41 i 2% pri 10
mkM ON-15 dlq RNK VSV i RNK BMV sootwetstwenno.175

Hotq, po utwervdeni` awtorow, otsutstwuet gomologiq
mevdu RNK BMV, 18S rRNK i dannym ON-15, bolee weroqt-
nym qwlqetsq ingibirowanie translqcii RNK BMV za s~et
obrazowaniq nesower{ennogo kompleksa s |tim oligonukleo-
tidom, ~em wsledstwie nespecifi~eskogo ingibirowaniq
transliru`}ej aktiwnosti ribosom.

W rabote 173 pokazano, ~to translqciq RNK wirusa |nce-
falomiokardita w RRL podawlqetsq primerno na 60% s
pomo}x` 25 mkM 13-zwennogo oligonukleotida, obrazu`-
}ego sower{ennyj kompleks s u~astkom 751±763. Zamena
centralxnoj G�C-pary |togo dupleksa na paru G�A (izme-
neno odno osnowanie ON-13) priwodit k 4-kratnomu sni-
veni` urownq ingibirowaniq translqcii (do 14%) pri toj
ve koncentracii ON-13.

Interesnye dannye po komplementacionnoj to~nosti
wzaimodejstwiq antismyslowyh oligonukleotidow ili ih
metilfosfonatnyh analogow s NK-mi{enx` polu~eny w
serii rabot Millera s soawt.165 ± 167, 176, 177 po ingibiro-
wani` translqcii mRNK globinow krolika in vitro. Fosfo-
di|firnye oligonukleotidy dlinoj 8 ± 10 zwenxew ingibi-
rowali translqci` mRNK globinow w RRL i WGE (0 ± 200
mkM ON, 0.3 mkg mRNK). Dannye oligomery byli pol-
nostx` komplementarny posledowatelxnostqm, raspolo-
vennym w 50-netransliruemoj oblasti i oblasti AUG-
kodona, libo a-, libo b-globinowoj mRNK. Wse sinteziro-
wannye oligonukleotidy obrazowywali dupleks s wybran-
nymi posledowatelxnostqmi mRNK, ~to bylo pokazano s
pomo}x` dostrojki |tih oligonukleotidow (kak prajme-
row) obratnoj transkriptazoj. Odnako nesmotrq na to, ~to
|ti oligonukleotidy byli horo{imi ingibitorami trans-
lqcii, komplementacionnaq to~nostx ih wzaimodejstwiq s
mRNK byla nizkoj. Tak, naprimer, ON-12 ingibirowal
translqci` mRNK a-globina (komplementaren ee u~astku
28 ± 39) na 97% w RRL i na 100% w WGE pri koncentracii
100 mkM, no odnowremenno s |timON-12 ingibirowal trans-
lqci` b-globinowoj mRNK na 96 i 100% w RRL i WGE

sootwetstwenno. Pri koncentracii ON-12, rawnoj 5 mkM,
stepenx ingibirowaniq translqcii a- i b-mRNK sostawlqla
15 i 14% w RRL i 75 i 14% w WGE sootwetstwenno. Analo-
gi~nye rezulxtaty byli polu~eny dlq wseh semi issledowan-
nyh nukleotidow.165

W rabotah 166, 176 byli izu~eny korotkie 4 ± 12-zwennye
oligonukleozidmetilfosfonaty (M-ON), komplementar-
nye to~no tem ve u~astkam globinowyh mRNK, ~to i fosfo-
di|firnye oligonukleotidy, ispolxzowannye w rabote.165

Predgibridizaciq M-ON s mRNK priwodila k uweli~eni`
stepeni ingibirowaniq translqciimRNKwRRL na 20±30%.
Wyzywaet udiwlenie tot fakt, ~to pri 378C
M-ON-4 (Cp�Cp�Ap�T) (komplementaren u~astkam 37 ± 40 w a-
i 54 ± 57 w b-mRNK) pri koncentracii 100 mkM ne ingibiro-
wal translqci` mRNK, a pri koncentracii 200 mkM stepenx
ingibirowaniq translqcii a- i b-mRNK sostawlqla 28 i 42%
sootwetstwenno. Takve kak i w rabote,167 M-ON, komplemen-
tarnye mRNK a-globina, ingibiru`t translqci` obeih
mRNK primerno w odinakowoj stepeni, osobenno pri wyso-
kih koncentraciqhM-ON (200mkM) i priprowedenii stadii
peregibridizacii mRNK sM-ON.

Prqmoe srawnenie ingibiru`}ego dejstwiq ON iM-ON
pozwolqet sdelatx wywod o tom, ~toM-ON ne qwlq`tsq bolee
|ffektiwnymi i specifi~nymi ingibitorami translqcii,
~em fosfodi|firnye oligonukleotidy. Nizku` specifi~-
nostx ON i M-ON dlinoj 4 ± 12 zwenxew, takve kak i ih
newysoku` |ffektiwnostx w podawlenii translqcii, movno
ob%qsnitx neskolxkimi pri~inami. Wo-perwyh, 50-netran-
sliruemaq oblastx a- i b-globinowyh mRNK krolika obla-
daet wysokoj stepenx` gomologii. Po|tomu krome wybran-
nogo na odnoj mRNK sajta swqzywaniq, kavdyj iz
oligonukleotidow movet obrazowywatx i nesower{ennye
kompleksy s drugoj mRNK. Odnako awtory, obsuvdaq woz-
movnostx obrazowaniq takih kompleksow, otyskiwa`t
tolxko te u~astki mRNK, kotorye mogut obrazowywatx s
M-ON ili ON neprerywnyj dupleks dlinoj ne menee ~ety-
reh par osnowanij (tak nazywaemyj ~asti~nyj dupleks 47), i
polnostx` otwerga`t wozmovnostx obrazowaniq bolee pro-
tqvennyh dupleksow, soderva}ih nekanoni~eskie pary, dru-
gimi slowami, nesower{ennyh kompleksow.165, 166 Wo-wtoryh,
ne rassmatriwaetsq wliqnie wtori~noj struktury mRNK na
kompleksoobrazowanie.175

Nizkaq specifi~nostx dejstwiq korotkihM-ON (9-zwen-
nye oligonukleotidy) byla obnaruvena takve pri ingibi-
rowanii translqcii mRNK belkowN, NS iGVSV w RRL pri
308C. Pri koncentracii M-ON-9 (komplementaren mRNK
belka N, u~astok 14 ± 22) narqdu s ingibirowaniem sinteza
belkaN na 77%, proishodilo ingibirowanie sinteza belkow
NS i M na 38 i 43% sootwetstwenno.178 Nizku` specifi~-
nostx ingibirowaniq translqcii, nabl`daw{u`sq pri
wysokih koncentraciqh (100 ± 150 mkM) M-ON-9, awtory
ob%qsnq`t obrazowaniem ~asti~nyh kompleksow M-ON-9 s
drugimi mRNK VSV. Krome togo, nesmotrq na otsutstwie
|ksperimentalxnyh dokazatelxstw, awtory polaga`t,178 ~to
bolx{oe wliqnie na specifi~nostx i |ffektiwnostx ingi-
birowaniq translqcii okazywaet wtori~naq struktura
mRNK.

Sajt-specifi~noe ingibirowanie translqcii proisho-
dit i w tom slu~ae, esliM-ON obrazuet s mRNK dupleks, so-
derva}ij nekanoni~eskie pary. Tri oktamera (M-ON-81 ± 3),
komplementarnye oblasti AUG-kodona mRNK belka
ras p21BALB, ingibirowali translqci` |toj mRNK w soot-
wetstwii so stabilxnostx` obrazu`}ihsq dupleksow. Tak,177

M-ON-81 ingibirowal sintez belka na 97%;M-ON-82, obraz-
u`}ij s mRNK dupleks, soderva}ij odnu neprawilxnu`
paru w centre, ± na 31%; a M-ON-83, obrazu`}ij s mRNK
dupleks s dwumq nekanoni~eskimi parami w centre, ± na 9%.

