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Ñîâðåìåííûé óðîâåíü ðàçâèòèÿ ñèíòåçà ìîäèôèöèðî-
âàííûõ îëèãî- è ïîëèíóêëåîòèäîâ íà àâòîìàòè÷åñêèõ
ÄÍÊ-ñèíòåçàòîðàõ, à  òàêæå óñïåøíûå ýêñïåðèìåíòû ïî
ïîäàâëåíèþ ðåïëèêàöèè è ýêñïðåññèè ðÿäà âèðóñîâ ñ ïî-
ìîùüþ àíòèñåíñîâûõ  îëèãîíóêëåîòèäîâ in vitro è in vivo
(cì. ïðèìåðû â îáçîðàõ [1, 2]) ïîçâîëÿþò ðàññìàòðèâàòü
ïîñëåäíèå êàê ïîòåíöèàëüíî íîâûé êëàññ òåðàïåâòè÷åñêèõ
ðåàãåíòîâ. Ïîä ïîíÿòèåì «àíòèñåíñîâûé (àíòèñìûñëîâîé)
îëèãîíóêëåîòèä» îáû÷íî ïîäðàçóìåâàåòñÿ ñèíòåòè÷åñêàÿ
îäíîñïèðàëüíàÿ íóêëåèíîâàÿ êèñëîòà, ñîñòîÿùàÿ èç 15�30
ìîíîíóêëåîòèäíûõ çâåíüåâ, ñïîñîáíàÿ ïðèâåñòè ê ïîäàâ-
ëåíèþ ñèíòåçà áåëêà çà ñ÷åò ñâÿçûâàíèÿ ñ îïðåäåëåííûì
êîìïëåìåíòàðíûì åé (ñìûñëîâûì) ó÷àñòêîì ìÐÍÊ ÷åðåç
ñïàðèâàíèå ïî òèïó Óîòñîíà�Êðèêà. Èìåííî ñèêâåíñ-ñïå-
öèôè÷åñêîå óçíàâàíèå öåëåâûõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò-ìè-
øåíåé ñèíòåòè÷åñêèìè îëèãîíóêëåîòèäàìè îòêðûâàåò
ïóòü ê ñîçäàíèþ íîâûõ ïîäõîäîâ â ôàðìàêîëîãèè.

Íåñìîòðÿ íà áîëüøîå êîëè÷åñòâî ïóáëèêàöèé â ïîñëå-
äíèå ãîäû ïî ñèíòåçó ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèñåíñîâûõ
îëèãîíóêëåîòèäîâ è èçó÷åíèþ èõ àêòèâíîñòè in vitro è in
vivo, àíòèñåíñîâàÿ òåõíîëîãèÿ ðàçðàáîòàíà ñëàáî. Ïðàêòè-
÷åñêè êàæäîå åå çâåíî (ñèíòåç è î÷èñòêà  ìîäèôèöèðî-
âàííûõ ïîëèíóêëåîòèäîâ â ïðåïàðàòèâíûõ è ñâåðõïðåïà-
ðàòèâíûõ ìàñøòàáàõ, ïðîíèêíîâåíèå ÷åðåç  êëåòî÷íûå
ñòåíêè è ìåìáðàíû, óñòîé÷èâîñòü ê äåéñòâèþ ôåðìåíòîâ
âíóòðè êëåòîê, âûñîêàÿ ñïåöèôè÷íîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ
àíòèñìûñëîâîãî ïîëèíóêëåîòèäà ñ öåëåâîé íóêëåèíîâîé
êèñëîòîé, åãî òîêñè÷íîñòü è ò.ä.) òðåáóåò äàëüíåéøåãî
ðàçâèòèÿ. Îñîáîå âíèìàíèå íåîáõîäèìî ïðè ðàçðàáîòêå
àíòèñåíñîâîé òåõíîëîãèè â ïðèìåíåíèè ê áàêòåðèÿì: ïî-
ëèíóêëåîòèäû â îáû÷íûõ  óñëîâèÿõ íå ñïîñîáíû ïðîíèê-
íóòü âíóòðü áàêòåðèé èç-çà îñîáåííîñòè «àðõèòåêòóðû»
ñòåíîê áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê, îñîáåííî âíåøíåãî ñëîÿ,
êîòîðûé íå ïðîïóñêàåò ãèäðîôèëüíûõ ñîåäèíåíèé. Ñîçäà-
íèå íîâûõ ïðîòèâîáàêòåðèàëüíûõ ëåêàðñòâ ÿâëÿåòñÿ êðàé-
íå âàæíîé çàäà÷åé: åñëè ðàíüøå ñ áàêòåðèàëüíûìè èí-
ôåêöèÿìè áîðîëèñü ñ ïîìîùüþ äåøåâûõ, ëåãêîäîñòóïíûõ

