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ИЗМЕНЕНИЕ ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ СВОЙСТВ РЕСТРИКТАЗ 
ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ (2 /-5 /)ОЛИГОАДЕНИЛАТОВ in vitro 

3. Ю. Ткачук, Л. В. Ткачук, Ε. И. Квасюк, Г. В. Зайцева, 
Ε. Н. Калиниченко, И. А. Михайлонуло, Г. X. Мацука 

Введение. В последнее время значительно возрос интерес к изучению 
биохимических эффектов (2 /—5')олигонуклеотидов. On обусловлен в 
первую очередь установлен нем важной роли Б'-трифосфатов (2'— 
5') о л иго а деп и л о вой кислоты [ (2 '—5' ) рррАп, главным образом п=3] 
в качестве ключевого медиатора одного из каскадов биохимических со-
бытии, вызываемых интерфероном f l — З ] . Полагают, что путі, биохи-
мических превращений, включающий образование (2 '—5')рррА ? г , дает 
основной вклад в противовирусный эффект интерферона [1—3]. Одна-
ко этим не исчерпывается биохимическое значение указанных олигоаде-
нилатов. Было показано, что наряду с (2 '—5 ' )рррА п в клетках, обра-
ботанных интерфероном, присутствуют 57 - д е φ о с φ о ρ и л и ρ о в а н 11 ы е, «коро-
вью» (2'—5') ол пгоаденплаты ( (2 '—5' ) A n , главным образом п = 3) [4], 
количество которых, по-видимому, пе зависит от концентрации ( 2 ' - -
5')ρρρΑ?ι. Более того, (2'—5') A3 выполняют, по всей вероятности, само-
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стоятельные биологические функции, например, ингибируют синтез Д Н К 
в различных культурах клеток [5, 6 ] , обнаруживают антимитогенный 
эффект [7], повышают противоопухолевую активность клеток природ-
ных киллеров [8]. В результате интенсивных биохимических исследова-
ний было показано, что аналоги (2 '—5') Аз обнаруживают широкий 
спектр биологических свойств, по крайней мере в некоторых культурах 
клеток (см., например, работы [5, 6, 8 — 1 2 ] ) . 

Молекулярный механизм биологического действия ( 2 ' — 5 ' ) р р р А п 
заключается в связывании и последующей активации латентной эндо-
генной или индуцированной интерфероном эндорибонуклеазы, которая 
расщепляет м Р Н К и р Р Н К , ингибируя тем самым трансляцию [1—3, 
И , 12]. Относительно механизма действия (2 '—5') A3 и ее аналогов име-
ется значительно меньше данных. Н а примере аналогов (2'—5') A3, со-
д е р ж а щ и х известные антиметаболиты 9- ф-Л-ксилофуранозил) адепин 
((2 '—5')ху1оАз) и З ' -дезоксиаденозин ( (2 '—5 ' ) 3'(IA3) в качестве мопо-
мерных структурных единиц, было продемонстрировано, что они обна-
р у ж и в а ю т активность в отношении вируса герпеса простого типа 1 и 2 
в результате действия клеточных фосфодиэстераз , что приводит к обра-
зованию соответствующих нуклеозид-б ' -монофосфатов и нуклеозидов 
[10]. С другой стороны, в ряде работ убедительно было показано, что 
(2 /—57)Аз и ее З ' -дезоксианалог ( 2 / — У A A 3 обнаруживают биологи-
ческие эффекты к а к таковые [5—9, 12]. Следует подчеркнуть, что эти 
«коровые» тримеры имитируют многие эффекты действия интерферона 
на клетки [5—9]. Было показано также , что механизм действия «ко-
ровых» (2 '—5 ' )тримеров не обусловлен их б ' -фосфорилироваиием в 
клетке и активацией эндорибонуклеазы, которая , в свою очередь, не ак-
тивируется б ' -дефосфорилированными (2/—б7) тримерами [7, 11]. Д л я 
выяснения молекулярных механизмов функционирования «коровых» 
(2 '—5 ' )тримеров нами начаты исследования по изучению влияния этой 
группы соединений на функциональные свойства ферментов обмена нук-
леиновых кислот из различных источников. В настоящей работе изуче-
ны особенности функционирования ферментов рестрикции EcoRI9 
BamHI и HindIII в присутствии (2 '—5 ' )A 3 (I) и (2 '—5 ' )3 'dA 3 ( И ) . 

