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Мстодом Ец,rзменItо-лесорбrцтоlяой масс-ýпектрометрии с иоtмза_Е,rей осколками деления сЁ252 Фдмс:)иссдедованФ взаимолействтаrе стерои,lЕшх гдикозидов Монозила неOтигФгенина (МН), Биозида неотигогеЕитlа
(ЪН) иПецтИозида [ {Гtfl) с нуклеОзидалм Ас]о, Otro, L]уd, Urсl, Thd. Изуrено также взаимодействllе г€ницоl]
неотигоген}Ша и гитоге!&IНа с темИ Же r+ТСl]еОЗИДами. УстаноВлено, чтО БН и ]Ц: сгlособtШ образовнваtь
ЕековаIIентносвязаЕные аасOlиаты с Urd, а БН также с Cyd.
клюilЕвЫЕ СЛоВА: отероидБIе гллкOзи,щ, ген!lны, нFс.'tеозиJщ, гьтазменlrс}-десорбrдиоr*rа,ч масс-
сlIеrгрометриЯ, НеКОВаJ-IЁНlнФсвя]аl{тlые аýсýIшlаты

стероиддrые rликозЕдI (сг) вл:rrотся физиологжtlески актив!lымк веществами раститедьЕогопршсхожлеНия. Е общеМ сл}чае молекуда СГ состоrтГ из "стеридrого ядра" (агликона) ш
прЕýоедд{еншой к неьrу угдеводlой цепи. которм может вILцIочать в себя от 1 до f ,,о*о*"арцд*о
мономеров. Согласцо стрl,хтlре агликона сГ цодI]r}зделяют Еа цризводЕые сmqюýтаЕового ц
фуростаковОго рядоВ [1]. ИзвестНо, чго СГ мог],"г проалять мембраЕотроIIчдо [1]. tРунгицид{}то }2,З],
щютцвовосIl{tJI!{тельц/ю [4], автиоксиданткую {l] и другие ýиды активЕости. Щля СГ характерц также
вьrрахекпьй гишохолестеркнемический эффект, что шозtsOлиJlо создать на базе СГ, вьцелеr*шх из
Dioscorea oaucasica Lipsky и Dioscorea шipronica Makino, а такrке из Tribulus terrestis L,, лекарсгвенные
ЕреIврты, цримеЕflемые для прфкпактики и лечеЕр{r{ ранЕЕх стадlй атерсILlероза [5-7]. Крме этоrо
лекар€твенные црепараты, вк]Iючilющ{е в свой состав СГ, ш!{рко испOльзуются fiри лечеЕии
кард{OдогЕIеских забодевавий [7,8l, Не послед*ою 1юJБ в интересе, шрявJUIемом иссJедоватgдlIми к
данным сOедиflенияl,I, и{рает возможt{ость применJIть (Г в мчестве исходньLх или промехýточных
реаrентов дJIrl синтеза rормоЕtt-цьньu( шрепаратов или их процзводных , а таюке шроявлсЁIdе гормоrrальной
активностИ ЕативнымЕ сг l1,9_1ll В частности, ýоJý/tIешы данцые по применнешfiо црепарата
трибестана, осЕовой которого явд,Iются Сг изтriьulus tekestisL., в мчестве афрдзиiшого средства д.rrя
M}lr$i}IE l12]. В последние годr особое внимание привлекает также пртивооIт}жолевая активность СГ.
Рядом авторв отмечается высокад r*rгибир}тощая способность СГ 

-в 
отношелпли пр:шферир}тощD(

r{J-Iеточных сЕстем {1,9,1з,14]. отмечается такжg, .{го дашryю аюивность прявJUIIот толъко СГ,
содержащ!{е в олигосахарид{ой цеrц,r более 2 звеньеВ {lЗ]. Исхом из БышескiванЕOrc вцдно, что
инфрмаiця о реакшошrой способпоgги СГ по отЕOшеншо к биопогическII вal}кным молекулаlчI
цредстав.шет ш{терес дJUI создателей новьпс фармацевтических пргЕrратов, в частности, дтя объяснения
или цредЕtЦения Е9;келательIIьD( побочrrьпg эффектов.