è ýôôåêòèâíûõ áàêòåðèàëüíûõ ïðåïàðàòîâ, òî ñåé÷àñ èç-
çà ïðèîáðåòåíèÿ áàêòåðèÿìè óñòîé÷èâîñòè êî ìíîãèì ëå-
êàðñòâåííûì ïðåïàðàòàì ýòà ïðîáëåìà âîçíèêëà âíîâü.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåí ñèíòåç ñåðèè àíòèñåíñî-
âûõ îëèãîäåçîêñèðèáîíóêëåîçèäòèîôîñôàòîâ (ÎÒÔ), ïðåä-
íàçíà÷åííûõ äëÿ  ïðîâåäåíèÿ  èññëåäîâàíèé ïî èíãèáè-
ðîâàíèþ  èìè   ðîñòà  ëåêàðñòâåííî-óñòîé÷èâûõ  øòàì-
ìîâ áàêòåðèé M. smegmatis  (êàê óïðîùåííîé ìîäåëè
Ìicobacterium tuberculosis [3]) in vitro  (òàáëèöà).

Âûáîð íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé àíòèñåíñî-
âûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ áûë ñäåëàí íà îñíîâå àíàëèçà èç-
âåñòíûõ ïåðâè÷íûõ ñòðóêòóð öåëåâûõ ìÐÍÊ-ìèøåíåé,
âòîðè÷íûõ ñòðóêòóð âûáðàííûõ äëÿ èññëåäîâàíèÿ ó÷àñò-
êîâ ÐÍÊ è ÎÒÔ, ñðàâíåíèÿ íà ñîâïàäåíèå âûáðàííûõ äëÿ
ñèíòåçà íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñ òàêîâûìè èç
áàíêà äàííûõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò [4] è äðóãèõ ôàêòîðîâ.

Ñèíòåç ÎÒÔ îñóùåñòâëÿëè íà  àâòîìàòè÷åñêèõ ñèíòåçà-
òîðàõ «Biosearch» (ìîäåëü 8700) ãèäðîôîñôîðèëüíûì èëè
àìèäîôîñôèòíûì ìåòîäàìè â ìàñøòàáå 1�10 ìêìîëü  è
«Applied Biosystems» (380 B) àìèäîôîñôèòíûì ìåòîäîì
â ìàñøòàáå 1ìêìîëü. Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ñòàíäàðòíûå
ìåòîäèêè áûëè èçìåíåíû ñ öåëüþ óâåëè÷åíèÿ âûõîäîâ
ìîäèôèöèðîâàííûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ.  Ââåäåíèå òèîôîñ-
ôàòíûõ ñâÿçåé ïðè àìèäîôîñôèòíîì ìåòîäå îñóùåñòâëÿ-
ëè ïîñòàäèéíûì îêèñëåíèåì îáðàçóþùåãîñÿ ìåæíóêëåî-
òèäíîãî ôîñôèòà 1%-ì ðàñòâîðîì 3H-1,2-áåíçîäèòèîë-3-
îí-1,1-äèîêñèäà â àöåòîíèòðèëå, êàê îïèñàíî â ðàáîòå [5],
èëè ïîñòñèíòåòè÷åñêèì îäíîñòàäèéíûì îêèñëåíèåì ìåæ-
íóêëåîòèäíûõ Í-ôîñôîíàòîâ ñâåæåïðèãîòîâëåííîé ñìå-
ñüþ ñåðû S8 (0.25 ã), ñåðîóãëåðîäà (2.4 ìë), ïèðèäèíà
(2.4 ìë) è òðèýòèëàìèíà (0.2 ìë) [6] â ãèäðîôîñôîðèëü-
íîì ïîäõîäå. Ïîñëå óäàëåíèÿ çàùèòíûõ ãðóïï ñ ãåòåðî-
öèêëè÷åñêèõ îñíîâàíèé è ìåæíóêëåîòèäíûõ ôîñôàòîâ àì-
ìèà÷íîé îáðàáîòêîé â òå÷åíèå 16 ÷ ïðè 55°  èëè 3 äíåé
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå öåëåâîé îëèãîíóêëåîòèä âû-
äåëÿëè îáðàùåííî-ôàçîâîé õðîìàòîãðàôèåé íà Ñ18-íîñè-
òåëÿõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ãðàäèåíòà àöåòîíèòðèëà. Óäàëåíèå
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ìåòîêñèòðèòèëüíûõ çàùèòíûõ ãðóïï ïðîâîäèëè ñ ïîìî-
ùüþ 80%-é óêñóñíîé êèñëîòû â òå÷åíèå 30 ìèí, ïîñëå
÷åãî îëèãîíóêëåîòèäû âûñàæèâàëè 95%-ì ýòàíîëîì è äè-
àëèçîâàëè â äèàëèçíûõ ìåøî÷êàõ Spectra/Por 6 Membrane
MWCO: 3500 (Spectrum). Îëèãîíóêëåîòèäû ïåðåâîäèëè â
íàòðèåâûå ñîëè, ïðîïóêàÿ èõ ÷åðåç Dowex (Na+) èëè âû-
ñàæèâàÿ 2%-ì ðàñòâîðîì ïåðõëîðàòà íàòðèÿ â àöåòîíå.
Êàê ïîêàçàëè ýêñïåðèìåíòû, ñèíòåç ÎÒÔ ñ äëèíîé îëèãî-
íóêëåîòèäíîé öåïè áîëåå 20 çâåíüåâ ëó÷øå ïðîâîäèòü
àìèäîôîñôèòíûì ìåòîäîì, ïðè êîòîðîì âûøå âûõîäû
íà ñòàäèè êîíäåíñàöèè, ÷èùå ðåàêöèîííàÿ ñìåñü è èñ-
êëþ÷åíî èñïîëüçîâàíèå ñåðîóãëåðîäà.

