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СПЕКТРАЛЬНІ ПРОЯВИ ВЗАЄМОДІЇ ОЛІГОАДЕНІЛАТУ 
З ВИСОКОМОЛЕКУЛЯРНИМИ БІЛКАМИ

У статті представлено результати досліджень спектрів оптичного поглинання, флюоресценції 
та фосфоресценції похідних нуклеотидів, що містять аденінові ж-електронні системи — олігоадені- 
латів, низки високомолекулярних ж-електрон-містких білків та їхніх спільних систем. Перевірено 
положення перших збуджених електронних рівнів ланок цих сполук. Підтверджено, що за спек­
тральні властивості олігоаденілатів відповідальними є аденінові групи. Показано, що триптофа­
нові групи є основними пастками триплетних збуджень у  досліджених протеїнах. Зафіксовано 
спектральні ознаки зв 'язування олігоаденілату з білками. Під час цього зв ’язування утворюється 
комплекс між ж-електронними системами, подібний до АТ-комплексу, що виникає в макромолекулі 
ДНК. Обговорено природу цього комплексу. Також зафіксовано зміни у  спектрах флюоресценції та 
фосфоресценції спільних систем при варіюванні відносних концентрацій у  розчинах молекул олігоа-
денілату та макромолекул білків.
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Вступ

Макромолекули нуклеїнових кислот (ДНК і 
РНК) та високомолекулярних білків, що міс­
тять я-електронні системи у своєму складі, є 
основним конструктивним матеріалом для 
будь-якого живого організму та відіграють 
важливу роль у зберіганні, передачі та реаліза­
ції спадкової інформації. Фактично ці сполуки 
є функціонально діючими макромолекулами, 
які вже використовуються в живому організмі. 
Останнім часом ліки на основі синтетичних 
похідних нуклеотидів (коротких фрагментів 
ДНК/РНК), що можуть направлено зв’язуватись 
з іншими макромолекулами, вже клінічно тес­
туються як імуномодулятори, антивірусні 
та антиракові препарати [9]. Таким чином, до­
слідження динаміки біохімічних та біофізич­
них процесів, що відбуваються в цих макромо­
лекулах (зокрема взаємодії між нуклеїновими 
кислотами або їхніми фрагментами та білка­
ми) є важливим сучасним інструментом для 
пізнання секретів життя. Але на даний момент 
механізми взаємодії між цими біомолекулами 
досліджено недостатньо для того, щоб мати 
можливість контролювати ці процеси та, як ре­
зультат, створювати високоефективні ліки но­
вого покоління з направленою дією. Нами по­
казано [1; 5-6; 10-14], що наявність
я-електронних систем у досліджуваних біомо- 
лекулах, які спектрально проявляються

фосфоресценція, взаємодія олігонуклеотидів з

в оптичному (ближній «біологічний» ультрафіо­
летовий, видимий та ближній інфрачервоний) 
діапазоні довжин хвиль випромінювання, дає 
можливість застосовувати методи оптичної 
спектроскопії для таких досліджень. Перші 
серйозні спектроскопічні дослідження збудже­
них електронних станів нуклеїнових кислот 
проводилися ще у 60-х роках минулого сторіч­
чя [2; 4; 7-8]. Метою цих досліджень було ото­
тожнення центрів локалізації електронних збу­
джень у ДНК і РНК, зокрема було розглянуто 
кілька версій стосовно центрів локалізації три­
плетних збуджень у макромолекулі ДНК. Осно­
вна дискусія розгорталася навколо питання, чи 
є триплетний стан нейтрального дТМФ, іонізо­
ваного Т ~, дАМФ або АТ-послідовності відпо­
відальним за випромінювання ДНК. У наших 
попередніх роботах [1; 5-6; 10-14] показано, 
що найнижчий триплетний рівень у макромо­
лекулах ДНК і РНК належить аденіновій (А) 
ланці; пастками триплетних збуджень у РНК є 
А-ланки, а в ДНК -  АТ-послідовності. Пастка­
ми синглетних збуджень у ДНК і РНК є цитіді- 
нові (Ц) та гуанінові (Г) ланки. У цій статті на­
ведено результати спектральних досліджень 
спільних систем (бінарних розчинів) ДНК, 
РНК та малої похідної нуклеотиду (тримера -  
олігоаденілату 2’5’А3, що містить 3 А-групи) з 
високомолекулярними я-електрон-місткими 
білками (людський альбумін (ЛА) та інтерфе­
рон (Інф)).
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Методика експериментальних досліджень

Досліджувані в даній роботі зразки макромо­
лекул високомолекулярних я-електрон-містких 
білків, ДНК і РНК різного походження, а також 
тримера 2’5’Аз люб’язно надані 3. Ю. Ткачуком 
та І. Я. Дубеєм (Інститут молекулярної біології та 
генетики НАН України). Нуклеотиди, що містять­
ся в тримері 2’5’Aj, з’єднані між собою фосфат­
ними групами Р04Н «неприродним чином» у по­
ложеннях 2’ та 5’ (на відміну від ДНК і РНК, де 
вони з’єднані у положеннях 3’ та 5’). Хімічну 
формулу 2’5’А3 подано на рис. 1.

