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ИНДУКЦИЯ Са2+-дсРНК СИНТЕЗА ИНТЕРФЕРОНА 
В МОЗГУ, ПОВЫШЕНИЕ . АКТИВНОСТИ 2-5А-СИНТЕТАЗЫ, 

ПРОТЕИН КИНАЗЫ р67К

ЗАХАРЯН Р. А., ГЕВОРКЯН М. Г.
Институт экспериментальной биологии АН Армении, Ереван

Интерферон индуцирует в клетке появление активности двух 
ДсРНК-зависпмых ферментов рррА (2’ р 5’ А) синтетазы (2-5А-синте- 
таза) и специфической протеинкиназы (р67К), фосфорилирующей бе­
лок с Мг 67 кД в мышиных клетках и р72К, фосфорилирующей бе­
лок с Мг 72 кД в человеческих клетках [I, 2]. Титр интерферона в 
крови, индуцированного введением деРНК, относительно быстро сни­
жается за достаточно короткий период времени. Повышение же ак­
тивности вышеуказанных ферментов, наблюдаемое в течение относи­
тельно долгого времени, свидетельствует о продолжающем специфи­
ческом воздействии индуцированного интерферона на те или иные 
ткани организма [3. 4]. Са2+-дсРНК впервые in vivo был применен 
нами как эффективный противовирусный препарат, в том числе и при 
ретровирусном поражении клеток костного мозга [5, 6]. Кальциевый 
препарат двуцепочечной РНК подавлял сорбцию вируса на плазмати­
ческой мембране клетки и ингибировал активность фермента обрат­
ной ревертазы.

Ранее нами также было показано, что Са2+-соль деРНК, полу­
ченной из плаценты человека, по сравнению с обычно используемой 
натриевой формой и с комплексом ДЭАЭ-декстран-дсРНК, индуциро­
вала в мозгу достаточно высокий титр интерферона, по-виднмому, 
проникая в мозг через ГЭБ [7]. Одновременно было также показано, что 
Са2|-дсРПК на порядок выше связывается с клетками костного мозга, 
HeLa, чем натриевая соль и обнаруживается в ядрах практически всех 
■обработанных клеток.

В настоящем исследовании были изучены характер образования 
эндогенного интерферона, активность ферментов 2-5А-синтетазы, р67К 
киназы в мозгу мышей при внутрибрюшинном введении различных 
дсРПК в форме комплекса с Са2+.

Выбор мозга в качестве исследуемого органа определился его 
потенциальной возможностью служить органом-мишенью при малиг- 
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низании, а также вирусной инфекции, включая инфекцию вирусом 
СПИД.

Са2+-соль деРНК получали по описанному ранее методу [8].
Для определения активности 2-5А-синтетазы мозг мышей гомогени­

зировали в гомогенизаторе Поттера при 0° в буфере, содержащем: 
10 мМ НЕРЕ5 pH 7,6; 10 Мм КС1; 2 мМ Мй (СН3СОО)г; 7 мМ 
2-меркаптоэтанол, апротипив 100 ед/мл.
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Гомогенат оставляли при 4° 15 мин, добавляли К’Р40 до 0,5%. 
облучали ультразвуком 10 с и центрифугировали 5000 й 20 мин. Эк­
стракт хранили при—70°. К 200 мкл экстракта (от 1 мг ткани) до­
бавляли 409 мкл буфера: 20 мМ НЕРЕЭ pH 7,6; 50 мМ КС1, 25 мМ 
магний ацетат; 7 мМ 2-меркаптоэтанол, 5 мМ ЛТР, 10 мМ креатип- 
фосфат, 0,16 мг/мл креатинкипазы; 0,1 мг/мл поли (И)-поли (Ц) и 
5 мкл [3Н]АТР (0,4 мк Кю/мл). Смесь инкубировали при 30° 90 мин, 
реакцию останавливали нагреванием в течение 5 мин при 90°. Синтезиро­
ванный [Ж] 2-5А очищали на ДЭАЭ целлюлозе и просчитывали на 
сцинтилляционном радиосчетчике ЗЕ-ЗО («1п1ег1ес11т‘дие», Франция).

Активность 2-5А-синтетазы выражали в единицах нмоль 2-5А, 
синтезированного в течение 1 ч на мг ткани.

Активность дсРНК-завксимоп протеиикипазы р-37К определяли в 
экстракте из мозга мышей после частичной очистки фермента иа 
поли (И)-поли (Ц)-сефарозе в присутствии гепарина (100 ед/мл) по 
методу, описанному Ноуапез51ап и соавт. [9].

В опытах использовали мышей Р-1 (гетерозиготы 1 поколения 
СВА и С57 В1аК), предварительно тестированных на отсутствие ин­
терферона в крови и в мозгу. Препарат Са2|-дсРИК вводили внутри­
брюшинно по 50 мкг/мышь.