Материалы и методы. В работе использовали нативную Д Н К фага λ cl857s7, вы-
деленную из очищенных и концентрированных в градиенте плотности CsCl частиц фа-
га фенольной экстракцией по методу Кайзера и Хогнесса [13]. Синтез тримеров (I) 
и (II) осуществлен согласно данным работ [14] и [15] соответственно. Концентрацию 
исходных растворов олигоаденилатов определяли спектрометрически [14, 15]. В ра-
боте использованы ферменты рестрикции EcoRI, BamHI и HindIII производства Н П О 
«Фермент» (Вильнюс). Д Н К фага λ расщепляли, применяя следующие буферные раст-
воры: EcoRI — 100 мМ трис-HCl, р Н 7,5, 10 мМ MgCl2 , 50 мМ NaCl; BamHI- 6 мМ 
трис-HCl, рН 7,9, 6 мМ MgCl2 , 150 мМ NaCl, 0,02 %-ный тритон Х-100; HindIII-
10 мМ трис-HCl, р Н 7,4, 7 мМ MgCl2 , 60 мМ NaCl, б мМ 2-меркаптоэтанол. Буфер для 
рестрикции и растворы олигоаденилатов прогревали при 60 °С 15 мин для устранения 
случайных нуклеаз. Стандартную реакционную смесь, содержащую 2 мкг Д Н К фага λ, 
2 единицы активности фермента рестрикции и 0,1—10 мкг олигоаденилата в 30 мкл 
буферного раствора, инкубировали 1 ч при 37 °С. Реакцию останавливали прогре-
ванием реакционной смеси при 60 °С в течение 10 мин, затем добавляли 3 мкл 0,25 %-
ного раствора бромфенолового синего и наносили на агарозную пластинку [16]. В не-
которых экспериментах олигоаденилаты преинкубировали с ферментами рестрикции в 
соответствующем буферном растворе при 37 °С в течение 30 мин. Далее к смеси до-
бавляли Д Н К λ и инкубировали, как описано выше. Фрагменты Д Н К разделяли в 
0,8—1 % -ной агарозе («Serva», ФРГ) на пластинке при напряжении электрического 
поля 2 В /см в буфере, содержащем 0,04 M трис-HCl, рН 8,0, 0,02 M CH 3 COONa, 1 мМ 
ЭДТА, 18 мМ NaCl, и окрашивали в растворе бромистого этидия (1 мкг/мл) в тече-
ние 30 мин. Флюоресцирующие полосы Д Н К определяли и фотографировали на ульт-
рахемископе С-50 («San-Gabriel», США). 

Результаты и обсуждение. Н а м и найдено, что ферменты рестрик-
ции EcoRIt BamHI и HindIII в присутствии некоторых (2 '—5 ' )олигоаде-

106 БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА.— 1 9 8 9 . - Т . 5, № 2 



пилатов теряют свою сайт-специфичпость и функционируют подобпо 
неспецифическим Д Н К а з а м . Этот эффект зависит от структуры (2/— 
5 ' )олигоаденилата, его концентрации и типа рестриктазы. Так, обработ-
ка Д Н К фага λ ферментом EcoRI в присутствии тримера (II) приводит 
к практически полному, неспецифическому гидролизу Д Н К фага λ 
(рис. 1, дорожка 4). В аналогичных условиях в присутствии тримера 
(I) фермент полностью сохраняет свою сайт-специфичность (дорожка 

Рис. 1. Анализ расщепления Д Н К фа-
га λ ферментами рестрикции в при-
сутствии тримеров: 1 — контроль ре-
стрикции Д Н К фага λ ферментом 
EcoRI; 2 — преинкубация EcoRI с 
тримером (II) и последующее рас-
щепление Д Н К фага λ; 3, 5 — р а с -
щепление Д Н К фага λ ферментом 
EeoRI в присутствии тримера (I ) ; 
4 — то ж е в присутствии тримера 
( I I ) ; 6 — контроль рестрикции Д Н К 

фага λ ферментом BamHI; 7,8 — 
преинкубация BamHI с тримерами 
(II) и (I) соответственно и последу-
ющее расщепление Д Н К фага λ; 9, 
10 — расщепление Д Н К фага λ фер-
ментом BamHI в присутствии триме-
ров (II) и (I) соответственно 
Fig. 1. Electrophoretic analysis of 
DNA phage treated with restriction 
endonucleases EeoRI and BamHI in 
the presence of (2'-5') A3 (I) and * ρ ,· /· г с ;? с Λ * о 
(2 ' -5 ' )3 'dA 3 ( I I ) . / - D N A λ treated ; '' 'у 7 ' ' 

with EeoRI preincubated, control; 2— DNA λ treated with EeoRI preincubated with 
( I I ) ; 3— DNA λ treated with EeoRI preincubated with (I) ; 4 — DNA λ treated with 
EeoRI in the presence of ( I I ) ; 5 — D N A λ treated with EeoRI in the presence of ( I ) ; 
6 — DNA λ treated with BamHI, control; 7 — D N A λ treated with BamHI preincubated 
with ( I I ) ; 8 — DNA λ treated with BamHI preincubated with ( I ) ; 9 — DNA λ treated 
with BamHI in the presence of ( I I ) ; 10 — DNA λ treated with BamHI in the presence 
of (I) 

