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Показано, что функционализированные стрептавидином магнитные наночастицы (МНЧ)
посредством биотинилированных ДНК-аптамеров с G-квадруплексной структурой специфи-
чески связываются с Lon-протеазой и могут быть использованы для выявления присутствия
Lon-протеазы в биологических источниках с помощью наносенсорной биомагнитной системы
безразделительного иммуноанализа. Авторами отработаны условия связывания целевых ап-
тамеров с функционализированными МНЧ для использования полученных комплексов при
конструировании наносенсорной биомагнитной системы иммуноанализа фермента.
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Введение

Настоящая работа выполнена в рамках проекта
по созданию диагностической медицинской аппара-
туры нового поколения, реализующей безраздели-
тельную схему иммуноанализа [1, 2]. В основу схе-
мы положено использование магнитных наночастиц
(МНЧ) с присоединенными олигонуклеотидами
(ДНК-аптамерами), способными к специфическому
образованию прочных комплексов с молекулами бел-
ков-маркеров заболеваний разной этиологии. Тести-
рование образования комплексов аптамер–белок
в разрабатываемой биомагнитной системе осуществ-
ляется с помощью чувствительного магнитометра,
регистрирующего изменение скорости броуновской
релаксации МНЧ при связывании иммобилизован-
ных на них аптамеров с белковыми мишенями, как
это делается для пары антитело–антиген.

В качестве белка-мишени в настоящей работе ис-
пользовалась АТФ-зависимая Lon-протеаза. Допол-
нительным маркером для разработки наносенсорной
биомагнитной системы мы выбрали интерлейкин-6
человека (ИЛ-6) [3–5]. АТФ-зависимая Lon-проте-
аза является ключевым участником системы кон-
троля качества клеточного протеома (совокупности
клеточных белков). При нормальных концентрациях
Lon-протеаза контролирует уровень множества регу-

ляторных белков и разрушает нефункциональные
(мутантные, аномальные или дефектные) клеточные
белки. При повышенных концентрациях митохон-
дриальная Lon-протеаза сопровождает развитие ряда
раковых заболеваний (таких как гепатома Зайделя
и лимфома, аденокарцинома легких и карцинома по-
лости рта, рак молочной железы, толстой кишки или
мочевого пузыря) [6–10]. В этой связи Lon-протеаза,
так же как ИЛ-6, может служить удобной мишенью
для противоопухолевых препаратов [7–9].

Вместе с тем в работах [11, 12] отмечается, что
Lon-протеаза и другие белки, связанные с развити-
ем раковых заболеваний, могут не только служить
молекулярными терапевтическими мишенями, но и,
кроме того, выполнять роль клинических биомар-
керов опухолей различных типов. Таким образом,
оценка содержания, например, ИЛ-6 и Lon-протеазы
в клетках органов, потенциально предрасположен-
ных к развитию онкологических заболеваний, может
быть использована для детектирования канцеро-
генеза.

Объектами работы служили аптамеры — неболь-
шие фрагменты ДНК размером от 30 до 60 нуклео-
тидов, способные избирательно и с высоким срод-
ством связываться с различными биомолекулами,
в том числе и с белками [13–15]. Исследование
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специфичности взаимодействия белков с нуклеи-
новыми кислотами (НК) как «межмолекулярного
комплементарного взаимодействия» послужило при-
чиной создания нового метода SELEX, с помо-
щью которого можно подобрать комплементарного
партнера, используя комбинаторную библиотеку НК.
Комбинаторика, или комбинаторный подход, полу-
чила развитие как научное направление не толь-
ко в математике, изучающей дискретные объекты,
множества, сочетания, перестановки, но и в хи-
мико-биологических исследованиях. Использование
основ комбинаторной химии нуклеиновых кислот
позволило разработать метод иррационального ди-
зайна аптамеров. Последние складываются в слож-
ные трехмерные структуры и обладают высоким
сродством к белковой мишени, которое сравнимо
с аффинностью пары антиген–антитело. Аптамеры
считаются функциональными аналогами монокло-
нальных антител. В отличие от антител, технология
производства которых требует использования живых
систем, аптамеры получаются in vitro химико-энзи-
матическими методами, их производство может быть
автоматизировано. Следовательно, аптамеры более
технологичны и перспективны, чем традиционные
антитела. Более подробно аптамеры и их свойства
описаны в обзорах [16–21].

