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Ìåòà. Äîñë³äèòè çäàòí³ñòü «êîðîâèõ» 2'-5'- ³ 3'-5'-îë³ãîàäåí³ëàò³â âçàºìîä³ÿòè ç �-³íòåðôåðîíîì –

êëþ÷îâèì á³ëêîì ñèñòåìè 2'-5'-ÎÀÑ/ÐÍÊàçà L, â³äïîâ³äàëüíî¿ çà ïðîòèâ³ðóñíèé çàõèñò êë³òèíè. Ìåòî-

äè. Äëÿ âèâ÷åííÿ âçàºìîä³é á³ëîê–îë³ãîíóêëåîòèä âèêîðèñòàíî ìåòîä ìàñ-ñïåêòðîìåòð³¿ MALDI-TOF.

Ðåçóëüòàòè. Âñòàíîâëåíî çäàòí³ñòü 2'-5'-À
3

òà éîãî åïîêñè-ìîäèô³êîâàíîãî àíàëîãà 2'-5'-À
3
-epo çâ’ÿ-

çóâàòèñÿ ç �-³íòåðôåðîíîì in vitro. Ç öèì á³ëêîì ìîæå òàêîæ âçàºìîä³ÿòè ³ 3'-5'-òðèàäåí³ëàò. Ïðè

öüîìó äî ìîëåêóëè �-³íòåðôåðîíó îäíî÷àñíî ìîæå ïðèºäíóâàòèñÿ â³ä îäí³º¿ äî ï’ÿòè ìîëåêóë ë³ãàíäó. Ó

òîé æå ÷àñ ç ³íñóë³íîì óñ³ äîñë³äæåí³ îë³ãîíóêëåîòèäè íå çâ’ÿçóþòüñÿ. Âèñíîâêè. Ïîêàçàíî, ùî «êî-

ðîâ³» 2'-5'- ³ 3'-5'-òðèàäåí³ëàòè ìíîæèííî âçàºìîä³þòü ç �-³íòåðôåðîíîì ç óòâîðåííÿì ñò³éêèõ êîìï-

ëåêñ³â. Îäíàê âîíè íå çâ’ÿçóþòüñÿ ç ³íñóë³íîì, ÿêèé íå º êîìïîíåíòîì ñèñòåìè 2'-5'-ÎÀÑ/ÐÍÊàçà L.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: îë³ãîàäåí³ëàòè, ³íñóë³í, �-³íòåðôåðîí, ìàñ-ñïåêòðîìåòð³ÿ MALDI-TOF.

Âñòóï. Îë³ãîðèáîàäåí³ëàòè òà ¿õí³ àíàëîãè ïðîòÿ-
ãîì äîâãîãî ÷àñó, à íàäòî îñòàíí³ìè ðîêàìè, àêòèâ-
íî äîñë³äæóþòü ÿê ïåðñïåêòèâí³ ñïîëóêè äëÿ ñòâî-
ðåííÿ íîâèõ ïðîòèâ³ðóñíèõ, ïðîòèçàïàëüíèõ ³ ïðî-
òèïóõëèííèõ çàñîá³â [1–6]. Âîíè â³ä³ãðàþòü êëþ-
÷îâó ðîëü ó ìåõàí³çì³ ïðîòèâ³ðóñíîãî çàõèñòó êë³òè-
íè, âàæëèâ³ äëÿ ïðîöåñ³â êë³òèííîãî ðîñòó ³ äèôå-
ðåíö³àö³¿, àïîïòîçó, ïàòîãåíåçó ä³àáåòó, àòåðîñêëåðî-
çó òîùî. Ó ÷èñëåííèõ ðîáîòàõ ç âèâ÷åííÿ á³îëîã³÷íî¿
àêòèâíîñò³ 2'-5'-îë³ãîàäåí³ëàò³â (2-5À) ïîêàçàíî, ùî
¿õí³é ìåõàí³çì ïðîòèâ³ðóñíî¿ ä³¿ ïîâ’ÿçàíèé ç³ çäàò-
í³ñòþ âïëèâàòè íà á³ëêè ñèñòåìè 2'-5'-îë³ãîàäåí³ëàò-
ñèíòåòàçà/åíäîðèáîíóêëåàçà L (2'-5'-ÎÀÑ/ÐÍÊàçà
L), ùî â ñâîþ ÷åðãó ïðèçâîäèòü äî ðóéíóâàííÿ â³-
ðóñíî¿ ÐÍÊ [1, 7–11].

Íà ñüîãîäí³ äîñë³äæåíî íèçêó á³ëê³â, âàæëèâèõ
äëÿ ôóíêö³îíóâàííÿ êë³òèííî¿ ñèñòåìè ïðîòèâ³ðóñ-

