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Мета. Вивчити здатність олігорибонуклеотидів дріжджової РНК (ОРН) та їх комплексів з 
D-манітолом впливати на конформацію та термічну стабільність інтерферону (IНФ) α-2b. 
Методи. Здатність олігорибонуклеотидних препаратів зв’язуватися з ІНФ α-2b вивчали при 
допомозі методу гасіння його флюоресценції. Вплив препаратів ОРН на стабільність білка 
вивчали аналізуючи термічну стабільність ІНФ. Для підтвердження їх впливу на конформацію 
ІНФ проводили вивчення спектрів кругового дихроїзму. Результати. Показано, що комплекси 
ОРН з D-манітолом внаслідок їх кращого зв’язування з білком мають значно більший вплив на 
конформацію та термічну стабільність інтерферону α-2b, аніж OРН. Також ОРН і та їх ком-
плекси з D-манітолом збільшують термічну стабілізацію інтерферону. Додавання ОРН та 
ОРН з D-манітолом до ІНФ призводить до зменшення вмісту α-спіральних компонентів в 
структурі білка та збільшення β-компонент та неструктурованих частин молекули білка. 
Додавання комплексу OРН:D-манітол, на відміну від OРН змінює архітектуру третинної стру-
ктури IНФ. Висновки. Отже, комплекси ОРН з D-манітолом мають значно більший вплив на 
конформацію та термічну стабільність інтерферону α-2b, аніж вихідний препарат OРН. Віро-
гідно це можна пояснити більш специфічним зв’язуванням олігонуклеотидів в присутності 
манітолу з білком. Також ОРН і комплекси ОРН з D-манітолом збільшують термічну стабілі-
зацію інтерферону на 2 та 1,8 °С, відповідно. Додавання ОРН та комплексів ОРН з 
D-манітолом призводить до зменшення вмісту α-спіральних компонентів в структурі білка та 
збільшення антипаралельних β-листів, β-поворотів та неструктурованих компонентів, при-
чому за наявності манітолу в молекулі ОРН зміна структури ІНФ відбувається більш інтенси-
вно. Додавання комплексів OРН: D-манітол до ІНФ, на відміну від OРН змінює архітектуру 
третинної структури білка від 2-х шарового сендвіча до альфа-бета-комплексу.    

Ключові слова: олігонуклеотиди; інтерферон; манітол; вторинна структура білка. 

Вступ. Олігонуклеотиди можуть зв’язуватися з ДНК або РНК з різним ступенем специ-
фічності. З цієї причини їх розглядають, як перспективні препарати для генно-
специфічної терапії при лікуванні злоякісних, вірусних та запальних захворювань. Роз-
роблено дві основні стратегії олігонуклеотидного опосередкованого терапевтичного 
втручання, а саме антисмисловий та антигенний підходи. Антисмислова стратегія 
спрямована на зниження регуляції експресії конкретного гена шляхом гібридизації олі-
гонуклеотиду до специфічної ділянки на мРНК, що призводить до інгібування трансля-
ції (Bates, 1999). Антигенна стратегія пропонує інгібувати транскрипцію гена-мішені 
шляхом утворення потрійної спіралі між олігонуклеотидом та специфічними послідов-
ностями в дволанцюговій геномній ДНК. Клінічні випробування, засновані на антисмис-
ловому підході, тепер показують, що олігонуклеотиди мають слабкі токсичні ефекти 
(Malmgaard, 2004). 

Незважаючи на те, що антисмислові та антигенові стратегії мають певний успіх, за 
останні роки стало зрозуміло, що взаємодія олігонуклеотидів з компонентами живого 
організму виходить далеко за рамки специфічної гібридизації з цільовою нуклеїновою 
кислотою. 
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Дослідження та повторна перевірка попе-
редніх даних свідчать про те, що деякі спосте-
режувані біологічні ефекти антисмислових олі-
гонуклеотидів не можуть бути зумовлені повніс-
тю гібридизацією Уотсона-Крика з цільовою 
мРНК. У деяких випадках досягався очікуваний 
біологічний ефект (наприклад, інгібування росту 
клітин або апоптоз), але це не супроводжувало-
ся зниженням регуляції цільового білка і, отже, 
навряд чи виявиться справжнім антисмисловим 
ефектом (Balasubramanian, 1998). У багатьох 
випадках було продемонстровано, що інші не-
специфічні олігонуклеотиди можуть проявляти 
біологічні ефекти, що дорівнюють або переви-
щують антисмислову послідовність. 

