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Сывороточный альбумин, имеющий в своей молекуле несколько сайтов связывания различных со-
единений, в том числе липофильных олигонуклеотидных производных, является объектом биоме-
дицинских исследований как перспективная платформа для создания многокомпонентных само-
организующихся систем. В данной работе мы исследовали методом задержки в геле стехиометрию 
связывания бычьего сывороточного альбумина и сывороточного альбумина человека с додецил-
содержащими олигонуклеотидами. Результаты исследования свидетельствуют об образовании 
в условиях, близких к физиологическим, комплексов со стехиометрией альбумин : олигонуклео-
тидное производное, равной 1 : (1,25 ± 0,25). Методом атомно-силовой микроскопии показано, 
что результатом взаимодействия сывороточного альбумина человека с дуплексом комплементар-
ных додецил-содержащих олигонуклеотидов являются высокомолекулярные ассоциаты округ-
лой формы диаметром 165,5 ± 94,3 нм и высотой 28,9 ± 16,9 нм, а с комплексами полиадениловой 
кислоты и додецил-содержащего олиготимидилата  – супрамолекулярные ассоциаты размером 
315,4 ± 70,9 и 188,3 ± 43,7 нм. Полученные данные позволяют рассматривать додецил-содержащие 
олигонуклеотиды и альбумин как перспективные составляющие для разработки самоорганизую-
щихся систем для решения задач молекулярной биологии и биомедицины, в частности, создания 
уникальных тераностиков направленного действия.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: сывороточный альбумин, додецил-содержащие олигонуклеотиды, белково-нуклеи-
новые комплексы, самоорганизация биополимеров, супрамолекулярные ассоциаты, доставка нуклеино-
вых кислот.
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Принятые сокращения: АСМ – атомно-силовая микроскопия; БСА – бычий сывороточный альбумин; ДСО – доде-
цил-содержащий олигонуклеотид; ЖК – жирные кислоты; НК – нуклеиновые кислоты; тНК – терапевтические НК; 
поли(dA)  – полиадениловая кислота; СА  – сывороточный альбумин; ЧСА  – сывороточный альбумин человека; 
ЧСАм  – очищенная мономерная фракция  ЧСА; экв.  – эквивалент; FAM  – остаток флуоресцентного красителя 
6-карбоксифлуоресцеина.
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ВВЕДЕНИЕ

Терапевтические нуклеиновые кислоты 
(тНК), их синтетические аналоги и нанокон-
струкции на их основе являются в настоящее 
время объектами исследований для решения 
различных задач в областях персонализиро-
ванной медицины и тераностики [1–4]. Восем-
надцать лекарственных препаратов на осно-
ве  тНК получили разрешение на применение 
в терапии различных заболеваний человека и 
более 100 находятся на разных этапах доклини-
ческих испытаний  [3, 5–7]. Одним из важных 

факторов, сдерживающих потенциал примене-
ния тНК in  vivo, является проблема их направ-
ленной доставки к внутриклеточным мише-
ням  [1–2]. Помимо этого, существуют другие 
сложности в применении тНК, связанные с та-
кими аспектами, как быстрая деградация тНК 
под действием внеклеточных и внутриклеточ-
ных ферментов, выведение тНК из организ-
ма, плохая способность тНК к преодолению 
барьеров ретикулоэндотелиальной системы, 
низкая эффективность проникновения тНК 
внутрь клеток и выхода из эндосом  [3, 8–10]. 
Имеющиеся достижения в области разработки 
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синтетических (модифицированных) аналогов 
тНК позволили существенно нивелировать их 
деградацию [2, 8, 11–17]. Поэтому в настоящее 
время особое внимание уделяют изучению 
влияния модификаций тНК-конструкций на 
их взаимодействие с белками и другими ком-
понентами как крови, так и внутриклеточны-
ми, поскольку это может прямым или косвен-
ным образом отразиться как на доставке тНК, 
так и на эффективности оказываемого  тНК 
биологического эффекта в организме  [1, 8, 
18–23]. Присоединение гидрофобных остат-
ков к тНК, в частности, холестерина, жирных 
кислот (ЖК) и липидов, а также других алкил-
содержащих группировок, способствует повы-
шению эффективности проникновения таких 
производных тНК через мембрану внутрь 
клеток, а также улучшению их фармакокине-
тических характеристик in  vivo  [8, 10, 24–29]. 
Среди данных остатков особый интерес пред-
ставляют группировки, имеющие повышенное 
сродство к связыванию с сывороточным аль-
бумином  (СА)  [20, 25, 30–32]. СА,  основной 
белковый компонент сыворотки крови, за счёт 
низкой иммуногенности, продолжительного 
времени полужизни, способности накапли-
ваться в тканях, подверженных онкотранс-
формации и воспалению, а также наличию в 
своей структуре сайтов связывания различ-
ных лигандов, является объектом многочис-
ленных исследований в мире, направленных 
на разработку систем доставки широкого 
спектра терапевтических и диагностических 
средств  [33–38]. В  свою очередь, связыва-
ние СА с олигонуклеотидами и их производ-
ными рассматривается как один из способов 
для создания тНК-содержащих конструкций 
с целью увеличения их времени циркуляции, 
повышения биодоступности и стабильности, 
снижения иммуногенности и, как следствие, 
уменьшения вероятности неспецифических по-
бочных эффектов и улучшения эффективно-
сти действия  [20, 30–32]. Вследствие эффекта 
повышенной проницаемости и удерживания 
(enhanced permeability and retention, EPR-эф-
фект), характерного для опухоли и её окру-
жения, а также наличия специфических к  СА 
рецепторов, количество которых повышено в 
некоторых видах рака  [37–40], ожидается, что 
создание альбумин-связанных конструкций бу-
дет способствовать улучшению накопления те-
рапевтических средств в тканях опухоли in vivo.

Помимо относительно простых конструк-
ций с присоединением липофильных остатков 
к  тНК, актуально направление по созданию 
самоорганизующихся (и, как правило, опре-
делённым образом упорядоченных) систем с 

использованием элементов НК-архитектони-
ки [41–45]. Несомненным преимуществом та-
ких сложноорганизованных систем доставки 
является возможность включения в их состав 
нескольких, в том числе направляющих, тера-
певтических либо диагностических, а также 
стимул-чувствительных компонентов [45–49].

Ранее было показано, что производные 
олигонуклеотидов, содержащие 3  додецильных 
остатка в составе ненуклеотидного блока в 
своей структуре, способны эффективно про-
никать in vitro в клетки аденокарциномы лёгко-
го  A549 и эпидермоидной карциномы  KB-8-5 
человека в отсутствие трансфецирующих аген-
тов [50]. Инкубирование додецил-содержащих 
олигонуклеотидов (ДСО) в присутствии почти 
2-кратного избытка бычьего сывороточного 
альбумина  (БСА) приводит к формированию 
белково-нуклеиновых комплексов [51]. Однако 
известно, что молекула СА содержит как ми-
нимум 7  сайтов связывания остатков жирных 
кислот, транспорт которых белок осуществля-
ет в организме [52–54].