Масс-спектрметрIUI} особенно мrlrкоионr't'з€}IиоЕIrые методы, дrlвно и весьfi!а эффкгшко
испоJьзуется дJIя оцределеmUI, IIодгверЖДениrI или }точненшI хrалкческОЙ Стр}/кг}ры СГ и исследованlй
взаrшодействкя СГ с рзлшlrrымЕ биомолетсуламк [15-2CtJ. Резуlьтаты, цол}чеЕные иlз масс-спекгрв СГ
позвоJUIюТ существеннО рýIшФЕгЬ объем инфОрмациИ о далшrой гр1тше вещеGтв, об юс ракrшонной
способкOс"ги в смесл( с излrIЕыми бкомолеrсулами. В литерт}ршых источниках вьIсказыкlется
предrюложение о сцособности СГ гrрнжать в клетку [2]. В мчестве объекга исследованЕrI мы взяли
фук<чиовашьно наиболее зIйчцмые элемеЕт}I lшфрмационrьлс, транfiIоргньD( и рибосомадьЕьD(
к}цлеиновьD{ кислоТ - Е}тLтеФзиды. Щанная работа являgтся пфдо,шrtешrем исследовшшrй по ИЗ}п{еЕию
}rетодами }шгкоиокизi}rшоrmой ]vIасс-слектрметрии шроцессов взалшлодействия фармакооо.й*aп*,
препартOв с рзлицrье{и биомолеrсу;ими, црводlмьгl в лаборатории биофизши }ШФ I]дFtУ под
руководством ILФ. Qтодба J2t'l.
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Из5пrение взаимодейств}IЯ стероrтдъIх гликФз}цOв с нуклеозидами.,.

МАТШ,РИАIIЫИ МЕТОДЫ
щля из}.rеrшя взаrалодействия Сг с Iцклеозидами кtми бььти использOваЕы предстанrrе"тr Сг:

очищенньй trреЕарат Монозида ЕеотиIOгенЕЕа (I\Д{), Биозr4да Irеотиrогенина (БФ, выдЪлеr*ше из семfir
To}daToB, а fi}кже IФ( aгликон Ееотяюгенин, получеIrный шl тоIо же источЕим, и очиrцеrrrrьй црепаратПегуlшlозцда д (пД , экстрп!рвапшшй из семян пет,нии и его Ёгликон гfiтогецин, т:жже вцделешlшй
из семян пет}тпш,{; и Еукпеозидш: Ado, Cyd, Guo, Thd" Urd марки lч троизводства ýеrча.
Молекула l\4H и БН вюшочает в себя стероцдЕуIо (агликоновую) часть, цредсrавденrryю геЕЕном рядаспшростана пеот}тогеImlом (25ý-5а-фrоstап-3ЬоI), и },глеводrJrю часть, состояIщдо шз галакmзы у МН
и гalJIактOзы и г.тшокозы у БН.

Yглеводrrый компоЕеЕт црисоедш{яется к ilгJIикоЕу по месту З-Он овязи I1,10l, Структура Бн
изображена на рис.1.

\+аl-**#tf;

Рис. 1" Хшм.tеская стр}кт}ра молекулы Биозида неотtгогеýиrrд.

ПЩ также состоит из сгеришrой составллощей, цредставленной агшлконом гитOгениНОм,
химЕЕ{ескМ струкrуР котOрrФ идеЕп{щlа Ееотигогенш{у ý} исключениеDI дополните.lьной
ГИДРКСИГРУIШЫ Е IIОложениЕ 2, и углеводrого фрагмеtrгц сотощего из filllакюзы !{ глюкозы. Ташпrл
обрзом, Пp. также явJIIIется бпозцдом 0!шrростаIrовOго ряда мк иБ}l [1,10J.

Исследование прводили trутем приготовлеш{rI мOдедьrъж смеýей гдикOз}ца илн агликоt{а С
опредедёпным ЕукjtеOз!цOм, в е!олщrном соотtrошеЕIдd 1:l. Дашryю ctvlecb &rт€м рстворяди в
дrбтиJтпIрваlной воде с концскграrщей 1мг/мл Е сJýчае смеси гликозIца с ilуклеозидом нли В воД{0-
б9Tarro.ibвcM растворе (l:1 по об**у) с той же коIщекrраIЕ{ей, если эт0 смеýь ашIЕкоflа о IIукJIеозидом.