íîãî çàõèñòó. Öå, â ïåðøó ÷åðãó, ÐÍÊàçà L, ÿêà ðîç-
ùåïëþº îäíîëàíöþãîâ³ â³ðóñí³ ÐÍÊ [1, 7, 12], ïðî-
òå¿íê³íàçà R, ùî êîíòðîëþº ñèíòåç â³ðóñíèõ á³ëê³â
[13] ³ á³ëîê Mõ, â³äïîâ³äàëüíèé çà îñîáëèâó ä³þ ïðî-
òè â³ðóñó ãðèïó [14]. Òà ãîëîâíà ðîëü ó ïðîòèâ³ðóñ-
íîìó çàõèñò³ íàëåæèòü ³íòåðôåðîíàì, ÿê³ íå ëèøå ³í-
äóêóþòü åêñïðåñ³þ ãåí³â, çàëó÷åíèõ äî ïðîòèâ³ðóñ-
íîãî ä³¿ êë³òèíè, àëå, ÿê ïîêàçàíî íåäàâí³ìè äî-
ñë³äæåííÿìè Ñ³ëâåðìàíà, ñàì³ ìîæóòü àêòèâóâàòèñÿ
ïðîäóêòàìè ðîçùåïëåííÿ ÐÍÊ â³ðóñó ãåïàòèòó Ñ
ÐÍÊ àçîþ L [15]. Ö³ îë³ãîðèáîíóêëåîòèäè, çâ’ÿçó-
þ÷èñÿ ç á³ëêîì RIG-I, ñòèìóëþþòü àêòèâí³ñòü éî-
ãî ÀÒÔàçè ³, ÿê íàñë³äîê, ãåíà �-³íòåðôåðîíó, ïðî-
äóêò ÿêîãî, â ñâîþ ÷åðãó, ³íäóêóº 2'-5'-îë³ãîàäåí³-
ëàòñèíòåòàçè òà ñèíòåç òðèôîñôàò³â 2-5À.

Îòæå, ïðîäóêòè ã³äðîë³çó â³ðóñíèõ ÐÍÊ ìîæóòü
àêòèâóâàòè ñèíòåç ³íòåðôåðîíó. Ïðîòå âèíèêàº çà-
ïèòàííÿ, ÷è çäàòí³ «êîðîâ³» (íåôîñôîðèëüîâàí³) 2-
5À, à òàêîæ 3'-5'-îë³ãîàäåí³ëàòè âçàºìîä³ÿòè áåçïî-
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ñåðåäíüî ç ³íòåðôåðîíîì ³ òàêèì ÷èíîì âïëèâàòè íà
éîãî ôóíêö³¿?

Îäíèì ³ç ñó÷àñíèõ ìåòîä³â, ÿêèé äîçâîëÿº äîñë³-
äèòè öþ ïðîáëåìó, º ìàñ-ñïåêòðîìåòð³ÿ MALDI-
TOF (Matr³x-Ass³sted Laser Desorpt³on/Ion³zat³on T³-
me-Of-Fl³ght mass speñtrometry – ÷àñîïðîë³òíà ìàñ-
ñïåêòðîìåòð³ÿ ç ìàòðè÷íî-àêòèâîâàíîþ ëàçåðíîþ
äåñîðáö³ºþ/³îí³çàö³ºþ). Ìåòîä óñï³øíî çàñòîñîâó-
þòü äëÿ äîñë³äæåííÿ á³îìîëåêóë: àì³íîêèñëîò [16],
ïåïòèä³â ³ á³ëê³â [17, 18], îë³ãîíóêëåîòèä³â ³ íóêëå¿-
íîâèõ êèñëîò [19–22]. Çîêðåìà, ìåòîä äàº ìîæëè-
â³ñòü äîñë³äèòè ¿õí³ ìîäèô³êàö³¿, øëÿõè ôðàãìåíòà-
ö³¿, ñòðóêòóðó êîâàëåíòíèõ ³ íåêîâàëåíòíèõ êîìï-
ëåêñ³â òîùî. Ìåòîä MALDI-TOF íàáóâàº âñå øèð-
øîãî çàñòîñóâàííÿ äëÿ øâèäêîãî òà ÿê³ñíîãî âèçíà-
÷åííÿ ÿê íóêëåîòèäíèõ, òàê ³ àì³íîêèñëîòíèõ ïîñë³-
äîâíîñòåé, à òàêîæ ³äåíòèô³êàö³¿ á³ëê³â ó ÐÍÊ-
á³ëêîâèõ êîìïëåêñàõ [21–23]. Òàê, ìàñ-ñïåêòðî-
ìåòð³þ óñï³øíî âèêîðèñòàíî äëÿ ñåêâåíóâàííÿ îë³-
ãîðèáîíóêëåîòèä³â, ÿê³ ì³ñòÿòü äî 22 íóêëåîòèä³â,
íèçêè á³ëê³â ³ êîìïëåêñ³â ïåïòèä–ÐÍÊ, ùî âõîäÿòü
äî ñêëàäó ðèáîíóêëåîïðîòå¿í³â [21, 24].

Àíàë³ç ìàñ-ñïåêòðîìåòðè÷íèõ äàíèõ äîçâîëÿº ç
âèñîêîþ òî÷í³ñòþ âèçíà÷àòè ìîëåêóëÿðíó ìàñó ðå-
÷îâèíè, ÷èñòîòó äîñë³äæóâàíîãî çðàçêà, ³äåíòèô³-
êóâàòè íàÿâí³ â íüîìó äîì³øêè. Çà ðàõóíîê öüîãî
ñòàº ìîæëèâèì âèÿâëåííÿ á³ëê³â ó ñêëàäíèõ ñóì³-
øàõ, âèâ÷åííÿ ìîäèô³êàö³é á³îïîë³ìåð³â (ãë³êîçè-
ëþâàííÿ ÷è ôîñôîðèëþâàííÿ á³ëê³â, ìåòèëþâàííÿ
ÄÍÊ òîùî) [18, 22, 23]. Ïðèíöèïîâîþ äëÿ äàíî¿ ðî-
áîòè îñîáëèâ³ñòþ ìàñ-ñïåêòðîìåòðè÷íèõ ìåòîä³â
àíàë³çó, ó òîìó ÷èñë³ MALDI-TOF, º ¿õí³ øèðîê³
ìîæëèâîñò³ äëÿ äîñë³äæåííÿ âçàºìîä³é íåêîâàëåíò-
íî¿ ïðèðîäè ó êîìïëåêñàõ á³îïîë³ìåð³â, íàïðèêëàä,
á³ëêîâî-á³ëêîâèõ, á³ëêîâî-íóêëå¿íîâèõ òà ³í. [18,
22, 24–28].