Недавно нами было продемонстрировано, что
Lon-протеаза из E. coli — фермент, более чем на 65%
гомологичный Lon-протеазе человека [22], — обра-
зует комплексы с аптамерами, в молекулах которых
дуплексные домены сочетаются с G-квадруплексной
областью [23]. Интерес к G-квадруплексным струк-
турам, в которых гуаниновые основания связаны
хугстиновскими парами, значительно возрос за по-
следние 20 лет, так как такие G-блоки обнаружены
в биологически активных зонах геномной ДНК,
в теломерах, в промоторных участках [24, 25]. Были
выявлены и белки, которые связываются с такими
квадруплексными участками, причем некоторые из
найденных белков активно участвуют в процессах
развития опухолей [26, 27].

В настоящей работе исследована возможность
связывания биотинилированных аптамеров, содер-
жащих G-квадруплексы, с Lon-протеазой и с функ-
ционализированными стрептавидином магнитными
наночастицами с целью последующего выявления
присутствия Lon-протеазы в биологических источ-
никах. В связи с этим задача настоящей работы
заключалась в изучении условий связывания целе-
вых аптамеров с функционализированными МНЧ
для использования полученных комплексов при кон-
струировании наносенсорной биомагнитной системы
иммуноанализа фермента.

1. Материалы и методы

В работе были использованы биотинилированные
ДНК-аптамеры к Lon-протеазе следующей струк-
туры:

ST43 биот 5′биотин-GTGACGTATGGTTGGTGTGG-
TTGGGGCGTCAC

ST43 биот5Т 5′биотин-TTTTTGTGACGTATGGTTGG-
TGTGGTTGGGGCGTCAC

RE31 биот 5′биотин-GTGACGTAGGTTGGTGTGG-
TTGGGGCGTCAC

RE31 биот5Т 5′биотин-TTTTTGTGACGTAGGTTGG-
TGTGGTTGGGGCGTCAC

Введение дополнительных 5Т-олигонуклеотидов,
называемых линкерами, позволяло «отодвинуть»
биотиновую метку от основной структуры молекулы.

Приведенные аптамеры и их немодифицирован-
ные формы были синтезированы фирмой «Синтол»,
Россия. Сродство немодифицированных аптамеров
к Lon-протеазе было охарактеризовано ранее в ра-
боте [23].

1.1. Спектры кругового дихроизма (КД)
для исследования структуры аптамеров

Метод КД используют для контроля формирова-
ния и конформационных изменений G-квадруплекс-
ных структур ДНК. Спектры КД антипараллельных
G-квадруплексов имеют характерные положитель-
ные максимумы при 294 и 248 нм и отрицательный
экстремум при 265 нм [28, 29]. Спектры были по-
лучены с помощью спектрометра Chirascan (Applied
Photophysics Ltd., UK) в интервале длин волн от 240
до 360 нм при температуре 25◦C в кювете с дли-
ной оптического пути 1 см. Скорость изменения
длины волны составляла 1 нм/с. Спектр буфера,
не содержащего олигонуклеотидов, был принят в ка-
честве базовой линии. Растворы аптамерных ДНК
были приготовлены в ПБС-буфере состава (10 мM
Na2HPO4 , 1.8 мM KH2PO4 , pH=7.4, 140 мM
NaCl, 5 мM KCl), в следующих концентрациях:
ST43 биот — 2.3 мкM; ST43 биот5Т — 2.0 мкM;
RE31 биот — 2.4 мкM; RE31 биот5Т — 1.9 мкM.

1.2. Получение комплексов Lon-протеазы
с аптамерами

Во избежание возможной самодеградации Lon-
протеазы в процессе длительных экспериментов по
изучению физико-химических характеристик ком-
плексов фермента с магнитными наночастицами при
получении комплексов Lon-протеазы с аптамера-
ми была использована протеолитически неактивная
форма фермента Lon-S679A (далее — Lon), несущая
замену каталитически активного остатка серина на
аланин.