!Мее пРrлОтовлеrctьЙ расгвор ЕаЕосили на цозолочеrrrьй прбопесрщй lцIcK в ко,lмчестве 10-20
МКД, И ЦРСyпIШаJп,r в сгруе тЁплого возryха такш,r образом, чтобы к},Фюке образовался сухой осадок.
АНа,ШЗ ЦРвОдьш с помоцрю времлlропётною масс-спекгрометра с иошrза:g{ей осколмми делепия Cf-
252 МСЫХ, РЗРботанноm дтя биохшrяическrcк исследова:d и изготовлёного АО ýELMI, Сlмы,
Украиrа, црн ускорJIIощем Еапрлкенип +15KV и -15kY. Разршелtпе по массам сOстilвляjlо окодо 250 на
уровне 0,1 высоты тмм|22,2З],

рЕgулътдтъil и оБслкдЕниЕ
Первоначалько бы.lш получены масс-спекгры МН, БН иПý а также неФтшOгеЕIша !{ гптогениýq с

цеJIъю изуrешия rrуlей фргпrеmаrпш* молекул глцкозцдов и Iý( агликоЕов, а так?ке дш прверки tIи6тOты
препаратов. Основные резуJштаты цредстi}вдеЕFr,I в таб.лице 1.

Табшща l. OoнoBrrbre пикк Е]измеЕЕо-лесофтиов*оr масс-сц9пrrрв стероцдБD( гJIЕкозIцов и г€нпЕов,
Погрешrюсfь измеренЕrI rrlz составляет * 1 а, е.



58

В.В. Пилgапеrко, С.А. Аксенов, А.Н. Калпrнк9вич, Л.Ф. Сухолуб
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В масс,спекграхМН и БЕ единственными пимми в обдасти молекулярЕой массы г,шrкозидов (ý4, =
576, М,: 740) бы.rш пикц. соответствуIоцие кв{вЕмолекулярЕому иоЕу {Iý/Р{) гJrцкOзидов с гIротоýом и
KotlaMK натрбI IL]Iи KaJ[lUI. Посдедtие обладаrот большей интенсивЕо€тью" чем rшut, отвечаrощrй
мOдеhтлярнOй массе I\{E иБ1| особелшо шшс КМИ с ионом натрия,

В масс-спеКтрах отмечается Taкxte црис}тствие интеЕснвньD( IIикOв в области мOлýкул4рýой массы
агJIикоЕа к его фрагмента, последщd соответствует иоЕу со слсýтощей струкryрой: [{АgI4}Ц+Н1+.
{ругrrми словами, в црцессе фрагмеlrrации молекуJш Сг присходлrг разрыв по месту гtрисоед{нешýI
углеводlой части к стеридrомУ ядру с 0rрывом от агJrцкоЕа гкдроксогруплý и последдоIщ,l]1,I
протюншрваппем обрзовакного иоЕа. 11одобньй механизм фрагментлши молекуJIы СГ .шляется
тшяиrшьшчл и оIIис8н рд{ее В литерат}ре li9_2t},24]. В дашrом ýлучае масс-спектры МН и БН
подгверждают ранее пол}чеfiЕые данные дrя подобrrьпс п0 струкryре Сг растrrге.ьЕого цриýхождеrшя. В
спектре БН таьке ЦРЕIqiтствует слабьцi по иЁтеItсивхости IIик в областц масс, отвечаIоrшgж образоваIшдо
ассоццата из 'Фух молекул гJIико3Iца (m/z:1505}. Масс-спекгр Ееотнгогенина црдемонсrрирвiж
t{aJI}ttIIЁ ицтеЕсивныХ Еиков В областК мOлекул4рIIОй массЫ Ееотигогенш{а (М.= 416) и в обдасти его
фрагмеrrга (Ag0-0H)+H]*. Пр" акUI!ве масс-спектрв пд 0ц= 757) wгитOгонш{а (М,:4З2) мы цришJIи к
выводr, чк} дJIII нIФ( харакгереЕ такой ке пJть фрагп,rентшиЕ ý{олекуJIы гJIикозIdда и ЕЕJIцкона и
следоват9лы{о образOЕfi{tIя шков в юй же обласrи масс, что п дrя Ъ{Н и БН, 0дrако в данflьD( масс-
спек{рах приqlгствует допо.пшпеlrьmй Еш( в областЕ масс фрагмекгов аfiIикоЕа, соответствуюrщй иоку
с двумя ОтщеплеЕrrrтми тцдроксигр}шпми КАg1-2ОЦГ, что связilно по-вцдIмому с ЕалиtIием в
молепryле гитогенина lpyx гцдрксигруш. Пщ также скЕонеЕ образовьвать Кми с шонамЕ lцtтриrl Е
кilJIия и пики в области масс данньD( Кми таюке .ffiJulются более rдrгенсивными чем шш
соответств}тоIщй молекулцрпой массе П,щ. В масс*пеrrгре Пд такхtе есть досгаточIrо интеЕсивный rmrrc в
обласгц масс, отв€![ilюIIЕD( образованr*о дш{ера из дв}х молекул данноrо гJIикозцда (nlz= 1553),
которьй более шrгенсшеЕ чем в масс-спемр БЕ,