Âàæëèâèì êðîêîì äëÿ ç’ÿñóâàííÿ éìîâ³ðíèõ ìå-
õàí³çì³â ïðîòèâ³ðóñíî¿ ä³¿ îë³ãîàäåí³ëàò³â º âèâ÷åí-
íÿ îñîáëèâîñòåé ¿õíüî¿ âçàºìîä³¿ ç á³ëêàìè-ì³øåíÿ-
ìè, ÿê³ áåðóòü ó÷àñòü ó ïðîòèâ³ðóñíîìó çàõèñò³ êë³-
òèíè, òàêèìè ÿê ³íòåðôåðîí. Ìåòîþ ö³º¿ ðîáîòè áó-
ëî äîñë³äæåííÿ çâ’ÿçóâàííÿ �-³íòåðôåðîíó òà ³íñó-
ë³íó (êîíòðîëüíîãî á³ëêà, ÿêèé íå âõîäèòü äî ñèñòå-
ìè 2'-5'-ÎÀÑ/ÐÍÊàçà L) ç íèçêîþ îë³ãîàäåí³ëàò³â
ð³çíî¿ ñòðóêòóðè çà óìîâ in vitro ìåòîäîì MALDI-
TOF.

Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè. 2'-5'-Òðèàäåí³ëàò 2'-5'-À3

òà éîãî åïîêñè-àíàëîã 2'-5'-À3-epo ñèíòåçóâàëè ôîñ-
ôîòðèåô³ðíèì ìåòîäîì ó ðîç÷èí³, âèêîðèñòîâóþ÷è
ÿê íóêëåîô³ëüí³ êàòàë³çàòîðè ðåàêö³é êîíäåíñàö³¿
â³äïîâ³äíî N-îêñèä 4-åïîêñèï³ðèäèíó [29] òà N-ìå-
òèë³ì³äàçîëó [30].

Òðè÷ëåííèé 3'-5'-îë³ãîàäåí³ëàò 3'- 5'-À3 îòðèìó-
âàëè ñòàíäàðòíèì òâåðäîôàçíèì ôîñô³òàì³äíèì ìå-
òîäîì íà ñèíòåçàòîð³ ASM-800 («Biosset», ÐÔ). 2'-
5'-À3: áðóòòî-ôîðìóëà C30H37N15O16P2, M = 925,65,
MALDI-ìàñ-ñïåêòð – m/z = 928,12 [(M + H)+], 792,18
[(M – Ade + H)+]; 2'-5'-À3: C30H37N15O16P2, M = 925,65,
m/z = 926,66 [(M + H)+]; 2'-5'-À3-epo: C30H35N15O15P2,
M = 907,64, m/z = 913,27 [(M + H)+].

Ðåêîìá³íàíòíèé ³íòåðôåðîí �-2b òà ³íñóë³í ëþ-
äèíè âèðîáëåíî â³äïîâ³äíî ô³ðìàìè «²íòåðôàðì-
á³îòåê» ³ «Ôàðìàê» (Óêðà¿íà).

Âèêîðèñòîâóâàëè âîäí³ ðîç÷èíè ïðåïàðàò³â. Ðîç-
÷èíè á³ëê³â ³ îë³ãîíóêëåîòèä³â ³íêóáóâàëè çà òåìïå-
ðàòóðè 37 îC ïðîòÿãîì 10 õâ. Êîíöåíòðàö³ÿ äîñë³ä-
æóâàíèõ ïðåïàðàò³â â ³íäèâ³äóàëüíèõ ðîç÷èíàõ ³ ñó-
ì³øàõ ñòàíîâèëà 10–4 M äëÿ âñ³õ îë³ãîàäåí³ëàò³â,
10–5 M – äëÿ ³íòåðôåðîíó ³ 3,5�10–5 M – äëÿ ³íñóë³íó.