В данной работе методом задержки в геле 
мы исследовали связывание БСА и сыворо-
точного альбумина человека  (ЧСА) с олиго-
нуклеотидными производными, содержащими 
1, 2 или  3  додецильных остатка. Отдельное 
внимание было уделено оценке возможности 
комплементарного взаимодействия олигонук-
леотидов в составе комплексов НК–белок. 
Получено, что ДСО с тремя додецильными 
остатками формируют с альбумином ста-
бильные в условиях электрофореза ком-
плексы, стехиометрия образования которых 
в эквивалентах  (экв.) белок : ДСО составила 
1 : (1,25 ± 0,25). Методом атомно-силовой мик-
роскопии (АСМ) была изучена морфология ас-
социатов в образцах ЧСА с комплементарными 
ДСО и  ЧСА с полиадениловой кислотой 
(поли(dA)) и олиготимидилатным  ДСО (далее: 
высокомолекулярных или супрамолекулярных 
ассоциатов соответственно). Зафиксировано 
наличие высокомолекулярных ассоциатов ЧСА 
с дуплексом комплементарных ДСО округ-
лой формы диаметром 165,5 ± 94,3 нм и вы-
сотой 28,9 ± 16,9 нм, а также двух популяций 
супрамолекулярных ассоциатов ЧСА с поли(dA) 
и олиготимидилатным  ДСО размером 315,4 ± 
± 70,9 и 188,3 ± 43,7 нм соответственно.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Акриламид («AppliChem GmbH», 
Германия); бис-акриламид, Кумасси брилли-
антовый голубой G-250 («Amresco», США); 
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ксиленцианоловый голубой, бычий сывороточ-
ный альбумин (А7030), натриевая соль поли (2′-
дезокси)адениловой кислоты (81342), 1 М MgCl2 
(«Sigma», США); сывороточный альбумин 
человека (фракция V; «Reanal», Венгрия); 
для выделения мономера использовали ЧСА 
(P06-26050, «PAN Biotech UK Ltd», Велико-
британия); ацетон (о.с.ч.) («Реахим», Россия); 
LiClO4, NaCl, (NH4)2S2O8 (98–99,85%, «Acros 
Organics», США); N,N,N′,N′-тетраметилэтилен-
диамин («Bio-Rad Laboratories», США); Tris 
(«Fisher Scientific», США); AcOH (ледяная); 
деионизованная H2O 18 MΩ, полученная в си-
стеме очистки Simplicity 185 («Millipore», США).

Состав буферных растворов. В работе ис-
пользовали следующие буферные растворы: 
ТАN  – 100  мМ  NaCl, 50  мМ  Tris-Ac (рН  7,5); 
TAM  – 15  мМ  MgCl2, 50  мМ  Tris-Ac (рН  7,5). 
Все растворы фильтровали через 0,22  мкм 
шприцевые фильтры Millipore Syringe Filter 
units («Merck», Германия).

Синтез олигонуклеотидных производных с 
остатками додецил-содержащего ненуклеотид-
ного мономерного звена  D и флуоресцентно-
го красителя 6-карбоксифлуоресцеина  (FAM) 
проводили твердофазным амидофосфитным 
методом на автоматическом НК-синтезаторе 
АСМ-800 («Биоссет», Россия) с использова-
нием реагентов и протоколов, в том числе 
постсинтетической очистки, описанных ранее 
[50–51, 55].

Концентрации растворов ДСО, СА и поли(dA) 
определяли по измерению поглощения  (А) при 
комнатной температуре с использованием 
спектрофотометра NanoVue™ («GE Health-
care», США). Молярные коэффициенты по-
глощения ε260  ДСО рассчитывали, используя 
значения ε260 для моно- и динуклеотидов, при-
ведённые в работе Dunn и Hall [56], ε260 остат-
ка FAM считали равным 20 900 М–1·см–1 (Glen 
Research Technical Bulletin; «Glen Research», 
США). Молярные коэффициенты поглоще-
ния  ДСО полагали равными сумме  ε260 со-
ответствующего олигонуклеотида и остат-
ка  FAM, вклад ненуклеотидного додецил-со-
держащего звена в суммарную величину ε260 
ДСО не учитывали. Значения ε280  альбуминов 
использовали: 43 824 М–1·см–1  – для БСА и 
37 000 М–1·см–1 – для ЧСА [57]. Значение кон-
центрации поли(dA) рассчитывали, полагая 
ε260 аденина равным 12 300 М–1·см–1.

Мономерная фракция сывороточного альбу-
мина человека была выделена, как описано в 
работе Chubarov et al. [58].

Формирование комплексов альбумин-ДСО 
проводили в растворе TAN (для анализа мето-
дом задержки в геле) либо ТАМ  (для  АСМ). 

Стоковые растворы СА, ДСО и поли(dA) 
разбавляли до указанных концентраций, со-
ответствующих соотношению смешивания 
СА : ДСО в  экв. За  1  экв. принимали количе-
ство моль  СА при указанной концентрации и 
конечном объёме проб 20  мкл. При смешива-
нии комплементарных нуклеотидных после-
довательностей и СА для анализа методом 
задержки в ПААГ пробы готовили двумя спо-
собами. В  первом случае сперва добавляли 
НК-компоненты, инкубировали (3  мин 95 °С), 
охлаждали до 37 °С, затем добавляли альбумин. 
Во  втором случае сперва готовили комплексы 
альбумина с одним из ДСО, смешивая в одной 
пробирке белок с ДСО 3R, а в другой – белок 
с  3L, отдельно инкубировали их 30  мин при 
37 °С, а затем объединяли в одну пробирку. 
При приготовлении образцов для исследова-
ния методом АСМ сперва смешивали НК-ком-
поненты, инкубировали (3 мин 95 °С), охлаж-
дали до 37 °С, затем добавляли альбумин.

Исследование методом задержки в 8%-ном 
нативном  ПААГ (акриламид : бисакриламид =
= 29 : 1) проводили с использованием камеры 
Owl™ Dual-Gel Vertical Electrophoresis System 
P10DS («Owl separation Systems Inc.», США) 
при термостатировании системы с помощью 
циркуляционного термостата F12 («Julabo Inc.», 
США). Приготовленные, как описано выше, 
пробы инкубировали 30 мин при 37 °С без пе-
ре мешивания, затем добавляли 5  мкл водно-
го раствора 30%  (v/v)  глицерина с  0,05%  (w/v) 
ксиленцианоловым голубым, и 5 мкл из 
каждой пробы наносили на  ПААГ. Отно-
сительную подвижность проб анализиро-
вали при постоянной мощности 6 Вт и тер-
мостатировании камеры для электрофоре-
за при  37 °С. Документирование результатов 
анализа проводили с помощью сканирования 
гелей (Ex/Em = 488/530 нм) с использова-
нием системы VersaDoc™ MP  4000 Molecular 
Imager® System («Bio-Rad Laboratories», США; 
(ОЦГПМИ) ИХБФМ СО  РАН). Интенсив-
ность флуоресценции от полос образцов на 
электрофореграммах оценивали с помощью 
программного пакета GelPro  4.0 («Media 
Cybernetics  L.P.», США). Выход кривых на 
плато определяли с помощью аппроксима-
ции данных методом нелинейной фильтра-
ции в программном обеспечении Origin® 
(«OriginLab», США).

Исследование методом АСМ проводили 
с использованием сканирующего зондового 
микроскопа MultiMode  8™ («Bruker», США), 
подключённого к контроллеру NanoScope®  V 
(«Veeco», США). Приготовленные, как описа-
но выше, пробы инкубировали 15 ч при 15 °С 
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без перемешивания, затем 7 мкл каждой про-
бы наносили на свежесколотую поверхность 
слюды площадью 1 × 1 см2, спустя 1 мин про-
мывали 3  раза по  1 мл  H2O 18 MΩ, сушили 
в токе аргона и исследовали методом  АСМ. 
Остатки проб хранили при 4 °С, и дальнейшее 
разбавление проводили буферным раство-
ром ТАМ такой же температуры. Изображения 
поверхности получали в режиме полуконтакт-
ной моды Soft tapping микроскопа в атмосфер-
ных условиях с помощью алмазоподобного 
кантилевера NSG10_DLC («NT-MDT Spectrum 
Instruments», Россия), имеющего параметры 
радиуса кривизны  – 1–3 нм, резонансной 
частоты  – 190–325 кГц и силовой постоян-
ной  – 5,5–22,5 Н/м. Полученные изображе-
ния обрабатывали и анализировали с помо-
щью программного обеспечения Nanoscope 
Analysis 1.40 («Bruker»).

