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ВВЕДЕНИЕ

Выявление специфических маркеров, ассоци- 
ированных с развитием новообразований, – мощ- 
ный инструмент в диагностике онкологических 
заболеваний, а понимание изменений в состоянии 
клеток на молекулярном уровне имеет большое 
значение для разработки нетоксичных и эф- 
фективных противоопухолевых препаратов [1, 
2]. Рецепторные тирозинкиназы участвуют в 
различных сигнальных процессах, регулирующих 
рост и пролиферацию клеток, а их гиперэкспрессия 
характерна для злокачественных заболеваний, 
таких как лейкоз, нейробластома, мастоцитома и 
меланома [3]. 

Рецептор KIT состоит из внеклеточного, транс- 
мембранного, внутриклеточного, околомембран- 
ного доменов и домена со свойствами тирозин- 
киназы [4]. Внеклеточный домен имеет пять им- 

муноглобулин-подобных частей, вторая и третья 
из которых участвуют в соединении c-KIT с 
его лигандом. Возможность контроля уровня 
экспрессии трансмембранного рецептора с-KIT 
и его блокирования – одна из важнейших за- 
дач современной молекулярной онкологии. В  
последнее десятилетие таргетная терапия, направ- 
ленная на ингибирование тирозинкиназ, стала 
новым перспективным подходом в лечении онколо- 
гических заболеваний [5, 6]. Однако применение 
моноклональных антител – не панацея, оно сопря- 
жено с рядом особенностей и проблем. Получе- 
ние моноклональных антител – это сложный много- 
ступенчатый процесс. Препараты на их основе 
отличаются биологической и биохимической не- 
стабильностью, могут вызывать иммунный ответ  
против себя, что блокирует необходимое действие.  
Наиболее важный момент – высокая специфич- 
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ность моноклональных антител и их токсическое 
действие на организм. Применение некоторых 
препаратов на основе моноклональных антител 
вызывает подавление активности отдельных 
звеньев иммунитета, вследствие чего повышаются 
риски возникновения онкологических и инфек- 
ционных заболеваний.

Современная альтернатива моноклональным 
антителам – аптамеры [7], представляющие собой 
класс олигонуклеотидных соединений с близкими 
к антителам показателями специфичности и аф- 
финности по отношению к своим мишеням [8– 
13]. Аптамеры обладают уникальными свойст- 
вами, в том числе простотой химического син- 
теза, высокой химической стабильностью, низкой  
молекулярной массой, отсутствием иммуноген- 
ности, а также легкостью модификации по сравне- 
нию с их белковыми аналогами. Не существует 
универсальной технологии селекции, подходящей 
для любых объектов, поэтому для получения ап- 
тамеров требуется постоянная поэтапная опти- 
мизация.

Целью данной работы была разработка способа 
повышения эффективности селекции аптамеров к 
рецепторной тирозинкиназе с-KIT методом cell-
Selex посредством снижения неспецифической 
сорбции на поверхности мертвых клеток.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Стратегия SELEX (систематическая эволюция 
лигандов путем экспоненциального обогаще- 
ния), впервые представленная Голдом в 1990 г.  
[14, 15], к настоящему времени претерпела мно- 
жество модификаций. Одно из направлений 
метода SELEX – клеточная селекция (cell-SELEX)  
с использованием живых клеток в качестве слож- 
ных мишеней, гарантирующая связывание ми- 
шени в ее нативной конформации [16–19]. Селек- 
ция аптамеров представляет собой сложный много- 
стадийный процесс, включающий чередование 
большого количества циклов [20].

Для проведения положительных циклов селек- 
ции аптамеров отобраны модифицированные 
клетки крови мыши FDC-P1 с гиперэкспрессией 
человеческого гена KIT (FDC-P1-KIT), конфор- 
мацию которого определяет липидный бислой мем- 
браны, а для отрицательной селекции – анало- 
гичные мышиные клетки, у которых отсутствует 
человеческий белок с-KIT [21, 22].