Образцы нуклеотидов нагревали 2 мин при
100◦C, быстро охлаждали в ледяной бане и ин-
кубировали во льду в течение 1 ч с Lon-S679A
в 50 мМ трис-HCl-буфере, рН 7.5, содержащем
140 мМ NaCl и 5 мМ KCl. Объем реакционной сме-
си составлял 20 мкл, концентрация аптамера была
постоянной (375 нМ); соотношение аптамер : белок
варьировали от 1:0.6 до 1:4.5. Затем к образцам
добавляли по 10 мкл 20% глицерина и аликвоты
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реакционных смесей подвергали гель-электрофорезу
в 8% полиакриламидном геле в неденатурирующих
условиях. Для проявления зон, включающих апта-
мерные ДНК, использовали флуоресцентный краси-
тель SYBR GREEN. Сканирование геля проводили
на приборе Fluorescent Image Analyzer (FLA-300
series), Fujifilm.

1.3. Иммобилизация биотинилированных
ДНК-аптамеров на функционализированных

стрептавидином МНЧ

В работе использовали магнитные наночастицы
размером 50 нм (Ocean Corporation, USA). Препарат
содержал МНЧ (1 мг/мл) в 50 мМ фосфатном бу-
фере, рН 7.4, бычий сывороточный альбумин (БСА,
1 мг/мл) и азид натрия (0.02%). Для удаления
БСА из среды частицы несколько раз промывали
фосфатным буфером ПБС с последующим центри-
фугированием (16 000 об/мин, 30 мин, 4◦C).

Для формирования комплекса МНЧ–стрептави-
дин–аптамер 200 мкл стандартной суспензии МНЧ
в рабочем буфере перемешивали (25◦C) с 5 мкл
100 мкМ раствора аптамера в ПБС-буфере и раз-
бавляли тем же буфером до общего объема 1 мл.
Затем смесь инкубировали 2 ч (4◦C) и центрифу-
гировали 30 мин (15 000 об/мин, 4◦C). Количество
несвязавшегося аптамера, локализованного в на-
досадочной жидкости, определяли по поглощению
раствора при 260 нм, что позволяло нам рассчиты-
вать доли связанного биотинилированного аптамера
на МНЧ–стрептавидине.

1.4. Связывание Lon-протеазы с комплексами
МНЧ–стрептавидин–аптамер

Для оценки содержания Lon-протеазы в ана-
лите с помощью МНЧ к 1 мл суспензии МНЧ
с аптамером в буфере на основе 50 мМ трис-HCl,
рН 7.5, содержащем 140 мМ NaCl и 5 мМ KCl,
добавляли 50 мкл 30 мкМ раствора Lon-протеазы,
инкубировали во льду в течение 1 ч . Соотношение
аптамер : белок составляло приблизительно 1 : 10.

1.5. Метод динамического светорассеяния (ДСР)

Мы применили ДСР для качественной характе-
ристики изменения размеров МНЧ, функционали-
зированных стрептавидином, в результате присоеди-
нения биотинилированных производных аптамеров,
а затем и молекул белка. Рассеяние света в образце
обусловлено наличием флуктуаций плотности и ло-
кальной концентрации вещества в отдельном объеме
раствора, возникающих вследствие теплового дви-
жения макромолекул или коллоидных частиц. Изме-
рения ДСР проводили при помощи фотометра рас-
сеянного лазерного света Zetasizer Nanoinstrument
(Malvern Instruments, Великобритания) с He–Ne-ла-
зером мощностью 4 мВт и длиной волны падающего
света 633 нм (25◦C, объем ячейки 0.5 мл).

