Выбор эффективных аптамеров методом интерферометрии биослоев
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Аптамеры - олигонуклеотиды, способные специфично и с высоким сродством связывать свои мишени, в том числе биомедицински значимые молекулы. К каждой мишени селектируется серия аптамеров, имеющих примерно одинаковую аффинность, которую трудно сравнивать в отдельных экспериментах. В связи с этим появляется необходимость в разработке метода и прямом сравнении нескольких аптамеров для выявления наиболее аффинного. В работе использован метод интерферометрии биослоев (ИБС), который состоит в анализе кривых стадии ассоциации и диссоциации биокомплекса. Сами кинетические кривые представляют из себя зависимость сдвига интерференционной картины от времени, где сдвиг интерференционной картины увеличивается с ростом числа молекул на сенсоре.
Методом ИБС в авторском конкурентном варианте сравнивалась аффинность известных ДНК-аптамеров для двух белков: тромбина и рецептора эпидермального фактора роста (EGFR). Первый – ключевой белок свертывания крови; второй – ключевой фактор агрессии глиобластомы – опухоли мозга. В случае с тромбином прямой конкуренцией сравнивались два ДНК-аптамера - RE31 и 15TBA, которые в предварительных опытах показывали разную аффинность (Кд (1,4 ± 0,1) и (7,1 ± 0,2) нМ, соответственно). Каждый аптамер был иммобилизован на отдельном сенсоре с помощью биотин – стрептавидиновой пары. Сенсор погружался в смесь белка и конкурентного аптамера с различной концентрацией. Аналогичный эксперимент был проведен и для EGFR: на сенсоре иммобилизовали ДНК-аптамер GR20, а образцами были смеси белка и одного из шести испытуемых аптамеров из разных селекций: GR20, GR200, Gol1, U2s, TuTu20sh4 и ME07 с различной концентрацией. 
Прямая конкуренция анти-тромбиновых аптамеров показала большую аффинность RE31 в сравнении с 15TBA - добавление RE31 к тромбину вызвало большее снижение амплитуды сигнала по сравнению с добавлением 15TBA. В случае с анти-EGFR аптамеров удалось ранжировать всю серию аптамеров и выявить наименее и наиболее аффинные аптамеры - GR200 и TuTu20sh4, соответственно. Созданный компьютерным дизайном ДНК-аптамер Gol1 и селектированный для белка EGFR РНК-аптамер ME07 рассматриваются отдельно. 
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