Аптамер получали из комбинаторной библио- 
теки случайных олигонуклеотидных последова- 
тельностей с вырожденной центральной частью 
длиной 29 нт и фланкирующими праймерами 
[23].  В реакции удлинения праймера [24, 25] 
при использовании Kod XL ДНК-полимеразы 
получена библиотека модифицированных олиго- 
нуклеотидов при полной замене dTTP на модифи- 
цированный дезоксиуридинтрифосфат, содер- 
жащий по С5-положению пиримидинового осно- 
вания фрагмент фенилуксусной кислоты [26, 27] 
(рис. 1). Эту модифицированную библиотеку 
использовали для получения целевых аптамеров.

Каждый цикл селекции состоял из следующих 
основных этапов [20]: инкубация клеток-мише- 
ней с модифицированной библиотекой олиго- 
нуклеотидов; разделение комплексов олиго- 
нуклеотид–мишень; амплификация связанных с 
мишенью природных ДНК-последовательностей 
с последующим выделением одноцепочечной 
природной ДНК-библиотеки; получение моди- 
фицированной библиотеки олигонуклеотидов в 
реакции удлинения праймера; разделение при- 
родной и модифицированной библиотек при 
помощи денатурирующего электрофореза в  
ПААГ.

Рис. 1. Электрофоретическое разделение продуктов 
реакции удлинения праймера (primer extension) при  
реакции с Kod XL ДНК-полимеразой. Денатури- 
рующий 15%-ный ПААГ (соотношение акриламид–
бисакриламид 19 : 1), 50°С, регистрация в диапазоне 
флуоресценции красителя Cy3.
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Эффективность проведения селекции на клет- 
ках – многофакторный процесс, который напря- 
мую зависит от правильности выбора исходной 
библиотеки, состояния роста клеток, условий про- 
ведения каждого цикла селекции и человеческого 
фактора. Изменение условий культивирования 
клеток может повлиять как на обогащение свя- 
зывающихся последовательностей, так и привести 
к неудачной селекции. Процесс SELEX обычно 
занимает от нескольких недель до многих месяцев 
и всегда сопровождается неопределенностью, 
поскольку не обязательно окажется успешным 
[28–31]. Поэтому крайне важно следить за ходом 
селекции аптамеров с помощью быстрых и про- 
стых, но в то же время точных и надежных ме- 
тодов, чтобы значительно повысить шансы на 
успешный и быстрый отбор [32–36].

Каждый раунд SELEX приводит к получению  
уникального набора различных последователь- 
ностей, поэтому методы постселекционной обра- 
ботки должны быть чрезвычайно чувствитель- 
ными. Для контроля обогащения связанных после- 
довательностей широко используется метод про- 
точной цитометрии, которая отличается высокой 
статистической точностью и воспроизводимостью 
[19, 20]. Однако применение данного метода 
требует наличия исходных образцов-мишеней, ко- 

торые в случае сложных рекомбинантных белков 
или раковых тканей, полученных от пациентов, 
представляют собой ценные образцы [32, 37].

Альтернативный метод, позволяющий контро- 
лировать ход селекции аптамеров и получение 
последовательностей с высоким сродством к 
конкретной мишени, – определение температуры 
плавления [32, 33, 35]. Подобно антителам, ап- 
тамеры сворачиваются в сложные трехмерные 
структуры, образуя шпильки и петли [38]. Ап- 
тамеры с более высокой аффинностью будут 
содержать относительно большее количество по- 
следовательностей GC, а не AT, которые обра- 
зуют три и две водородные связи соответственно  
(три – для цитозина и гуанина, две – для аде- 
нина и тимина) [32]. Следовательно, успешная 
селекция аптамеров будет сопровождаться по- 
вышением температуры плавления, что может слу- 
жить косвенным признаком обогащения библио- 
теки олигонуклеотидов высокоаффинными по- 
следовательностями.

После каждого цикла селекции проводили 
определение температуры плавления библиотек 
при использовании ПЦР в режиме реального 
времени (рис. 2). Из полученных данных сле- 
дует, что по мере проведения селекции происходит 
постепенное уменьшение содержания продуктов 

Рис. 2. Температурные кривые плавления продукта амплификации после каждого цикла селекции.
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с низкой температурой плавления и увеличение 
количества продуктов ПЦР с высокой температурой 
плавления, т.е. происходит обогащение библиотеки 
продуктами с большей представленностью и 
аффинностью. 