Статистическая значимость полученных 
данных. Приведённые в работе электрофоре-
граммы и изображения  АСМ исследованных 
образцов являются результатами одного ти-
пичного эксперимента из серии не менее трёх 
аналогичных. Размерные характеристики ком-
плексов  ЧСА с  ДСО и  с  поли(dA) на изобра-
жениях АСМ определяли с помощью функций 
Section и Particle analysis, производя анализ 
не менее трёх типичных изображений одина-
кового масштаба из разных мест поверхности 
слюды с нанесённым образцом. Результат при-
ведён в виде среднего значения и стандартного 
отклонения (М ± SD).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проводили на модельной си-
стеме, состоящей из серий олигонуклеотидных 
производных гомотимидилатного (1Т, 2Т,  3Т) 
и гетеронуклеотидного состава (1N, 2N,  3N), 
имеющих на 5′-конце остаток 6-карбокси-
флуоресцеина и разное число (1–3) последова-
тельно расположенных остатков додецил-со-
держащего ненуклеотидного звена D (рис. 1).

Исследование связывания додецил-содер-
жащих олигонуклеотидов с сывороточными аль-
буминами методом задержки в геле. Для оценки 
стехиометрии образования комплексов альбу-
мин–ДСО анализировали степень ассоциации 
олигонуклеотидных производных с белком в 
зависимости от соотношения СА : ДСО. Для 
этого провели серию экспериментов, добав-
ляя к 0,1 нмоль альбумина (1 экв.) ДСО, коли-
чество которого варьировали от  0,5 до  3 экв. 
по отношению к белку. Электрофоретическая 
подвижность не связанного с белком ДСО 
значительно выше, чем подвижность  СА. По-
этому при добавлении альбумина к  ДСО на 
электрофореграмме можно наблюдать появ-
ление ДСО-содержащих полос с более низ-
кой подвижностью в ПААГ, соответствующих 
образованию альбумин-олигонуклеотидных 
комплексов СА••ДСО (здесь и далее знак •• 
будет обозначать связывание СА с  ДСО)  [51]. 
Область подвижности данных комплексов 
далее на представленных электрофореграм-
мах обозначена красной квадратной скобкой, 

Рис. 1. Структуры олигодезоксирибонуклеотидных производных. FAM  – остаток 6-карбоксифлуоресцеина; 
D  –  структура ненуклеотидного додецил-содержащего звена в составе олигонуклеотида
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Рис. 2. Электрофореграмма относительной подвижности комплексов БСА (а и б), ЧСА (в и г) и мономерной фрак-
ции ЧСАм (д и е) с ДСО 3R (а, в, и д) и 3L  (б, г, и е) в 8%-ном ПААГ в неденатурирующих условиях. Каждая проба 
содержала 5  мкМ  белка в растворе  TAN, объём пробы  – 20  мкл. Цифры над дорожками соответствуют эквивален-
там ДСО в составе пробы. За  1  экв. было принято количество вещества альбумина, равное 0,1  нмоль. Пробы гото-
вили и анализировали, как описано в разделе «Материалы и методы». Красной квадратной скобкой обозначена об-
ласть, соответствующая подвижности комплексов белка с  ДСО в данных условиях, чёрной  – область подвижности 
свободного ДСО

10*
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Рис. 3. Зависимость количества ДСО в комплексе с белком (%) от значения соотношения СА к ДСО (в экв.). За 1 экв. 
было принято количество вещества n(СА), равное 0,1 нмоль. 1 – БСА••3L; 2 – ЧСА••3R; 3 – ЧСА••3L; 4 – ЧСАм••3R; 
5 – ЧСАм••3L; 6 – БСА••3R

а область подвижности не связанного с бел-
ком ДСО – чёрной (рис. 1П в Приложении 1; 
рис. 2). Полос, соответствующих комплексам 
СА••ДСО, несколько, так как сывороточный 
альбумин, помимо мономера, также суще-
ствует в виде димера и других олигомерных 
форм [58–59], с которыми, как было нами ра-
нее показано, ДСО также связывается [51].

Исследование влияния количества вве-
дённых в олигонуклеотид додецильных остат-
ков на степень сродства ДСО к связыванию 
с альбумином показало, что ДСО с одним 
(1Т, 1N) и один из ДСО с двумя остатками (2Т) 
не образуют с  БСА комплексов, устойчи-
вых в условиях электрофоретического ана-
лиза (рис.  1П, а, б и  г в Приложении 1). Дру-
гое производное с двумя  (2N) и производные 
с тремя додецильными остатками (3Т,  3N) 
способны формировать с  БСА комплексы с 
более низкой электрофоретической подвиж-
ностью в сравнении со свободными  ДСО 
(рис. 1П, в, д и е в Приложении 1). При этом в 
дорожках с комплексами БСА••2N (рис. 1П, д 
в  Приложении  1) наблюдается размывание 
флуоресцентного сигнала  ДСО вне зависимо-
сти от его количества, добавляемого к белку, 
что не позволяет оценить стехиометрию фор-
мирования данного комплекса. Стехиометрия 
образования комплексов БСА••3Т и БСА••3N 
составила не более 1 : 1,5 (БСА : ДСО), так как 
на полученных электрофореграммах при соот-
ношении 1 : 1,5 и выше (рис. 1П, в и е в Прило-
жении 1) мы наблюдали накопление флуорес-
центного сигнала от свободного, не связанного 
с белком, ДСО.

Сравнительное исследование связывания 
ДСО с гомологичными альбуминами БСА 
и  ЧСА, а также очищенной мономерной 
фракцией  ЧСА  (ЧСАм) показало, что ДСО  3R 
и  3L  (рис.  1) образуют стабильные комплек-
сы со всеми указанными вариантами  СА 
(рис. 2, а–г). Полученные электрофореграм-
мы были использованы для расчёта долей свя-
занного с белком и свободного ДСО, исходя из 
интенсивности флуоресценции соответствую-
щих полос для каждой из проб. Зависимости 
количества связанного с белком ДСО от зна-
чения соотношения СА : ДСО имеют вид кри-
вых с выходом на плато в диапазоне 0,67–1 по 
оси абсцисс (рис. 3), что соответствует стехио-
метрии образующихся ассоциатов в среднем 
1 : (1,25 ± 0,25) (СА : ДСО, в экв.).

