Нековалентные комплексы альбумина с дуплексами додецил-содержащих олигонуклеотидов для доставки новых сайт-специфичных искусственных рибонуклеаз
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Сывороточный альбумин (СА) за счёт потенциально низкой иммуногенности, продолжительного времени полужизни, способности накапливаться в тканях, подверженных онкотрансформации и воспалению, а также наличия в своей мультидоменной структуре сайтов связывания различных лигандов стал объектом многочисленных мировых исследований в качестве основы для систем доставки как низкомолекулярных соединений, так и терапевтических нуклеиновых кислот.
Цель данной работы – получение устойчивых нековалентных комплексов, состоящих из: а) СА – как составляющего, ответственного за фармакокинетику и за эффективность взаимодействия комплекса с определенными видами онкотрансформированных клеток; б) реакционноспособного конъюгата фосфорилгуанидин-содержащего олигонуклеотида (ФГО) с остатком пептидомиметика (ПМ) – для сайт-специфичного связывания и расщепления РНК-мишени; в) комплементарного данному ФГО додецил-содержащего олигонуклеотида (ДСО), необходимого для нековалентного связывания ФГО с СА.
Впервые синтезированы и охарактеризованы конъюгаты ФГО-ПМ методом азид-алкинового циклоприсоединения в присутствии солей Cu (I). В качестве ПМ использовали бисимидазол-содержащие производные гистамина. Показано, что ФГО-ПМ расщепляют РНК-мишень по сайту преимущественного гидролиза UAG с эффективностью до 30% в условиях культуральной среды ДМЕМ.
С использованием ранее разработанной методики [1] были синтезированы ДСО. Методом нативного электрофореза в ПААГ показано, что образование нековалентных комплексов СА с олигонуклеотидом, содержащим 3 додецильных остатка, наблюдается со стехиометрией связывания СА:ДСО ~ 1:1.5-1:2. Формирование нековалентного комплекса СА с дуплексом ДСО/ФГО-ПМ наблюдается со стехиометрией связывания ~ 1:1. Показано, что сродство ДСО к связыванию с СА сохраняется при различных значениях рН (4.8, 6.0, 7.5, 9.0) и не зависит от наличия NaCl в растворе. Методом динамического светорассеяния получено, что гидродинамический размер комплексов СА:ДСО и СА:ДСО/ФГО в растворе не превышает 10 нм.
Полученные данные свидетельствуют о высоком потенциале использования СА, ДСО и ФГО-ПМ при разработке способов получения прототипов биосовместимых самоорганизующихся систем для решения задач молекулярной биологии и биомедицины.
Исследование поддержано в рамках ГЗ ИХБФМ СО РАН № 121031300042-1.
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