В целом мас'с-спектры гJIикозЕдов и геЕиIIов харакгериз},ются Ееfuльшпu коJIиrrеством уверенЕо
лиеrrгпфллцкруемьD( IIиков и низким },poBrreм хими.IескоIý цryт!{а.

В масс-спекграх fi},меозидов трпсу]Етвовiulи интеýсивные пики в области молекупярЕOЙ маССы
соответствующего Е}кJIеозцда, а также очеrд rдrгенсивньIе пик}r в обдасти молекулярной массы
i}ЗОТПСТОГО ocнoвilEиrl Прслехrивалось также цаJIи.Iие не меаее пнтýнсквных rпшов КМИ н}.кпеOзлIдов и
азотистых ocHoBamlrl с иоЕами цжЕрпя иJIи к:LIIЕя.
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С,rвщет также отметЕть, что дIя масс-ФIектра 1{истого Cyd харкгерлто ваJциltи€ пика, отвечЁшоtцегоофазовапlло ЕоЕа дIмерного rомоассоIрIата Подобное 
"rо"Ь не пIюявJIIL,тось ни В оlцюм из масс-спекIрв оýIаJшI}trх Е},кJIеоз]цов.

В масс-спекграх смесей МН с рцбок}т'возrадами мы обкарlrшrгrи Еадиtlие ццтеЕсЕвIlьо( пековхаракгерньL.к дlя lщдцвидiilJьных кол,шонеЕтOв омесей.
дrlа:lltЗ данЕьD( масс-спектрОв омесеЙ БН н тr}к;rеОзцдов позвоJдьт также обварухшгь в нш( Ерис}тс:гвиеиIITeIlcиBIlbD( IIикоВ тех же типов, что и В масс-спекц)ах IffIд,lвцл/ilJIыIьD( комцонеЕIов смесей. Крмеэток) в рдд8 масс-сtrектрв бьт,lда обнаррхены пики. отвечаюIшrе гетерФкдаgгерным ассоцЕатам Б}l Сопределенным н},клеозидом п0 тЕпу [БН+нJклеозид] При этом в cOcTilB данýого гетерокJI€}ýтерноmacýotц{aTa нарядУ с молеlсулоЙ гликФз}ца и ЕуклеозIца входиJI такжs ион нilтриявJIи к8лия, РезуштатыанаJIхtза масс-спекгров модельньrх смесей СГ с рибоrryтлеOзIцаluи 

"р"д.rа"оеil " 
,"ЬйЪ Z

Таб.шцда 2, Вмимодействие cIёридых гликоЗIцов и геi!иЕоВ с рибоrryклеозцдамЕ ЕО /иFrFrьп!{штrазмеr*то-десофционной масс*сгrектрметршI. В таб;шrце.rрaо*.чu**, формтлш неков:Lпентньt}dассоIщ€rтоЧ в Toru сд}чае} если молЁкулы взаrдrдодейств!тот, * оро**рц 9сли не взаrаиодействуют.ПогршносТь из}lер€ниrl rn/z ооставлЯеТ* З а е .