Спектри оптичного поглинання в діапазоні 
200+360 нм (-50000+28000 см-1) реєструвалися за 
допомогою спектрофотометра Specord UV VIS. 
Спектри флюоресценції та фосфоресценції в діа­
пазоні 290+620 нм (-34500+16000 см1) реєстру­
валися при температурі 77 К на автоматизовано­
му спектральному комплексі на базі спектроме­
тра МДР-2.

Похибки у визначенні положення смуг погли­
нання та люмінесценції не перевищували 50 см1, 
що для досліджуваних широких смуг (>1000 см-1) 
цілком допустимо. Похибка у вимірюванні інтен­
сивності свічення одного і того ж самого зразка 
не перевищувала 2 %.
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Рис. 1. Хімічна формула тримера 2’5’А3 

Результати та їх обговорення

Нами попередньо встановлено [1; 5-6; 10-14], 
що спектри поглинання ДНК і РНК близькі до су­
ми (в еквімолярних концентраціях) спектрів по­
глинання відповідних мономерів -  нуклеотидів. 
Схожа ситуація спостерігається і для досліджених 
високомолекулярних я-електрон-містких білків:

спектр поглинання білка близький до лінійної ком­
бінації (з урахуванням відносного вмісту у макро­
молекулі) спектрів поглинання відповідних моно­
мерів -  я-електрон-містких амінокислот фенілала­
ніну (Фа), тирозину (Тир) та триптофану (Трп) 
(наприклад, для ЛА, рис. 2, а). Ці факти добре узго­
джуються з типовою для я-електрон-містких ма­
кромолекул ситуацією, що ланки в макромолекулі 
є незалежними поглинаючими центрами. Спектр 
флюоресценції ЛА близький до лінійної комбінації 
спектрів Тир і Трп, а спектр фосфоресценції ЛА 
близький до відповідного спектра Трп. Останнє 
означає, що триплетні збудження у макромолекулі 
ЛА локалізуються та дезактивуються з триптофа- 
нових ланок [11]. Спектральні властивості та енер­
гетична структура властивості олігоаденілату 
2’5’Аз пов’язані з А-ланкою.

Рис. 2. Спектри оптичного поглинання: 1-Фа, 2-Трп, 
З-Тир, 4-ЛА, 5-лінійна комбінація спектрів амінокислот 

у відносному співвідношенні Трп:Тир:Фа=1:18:31

Для білка Інф спостерігається ситуація, поді­
бна до ЛА (рис. 2): невеликий (-7 нм) зсув спек­
трів флюоресценції та фосфоресценції у корот-
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кохвильовий бік, а також збільшення структуро­
ваності електронно-коливальної структури 
спектра фосфоресценції Трп, що входить до 
складу макромолекули Інф, порівняно з мономе­
ром Трп. На наш погляд, це пов’язано з жор­
сткою фіксацією Трп-ланок у макромолекулі Інф 
та «вимерзанням» деяких ступенів вільності.
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но низку 2’5’АЗ+Інф-систем із: (1) сталою кон­
центрацією (С2,51АЗ) олігоаденілату 2’5’А3 та різ­
ними значеннями концентрації (СІнф) Інф, (2) різ­
ними значеннями С,,.,., та сталою Ст ..2 5 АЗ Інф
Зафіксовано зміни у спектрах фосфоресценції 
систем 2’5’А3+Інф при варіюванні вказаних кон­
центрацій. Спектри фосфоресценції цих систем

-1

(а)

300 320 340 360 380 400 >, нм

Рис. 3. Спектри флюоресценції (а) та фосфоресценції (б) при Т=77К: Інф (1), Трп (2) та Трп при Т=4,2К (3).
Збудження >=280 нм. Розчини у воді, С=5х105М

Спектральні властивості спільних систем 
ДНК, РНК та 2’5’А3 з білками досліджувалися 
при низьких температурах в широкому діапазоні 
довжин хвиль збудження. Наші попередні дані 
[11] свідчать, що якщо ДНК і РНК зв’язуються з 
білками, то це зв’язування лише поверхневе, без 
проникнення усередину білка; 2’5’А3 глибоко 
проникає усередину макромолекули ЛА як у полі­
мерну матрицю. Про це свідчить невеликий (~5 
нм) зсув у короткохвильовий бік та збільшення 
електронно-коливальної струкіури спектрів фос­
форесценції 2’5’А3 інкорпорованого у макромо­
лекулу ЛА, порівняно з «відокремленим» станом.