Олигонуклеотидные производные 3R и 3L 
являются комплементарными (рис. 1) и могут 
образовывать дуплекс (3R/3L), температура 
плавления которого в исследуемых условиях, 
согласно данным OligoAnalyzer  [60], состав-
ляет ~ 52 °C, что свидетельствует о его стабиль-
ности. Было показано, что как при добавлении 
любого из вариантов исследуемых альбуми-
нов к преформированному дуплексу  3R/3L, 
так и при смешивании растворов преформи-
рованных комплексов СА••3R с комплекса-
ми СА••3L наблюдается образование белково- 
олигонуклеотидных ассоциатов, отличных по 
своей подвижности от ранее зафиксирован-
ных (рис. 4). Флуоресцентный сигнал от фор-
мирующихся в образцах, содержащих  СА, 3R 
и  3L, комплексов регистрируется на электро-
фореграмме, в том числе в области кармана 



СВОЙСТВА ДОДЕЦИЛ-СОДЕРЖАЩИХ ОЛИГОНУКЛЕОТИДОВ 1429

БИОХИМИЯ том 88 вып. 8 2023

Рис. 4. Электрофореграмма относительной подвижности комплексов ЧСА  (слева) и мономерной фракции 
ЧСАм (справа) с ДСО 3R и 3L в 8%-ном ПААГ в неденатурирующих условиях. Каждая проба содержала 0,1 нмоль бел-
ка в растворе TAN, 0,175 нмоль 3R и/или 3L (указано знаком «+»), объём проб – 20 мкл. Цифрами указаны номера 
дорожек. Методики приготовления проб для нанесения на дорожки 1–4 отличались. 1 и 2 – Готовили разбавлением 
стоковых растворов СА и  ДСО до необходимых концентраций. 3  – Готовили, добавив в буферный раствор сперва 
ДСО 3R и 3L, после чего инкубировали 3 мин при 95 °С, охлаждали до 37 °С, затем добавляли альбумин и инкубирова-
ли 30 мин при 37 °С. 4 – Готовили последовательно: сперва в двух отдельных пробирках смешивали по 0,05 нмоль СА 
с 0,175 нмоль 3R и 0,05 нмоль СА с 0,175 нмоль 3L так, чтобы конечный объём в каждой пробирке составил 10 мкл, 
после чего данные пробирки инкубировали 30 мин при 37 °С, чтобы образовался комплекс СА••ДСО, а затем содержимое 
пробирок объединяли в одну и инкубировали ещё 30 мин при 37 °С. По прошествии времени инкубации пробы наноси-
ли на ПААГ и анализировали, как описано в разделе «Материалы и методы». Стрелками указана область подвижности 
соответствующих форм сывороточного альбумина, связанного с ДСО

на границе буферный раствор–ПААГ (рис. 4). 
Данная область является характерной для по-
движности олигомеров сывороточного альбу-
мина  (рис.  4). Полученные результаты свиде-
тельствуют о частичном образовании высо -
комолекулярных ассоциатов, вероятно, морфо-
логия (форма и/или  размер) которых препят-
ствует их движению в 8%-ном ПААГ.

Таким образом, результаты, полученные с 
помощью метода задержки в геле, свидетель-
ствуют о способности ДСО связываться с БСА 
и  ЧСА, включая его очищенную мономер-
ную фракцию, в условиях, близких к физио-
логическим, с образованием как комплек-
сов со стехиометрией белок : ДСО в  среднем 
1 : (1,25 ± 0,25) (в  экв.), так и высокомолеку-
лярных ассоциатов, формирование которых 
может быть обусловлено комплементарным 
взаимодействием ДСО, связанных с белком.

Исследование ассоциатов альбумина с ком-
плементарными додецил-содержащими произ-
водными методом атомно-силовой микроскопии. 
Для изучения морфологии полученных высо-
комолекулярных ассоциатов образец, содер-
жащий преформированный дуплекс  3R/3L и 
ЧСА, был исследован методом АСМ. Было об-
наружено, что при концентрации ЧСА 0,4 мкМ 
(и ДСО – 1,2 мкМ) поверхность слюды с нанесён-
ным образцом (3R/3L + ЧСА) содержит круп-
ные частицы округлой формы, диаметром 
165,5 ± 94,3 нм и высотой 28,9 ± 16,9 нм, рас-
положенные на слое значительно более мелких 
частиц диаметром 12,0 ± 2,3 нм и высотой не 

более 3 нм (рис. 1П и 2П в Приложении 2). По-
скольку мелкие частицы образовывали плот-
ное покрытие на поверхности, мы предполо-
жили, что в данных условиях при концентрации 
ЧСА 0,4 мкМ это может свидетель ствовать о 
перенасыщении поверхности слюды белком 
вследствие его хорошей адсорбции. Разбавив 
образец (3R/3L + ЧСА) в 10 раз, мы снова на-
блюдали редко представленные крупные ча-
стицы аналогичного размера (рис.  3П  и  4П 
в  Приложении  2). Данные частицы характе-
ризовались однородной структурой без ка-
ких-либо отдельно просматривающихся ком-
понентов внутри (рис.  5П в  Приложении  2). 
Слой мелких частиц стал менее плотным 
(рис. 3П и 6П в Приложении 2) и было отмече-
но, что некоторые из мелких частиц располага-
лись на поверхности парами на минимальном 
расстоянии друг от друга (рис.  6П в  Прило-
жении 2).

В контрольном образце дуплекса  3R/3L 
при концентрации ДСО 0,12 мкМ были обна-
ружены крупные частицы диаметром 101,8 ±
± 31,6 нм и высотой 30,8 ± 10,7 нм (рис. 7П и 8П 
в Приложении 2) и единично представленные 
мелкие частицы, диаметр и высота которых не 
превышали 10 и 3 нм соответственно (рис. 9П 
в Приложении 2).

В контрольном образце 0,04 мкМ ЧСА без 
добавления  ДСО мы наблюдали только мно-
жество низких (высотой до  1,5 нм) мелких 
(диаметром до  20 нм) частиц (рис.  10П и  11П 
в Приложении 2).



ПАВЛОВА и др.1430

БИОХИМИЯ том 88 вып. 8 2023

Исследование ассоциатов альбумина с ком-
плексами поли(dA) и олиготимидилатными оли-
гонуклеотидами методом атомно-силовой мик-
роскопии. Для исследования способности свя-
зывания СА с ДСО в составе супрамолекуляр-
ных ассоциатов методом АСМ был исследован 
образец, состоящий из предварительно сфор-
мированных комплексов поли(dA) с олиго-
тимидилатным ДСО  3Т, к которым затем был 
добавлен ЧСА: (поли(dA) + 3T + ЧСА).

На первом этапе были изучены типичные 
топографические изображения слюды с нане-
сёнными на её поверхность контрольными об-
разцами сравнения – ЧСА, а также комплексов 
(поли(dA) + 3Т) и (поли(dA) + 0Т) (рис.  12П–
22П в  Приложении  2). Образец (поли(dA) +
+ 0Т) был выбран в качестве образца сравне-
ния, поскольку известно, что СА  может взаи-
модействовать с нативными НК, не содер-
жащими липофильные остатки  [61]. Видно, 
что образец  ЧСА визуализируется на поверх-
ности в виде слоя типичных округлых частиц, 
большинство из которых менее  20  нм, но 
присутствуют также более крупные частицы 
диаметром ~ 25–35 нм (рис. 12П–14П в  При-
ложении 2). Поверхность слюды с образцом 
(поли(dA) + 3Т) (рис.  15П, 17П, 19П и  21П 
в  Приложении  2) представлена как дцДНК-
подобными обрывочными фрагментами ли-
нейной формы, так и эллипсоид-подобными 
фрагментами (40 × 15 нм; рис. 21П в Приложе-
нии 2). В контрольном образце (поли(dA) + 0Т) 
видна сеть из линейных дцДНК-цепей, кото-
рые, предсказуемо, из-за реализации связы -
вания гомо(олиго/поли)-нуклеотидных после-
довательностей способны формировать раз-
ветвлённые формы ДНК (рис.  16П, 18П, 20П 
и 22П в Приложении 2). В отличие от образца 
(поли(dA) + 3Т), в образце (поли(dA) + 0Т) на-
блюдаются более протяжённые цепи (рис. 20П 
и  22П в  Приложении  2). Анализ показывает, 
что в случае (поли(dA) + 0Т) на типичном поле 
наблюдения масштабом 1 мкм2 визуализируется 
20 ± 1  точек ветвления  дцДНК, тогда как для 
(поли(dA) + 3Т)  – всего 1–2  точки (рис. 19П 
и 20П в Приложении 2).