Изучение взаимодействия стqроIцных гпикозидов с н}клеозидами...

.he Стqпоплные
г"rпдtозлrльт

Щчклеозилы (М2)
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Iiабольшой шrrýЕсивностью такие пяки гетерассоIкатOв обладают в масс-спектр€ Бн с urd иСуd чгО Ее ocTaBjIrIgT сомнешIй во взаипrодействшr глкозrца ý данцыми чrIптеOзидами. Масс-скектрмодольЕоЙ смеси БН с Cyd гrрдсТавлен н;l рис. 2 . Масс-спекгр моде,Iьной смеси Б}I с Urd представленE:l р!{с, З, IIик гетерассоIиата прис}тствует так?ке в масс-спектре Б}1 с Ado, Ео его интеЕсивЕость оченьпизка, В масс-сп9кгр:ж Thd с БН к Guо с БН отсугствlтот пихи'гsгерассоцfiатов, во всяком ýл}.чае, llxЕевоз}4ох{но обнарушrь при вшзу€UБном анаш{зе масс-спекfра. Посдеlшее позвоJI,Iет цр€Жоложитьэ чтосайгом присоедшrcЁия СГ к rryклеозцщr *ляетсfl пе рпбоза, а нмеЕIIо ,lзотистое осЕOЕание.
При ака,тазе масс-спекФОЁ модеJьньD( смесеЙ ПЩ с теми же Е{укдеозIцами мы обrrарухси,тr также

напI+шý Iлкгепсивньж
0rноскrеrьно ;й щJ#-ll;:ffi-}-ffi"Тffi; i,]ff :жffж;
Fry,кIIео3IцOм по TI,Iцy щд + rтуклеозr4х], мо;кflо сказilть, что в данцом сJIучае мы обнарlтсrаrrr такие I!цкиюJБко в масс-спекfре смесиП{ cUrd.

l, ,t,

ii,.:,жig;.

+ft}з-чil,
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g даЦЦ д*,fзPlrc. 2, Масс-спектр пlодеlъной смем стЕрIrдrого гlпuсошrддБиозида нýOтигогенина и Cyd. Распифровка пиковцредставJIекl в Таб.шще 7 вТабмдр2.

Еио*r{д IitвтппrOгеЕiиIIfl + СFd

4ш0 ýжш*rд ýt+тItr*гtIЕжfl ; TIff,

:ll.Е ýЕщIъс, 3, Масс-спектр мо4еьlой смеси стqрý}lдюго гликозида Биотлда ЕеотигOгеци}и и Uril. Расrшфровка rшсковпкдýтавлена в Таб:шп{е 1 иТабмле 2,
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Изучеrrие взаимодействия стероидFIых гдикозIцоЕ с нукýеозидами...

При этоп,r В даЕоýl масс€пектре гшш в области rетеркJIастерЕого acolиaTa гликозида и нукJIеозцдабььт вьrралtеп более иптенспвноэ чем в масо-спекгре БЕ ý тем же rr}тлеозидом. В сOстаВгетер&rасrерного ассоциата Пff и Urd входFlт также коЕ каrrпя. Масс-сцекгр модельной смеси П!, с Uгd
цредставлеrr на рис, 4.

Iiет:rлmвзriд Д + iIrd

Рис, 4, Масс-спекrр модеrьной смеси стероидrого г:rrкозида Пеrу*rозлца ff иUrd. Раишлфровка rпков
цредставдена в Таб,тпцlе 1 иТаб:шшtе 2.

