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Представлены данные по расщеплению tat-PHK ВИЧ-1 in vitro с помощью рибози­
ма модели «головка молотка». Описываемый рибозим проявлял магний-зависи­
мую каталитическую активность только в присутствии моновалентных кати­
онов и полиаминов. 

Введение. Рибозимы представляют собой молекулы РНК, обладающие 
разнообразными каталитическими активностями и, в частности, способно­
стью разрывать фосфодиэфирную связь в молекулах РНК-субстрата [1 ]. 
Первоначально молекулы РНК с такими свойствами были обнаружены в 
составе небольших сателлитных и вироидных РНК растений [2]. Впослед­
ствии была продемонстрирована возможность разделения субстратной и 
каталитически активной частей рибозима на две полирибонуклеотидные 
цепи и способность такого «искусственного» рибозима к межмолекулярному 
(in trans) разрезанию РНК-субстрата [3]. Анализ вероятной вторичной 
структуры позволил авторам работы [4] создать модель рибозима «головка 
молотка», универсальность и эффективность которой нашли убедительное 
подтверждение в модельных экспериментах in vitro. Эта работа послужила 
основанием для многочисленных исследований по практическому примене­
нию рибозимов для подавления экспрессии различных генов in vitro и in 
vivo. Несомненный интерес представляла перспектива использования рибо­
зимов в качестве антивирусного агента. Так, в нескольких работах была 
показана возможность рибозим-опосредованного подавления репродукции 
вируса иммунодефицита человека (ВИЧ-1) в различных культурах клеток 
человека [5, 6 ] . Не всегда, однако, использование рибозима было эффек­
тивно [7], что указывает на необходимость дальнейших фундаментальных 
исследований в этой области. 

В настоящей работе представлены данные по специфической деструк­
ции tat-PHK вируса ВИЧ-1 с помощью синтетического рибозима по модели 
«головка молотка» в системе in vitro. Показана биологическая активность 
рибозима в физиологических условиях. 

Материалы и методы. Ферменты для клонирования получены от фирмы 
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Рис. 1. Фрагмент tat-РНК у сайта расщепления и последовательность рибозимной РНК 
Рис. 2. Анализ продуктов расщепления tat-PHK рибозимом в денатурирующем 6 %-м 
полиакриламидном геле: 1 — инкубация tat-VHK в отсутствие рибозима; 2 — инкубация 
tat-PHK с рибозимом при добавлении 125 мМ калия ацетата; 3 — то же при добавлении 200 
мМ калия ацетата и 2 мМ спермидина. Положения маркерных фрагментов, РНК-субстрата и 
продуктов реакции указаны справа 

«Ферментас МБИ» (Вильнюс, Литва). РНК-полимераза фага Т7 выделена в 
нашей лаборатории из штамма-продуцента HMS-174, содержащего плазми-
ду рAR1219 [8], по оригинальной методике. Дезоксиолигонуклеотиды, 
соответствующие последовательности рибозима (рис. 1), синтезированы на 
ДНК-синтезаторе DNA Assembler Special фирмы «Фармация» (Швеция). 
После очистки в 15 %-м денатурирующем полиакриламидном геле и 
гибридизации полученный дезоксиолигонуклеотидный дуплекс клонировали 
в транскрипционном векторе pGEM-4Z (Promega) по сайтам HindiII и Pstl. 
Фрагмент tat-гена размером 384 пары нуклеотидов (п. н.), полученный в 
результате рестрикции плазмиды рВН10 [9] эндонуклеазами EcoRI и 
Eco47.I, клонировали в векторе pGEM-3Z по сайтам EcoRI и Smal. 

Препаративную транскрипцию линеаризованых ДНК-матриц проводи­
ли в 100 мкл реакционной смеси следующего состава: 40 мМ трис-HCl, рН 
7,5, 6 мМ MgCl2 , 0,5 мМ каждого рибонуклеотидтрифосфата (АТФ, ГТФ, 
УТФ, ЦТФ), 50 мкКи 3 2 Р-а-АТФ, 10 мМ дитиотреитол, 10 мМ NaCl, 5 мкг 
плазмидной ДНК-матрицы и 10 мкг РНК-полимеразы фага Т7. Реакцию 
осуществляли в течение 90 мин при 34 °С и останавливали добавлением 
равного объема фенола. РНК-транскрипт осаждали добавлением 2 М аммо­
ния ацетата и 2,5 объема этанола. 