Олігонуклеотидні противірусні препарати 
активно застосовуються в медицині протягом 
останніх десятиліть, проте молекулярний меха-
нізм їх дії залишається неясним. Як було пока-
зано в нашій попередній роботі, поєднання олі-
горибонуклеотидів (ОРН) з алкогольним цукром 
D-манітолом призводить до змін їх біологічної 
активності та ефективності (Tkachuk, 2013). 

Відомо, що препарати на основі ОРН збі-
льшують вироблення інтерферону та стиму-
лють неспецифічний антивірусний захист, але 
молекулярний механізм їх дії залишається нея-
сним. Тому ми вивчали здатність ОРН та його 
комплексу з D-манітом впливати на конформа-
цію α-2b інтерферону — ключового білка анти-
вірусного механізму захисту клітин.  

Матеріали і методи 

Здатність олігорібуклеотидів тотальної 
дріжджової РНК (ОРН) та її комплексів з 
D-манітолом зв’язуватися з інтерфероном (IНФ) 
α-2b вивчали при допомозі методу гасіння його 
флуоресценції (Lakowicz, 2006). Спектри флуо-
ресценції були записані в діапазоні 300–450 нм 
на спектрофлюориметрі Jasco FP-8200 при кім-
натній температурі, використовуючи 1см кюве-
ту. Для вимірювання спектрів Інтерферон-α2b 
був розчинний у 5мМ Tris-HCl буфері. Початко-
ва концентрація IНФ становила 1.096 μМ. Тит-
рування проводилось шляхом додавання малої 
кількості ОРН або ОРН:D-манітол (розчинених у 
тому ж буфері). Концентрація стокових розчинів 

ОРН та ОРН:D-манітол складала 100мкМ. По-
чатковий об’єм білка у кюветі становив 2 мл. На 
наступному етапі визначали константу взаємодії 
білка з додавання ліганду, в залежності від кон-
центрації ліганду. Для цього використовували 
максимуми інтенсивності кожного спектру при 
довжині хвилі 336нм. Константи дисоціації об-
раховувались в програмному забезпеченні 
Origin 8.0 (Kumar, 2011).  

Для підтвердження впливу препаратів на 
основі РНК на конформацію та стабільність 
білка, проводили аналіз термічної стабільності 
білка. Спектри флуоресценції ІТФ з ОРН та ІНФ 
з ОРН:D-манітол вимірювали в діапазоні темпе-
ратур 23–80 °С, підвищуючи температуру на 
кожні 3 °С (Kandagal et al., 2007).  

Круговий дихроїзм широко застосовується 
для дослідження біомолекул завдяки їх хераль-
ним властивостям. Важливим є те, що вторинна 
структура білка проявляє чіткий спектр КД. Для 
підтвердження впливу препаратів на основі 
ОРН на вторинну структуру білка нами було 
проведено аналіз даних отриманих на КД спек-
трометрі (Jasco J-815 CD Spectrometer). Від 
спектру IНФ+ліганд в буфері віднімався спектр 
ліганду з тією ж концентрацією в буфері. Далі 
спектр КД в одиницях [mdeg] перераховувався в 
одиницях молекулярної еліптичності з ураху-
ванням концентрації ІНФ і дожини оптичного 
шляху кювети 1 см. Результати аналізували у 
сервісі http://bestsel.elte.hu. Алгоритм BeStSel 
для вторинної структури походять від алгоритму 
DSSP. Він був розроблений для більш глибоко-
го аналізу вторинних β структур білків. Алгоритм 
BeStSel характеризує вторинну структуру білків, 
використовуючи вісім компонентів: паралельні 
та антипаралельні бета-листи, які поділяються 
на три підгрупи: лівооберненні, розслаблені та 
правооберненні, α-спіралі поділяють на регуля-
рні частини і кінці спіралей. BeStSel сортує 310-
спіралі як «неструктуровані ділянки». На рис. 1 
показано вісім основних компонентів BeStSel, 
що стосуються DSSP. Для порівняння предста-
влені основні компоненти алгоритму SELCON3, 
які також використовуються для CONTIN та 
CDSSTR в CDPro. 
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Рис.1. Відмінність алгоритму BeStSel від старіших алгоритмів для опрацювання КД спектрів. 

Кожна білкова структура може бути пред-
ставлена точкою в цьому восьмимірному вто-
ринному структурному просторі. Відстань між 
двома точками (x і xі) визначається їх евклідової 
відстані:  

, де xi — вміст i-го вторинної структури 
білка x. Пошук найближчих структур здійснюється на всій 
базі із 71430 відомих структур (Micsonai et al., 2018). Гасіння 
флуоресценції широко використовують для вивчення 
зв’язування лігандів з білками (Kumar, 2011).  

