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(57) Данное изобретение обеспечивает способы скрининга на основе эукариотических клеток для
идентификации аптамера, который специфически связывает лиганд, или лиганда, который
специфически связывает аптамер, с использованием полинуклеотидной кассеты для регуляции
экспрессии репортерного гена, причем полинуклеотидная кассета содержит рибопереключатель
в контексте 5' интрона - альтернативного экзона - 3' интрона. Указанный рибопереключатель
содержит эффекторную область и аптамер, таким образом что, когда аптамер связывает лиганд,
происходит экспрессия репортерного гена.
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Область техники 

Данное изобретение обеспечивает способы скрининга для идентификации аптамера, который спе-

цифически связывает лиганд, или лиганда, который специфически связывает аптамер, в эукариотической 

клетке с использованием полинуклеотидной кассеты регуляции экспрессии репортерного гена, причем 

полинуклеотидная кассета содержит рибопереключатель в контексте 5' интрона - альтернативного эк-

зона - 3' интрона. Рибопереключатель содержит эффекторную область и аптамер, таким образом что, 

когда аптамер связывает лиганд, происходит экспрессия репортерного гена. 

Уровень техники 

Сплайсинг относится к процессу, с помощью которого интронная последовательность удаляется из 

растущей пре-матричной РНК (пре-мРНК), а экзоны соединяются вместе, образуя мРНК. Сайты сплай-

синга представляют собой соединения между экзонами и нитронами и определяются различными кон-

сенсусными последовательностями на 5' и 3'-концах интрона (то есть донорного и акцепторного сайтов 

сплайсинга, соответственно). Альтернативный сплайсинг пре-мРНК, или альтернативный сплайсинг, 

является широко распространенным процессом, происходящим в большинстве генов человека, содержа-

щих множественные экзоны. Это осуществляется большой многокомпонентной структурой, называемой 

сплайсосомой, которая представляет собой совокупность малых ядерных нуклеопротеидов (snRNP) и 

разнообразных вспомогательных белков. Путем распознавания различных цис-регуляторных последова-

тельностей сплайсосома определяет границы экзон/интрон, удаляет интронные последовательности и 

объединяет экзоны в конечный транслируемый транскрипт (то есть мРНК). В случае альтернативного 

сплайсинга для того, чтобы изменить конечный кодирующий транскрипт могут быть включены или ис-

ключены определенные экзоны, тем самым изменяя получаемый экспрессированный белок. 

В данном изобретении используется опосредованный лигандом/аптамером контроль альтернатив-

ного сплайсинга для идентификации пар аптамер/лиганд, которые связываются в пределах целевой эука-

риотической клетки. До данного изобретения аптамеры генерировали против различных лигандов по-

средством скрининга in vitro, однако лишь немногие доказали свою эффективность в клетках, что под-

черкивает необходимость систем для скрининга аптамеров, которые функционируют в выбранном орга-

низме. 

Сущность изобретения 

В одном аспекте данное изобретение относится к способу селекции аптамера, который связывает 

лиганд в эукариотических клетках, включающему стадии: 

(a) обеспечения библиотеки аптамеров, 

(b) введения членов библиотеки аптамеров в полинуклеотидную кассету для лиганд-

опосредованной экспрессии репортерного гена для создания библиотеки рибопереключателей, 

(c) введения библиотеки рибопереключателей в эукариотические клетки и 

(d) приведения в контакт эукариотических клеток с лигандом, и 

(e) измерения экспрессии репортерного гена, причем полинуклеотидная кассета содержит альтерна-

тивно сплайсированный экзон, фланкированный 5'-интроном и 3'-интроном, и рибопереключатель, со-

держащий (i) эффекторную область, содержащую ножку (stem), которая содержит 5'-сайт сплайсинга 3' 

интрона, и (ii) аптамер, при этом альтернативно-сплайсированный экзон содержит стоп-кодон, который 

находится в рамке считывания с репортерным геном, когда альтернативно сплайсированный экзон 

встраивается в мРНК репортерного гена. 