Â õîäå ïðåäâàðèòåëüíûõ ýêñïåðèìåíòîâ, ïðîâåäåííûõ
Ý. Ðàïàïîðòîì â Âóñòåðñêîì öåíòðå áèîìåäèöèíñêèõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ÑØÀ), ïî èíãèáèðîâàíèþ ðîñòà áàêòåðèé Ì.
smegmatis in vitro ñèíòåòè÷åñêèìè îëèãîíóêëåîòèäàìè íå
áûëî îáíàðóæåíî íèêàêîé àêòèâíîñòè. Äàæå ïðè êîíöåíò-
ðàöèè ÎÒÔ 25 ìêÌ ïîäàâëåíèå ðîñòà áàêòåðèé íå íà-
áëþäàëîñü. ÎÒÔ ñ êîâàëåíòíî ïðèñîåäèíåííûìè  ãèäðî-
ôîáíûìè  ãðóïïàìè,  íàïðèìåð ñòåàðîèëüíîé èëè äèìå-
òîêñèòðèòèëüíîé (îëèãîíóêëåîòèä 5, òàáëèöà), êîòîðûå
óñïåøíî èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè
àíòèñåíñîâûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ â äðóãèõ ñèñòåìàõ [7], è
ÎÒÔ, ìîäèôèöèðîâàííûå ïî ìåæíóêëåîòèäíûì ôîñôà-

òàì, â òîì ÷èñëå ñîäåðæàùèå ìåòèëôîñôîíàòíûå, ìåòîê-
ñèýòèëàìèäíûå, áóòèëàìèäíûå (4�6 â òàáëèöå, ãäå áóêâîé
«m» îòìå÷åíî ïîëîæåíèå ìîäèôèêàöèè) è äðóãèå ìåæ-
íóêëåîòèäíûå ñâÿçè, íå ïðîÿâëÿëè ïðîòèâîáàêòåðèàëüíîé
àêòèâíîñòè.

 Ïîäàâëåíèÿ ðîñòà áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê óäàëîñü äî-
áèòüñÿ ñ ïîìîùüþ àíòèñåíñîâûõ ÎÒÔ ïðè èñïîëüçîâàíèè
èõ ñîâìåñòíî ñ ýòàìáóòîëîì, äåéñòâèå êîòîðîãî ñâÿçàíî ñ
èçìåíåíèåì ñòðóêòóðû ñòåíîê áàêòåðèé. Èç âñåõ èñïûòàí-
íûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ â ïðèñóòñòâèè ýòàìáóòîëà â êîí-
öåíòðàöèÿõ 0.5�5 ìêã/ìë àêòèâíîñòü ïðîÿâëÿëè ëèøü îëè-
ãîíóêëåîòèäû, êîìïëåìåíòàðíûå îáëàñòè 1499�1552 èç
ask-asd îïåðîíà. Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ýòîé
îáëàñòè ÿâëÿåòñÿ âûñîêîêîíñåðâàòèâíîé ñðåäè ìèêîáàêòå-
ðèé è äðóãèõ áàêòåðèé è, êàê ïðåäïîëàãàåòñÿ, êîäèðóåò
àêòèâíûé öåíòð àñïàðòàò êèíàçû [8]. Àsk- è asd-áåëêè êà-
òàëèçèðóþò áèîñèíòåòè÷åñêèå ðåàêöèè, êîòîðûå âëèÿþò
íà öåëîñòíîñòü êëåòî÷íûõ ñòåíîê ìèêîáàêòåðèé. Ó÷èòûâàÿ
ýòè  ôàêòû,  ìû  ñèíòåçèðîâàëè  âîñåìü ÎÒÔ, êîìïëå-
ìåíòàðíî ïåðåêðûâàþùèõ ýòó îáëàñòü (cõåìà è òàáëèöà).