Ìàñ-ñïåêòðîìåòðè÷íèé àíàë³ç çä³éñíþâàëè íà
MALDI-TOF-ñïåêòðîìåòð³ Voyager DE PRO («Ap-
plied Biosystems», ÑØÀ). Ïàñïîðòíà òî÷í³ñòü âèì³-
ðþâàííÿ ìàñ áóëà íà ð³âí³ 0,05 %, âèì³ðþâàííÿ
ïðîâîäèëè â ä³àïàçîí³ m/z 700–50000. Á³ëêè òà îë³-
ãîíóêëåîòèäè ³îí³çóâàëè çà äîïîìîãîþ ñèíàï³íîâî¿
êèñëîòè («Sigma-Aldrich», ÑØÀ). Ìîëåêóëÿðíó ìà-
ñó âèðàõîâóâàëè, â³äí³ìàþ÷è â³ä çíà÷åííÿ m/z îäíî-
çàðÿäíîãî ³îíà îäèíèöþ (ìàñà ïðîòîíà = 1,007 Äà).
Ïðèëàä êàë³áðóâàëè ç âèêîðèñòàííÿì êàë³áðóâàëü-
íî¿ ñóì³ø³ calmix3 â³ä âèðîáíèêà ìàñ-ñïåêòðîìåò-
ðà. Ìàòðè÷íèé ðåàãåíò ãîòóâàëè, ðîç÷èíÿþ÷è ñè-
íàï³íîâó êèñëîòó (10 ìã/ìë) ó ñóì³ø³ ð³âíèõ îá’ºì³â
àöåòîí³òðèëó òà 0,1 %-ãî âîäíîãî ðîç÷èíó òðèôòîð-
îöòîâî¿ êèñëîòè («Sigma-Aldrich»). Äëÿ íàíåñåííÿ
áðàëè 1,5–2 ìêë ñóì³ø³ ðîç÷èí³â äîñë³äæóâàíîãî çðà-
çêà ³ ðåàãåíòó (1:1). Âèêîðèñòîâóâàëè ë³í³éíèé ðå-
æèì ðîáîòè ÷àñîïðîë³òíîãî äåòåêòîðà, ïðèêëàäåíà
íàïðóãà ñòàíîâèëà 25 êÂ, ÷àñ çàòðèìêè åêñòðàêö³¿
³îí³â – 500 íñ [31].

Êîëèâàííÿ çíà÷åííÿ ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè äëÿ îä-
í³º¿ ðå÷îâèíè â ð³çíèõ ñïåêòðàõ ïîÿñíþºòüñÿ çì³-
íîþ ðîçä³ëüíî¿ çäàòíîñò³ ïðèëàäó çàëåæíî â³ä ïàðà-
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ìåòð³â àíàë³çó ³ íåïîâíîþ â³äòâîðþâàí³ñòþ ãåîìåò-
ð³¿ ï³ê³â.

Ñïåêòðè îáðîáëÿëè çà äîïîìîãîþ ïðîãðàìè
Data Explorer 4.0 («Applied Biosystems»).

Ðåçóëüòàòè ³ îáãîâîðåííÿ. Ìåòîäîì ìàñ-ñïåêò-
ðîìåòð³¿ MALDI-TOF äîñë³äæóâàëè ñåð³þ êîðîò-
êèõ 2'-5'- ³ 3'-5'-îë³ãîàäåí³ëàò³â, à òàêîæ á³ëêè ³íñó-
ë³í ³ �-³íòåðôåðîí. Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíî ñòðóê-

òóðí³ ôîðìóëè îë³ãîàäåí³ëàò³â. Ìàñ-ñïåêòðè á³ëê³â
íàâåäåíî íà ðèñ. 2.

Ïåðøèì êðîêîì áóëî äîñë³äæåííÿ âçàºìîä³¿ 2'-
5'-À3 ç íèçüêîìîëåêóëÿðíèì á³ëêîì – ³íñóë³íîì ëþ-
äèíè. Îòðèìàíå ç ìàñ-ñïåêòðà ³íñóë³íó (ðèñ. 2, à)
çíà÷åííÿ ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè ñòàíîâèòü 5800,8 Äà,
ùî íàáëèæàºòüñÿ äî òåîðåòè÷íîãî (5807,6 Äà, ïî-
õèáêà 0,12 %) ³ óçãîäæóºòüñÿ ç äàíèìè, îäåðæàíè-
ìè â ³íøèõ ðîáîòàõ [26]. Ï³êè ç m/z 11613 ³ 17411
íàëåæàòü îäíîçàðÿäíèì êîìïëåêñàì, ÿê³ ñêëàäà-
þòüñÿ â³äïîâ³äíî ç äâîõ ³ òðüîõ ìîëåêóë ³íñóë³íó (äî
àãðåãàòó ç äâîõ ÷è òðüîõ ìîëåêóë ïðèºäíóºòüñÿ ïðî-
òîí), 2896 – äâîçàðÿäí³é (äèïðîòîíîâàí³é) ìîëåêó-
ë³ ³íñóë³íó. Ï³ê ç m/z = 6014, ìîæëèâî, â³äïîâ³äàº
ïðîäóêòó âçàºìîä³¿ ìàòðèö³ ç á³ëêîì: ó ìàñ-ñïåêòð³
ñèíàï³íîâî¿ êèñëîòè m/z îäíîãî ç îñíîâíèõ ï³ê³â,
ùî íàëåæèòü ôðàãìåíòó [(M – OH)+], äîð³âíþº
207,07. Ï³êè â ö³é ä³ëÿíö³ ñïîñòåð³ãàþòüñÿ ³ â ñïåêò-
ðàõ ñóì³øåé ³íñóë³íó ç îë³ãîíóêëåîòèäàìè.