В одном варианте библиотека аптамеров содержит аптамеры, имеющие один или более рандомизи-

рованных нуклеотидов. В одном варианте библиотека аптамеров содержит аптамеры, имеющие полно-

стью рандомизированные последовательности. В одном варианте осуществления библиотека аптамеров 

содержит аптамеры, которые имеют длину от около 15 до около 200 нуклеотидов. В одном варианте 

осуществления библиотека аптамеров содержит аптамеры, которые имеют длину от около 30 до около 

100 нуклеотидов. В одном варианте осуществления библиотека аптамеров содержит более 100000 апта-

меров. В одном варианте осуществления библиотека аптамеров содержит более 1000000 аптамеров. 

В одном варианте осуществления лиганд представляет собой малую молекулу. В одном варианте 

осуществления низкомолекулярный лиганд является экзогенным для эукариотической клетки. В другом 

варианте осуществления лиганд представляет собой молекулу, продуцируемую эукариотической клет-

кой, включающую, например, метаболит, нуклеиновую кислоту, витамин, кофактор, липид, моносахарид 

и вторичный мессенджер. 

В одном варианте осуществления эукариотическую клетку выбирают из клетки млекопитающего, 

клетки насекомого, клетки растения и дрожжевой клетки. В одном варианте осуществления эукариоти-

ческую клетку получают из мыши, человека, мухи (например, Drosophila melanogaster), рыбы (например, 

Danio rerio) или круглого червя (например, Caenorhabditis elegans). 

В одном варианте осуществления репортерный ген выбирают из группы, состоящей из флуорес-

центного белка, люциферазы, β-галактозидазы и пероксидазы хрена. В одном варианте осуществления 

репортерный ген представляет собой цитокин, сигнальную молекулу, гормон роста, антитело, регуля-

торную РНК, терапевтический белок или пептид. В одном варианте осуществления экспрессия репор-

терного гена более чем в около 10 раз выше, когда лиганд специфически связывает аптамер, чем уровни 
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экспрессии репортерного гена, когда лиганд отсутствует. В других вариантах осуществления экспрессия 

репортерного гена более чем в около 20, 50, 100, 200, 500 или 1000 раз выше, когда лиганд специфически 

связывает аптамер, чем уровни экспрессии репортерного гена, когда лиганд отсутствует. 

В одном варианте осуществления 5' и 3' интроны получают из интрона 2 гена β-глобина человека. В 

одном варианте осуществления 5' интрон содержит стоп-кодон в рамке считывания с целевым геном. В 

одном варианте осуществления каждый из 5' и 3' интронов имеет длину от около 50 до около 300 нуклео-

тидов. В одном варианте осуществления каждый из 5' и 3' интронов независимо имеет длину от около 

125 до около 240 нуклеотидов. В одном варианте осуществления 5' и/или 3' интроны были модифициро-

ваны для включения или изменения последовательности интронного энхансера сплайсинга, интронного 

энхансера сплайсинга, 5'-сайта сплайсинга, 3'-сайта сплайсинга или последовательности точки ветвления. 

В одном варианте осуществления ножка эффекторной области рибопереключателя имеет длину от 

около 7 до около 20 пар оснований. В одном варианте осуществления ножка эффекторной области имеет 

длину от 8 до 11 пар оснований. 

В одном варианте осуществления альтернативно сплайсированный экзон получают из экзона 2 гена 

дигидрофолатредуктазы человека (DHFR), экзона 5 мутанта человеческой опухоли Вильмса 1, экзона 16 

мышиной кальций/кальмодулин-зависимой протеинкиназы II дельта, или экзона 6 SIRT1. В одном вари-

анте осуществления альтернативно сплайсированный экзон представляет собой модифицированный эк-

зон 2 DHFR. В одном варианте осуществления альтернативно сплайсированный экзон был модифициро-

ван посредством одного или более из группы, состоящей из изменения последовательности экзонного 

сайленсера сплайсинга, изменения последовательности экзонного энхансера сплайсинга, добавления эк-

зонного энхансера сплайсинга и добавления экзонного донора сплайсинга. В одном варианте осуществ-

ления альтернативно сплайсированный экзон является синтетическим (т.е. не получен из встречающего-

ся в природе экзона). 

