Изучение аффинности аптамеров к EGFR и EGFRvIII методом поляризации флуоресценции
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Рецептор эпидермального фактора роста (EGFR) представляет собой значимый онкомаркер глиомы, сверхэкспрессированный в 40 % случаев. Помимо исходного рецептора EGFR, в большом количестве случаев на злокачественных клетках представлен мутантный вариант рецептора EGFRvIII, отличающийся отсутствием части внеклеточного домена, отвечающего за активацию. Поэтому неудивительно, что маркер EGFR и его мутантный вариант EGFRvIII послужили мишенью для селекции целого ряда аптамеров. Нами были проанализированы описанные ранее аптамеры к EGFR/EGFRvIII, из которых были выбраны аптамеры, способные образовывать вторичную структуру, обладающие высокой аффинностью к рекомбинантным белкам и способные связывать злокачественные клетки глиомы, U31 и U2. Для выбранных аптамеров был проведен анализ последовательности нуклеотидов и их вторичной структуры, что позволило предложить дизайн коротких вариантов, GR20 и Gol1. Для сравнения был выбран описанный в литературе модифицированный 2'-F-пиримидил-РНК-аптамер ME07, а в качестве контроля использовался бычий сывороточный альбумин (БСА), не специфичный к используемым аптамерам.
Кажущиеся константы диссоциации (кKd) комплексов аптамер-EGFR/EGFRvIII были измерены с использованием поляризации флуоресценции (табл. 1).

Таблица 1. Кажущиеся константы диссоциации комплексов аптамер-мишень
	Аптамер
	Белок-мишень

	
	EGFR
	EGFRvIII
	Контроль: БСА

	FAM-ME07
	5.0 ± 1.3
	-
	2744 ± 237

	FAM-U31
	-
	4.6 ± 0.7
	-

	FAM-GR20
	3.7 ± 0.2
	4.3 ± 1.2
	-

	FAM-U2
	-
	5.8 ± 3.2
	-

	FAM-Gol1
	5.6 ± 2.0
	1.0 ± 0.1
	2690 ± 688


Полученные с помощью поляризации флуоресценции данные для референсного аптамера ME07 хорошо совпадают с опубликованными ранее кKd, определенными другими методами [1]. Измеренные методом поляризации флуоресценции кKd для аптамеров GR20 и Gol1 демонстрируют, что данные короткие аптамеры не проявляют специфичности к БСА, но обладают высокой аффинностью к онкомаркерам EGFR и EGFRvIII. 
Эта работа была проведена при поддержке Министерства образования и науки Российской Федерации [проект № 075-15-2020-809 (13.1902.21.0030)]

Литература
1. Cheng S, Jacobson O, Zhu G, Chen Z, Liang SH, Tian R, Yang Z, Niu G, Zhu X, Chen X. PET imaging of EGFR expression using an 18F-labeled RNA aptamer // Eur J Nucl Med Mol Imaging. 2019. Vol. 46(4). P. 948-956.