5). Эта картина сохраняется при проведении предварительной инкуба-
ции EcoRI с (2/—5/)олигомерами (I) и (II) и последующей обработки 
Д Н К фага λ (дорожки 3 и 2), Проведенный эксперимент не позволяет 
дать ответа на вопрос, с каким компонентом — ферментом или Д Н К — 
взаимодействуют (2/—5')тримеры. В случае фермента BamHI имеет 
место несколько иная картина. Следует отметить, что полученные нами 
данные по рестрикции Д Н К фага λ под действием фермента BamHI 
отличаются от стандартных, описанных в каталоге фирмы «Promega 
corporat ion 85'86», по причине отличия экспериментальных условий (для 
сравнения см. обзор [17]) . Подобно EcoRI преинкубация BamHI с три-
мером (II) и последующая обработка Д Н К приводит к полному рас-
щеплению Д Н К фага λ (дорожка 7). Однако обработка Д Н К фермен-
том BamHI без преинкубации в присутствии тримера (II) дает в ре-
зультате промежуточные сведения, где проявляется и сайт-специфиче-
ская и неспецифическая Д Н К а з н а я активность (дорожка 9). Этот ре-
зультат позволяет предположить, что тример (II) взаимодействует с 
ферментом, в результате чего сайт-специфичность исчезает полностью, 
как это имеет место в случае преинкубации тримера (II) и BamHI1 или 
она нарушается частично. В последнем случае при одновременном сме-
шивании всех компонентов реакции Д Н К фага λ, по-видимому, т а к ж е 
взаимодействует с тримером ( I I ) , что приводит к ослаблению действия 
тримера (II) на фермент. Таким образом, следует предположить воз-
можность взаимодействия тримера (II) как с BamHIy так и Д Н К фага 
λ. Более сложная ситуация возникает в случае с тримером (I ) , а имен-
но: в результате преинкубации фермента с тримером (I) наблюдается 
ингибировапие последующей реакции с Д Н К фага λ (дорожка 8). В от-
сутствие преинкубации сохраняется картина рестрикции, характерная 
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для BamHI (дорожки 6 и 10). Последние результаты подтверждают 
сделанное выше предположение, что (2'—5')тримеры могут взаимодей-
ствовать как с ферментом, так и с Д Н К фага λ. В целом обнаруженные 
эффекты логически приводят к необходимости изучения концентрацион-
ной зависимости влияния (2/—5')олигомеров па ферменты рестрикции. 

На рис. 2 приведены результаты изучения влияния концентрации 
(2 '—5 ' )олигомеров па примере BamHI. Суммируя эти результаты, еле-

Рис. 2. Диализ расщепления Д Н К фага λ ферментом рестрикции BamIiI в присутствии 
различных количеств тримеров: 1 — Д Н К фага λ, контроль; 2, 3—преинкубации фер-
мента с ! и О,I мкг гримера (И) соответственно и последующее растепление Д Н К 
фага /.; 4, 5 — преинкубация фермента с 1 и 10 мкг тримера (I) соответственно и по-
следующее расщепление ZIHK фага λ; 6 — контроль рестрикции Д Н К фага λ фермен-
том; 7, 8 — обработка Д Н К фага λ ферментом в присутствии 0,1 и 0,5 м;:г тримера 
(II) соответственно; 9, 10 — то же в присутствии 1 и 5 мкг тримера (I) соответст-
венно 
Fig. 2. EIectrophoretic analysis of DNA λ treated with restriction cndonucleasc BumHI 
in the presence of (2'-5')A3" (I) and (2 /-5 /)3 /dA3 (II) with different concentrat ions: 1 — 
DNA λ, control; 2 — DNA λ treated with BamHI preincubated with (II) (1 (ug); 3 — 
as in 2, but with 0.1 μ«; of ( I I ) ; 4 — as in 2, but with 1 Mg of f l ) ; 5— as in 4, but with 
10 μ £ of (I) ; 6 — DNA λ treated with BamHIf control; 7 — ;is in 6, but with 0.1 tig 
of ( I I ) ; 8 — as in 7, but with 0.5 ,ug of ( I I ) ; 9 — as in 8, but with 1 ,ug (,f ( I ) ; 10 — 
as in 8, but with 5 μ g of (I) 