Ó ìàñ-ñïåêòð³ ñóì³ø³ ³íñóë³íó ç 2'-5'-À3 (ðèñ. 3,
à) ïðèñóòí³ ï³êè ç³ çíà÷åííÿìè m/z 929,1; 2908,6;
5801,3; 11649 ³ 17402, ùî â³äïîâ³äàþòü (ó ìåæàõ
òî÷íîñò³ ³íñòðóìåíòà) ëèøå â³ëüíèì êîìïîíåíòàì
ñóì³ø³ (îë³ãîíóêëåîòèäó ³ á³ëêà). Îòæå, âçàºìîä³¿
³íñóë³íó ç 2'-5'-À3 çà óìîâ in vitro íå çàô³êñîâàíî.

Äî íàñòóïíî¿ ñåð³¿ åêñïåðèìåíò³â çàëó÷èëè á³-
ëîê �-³íòåðôåðîí, ÿêèé øèðîêî çàñòîñîâóþòü ïðè
òåðàï³¿ â³ðóñíèõ çàõâîðþâàíü, òàêèõ ÿê ãåïàòèò Ñ.
Íà ðèñ. 2, á, ïîêàçàíî ìàñ-ñïåêòð �-³íòåðôåðîíó, ó
ÿêîìó ï³ê ç³ çíà÷åííÿì m/z = 19265 â³äïîâ³äàº îä-
íîçàðÿäíîìó ³îíó á³ëêà. Òåîðåòè÷íà ìîëåêóëÿðíà
ìàñà ³íòåðôåðîíó �-2b, îòðèìàíà ç àì³íîêèñëîòíî¿
ïîñë³äîâíîñò³, äîð³âíþº 19271 Äà (DrugBank: http://
www.drugbank.ca/drugs/DB00105), òîáòî â³äõèëåí-
íÿ åêñïåðèìåíòàëüíî¿ âåëè÷èíè ñòàíîâèòü 0,04 %.
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Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðí³ ôîðìóëè äî-
ñë³äæóâàíèõ îë³ãîàäåí³ëàò³â

à

á

2895,61

6013,96

8700,93

11612,59

5801,84

19265,7

19385
9617,94

9719,06

6417,64

Ðèñ. 2. MALDI-ìàñ-ñïåêòðè á³ëê³â ³íñóë³íó (à) òà �-³íòåðôåðîíó (á)



Ï³êè ç³ çíà÷åííÿì m/z 9618 ³ 6417 íàëåæàòü äâî- ³
òðèçàðÿäíèì ³îíàì �-³íòåðôåðîíó (âåëè÷èíè m/z
â³äïîâ³äíî â 2 ³ 3 ðàçè ìåíø³, í³æ äëÿ îäíîçàðÿäíî-
ãî ³îíà). Ï³ê ³ç m/z 38610 â³äïîâ³äàº ìîíîïðîòîíîâà-

íîìó êîìïëåêñó äâîõ ìîëåêóë ³íòåðôåðîíó. Ìàñ-
ñïåêòðîìåòðè÷í³ äàí³, îòðèìàí³ íàìè äëÿ �-³íòåð-
ôåðîíó, óçãîäæóþòüñÿ ç ë³òåðàòóðíèìè [32, 33].

Íà ðèñ. 3, á, íàâåäåíî ôðàãìåíò ñïåêòðà ñóì³ø³
³íòåðôåðîíó òà 2'-5'-À3, ÿêèé äåìîíñòðóº óòâîðåííÿ
êîìïëåêñ³â á³ëêà ç îäí³ºþ ³ ê³ëüêîìà ìîëåêóëàìè
îë³ãîíóêëåîòèäó. Íà â³äì³íó â³ä ñóì³ø³ ³íñóë³í– 2'-
5'-À3, ñïåêòð ÿêî¿ ñêëàäàºòüñÿ ëèøå ç ï³ê³â, ùî íàëå-
æàòü ¿¿ ñêëàäîâèì êîìïîíåíòàì, äîäàâàííÿ äî ³í-
òåðôåðîíó 2'-5'-À3 ïðèçâåëî äî çíà÷íèõ çì³í ó ìàñ-
ñïåêòð³. Çîêðåìà, ó ñïåêòð³ ñèñòåìè ³íòåðôåðîí–
2'-5'-À3 ç’ÿâëÿþòüñÿ ï³êè ç³ çíà÷åííÿìè m/z 20179,
21112, 22044, 22998 ³ 23899. Âîíè â³äïîâ³äàþòü
êîìïëåêñàì, ÿê³ ñêëàäàþòüñÿ ç îäí³º¿ ìîëåêóëè �-
³íòåðôåðîíó òà â³ä îäí³º¿ äî ï’ÿòè ìîëåêóë 2'-5'-À3.
Îäåðæàí³ ìîëåêóëÿðí³ ìàñè óçãîäæóþòüñÿ ç òåîðå-
òè÷íî ðîçðàõîâàíèìè. Òàê, â³äõèëåííÿ åêñïåðèìåí-
òàëüíîãî çíà÷åííÿ m/z â³ä îá÷èñëåíîãî òåîðåòè÷íî
äëÿ êîìïëåêñ³â á³ëêà ç îäí³ºþ ³ äâîìà ìîëåêóëàìè
2'-5'-À3 ñòàíîâèòü â³äïîâ³äíî 0,09 ³ 0,06 %.