Один из основных недостатков метода cell- 
SELEX – то, что чередование циклов положи- 
тельной и отрицательной селекции не гарантирует 
отсутствия в библиотеке неспецифично связав- 
шихся аптамеров [39]. Условия селекции апта- 
меров, такие как буфер для связывания, буфер 
для промывки, буфер для элюции, а также темпе- 
ратура и время связывания, играют важную роль  
в процессе SELEX на клетках. Присутствие мерт- 
вых клеток и клеточного мусора еще больше услож- 
няет селекцию из-за их высокого неспецифичес- 
кого сродства к одноцепочечной ДНК. Анализ с  
помощью флуоресцентной микроскопии показал,  
что вырожденная библиотека ДНК-аптамеров 
продемонстрировала неспецифическое поглоще- 
ние в мертвых клетках с нарушенной целостностью 
мембран (рис. 3а). 

Для повышения специфичности аптамеров и 
уменьшения неспецифической сорбции во время 
циклов положительной селекции применяли 
конкурирующие нуклеиновые кислоты, такие как 
ДНК спермы лосося и сельди, дрожжевую тРНК, 
синтетическую маскирующую ДНК [40, 41]. Од- 
нако интенсивность сигнала флуоресценции связы- 
вания аптамеров с мертвыми клетками по сравне- 
нию с эквивалентными популяциями живых кле- 
ток различалась более чем в 100 раз.

Удаление мертвых клеток в процессе селек- 
ции – затруднительная задача, приводящая к по- 
тере единичных последовательностей вырож- 
денной ДНК-библиотеки [38, 42]. Один из спосо- 
бов снижения неспецифической сорбции в про- 
цессе селекции аптамеров (при использовании  
в качестве мишеней бактериальных клеток) – 
применение неионных поверхностно-активных 
веществ (ПАВ) [43]. Неионные ПАВ в низких 
концентрациях могут встраиваться в липидный 
бислой, образуя полярные дефекты, которые 
изменяют физические свойства клеточных мем- 
бран и приводят к ее обратимой солюбилизации 
[44]. 

На примере клеток крови мыши FDC-P1 мето- 
дом флуоресцентной микроскопии определена сте- 
пень влияния Tween 20 на жизнеспособность кле- 
ток (рис. 3б). Показано, что применение Tween 20  

в диапазоне концентраций 0.05–0.1% оказывает 
значительную цитотоксичность как в клеточных 
линиях с гиперэкспрессией с-KIT на поверхности, 
так и без нее после 30-мин воздействия в составе  
Selex-буфера (фосфатно-солевой буферный 
раствор Дульбекко с CaCl2 и MgCl2). Tween 20  
в концентрациях 0.01% нетоксичен для всех  
клеток – выживаемость клеток составляет >95%.  
Эффективность окрашивания KIT-позитивных 
клеток FDC-P1 флуоресцентно-мечеными анти- 
телами против внеклеточного домена белка KIT  
оказалась одинаковой как в отсутствие Tween 20,  
так и при его концентрации 0.01%. При этом 
неспецифическая сорбция вырожденной биб- 
лиотеки снизилась (рис. 4), что позволяет сде- 
лать вывод о возможности применения Tween 20  
в составе буферных растворов в процессе се- 
лекции аптамеров.

Следует отметить, что немаловажный момент 
процесса SELEX – этап элюции ДНК-аптамеров с 
поверхности клетки-мишени. Более эффективный 
способ разрушения комплекса ДНК/мишень при- 

Рис. 3. Неспецифическая сорбция на примере про- 
ведения одного раунда селекции (а) и при исполь- 
зовании Tween 20 в составе буферных растворов (б).

(а)

(б)
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водит к минимизации количества циклов SELEX.  
Для элюции аптамеров необходимо создать денату- 
рирующие условия, при которых аптамеры теряют 
свою пространственную структуру, нарушается 
связь с клеткой-мишенью, и олигонуклеотидные 
последовательности диссоциируют в раствор. 
Денатурирующие условия создаются за счет 
раствора, содержащего мочевину, с помощью ли- 
зирующего буферного раствора или под дейст- 
вием высокой температуры [20]. 

