Усиление аффинности двухмодульных аптамеров NU172 и RE31 к тромбину при их региоселективной конъюгации с пептидом GLE
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Сердечно-сосудистые заболевания являются ведущей причиной смертности в мире. Антикоагулянтные препараты играют ключевую роль в профилактике и лечении тромбозов, снижая риск инсультов, инфарктов и других осложнений. Антикоагулянты на основе ДНК аптамеров являются альтернативой традиционным препаратам и потенциально могут быть использованы в клинической практике. Двухмодульные антикоагулянтные ДНК аптамеры, такие как NU172 и RE31, демонстрируют повышенную аффинность и антикоагулянтную активность по сравнению с базовым тромбин-связывающим аптамером TBA [1]. Эти характеристики можно дополнительно усилить за счет расширения интерфейса взаимодействия аптамера с экзосайтом I тромбина при конъюгации с оптимизированными короткими пептидами [2].
Целью работы являлось изучение влияния трипептида GLE как дополнительного участка узнавания тромбина в конъюгатах с аптамерами NU172 и RE31 на стабильность, структуру аффинность к тромбину и ингибиторные характеристики. Синтез антикоагулянтных аптамеров NU172 и RE31 с модифицированными остатками Т9 и T11/T20 осуществлялся путем автоматического олигонуклеотидного синтеза. Конъюгацию аптамеров с трипептидом GLE по активированным карбоксильным группам модифицированных тиминов проводили перед стадией полного деблокирования олигонуклеотидов. Очистку конъюгатов проводили с использованием ВЭЖХ и гель-электрофореза.
Показано, что наличие трипептида в боковой цепи не оказывает существенного влияния на вторичную структуру и термодинамическую стабильность аптамеров. Исследование аффинности конъюгатов к тромбину методом микротермофореза выявило заметное увеличение сродства к тромбину при конъюгации с трипептидом. Исследования ингибирующих характеристик полученных конъюгатов проводились в реакции полимеризации фибриногена в присутствии тромбина и оценивались спектрофотометрически по времени образования геля фибрина. Установлено, что ингибирующие характеристики пептидных конъюгатов аптамера RE31 в отношении тромбина увеличиваются приблизительно в 5 раз по сравнению с немодифицированным RE31. Для конъюгата NU172 этот параметр составил около 1,5.
Таким образом, расширение интерфейса узнавания белок-аптамер за счет региоселективной конъюгации с оптимизированным коротким пептидом позволило получить новые антикоагулянтные аптамерные конструкции с заметно улучшенными парамерами аффинности и повышенной ингибирующей активностью. Разрабатываемый подход основан на рациональном дизайне новых структур для аптамерных лигандов с известной структурой аптамер-мишень и может быть адаптирован для оптимизации аптамеров к другим белкам-мишеням.
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