Îëèãîíóêëåîòèäû 10�12 â ñî÷åòàíèè ñ ýòàìáóòîëîì
ïðàêòè÷åñêè íå ïðîÿâëÿëè èíãèáèðóþùåãî ýôôåêòà (10�
20%). Íàèáîëåå àêòèâíûìè îêàçàëèñü ÎÒÔ 14�16: ïðè
êîíöåíòðàöèè ýòàìáóòîëà 0.5�5 ìêã/ìë îíè ïðèâîäèëè ê

Àíòèñåíñîâûé îëèãîäåçîêñèðèáîíóêëåîçèäòèîôîñôàò* Ìèøåíü Êîìïëåìåíòàðíûé ó÷àñòîê ãåíà

1. ATTCTCGTAGTCACCCCAATTGGACAT

2. CATCGCTCTCCTCGAGTG

M. smegmatis, ìÐÍÊ L-ëàêòàò-2-
ìîíîîêñèãåíàçû

875−901

860−877

3. AGCTTCGGATTCTGTTGCTGTGGTCAT

4. AGCTTCGGATTCTGTTGCTGTGGTCA(m)T

5. TrAGCTTCGGATTCTGTTGCTGTGGTCA(m)T

6. CCTAGTGTACCTGGCGAACGAAATCA(m)T

7. CATCGCTCTCCTCGAGTG

M. smegmatis, gltA ìÐÍÊ öèòðàò ñèíòàçû

313−339

êîíòðîëü

294−311

8. AGTGTATCCCATTTTCCCACATCCTTC

9. GTAAGTCATTCCACATTTCCCTTCTCC
Bacillus sp., ìÐÍÊ àìèíîòðàíñôåðàçû
D-àìèíîêèñëîò

140−166

êîíòðîëü

10. GTCCGAACCGCCGCGTCCCAG

11. GGCGACGGCCGTGGTGTCCGA

12. GTCCGAACCGCCGCGTCCCAGCGTGGT

13. GGCGACGGCCGTGGTGTCCGAACCGCC

14. TGCCGCAGCCACGGCGACGGCCGTGGT

15. TGCCGCAGCCACGGCGACGGC

16. TGCCGCAGCCACGGCGACGGCCGTGGTGTCCGAACC

17. GGCGACGGCCGTGGTGTCCGAACCGCCGCGTCCCAG

18. GATGGCGTCTTCCATGGGGATGTCCTCG

19. TACTCCGGTCAGGATGGCGTCTTCCAT

M. smegmatis,  îïåðîí àñïàðòàò êèíàçû è
àñïàðòàò ïîëóàëüäåãèä äåãèäðîãåíàçû
(ask-alpha, ask-beta, asd )

1505−1525

1520−1540

1499−1525

1514−1540

1526−1552

1532−1552

1505−1540

1517−1552

1795−1822

1808−1834

20. TGGGGCTGGCCATGTCTTCAC

21. CGCTTCATCCTGCCGTGTCGG

22. TGGCCATGTCTTCACCGCTTCATCCTG

23. CCATGTCTTCACCGCTTCATCCTG

M. tuberculosis, aroA ìÐÍÊ
åíîëïèðóâèëøèêèìàò-3-ôîñôàò ñèíòàçû

206−226

185−205

194−220

194−117

*Èíäåêñ d âî âñåõ îëèãîíóêëåîòèäàõ îïóùåí.
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çíà÷èòåëüíîìó (äî 90%) èíãèáèðîâàíèþ ðîñòà áàêòåðèé
ïðè êîíöåíòðàöèÿõ 2.5�10 ìêÌ.