Еще один метод элюции аптамеров с поверх- 
ности клетки – метод конкурентного вытеснения 
антителами, согласно которому аптамеры в мень- 
шей концентрации вытесняются с поверхности 
клеток за счет высокой концентрации моно- 
клональных антител, специфичных к белковой 
мишени на поверхности клетки [45]. Однако из-
за высокой стоимости моноклональных антител 
метод не нашел широкого применения.

Нами выявлено, что помимо неспецифической 
сорбции в процессе селекции происходит потеря 
значительного количества ДНК-библиотеки на 
этапе лизиса клеток при отделении специфичных к 
рецептору с-KIT ДНК-аптамеров. В классическом 
варианте [20] после положительной селекции 
клетки нагревают при 95°С, надосадочную жид- 
кость собирают и амплифицируют. С помощью 
флуоресцентной микроскопии получены снимки 
клеток и клеточного дебриса до (рис. 3а) и после 
термической обработки (рис. 5а). Оказалось, что  
после нагревания большая часть ДНК-библио- 

Рис. 4. Оценка влияния Tween 20 на жизнеспособность клеток FDC-P1 при помощи метода флуоресцентной микро- 
скопии (краситель DAPI).

Рис. 5. Снимки неспецифической сорбции флуо- 
ресцентно-меченой ДНК-библиотеки при терми- 
ческой обработке клеток в буферном растворе 
(а) и трипсинолиз связавшихся с поверхностью 
клеток аптамеров (б), полученные при помощи 
флуоресцентной микроскопии, на примере прове- 
дения одного раунда селекции.

(а)

(б)
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теки неспецифически связывается с клеточным 
дебрисом. Если в исходной библиотеке присут- 
ствует много слабоаффинных аптамеров, то 
впоследствии именно они будут амплифициро- 
ваться и накапливаться, а небольшая фракция 
высокоаффинных последовательностей быстро 
исчезнет за счет интенсивной неспецифической 
сорбции на этапе элюции, что приведет к отри- 
цательному результату селекции.

Данной неспецифической сорбции можно из- 
бежать при использовании трипсинолиза для 
снятия связавшихся с поверхностью клеток ап- 
тамеров [45–48]. Трипсин, выступающий фер- 
ментом класса гидролаз и обладающий протео- 
литической активностью, расщепляет пептид- 
ные связи белков на поверхности клетки, не на- 
рушая целостность мембраны и ДНК-аптамеров 
(рис. 5б). После диссоциации аптамеров в раст- 
воре трипсина в PBS при 37°С фермент деактиви- 
ровали нагреванием при 95°С, и полученный 
продукт далее использовали в качестве матри- 
цы в ПЦР. Постамплификационный анализ кри- 
вых плавления продуктов ПЦР (рис. 2) после 
каждого раунда селекции показал, что примене- 
ние трипсина (S11 – цикл 11) по сравнению с 
термической обработкой клеток (S1–10 – циклы 
1–10) привел к интенсивному обогащению библио- 
теки продуктами с высокой температурой плавле- 
ния, т.е. с большей представленностью и аффин- 
ностью. 

Обогащенную библиотеку случайных после- 
довательностей ДНК секвенировали методом сек- 
венирования нового поколения для идентифи- 
кации отдельных последовательностей потен- 
циальных аптамеров. Согласно результатам секве- 
нирования, идентифицированы 14 наиболее пред- 
ставленных последовательностей, содержащих в 
своей структуре GC-богатые участки. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе применяли трифосфаты дезокси- 
нуклеозидов (dNTPs) (Thermo Scientific, США), 
полимеразы Taq (Thermo Scientific) и Kod XL 
(Sigma-Aldrich, США). Остальные реактивы и раст- 
ворители приобретены в компаниях Sigma-Aldrich 
(США), Acros Organics (Бельгия) и Fluka (США) 
и имели качество “reagent grade” или “biochemical 
grade”.

Воду для приготовления растворов получали 
на установке Milli-Q (EMD Millipore, США). 

Хроматографическую очистку олигонуклеотидов 
проводили на колонке BDS Hypersil C18 (Thermo 
Scientific, США).