2. Результаты и обсуждение

2.1. Характеристика аптамеров спектрами КД

Согласно спектральным исследованиям установ-
лено, что все исследованные аптамеры имеют харак-
теристические положительные экстремумы в обла-
сти 294 и 248 нм и отрицательный экстремум в рай-
оне 265 нм, т. е. они образуют антипараллельные
G-квадруплексы. Как видно из рис. 1, амплитуда по-
ложительных максимумов мало варьируется в зави-
симости от способа присоединения биотиновых ме-
ток к аптамерам: через линкер (дополнительные 5Т)
или непосредственно к олигонуклеотидной после-
довательности. По результатам сравнения спектров
модифицированных и немодифицированных биоти-
ном аптамеров можно утверждать, что введение
молекулы биотина не нарушает сборку структуры
G-квадруплекса, что позволяет использовать данные
ДНК-олигонуклеотидные структуры в дальнейшей
работе.

Рис. 1. Спектры КД биотинилированных аптамеров
к Lon-протеазе. Сплошная линия 1 соответствует
RE31 биот5Т, штриховая 2 — RE31 биот, пунктир-
ная 3 — ST43 биот, штрихпунктирная 4 — ST43 биот5Т

2.2. Определение сродства биотинилированных
аптамеров к Lon-протеазе в растворе

Сродство аптамеров к белку оценивали с по-
мощью электрофореза в полиакриламидном геле
(ПААГ) [23]. Из рис. 2 видно, что с увеличением
количества белка в реакционной пробе интенсив-
ность зоны комплекса Lon-S679A/аптамер замет-
но возрастает. Подвижность зоны комплекса белка
с аптамером резко отличается от подвижности ин-
дивидуального аптамера. Это позволяет четко раз-
делить зоны комплекса и несвязавшегося аптамера
и количественно оценить интенсивность зоны.

Мерой эффективности взаимодействия нуклеино-
вой кислоты с ферментом в каждом эксперименте
служит доля аптамера, связавшегося с Lon-проте-
азой, которая определяется как отношение интен-
сивности флуоресценции зоны комплекса к сум-
марной флуоресценции комплекса и свободного
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Рис. 2. Образование комплексов Lon-S679A с аптамерами ST43 биот5Т (а), ST43 биот (б)
и RE31 биот5Т (в) — (гель-электрофорез в 8% ПААГ). Дорожки: М — нуклеотидные маркеры, 1 —
аптамер (контроль), 2–7 — комплексы, полученные инкубацией Lon-S679A и аптамера (4◦C, 1 ч) в разных

соотношениях (см. табл. 1). На рисунке отмечены зоны комплексов и отдельно аптамеров

Т а б л иц а 1
Эффективность взаимодействия аптамеров с Lon-S679A-протеазой

Аптамер,
[Apt], нМ

Дорожка
на рис. 2

Lon-S679A,
нМ

[Apt]:
[Lon-S679A]

Доля
Aptсвяз∗

Относительная
эффективность связывания

(аn : аn, бn : аn или вn : аn), %

(а)
ST43 биот5Т,

375 нМ

1
2
3
4
5
6
7

—
225.0
337.5
562.5
787.5

1125.0
1687.5

—
1:0.6
1:0.9
1:1.5
1:2.1
1:3.0
1:4.5

—
0.358
0.460
0.673
0.779
0.820
0.908

—
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0

Среднее значение 100.0

(б)
ST43 биот,
375 нМ

1
2
3
4
5
6

—
225.0
337.5
562.5
787.5

1125.0

—
1:0.6
1:0.9
1:1.5
1:2.1
1:3.0

—
0.034
0.298
0.571
0.714
0.800

—
9.50

64.8
84.8
91.7
97.6

Среднее значение 69.7

(в)
RE31 биот5Т,

375 нМ

1
2
3
4
5
6

—
225.0
337.5
562.5
787.5

1125.0

—
1:0.6
1:0.9
1:1.5
1:2.1
1:3.0

—
0.261
0.433
0.669
0.686
0.750

—
72.9
94.1
99.4
88.1
91.4

Среднее значение 89.2

∗ Aptсвяз — аптамер, связанный с ферментом.