Pri opredelennyh koncentraciqh i temperature anti-
smyslowogo oligonukleotida stepenx ingibirowaniq trans-
lqcii mRNK zawisit ot dliny ispolxzuemogo oligonukleo-
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tida, t.e. ot stabilxnosti dupleksa. 12-ZwennyjON, komple-
mentarnyj iniciatornoj oblasti mRNK tripanosom, menee
|ffektiwen w podawlenii translqcii 179 (stepenx ingibiro-
waniq 20 ± 25%), ~em ON-22 i ON-34 (stepenx ingibirowaniq
translqcii 65 ± 70 i 95 ± 100% sootwetstwenno) pri 258C i
koncentracii 15 mkM. Opredelq`}ee zna~enie stabilxno-
sti dupleksa mRNK�ON w podawlenii translqcii dannoj
mRNK w RRL i WGE movno dopolnitelxno proill`stri-
rowatx dannymi rabot.180, 181 Tak, 12-zwennyj ON, komple-
mentarnyj posledowatelxnosti 2 ± 13 mRNK T.brucei, ingi-
biruet translqci` |toj mRNK, no ne podawlqet translqci`
mRNKT.vivax (drugoj wid afrikansih tripanosom) pri 228C.
Kak okazalosx, ON-12 obrazuet s mRNK T.vivax dupleks
(temperatura dissociacii dupleksa 228C), soderva}ij dwe
neprawilxnye paryG�A i T�T.

W rabotah 145, 182 bylo pokazano, ~to 18-zwennyj oligonu-
kleotid, nesu}ij na 30-konce ostatok 9-aminoakridina,
podawlqet |kspressi` pKH113 primerno na 55% (koncentra-
ciq ON-18 30 mkM). Odnowremenno s |tim nabl`daetsq
nezna~itelxnoe podawlenie |kspressii pBR322 (na 10%),
o~ewidno, za s~et obrazowaniq nesower{ennogo kompleksa
dlinoj 11 zwenxew, soderva}ego dwe nekanoni~eskie pary
osnowanij na 50konce dupleksa (G�T iC�T), w oblasti nukleo-
tidnogo ostatka 3234 pBR322.

Wo wseh rassmotrennyh w |tom razdele rabotah dlq
ingibirowaniq translqcii mRNK in vitro ispolxzowalisx
korotkie 4 ± 13-zwennye oligonukleotidy pri wysokih kon-
centraciqh (40 ± 200 mkM). Nizkaq specifi~nostx ingibiro-
waniq translqcii, po-widimomu, byla swqzana s tem, ~to
raznica w stabilxnosti nesower{ennyh i sower{ennyh kom-
pleksow pri wysokih koncentraciqh oligonukleotidow prak-
ti~eski is~ezla i oba tipa dupleksow wystupali libo w
ka~estwe ingibitorow iniciacii translqcii (swqzywanie s
ribosomami), libo qwlqlisx substratami dlq RNKazyH.

Specifi~nostx ingibirowaniq translqcii mRNK in vitro
rezko wozrastaet pri ispolxzowanii dlinnyh antismyslo-
wyh oligonukleotidow. Tak, translqciq mRNK tripanosom
specifi~eski ingibirowalasx (stepenx podawleniq
95 ± 100%) 22- i 34-zwennymi ON pri koncentracii 25 mkM
w WGE. W ka~estwe kontrolq ispolxzowali RNK BMV,
stepenx translqcii kotoroj w prisutstwii |tih ve oligonu-
kleotidow ne izmenqlasx.179 Translqciq RNK wirusa taba~-
noj mozaiki (TMV) specifi~eski podawlqlasx (na 90 ± 95%)
dwumq 26-zwennymi ON (koncentraciq 10 mkM) w RRL pri
308C. W |tih ve uslowiqh urowenx translqcii RNK BMV ne
izmenqlsq.174 Specifi~eskoe ingibirowanie translqcii b-
globinowoj mRNK krolika w prisutstwii a-globinowoj
RNK bylo dostignuto pri ispolxzowanii 20 ± 25- i 48-zwen-
nyh ON w koncentracii 5.3 mkM (2.6 mkM dlq ON-48) pri
378C w RRL. Urowenx ingibirowaniq sostawlql169 55 ± 88%
dlq ON-20 (25) i 80 ± 98% dlq ON-48.

Ispolxzowanie antismyslowyh oligonukleotidow dli-
noj 21 ± 49 zwenxew, komplementarnyh libo oblasti inicia-
cii translqcii, libo ~asti molekuly mRNK, kodiru`}ej
ferment degidrofolat reduktaza, priwodilo k ingibiro-
wani` translqcii mRNK w sisteme RRL ne bolee ~em na
60% pri koncentracii 49-zwennogo oligonukleotida, rawnoj
190 mkM.Osnownoj pri~inoj nizkoj ingibiru`}ej sposob-
nosti takih protqvennyh oligonukleotidow po srawneni` s
ih dlinoj i ispolxzuemoj koncentraciej qwlqetsq nedostup-
nostx u~astkow mRNK dlq obrazowaniq stolx protqvennogo
dupleksa.156 W nastoq}ee wremq nedostato~no dannyh dlq
obsuvdeniq specifi~nosti ingibirowaniq translqcii
mRNK globinow krolika s pomo}x` 17-zwennyh fosfo-
tioatnyh proizwodnyh oligonukleotidow (S-ON) ili
a-oligomerow takoj ve dliny w RRL, WGE i oocitah
Xenopus laevis.157, 168

3. To~nostx wzaimodejstwiq oligonukleotidow i ih
proizwodnyh s NK-mi{enx` in vivo

Antismyslowye oligonukleotidy i ih proizwodnye w
perspektiwe movno rassmatriwatx kak terapewti~eskie pro-
tiwoopuholewye, protiwowirusnye i antibakterialxnye
sredstwa. Imenno |tim ob%qsnqetsq ogromnyj interes k
izu~eni` dejstwiq antismyslowyh oligonukleotidow in
vivo. Mehanizm proniknoweniq proizwodnyh oligonukleoti-
dow w kletku i ih utilizaciq podrobno rassmotreny w
rabotah.159, 183 ± 187

a. Oocity Xenopus laevis

Oocity Xenopus laevis qwlq`tsq odnoj iz naibolee pro-
styh sistem in vivo.188 \kzogennye mRNK iDNK, wwedennye w
oocity Xenopus posredstwom mikroin%ekcij, |kspressi-
ru`tsq w dannoj sisteme; pri |tom qdernye citoplazmati~e-
skie transkripty w rawnoj mere dostupny dlq wzaimodejst-
wiq s 19 ± 20-zwennymi oligonukleotidami ili
antismyslowymi RNK.189, 190 Takve kak i w sisteme trans-
lqcii in vitro, odnim iz mehanizmow dejstwiq oligonukleo-
tidow in vivo qwlqetsq 189 oligonukleotid-naprawlennoe
ras}eplenie |kzogennoj mRNK s pomo}x` |ndogennoj
RNKazy H. K sovaleni`, w literature otsutstwu`t dannye
po wliqni` to~nosti wzaimodejstwiq antismyslowyh oli-
gonukleotidow na stepenx ingibirowaniq translqcii ili
transkripcii |kzogennyh mRNK iliDNK w oocitahXenopus
laevis. Oligonukleotidy dlinoj 18 ± 23 nukleotidnyh ostat-
kow 191 podawlq`t na 85 ± 98% translqci` mRNK interlej-
kinow IL-2 i IL-3 w oocitah Xenopus laevis w koncentracii
menee 1 mkM; togda kak dlq ingibirowaniq sinteza
b-tubulina w |toj ve sisteme trebuetsq 20 mkM 27-zwennogo
oligonukleotida.192

