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Для аналитической ВЭЖХ использовали хро-
матограф Agilent 1220 (Agilent Technologies, США)
c УФ-детекцией при длине волны 260 нм, колон-
кой ZORBAX Eclipse XDB-C18 5 мкм 4.6 × 150 мм
(Agilent Technologies, США). Элюцию осуществ-
ляли в градиенте ацетонитрила 0–60% в 20 мМ

ТЕАА, рН 7.0, за 30 мин и скорости потока
1 мл/мин. Выделение олигонуклеотидов прово-
дили с помощью хроматографа Waters 600E (Wa-
ters Corp., США) c УФ-детекцией при длинах
волн 190, 260 и 280 нм и колонкой ZORBAX
Eclipse Prep HT XDB-C18 7 мкм 21.2 × 150 мм

Рис. 10. Фотографии просвечивающей электронной микроскопии дискретных нанообъектов, полученных в процессе
сборки ДНК-тетраэдра (обведены кружками). Для отдельных нанообъектов (указаны стрелками) указан размер. На
врезке – увеличенное изображение нанообъекта. Негативное контрастирование ацетатом уранила.
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(Agilent Technologies, США) в градиенте ацето-
нитрила 0–60% в 20 мМ ТЕАА, рН 7.0, за 30 мин
при скорости потока 21 мл/мин.

Олигонуклеотиды были синтезированы в ре-
жиме без сохранения 5'-DMTr-группы (“DMTr
OFF”) с выделением с помощью препаративного
гель-электрофореза в 20%-ном ПААГ толщиной
2–3 мм в денатурирующих условиях и обессоли-
ванием на колонке NAP-25 с сорбентом Sephadex
G-25 (GE Healthcare, Великобритания) в виде на-
триевой соли. Для контроля качества олигонук-
леотидов проводили аналитический электрофо-
рез в 20%-ном ПААГ толщиной 0.4 мм в анало-
гичных условиях: акриламид – N,N′-метилен-
бис-акриламид (30 : 1), 8 М мочевина, 90 мМ
Трис-борат, pH 8.3, 2 мМ Na2ЭДTA при напряже-
нии 50 В/см. Олигонуклеотиды наносили в рас-
творе, содержащем 8 М мочевину, 0.05% ксилен-
цианола FF и 0.05% бромфенолового синего. Ви-
зуализацию полос проводили окрашиванием геля
раствором красителя Stains-All (500 мг/л) в фор-
мамиде с последующей отмывкой дистиллиро-
ванной водой.

Концентрацию олигонуклеотидов определяли
по оптической плотности раствора с помощью
УФ-спектрофотометра NanoDrop 2000с (Thermo
Fisher Scientific, США).

Молекулярные массы олигонуклеотидов
определяли с помощью масс-спектрометрии
MALDI-TOF на приборе Ultraflex III TOF/TOF
(Bruker Daltonics, Германия). Масс-спектры оли-
гонуклеотидов получали в линейном режиме от-
рицательных ионов прибора и в диапазоне m/z от
500 Да до 16 кДа. Параметры измерения включали
также частоту импульсов 25 Гц, ускоряющее на-
пряжение 25.0 кВ и время задержки экстракции
ионов 120 нс. Образцы олигонуклеотидов раство-
ряли в водном буфере до концентрации 0.1 мM,
содержащем 20 мM ТЕАА и 60% ацетонитрила.
Объем анализируемого образца составлял 10 мкл.
Смешивали 0.7 мкл образца на подложке (Ground
Steel или Anchor Chip) с 0.7 мкл раствора матри-
цы, приготовленного согласно базовому прото-
колу производителя (Bruker Daltonics, Германия).
Матрицей для ионизации олигонуклеотидов в от-
рицательном режиме служил 2,6-дигидроксиаце-
тофенон (2,6-DHAP) с добавлением дигидроцит-
рата аммония. Итоговый масс-спектр получали
суммированием 8–20 одиночных спектров по 100
импульсов лазера на точку. Калибровку прибора
проводили с использованием калибровочных
стандартов фирмы Bruker Daltonics (Германия), а
также набора олигодезоксирибонуклеотидов с
известными массами. Молекулярные массы оли-
гонуклеотидов рассчитывали, используя наборы
экспериментальных значений m/z, определенные
для каждого анализируемого образца.

Сборку ДНК-тетраэдра регистрировали при
помощи электрофореза в нативных условиях
(8%-ный ПААГ, акриламид : метилен-бис-акрил-
амид 30 : 1, или 0.75%-ный агарозный гель)
(рис. 10). Сборку осуществляли поэтапно следую-
щим образом. Проводили отжиг олигонуклеоти-
дов D544 (матрица РОМ-1') и D570 (“звездочка”
РОСТ-2) в 1× ТАЕ, 10 мМ MgCl2 при 95°С в тече-
ние 8 мин с последующим охлаждением до ком-
натной температуры и дальнейшей инкубацией в
течение суток. Полученный комплекс облучали
УФ-светом с длиной волны 365 нм в течение 5 ч и
оставляли на сутки при комнатной температуре.
На последнем этапе обрабатывали комплекс
100 мМ DTT в течение 1 ч. Концентрация матри-
цы D544 составляла 100 нМ, концентрация олиго-
нуклеотида D570 – 200, 400 или 800 нМ (рис. 9а).

Для электронно-микроскопического исследо-
вания образцы сорбировали на медные сетки, по-
крытые формваровой пленкой, в течение 2 мин.
После отбора излишков жидкости фильтроваль-
ной бумагой образцы контрастировали 0.5%-ным
водным раствором уранилацетата (EMS, США) в
течение 10–15 с. Образцы изучали в просвечива-
ющем электронном микроскопе JEM-1400
(JEOL, Япония), цифровые изображения получа-
ли с помощью камеры бокового ввода Veleta
(EMSIS, Германия).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Осуществлен синтез серии разветвленных
олигонуклеотидов для использования в качестве
матриц и строительных блоков при матричной
сборке ДНК-тетраэдра и ДНК-куба. Был прове-
ден процесс матричной сборки ДНК-тетраэдра, в
результате которой были получены дискретные
нанообъекты, соответствующие по линейным
размерам предполагаемому ДНК-тетраэдру. Раз-
мер полученных нанообъектов хорошо согласует-
ся с предсказанным ранее с помощью метода
компьютерного моделирования [20].
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Previously, we proposed a template-assisted assembly method for three-dimensional nucleic acid nanostruc-
tures. The method involves a branched oligonucleotide as a template and a building block, which incorporates
non-nucleotidic linkers, in particular, branching points connecting two or three oligonucleotide chains. In
this paper, we have attempted the synthesis of branched oligonucleotide templates for the assembly of a DNA
tetrahedron and a DNA cube, a branched oligonucleotide building block (“starlet”), and studied the assem-
bly of a DNA tetrahedron.

Keywords: nucleic acids, DNA nanotechnology, solid-phase synthesis, photolabile protecting group, click chemis-
try, strain-promoted azide-alkyne cycloaddition