аптамера на соответствующей дорожке электрофо-
реграммы (рис. 2). Сопоставление этих характери-
стик для разных аптамеров, образующих комплек-
сы с ферментом, при одинаковых концентрациях
позволяет сравнить сродство аптамеров к Lon-про-
теазе. Эффективность взаимодействия аптамеров
с Lon-S679A-протеазой приведена в табл. 1, из ко-

торой следует, что максимальные значения до-
ли связанного аптамера при любых соотношениях
аптамер : Lon-протеаза получены для ST43 биот5Т,
т. е. этот аптамер наиболее эффективно связывает-
ся с ферментом. Близкую аффинность к Lon-про-
теазе (около 90% по сравнению с аффинно-
стью ST43 биот5Т) проявляет также RE31 биот5Т,
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в то время как способность ST43 биот к связыванию
с ферментом заметно понижена. Из представленных
результатов следует, что введение линкера приводит
к возрастанию способности аптамера к связыванию
с белком (предположительно за счет преодоления
стерических затруднений).

2.3. Иммобилизация биотинилированных
ДНК-аптамеров на магнитных частицах,
функционализированных стрептавидином

Стрептавидин, фиксированный на поверхности
МЧ, представляет собой вырабатываемый бактери-
ями Streptomyces avidinii гомотетрамерный белок
с молекулярной массой 52.8 кДа. Стрептавидин
образует прочный комплекс с биотиновой молекулой
с Kd ∼ 10−14 М.

В экспериментах по оптимизации пришивки спе-
цифических аптамерных ДНК к магнитным наноча-
стицам использовали растворы аптамеров различной
концентрации, полученные как при отсутствии, так
и в присутствии солей. Реакцию проводили в фос-
фатном буфере ПБС, контролируя оптическое погло-
щение растворов при 260 нм (длина волны, соот-
ветствующая максимальному поглощению растворов
нуклеиновых кислот) до начала и после окончания
процесса комплексообразования.

Согласно протоколу фирмы Rockland Immunoche-
micals Inc. оптимальными условиями образования
комплекса стрептавидин–биотин в растворе являют-
ся 0.2 М фосфатный буфер (рН 7.0–7.5), температу-
ра 5◦C и избыток биотина. Эти условия были выбра-
ны в качестве базовых при пришивке специфических
аптамерных ДНК к магнитным наночастицам.

Было исследовано влияние солей на эффек-
тивность образования комплексов МНЧ–стрептави-
дин–аптамер. Показано, что изменение концентра-
ции хлористого натрия в среде как в сторону увели-
чения, так и уменьшения снижает уровень посад-
ки аптамеров на МЧ-стрептавидин. При введении
в состав буфера двухвалентных ионов (кальция или

Та б л иц а 2
Эффективность иммобилизации биотинилированных
аптамеров к Lon-протеазе на магнитных частицах,

функционализированных стрептавидином,
в ПБС-буфере

Аптамер
Cапт

∗,

Поглощение
супернатанта

при 260 нм, A260

Степень
связывания,

мкМ до
связывания

после
связывания

%

ST43 биот 0.31 0.95 0.74 22

ST43 биот5Т 0.36 1.20 0.90 25

RE31 биот 0.35 1.10 0.86 22

RE31 биот5Т 0.36 1.24 0.94 24
∗ Cапт — концентрация аптамера.

никеля) связывание аптамера с наночастицами резко
уменьшалось.

Влияние размера олигонуклеотида, включающего
биотиновую метку, на связывание аптамера с МНЧ
также ранее не рассматривалось. В связи с этим бы-
ло проведено сравнение эффективности взаимодей-
ствия с частицами МНЧ–стрептавидина аптамеров,
связанных непосредственно с биотином или отделен-
ных от метки линкерным фрагментом, состоящим
из пяти Т-нуклеотидов. В табл. 2 представлены
результаты экспериментов, из которых следует, что
введение линкера мало влияет на связывание апта-
мера с МНЧ: можно отметить лишь незначительное
увеличение (около 10%) эффективности связывания
линкерсодержащих аптамеров.

2.4. Характеристика размера комплексов
МНЧ–стрептавидин–биотинилированный аптамер

методом динамического светорассеяния

Для подтверждения иммобилизации аптамеров
на МНЧ был использован метод динамического
светорассеяния (ДСР), который позволил визуали-
зировать изменение размеров используемых частиц.
Метод ДСР основан на эффекте рассеяния части
света, проходящего через жидкую среду, и позволя-
ет определять размер частиц в растворе и дзета-по-
тенциал их поверхности. Размер МНЧ с аптамерами
увеличивался до 105 нм (рис. 3, а, б).