Äëÿ ïðîäîëæåíèÿ ðàáîòû íàìè ñèíòåçèðîâàíû îëèãî-
íóêëåîòèäû 24�27 (ñõåìà), êîòîðûå îòëè÷àþòñÿ îò ýôôåê-
òèâíî èíãèáèðóþùèõ ðîñò áàêòåðèé M. smegmatis îëèãî-
íóêëåîòèäîâ 14 è 15 íàëè÷èåì 3'- èëè 3'- è 5'-ôîñôàòîâ.
Äëÿ ñèíòåçà òàêèõ îëèãîíóêëåîòèäîâ áûë èñïîëüçîâàí
5'-ôîñôàò ON ìîíîìåð (Cruachem) � ñîåäèíåíèå À, à äëÿ
ââåäåíèÿ  18-çâåííîé «íîæêè» (CH2CH2O)6  ñîîòâåòñòâóþ-
ùèé ìîíîìåð (Ñlontech) � ñîåäèíåíèå Á.

 Ïðè ñèíòåçå îëèãîíóêëåîòèä-3'-ôîñôàòîâ èñõîäíûé
ïîëèìåð ñ ëþáûì íóêëåîçèäîì êîíäåíñèðîâàëè ñ
cîåäèíåíèåì À,  çàòåì  ñ Á (åñëè ââîäèëè ëèíêåð) èëè c
íóêëåîçèä-3'-àìèäîôîñôèòîì.

Ïðè ñèíòåçå îëèãîíóêëåîòèä-5'-ôîñôàòîâ íåëüçÿ ïðè-
ìåíÿòü ñòàíäàðòíóþ ïðîöåäóðó âûäåëåíèÿ ïîëó÷åííîãî

îëèãîíóêëåîòèäà ñ ïîìîùüþ ÂÝÆÕ â îáðàùåííî-ôàçî-
âîì âàðèàíòå, èñïîëüçóÿ ãèäðîôîáíûå ñâîéñòâà ìîíîìå-
òîêñèòðèòèëüíîé ãðóïïû, ïîýòîìó äëÿ ïîâûøåíèÿ âûõîäà
êîíå÷íîãî ïðîäóêòà ìû óâåëè÷èâàëè ñòàíäàðòíóþ êîíöåí-
òðàöèþ À â 2 ðàçà.

Â äàëüíåéøåì ìû ïëàíèðóåì ê îëèãîíóêëåîòèäàì 24�
27  êîâàëåíòíî ïðèñîåäèíèòü ïî ôîñôàòíîé ãðóïïå íèçêî-
ìîëåêóëÿðíûå ëèãàíäû, óçíàâàåìûå áàêòåðèàëüíûìè ðå-
öåïòîðàìè, ÷òîáû äîáèòüñÿ ïðîíèêíîâåíèÿ ÎÒÔ â áàêòå-
ðèè áåç ó÷àñòèÿ ýòàìáóòîëà.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Ý. Ðàïàïîðòó çà ïðå-
äîñòàâëåííûå äàííûå ïî èíãèáèðóþùåé àêòèâíîñòè ñèí-
òåçèðîâàííûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ.

×àñòü ðàáîòû ïî ñèíòåçó ÎÒÔ âûïîëíåíà â Âóñòåðñ-
êîì öåíòðå áèîìåäèöèíñêèõ èññëåäîâàíèé (ÑØÀ) â ëàáî-
ðàòîðèè Ï. ×. Çàìå÷íèêà.
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5' ACCACGCTGGGACGCGGCGGTTCGGACACCACGGCCGTCGCCGTGGCTGCGGCA 3'

                  3'    GACCCTGCGCCGCCAAGCCTG 5'  (10)

                  3'                               AGCCTGTGGTGCCGGCAGCGG 5�(11)

          3' TGGTGCGACCCTGCGCCGCCAAGCCTG 5'  (12)

                                     3' CCGCCAAGCCTGTGGTGCCGGCAGCGG 5'  (13)

                                                   (14)   3' TGGTGCCGGCAGCGGCACCGACGCCGT 5'

                                                                 (15)  CGGCAGCGGCACCGACGCCGT

                                       (16)  CCAAGCCTGTGGTGCCGGCAGCGGCACCGACGCCGT

                    3'  GACCCTGCGCCGCCAAGCCTGTGGTGCCGGCAGCGG 5'  (17)

                                                      (24)            pCGGCAGCGGCACCGACGCCGT

                                                      (25)            pCGGCAGCGGCACCGACGCCGTp

                                                  (26)      pTGGTGCCGGCAGCGGCACCGACGCCGT

                                                 (27) pO(CH2CH2O)6pCGGCAGCGGCACCGACGCCGÒ
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