Îñê³ëüêè êîìïëåêñè äåòåêòóþòüñÿ ï³ñëÿ âïëèâó
³îí³çóþ÷îãî ëàçåðíîãî âèïðîì³íåííÿ, òî ¿õíÿ ô³êñà-
ö³ÿ â ìàñ-ñïåêòðàõ ñâ³ä÷èòü ïðî äîñòàòíüî ñèëüíó
âçàºìîä³þ ì³æ ìîëåêóëàìè á³ëêà ³ îë³ãîàäåí³ëàòó.
Ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî êîìïëåêñ á³ëêà ç ê³ëüêîìà ìîëå-
êóëàìè ë³ãàíäó óòâîðþºòüñÿ âàæ÷å, í³æ ç îäí³ºþ, òà
ëåãøå ðîçïàäàºòüñÿ ùå íà åòàï³ ³îí³çàö³¿ (äî ðåºñò-
ðàö³¿ éîãî ïðèëàäîì). Òîìó ìíîæèííå óòâîðåííÿ
ñòàá³ëüíèõ àãðåãàò³â ñâ³ä÷èòü ïðî äîñèòü ì³öíå çâ’ÿ-
çóâàííÿ �-³íòåðôåðîíó ç ë³ãàíäîì.

Íà íàñòóïíîìó åòàï³ âèâ÷àëè âçàºìîä³þ�-³íòåð-
ôåðîíó ç ïðèðîäíèì 3'-5'-òðèàäåí³ëàòîì, ùî â³äð³ç-
íÿºòüñÿ â³ä 2'-5'-À3 ëèøå çà òèïîì ì³æíóêëåîòèä-
íèõ çâ’ÿçê³â. Ó ìàñ-ñïåêòð³ ñóì³ø³ ³íòåðôåðîíó ç 3'-
5'-À3 (ðèñ. 4) çàô³êñîâàíî ìíîæèííó âçàºìîä³þ ìî-
ëåêóëè á³ëêà ç îäí³ºþ ³ ê³ëüêîìà ìîëåêóëàìè îë³ãî-
íóêëåîòèäó. ßê ³ â ðàç³ 2'-5'-À3, âèÿâëåíî ôîðìóâàí-
íÿ ñò³éêèõ êîìïëåêñ³â, ùî ì³ñòÿòü â³ä îäí³º¿ äî ï’ÿ-
òè ìîëåêóë òðèàäåí³ëàòó íà ìîëåêóëó á³ëêà. Ó ñïåêò-
ð³ ñóì³ø³ ô³êñóºòüñÿ é ãðóïà ìåíø ³íòåíñèâíèõ ï³-
ê³â, ÿê³ â³äïîâ³äàþòü äèïðîòîíîâàíèì êîìïëåêñàì
(â îáëàñò³ çíà÷åíü m/z 9600–11300).

Äëÿ ïîäàëüøèõ äîñë³ä³â îáðàíî 3'-åïîêñè-ìî-
äèô³êîâàíèé îë³ãîàäåí³ëàò 2'-5'-À3-epo. ßê ïîêàçà-
íî â ïîïåðåäí³õ ðîáîòàõ áàãàòüîõ àâòîð³â, íàâ³òü
íåçíà÷íà çì³íà â ñòðóêòóð³ 2-5À çäàòíà ïðèçâîäèòè
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à
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20178,69

21112,46

22043,66

22997,73
23899,31

19244,46

17401,23

11649,44

2908,63

6008,28

5801,34

Ðèñ. 3. MALDI-ìàñ-ñïåêòðè ñóì³ø³ ³íñóë³íó (à) òà �-³íòåðôåðîíó
(á) ç îë³ãîàäåí³ëàòîì 2'-5'-À3

à

9624,75

20185,49

21124,08

19246,38

22029,63

22980,37

Ðèñ. 4. MALDI-ìàñ-ñïåêòð ñóì³ø³ �-³íòåðôåðîíó ç îë³ãîàäåí³ëà-
òîì 3'-5'-À3



äî ðàäèêàëüíèõ ïîðóøåíü éîãî á³îëîã³÷íî¿ àêòèâ-
íîñò³ [1, 3, 5, 6 ]. Âêàçàíèé àíàëîã 2'-5'-òðèàäåí³ëàòó
òåæ âèÿâëÿº ö³êàâó ³ ð³çíîìàí³òíó á³îëîã³÷íó ä³þ
[30, 34–36].

Ìàñ-ñïåêòð ñóì³ø³ ³íñóë³íó ç 2'-5'-À3-epo ñêëà-
äàºòüñÿ ëèøå ç ï³ê³â, ÿê³ íàëåæàòü îë³ãîíóêëåîòèäó
³ á³ëêó (ðèñ. 5, à). Ïîÿâè äîäàòêîâèõ ï³ê³â íå â³ä-
ì³÷åíî, òîáòî ìàñ-ñïåêòð ñóì³ø³ º ôàêòè÷íî ñóïåð-
ïîçèö³ºþ ñïåêòð³â ¿¿ êîìïîíåíò³â. Ï³ê ç m/z = 6023
ìîæå áóòè ïðîäóêòîì ïðèºäíàííÿ äî á³ëêà ñèíà-
ï³íîâî¿ êèñëîòè (Ì = 224,21). Îòæå, ÿê ³ â ðàç³ íåìî-
äèô³êîâàíèõ òðèìåð³â, âçàºìîä³¿ àíàëîãà 2'-5'-À3 ç
³íñóë³íîì in vitro íå çàô³êñîâàíî.

