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Встановлено, що 2′,5′-олiгоаденiлат та його епоксианалог 2′,5′-ероА3 здатнi приєдну-

ватися до α-iнтерферону в кiлькостi вiд 1 до 5 молекул. Подiбнi властивостi по вiд-

ношенню до α-iнтерферону мають 3′,5′-олiгоаденiлати з рiзною кiлькiстю аденiлатiв.

В той же час iнсулiн, за винятком 3′,5′-А5, не має такої здатностi. Цi данi дають

можливiсть розглядати α-iнтерферон як один iз цiльових бiлкiв для “корових” олiго-

аденiлатiв, якi беруть участь у механiзмi противiрусного захисту клiтини.

Вивчення механiзму противiрусного захисту органiзму все бiльше наближає нас до розумiн-
ня функцiонування цiєї системи, завдяки чому стає можливим створення нових противiрус-
них препаратiв. Вiдомо, що основними активаторами противiрусної системи є одноланцюго-
вi трифосфати 2′,5′-олiгоаденiлатiв, якi контролюють систему iнтерферону, через активацiю
рибонуклеази L. Дуже мало вiдомостей, про механiзм дiї iнших олiгоаденiлатiв, якi в дос-
татнiх кiлькостях є в клiтинi. Це, насамперед, “коровi” 2′,5′-триолiгоаденiлати, якi вивiль-
няються пiсля активацiї рибонуклеази L, а також 2′,5′-олiгоаденiлати з бiльшою кiлькiстю
аденозинiв. Наприклад, встановлено, що п’ятичленнi 2′,5′-олiгоаденiлати можуть контролю-
вати активнiсть топоiзомераз [1]. Зовсiм немає даних про механiзм дiї 3′,5′-олiгонуклеотидiв,
якi також здатнi впливати на систему противiрусного захисту.

Зараз вiдомо про три цiльовi бiлки, якi є важливими для функцiонування механiзму
противiрусного захисту. Це насамперед ендорибонуклеаза L, яка розщеплює односпiральнi
вiруснi РНК [2], протеїнкiназа R, яка контролює синтез вiрусних бiлкiв [3], та бiлок MX,
який вiдповiдає за особливу дiю проти вiрусу грипу [4]. Однак головна роль у противi-
русному захистi клiтини належить iнтерферонам, якi не тiльки iндукують експресiю генiв,
включених у противiрусну дiю клiтини, але, як показали дослiди Сiльвермана, можуть
активуватись олiгорибонуклеотидами, продуктами розщеплення ендорибонуклеази L [5].
Цi односпiральнi олiгорибонуклеотиди, зв’язуючись з RIG-I, стимулюють його АТФазну
активнiсть, що приводить до сигналiзацiї гена IФН-β, продукт якого, у свою чергу, iндукує
активнiсть 2′,5′-олiгоаденiлатсинтетази та синтез трифосфатiв 2′,5′-олiгоаденiлатiв. Отже,
односпiральнi кiнцевi продукти гiдролiзу вiрусних РНК можуть викликати активацiю син-
тезу iнтерферону. У той же час виникає запитання, чи можуть “коровi” 2′,5′-олiгоаденiлати
та 3′,5′-олiгоаденiлати зв’язуватись безпосередньо з iнтерфероном i таким чином впливати
на його функцiї.

Дослiдження здатностi рiзних олiгоаденiлатiв зв’язуватись з iнтерфероном може дати
додаткову iнформацiю про головнi бiлковi мiшенi, якi задiянi в противiрусному механiзмi за-
хисту клiтин. На основi отриманих даних можна провести монiторинг нових противiрусних
препаратiв. Тому ми ставили за мету вивчити здатнiсть олiгоаденiлатiв та їх аналогiв неко-
валентно взаємодiяти з деякими бiлками, в першу чергу рекомбiнантним α-iнтерфероном.
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Рис. 1. Структурнi формули та мас-спектри дослiджуваних олiгонуклеотидiв