В одном варианте осуществления библиотека аптамеров разделяется на меньшую библиотеку апта-

меров перед введением в полинуклеотидные кассеты, включающим стадии: 

(a) обеспечения рандомизированной библиотеки аптамеров, в которой аптамеры в библиотеке со-

держат множество 5 'и 3' константных областей и один или более рандомизированных нуклеотидов, 

(b) выполнения ПЦР с двумя циклами с использованием рандомизированной библиотеки аптамеров 

в качестве матрицы и первого праймера и второго праймера, которые комплементарны 5 'и 3' констант-

ным областям, 

(c) выделения продуктов в ПЦР с двумя циклами и 

(d) ПЦР-амплификации подмножества выделенных продуктов ПЦР с двумя циклами с использова-

нием множества праймеров, комплементарных подмножеству уникальных 5' и 3' константных областей. 

В одном варианте осуществления библиотека рибопереключателей перед введением в эукариотиче-

ские клетки делится на одну или более подбиблиотек рибопереключателей. В одном варианте осуществ-

ления способ разделения библиотеки рибопереключателей на подбиблиотеки включает стадии: 

(а) введения библиотеки аптамеров в плазмиду, содержащую полинуклеотидную кассету генной ре-

гуляции, для создания библиотеки рибопереключателей; 

(b) введения библиотеки рибопереключателей в бактерии (например, E.coli); и 

(с) сбора бактериальных клонов (например, путем отбора бактериальных колоний) и выделения 

плазмидной ДНК для получения плазмидных подбиблиотек рибопереключателей (называемых в данном 

документе первичными подбиблиотеками); 

В вариантах осуществления вторичные подбиблиотеки рибопереключателей генерируют из пер-

вичной плазмидной подбиблиотеки рибопереключателей путем введения первичной подбиблиотеки в 

бактерии, сбора бактериальных клонов и выделения плазмидной ДНК. Первичную или вторичную под-

библиотеку затем вводят в эукариотические клетки, эукариотические клетки приводят в контакт с лиган-

дом и измеряют экспрессию репортерного гена, чтобы определить, связывается ли один или более апта-

меров в библиотеке с лигандом в пределах эукариотической клетки. 

В одном варианте осуществления данное изобретение включает аптамер, который связывает целе-

вой лиганд, причем аптамер выбирают при помощи вышеуказанных способов. В вариантах осуществле-

ния изобретения аптамер содержит последовательность SEQ ID NO: 14-27. В одном варианте осуществ-

ления последовательность аптамера содержит последовательность SEQ ID NO: 24. 

В другом аспекте изобретение относится к способу селекции лиганда, который связывает аптамер в 

эукариотической клетке, включающему стадии: 

(a) обеспечения библиотеки лигандов, 

(b) обеспечения полинуклеотидной кассеты для лиганд-опосредованной экспрессии репортерного 

гена, 

(c) введения полинуклеотидной кассеты в эукариотическую клетку, 

(d) приведения в контакт отдельных групп эукариотической клетки с членами библиотеки лигандов, и 

(e) измерения экспрессии репортерного гена, причем полинуклеотидная кассета содержит альтерна-

тивно сплайсированный экзон, фланкированный 5' интроном и 3' интроном, и рибопереключатель, со-

держащий (i) эффекторную область, содержащую ножку, которая содержит 5'-сайт сплайсинга 3' интро-
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на, и (ii) аптамер, при этом альтернативно-сплайсированный экзон содержит стоп-кодон, который нахо-

дится в рамке считывания с репортерным геном, когда альтернативно сплайсированный экзон встраива-

ется в мРНК репортерного гена. 

В одном варианте осуществления лиганд представляет собой малую молекулу. В одном варианте 

осуществления низкомолекулярный лиганд является экзогенным для эукариотической клетки. В другом 

варианте осуществления лиганд представляет собой молекулу, продуцируемую эукариотической клет-

кой, включающую, например, метаболит, нуклеиновую кислоту, витамин, кофактор, липид, моносахарид 

и вторичный мессенджер. 