Рис. 3. Анализ расщепления Д Н К фага λ ферментом рестрикции IIiiulIII в присутствии 
различных количеств тримеров: 1 — Д Н К фага λ, контроль; 2, 3 — расщепление Д Н К 
фага λ в присутствии 1 и 0,1 мкг тримера (II) соответственно; 4, 5, б—расщепление 
Д Н К фага λ в присутствии 1, 0,1 и 10 мкг тримера (I) соответственно; 7 — контроль 
рестрикции Д Н К фага λ ферментом 
Fig. 3. Electrophoretic analysis of DNA λ treated with restriction endonuclease IIindIlI 
in the presence of (2 /-5 /)A3 (I) and (2 ' -5 ' )3 ' dA3 (II) with different concentrat ions: 
1 — DNA λ, control; 2, 3 — DNA λ incubated with HindIII in the presence of 1 and 
0.1 μ g of ( II) , respectively; 4, 5, 6 — DNA λ incubated with HindIII in the presence 
of 1, 0.1 and 10 μ£ of (I),- respectively; 7 — D N A λ treated with HindIII, control 

дует отмстить следующее. Во-первых, тример (II) является приблизи-
тельно па порядок более эффективным активатором песпецифической 
Д Н К а з п о п активности в сравнении с природным тримером ( I ) . Во-вто-
рых, оба тримера в низких концентрациях ингибируют фермент BamHL 
Более детальное исследование обнаруженных эффектов позволит найти 
концентрационные диапазоны (2/—5')олигоаденилатов, определяющие 
оба эффекта , а т а к ж е механизм влияния па рестриктазы и Д Н К . Отме-
ченные закономерности для BamHI в целом сохраняются и для фер-
мента HindIII (рис. 3) . Однако в случае HindIII подобно EcoRI не 
наблюдалось шнибировапия сайт-специфической рестриктазной актив-
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пости. Проведение реакции Д Н К фага λ с HindIII в присутствии 0,1 мкг 
тримера (II) не приводит к нарушению сайт-специфичности фермента 
(дорожка 3). При увеличении в 10 раз количества тримера (II) HindIII 
функционирует как песпецифпческая Д Н К а з а (дорожка 2). Аналогич-
ные закономерности наблюдаются и при использовании тримера ( I ) , 
однако в этом случае необходимы более высокие его концентрации 
(приблизительно па порядок) (дорожки 4—6). 
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S u in m a г у 

It is found thai «.core» t r imers of (2'-5') o l igoadenyl ic acid, viz., (A2'p) 2A and 
(3 'dA2'p) v3'dA, exert an influence on func t iona l proper t ies of restr ict ion enzymes 
EcoRI , BumHI,. and HimlIII. The presence of (2 ' -5 ' ) t r imers in the react ion mixture con-
ta in ing DNA and the restr ict ion enzyme resul t s in (i) an inhibit ion of the restr ic t ion 
reaction, (ii) site-specific restr ict ion of DNA λ, or (iii) nonspecif ic hydro lys is of DNA λ. 
Iu the last case restr ict ion enzymes funct ion as nonspecif ic DNAses. 
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Представленное описание инициаторных элементов репликации имеет и приклад-
ную направленность, связанную с возможностью трансформации высших растений с 
помощью автономных генетических структур на основе репликативных векторов рас-
тений и образования в клетках растений минихромосом. На фоне успехов получения 
трансгенных растений на основе интегративных векторов рассмотрены подходы к ре-
шению проблемы репликативных векторов растений. 

Рецензируемая книга Е. И. Черепенко и А. П. Галкина впервые в мировой литера-
туре суммирует данные изучения инициаторных элементов репликации различных реп-
ликонов прокариот и эукариот, написана на высоком профессиональном уровне и не-
сомненно представляет интерес для широкого круга специалистов по молекулярной био-
логии. 

В. М. КРУТИКОВ 

от РЕДАКЦИИ 
В статье Л . П. Бучацкого, О. М. Филенко «Некоторые физико-химические свойства 
Д Н К вируса денсонуклеоза комаров», опубликованной в журнале «Биополимеры и 
клетка» в 1988 г. (т. 4, № 5), на странице 256 допущена опечатка. Следует читать: 
«... молекулярная масса изолированной одноцепочечной Д Н К В Д К составляет 1,5· IO6; 
и «Средний размер Д Н К В Д К составил 1,5 мкм (рис. 4) , что соответствует молеку-
лярной массе Д Н К 1,4· IO6 [17]». 
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