Матерiали та методи. У дослiдах використовували 2′,5′-олiгоаденiлат (2′,5′-А3) та йо-
го епоксианалог (2′,5′-ероА3), якi синтезували як описано ранiше [6] (рис. 1), тричленний
(3′,5′-А3) та п’ятичленний (3′,5′-А5) 3′,5′-олiгоаденiлати, синтезованi твердофазним фосфiт-
амiдним методом на синтезаторi нуклеїнових кислот ASM-800 Biosset (Росiя), α-iнтерфе-
рон людини (“Iнтерфармбiотек”, Україна), iнсулiн (“Фармак”, Україна). Застосовували воднi
розчини препаратiв. Iнкубацiю водних розчинiв олiгоаденiлатiв та протеїнiв проводили при
температурi 37 ◦C протягом 10 хв. Концентрацiя речовин в монорозчинах та сумiшах ста-
новила: C2′,5′-A3

= 10−4 M, C3′,5′-A3
= 10−4 M, C3′,5′-A5

= 0,6 · 10−4 M, C2′,5′-ероA3
= 10−4 М,

CIФН = 10−5 M, Ciнсулiн = 3,5 · 10−5 M.
Мас-спектрометричний аналiз проводили на MALDI-TOF спектрометрi Voyager DE

PRO (“Applied Biosystems”, США). Застосовували Н+-матричну iонiзацiю полiпептидiв та
олiгонуклеотидiв за допомогою синапiнової кислоти (“Sigma-Aldrich”) пiд дiєю лазерного
опромiнення. Молекулярну масу визначали шляхом вiднiмання вiд значення m/z одноза-
рядженого iона одиницi (молекулярна маса Н+ становить 1,007 Да). Концентрацiя синапi-

156 ISSN 1025-6415 Reports of the National Academy of Sciences of Ukraine, 2013, №3



Рис. 1. Продовження

нової кислоти у матричному реагентi становила 10 мг/мл, реактив розчиняли у розчинi,
що складався з однакових об’ємiв ацетонiтрилу (“Sigma-Aldrich”) та 0,1% водного розчину
трифтороцтової кислоти (“Sigma-Aldrich”). Спiввiдношення матричного реагенту до дослiд-
жуваного зразка — 1 : 1 (об’єм), кiлькiсть сумiшi, що використовувалась для одного нанесен-
ня, — 1,5–2 мкл. Застосовували лiнiйний режим роботи часопрольотного детектора мас-спе-
ктрометра, прикладена напруга становила 25 кВ. Паспортна точнiсть вимiрювання мас —
0,05%. Дiапазон мас, що визначаються приладом, — 500–300000 Да. Максимальна величина
вiдгуку мас-спектрометра — 65000 (в пропрiоритарних одиницях фiрми-виробника). Коли-
вання значення маси для однiєї речовини на рiзних спектрах пояснюється змiною роздiльної
здатностi приладу залежно вiд обраних параметрiв пiд час запису спектрiв та не повною вiд-
творюванiстю геометрiї пiкiв. Зменшення роздiльної здатностi призводить до розширення
пiкiв, внаслiдок чого збiльшується рiзниця мiж розрахованою масою та експериментальною.

Отриманi спектри обробляли програмою Data Explorer 4.0 (“Applied Biosystems”).
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Рис. 2. MALDI мас-спектри бiлкiв iнсулiну (а), α-iнтерферону (б ) та їх сумiшей з олiгоаденiлатом 2′,5′-А3

(в, г вiдповiдно)