В одном варианте осуществления эукариотическую клетку выбирают из клетки млекопитающего, 

клетки насекомого, клетки растения и дрожжевой клетки. В одном варианте осуществления эукариоти-

ческая клетка получают из мыши, человека, мухи (например, Drosophila melanogaster), рыбы (например, 

Danio rerio) или круглого червя (например, Caenorhabditis elegans). 

В одном варианте осуществления репортерный ген выбирают из группы, состоящей из флуорес-

центного белка, люциферазы, β-галактозидазы и пероксидазы хрена. В одном варианте осуществления 

репортерный ген представляет собой цитокин, сигнальную молекулу, гормон роста, антитело, регуля-

торную РНК, терапевтический белок или пептид. В одном варианте осуществления экспрессия репор-

терного гена более чем в около 10 раз выше, когда лиганд специфически связывает аптамер, чем уровни 

экспрессии репортерного гена, когда лиганд отсутствует. В других вариантах осуществления экспрессия 

репортерного гена более чем в около 20, 50, 100, 200, 500 или 1000 раз выше, когда лиганд специфически 

связывает аптамер, чем уровни экспрессии репортерного гена, когда лиганд отсутствует. 

В одном варианте осуществления 5' и 3' интроны получают из интрона 2 гена β-глобина человека. В 

одном варианте осуществления 5' интрон содержит стоп-кодон в рамке считывания с целевым геном. В 

одном варианте осуществления каждый из 5' и 3' интронов имеет длину от около 50 до около 300 нуклео-

тидов. В одном варианте осуществления каждый из 5' и 3' интронов имеет длину от около 125 до около 

240 нуклеотидов. В одном варианте осуществления 5' и/или 3' интроны были модифицированы для 

включения или изменения последовательности интронного энхансера сплайсинга, экзонного энхансера 

сплайсинга, 5'-сайта сплайсинга, 3'-сайта сплайсинга или последовательности точки ветвления. 

В одном варианте осуществления ножка эффекторной области рибопереключателя имеет длину от 

около 7 до около 20 пар оснований. В одном варианте осуществления ножка эффекторной области имеет 

длину от 8 до 11 пар оснований. 

В одном варианте осуществления альтернативно сплайсированный экзон получают из экзона 2 гена 

дигидрофолатредуктазы человека (DHFR), экзона 5 мутанта человеческой опухоли Вильмса 1, экзона 16 

мышиной кальций/кальмодулин-зависимой протеинкиназы II дельта, или экзона 6 SIRT1. В одном вари-

анте осуществления альтернативно сплайсированный экзон представляет собой модифицированный эк-

зон 2 DHFR. В одном варианте осуществления альтернативно сплайсированный экзон был модифициро-

ван в одной или более из группы, состоящей из изменения последовательности экзонного сайленсера 

сплайсинга, изменения последовательности экзонного энхансера сплайсинга, добавления экзонного эн-

хансера сплайсинга и добавления экзонного донора сплайсинга. В одном варианте осуществления аль-

тернативно сплайсированный экзон является синтетическим (т.е. не получен из встречающегося в при-

роде экзона). 

В одном варианте осуществления данное изобретение включает лиганд, выбранный при помощи 

вышеуказанных способов. 

В другом аспекте изобретение относится к способу разделения рандомизированной библиотеки ап-

тамеров на меньшие подбиблиотеки аптамеров, включающему стадии: 

(a) обеспечения рандомизированной библиотеки аптамеров, в которой аптамеры в библиотеке со-

держат множество 5' и 3' константных областей и один или более рандомизированных нуклеотидов, 

(b) выполнения ПЦР с двумя циклами с использованием рандомизированной библиотеки аптамеров 

в качестве матрицы и первых праймеров и вторых праймеров, которые комплементарны 5' и 3' констант-

ным областям, 

(c) выделения продуктов в ПЦР с двумя циклами и 

(d) ПЦР-амплификации подмножества выделенных продуктов ПЦР с двумя циклами с использова-

нием праймеров, комплементарных подмножеству уникальных 5' и 3' константных областей. 