В работе использовали полуавтоматические 
пипетки (Gilson, Франция), амплификатор PTC-
220 (Bio-Rad Laboratories, США), амплификатор 
для ПЦР в режиме реального времени IQ5 (Bio-
Rad Laboratories, США) для регистрации кривых 
плавления в присутствии интеркалирующего 
красителя EvaGreen (Biotium, США), центрифугу-
вортекс Микроспин FV-2400 (Biosan, Латвия), 
высокоскоростную центрифугу для микропро- 
бирок Frontier 5515 (Ohaus, США), флуорес- 
центный микроскоп Leica DMI8 (Leica Micro- 
systems Wetzlar GmbH, Германия). Для разде- 
ления фрагментов ДНК использовали вертикаль- 
ный электрофорез в ПААГ, трансиллюминатор 
TCP-20.МС 254/312 нм (Vilber Lourmat, Франция), 
цифровой фотоаппарат EOS 500D (Canon,  
Япония) с оптическим фильтром SYBR Photo- 
graphic Filter S7569 (Molecular Probes, США). 
Олигонуклеотиды синтезировали с помощью авто- 
матического синтезатора ABI 394 DNA/RNA (Ap- 
plied Biosystems, США). Измерение концентра- 
ции олигонуклеотидов и ДНК проводили с по- 
мощью спектрофотометра для микрообъемов 
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, США). 

оцДНК-библиотеку с вырожденной централь- 
ной частью и соответствующие праймеры полу- 
чали стандартными методами синтеза однони- 
тевых олигонуклеотидов, при синтезе вырожден- 
ной части в реакцию добавляли смесь всех че- 
тырех производных дезоксирибонуклеотидов 
(1.5 : 1.25 : 1.15 : 1.0, A : C : G : T). Матрица 
5′-AGCAGCACAGAGGTCAGATG-29N-CC- 
TATGCGTGCTACCGTGAA-3′, где N – любой  
нуклеотид. Прямой праймер 5′-AGCAGCACA- 
GAGGTCAGATG-3′;  5′-FITC-NH2-AGCA- 
GCACAGAGGTCAGATG-3′. Обратный праймер 
5′-ACGGTAGCACGCATAGG-3′; 5′-Cy3-NH2-
ACGGTAGCACGCATAGG-3′.

5′-Су3 – аминолинк – гексаэтиленгликоль-
ACGGTAGCACGCATAGG-3′.

Модифицированный дезоксиуридинтрифос- 
фат, содержащий по С5-положению пиримидино- 
вого основания фрагмент фенилуксусной кис- 
лоты, синтезирован по методу, описанному ранее 
[26, 27].
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Модифицированные клетки крови мыши FDC- 
P1 с гиперэкспрессией человеческого гена KIT 
(FDC-P1-KIT) получали согласно предложенному 
в литературе протоколу [21, 22]. Селекцию ап- 
тамеров проводили согласно предложенному в 
литературе протоколу с модификациями [20, 23].

Ферментативное получение флуоресцентно-
меченой модифицированной вырожденной 
ДНК-библиотеки методом Primer Extension. 
Реакцию достраивания праймера проводили в  
реакционной смеси (100 мкл), содержащей 5 мкM  
флуоресцентно-меченого обратного праймера, 
1 мкM матрицы, dCTP, dATP, dGTP и модифи- 
цированные dUTP в концентрации 0.3 мМ каж- 
дого и Kod XL ДНК-полимеразы в количестве  
2 ед. акт. в рекомендованном производителем бу- 
фере при использовании температурно-временного 
профиля – предварительная денатурация при 
95°C в течение 5 мин и 99.9°C в течение 30 с, 
с последующей элонгацией при 60°C в течение  
55 мин (5 циклов). Для наработки нужного коли- 
чества ДНК-библиотеки общий объем ПЦР- 
смеси составил 1 мл. Далее реакционную массу  
осаждали при помощи 2%-ного раствора перхло- 
рата лития в ацетоне, нужный продукт выделяли 
при помощи денатурирующего электрофореза 
в ПААГ в трис-боратном буферном растворе 
(15%, соотношение акриламид–бисакриламид 
19 : 1, 7 М мочевина, 60°С). Из полученной 
электрофореграммы целевую полосу ДНК выре- 
зали, измельчали и инкубировали в 1 мл PBS 
в течение 48 ч при 40°C и встряхивании при 
1000 об/мин. Затем раствор отделяли от геля 
центрифугированием (1 мин, 13 500 об/мин) на  
фильтрационных спин-колонках. оцДНК выде- 
ляли концентрированием с помощью экстрак- 
ции n-бутанолом и осаждали из водного раствора 
2%-ным раствором перхлората лития в ацетоне, 
высушивали и растворяли в 100 мкл апирогенной 
воды.

