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Аптамеры – синтетические одноцепочечные
молекулы РНК или ДНК, способные с высокой
специфичностью связывать молекулы!мишени за
счет образования уникальной пространственной
структуры. Для получения аптамеров используют
метод SELEX (Systematic Evolution of Ligands by
EXponential enrichment) [1], при этом мишенями
для отбора могут быть различные объекты – от
ионов металлов и малых органических молекул до
белков и одноклеточных организмов. Большой
интерес вызывают аптамеры, способные узнавать
клетки определенного типа благодаря сродству к
характерным для этих клеток поверхностным бел!
кам. При получении таких аптамеров в качестве
мишеней используют, как правило, живые клетки.
Область применения таких эскорт!аптамеров –
“адресная” доставка в клетки лекарственных пре!
паратов, а также специфическая детекция клеток
[2–4]. При отборе эскорт!аптамеров широко ис!
пользуют как ДНК!, так и РНК!библиотеки. К
преимуществам РНК!аптамеров относится их
способность формировать более разнообразные и
стабильные третичные структуры, чем у ДНК!ап!
тамеров, однако, для увеличения их биологиче!
ской стабильности необходимы дополнительные

химические модификации. Так, пиримидиновые
нуклеозиды в составе эскорт!РНК!аптамеров ча!
сто заменяют 2'!модифицированными аналога!
ми, как правило, 2'!фтор! или 2'!аминонуклеози!
дами [5]. Общая схема отбора 2'!модифицирован!
ных РНК!аптамеров методом SELEX на клетках
состоит из следующих стадий: 1) инкубирование
РНК!библиотеки с клетками!мишенями, 2) уда!
ление не связавшихся с клетками олигонуклеоти!
дов, 3) разрушение клеток, выделение суммарной
РНК и отделение пула аптамеров от суммарной
клеточной РНК, 4) ОТ!ПЦР и Т7 РНК!тран!
скрипция для получения обогащенной РНК!биб!
лиотеки [6]. Стандартный метод отделения 2'!мо!
дифицированных РНК!аптамеров от суммарной
клеточной РНК заключается в обработке смеси
рибонуклеазой А, что приводит к расщеплению
всех РНК, кроме устойчивых к рибонуклеазе апта!
меров (см., например, [7]). Обычно для удаления
фермента используется фенол!хлороформная экс!
тракция – процедура, которая не исключает воз!
можности загрязнения образца следовыми количе!
ствами фермента и растворителей, а также зачастую
приводит к потере части обогащенной РНК!биб!
лиотеки. В данной работе нами предложен альтер!
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нативный метод выделения 2'!модифицирован!
ных РНК!аптамеров из смеси с суммарной кле!
точной РНК с использованием искусственных
низкомолекулярных рибонуклеаз, имитирующих
рибонуклеазу А [8, 9].

Нами сконструирована модельная система,
состоящая из 71!звенного анти!ПСМА!аптамера
А10 (ПСМА – простатспецифичный мембранный
антиген), в котором все пиримидиновые нуклеоти!
ды заменены на соответствующие 2'!F!аналоги
[10], и суммарной клеточной РНК, выделенной из
мышиных эмбриональных фибробластов, которые
экспрессируют рецептор инсулиноподобного фак!
тора роста человека I типа (IGF!IR) [11]. Для рас!
щепления клеточной РНК использованы искус!
ственные рибонуклеазы – аналоги рибонуклеазы
А, представляющие собой небольшие органиче!
ские молекулы, для которых ранее выявлена спо!
собность эффективно расщеплять РНК различ!
ной длины: производные диазабицикло[2.2.2]ок!
тана с различными заместителями (остаток
имидазола, дипептиды) (R�D�5, ABL3C3, Dp12,
K�D�1) [12, 13] и пептидоподобные соединения