b. To~nostx antiwirusnogo dejstwiq oligonukleotidow

Bolx{instwo issledowanij, swqzannyh s izu~eniemfunk-
cionirowaniq antismyslowyh oligonukleotidow in vivo,
wypolneno na kulxtiwiruemyh liniqh kletok, zaravennyh
wirusami. \to swqzano, o~ewidno, s tem, ~to dlq mnogih
wirusow izwestny posledowatelxnosti wirusnyh RNK ili
DNK i zakonomernosti razwitiq wirusnoj infekcii kletki,
a takve s otnositelxnoj prostotoj opredeleniq dejstwiq
antismyslowogo oligonukleotida na wirusnyj genom.
Issledowaniq po protiwowirusnomu dejstwi` antismyslo-
wyh oligonukleotidow wypolnqlisx na wirusah sarkomy
Rausa (RSV),193 wizikulqrnogo stomatita (VSV),178, 194 ger-
pesa (HSV),129 immunodificita ~eloweka (HIV),195 ± 200

grippa.201 ± 203 Odnako ni w odnoj iz pere~islennyh rabot ne
byl pokazan mehanizm antiwirusnogo dejstwiq antismyslo-
wyh oligonukleotidow. Krome togo, do nastoq}ego wremeni
ne polu~eno prqmyh dokazatelxstw obrazowaniq dupleksa
mevdu oligonukleotidom i wirusnoj RNK ili DNK in vivo.
Tem ne menee, nakopleno bolx{oe koli~estwo |ksperimen-
talxnyh dannyh, kotorye bylo by interesno rassmotretx s
to~ki zreniq specifi~nosti wzaimodejstwiq oligonukleo-
tidow ili ih proizwodnyh s NK-mi{enx`.

Tak,193 prakti~eski koli~estwennoe podawlenie razmno-
veniq wirusa sarkomy Rausa w kulxture fibroblastow iz
|mbrionow cyplenka proishodilo pod dejstwiem 13-zwen-
nogo za}i}ennogo oligonukleotida, komplementarnogo 30-
i 50-koncewym posledowatelxnostqm RNKRVS, pri koncent-
racii ON-13 w srede, rawnoj 2 mkM. Nekotorye dannye po
zawisimosti stepeni podawleniq wirusnoj infekcii ot
to~nosti wzaimodejstwiq oligonukleotida s NK-mi{enx`
byli polu~eny w rabote 129 pri izu~enii podawleniq rep-
likacii DNK HVS oktanukleozidmetilfosfonatom
d�TpCp�Cp�Tp�Cp�Cp�Tp�G� (M-ON-8). Dannyj oktanukleozid-

Uspehi himii 62 (4) 1993 427



metilfosfonat komplementaren akceptornomu sajtu splaj-
singa mRNK 4 i 5 HSV-1. Prakti~eski koli~estwennoe
podawlenie razmnoveniq wirusa (na 90 ± 95%) proishodilo
pod dejstwiem 75 mkM M-ON-8, dobawlennogo w sredu odno-
wremenno s wirusom ili do nego. Pri dobawlenii M-ON-8 w
sredu (koncentraciq 150 mkM) ~erez 1 ~ posle infekcii,
stepenx ingibirowaniq razwitiq wirusa ne prewy{ala 40%.
Odnowremenno s ingibirowaniem HSV proishodilo podaw-
lenie pod dejstwiem M-ON-8 sinteza rqda nizkomolekulqr-
nyh belkow kletki-hozqina na 10 ± 30%. Bolee togo,129

M-ON-8mog obrazowywatx kompleks dlinoj 6 par osnowanij
w akceptornom sajte splajsinga IEmRNK 4 i 5 genomaHSV-2
i wsledstwie |togo podawlqtx razmnovenie wirusaHSV-2 (na
70% pri koncentraciiM-ON-8 75mkM) takve horo{o, kak i
wirusa HSV-1. Krome togo, M-ON-8 mog obrazowywatx
~asti~nyj dupleks dlinoj 7 par osnowanij s mRNK belka L
VSV i posledowatelxnostx` 72 ± 80 mRNK b-globina kro-
lika. W sootwetstwii s |tim,M-ON-8 (150 mkM) ingibirowal
sintez belka L VSV na 85% pri razmnovenii w kletkah L
my{i i translqci` mRNK b-globina na 75 ± 78% w RRL in
vitro.166

Uweli~enie dliny antismyslowogo oligonukleotida i
snivenie ego koncentracii pozwolq`t polu~itx strogo
selektiwnoe ingibirowanie razmnoveniq wirusa. W rabo-
tah194, 204 bylo pokazano, ~to 15-zwennyj oligonukleotid
(koncentraciq w srede 200 ± 400 mM), kowalentno swqzannyj
30-koncom s poli-L-lizinom, specifi~eski ingibiruet (na
85 ± 98%) razmnovenie VSV, ne podawlqq pri |tom ni sintez
hozqjskih belkow, ni wirus |ncefalomiokardita. Funkciq
poli-L-lizina (molekulqrnaq massa 14000) sostoit w stimu-
lirowanii proniknoweniq antismyslowogo oligonukleo-
tida w kletku.

W otli~ie ot modelxnyh sistem, antismyslowye oligo-
nukleotidy in vivo mogut ingibirowatx razwitie wirusa na
l`boj stadii sozrewaniq. Naprimer, dlq wirusa immunodi-
ficita ~eloweka (HIV) mi{enx` dlq dejstwiq antismyslo-
wyh oligonukleotidow mogut bytx 50-konec wirusnoj RNK i
oblasti wseh iniciatornyh kodonow, u~astki wirusnoj RNK,
wowle~ennye w process splajsinga (donornye i akceptornye
sajty splajsinga), poliA-trakt. Krome togo, s pomo}x`
oligonukleotidow movno wozdejstwowatx na aktiwnostx
wirusnoj obratnoj transkriptazy, oblastx wirusnogo
genoma, otwetstwennu` za transaktiwaci` (TAR-oblastx) i
mnogie drugie |tapy sozrewaniq wirusa. W rabotah 196, 205

bylo pokazano, ~to naibolx{ee podawlenie razmnoveniq
wirusa HIV w kletkah Molt-3 nabl`daetsq pri wzaimodejst-
wii ON-20 s akceptornym sajtom splajsinga (5349 ± 5368)
tat III gena. Zatem po ~uwstwitelxnosti w otno{enii anti-
smyslowyh oligonukleotidow idut powtorq`}iesq posle-
dowatelxnosti, 50-netransliruemye oblasti mRNK wirus-
nyh belkow, poliA-trakt na 30-konce wirusnoj RNK.
Pokazano, ~to |ffektiwnostx podawleniq wirusa zawisit ot
dliny antismyslowogo oligonukleotida. Tak,ON-12, ON-15
i ON-20, komplementarnye posledowatelxnosti 5349 ± 5368,
ingibiru`t razwitie sinsitiq na 64, 64 i 73% pri koncent-
racii w srede 26.0, 19.7 i 15.4 mkM sootwetstwenno.