Трипсинолиз для снятия связавшихся с по- 
верхностью клеток аптамеров. После инку- 
бации флуоресцентно-меченой ДНК-библиотеки  
с клетками крови мыши FDC-P1 с гипер- 
экспрессией человеческого гена KIT клетки промы- 
вали буферным раствором Дульбекко [20] с до- 
бавлением 0.01% Tween 20. Далее к клеткам до- 
бавляли трипсин (0.25%, 70 мкл), PBS (40 мкл) и  
выдерживали при 37°С в течение 7 мин. Супер- 
натант отбирали, к клеткам добавляли 100 мкл 

промывочного буфера Дульбекко (без Tween 20). 
Растворы объединяли и нагревали при 95°С в 
течение 10 мин для инактивации трипсина.

Амплификация обогащенной ДНК-библио- 
теки и регистрация кривых плавления. ПЦР 
проводили в реакционной смеси (100 мкл), содер- 
жащей 3 мкM каждого праймера, 10% (об.) об- 
разца элюированной ДНК-матрицы, нуклео- 
тидтрифосфаты в концентрации 0.2 мМ каждого, 
2.5 мМ, 2.5 мM MgCl2 и Taq ДНК-полимеразу в 
количестве 3 ед. акт. в рекомендованном произ- 
водителем буфере. Температурно-временной 
профиль состоял из следующих стадий: предва- 
рительный прогрев при 95°С в течение 5 мин, 
за которым следовали 20 циклов: 95°С – 30 с,  
57°С – 30 с, 72°С – 40 с. Завершающую инкуба- 
цию проводили при 72°С в течение 5 мин. Далее  
продукт реакции осаждали 2%-ным раствором 
перхлората лития в ацетоне (для дезактивации 
фермента), осадок выделяли центрифугирова- 
нием, высушивали и добавляли 100 мкл буфера  
для Taq-полимеразы. Отбирали 19 мкл раствора, 
добавляли 1 мкл красителя EvaGreen и регистри- 
ровали кривую плавления. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Использование неионных ПАВ (Tween 20) в 
составе буферных растворов, а также трипсинолиз 
поверхностных белков на стадии элюции свя- 
завшейся с поверхностью клеток библиотеки 
олигонуклеотидов значительно снижают неспеци- 
фическую сорбцию. Прямой мониторинг каждого 
цикла селекции аптамеров с помощью анализа 
сдвига кривой плавления в сторону более вы- 
соких температур позволяет контролировать 
процесс обогащения комбинаторной библиотеки 
олигонуклеотидов благодаря корреляции между  
увеличением содержания GC-участков и темпе- 
ратуры плавления с увеличением сродства апта- 
мера к соответствующей мишени. Дальнейшее 
совершенствование метода отбора аптамеров с  
помощью cell-SELEX должно привести к более  
глубокому пониманию биохимических и молеку- 
лярных процессов, происходящих в злокачествен- 
ных, бактериальных и вирусных клетках.
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A Method for Increasing the Efficiency of Selection  
of Aptamers to Cellular Receptors
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A method has been proposed to increase the efficiency of selection of aptamers to cellular receptors by 
the cell-Selex method, in particular to the receptor tyrosine kinase c-KIT. The use of Tween 20 in buffer 
solutions in concentrations not exceeding 0.01%, as well as trypsinolysis of surface proteins at the stage 
of elution of the combinatorial library of oligonucleotides bound to the cell surface, led to an increase in 
the specificity of aptamers and a decrease in nonspecific sorption according to the results of fluorescence 
microscopy, thermofluorimetric analysis and high-precision sequencing.
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