Искуственный отбор ДНК-аптамеров с 5-метилцитозином
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Аптамеры – одноцепочечные олигонуклеотиды, способные связываться с определенными мишенями и обладающие высокой аффинностью и специфичностью. SELEX (cистематическая эволюция лигандов экспоненциальным обогащением) представляет собой метод комбинаторной химии, основанный на отборе из библиотеки соединений, специфически взаимодействующих с определенным лигандом путем систематической эволюции. Установлено, что различные модификации способны значительно изменять прочность связывания аптамеров с мишенью. Как правило, модифицируются РНК-аптамеры благодаря наличию 2'-OH гидроксила, который заменяется на другие заместители, а ДНК-аптамеры реже подвергаются модификации [1]. В данной работе рассмотрено введение пятого основания в ДНК-аптамеры для увеличения разнообразия возможного числа последовательностей и увеличения числа потенциальных гидрофобных взаимодействий ДНК-белок.
В качестве модельной системы выбран RBD-домен (от англ. receptor binding protein) S-белка SARS-CoV-2 (от англ. severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2). RBD-домен в составе S-белка связывается с ангиотензинпревращающим ферментом 2, что необходимо для проникновения данного вируса в клетку [2]. В литературе описаны ДНК-аптамеры, которые специфически связываются с доменом RBD S-белка SARS-CoV-2 [3]. Также в нашей лаборатории уже отработана система оценки прочности связывания аптамеров с мишенью с помощью метода бислойной интерферометрии, что использовалось для оценки константы диссоциации комплекса аптамера и белка RBD [4].
В нашей работе была предложена не использованная ранее схема SELEX, которая отличается от традиционного отбора аптамеров введением 5-метилцитозина как пятого основания отдельной энзиматической реакцией после амплификации.В данном подходе к получению аптамеров присутствует один дополнительный шаг, который представляет собой метилирование ДНК библиотек с помощью метилтрансферазы SSSI, модифицирующей CpG-сайты. Был проведен 1 раунд селекции, включающий в себя метилирование исходных библиотек ДНК, разделение двух цепей для получений одноцепочечной ДНК, инкубацию с белком-мишенью RBD в Ni-NTA смоле и отбор наиболее прочно взаимодействующих аптамеров. После отбора проведен анализ полученных последовательностей нанопоровым секвенированием.
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