2.5. Связывание Lon-протеазы с МНЧ,
функционализированными биотинилированными

аптамерами

В экспериментах светорассеяния изучены вза-
имодействия Lon-протеазы с магнитными части-
цами, несущими аптамеры. Показано, что белок
связывается с МНЧ-аптамером (рис. 3, а, б). При
этом в образцах обнаруживается присутствие ча-
стиц увеличенного размера, что свидетельствует об
образовании комплексов на магнитных частицах.
В качестве контрольного эксперимента проводили
связывание Lon-протеазы с МНЧ, функционализи-
рованными стрептавидином и ненагруженными ап-
тамером (рис. 3, в). Установлено, что при отсутствии
аптамеров Lon-протеаза не связывается с препара-
том МНЧ–стрептавидин. Размер исходных частиц
составлял 68 нм как отдельно при отсутствии, так и
при наличии фермента.

Следует отметить, что взаимодействие с бел-
ком обусловливает значительное увеличение раз-
мера МНЧ. Кроме того, сопоставление графиков
на рис. 3,а, б показывает, что наличие линкера,
т. е. дополнительных 5Т-нуклеотидов, в биотинили-
рованном аптамере приводит к выраженному увели-
чению диаметра комплекса МНЧ–стрептавидин–ап-
тамер–белок. По-видимому, присутствие линкера,
когда биотиновая метка отделена от структуры апта-
мера на пять нуклеотидов (приблизительно 1.5 нм),
вносит свой вклад в размер получаемых МНЧ
с белком.
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Рис. 3. Связывание Lon-протеазы с иммобилизован-
ными на препарате МНЧ-стрептавидин аптамерами
ST43 биот (а) и ST43 биот5T (б). Штриховыми лини-
ями показаны графики объемов, занимаемых препара-
тами МНЧ–аптамер. Сплошными линиями — графи-
ки распределения аптамер-содержащих МНЧ, связав-
ших Lon-протеазу (LP) (в). Представлено отсутствие
связывания Lon-протеазы с функционализированными

МЧ–стрептавидин без аптамера

В реакции связывания были взяты одинаковые
количества белка и одинаковое количество частиц
в расчете на аптамер. Количество связавшегося
белка заметно больше при использовании аптамера
с линкером. Это еще раз подчеркивает важную роль
стерической доступности всего объема молекулы
аптамера для связывания с белком.

Заключение

Проведение испытаний по связыванию магнит-
ных частиц с белковыми мишенями посредством
биотинилированных аптамеров показало, что белки
активно связываются со своими аптамерами, причем
наблюдается последовательное увеличение диаметра
МНЧ (68 нм для исходных МНЧ, 105 нм для
МНЧ–аптамер и более 1000 нм для МНЧ–ап-
тамер–белок), что свидетельствует об образова-
нии специфических комплексов белка с аптамером
в растворе.

Таким образом, мы нашли условия образования
комплексов МНЧ–аптамеров с белком Lon-проте-

азой, что позволяет использовать эти объекты при
настройке и характеризации разрабатываемой био-
магнитной тест-системы на основе сверхпроводящих
квантовых интерферометров [30], реализующей без-
разделительную схему иммуноанализа.

Работы проводились при поддержке Минобрнау-
ки РФ (соглашение № 14.616.21.0011, уникальный
идентификатор проекта RFMEFI61614X0011).
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Complexes of the ATP-dependent Lonprotease and DNA aptamers with G-quadruplexes as a model
for developing a nanosensor biomagnetic immunoassay system
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The binding to Lon protease through biotinylated aptamers whose structures contain G-quadruplex fragments
with magnetic nanoparticles (MNPs) functionalized by streptavidin was investigated. The conditions
of binding of target aptamers to MNPs are met. The resulting complexes are proposed for detection
of Lon protease in different biological sources and for constructing a novel biomagnetic nanosensor
immunoassay system.
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