На поверхности слюды, содержащей 
(поли(dA) + 3T + ЧСА) мы наблюдали частицы 
округлой формы и редко представленные коль-
цеобразные структуры (рис. 23П, 25П, 27П, 29П, 
30П и  32П в  Приложении  2; рис.  5,  а, б, г и  д). 
Внешний диаметр кольцеобразных структур 
варьировал от  65 до  200 нм (рис.  31П и  32П 
в Приложении 2; рис. 5, в и е). Следует отметить, 
что каждая из зафиксированных нами кольцевых 
структур типично имела несколько утолщённых 
участков (рис. 5, в и е; рис. 31П и  32П в  При-

ложении  2). Размер частиц округлой формы в 
образце (поли(dA) + 3T + ЧСА), по данным 
АСМ, соответствовал таковому для контроль-
ного образца ЧСА (рис. 12П–14П в Приложе-
нии 2). Мы предположили, что в данных усло-
виях (концентрация  ЧСА  – 1 мкМ) это снова 
может свидетельствовать о перенасыщении по-
верхности слюды альбумином из-за повышен-
ного сродства именно белка к неорганической 
поверхности. Поэтому были исследованы об-
разцы (поли(dA) + 3T + ЧСА), разбавленные 
в 100 раз (концентрация ЧСА – 10 нМ). На ти-
пичных топографических изображениях слю-
ды (рис.  33П,  35П и  37П в  Приложении 2; 
рис.  5,  ж–и), как и ожидалось, отсутствовал 
ранее наблюдаемый белковый слой, и мы фик-
сировали крупные (отдельные  – до  500 нм в 
диаметре) образования из хорошо различи-
мых нитевидных составляющих (рис. 5, и). 
Среди данных образований можно выделить 
две популяции крупного (315,4 ± 70,9 нм) 
(рис.  41П в  Приложении  2) и более мелко-
го (188,3 ± 43,7 нм) размера. Образования в 
большинстве случаев имели форму близкую 
к округлой. Толщина отдельной нитевидной 
составляющей внутри этих образований была 
~ 11 нм (рис.  39П в  Приложении  2), что соот-
ветствует типичным дцДНК-структурам, на-
блюдаемым методом АСМ в контрольных экс-
периментах (рис. 21П и 22П в Приложении 2).

Полученные изображения для образца 
(поли(dA) + 0T + ЧСА) при концентрации ЧСА 
1 мкМ (рис. 24П, 26П и 28П в Приложении 2) 
были схожими с изображениями контрольного 
образца 1 мкМ  ЧСА (рис.  12П–14П в  Прило-
жении 2) и для образца (поли(dA) + 3T + ЧСА). 
Однако в образце (поли(dA) + 0T + ЧСА) не 
было найдено кольцеобразных структур как 
до (рис.  24П, 26П,  28П в  Приложении  2), так 
и после его разбавления (рис.  34П, 36П,  38П 
в Приложении 2). После разбавления образца 
(поли(dA) + 0T + ЧСА) мы наблюдали нали-
чие главным образом линейных и в значитель-
ной степени укороченных фрагментов дцДНК 
(рис. 38П в Приложении 2), содержащих округ-
лые, белок-подобные возвышения/утолще-
ния как внутри, так и на концах цепи ДНК 
(рис.  40П в  Приложении  2). Похожие округ-
лые возвышения/утолщения, напоминающие 
частицы белка, мы наблюдали в структурах 
зафиксированных образований в образце 
(поли(dA) + 3T + ЧСА) (рис. 5, и; рис. 39П и 42П 
в Приложении 2).

Таким образом, с помощью метода АСМ 
было обнаружено, что в указанных условиях 
результатом взаимодействия ЧСА с дуплек-
сом комплементарных  ДСО могут являться 
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Рис. 5. Топографические изображения слюды, полученные методом АСМ, с нанесённым на неё образцом (поли(dA) +
+ 3Т + ЧСА) в растворе ТАМ до разбавления (а–е) и после (ж–и). Концентрация поли(dA) – 23 мкМ (а–е) и 0,23 мкМ 
(ж–и); ДСО – 0,5 мкМ (а–е) и 5 нМ (ж-и); ЧСА – 1 мкМ (а–е) и 10 нМ (ж–и). Пробы готовили и анализировали, 
как описано в разделе «Материалы и методы»

округлые высокомолекулярные ассоциаты 
диаметром 165,5 ± 94,3  нм и высотой 28,9 ± 
± 16,9 нм, а результатом взаимодействия ЧСА 
с комплексами поли(2′-дезокси)адениловой 
кислоты и олиготимидилатного  ДСО могут 
являться супрамолекулярные ассоциаты, са-
моорганизованные главным образом в виде 
субмикронных структур. Такие структуры 
представлены двумя основными популяциями 
размером 315,4 ± 70,9 и 188,3 ± 43,7 нм. При 
этом их высота не превышала 2,5 нм.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Возможность связывания альбумина с оли-
гонуклеотидами продемонстрирована как для 
нативных НК [61], так и для их синтетических 
аналогов, модифицированных по углеводно-
фосфатному остову [19], а также для содержа-
щих липофильные группировки олигонуклео-
тидных производных  [20, 25, 30–32]. Было 
отмечено, что липофильные производные 
тНК, обладающие высоким сродством к аль-
бумину, демонстрируют улучшенные фармако-

кинетические характеристики и эффектив-
ность действия  [20, 29–31], а эффективность 
действия антисмысловых олигонуклеотидов, 
содержащих остатки жирных кислот, коррели-
рует со степенью их сродства к СА [25]. Пара-
метры связывания липофильных производных 
тНК с альбумином, например, стабильность 
и стехиометрия формирующихся комплексов, 
зависят от типа модификаций в составе  тНК, 
её последовательности и вторичной структу-
ры [20, 30–32].

В данной работе мы изучили олигонуклео-
тидные производные, содержащие от 1 до 3 ли-
пофильных додецильных остатков D. После-
довательное увеличение числа остатков D по-
зволило нам отследить, как повышение гид-
рофобности олигонуклеотида влияло на его 
сродство к СА. В качестве олигонуклеотидных 
составляющих  ДСО мы использовали либо 
гомотимидилатные, либо гетеронуклеотидные 
последовательности, значительно отличаю-
щиеся по таким физико-химическим характе-
ристикам, как стэкинг азотистых оснований 
внутри цепи и образование вторичных струк-
тур  [62]. Наше исследование демонстрирует, 
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что степень сродства  ДСО к альбумину сим-
батна количеству введённых гидрофобных 
додецильных остатков (рис.  1П в  Приложе-
нии 1). Наличие одного додецильного остатка 
в составе олигонуклеотидов (на примере  1T 
и  1N) не обеспечивало стабильности образую-
щихся комплексов БСА••1T и  БСА••1N, по 
данным электрофоретического анализа. В слу-
чае введения двух остатков D мы регистри-
ровали формирование частично устойчивых 
комплексов БСА••2N, то есть для производно-
го с гетеронуклеотидной последовательностью 
(рис  1П,  д в  Приложении  1). В  то же время 
для 2T нам удалось зафиксировать, по всей ви-
димости, факт диссоциации соответствующего 
комплекса ДСО с альбумином в процессе ана-
лиза: чётких полос, характеризующих подвиж-
ность комплексов БСА••2T, не регистрируется. 
Полученные данные указывают, что нуклео-
тидная последовательность ДСО может оказы-
вать влияние на стабильность их комплексов 
с альбумином. Разное сродство к связыванию 
с  СА в зависимости от нуклеотидной после-
довательности ранее было описано для тио-
фосфатных аналогов олигонуклеотидов  [19]. 
В нашем случае, вероятно, после закрепления 
алифатических остатков  ДСО в сайтах пред-
полагаемого гидрофобного взаимодействия 
с молекулой белка олигонуклеотидная цепь в 
зависимости от её последовательности имеет 
разные возможности для реализации сети до-
полнительных низкоспецифических контактов 
белок–НК. При этом наиболее гидрофобные 
производные  ДСО, содержащие 3  додециль-
ных остатка, образовывали стабильные ком-
плексы со всеми вариантами образцов  СА, 
используемых в работе.