Oligonukleotidy, obrazu`}ie kompleksy s wirusnoj
RNK, soderva}ej nekomplementarnye osnowaniq na
30-konce oligonukleotida, qwlq`tsq horo{imi ingibito-
rami wirusnoj rewertazy. Tak, ON-26 i ON-14, obrazu`}ie
s wirusnoj RNK dupleksy s tremq i dwumq nekomplementar-
nymi osnowaniqmi na 30-konce oligonukleotida, podawlq`t
fermentatiwnu` aktiwnostx rewertazy HIV na 80 i 75%
sootwetstwenno. Podawlenie205 sinteza wirusnyh belkow p15
i p24 w prisutstwii |tihve nukleotidow proishodit li{x na
4 ± 8%.

Pri prowerke antiwirusnoj aktiwnosti 15- i 20-zwennyh
oligonukleotidow, soderva}ih modificirowannu` swqzx
(fosfotioaty, fosfobutilamidaty, fosfomorfolidaty,
fosfopiperazidaty) bylo obnaruveno, ~to ne tolxko anti-

smyslowye oligonuleotidy, no iON-20 so slu~ajnoj posle-
dowatelxnostx`, i gomooligomery takoj ve dliny
proqwlq`t anti-HIV aktiwnostx.196, 199, 200, 206, 207 Po
mneni` awtorow, zdesx wozmovny neskolxko mehanizmow
dejstwiq takih oligonukleotidow. Wo-perwyh, poskolxku
gomooligomery qwlq`tsq lu~{imi substratami dlq rewer-
tazy HIV, ~em geterooligomery, oni mogut wystupatx w
ka~estwe konkurentnyh ingibitorow wirusnoj rewertazy.
Wo-wtoryh, gomooligonukleotidymogut obrazowywatx neso-
wer{ennye protqvennye dupleksy, dostato~no stabilxnye
dlq ras}epleniq RNKazoj H. W-tretxih, ne iskl`~aetsq
sower{enno inoj mehanizm ingibirowaniq. Sleduet otme-
titx, ~to esli gomooligomery i ON so slu~ajnoj posledo-
watelxnostx` horo{o ingibiru`t razwitie HIV pri dobaw-
lenii ih w sredu odnowremenno s wirusom ili ve do nego, to
antismyslowye oligonukleotidy horo{o podawlq`t HIV i
w hroni~eski inficirowannyh kletkah.197, 199, 200 Takoe raz-
li~ie ob%qsnqetsq, po-widimomu, tem, ~to l`boj oligonu-
kleotid i wirus, dobawlennye w sredu odnowremenno ili s
malym interwalom (rannqq infekciq), ime`t bolx{e woz-
movnostej dlq wzaimodejstwiq (oligonukleotid movet
predotwra}atx proniknowenie wirusa w kletku, usiliwatx
dejstwie RNKazy H i t.d.). W rabote 197 pokazano, ~to na
rannih stadiqh infekcii wirusomHIV koncentraciq fosfo-
tioatnyh proizwodnyh oligonukleotidow (antismyslowogo
(S-ON-I), oligonukleotida, obrazu`}ego nesower{ennyj
dupleks s wosemx` mismat~ami (S-ON-II), i S-dA20), neobho-
dimye dlq podawleniq razwitiq sinsitiq primerno odina-
kowy. Pri hroni~eskoj infekcii dlq dostiveniq takogo ve
urownq ingibirowaniq trebuetsq uweli~enie koncentracii
S-ON-I w 3 raza, S-ON-II ± w 8 raz i S-dA20 ± w 11 raz.
Analogi~nye rezulxtaty byli polu~eny w rabotah.196, 206

Dlq podawleniq razwitiq wirusa HIV na 50% w hroni~eski
inficirowannyh kletkah neobhodima koncentraciq anti-
smyslowogo ON-20, rawnaq 12 mkg¢ml, ON-20 so slu~ajnoj
posledowatelxnostx` ± 46 mkg¢ml i (dA)20 ± 60 mkg¢ml. W
rabote 206 byl sdelan kompx`ternyj analiz dwuh slu~ajnyh
ON-20, proqwlqw{ih anti-HIV aktiwnostx i sluviw{ih
kontrolem dlq antismyslowyh ON-20, komplementarnyh
posledowatelxnostqm RNK HIV 5349 ± 5368 i 280 ± 299. Oka-
zalosx, ~to ON-20 so slu~ajnoj posledowatelxnostx` k
fragmentu 5349 ± 5368, movet obrazowywatx sower{ennyj
dupleks dlinoj 6 par osnowanij s u~astkom 917 ± 928 ili ve
dupleks dlinoj 12 par osnowanij, soderva}ij dwe nekano-
ni~eskie pary, s |toj ve posledowatelxnostx`. Slu~ajnyj
dlq posledowatelxnosti 280 ± 299 ON-20 movet obrazowy-
watx w oblasti 8421 ± 8437 libo 6-zwennyj dupleks, libo
dupleks dlinoj 17 par osnowanij s ~etyrxmq neprawilxnymi
parami. Krome togo, takie posledowatelxnosti kakT4, T5, A4

i A5 wstre~a`tsq w genomeHIV 49, 13, 149 i 50 raz sootwetst-
wenno. Takim obrazom, antiwirusnaq aktiwnostx <slu~aj-
nyh> oligonukleotidow i gomooligomerow movet bytx
swqzana s ih sposobnostx` obrazowywatx nesower{ennye
kompleksy s RNK HIV protqvennostx` 4 pary osnowanij i
bolee so stabilxnostx`, uve dostato~noj dlq dejstwiq
RNKazyH.

Oligonukleotidy s modificirowannoj fos-
fodi|firnoj swqzx` proqwlq`t bolee silxnu` antiwi-
rusnu` aktiwnostx, ~em oligonukleotidy s oby~noj fosfo-
di|firnoj swqzx`, nesmotrq na prakti~eski odinakowye
stabilxnosti dupleksow; O-ON-20 (Tm dupleksa 558C, opre-
delena pri koncentracii oligonukleotida 5 mkM) ingibi-
ruet sinsitij na 68% pri koncentracii w srede 100 mkg¢ml;
M-ON-20 (Tm dupleksa 51.58C, 5 mkM) ± na 90% (25 mkg¢ml);
S-ON-20 (Tm dupleksa 498C, 5 mkM) ± na 90% (25 mkg¢ml);
fosfobutilamidat-ON-20 (Tm dupleksa 458C, 5 mkM) ± na
100% (25 mkg¢ml).197, 199, 206, 207

Pri issledowanii anti-HIV dejstwiem antismyslowyh
oligonukleotidow s modificirowannoj fosfodi|firnoj
swqzx` (fosfotioaty i nukleozidmetilfosfonaty) bylo
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polu~eno bolx{oe koli~estwo |ksperimentalxnyh dannyh,
ukazywa`}ih na inoj mehanizm ingibirowaniq,
iskl`~a`}ij obrazowanie komplementarnogo kompleksa,
drugimi slowami, na sikwens-nezawisimoe podawlenie raz-
witiq wirusa. Tak, metilfosfonatnoe proizwodnoe 8-zwen-
nogo oligonukleotida d(CpCAATTCT) (modificirowany
pod~erknutye nukleotidy) komplementarnogo akceptor-
nomu sajtu splajsinga gena tat-3 HIV-1, specifi~eski
podawlqlo razwitie sinsitiq i aktiwnostx wirusnoj rewer-
tazy pri koncentracii 100 mkM. Sintez wirusnoj RNK
ingibirowalsq kak |tim 8-zwennym nukleotidom, tak i kom-
plementarnym emu oligonukleotidom (smyslowaq posledo-
watelxnostx).198