Ó ìàñ-ñïåêòð³ ñóì³ø³ �-³íòåðôåðîíó é 2'-5'-À3-
epo (ðèñ. 5, á) ç’ÿâëÿºòüñÿ íîâèé ï³ê ç m/z = 20177,
ùî ñâ³ä÷èòü ïðî çâ’ÿçóâàííÿ �-³íòåðôåðîíó ç ìîëå-
êóëîþ 2'-5'-À3-epo (â³äõèëåííÿ â³ä òåîðåòè÷íîãî
çíà÷åííÿ ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè êîìïëåêñó 0,06 %). Ó
ñïåêòð³ ïðèñóòí³ òàêîæ äâà ìåíø ³íòåíñèâíèõ ï³êè,

ùî â³äïîâ³äàþòü êîìïëåêñàì ìîëåêóëè ³íòåðôåðî-
íó òà äâîõ ³ òðüîõ ìîëåêóë îë³ãîíóêëåîòèäó. Îòæå,
2'-5'-À3-åðî òàêîæ çâ’ÿçóºòüñÿ ç ³íòåðôåðîíîì.

Ïðèéíÿòî ââàæàòè, ùî ïðîòèâ³ðóñí³ âëàñòè-
âîñò³ ôîñôîðèëüîâàíèõ 2-5À ïîâ’ÿçàí³ ç ¿õíüîþ
çäàòí³ñòþ àêòèâóâàòè ÐÍÊàçó L, ÿêà â ñâîþ ÷åðãó
ðóéíóº â³ðóñí³ ìÐÍÊ [1, 8–11, 37–39]. Ïðîòå «êîðî-
âèì» 2-5À òà ¿õí³ì àíàëîãàì ïðèòàìàíí³ é ³íø³
âëàñòèâîñò³, ÿê³ íå ìîæíà ïîÿñíèòè âèùåâêàçàíèì
ìåõàí³çìîì. Çîêðåìà, äî òàêèõ âëàñòèâîñòåé íàëå-
æàòü çàïîá³ãàííÿ â³äòîðãíåííþ òêàíèí ï³ñëÿ òðàíñ-
ïëàíòàö³¿, âïëèâ íà ïðîë³ôåðàö³þ òà àïîïòîç ñòîâ-
áóðîâèõ êë³òèí, êàðä³îïðîòåêòîðíà ä³ÿ òà ³í. [30,
34, 35]. Òîìó íåîáõ³äíî øóêàòè íîâ³ ï³äõîäè, âèêî-
ðèñòàííÿ ÿêèõ äîçâîëèëî á âñòàíîâèòè ìåõàí³çìè
ïðîÿâó íåçâè÷íèõ á³îëîã³÷íèõ âëàñòèâîñòåé «êîðî-
âèõ» îë³ãîàäåí³ëàò³â. Îäíèì ³ç ìîæëèâèõ ïîÿñíåíü
ìîæå áóòè çäàòí³ñòü îë³ãîàäåí³ëàò³â âçàºìîä³ÿòè ç
ïåâíèìè á³ëêàìè, ùî é âèçíà÷àº ¿õíþ á³îëîã³÷íó
àêòèâí³ñòü.

Ó íàøèõ ïîïåðåäí³õ ðîáîòàõ ìåòîäîì ôëóîðåñ-
öåíòíî¿ ñïåêòðîñêîï³¿ ïîêàçàíî âçàºìîä³þ 2'-5'-îë³-
ãîàäåí³ëàò³â ³ ñåð³¿ ¿õí³õ àíàëîã³â ç á³ëêàìè àëüáó-
ì³íîì òà ³íòåðôåðîíîì çà â³äñóòíîñò³ çâ’ÿçóâàííÿ ç
³ìóíîãëîáóë³íîì G [36]. Ðåçóëüòàòè ÷èñëåííèõ äî-
ñë³äæåíü ìåõàí³çì³â ïðîòèâ³ðóñíî¿ ä³¿ 2-5À âêàçó-
þòü íà òå, ùî âîíà áåçïîñåðåäíüî ïîâ’ÿçàíà ç ä³ºþ
³íòåðôåðîíó [1, 3, 8–10, 38, 39]. Ó ñâîþ ÷åðãó, àíàë³ç
ñèñòåì îë³ãîàäåí³ëàò–³íòåðôåðîí, ïðîâåäåíèé íàìè
ìåòîäîì ìàñ-ñïåêòðîìåòð³¿, äîçâîëèâ âñòàíîâèòè
íàÿâí³ñòü äîñèòü ñò³éêèõ âçàºìîä³é ì³æ öèì á³ëêîì
òà îë³ãîíóêëåîòèäàìè. Çàçíà÷èìî, ùî ìàñ-ñïåêòðè
ñóì³øåé, ³íêóáîâàíèõ ïðîòÿãîì äîáè çà òåìïåðàòó-
ðè 4 îÑ, áóëè ³äåíòè÷íèìè îòðèìàíèì ï³ñëÿ 10 õâ
³íêóáàö³¿ çà òåìïåðàòóðè 37 îÑ.