Для тестирования исследуемых образцов на присутствие интер­
ферона использовали трансформированную перевиваемую культуру 
мышинных клеток Ь-929. Титрование проводили микрометодом, с тест- 
вирусом, как описано ранее [10].

В качестве индукторов интерферона использовали отечественные 
препараты модифицированных деРНК: рндостин, рифастин в форме 
Са2+-комплексов, а также Са2+-низкомолекуляриую деРНК, содержа֊ 
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щую до 50 пар оснований из дрожжей, полученную в пашем институте.
Стандартным препаратом служил маркер мышиного интерфе­

рона С002-904-511 с активностью 20000 МЕ/.мл (Национальный Ин­
ститут здоровья, США).

На рисунке представлена динамика накопления интерферона в 
мозгу и сыворотке крови мышей после введения им модифицирован-

Рис. Динамика накопления интерферона в мозгу и сыворотке кровн 
мышей после введения Са2+-дсРНК; 50 мкг/мышь Са2+-дсРНК (рифа- 
стии), 50 мкг/мышь Са2+-дсРНК (ридостин), 50 мкг/мышь Са2+-дсРНК 
(ИЭБ). По оси абсцисс—время после индукции, ч; по оси ординат— 

титры интерферона. 1—мозг, 2—кровь

ной деРНК в форме Са2+ комплекса. Динамика индукции интерфе­
рона не коррелирует с динамикой образования сывороточного интер­
ферона, максимум интерферонообразования в мозговой ткани прихо- 
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дитея на 1—2 сутки, в то время как пик сывороточного- интерферона 
отмечается уже через 4 ч после индукции, и уровень его к 48 ч значи­
тельно снижается- Особый интерес представляет кривая интерферо- 
нообразовапия в мозгу после введения комплекса Са2+-ннзкомолеку- 
лярная деРНК. Очевидно, что данный индуктор проникает в мозг, где 
стимулирует относительно автономный синтез интерферона, имею­
щий тенденцию к нарастанию через 48 ч на фоне незначительного 
уровня сывороточного интерферона. Как показали отдельно прове­
денные эксперименты, данная Са2+-дсРНК обладала на порядок боль­
шей противовирусной активностью при заражении мышей вирусом 
энцефаломиокардита мышей. С целью получения доказательств, сви­
детельствующих о специфическом воздействии индуцированного ин­
терферона на мозговую ткань, мы изучили активность в моз­
говой ткани двух дсРНК-зависящих ферментов 2-5А-сиитетазы 
и р67-киназы через 24 и 96 ч после внутрибрюшинного введения мы­
шам комплекса Са2!-низкомолекулярная РНК.

Самкам мышей 2-месячного возраста вводили Са2+-дсРНК в 
дозе 50 мкг/мышь, в качестве контроля также использовали мышей, 
которым вводили интерферон (40000 ед/мышь или Иа-дсРНК 
50 мкг/мышь).

Как видно из таблицы, Са2+-дсРНК является достаточно эффек­
тивным индуктором ферментных систем, обеспечивающих противови­
русную резистентность клетки. Активность последних в мозговой ткани 
обнаруживалась и через 96 ч после применения Са2+-деРНК. Следует 
отметить, что активность исследуемых ферментов в присутствии ин­
дуктора была выше, чем при введении животным интерферона или 
деРНК, особенно через 24 ч после введения препарата.

Ранее нами было показано, что активность фермента ревертазы 
в клетках костного мозга у мышей, инфицированных ретровирусом 
МиЕУ и получивших препараты Са2+ -деРНК, ингибировалась на 75% 
и составляла 25% от активности фермента у мышей, не получавших 
препарат Са2+-дсРЫК и имеющих явно выраженную спленомегалию; 
подавление активности ревертазы и сорбции вируса Л'ШЬУ на поверх­
ностной мембране клеток-мишеней является одним из механизмов 
ингибирования процесса ретровирусной инфекции препаратом 
Са2~-деРНК [7, 8], вызывающей целый комплекс биохимических из­
менений в плазматической мембране клетки [11, 12].

Полученные данные свидетельствуют, что Са2+ форма деРНК 
проникает через ГЭБ и индуцирует в мозгу синтез интерферона и ак­
тивирует ферментные системы, обеспечивающие противовирусную ре­
зистентность.
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INDUCTION OF INTERFERON AND ACTIVATION OF 2-5A- 
SYNTHETASE AND P67K KINASE IN THE BRAIN BY

Ca'^dsRNA
ZAKHARYAN K. A , GEVORGYAN M. G.

Institute of E. perimental Biology, Acader. у of Sciences of the Armenian 
Republic, Yerevan

Ca^'-doitble-stranded RNA passes the blood-brain barrier and indu­
ces in the brain the synthesis of interferon. Il also activates two inter­
feron-related enzymes, 2—5A-synthetase and po7k kinase which phos­
phorylate։ a 67 kDa protein.
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