Pri issledowanii antiwirusnogo dejstwiq fosfotioat-
nyh proizwodnyh getero- i gomooligomerow bylo obnaru-
veno, ~to 14-zwennye fosfotioatnye analogi (25 mkM) oka-
zywa`t takoe ve ingibiru`}ee dejstwie (93 ± 95%), kak i
analogi~nye proizwodnye oligonukleotidow, powtorq-
`}ie posledowatelxnostx RNK HIV (78 ± 100%). Krome
togo, bylo obnaruveno, ~to opredelq`}im faktorom
qwlqetsq dlina fosfotioatnogo proizwodnogo:195, 199, 208, 209

ingibiru`}ee dejstwie oligocitidinfosfotioatow rastet
w rqdu d(pSC)<d(pSC)14<d(pSC)28. Predpolagaetsq, ~to
takie proizwodnye qwlq`tsq ingibitorami DNK-polime-
raznoj aktiwnosti obratnoj transkriptazyHIV. Wozmovno
takve, ~to pod dejstwiem fosfotioatnyh analogow oligonu-
kleotidow proishodit stimulirowanie produkcii interfe-
rona.195 W rabote 209 polnoe podawlenie reprodukciiHIV-1 w
H9 kletkah bylo polu~eno s pomo}x` fosfotioatnogo
proizwodnogo 27-zwennogo oligonukleotida (25 mkM), kom-
plementarnogo regulqrnomu genu rev HIV-1. Mehanizm stolx
|ffektiwnogo dejstwiq |togo proizwodnogo do konca ne qsen.
Fosfotioatnye analogi 20-O-metilribooligonukleotidow
dlinoj 10±30 zwenxew takve proqwlqli antiwirusnu` aktiw-
nostx, togda kak 20-O-metilirowannye oligoribonukleo-
tidy i ih dezoksianalogi ne podawlqli HIV w MT-4 klet-
kah.210

w. Ingibirowanie |kspressii genow in vivo

\kspressiq c-myc gena predstawlqet soboj horo{u`
modelx dlq izu~eniq ingibirowaniq |kspressii genow pod
dejstwiem antismyslowyh oligonukleotidow,211 ± 214 tak kak
wremq vizni c-myc mRNK i belkow 20±30 min. Dlq izu~eniq
|kspressii c-myc gena ispolxzu`t oby~no T-limfocity
periferi~eskoj krowi ~eloweka, stimulirowannye fitogem-
agl`tininom (FTG). Antismyslowye oligonukleotidy
dobawlq`t w sredu do koncentracii 30 mkM za 4 ~ do sti-
mulqcii T-limfocitow FTG. Kak pokazano w rabote,211 15-
zwennyj oligonukleotid, komplementarnyj perwym pqti
kodonam c-myc mRNK na 80% ingibiruet stimulirowannu`
mitogenom proliferaci` kletok, togda kak ON so slu~aj-
noj ili kodiru`}ej posledowatelxnostx` ne okazywaet
ingibiru`}ego dejstwiq na proliferaci` kletok. W
rabote 212 analogi~nyj pentadekamer wyzywal ponivenie
urownq sinteza c-myc belka na 50 ± 80%. Ingibirowanie
c-myc |kspressii swqzano s padeniem rosta kletok i induk-
ciej mieloidnoj differenciacii. Obrabotka HL-kletok
antismyslowymi 15-zwennymi oligonukleotidami (4 mkM,
378C), kotorye obrazu`t kompleksy, soderva}ie ot 2 do 12
neprawilxnyh par osnowanij (Tm 568C i 418C dlq sower{en-
nogo dupleksa i dupleksa s dwumq G�T-parami sootwetst-
wenno), ne priwodila k izmeneni` wremeni udwoeniq ~isla
kletok. W prisutstwii polnostx` komplementarnogo
nukleotida wremq udwoeniq ~isla kletok uweli~iwalosx
bolee ~em w 2 raza.

Strogo specifi~noe ingibirowanie |kspressii c-myc
gena antismyslowym 15-zwennym oligonukleotidom, kom-
plementarnym perwym pqti kodonam c-myc RNK, proisho-
dit, po-widimomu,213 iz-za togo, ~to soglasno rass~itannoj

wtori~noj strukture c-myc mRNK, sajt swqzywaniq ON-15
nahoditsq w oblasti petli, t.e. otkryt dlq wzaimodejstwiq s
ON-15. Specifi~eskoe podawlenie |kspressii c-myc gena,
swqzannoe s umenx{eniem i urownq c-myc belka, i c-myc
mRNK, bylo polu~eno s pomo}x` 17-zwennogo antismyslo-
wogo nukleotida, kowalentno swqzannogo s poli-L-lizi-
nom.214 Pri ispolxzowannyh koncentraciqh (menee 1 mkM)
ni slu~ajnyj, ni obrazu`}ij nesower{ennyj kompleks s
{estx` mismat~ami oligonukleotidy ne okazywali zna~-
itelxnogo ingibiru`}ego dejstwiq na |kspressi` c-myc
gena.

Krome pere~islennyh, su}estwuet ogromnoe koli~estwo
rabot, poswq}ennyh dejstwi` antismyslowyh oligonukleo-
tidow na razli~nye mRNK i geny, w kotoryh urowenx speci-
fi~nosti wzaimodejstwiq prosto ne opredelqlsq. Za ingibi-
ru`}im dejstwiem oligonukleotida sledili libo po
fermentatiwnoj aktiwnosti, naprimer, hloramfenikol:ace-
til transferazy,215 libo po wkl`~eni` 3H-TTP w Balb/c3T3
kletki posle inkubacii s oligonukleotidom protiw mRNK
PCNA.216

4. Wzaimodejstwie reakcionnosposobnyh proizwodnyh
oligonukleotidow s NK-mi{enqmi

Mehanizm ingibiru`}ego dejstwiq antismyslowyh
oligonukleotidow na razli~nye biohimi~eskie i mole-
kulqrno-geneti~eskie processy in vitro i in vivo wkl`~aet w
sebq kak odnu iz osnownyh stadij obrazowanie komplemen-
tarnogo kompleksa mevdu oligonukleotidom i NK-
mi{enx`. Kak bylo pokazano w predydu}ih razdelah, sta-
bilxnostx dupleksaON�NK-mi{enx qwlqetsq odnim iz opre-
delq`}ih parametrow dlq |ffektiwnogo ingibirowaniq kak
translqcii mRNK, tak i |kspressii genow.

Dlq sozdaniq bolee |ffektiwnyh ingibitorow konstrui-
ru`tsq proizwodnye oligonukleotidow, sposobnye obraz-
owywatx dupleksy powy{ennoj stabilxnosti. Tak, wwedenie
w oligonukleotid takih interkalqtorow kak akridin, N-(2-
-oksi|til)fenazinij, bromistyj |tidij priwodit k zna~-
itelxnoj stabilizacii dupleksa, odnako sam process kom-
pleksoobrazowaniq ostaetsq rawnowesnym. Krome togo,
horo{o izwestno, ~to transliru`}aq ribosoma obladaet
raspleta`}ej aktiwnostx`, t.e. sposobnostx` rasplawlqtx
dostato~no pro~nye dupleksy.153, 154 S drugoj storony, w
rqde rabot pokazano, ~to dlq podawleniq translqcii mRNK,
krome kompleksoobrazowaniq s antismyslowym oligonu-
kleotidom, neobhodima e}e RNKaza H. Odnako ne wse gete-
rodupleksy ras}eplq`tsq RNKazoj H. Naprimer, proiz-
wodnye oligodezoksiribooligonukleotidow s
modificirowannoj fosfodi|firnoj swqzx` (fosfotioaty)
o~enx ustoj~iwy w kletke i obrazu`t stabilxnye kompleksy
s RNK, kotorye ne qwlq`tsq substratami RNKazyH.