Âèñíîâêè. Îòæå, â íàø³é ðîáîò³ âïåðøå äîñë³ä-
æåíî âçàºìîä³þ îë³ãîàäåí³ëàò³â ³ç á³ëêàìè in vitro

ìåòîäîì MALDI-TOF.
Ïîêàçàíî, ùî çà óìîâ ïðîâåäåíèõ åêñïåðèìåí-

ò³â ïðèðîäíèé 2'-5'-À3, éîãî åïîêñè-àíàëîã 2'-5'-À3-
epo òà 3'-5'-òðèàäåí³ëàò íå çäàòí³ çâ’ÿçóâàòèñÿ ç ³í-
ñóë³íîì. Ó òîé æå ÷àñ óñ³ äîñë³äæåí³ 2'-5'- ³ 3'-5'-
îë³ãîàäåí³ëàòè ìîæóòü ïðèºäíóâàòèñÿ äî �-³íòåð-
ôåðîíó, ÿêèé âõîäèòü äî ñèñòåìè 2'-5'-ÎÀÑ/ÐÍÊà-
çà L, ó ê³ëüêîñò³ â³ä îäí³º¿ äî ï’ÿòè ìîëåêóë ë³ãàíäó
íà ìîëåêóëó á³ëêà, óòâîðþþ÷è ñò³éê³ êîìïëåêñè.
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9637,25
20177,22

19373,1

38505,85

19271,99

17400,99

11631,54

6023,03

2906,11

5803,18

Ðèñ. 5. MALDI-ìàñ-ñïåêòðè ñóì³ø³ ³íñóë³íó (à) òà �-³íòåðôåðîíó
(á) ç îë³ãîàäåí³ëàòîì 2'-5'-À3-epo
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Summary

Aim. To investigate the ability of «core» 2'-5'- and 3'-5'-oligo-

adenylates (OA) to interact with �-interferon – a key protein of the 2'-

5'-OAS/RNAase L system responsible for antiviral cell defense. Methods.

MALDI-TOF mass spectrometry was used in the studies on protein-li-

gand interactions. Results. It was shown that 2'-5'-À3 and its epoxy-mo-

dified analog 2'-5'-À3-epo can bind to �-interferon in vitro. 3'-5'-tri-

adenylate is also capable of binding to this protein. One to five ligand

molecules can bind simultaneously to the molecule of �-interferon. At

the same time, all studied oligonucleotides do not bind to insulin. Con-

clusions. It was established that «core» 2'-5'- and 3'-5'-triadenylates

are capable of multiple interaction with �-interferon to form stable comp-

lexes. However, they do not bind to insulin which is not involved in the

2'-5'-OAS/RNAase L system.

Keywords: oligoadenylates, insulin, �-interferon, MALDI-TOF mass
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Ñ. Ì. Ëåâ÷åíêî, À. Â. Ðåáðèåâ, Â. Â. Òêà÷óê, Ë. Â. Äóáåé,

È. ß. Äóáåé, Ç. Þ. Òêà÷óê

Èññëåäîâàíèå âçàèìîäåéñòâèÿ îëèãîàäåíèëàòîâ ñ áåëêàìè in vitro

ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè MALDI-TOF

Ðåçþìå

Öåëü. Èññëåäîâàòü ñïîñîáíîñòü «êîðîâûõ» 2'-5'- è 3'-5'-îëèãîàäå-

íèëàòîâ âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ �-èíòåðôåðîíîì – êëþ÷åâûì áåë-

êîì ñèñòåìû 2'-5'-ÎÀÑ/ÐÍÊàçà L, îòâåòñòâåííîé çà ïðîòèâîâè-

ðóñíóþ çàùèòó êëåòêè. Ìåòîäû. Äëÿ èçó÷åíèÿ âçàèìîäåéñòâèé

áåëîê–îëèãîíóêëåîòèä èñïîëüçîâàí ìåòîä ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè

MALDI-TOF. Ðåçóëüòàòû. Óñòàíîâëåíà ñïîñîáíîñòü 2'-5'-À3 è

åãî ýïîêñè-ìîäèôèöèðîâàííîãî àíàëîãà 2'-5'-À3-åpo ñâÿçûâàòüñÿ

ñ �-èíòåðôåðîíîì in vitro. Ñ ýòèì áåëêîì ìîæåò òàêæå âçàèìî-

äåéñòâîâàòü è 3'-5'-òðèàäåíèëàò. Ïðè ýòîì ê ìîëåêóëå �-èíòåð-

ôåðîíà îäíîâðåìåííî ìîæåò ïðèñîåäèíÿòüñÿ îò îäíîé äî ïÿòè

ìîëåêóë ëèãàíäà. Â òî æå âðåìÿ ñ èíñóëèíîì âñå èçó÷åííûå îëèãî-

íóêëåîòèäû íå ñâÿçûâàþòñÿ. Âûâîäû. Ïîêàçàíî, ÷òî «êîðîâûå»

2'-5'- è 3'-5'-òðèàäåíèëàòû ñïîñîáíû ê ìíîæåñòâåííîìó âçàèìî-

äåéñòâèþ ñ �-èíòåðôåðîíîì ñ îáðàçîâàíèåì óñòîé÷èâûõ êîì-

ïëåêñîâ. Îäíàêî îíè íå ñâÿçûâàþòñÿ ñ èíñóëèíîì, íå ÿâëÿþùåìñÿ

êîìïîíåíòîì ñèñòåìû 2'-5'-ÎÀÑ/ÐÍÊàçà L.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: îëèãîàäåíèëàòû, èíñóëèí, �-èíòåðôåðîí,

ìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ MALDI-TOF.
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