Результати та обговорення 

В представлених на рис. 2. результатах 
спостерігається гасіння флуоресценції інтерфе-
рону при додаванні ОРН та комплексу ОРН з D-
манітолом. Спектр флюоресценції білка демон-
струє один пік при 336 нм, що є ознакою білків 
цього типу. Спочатку спектри інтерферону ІНФ і 
ОРН або OРН:D-манітоловий комплекс відні-
мають від спектрів OРН або OРН: D-манітол, з 
однаковими концентраціями в буфері. 

а)  

б)  

Рис. 2. Спектри гасіння флюоресценції IНФ при титруванні 
а) ОРН та б) ОРН:D-манітол. 

Завдяки цього дослідження ми розрахува-
ли константу зв’язування білків лігандів. Вста-
новлено, що константа зв’язування інтерферону 
α-2b з OРН Kd = 2,88∙10

-6 
± 1,14∙10

-6
 на порядок 

відрізняється від константи зв’язування при 
взаємодії інтерферону з комплексу OРН:D-ма-
нітол Kd = 9,2∙10

-7 
± 2,31∙10

-7
 (рис. 3.). Отримані 

результати можуть вказувати на кращу взаємо-
дію комплексу ОРН: D-манітолу з білком, ніж 
ОРН. Це припущення підтверджується розраху-
нком констант дисоціації.  
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а)  

б)  

Рис. 3. Залежність гасіння інтенсивності флуоресценції IНФ-
α2b від концентрації титранта: (а) ОРН, (б) ОРН:D-манітол. 

Під час роботи було встановлено, що тем-
пература плавлення білка дорівнює 62 °С 
(рис. 4 та 5), а при додаванні титратів ОРН та 
комплексу ОРН з D-манітолом зміщується у бік 
підвищення температури 64 і 63,8 °С, що свід-
чить про невелику стабілізацію білка. Це може 
служити ще одним доказом того, що відповідні 
ліганди зв’язуються з білком і впливають на 
його конформацію та активність. Отримані ре-
зультати, також свідчать про гасіння власної 
флуоресценції білків за рахунок перепоглинан-
ня молекулами олігонуклеотидів фотонів збу-
дження флуоресценції протеїну. Можливе, та-
кож, перехоплення енергії електронного збу-
дження триптофанових груп молекулами оліго-
рибонуклеотидів. Можна припустити про утво-
рення комплексів між ОРН та оптичними 
центрами протеїну, і, нарешті, можливий варі-
ант, коли відбувається зміна конформації мак-
ромолекул протеїну під час контакту з ОРН. 

 

Рис. 4. Температурна залежність інтенсивності флуюресце-
нції Інтерферону α-2b в максимумі довжини емісії 336 нм під 
впливом препаратів на основі ОРН. 

а)  

б)  

в)  

Рис. 5. Зміна термальної стабільності Інтерферону α-2b (а) 
під впливом ОРН (б) та (в) ОРН:D-манітол. 
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Для більш глибокого розуміння взаємодії 
інтерферону з молекулами олігорибонуклеоти-
дів були проведені додаткові дослідження з 
використанням кругового дихроїзму. 

а)  

б)  

Рис. 6. Залежність еліптичності IFNα-2b від концентрації 
титрантів ОРН (а) та (а) ОРН:D-манітол. 

Обраховані спектри використовували для 
встановлення вторинної та третинної структури 
у сервісі BeStSel. Аналіз зміни вторинної струк-
тури ІФН показав (рис. 6 та 7), що вихідний бі-
лок має у своїй структурі 22,2 % регулярних α-
спіральних компонент, кінцевих α-спіральних 
ділянок 10,9 %, антипаралельних лівооберне-
них β-листів 0 %, антипаралельних релаксова-
них β-листів 15,7 %, антипаралельних правоо-
бернених β-листів 13 %, паралельних β-листів 
0 %, β-поворотів 8,7 % і неупорядкованих струк-
тур 29,6 %. 

 

 

 

Рис. 7. Аналіз зміни вторинної структури ІФН під дією ОРН 
та ОРН:D-манітол. Helix1 — регулярні α-спіральні компонен-
ти, Helix2 — кінцеві α-спіральні ділянки, Anti1 — антипара-
лельні лівообернені β-листи, Anti2 — антипаралельні рела-
ксовані β-листи, Anti3 — антипаралельні правообернені β-
листи, Parralel — паралельні β-листів, Turn — β-повороти і 
Others — неупорядковані структури. 