Результати та їх обговорення. На першому етапi дослiджували взаємодiю 2′,5′-А3

з низькомолекулярним бiлком — iнсулiном, який достатньо вивчений. Було отримано спект-
ри 2′,5′-А3 (див. рис. 1, а), препаративного iнсулiну (рис. 2, а) та їх сумiшi (див. рис. 2, в).
Експериментальнi значення отриманої маси для iнсулiну та 2′,5′-А3 становлять 5800,8 та
927,1 Да вiдповiдно. Природу речовини, що вiдповiдає пiку m/z = 792,2 на мас-спект-
рi 2′,5′-А3 (див. рис. 1, а), ми не вивчали. Поява даного пiка може бути спричинена деграда-
цiєю 2′,5′-А3. Значення маси, отримане для iнсулiну, узгоджується з даними iнших дослiд-
никiв [7].
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Рис. 2. Продовження

Пiки m/z зi значеннями 11613 та 17411 вiдповiдають однозарядним комплексам з двох та
трьох молекул iнсулiну вiдповiдно (до двох чи трьох молекул приєднується iон водню Н+),
пiк зi значенням 2895 — двозаряднiй молекулi iнсулiну (одна молекула бiлка з двома iонами
водню). Пiк m/z = 6014 — домiшка в препаратi, найiмовiрнiше це попередник iнсулiну, що
мiстить зайвi амiнокислотнi залишки.

На рис. 2, в подано мас-спектр сумiшi iнсулiну з 2′,5′-А3. У спектрi присутнi окремi
пiки m/z зi значеннями 929,1, 2908,6, 5801,3, 11649 та 17402, що вiдповiдають вiльним ком-
понентам сумiшi (2′,5′-А3 та iнсулiн). Отже, взаємодiя iнсулiну з 2′,5′-А3 нами не зафiксо-
вана.
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Рис. 3. MALDI мас-спектр сумiшi α-iнтерферону та олiгоаденiлату 3′,5′-А3

У наступнiй серiї експериментiв використовували iнший бiлок — iнтерферон, який ши-
роко застосовується в медицинi для лiкування вiрусних захворювань. На рис. 2, б показано
спектр препарату iнтерферону, на якому пiк зi значенням m/z = 19265 вiдповiдає одно-
зарядному iону. Пiки m/z зi значеннями 9618 та 6417 вiдповiдають дво- та тризарядним
iонам iнтерферону (значення маси до заряду в 2 та 3 рази менше однозарядного), пiк зi
значенням 38610 — комплексу з двох молекул iнтерферону та одного Н+.

На рис. 2, г зображено частину спектра сумiшi iнтерферону та 2′,5′-А3, яка вiдображає
утворення комплексу iнтерферону з однiєю або декiлькома молекулами 2′,5′-А3 (зафiксо-
вана взаємодiя вiд 1 до 5 молекул). На вiдмiну вiд сумiшi iнсулiн–2′,5′-А3, мас-спектр якої
складається лише з пiкiв, що належать складовим компонентам розчину, додавання до iн-
терферону 2′,5′-А3 призвело до значних змiн в мас-спектрi. Зокрема, в мас-спектрi системи
iнтерферон–2′,5′-А3 з’являються пiки m/z зi значеннями 20179, 21112, 22044, 22998 та 23899.
На нашу думку, вони вiдповiдають комплексу з молекули iнтерферону, вiд 1 до 5 моле-
кул 2′,5′-А3 та Н+. Приклад розрахунку теоретичної маси утвореного комплексу з однiєї мо-
лекули iнтерферону, однiєї молекули 2′,5′-А3 та Н+: (19244−1)+(929−1)+1 = 20172 ≈ 20179.
Оскiльки даний комплекс зафiксовано пiсля впливу лазерного випромiнення пiд час iонiза-
цiї, то його фiксацiя на мас-спектрах свiдчить про досить сильну взаємодiю молекул бiлка
та 2′,5′-А3. Слiд зауважити, що комплексу бiлка з двома або декiлькома молекулами олi-
гонуклеотиду важче утворитися, нiж з однiєю, та легше розпастися ще на етапi iонiзацiї
лазером (до реєстрацiї його приладом). Тому таке множинне утворення комплексiв свiдчить
про мiцну взаємодiю iнтерферону з дослiджуваним олiгонуклеотидом.