W swqzi s |tim bolee perspektiwnymi predstawlq`tsq
takie proizwodnye antismyslowyh oligonukleotidow, koto-
rye ne tolxko obrazowywali by pro~nyj dupleks s NK-
mi{enx`, no i powrevdali by molekulu nukleinowoj
kisloty za s~et sajt-naprawlennogo wzaimodejstwiq, dru-
gimi slowami, sodervali by reakcionnosposobnu` gruppu.
Pri |tom wozmovny neskolxko tipow reakcionnyh grupp,
kowalentno swqzannyh s antismyslowym oligonukleotidom:
1) alkiliru`}ie gruppy, priwodq}ie k obrazowani` kowa-
lentnoj swqzi mevdu oligonukleotidom i NK-mi{enx`;
2) fotoaktiwiruemye gruppy, dejstwie kotoryh induci-
ruetsq UF-oblu~eniem, w rezulxtate ~ego takve proishodit
obrazowanie kowalentnoj swqzi mevdu <adresowannym>
reagentom i nukleinowoj kislotoj; 3) ras}eplq`}ie
gruppy, t.e. takie gruppy kak Fe�EDTA, Cu�1, 10-fenantro-
lin, Fe (Co, Mn)�porfiriny, rezulxtatom dejstwiq kotoryh
qwlqetsq ras}eplenie saharofosfatnogo ostowa nukleino-
woj kisloty.
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Metody polu~eniq proizwodnyh oligonukleotidow,
swojstwa, su}estwennye dlq ih ispolxzowaniq, rezulxtaty
po naprawlennomu wozdejstwi` |tih proizwodnyh na NK-
mi{eni podrobno rassmotreny w obzorah.5, 9, 217 ± 222

Bolx{instwo issledowanij po sajt-naprawlennoj modi-
fikacii ili sajt-naprawlennomu powrevdeni`NK-mi{eni
wypolneno na modelxnyh matricah: sinteti~eskih oligo-
nukleotidah, gomopolimerah, korotkih fragmentah DNK
(do 400 osnowanij), tRNK, 16S rRNK s ispolxzowaniem
oligonukleotidow raznoj dliny. W |tih issledowaniqh pro-
demonstrirowany preimu}estwa ispolxzuemyh reakcion-
nosposobnyh grupp, ocenena |ffektiwnostx reakcii i podo-
brany uslowiq modifikacii. W nekotoryh rabotah byla
opredelena pozicionnaq naprawlennostx modifika-
cii.216 ± 220 Specifi~nostxmodifikacii (komplementacion-
naq to~nostx) izu~alasx tolxko w neskolxkih rabotah, koto-
rye i budut rassmotreny w |tom razdele.

Nekotorye dannye po to~nosti wzaimodejstwiq reagenta
i NK-mi{eni mogut bytx najdeny w serii rabot (sm.
obzory 2, 5, 9, 219, 221, 229) po sajt-naprawlennoj modifikacii
nukleinowyh kislot proizwodnymi oligonukleotidow,
kotorye sodervat N-2-hlor|til-N-metilaminofenilxnu`
gruppu, swqzannu` libo s 30-koncom oligonukleotida benzi-
lidenowoj swqzx`, libo s 50-koncom fosfamidnoj swqzx`.

Perwye |ksperimenty po sajt-naprawlennoj modifika-
cii prirodnyh NK (23S+16S rRNK E.coli) proizwodnymi
tetra-, penta- i geksaadenilatow, nesu}ih 20,30-O-[4-N-(2-
hlor|til)-N-metilamino]benzilidenowu` gruppu
(>CH7R7Cl) na 30-konce (Ap)n71A|>CH7R7Cl
(n 476),229 ± 231 prodemonstrirowali wysoko|ffektiwnu`
modifikaci` 16S+23S rRNK.Pri koncentracii reagentow,
menx{ej libo rawnoj koncentracii NK-mi{eni, ot 70 do
98% reagenta, prisutstwowaw{ego w reakcionnoj srede, ras-
hodowalosx na alkilirowanie RNK. Dannyj process ne
otli~alsq himi~eskoj izbiratelxnostx` ± modifikacii
podwergalisx wse osnowaniq, krome uridina.230 Stepenx
modifikacii 16S+23S rRNK sostawlqla 230 5 molx
(Ap)4A|>CH7R7Cl na 1 molx RNK pri 208S i okolo 30 ±
pri 58C. Soglasno analizu posledowatelxnosti, w 16S i 23S
rRNK otsutstwu`t fragmenty U5 i dlinnee, sposobnye
obespe~itx obrazowanie dostato~no protqvennogo dupleksa
s reagentom, a ime`tsq tolxko 3U4 i 24U3 posledowatelxno-
sti. Po-widimomu, reagenty tipa (Ap)n71A|>CH7R7Cl
(n 476) obrazowywali libo ~asti~nye dupleksy s U3- i
U4-posledowatelxnostqmi, libo nesower{ennye kompleksy,
wkl`~a`}ie U3- i U4-trakty. Zna~eniq Rx(kav) dlq swqzywa-
niq reagentow (Ap)n71A|>CH7R7Cl (n 476) s RNK,
najdennye w rabote,229 okazalisx blizki i sostawlqli
(3 ± 7)�105, 7�105 i (3 ± 7)�105 M71 dlq reagentow s n, rawnym 6,
5 i 4 sootwetstwenno. Srawnenie zna~enij Kx(kav) so zna~e-
niqmi Kx, ocenennymi po metodu,97 pokazalo, ~to Kx(kav)

primerno rawny Kx dlq dupleksa A4�U4.
Selektiwnostx sajt-naprawlennoj modifikacii nuklei-

nowyh kislot byla wperwye ocenena pri opredelenii to~ek
modifikacii drovvewoj tRNKVal

1 reagentom
d(pCpG)rA|>CH7R7Cl.232, 233 Bylo pokazano, ~to alkili-
rowani` w tRNKVal

1 podwerga`tsq tri osnowaniq, odinakowo
raspolovennye otnositelxno posledowatelxnosti CpG
tRNKVal

1 . Modifikaciq protekala w sostawe sledu`}ih
dupleksow:

Ostatok adenina w |tih dupleksah libo obrazuet nepra-
wilxnu` paru, libo ne u~astwuet w kompleksoobrazowanii.234

Wposledstwii podobnyj analiz to~nosti wzaimodejst-
wiq adresowannogo reagenta i NK-mi{eni byl proweden dlq
Cl7R7CH2NH-reagentow. W rabote 235 bylo pokazano, ~to

reagent Cl7R7CH2NH-p(dAACCA) izbiratelxno alkili-
ruet osnowanieG24tRNKPhe E.coli. Sudq po poloveni` to~ki
modifikacii, alkilirowanieG24 proishodit w sostawe neso-
wer{ennogo kompleksa sledu`}ego sostawa:

w to wremq kak u~astok molekuly tRNKPhe, k kotoromu
adresowalsq reagent, zanqt w obrazowanii wtori~noj struk-
tury.

Reagent Cl7R7CH2NH-p(dATTTTCA), polnostx` kom-
plementarnyj posledowatelxnosti w antikodonowoj petle
tRNKPhe, modificiruet tri ostatka guanina:236 G10, G24,
G28/29. Esli alkilirowanie G28/29 proishodit, skoree wsego,
w sostawe sower{ennogo dupleksa s wybrannoj posledowa-
telxnostx`, to G10 i G24, sblivennye wo wtori~noj i
treti~noj strukturah, podwerga`tsq modifikacii, po-widi-
momu, w sostawe nesower{ennogo kompleksa s sootwet-
stwu`}ej posledowatelxnostx` wD-petle.