В одном варианте осуществления рандомизированная библиотека аптамеров содержит аптамеры, 

имеющие один или более рандомизированных нуклеотидов. В одном варианте осуществления рандоми-

зированная библиотека аптамеров содержит более чем около 100000 аптамеров. В одном варианте осу-

ществления рандомизированная библиотека аптамеров содержит более чем около 1000000 аптамеров. 

В одном варианте осуществления первый или второй праймер в ПЦР с двумя циклами содержит 

метку, выбранную из группы, состоящей из биотина, дигоксигенина (DIG), бромодезоксиуридина (БДУ), 

флуорофора, химической группы, например, тиольнои группы, или химической группы, например, ази-

дов, используемых в клик-химии. 
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Краткое описание графических материалов 

Фиг. 1а. Схематическое изображение конструкта рибопереключателя. Усеченная последователь-

ность интрона бета-глобина была вставлена в кодирующую последовательность репортерного гена, а 

мутантный стоп-кодон, содержащий экзон 2 DHFR (mDHFR), был помещен во вставленный интрон, та-

ким образом, образуя платформу для экспрессии гена из трех экзонов, с помощью которой экспрессия 

репортерного гена регулируется включением/исключением экзона mDHFR. Структура шпилька/ножка, 

содержащая сайт связывания U1 в интроне ниже по направлению (3') экзона mDHFR, формируется с по-

мощью сконструированной последовательности, комплементарной сайту связывания U1, которая блоки-

рует связывание U1, тем самым приводя к исключению стоп-кодона, содержащего экзон mDHFR, и экс-

прессии целевого гена. Последовательность аптамера прививают между сайтом связывания U1 и его 

комплементарной последовательностью, что позволяет контролировать образование шпильки путем свя-

зывания аптамера/лиганда. 

Фиг. 1b. Дозозависимые эффекты конструктов с регуляторными кассетами, содержащими различ-

ные рибопереключатели на основе аптамера(ов). Гуаниновые рибопереключатели индуцировали экс-

прессию репортерного гена, отвечая не только на гуанин, но и на обработку гуанозином. 

Фиг. 1с и 1d. График, демонстрирующий, что рибопереключатель xpt-G17 индуцирует активность 

люциферазы при обработке аналогами гуанина. 

Фиг. 1е. Кратность индукции активности люциферазы с помощью рибопереключателя xpt-G17 при 

обработке соединениями. 

Фиг. 2. Схема матрицы для генерации рандомизированных аптамерных последовательностей. Ап-

тамерная последовательность (пустой столбец) фланкирована константными областями (черные столб-

цы), которые содержат сайт BsaI для облегчения клонирования аптамера в кассету генной регуляции для 

генерации рибопереключателей. 

Фиг. 3а-3е. Схематическое описание способа разделения большой рандомизированной библиотеки 

аптамеров на более мелкие подбиблиотеки. 

Фиг. 3а. Схематическое представление двухэтапной стратегии разделения большой библиотеки ап-

тамеров. Первым этапом является добавление уникальной пары меток последовательности к каждой ап-

тамерной олигонуклеотидной матрице. После первого этапа матрицы с уникальными последовательно-

стями меток амплифицируют, используя праймеры, которые являются специфическими для меченых 

последовательностей. 

Фиг. 3b. Три подхода к прикреплению последовательностей меток к матрицам: последовательности 

меток, включенные с помощью ПЦР с использованием праймеров, которые содержат последовательно-

сти меток на 5'-конце праймеров (I); последовательности меток, прикрепленные путем лигирования од-

ноцепочечной матричной последовательности с одноцепочечными последовательностями меток с помо-

щью Т4 РНК-лигазы (II); последовательности меток, связанные с матрицами путем лигирования двухце-

почечных матричных последовательностей с двухцепочечной последовательностью метки с помощью Т4 

ДНК-лигазы (III). 