При додаванні OРН до ІНФ у структурі білка 
виявлено 17,8 % регулярних α-спіральних ком-
понент, кінцевих α-спіральних ділянок 10,1 %, 
антипаралельних лівообернених β-листів 0,2 %, 
антипаралельних релаксованих β-листів 16,2 %, 
антипаралельних правообернених β-листів 
13,2 %, паралельних β-листів 0 %, β-поворотів 
9,9 % і неупорядкованих структур 32,6 %. При 
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додаванні комплексів OРН-D-манітолу у струк-
турі ІНФ виявлено 13,5 % регулярних α-спі-
ральних компонент, кінцевих α-спіральних діля-
нок 8,3 %, антипаралельних лівообернених β-
листів 1 %, антипаралельних релаксованих β-
листів 15,9 %, антипаралельних правооберне-
них β-листів 17,2 %, паралельних β-листів 0 %, 
β-поворотів 11,1 % і неупорядкованих структур 
32,9 %. Таким чином додавання ОРН та ком-
плексу ОРН з D-манітолом призводить до зме-
ншення вмісту α-спіральних компонентів в стру-
ктурі білка та збільшення антипаралельних β-
листів, β-поворотів та неструктурованих компо-
нентів, причому за наявності D-манітолу зміна 
структури ІНФ відбувається більш інтенсивніше. 
У той же час, аналіз третинної структури ІНФ 
показує, що додавання комплексу ОРН: D-
манітолу змінює архітектуру білка з 2-шарового 
сендвіча на альфа-бета-комплекс. На відміну 
від комплексу ОРН: D-манітолу, додавання OРН 
не спричиняло жодних змін у третинній структу-
рі білка.  

Висновки 

Отже, комплекси ОРН з D-манітолом ма-
ють значно більший вплив на конформацію та 
термічну стабільність інтерферону α-2b, аніж 
OРН. Вірогідно це можна пояснити більш силь-
нішим та специфічним зв’язуванням цього ком-
плесу з білком. Про це свідчить константа 
зв’язування інтерферону α-2b з OРН Kd = 
= 2,88∙10

-6 
± 1,14∙10

-6
, яка на порядок відрізня-

ється від константи зв’язування при взаємодії 
ІНФ з OРН:D-манітол Kd = 9,2∙10

-7 
± 2,31∙10

-7
. 

Також ОРН і ОРН з D-манітолом збільшують 
термічну стабілізацію інтерферону на 2 та 
1,8 °С, відповідно. Додавання ОРН та ОРН з 
D-манітолом призводить до зменшення вмісту 
α-спіральних компонентів в структурі білка та 
збільшення антипаралельних β-листів, β-по-
воротів та неструктурованих компонентів, при-
чому за наявності манітолу зміна структури ІНФ 
відбувається більш інтенсивніше. Додавання 
OРН:D-манітол до білка, на відміну від OРН 
змінює архітектуру третинної структури IНФ від 
2-х шарового сендвіча до альфа-бета-комп-
лексу.    
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Aim. To study the ability of yeast RNA oligo-
ribonucleotides (ORNs) and their complexes withD-man-
nitol to influence the conformation and thermal stability 
of interferon (INF) α-2b. Methods. The ability of 
oligoribonucleotide drugs to bind to INF α-2b was 
studied using its fluorescence quenching method. The 
effect of ORN drugs on protein stability was studied by 
analyzing the thermal stability of INF. To confirm their 
influence on the conformation of the INF, we inve-
stigated the spectra of circular dichroism. Results. The 
ORN complexes with D-mannitol, due to their better 
protein binding, have been shown to have a much higher 
effect on the conformation and thermal stability of 
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interferon α-2b than ORN. ORNs and their complexes 
with D-mannitol also increase the thermal stabilization of 
interferon. The addition of ORN and ORN with 
D-mannitol to INF leads to a decrease in the content of 
α-helical components in the protein structure and an 
increase in β-components and unstructured parts of the 
protein molecule. Addition of the ORN complex: 
D-mannitol, unlike the ORN, changes the architecture of 
the tertiary INF structure. Conclusions. Therefore, the 
ORN complexes with D-mannitol have a much higher 
effect on the conformation and thermal stability of 
interferon α-2b than the parent drug ORN. The more 
specific binding of oligonucleotides can probably explain 
this in the presence of mannitol to the protein. ORNs and 
ORN complexes with D-mannitol also increase the 

thermal stabilization of interferon by 2 and 1.8 °C, 
respectively. The addition of ORNs and ORN complexes 
with D-mannitol leads to a decrease in the content of α-
helical components in the protein structure and an 
increase in antiparallel β-sheets, β-turns, and unstruc-
tured elements. In the presence of mannitol in the ORN 
molecule, the structure of INF changes more intensively. 
Addition of ORN complexes: D-mannitol to INF, unlike 
ORN, changes the architecture of the tertiary protein 
structure from a 2-layer sandwich to an alpha-beta 
complex. 

Keywords: oligonucleotides; interferon; mannitol; 
secondary protein structure. 