Надалi ми вивчали взаємодiю iнтерферону з iншим олiгоаденiлатом природного поход-
ження — 3′,5′-А3, який вiдрiзняється вiд попереднього внутрiшньомолекулярними зв’язка-
ми. На рис. 1, б поданий його спектр, маса становить 925,7 Да. Речовина (або комплекс)
з пiком m/z = 1030,7 не береться до уваги, оскiльки при дослiдженнi 3′,5′-А3 з викорис-
танням iншої матрицi (СНСА — α-цiано-4-гiдроксикорична кислота) даний пiк зникає, тодi
основний пiк 926,7 Да залишається незмiнним.
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Рис. 4. MALDI мас-спектр сумiшi iнсулiну, α-iнтерферону з 2′,5′-ероА3 (а, б ) та 3′,5′-А5 (в, г вiдповiдно)

На рис. 3 поданий спектр сумiшi iнтерферону з 3′,5′-А3, на якому показана множинна
взаємодiя молекули бiлка з однiєю або декiлькома молекулами олiгоаденiлату (до 5 мiнi-
мум).

Наступним об’єктом для дослiдження було обрано 2′,5′-ероА3 — модифiкований ана-
лог 2′,5′-олiгоаденiлату. Як показали попереднi дослiдження, навiть незначна змiна в струк-
турi 2′,5′-А3 призводить до радикальної змiни його бiологiчної активностi [8, 9].

Згiдно з отриманими даними, молекулярна маса 2′,5′-ероА3 становить 912,3 Да (див.
рис. 1, в). Спектр, що належить сумiшi iнсулiну з 2′,5′-ероА3 складається з окремих пiкiв,
якi належать 2′,5′-А3 та власне бiлку (рис. 4, а). Поява додаткових пiкiв не спостерiгаєть-
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Рис. 4. Продовження

ся. Отже, як i у випадку тримеру 2′,5′-А3, взаємодiя даного типу молекул з iнсулiном не
зафiксована.

Порiвняння мас-спектрiв сумiшi iнтерферону та 2′,5′-ероА3 (див. рис. 4, б ) та мас-спект-
рiв окремих компонентiв сумiшi показало появу пiка m/z = 20177, який, на нашу думку,
свiдчить про можливiсть взаємодiї бiлка iнтерферону з однiєю молекулою 2′,5′-ероА3. При
масштабуваннi спектра стають помiтними ще два пiки, якi вiдповiдають комплексам з однiєї
молекули iнтерферону та вiдповiдно двох i трьох молекул 2′,5′-ероА3.

Також в роботi дослiджувалася наявнiсть взаємодiї iнтерферону з 3′,5′-А5, який мiстить
в своєму складi 5 ланок аденозину. Визначена нами молекулярна маса такого олiгомеру
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становить 1512 Да (див. рис. 1, г). Решта пiкiв належать речовинам, якi є продуктами роз-
паду 3′,5′-А5 в результатi вiдщеплення певних ланок та руйнування фосфатних зв’язкiв [10].
Данi, отриманi нами для α-iнтерферону, узгоджуються з даними iнших дослiдникiв [11].

На вiдмiну вiд спектрiв сумiшей iнсулiну з 2′,5′-А3 та 2′,5′-ероА3, спектр iнсулiну з до-
даним 3′,5′-А5 не є сукупнiстю окремих пiкiв, що належать бiлку та олiгоаденiлату (див.
рис. 4, в). У спектрi з’являється пiк m/z = 7293, який належить комплексу з однiєї моле-
кули бiлка, Н+ та однiєї молекули 3′,5′-А5, що свiдчить про здатнiсть iнсулiну зв’язуватися
принаймi з однiєю молекулою дослiджуваного олiгоаденiлату.