Фиг. 3с. Принципиальная схема ПЦР с двумя циклами. Для стадии 1, только обратные праймеры 

JR, которые содержат последовательность метки на 5'- конце. После первого цикла вновь синтезирован-

ная цепь имеет метку последовательности на 5'- конце. Для стадии 2 в реакцию ПЦР добавляется мечен-

ный биотином прямой праймер JF, который может использовать только вновь синтезированную цепь в 

качестве матрицы, таким образом генерируя матрицы с последовательностями меток на 5'- и 3'-концах и 

молекулой биотина на 5'-конце. 

Фиг. 3d. Создание библиотеки меченых аптамеров. После мечения матриц с использованием меток 

последовательностей и молекулы биотина, гранулы стрептавидина используются для отделения мече-

ных/маркированных одноцепочечных матриц от остальных компонентов реакции посредством денатура-

ции олигонуклеотидов и отмывки гранул. Затем меченые матрицы амплифицируют и увеличивают коли-

чественно, используя смесь праймеров (праймеры F и R), которые являются специфическими для мече-

ных последовательностей, таким образом генерируя библиотеку меченых аптамеров, которые готовы для 

последующей ПЦР, используя одну пару праймеров, специфических для последовательности метки, для 

генерации подбиблиотеки библиотеки природных аптамеров. 

Фиг. 3е. Подбиблиотеки аптамеров амплифицируют с помощью ПЦР с использованием стратегии 

разделения. Библиотека аптамеров (10
6
, полученные как в примере 2) была помечена с помощью ПЦР с 

использованием 2 прямых праймеров (JF1-2) и 8 обратных праймеров (JR1-8) с числом копий матриц 1, 

2.3 или 4.6. Выделенные меченые матрицы увеличивали количественно смесью специфичных для метки 

праймеров F1-2 и R1-8, и продукты ПЦР подвергали ПЦР с использованием или универсальных прайме-

ров (левая панель), или одной пары специфичных для метки праймеров F1 и R1 (средняя панель), или 

одной пары нерелевантных праймеров F3 и R1 (правая панель). Воду использовали в виде негативного 

контроля для матриц. 

Фиг. 4. Тест чувствительности на клеточном анализе для скрининга библиотеки рибопереключате-

лей. Конструкт xpt-G17 смешивали с конструктом SR-mut при различных молекулярных соотношениях, 

и ДНК смешанного конструкта трансфицировали в клетки HEK-293 и обрабатывали гуанином. Крат-
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ность индукции активности люциферазы рассчитывали как активность люциферазы, индуцированную 

гуанином, деленную на активность люциферазы, полученную без обработки гуанином. 

Фиг. 5а. Схематическое изображение конструкта плазмидной библиотеки, содержащего рибоперек-

лючатель. Одноцепочечные аптамерные олигонуклеотиды сначала амплифицируют с помощью ПЦР с 

использованием универсальных праймеров для преобразования одноцепочечной матрицы аптамера в 

двухцепочечную. Затем двухцепочечные олигонуклеотиды расщепляют с помощью BsaI и лигируют с 

расщепленным BsaI вектором, чтобы получить конструкты с рибопереключателями. Затем плазмидную 

ДНК электропорируют в электрокомпетентные клетки DH5a. Более 5×10
6
 колоний собирают, чтобы по-

крыть более 99 % исходной библиотеки аптамеров (10
6
). 

Фиг. 5b. Схематическое изображение деления плазмидной библиотеки рибопереключателей на под-

библиотеки. Плазмидную библиотеку рибопереключателей трансформируют в химически компетентные 

клетки DH5a. Затем трансформированные бактерии высевают в чашки с агаром. Определенное количест-

во бактериальных колоний собирают из каждой отдельной чашки с агаром, и плазмидную ДНК выделя-

ют из совокупности единичных колоний по отдельности. Полученная плазмидная ДНК из каждой кол-

лекции колоний образует подбиблиотеку рибопереключателей. Подход для разделения может повторять-

ся до тех пор, пока не будет достигнут желаемый размер подбиблиотек. 

Фиг. 5с. Состав уникальных последовательностей вторичных подбиблиотек рибопереключателей 

определяется при помощи секвенирования нового поколения. Последовательности с более чем 12 про-

чтениями из цикла секвенирования считались истинными последовательностями. 