Нами была установлена стехиометрия об-
разования стабильных комплексов СА••ДСО 
для трёх различных препаратов сывороточ-
ных альбуминов: выделенного мономера из 
фракции  V по методу  Кона  ЧСА, фракции  V 
по методу  Кона  ЧСА и фракции  V по методу 
Кона  БСА (без  жирных кислот). Показано, 
что в среднем с молекулой белка любого из 
исследованных видов  СА может связаться 
1,25 ± 0,25 молекул ДСО с тремя додециль-
ными остатками. Мы полагаем, что данный 
факт свидетельствует о присутствии в образ-
цах комплексов альбумина с  ДСО по крайней 
мере двух популяций ассоциатов: СА••(ДСО)1, 
когда с белком связана 1  молекула  ДСО, и 
СА••(ДСО)2  – когда связаны 2  молекулы. Со-
гласно литературным данным, в физиологи-
ческих условиях молекула ЧСА осуществляет 
транспорт до  2  молекул ЖК  [63–64]. Большее 
количество ЖК (до 4 молекул) альбумин может 

транспортировать в случае напряжённых фи-
зических нагрузок или адренергической сти-
муляции  [64]. Установленные сайты связыва-
ния остатков ЖК в молекуле ЧСА обсуждались 
ранее [52, 65–68]. В экспериментах in vitro при 
инкубации  СА в присутствии значительных 
избытков  ЖК удалось получить кристалличе-
ские структуры  ЧСА, в которых c молекулой 
белка связано 7–8  молекул  ЖК  [65]. Так, ме-
тодом РСА была установлена структура ЧСА в 
комплексе с восемью молекулами лауриновой 
(C11H23COOH) кислоты (рис. 6, а), алифатиче-
ский остаток которой близок по длине к доде-
цильному (C12H24-) в составе ДСО. Отмечается, 
что сайты связывания 2, 4 и 5 характеризуются 
высоким сродством к  ЖК, а сайты связыва-
ния 1, 3 и 6 – средним сродством (рис. 6, а) [65, 
68]. Сайт  7, по некоторым данным, может яв-
ляться одним из главных сайтов связывания 
для короткоцепочечных  ЖК  [65]. Мы пред-
полагаем, что связывание ДСО с альбумином 
происходит в местах расположения вышеопи-
санных высокоаффинных сайтов связывания 
остатков  ЖК, что обеспечивает стабильность 
комплексов СА••ДСО в условиях электрофо-
ретического анализа. Вероятно, именно ком-
бинация сайтов связывания, занимаемых до-
децильными остатками первого  ДСО, может 
определять возможность взаимодействия с СА 
второй молекулы  ДСО. Альбумин является 
белком, подверженным аллостерической мо-
дуляции, когда связывание некоторых лиган-
дов может влиять на взаимодействие других 
лигандов в других сайтах молекулы СА  [69], 
в том числе делая такое взаимодействие не-
возможным. Также популяции СА••(ДСО)1 и 
СА••(ДСО)2 могут иметь различную устойчи-
вость в условиях электрофоретического разде-
ления, в частности, более «нагруженный» ком-
плекс белка с  ДСО может диссоциировать, не 
позволяя зафиксировать его наличие методом 
задержки в геле.

В отличие от ЧСА, о сайтах связывания 
БСА с  ЖК в литературе представлено мень-
ше данных. Известно, что БСА и ЧСА имеют 
высокую гомологию, оба состоят из  3  (I–III) 
также гомологичных доменов, разделённых на 
2 субдомена (А и В) [64, 70]. Наглядно сравне-
ние структур данных белков приведено в рабо-
те Golianová  et  al.  [71], где также обозначены 
основные сайты связывания гидрофобных со-
единений в БСА. В нашей работе стехиометрия 
образования комплексов альбумина с  ДСО 
отличалась незначительно в случаях с  БСА, 
ЧСА или его мономерной фракции  ЧСАм 
(рис. 3), что свидетельствует о реализации схо-
жих механизмов связывания рассматриваемых 
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Рис. 6. Схематичное изображение: а – структуры ЧСА в комплексе с лауриновой кислотой (С11H23COOH); б–г – пред-
полагаемых комплексов ЧСА с  ДСО. Тёмно-зелёным цветом выделена структура белка  (а–г), светло-зелёным  – 
молекулы лауриновой кислоты (а), оранжевым цветом – карбоксильные группы в С11H23COOH (а), волнистой лини-
ей красного цвета – 3R  (б–г), волнистой линией синего цвета – 3L  (б–г). Арабскими цифрами (а) показаны сайты 
связывания жирной кислоты: 1–7  –  основные, 2′  –  дополнительный, согласно данным Bhattachary  et  al.  [65]. При-
ведённая структура ЧСА (а) опубликована в работе Bhattachary et al. [65] и в банке данных трёхмерных структур бел-
ков и НК PDB (RCSB.org), ID 1E7F. Римские цифры (б–г) указывают на демонстрацию теоретически возможного (I) 
и полученного (II) вида расположения полос образца ЧСА (5 мкМ) в комплексе с 3R (15 мкМ) и 3L (15 мкМ) при ана-
лизе методом задержки в геле. Стрелками (б–г) указаны полосы, предположительно соответствующие подвижности 
изображённых схематично комплексов белка с ДСО

производных с белками, где превалирующее, 
гидрофобное, взаимодействие осуществляется 
между додецильными остатками и соответ-
ствующими участками в структурах белков.

Данные об образовании комплексов альбу-
мина с 18-звенным антисмысловым олигонук-
леотидом, содержащим на 5′-конце лиганд D1 
(не путать с додецильным остатком  D в теку-
щем исследовании) для связывания с белком, 
были опубликованы в работе Lacroix et al. [20]. 
Как и в нашем случае, сродство к связыва-
нию с белком для олигонуклеотидов, содер-
жащих лиганд D1, сохранялось вне зависимо-
сти от вида сывороточного альбумина  – ЧСА 
или  БСА. Кроме того, авторами было проде-
монстрировано аналогичное сродство к свя-
зыванию D1-содержащих олигонуклеотидов с 
мышиным СА.