В масс-спектрх модельньD( смесей да}rкоrо rлшкозц4а с Ado, фd, Gчо, Thd гlшси в областк масс
Фразоваrшя гегеркJlасrерньD( accolplaToB rre бшшr обнарlrкены иJIи же иMejIи очеЕь Еизкию
хЕтепсивЕостъ

TaKmvr обрзом, ЕселедоваЕие модельньD( смесей СГ с вгуклеозЕд:tми },казывает Еа возмо?кность
взашrодейsгвIIя гjпrкозцдов с Е}тлеозцдам!r пrтём образовалшя ЕековалеflтIюсвкlitнýого гетерассоIиата.
Как коказал fiIалиЗ получsнных масс-спектрв МН нё встулает во взаимодействие с нуклеоз11дами, когдамк Б}l и П} способrш на образовакие ЕековjшtеЕтносвязанЕьDt гетероассоIиаюв, цри этом наиболее
пFе,sючшrrеrьr*лм ц,кпеозцдом дш взi}имодейсrвия явшIется Urё а дrя БН Tltкa{e и Cyd. !рупали
слова}lи, даЕБIе нIикФзцдн rро;вл-lпот бошшее срдство к IryкIеоз}цам цири},гi{дцIового рдда.ПоскоlъкУ молекула глико3Iца соýтоит, как уже указывалось, из стерIйнOй и углевошой частей, то
вIIоJIЕе целесообразrrьпr явJIrIется таюке Еосдедование модеJIьrьпr смесей агJIиконов гJд{козцдов с теми же
нуклеозrдамн fiа цредlЕт црверýк возмо?кЕости образоваr*rя гетеркластерньD{ асGOциатов с
опредеденными ЕуклеозIцilми. С этой цеJIью мы исследов€lJIи модеJьные смеси неотигогениI*} и
тЕтýrЁЕшIа с тsмп,Ф fi}rкЕео5ддалли соответствеЕно.

В получеrшь,uс масс-спектрах мы обlrарlтсиJш E lJIHlIиe шlтeнcиBrrbý( пкков, отЕосяпцD(ся к
!{цдrвlrдftilБfiым компоЕеЕтr}lu смеси, но пиков, даrке очень нrазкой иЕгенспвнOстц которые бы
соотвgrстк}вали образомlпшо гsтерокласrерньD( accolиaтoB zlглЕконов с IrуклеозцдамЕ, зтЕ спекIры Ее
продемонсtриIюмли. Фхевпщо, YIо IEaEabb мк rrMH, Ее вступали во взалmrодействке с к},кJIеOзцдами в
ДаННЬШ МОДеЛЬНЬЖ СМеСЛ1 ПОЛУЧеШrЬЙ Poý.lbTaT хоршо корреjдфует с лrrгертуръш{и дilIными о
более швкоЙ хшлдческоЙ активIrости генинов-иonо*оrй" ,rо фч""ar** о гликозIцами с разветвлекной
о,тигозидной цеIъю I9-1 l, I З].



въilвOды
1. Иссдедование модедьньD( смесей СГ МН, БI1 и ПЩ и гgllинов цýотиюгеЕиЕа п гrттOrýнина с
Еуклеозцдz}ми Ado, ФФ Guо, Тhd, Urd показало возIъ{OжЕость встушлешш во взаrшодейсrвие СГ с
яуýlеозида]Wи,
Z, Щакrое взаrшлодействие вFIр:}?кЕтся в образоваrшr нековаJIенткосвязанньDI accorцraToB СГ с
ýуклеOзIцами шо Tlr.ry [СГ + куклеозцц] с црцсOедillешием иона ЕатриrI или калия. Сrтособность к
обрзоваmо шекокLтеЕтЕосвякlЕных ассоrц{атов вь!ржем у СГ Б}1 иПЩ. БН мо]кет взаmrодействовать
с СуdиUr4IЦ -TolbKo cUrd,
3. МЕ и геrцЕ}I не ЕроявЕJIи способкосrк к взашgодействлшо с I+]клеозr{дамЕ.

'БПАГОДАРНОСМ: Авторы блаrодаряг прф. П.К.Кlппю, к.б.н. С.Д.I"I1*ецд, к.б.rrл В.А.Бобеfoо
0анстrrуr геfiетики Академшt Еs}к респуб:икш Молдова) за ,шrобезне шр8доставленr*ые ЕФеtйрты
sIЕриФD( IтIико9идов Е TeEItEoB.
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