Каталитическую активность рибозима проверяли в 10 мкл реакционной 
смеси следующего состава: 40 мМ трис-HCl, рН 7,5, 10 мМ MgCl2> 1 мкМ 
РНК-субстрат, 8 мкМ рибозимной РНК, калия ацетат и спермидин, как 
указано в подписи к рис. 2. Перед добавлением MgCl2 реакционную смесь 
прогревали в течение 2 мин при 80 °С, охлаждали на льду и после 
добавления MgCl2 инкубировали при 34 °С (60 мин). Реакцию останавлива­
ли добавлением 5 мкл смеси 90 %-го формамида, 30 мМ ЭДТА и 0,02 %-го 
ксиленцианола. Продукты реакции анализировали электрофорезом в 6 %-м 
полиакриламидном геле, содержащем 8 М мочевину и 0,09 М трис-боратный 
буфер. Авторадиографию осуществляли при -70 °С. Активность рибозима 
определяли, измеряя черенковское излучение продуктов реакции, вырезан­
ных из геля. 

Результаты и обсуждение Мы сконструировали рибозим, специфичный 
к участку первого экспрессирующегося экзона tat-PHK (точка расщепления 
соответствует позиции 5375 п. н, последовательности ВИЧ-1 изолята ВН 
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10,2 [9] ), основываясь на модели «головка молотка» (рис. 1). Выбор 
конкретной модели обусловлен, во-первых, небольшими размерами рибо-
зимных РНК этого типа и, следовательно, требуемых синтетических дезок-
сиолигонуклеотидов и, во-вторых, тем, что эта модель наиболее широко 
опробована в системах in vitro и in vivo [10, 11]. За некоторыми исключе­
ниями, эта модель рибозима успешно функционировала с различной сте­
пенью эффективности в экспериментах по деструкции РНК-мишеней и 
супрессии разнообразных генов [12—14]. Тем не менее, нам не удалось 
выявить каталитической активности сконструированного рибозима в реак­
ционных условиях, характерных для рибозимов этого типа: 50 мМ трис-
НС1, рН 8,0, 20 мМ MgCl2, температура 45—50 °С, 60 мин, при эквимоляр-
ном соотношении РНК-субстрата и рибозима. Более того, продукты реакции 
не обнаруживались в этих условиях даже при существенном увеличении 
длительности инкубации (2 ч при 50 °С или 14 ч при 34 °С ). Отсутствие 
каталитической активности рибозима могло быть обусловлено, в частности, 
тем, что последовательность рибозима, комплементарная субстратной РНК 
(рис. 1),— в сумме она составляла 16 п. н. — была слишком коротка для 
поддержания комплементарной структуры при повышенных температурах. 
Однако ни при 34, ни при 20 °С нам не удалось выявить каталитическую 
активность рибозима в указанных реакционных условиях. 

Добавление в реакционную смесь моновалентных катионов (калия 
хлорида, калия ацетата) в физиологических концентрациях (100—300 мМ) 
приводило к активизации каталитической способности рибозима, и при 
восьмикратном избытке рибозимной РНК по отношению к РНК-субстрату 
эффективность реакции составляла около 10 % (рис. 2, дорожка 2). 
Добавление спермидина в концентрациях 1—5 мМ при тех же условиях 
давало тот же результат. Совместное добавление в реакционную смесь 
моновалентных катионов и спермидина удваивало эффективность реакции 
(рис. 2, дорожка 3). При этом около 20 % исходной субстратной tat-PHK 
переходило в продукты реакции: 5'-фрагмент размером 280 н. о. и З'-фраг-
мент размером 116 н. о. 

Таким образом, сконструированный нами рибозим проявлял каталити­
ческую активность при физиологических условиях (рН, ионная сила, 
температура, присутствие полиаминов), хотя эффективность реакции была 
все же невелика даже в условиях восьмикратного избытка рибозима. 

Работа финансировалась из Государственного фонда фундаментальных 
исследований при ГКНТ Украины, регистрационный № 5.3/189. 

Л. М. Бургяновський, А. Д. Швед 

Специфічна деструкція tat-PHK ВІЛ-1 in vitro за допомогою каталітично активного 
полірибонуклеотиду (рибозима) 

Резюме 

Наведено дані стосовно розщеплення tat-PHK ВІЛ-1 in vitro за допомогою рибозима моделі 
«головка молотка». Згаданий рибозим виявляв магній-залежну каталітичну активність лише у 
присутності моновалентних катіонів поліамінів. 

L. N. Buryanovsky, A. D. Schved 

In vitro specific cleavage of HIV-1 tat-RNA by catalytically active polyribonucleotide, ribozyme 

Summary 

The hammerhead type ribozyme-mediated cleavage of tat-RNA of human immunodeficiency virus type 1 
data are presented. The ribozyme activity was appeared in magnesium-dependent manner at moderate 
temperature in the presence of monovalent cations and/or polyamines. 
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