Спектри флюоресценції спільних систем 
2’5’А3 з Інф майже схожі з лінійними комбінація­
ми спектрів флюоресценції А- та Трп-ланок. Як і 
очікувалось, основні спектральні зміни, пов’язані 
із взаємодією олігоаденілату 2’5’А3 з білками, 
проявляються у фосфоресценції (рис. 4), оскільки 
саме триплетний стан є більш чутливим до будь- 
яких хімічних, конформаційних або інших змін у 
макромолекулярній структурі [3]. Було дослідже-

(рис. 4) близькі до спектрів 2’5’А3 при збудженні 
>.=260 нм та до спектрів Трп-ланок Інф при збу­
дженні >.=280 нм аж до С2,5,АЗ=5-10 5 М при стало­
му значенні Сьф=10'5 М. Починаючи зі значення 
С2,5,Аз=8-105 М, смуга спектра фосфоресценції 
системи 2’5’А3+Інф не схожа ані лише на смугу 
спектра 2’5’А3, ані лише на смугу спектра Трп. 
Крім смуги 2’5’А3 при збудженні >.=260 нм або 
смуги Трп при збудженні >.=280 нм, у спектрі 
фосфоресценції цієї системи з’являється без- 
струкіурна широка смуга з максимумом на 
>,=450 нм, яка не залежить від довжини хвилі збу­
дження. При подальшому збільшенні значення 
С2,51ДЗ інтенсивність смуги, пов’язаної з окремою 
2’5’А3- або Трп-ланкою, зменшується. За спек­
тральним положенням та формою кривої спектра 
(у деякому наближенні) безструкіурна широка 
смуга з максимумом на >.=450 нм близька до сму­
ги спектра фосфоресценції ДНК. Таким чином, у 
досліджених спільних системах 2’5’А3+білок 
формується комплекс, схожий на АТ-комплекс у 
макромолекулі ДНК.
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Рис. 4. Спектри фосфоресценції водних розчинів при Т=77К: 2’5’А3 (1), Інф (2), 2’5’А3+Інф при збудженні 
>=280 нм (3) та >=260 нм (4) (С2,5,АЗ=105н-10чМ, СІнф=10-5М)
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Висновки

Амінокислоти є незалежними поглинаючими 
центрами в макромолекулах л-електрон-містких 
білків людського альбуміну та інтерферону так 
само, як нуклеотиди в макромолекулах ДНК та 
РНК. На наш погляд, останні зв’язуються з біл­
ками поверхнево, без проникнення усередину 
білка. Олігоаденілат 2’5’А3 зв’язується з альбу­

міном та інтерфероном, глибоко проникаючи 
усередину макромолекул білків як у полімерну 
матрицю; для інтерферону це зв’язування ре- 
зультується в утворенні комплексу, подібного до 
АТ-комплексу в макромолекулі ДНК1.

1 Автор висловлює щиру подяку проф. В. М. Ящуку за 
підтримку та цінні ідеї при проведенні досліджень цієї статті,
3. Ю. Ткачуку та І. Я. Дубею -  за надані зразки біологічних 
речовин.
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V. Kudrya

SPECTRAL MANIFESTATIONS OF THE INTERACTION BETWEEN 
OLIGOADENILATE AND HIGH-MOLECULAR PROTEINS

Optical absorption, fluorescence and phosphorescence spectra o f the small nucleotide dérivâtes 
containing adenine n-electron system -  oligoadenilates, the high-molecular n-electron-containing proteins 
and their common systems were investigated. The positions o f the first excited electronic energy levels o f 
these compounds cells were verified. It was examined all the optical spectral properties o f the oligoadenilate 
were connected with adenine groups. It was shown tryptophan groups were the main triplet electronic 
excitations traps in the proteins. The spectral manifestations o f the binding o f the oligoadenilate to the 
proteins were fixed. Some complex in the common systems between n-electron systems was formed to be 
some similar to AT-complex in the DNA macromolecule. The nature o f this complex was discussed. The 
changes in fluorescence and phosphorescence spectra o f the common systems under the variation o f the 
mutual concentrations o f the oligoadenilate and protein macromolecules were observed.

Keywords: DNA, RNA, oligonucleotide, phosphorescence, interaction between oligonucleotides and 
proteins.
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