Додавання до 3′,5′-А5 α-iнтерферону, як i у випадку iнших олiгонуклеотидiв, призвело
до появи в мас-спектрi додаткового пiка, а саме зi значенням m/z = 20774, який належить
комплексу з молекули iнтерферону, Н+ та однiєї молекули 3′,5′-А5 (див. рис. 4, г).

Як вже зазначалося, загальноприйнято противiруснi властивостi 2′,5′-олiгоаденiлатiв
пов’язувати з їх здатнiстю активувати iндуковану iнтерфероном рибонуклеазу, яка, в свою
чергу, руйнує вiрусну мРНК [2], проте дослiдження показали що 2′,5′-олiгоаденiлатам та
їх аналогам притаманнi лiкувальнi властивостi, якi не пояснюються вищевказаним меха-
нiзмом. Зокрема, до таких властивостей належать запобiгання вiдторгненню тканин пiсля
трансплантацiї, кардiопротекторна дiя та iн. [12, 13]. З огляду на останнє стає зрозумi-
лою необхiднiсть пошуку нових механiзмiв, здатних пояснити бiологiчнi властивостi олi-
гоаденiлатiв та їх аналогiв. Одним з можливих пояснень може бути присутнiсть в клiтинi
цiльових бiлкiв, взаємодiя з якими й призводить до активацiї механiзмiв, якi забезпечу-
ють лiкувальнi властивостi олiгоаденiлатiв. В попереднiх роботах методом флуоресцентної
спектроскопiї було показано наявнiсть зв’язування 2′,5′-олiгоаденiлатiв та їх модифiкованих
похiдних з бiлками альбумiном, iмуноглобулiном та iнтерфероном [14]. У свою чергу, про-
ведений аналiз олiгоаденiлатiв, бiлкiв та систем олiгоаденiлат–бiлок за допомогою мас-спе-
ктрометрiї дав можливiсть встановити наявнiсть мiж ними взаємодiй нековалентного типу
та дослiдити деякi її особливостi.

Таким чином, у данiй роботi показано, що природний 3′,5′-А3, 2′,5′-А3 та його модифiко-
ваний аналог 2′,5′-ероА3 з iнсулiном не зв’язуються. Ситуацiя змiнюється у випадку 3′,5′-А5,
який, на вiдмiну вiд тричленних олiгоаденiлатiв, виявляє здатнiсть зв’язуватися з iнсулiном.
До iнтерферону всi дослiджуванi олiгоаденiлати залежно вiд їх довжини та внутрiшньомо-
лекулярної будови здатнi приєднуватися в кiлькостi вiд 1 до 5 молекул.
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З.Ю. Ткачук, С.Н. Левченко, А.В. Ребриев, Л. В. Ткачук

Исследование взаимодействия между олигоаденилатами

и интерфероном методом масс-спектрометрии

Показано, что 2′,5′-олигоаденилат и егоэпоксианалог 2′,5′-ероА3 способны присоединяться

к α-интерферону в количестве от 1 до 5 молекул. Подобными свойствами по отноше-

нию к α-интерферону обладают 3′,5′-олигоаденилаты с разным количеством аденилатов.

В то же время инсулин, за исключением 3′,5′-А5, не обладает такой способностью. По-

лученные данные позволяют рассматривать α-интерферон как один из целевых белков для

“коровых” олигоаденилатов, участвующих в механизме противовирусной защиты клетки.

Z.Yu. Tkachuk, S.M. Levchenko, A. V. Rebriyev, L.V. Tkachuk

Studying the interaction between oligoadenylates and interferon by

mass-spectrometry

It is shown that 2′,5′-oligoadenylate and its epoxy analogue 2′,5′-ероА3 can bind to α-interferon in

an amount from 1 to 5 molecules. 3′,5′-oligoadenylates that contain a different number of adenylates

have similar properties. At the same time, only 3′,5′-А5 shows the ability to bind to insulin. These

data give the opportunity to consider α-interferon as one of the target proteins for “core” oli-

goadenylates that participate in the mechanism of antiviral defense of cells.
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