(L�2�3 и L�2�4) [14] (рис. 1а). Смесь суммарной
клеточной РНК (0.1 мкг/мкл) и 2'!F!модифици!
рованного аптамера А10 (3 мкМ) инкубировали в
присутствии одной из искусственных рибонукле!
аз в 50 мМ буфере Трис!HCl (pH 8.4 при 25°C),
содержащем 0.2 мМ EDТА, при 60°С в течение
16 ч. Полученные реакционные смеси использо!
вали для проведения обратной транскрипции и
полимеразной цепной реакции (ОТ!ПЦР). Для
получения кДНК реакционные смеси, содержа!
щие РНК после обработки искусственными ри!
бонуклеазами, ДНК!праймер (100 пмоль), 0.5 мМ
dNTPs, 50 мМ Трис!HCl (pH 8.5 при 25°C), 8 мМ
MgCl2, 30 мМ KСl, 1 мМ DTT и 25 ед. обратной
транскриптазы AMV (“Thermo scientific molecular
biology”, США), инкубировали 45 мин при 45°C,
затем добавляли еще 25 ед. обратной транскрип!
тазы AMV и инкубировали 45 мин при 45°C. По!
лученные кДНК использовали непосредственно
для ПЦР без дополнительной очистки. ПЦР про!
водили в 100 мкл реакционной смеси, содержащей
10 мМ Трис!HCl (pH 8.3 при 25°C), 50 мМ KСl,
7.5 мМ MgCl2, 1 мМ dNTPs, 2 мкМ праймеров,
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Рис. 1. Расщепление суммарной клеточной РНК искусственными рибонуклеазами в модельной системе. а – Структу!
ры искусственных рибонуклеаз. б – ОТ!ПЦР после расщепления суммарной клеточной РНК рибонуклеазой А (1) и
смеси суммарной клеточной РНК и 2'!фторпиримидинсодержащего модельного 71!звенного аптамера А10, расщеп!
ленной рибонуклеазой А (2) или искусственными рибонуклеазами: ABL3C3, 0.1 мМ (3), Dp12, 0.01 мМ (4), K�D�1,
0.1 мМ (5), R�D�5, 0.1 мМ (6), L2�3, 1 мМ (7), L2�4, 1 мМ (8); К – контрольная ПЦР без кДНК; 9 – ДНК!маркер
pBlueSK/MspI.
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кДНК и 2.5 ед. ДНК!полимеразы Taq (“Биосан”,
Россия). ПЦР!продукты осаждали этанолом и ана!
лизировали электрофорезом в 12%!ном ПААГ в де!
натурирующих условиях. Показано, что обработка
суммарной клеточной РНК искусственными рибо!
нуклеазами приводит к ее расщеплению на корот!
кие фрагменты, в то время как 2'!F!модифициро!
ванный аптамер в этих условиях остается устойчи!
вым и может быть амплифицирован при помощи
специфической ОТ!ПЦР. При обработке смеси
суммарной клеточной РНК и модельного РНК!ап!
тамера искусственной рибонуклеазой с последую!
щей ОТ!ПЦР на электрофореграмме продуктов
реакции (рис. 1б) во всех случаях присутствовала
единственная полоса, соответствующая аптамеру
А10. После обработки такой же смеси РНК рибо!
нуклеазой А получен аналогичный продукт ОТ!
ПЦР, что подтверждает возможность использова!
ния искусственных рибонуклеаз для отделения мо!
дифицированных аптамеров от клеточных РНК.
Отметим, что оптимальная концентрация, необхо!
димая для эффективного расщепления клеточной
РНК, зависела от типа искусственной рибонукле!
азы. Так, для пептидоподобных соединений L�2�3 и
L�2�4 приходится использовать максимальную
концентрацию (1 мМ), в то время как диазабицик!
лооктановые производные расщепляли РНК в зна!
чительно более низких концентрациях, а для рибо!
нуклеазы Dp12, содержащей два остатка 1.4!диаза!
бицикло[2.2.2]октана, оптимальная концентрация
составляла всего 10 мкМ. Учитывая коммерческую
доступность и невысокую стоимость рибонуклеазы
Dp12 (“Нанотех!C”, Россия), в последующих экс!
периментах мы использовали именно это соеди!
нение.

Возможности разработанного метода проде!
монстрированы для селекции РНК!аптамеров на
клетки с использованием 71!звенной 2'!F!моди!
фицированной РНК!библиотеки с рандомизи!
рованным 40!звенным участком. В качестве ми!
шеней использованы эмбриональные мышиные
фибробласты, экспрессирующие человеческий
белок IGF!IR. Для получения 2'!F!модифициро!
ванных РНК!аптамеров исходную библиотеку
инкубировали с клетками в течение 30 мин при
37°C, удаляли не связавшуюся с клетками РНК,
после чего клетки лизировали и выделяли сум!
марную клеточную РНК вместе со связавшимися
2'!F!модифицированными РНК!аптамерами. По!
лученную смесь обрабатывали искусственной ри!
бонуклеазой Dp12, как описано выше, РНК оса!
ждали этанолом, растворяли в воде и использовали
в реакциях ОТ!ПЦР с последующей транскрипци!
ей in vitro. В результате 5 раундов SELEX на клетках
получена обогащенная библиотека 2'!F!модифи!
цированных РНК, обладающих более высоким
сродством к клеткам!мишеням по сравнению с ис!
ходной библиотекой (рис. 2).

Таким образом, нами разработан новый эффек!
тивный метод выделения 2'!модифицированных
РНК!аптамеров из смеси с суммарной клеточной
РНК в ходе SELEX на клетках c использованием
искусственных рибонуклеаз. Возможности метода
продемонстрированы для 2'!F!модифицирован!
ных РНК!аптамеров, способных связывать рецеп!
тор IGF!I человека на клеточной поверхности. 

Работа поддержана грантом РФФИ №11!04!
01014!а. Авторы благодарят к.х.н. М. И. Мещани!
нову (ИХБФМ СО РАН, Новосибирск, Россия)
за предоставленные олигонуклеотиды и доктора
Р. Басерга (Jefferson Cancer Institute, Thomas Jef!
ferson University, Philadelphia, USA) за предостав!
ленную клеточную линию эмбриональных мы!
шиных фибробластов.
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