Otno{enie skorostej adresowannoj i neadresowannoj (wne
kompleksa) modifikacij ( f ) dlq G24+G10 i G28/29 sostaw-
lqet 58 i 460 sootwetstwenno, t.e. urowenx nespecifi~eskoj
modifikacii rawen 2% dlqG10, G24 i menee 0.3% dlqG28/29.
Rezulxtaty analiza to~ek modifikacii tRNK ukazywa`t na
ogromnoe wliqnie prostranstwennoj struktury na selektiw-
nostx sajt-naprawlennoj modifikacii.

Interesnye rezulxtaty byli polu~eny w rabotah 150, 237

pri issledowanii sajt-naprawlennojmodifikacii 302-zwen-
nogo fragmenta DNK proizwodnymi ±NHCH27R7Cl i
>CH7R7Cl 6 ± 14-zwennyh oligonukleotidow. Pokazano,
~to blagodarq obrazowani` wnutrennej {pilki, u~astok
144 ± 149 polnostx` nedostupen dlq swqzywaniq reagenta
Cl7R7CH2NH-pd(TTCCC)rA, togda kak otkrytyj u~astok
261 ± 266 podwergaetsq modifikacii |tim reagentom. Byla
obnaruvena takve modifikaciq |togo fragmenta w sostawe
nesower{ennogo dupleksa s oligo-G-posledowatelxnostx`
wblizi ego 50-konca. Krome togo, nabl`dalosx alkilirowa-
nie G179, po-widimomu sblivennogo s u~astkom swqzywaniq
reagenta (261 ± 274).16, 149, 237 ± 239

Naibolee podrobno problema selektiwnosti sajt-
naprawlennoj modifikacii issledowana w serii
rabot 240 ± 244 na primere modifikacii 16S rRNK E.coli,
ime`}ej dlinu 1542 nukleotida, proizwodnymi oligonu-
kleotidow, nesu}imi na 30-konce gruppu >CH7R7Cl. W
stolx protqvennoj mi{eni, oblada`}ej dostato~no slov-
noj prostranstwennoj strukturoj, narqdu s posledowatelx-
nostqmi, polnostx` komplementarnymi oligonukleotid-
nomu adresu, mogut wstre~atxsq i nepolnostx`
komplementarnye fragmenty. Takie fragmenty mogut
bytx wyqwleny s pomo}x` specialxnoj programmy analiza
posledowatelxnostej nukleinowyh kislot ± kontekstnogo
analiza.245 Naprimer, reagent, komplementarnyj oblasti
771 ± 781, po dannym takogo analiza, movet obrazowywatx
nesower{ennye kompleksy, soderva}ie ne menee pqti kano-
ni~eskih par osnowanij, e}e s 12 u~astkami 16S rRNK.
Ocenka |nergii wzaimodejstwiq pokazywaet,240 ~to po kraj-
nej mere tri iz 12 nesower{ennyh dupleksa reagenta s
mi{enx`, ime`t stabilxnostx, ne silxno otli~a`}u`sq
ot stabilxnosti polnostx` komplementarnogo dupleksa, a
imenno dupleksy s posledowatelxnostqmi 442 ± 452, 663 ± 683
i 883 ± 893. \ksperimentalxno pokazano, ~to |tot reagent
dejstwitelxno modificiruet 16S rRNK po wosxmi u~astkam,
pri~em ~etyre iz nih modificiru`tsq primerno w odina-
kowoj stepeni (771 ± 781, 442 ± 452, 663 ± 673 i 883 ± 893). \to
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ozna~aet, po-widimomu, ~to dannyj reagent ne wzaimodejst-
wuet wsemi osnowaniqmi s polnostx` komplementarnym
u~astkom, tak kak u~astok komplementacii zanqt w formi-
rowanii wtori~noj struktury. Analogi~noe wliqnie pro-
stranstwennoj struktury na |ffektiwnostx sajt-naprawlen-
noj modifikacii bylo wyqwleno i pri alkilirowanii 16S
rRNK drugimi reagentami,240 ± 242 i pri sajt-naprawlennoj
modifikacii 235, 236 tRNKPhe.

W rabote 243 issledowano wliqnie temperatury i koncent-
racii reagenta na selektiwnostx modifikacii. Pri 208C s
rostom koncentracii reagenta ot 1.3 � 1071 do 2.5 � 1076 M
ob}aq predelxnaq stepenx modifikacii 16S rRNK wozra-
stala ot 0.05 do 0.62, togda kak dolq modifikacii w sowe-
r{ennom komplekse padala ot 0.38 do 0.22. Pri powy{enii
temperatury modifikacii ot 20 do 408C i koncentracii
reagenta 4 � 1075 M ob}aq stepenx modifikacii padala ot
2.57 do 0.64, odnako dolq modifikacii w sower{ennom
komplekse pri |tom wozrastala ot 0.24 do 0.35. Takim
obrazom, nesmotrq na slovnostx issleduemoj modeli, ee
modifikaciq takve opredelqetsq stabilxnostx` dupleksow,
obrazowannyh reagentom i NK-mi{enx`. Dopolnitelxnaq
stabilizaciq dupleksa 16S rRNK�reagent s pomo}x` wspo-
mogatelxnogo oligonukleotida-|ffektora (komplementar-
nogo u~astku 16S rRNK, neposredstwenno primyka`}emu k
u~astku swqzywaniq reagenta, nesu}ego na 50-konce ostatok
N-(2-gidroksi|til)fenaziniq i stabiliziru`}ego dupleks
za s~et kooperatiwnogo wzaimodejstwiq s reagentom 246) pri-
wela k bolee ~em dwuhkratnomu uweli~eni` doli modifika-
cii RNK w sostawe sower{ennogo kompleksa, ne zatragiwaq
pri |tom modifikaci` nesower{ennyh dupleksow.244

K sovaleni`, prakti~eski otsutstwu`t dannye po
izu~eni` selektiwnosti ingibirowaniq kakih-libo bio-
himi~eskih processow, proteka`}ih s u~astiem nukleino-
wyh kislot, s pomo}x` reakcionnosposobnyh proizwodnyh
oligonukleotidow. W swqzi s |tim movno upomqnutx li{x
dwe raboty, w kotoryh izu~alosx ingibirowanie translqcii
mRNK s pomo}x` reakcionnosposobnyh proizwodnyh
oligonukleotidow. W rabote 247 pokazano, ~to predwa-
ritelxnaq inkubaciq summarnoj mRNK kletok plazmoci-
tomy my{i MOPC 21 s Cl7R7CH2NH-proizwodnym
11-zwennogo oligonukleotida, komplementarnogo posledo-
watelxnosti legkoj cepi immunoglobulina G (kodiruet
izmenqemyj u~astok belka), priwodit k koli~estwennomu
podawleni` sinteza ne tolxko legkoj, no i tqveloj cepi
Ig7G w RRL.

Blizkie rezulxtaty byli polu~eny w rabote,221 w koto-
roj psoralenowye proizwodnye 12-zwennyh oligonukleoti-
dow ispolxzowali dlq podawleniq sinteza a- ili b-globinow
my{i w RRL. Reagent, polnostx` komplementarnyj a- ili
b-mRNK, podawlql sintez oboih globinow primerno w raw-
noj stepeni. Odnako awtory |tih rabot ne obsuvda`t
polu~ennye rezulxtaty s to~ki zreniq specifi~nosti wzai-
modejstwiq proizwodnyh antismyslowyh oligonukleotidow
s mRNK.