Важной частью работы стало исследование 
возможности реализации Уотсон-Криковских 
взаимодействий между олигонуклеотидными 
цепями двух комплементарных ДСО, связан-
ных в комплексах с альбумином. Полученные 
нами данные  (рис.  4) по изучению подвиж-
ности ассоциатов, образованных комплемен-
тарными ДСО  3R и  3L с альбумином, также 
свидетельствуют в пользу наличия в комплек-
сах СА с  одним  ДСО как минимум двух по-
пуляций, СА••(ДСО)1 и  СА••(ДСО)2. Наличие 

первой популяции, когда с СА связана 1 моле-
кула ДСО, обусловливает одну из двух наблю-
даемых нами полос в образце СА с двумя ком-
плементарными ДСО (рис. 4, дорожки 3 и 4) – 
с высокой электрофоретической подвижно-
стью, сопоставимой с таковой для комплексов 
мономерной формы СА••ДСО (рис. 4, дорож-
ки 1 и 2). В образце, содержащем 2 комплемен-
тарных ДСО и белок, данная полоса может со-
ответствовать комплексам как состава СА••3R, 
СА••3L, так и дуплексу, связанному с моно-
мерной формой белка СА••3R/3L, поскольку 
в данных условиях подвижность указанных 
комплексов отличается незначительно, так 
как молекулярная масса ЧСА (~ 66,5 кДа [54]) 
существенно превышает молекулярную массу 
данных ДСО (~ 7,5 кДа). При этом вторая по-
пуляция комплексов типа СА••(ДСО)2, несу-
щих по 2  молекулы  ДСО, имеет возможность 
и реализует её в образце СА с комплементар-
ными ДСО в виде формирования структур, 
молекулярность которых по белковому ком-
поненту явно превышает значение как мини-
мум в 3 молекулы, что видно при анализе рас-
положения на электрофореграмме второй 
полосы (рис. 4, дорожки 3 и 4) – с очень низ-
кой подвижностью, характерной для области 
подвижности олигомеров альбумина в кон-
трольных пробах (рис.  4, дорожки  1  и  2)  [59]. 
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Значимое количество флуоресцентно мечен-
ной ДНК в этом случае регистрируется лока-
лизованной вблизи дна кармана для нанесения 
образца.

На рис. 6, б–г под соответствующими 
римскими цифрами приведены теоретически 
возможные  (I) и экспериментально наблю-
даемые  (II) изображения электрофореграмм, 
характеризующих подвижность ассоциатов с 
участием ЧСА, 3R и 3L (рис. 4). Заметим, если 
предположить, что с СА связывается 1 молеку-
ла 3R или 3L, тогда образующиеся комплексы 
СА••3R и  СА••3L (схематично представлены 
на рис. 6, б) при реализации комплементарного 
взаимодействии должны привести к «сцепке» 
2 молекул белка (СА••3R/3L••СА) при усло-
вии, что связанные молекулы ДСО способны 
реализовать такое взаимодействие. Подвиж-
ность такого ассоциата (СА••3R/3L••СА) (схе-
матично представлен на  рис.  6,  в) не должна 
быть ниже подвижности олигомеров альбу-
мина, состоящих из более чем 2  молекул бел-
ка (рис. 4), а должна быть близка к подвижно-
сти димера СА. Таких полос при соотношении 
СА : 3R : 3L = 1 : 1,5 : 1,5 (в  экв.) и времени 
инкубации проб 30  мин мы не наблюдали 
(рис.  4; рис. 6, в). Однако при соотношении 
ЧСАм : 3R : 3L = 1 : 0,25 : 0,25 (в экв.) и време-
ни инкубации 15  мин нам удалось зафикси-
ровать ассоциат (рис. 2П в Приложении 1; до-
рожка 8 на панелях а и б, обозначен стрелкой 
красного цвета), по всей видимости, состава 
(ЧСАм••3R/3L••ЧСАм), поскольку его подвиж-
ность была сопоставима с подвижностью 
димера  ЧСА и комплексов димера ЧСА с од-
ним ДСО (рис. 2П в Приложении 1; дорожка 2 
на панели б и дорожки 6, 7 на панелях а и б). 
При увеличении количества комплементар-
ных ДСО мы наблюдали постепенное умень-
шение подвижности данной полосы (рис. 2П 
в  Приложении  1; дорожки 9–12 на панелях 
а и б), вероятно, вызванное участием ассоциата 
(ЧСАм••3R/3L••ЧСАм) в дальнейшем образо-
вании более высокомолекулярных ассоциатов.

Если же с молекулой белка способно свя-
заться  2 и  более молекул  ДСО, то в этом слу-
чае возможно образование более сложно 
организованных высокомолекулярных ассо-
циатов (схематично представлены на рис. 6, г) 
и их подвижность может быть значительно 
ниже мономерной и димерной форм бел-
ка (рис. 4). В нашем случае при соотношении 
СА : 3R : 3L = 1 : 1,5 : 1,5 (в экв.) и времени ин-
кубации проб 30  мин мы наблюдали именно 
это (рис.  4; рис.  6,  б–г). Образование данных 
высокомолекулярных ассоциатов происходит 
только в присутствии комплементарных ДСО; 

при добавлении даже 6-кратного избытка 
одного из  ДСО их формирования не наблю-
далось (рис.  2П в  Приложении  1; дорожка  1), 
что позволяет сделать вывод о вкладе имен-
но Уотсон-Криковских взаимодействий в их 
организацию.

Для изучения морфологии образующихся 
высокомолекулярных ассоциатов мы исполь-
зовали метод  АСМ. Было обнаружено, что в 
образце (3R/3L + ЧСА) присутствуют круп-
ные по диаметру и высоте округлые частицы 
(рис. 1П, 3П–5П в  Приложении 2), структура 
которых ввиду своей однородной плотности 
не позволяет однозначно заключить, участвует 
ли в их образовании белок или нет. С  одной 
стороны, похожие крупные частицы были за-
фиксированы нами в контрольном образце ду-
плекса 3R/3L (рис. 7П и 8П в Приложении 2), 
где они, по всей видимости, являются мицел-
лами, сформированными ДСО за счёт нали-
чия липофильных додецильных остатков по 
обоим концам дуплекса. Образование мицелл 
характерно как для  ДСО по ранее получен-
ным нами данным [51], так и для других про-
изводных олигонуклеотидов с липофильными 
остатками [31], при этом размер мицелл зави-
сит от условий экспериментов (концентрации 
ДСО, рН  среды, вида и концентрации солей, 
температуры, времени инкубации). С  другой 
стороны, электрофоретическая подвижность 
образцов 3R/3L и (3R/3L + ЧСА) значительно 
отличается (рис. 3П в  Приложении 1). Обра-
зец 3R/3L при концентрации каждого из ДСО 
15 мкМ имеет вид нечёткой растянутой поло-
сы в геле, что свидетельствует в пользу фор-
мирования мицелл дуплексом  ДСО. Однако 
при добавлении к дуплексу  3R/3L белка мы 
не наблюдали подобного вида полос в образце 
(3R/3L + ЧСА), часть которого визуализиру-
ется ближе к области кармана для нанесения. 
Это может свидетельствовать о том, что фор-
мирование высокомолекулярных ассоциатов 
в данном случае происходит уже с участием 
белка, молекулярная масса которого значи-
тельно превышает таковую для  ДСО и может 
приводить к существенному снижению элек-
трофоретической подвижности образующихся 
ассоциатов. Мы предположили, что размер ду-
плекса 3R/3L (~ 7 нм из расчёта 0,34 нм на одно 
нуклеотидное звено) слишком мал в сравнении 
с данными о размере ЧСА (~ 6–13 нм) [38, 72], 
чтобы было возможным отличить с помощью 
метода АСМ олигонуклеотидные цепи в соста-
ве высокомолекулярных ассоциатов от частиц, 
являющихся молекулами белка, и оценить ко-
личество его молекул, входящее в их состав. 
Поэтому далее мы исследовали образец ЧСА 
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с комплексами (поли(dA) + 3Т). Теоретически 
с молекулой полиадениловой кислоты может 
связаться несколько молекул олиготимиди-
лата с образованием протяжённых дуплексов, 
которые также могут соединяться по типу фор-
мирования конкатамеров в случае связыва-
ния олиготимидилата с разными молекулами 
поли(dA). Мы предположили, что такая систе-
ма будет более пригодна для сравнительного 
исследования связывания альбумина с  ДСО с 
помощью метода  АСМ по аналогии примене-
ния данного метода для визуализации связан-
ных с протяжёнными ДНК других белков [73].