V. Zakl`~enie

Priwedennye w obzore dannye pokazywa`t, ~to problema
powy{eniq komplementarnoj to~nosti wzaimodejstwiq
RNK i DNK s antismyslowymi oligonukleotidami i ih
proizwodnymi qwlqetsq odnoj iz osnownyh pri izu~enii
sajt-naprawlennogo wzaimodejstwiq na nukleinowye
kisloty kak in vitro, tak i in vivo. Ime`}iesq k nastoq}emu
wremeni |ksperimentalxnye dannye po termodinamike sowe-
r{ennyh dupleksow i dupleksow so strukturnymi anoma-
liqmi, polu~ennye pri izu~enii wzaimodejstwiq modelxnyh
oligonukleotidow, pozwolq`t nadeqtxsq, ~to blagodarq
destabiliziru`}emu dejstwi` odnogo ili neskolxkih mis-
mat~ej, li{nih osnowanij ili petelx, movet bytx dostig-
nuto dostato~no selektiwnoe wzaimodejstwie mevdu NK-

mi{enx` i oligonukleotidom, komplementarnym wybran-
nomu u~astku.

Dlq slu~aq sajt-naprawlennoj modifikacii problema
powy{eniq komplementacionnoj to~nosti, w su}nosti, swo-
ditsq k iskl`~eni` iz sfery reakcii nesower{ennyh kom-
pleksow mevdu NK-mi{enx` i <adresowannym> reagentom.
Kak widno iz obsuvdaemogo materiala, w opredelennyh
slu~aqh w sistemah in vitro wysokoselektiwnoe wzaimodejst-
wie movet bytx dostignuto libo pri prowedenii modifika-
cii pri temperature, blizkoj temperature plawleniq
sower{ennogo kompleksa, libo pri ispolxzowanii dosta-
to~no nizkih koncentracij <adresowannogo> reagenta
(1078 ± 1079 M). Odnako pri |tom neobhodimo u~itywatx,
~to odnowremenno s powy{eniem selektiwnosti modifika-
cii budet umenx{atxsq stepenx alkilirowaniq nukleinowoj
kisloty po wybrannomu u~astku. Krome togo, w sistemah in
vitro powy{enie selektiwnosti sajt-naprawlennoj modifi-
kacii movet bytx dostignuto za s~et ispolxzowaniq oligo-
nukleotidow-|ffektorow, stabiliziru`}ih dupleks, kom-
plementarnyh posledowatelxnosti NK-mi{eni, prilega-
`}ej k sajtu swqzywaniq <adresowannogo> reagenta i
nesu}ih ostatki N-(2-oksi|til)fenazaniq na odnom ili
oboih koncah. Hotq w nastoq}ee wremq i dostignuty wpe~atl-
q`}ie uspehi po primeneni` |togo podhoda dlq powy{eniq
selektiwnosti i |ffektiwnosti sajt-naprawlennoj modifi-
kacii sinteti~eskih oligonukleotidow i fragmentow odno-
cepo~e~noj DNK s malowyravennoj wtori~noj strukturoj,
poka nedostato~no dannyh, ~toby polagatx, ~to |tot podhod
okavetsq stolx ve produktiwnym pri primenenii ego k
wysokomolekulqrnym NK, oblada`}im slovnoj pro-
stranstwennoj strukturoj.

O~ewidno, ~to pri ingibirowanii s pomo}x` antismys-
lowyh oligonukleotidow i ih proizwodnyh takih processow,
kak translqciq, transkripciq i drugie, proishodq}ih w
sistemah in vitro i tem bolee in vivo, to~nostx wozdejstwiq
opredelqetsq ne tolxko razli~iqmi w stabilxnosti sower-
{ennogo i nesower{ennogo kompleksow, no i prostranstwen-
noj strukturoj NK-mi{eni, wzaimodejstwiem antismyslo-
wyh oligonukleotidow s drugimi biopolimerami, u~astwu-
`}imi w izu~aemom processe, a takve mehanizmom, po
kotoromu protekaet ingibirowanie dannogo processa s
pomo}x` antismyslowogo oligonukleotida. Naprimer,
ingibirowanie translqcii proishodit za s~et togo, ~to
mRNK posle obrazowaniq dupleksa s antismyslowym oligo-
nukleotidom libo ras}eplqetsq RNKazoj H, libo terqet
sposobnostx k translqcii ribosomoj. Po|tomu wrqd li
movno rass~itywatx, ~to podhody, razrabotannye dlq
modelxnyh sistem, gde w ka~estwe matric ispolxzu`tsq
sinteti~eskie oligonukleotidy ili fragmenty odnoce-
po~e~nyh DNK mogut bytx |ffektiwny dlq powy{eniq
specifi~nosti ingibirowaniq ukazannyh wy{e processow.

Po mneni` awtorow dannogo obzora, metodologiq pod-
hodow dlq powy{eniq specifi~nosti naprawlennogo woz-
dejstwiq na geneti~eskij apparat nuvdaetsq w glubokih
fiziko-himi~eskih i biohimi~eskih issledowaniqh w
modelxnyh sistemah, ime`}ih razli~nye stadii processow,
kotorye obespe~iwa`t hranenie, umnovenie i realizaci`
nasledstwennoj informacii (replikaciq, transkripciq,
reparaciq, translqciq i dr.) w kletkah i wirusah. Wozmov-
nostx ustanowleniq perwi~noj struktury prakti~eski
l`byh nukleinowyh kislot obespe~iwaet celenaprawlennoe
sozdanie oligo- i polinukleotidnyh adresow k samym raz-
noobraznym u~astkam geneti~eskogo apparata viwyh orga-
nizmow i razrabotku na |toj osnowe nowyh podhodow k
powy{eni` selektiwnosti naprawlennogo wozdejstwiq,
kotorye u~itywa`t w polnoj mere kak osobennosti pro-
stranstwennoj struktury dannoj nukleinowoj kisloty i
nesower{ennye prqmye powtory wybrannyh u~astkow kom-
plementacii, tak i dannye po termodinamike sower{ennyh
i nesower{ennyh dupleksow.
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Takim obrazom, problema komplementacionnoj to~no-
sti wzaimodejstwiq antismyslowyh oligonukleotidow i ih
proizwodnyh s NK qwlqetsq na segodnq{nij denx odnoj iz
samyh ostryh problem w oblasti izu~eniq sajt-naprawlen-
nogo wozdejstwiq na nukleinowye kisloty.
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IMPERFECT DUPLEXES OF NUCLEIC ACIDS AND ITS BIOCHEMICAL APPEARANCE

M.A.Zenkova, G.G.Karpova

Novosibirsk Institute of Bioorganic Chemistry Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences

Prospekt Lavrent'eva, 8, 630090 Novosibirsk, Russian Federation, Fax +7(383 ± 2)35 ± 1665

This review analyzes experimental data on selectivity of nucleic acid interaction with antisense oligonucleotides and

antisense oligonucleotide derivatives, allowing the possibility of highly-specific actions on biochemical andmolecular-

genetical processes in living organisms. Theoretical evaluations of the specificity of nucleic acids interactions and

thermodynamic parameters of perfect and imperfect nucleic acid duplex formation are discussed in the review. Of

special interest is the specificity of RNA and DNA interactions with antisense oligonucleotides and antisense

oligonucleotide derivatives in the different model systems both in vitro and in vivo. Data on the antisense

oligonucleotide directed inhibition of the translation in vitro are analyzed. The influence of the secondary and high-

order structure of nucleic acids on the specificity and effectiveness of interactions with antisense oligonucleotides and

its derivatives is discussed.
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