Полученные нами данные исследования 
супрамолекулярных ассоциатов методом  АСМ 
свидетельствуют, что без альбумина как натив-
ный 0T, так и додецил-содержащий 3T олиго-
тимидилаты образовывали с поли(dА)-матри-
цей конкатамерные ДНК-подобные комплек-
сы (рис.  15П–22П в  Приложении  2): в обоих 
образцах наблюдали фрагменты высотой до 
1,5 нм и шириной в местах без утолщений/воз-
вышений  – 10–15  нм (рис.  21П и 22П в  При-
ложении 2). Наблюдаемые более короткие фраг-
менты и существенно меньшее количество 
точек их разветвления (рис. 19П и 20П в При-
ложении  2) в образце (поли(dA) + 3Т) в срав-
нении с (поли(dA) + 0Т) позволяют предполо-
жить, что наличие додецильных остатков в 
ДСО способствует ограничению длины обра-
зующихся конкатамерных комплексов в об-
разце (поли(dA) + 3Т). Вероятно, додецильные 
остатки могут препятствовать кооперативному 
связыванию содержащих их олиготимидила-
тов на поли(dA)-матрице, поэтому образец 
(поли(dA) + 3Т) имел вид неупорядоченно рас-
положенных укороченных фрагментов (рис.  19П 
в  Приложении  2). Либо алифатический доде-
цильный остаток способствует сворачива-
нию/изгибу НК-цепи за счёт образования 
гидрофобных скрепок ДСО, расположенных 
на одной или разных поли(dА)-матрицах, как 
было показано ранее [74–75]. Изображение же 
образца (поли(dA) + 0Т) соответствовало виду 
«классических» конкатамерных комплексов 
(рис. 18П и 20П в Приложении 2) по аналогии 
с работой Виноградовой  и  соавт.  [76]. Нали-
чие утолщений/возвышений в обоих образцах 
(рис. 21П и 22П в Приложении 2) также может 
быть обусловлено возможностью образования 
триплексов в данных образцах [77].

Добавление альбумина к контрольному об-
разцу (полиd(A) + 0Т) привело к уменьшению 
наблюдаемой длины конкатамерных комплек-
сов, по нашему предположению, из-за срод-
ства НК к альбумину [19, 61], что также может 
нарушать кооперативность связывания олиго-

тимидилата с полиадениловой кислотой. При 
этом более высокое сродство додецильных 
остатков к белку послужило причиной самоор-
ганизации разбросанных до этого по поверх-
ности обрывочных фрагментов ДНК в образ-
це (поли(dA) + 3Т) в сравнительно крупные 
округлые образования, состоящие из отдель-
ных нитевидных компонентов (рис.  5,  ж–и), 
в образце (поли(dA) + 3Т + ЧСА). Толщина дан-
ных «нитей» близка к таковой для фрагмента 
ДНК и составила ~  11  нм (рис.  39П в  При-
ложении  2). Следует отметить, что в дан-
ных структурах были различимы округлые 
возвышения/утолщения, близкие по раз-
меру к частицам белка (рис.  5,  и; рис.  42П 
в  Приложении  2). Вероятно, реализующиеся 
взаимодействия СА••ДСО в качестве «скре-
пок» могли способствовать объединению ком-
плексов (поли(dA) + 3Т) в зафиксированные 
более сложные структуры в образце (поли(dA) +
+ 3Т + ЧСА). Данные популяции округлых 
или близких к овальной форме крупных 
(315,4 ± 70,9 нм) и менее крупных (188,3 ± 
± 43,7 нм) структур, сформированных из пере-
плетённых «нитей», таким образом, можно 
квалифицировать как прототип наногелей 
с элементами НК-архитектоники по анало-
гии с работами Thelu  et  al  [41], Li  et  al  [46], 
Zhang  и  Tung  [78] и Lacroix  et  al  [79]. При 
этом зарегистрированные нами кольцеобраз-
ные структуры (рис. 5, а–е) в этом же образце 
(поли(dA) + 3Т + ЧСА) до его разбавления 
могли являться лишь «выпетливаниями» дан-
ных образований в избыточно присутствую-
щем белковом слое.

С учётом известной способности СА к 
желированию с образованием гелей, отличаю-
щихся фазовым состоянием  [80], а также 
стремительного развития направления ДНК-
оригами и дизайна основанных на данном 
принципе систем доставки для тНК, получен-
ные результаты свидетельствуют о высоком 
потенциале ДСО и СА как соединений-состав-
ляющих для создания новых многокомпонент-
ных самоорганизующихся систем, в том числе 
обладающих свойствами биосовместимых на-
ночастиц или наногелей. Важность создания 
подобных систем для решения задач молеку-
лярной биологии и биомедицины отмечается 
ведущими научными изданиями [2]. При этом 
следующим этапом подтверждения потенциала 
систем доставки на основе СА и ДСО должны 
стать исследования их активности, возможных 
токсических эффектов и предполагаемых ме-
ханизмов действия с использованием не толь-
ко клеточных культур, но и объектов in  vivo, 
например, специальных линий мышей.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные в представленном исследова-
нии результаты, наряду с достаточно быстрым 
связыванием ДСО с сывороточным альбуми-
ном в условиях, близких к физиологическим, а 
также ранее продемонстрированными факта-
ми, что связывание ДСО с СА на 30% снижает, 
но не предотвращает их проникновения внутрь 
клеток in  vitro  [51] и отсутствием цитотоксич-
ности в рабочем диапазоне концентраций [50], 
делают привлекательным использование таких 
олигонуклеотидных производных для разра-
ботки препаратов-транспортёров  тНК, в том 
числе на основе аутологичной крови паци-
ента. На  следующих этапах необходимо про-
должить исследования, чтобы изучить другие 
свойства  ДСО, способные оказать влияние 
на их фармакодинамику и фармакокинетику 
в организме.
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COMPLEXES AND SUPRAMOLECULAR ASSOCIATES 
OF DODECYL-CONTAINING OLIGONUCLEOTIDES 

WITH SERUM ALBUMIN

A. S. Pavlova*, V. V. Ilyushchenko, M. S. Kupryushkin, T. D. Zharkov, E. S. Dyudeeva, 
I. A. Bauer, A. S. Chubarov, D. V. Pyshnyi, and I. A. Pyshnaya*

Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch of Russian Academy of Sciences, 
630090 Novosibirsk, Russia; e-mail: pyshnaya@niboch.nsc.ru, pavlova@niboch.nsc.ru

Serum albumin is currently in the focus of biomedical research as a promising platform for the creation of 
multicomponent self-assembling systems due to the presence of several sites with a high binding affinity 
of various compounds in its molecule, including lipophilic oligonucleotide conjugates. In this work, 
we investigated the stoichiometry of the dodecyl-containing oligonucleotides binding to bovine and human 
serum albumins via electrophoretic mobility shift assay. The results testify to the formation of albumin-oli-
gonucleotide complexes with a stoichiometry of about 1 : (1.25 ± 0.25) under physiological-like conditions. 
Using atomic force microscopy, it was found that interaction of human serum albumin with a duplex of 
complementary dodecyl-containing oligonucleotides resulted in associates of round shape with a diameter 
of 165.5 ± 94.3 nm and 28.9 ± 16.9 nm in height, and with polydeoxyadenylic acid and dodecyl-containing 
oligothymidylate also resulted in formation of supramolecular associates with a size of about 315.4 ± 70.9 
and 188.3 ± 43.7 nm. The obtained data allow considering dodecyl-containing oligonucleotides and albu-
min as potential components for the development of methods to design self-assembled systems for solv-
ing problems of molecular biology, biomedicine, and the development of unique theranostics with targeted 
action.

Keywords: serum albumin, dodecyl-containing oligonucleotides, protein-nucleic acids complexes, biopolymers self-
assembly, supramolecular associates, nucleic acids delivery