Фиг. 5d. Сравнение уникального состава последовательностей между двумя вторичными подбиб-

лиотеками, сгенерированными из одной и той же первичной подбиблиотеки P1S_003. Круговая диаграм-

ма демонстрирует количество уникальных последовательностей в каждой подбиблиотеке и количество 

перекрывающихся последовательностей между двумя библиотеками рибопереключателей. 

Фиг. 5е. Сравнение состава уникальных последовательностей между двумя вторичными подбиб-

лиотеками, которые генерируются из разных первичных подбиблиотек P1S_003 и P1S_007, соответст-

венно. Круговая диаграмма демонстрирует количество уникальных последовательностей в каждой под-

библиотеке и количество перекрывающихся последовательностей между двумя библиотеками рибопе-

реключателей. 

Фиг. 6а и 6b. Плазмидную ДНК из 6 из 100 первичных подбиблиотек (60 тыс.) (фиг. 6а) или 100 

вторичных подбиблиотек (размер 600) (фиг. 6b) группировали в формате 96-луночного планшета и 

трансфицировали в клетки HEK-293. Кратность индукции активности люциферазы рассчитывали как 

активность люциферазы, индуцированную гуанином, деленную на активность люциферазы, полученную 

без обработки гуанином. 

Фиг. 6с. Результаты скрининга библиотеки рибопереклюателей с использованием никотинамидаде-

ниндинуклеотида (НАД+) в качестве лиганда. Подбиблиотеки библиотеки рибопереключателей Р2 были 

сгруппированы в 96-луночном формате. Клетки HEK 293 высевали в 96-луночный планшет и трансфи-

цировали ДНК библиотеки рибопереключателей. Через четыре часа после трансфекции клетки обраба-

тывали с использованием 100 мкМ НАД+. Активность люциферазы измеряли через 20 часов после обра-

ботки НАД+. Кратность индукции рассчитывали как отношение активности люциферазы, полученной от 

клеток, обработанных НАД+, и активности люциферазы, полученной от клеток без обработки НАД+. 

Каждая точка на точечном графике представляет кратность индукции из подбиблиотеки или конструкта 

G17, как указано. 

Фиг. 6d. Результаты скрининга рибопереключателей с использованием НАД+ в качестве лиганда. 

Каждый отдельный конструкт рибопереключателей был в 96-луночном формате. Клетки HEK 293 высе-

вали в 96-луночный планшет и трансфицировали с использованием конструктов рибопереключателей. 

Через 4 часа после трансфекции клетки обрабатывали с использованием 100 мкМ НАД+. Активность 

люциферазы измеряли через 20 часов после обработки НАД+. Кратность индукции рассчитывали как 

отношение активности люциферазы, полученной от клеток, обработанных НАД+, к активности люцифе-

разы, полученной от клеток без обработки НАД+. Каждая точка на точечном графике представляет крат-

ность индукции от каждого отдельного конструкта рибопереключателя или конструкта G17, как указано. 

Фиг. 6е и 6f. Конструкт с новой последовательностью аптамера демонстрирует усиленный ответ на 

обработку НАД+ дозозависимым способом по сравнению с рибопереключателем G17. Клетки HEK 293 

трансфицировали G17 или конструктом № 46 с новой последовательностью аптамера. Через 4 часа после 

трансфекции клетки обрабатывали различными дозами НАД+. Активность люциферазы измеряли через 

20 часов после обработки НАД+. Кратность индукции рассчитывали как отношение активности люцифе-

разы, полученной от клеток, обработанных НАД+, к активности люциферазы, полученной от клеток без 

обработки НАД+. 

Подробное описание сущности изобретения 

Способы скрининга аптамера/лиганда. 

Данное изобретение обеспечивает способы скрининга для идентификации аптамеров, которые свя-

зываются с лигандом, и лигандов, которые связываются с аптамером, в пределах эукариотической клет-

ки, ткани или организма. В одном аспекте данное изобретение относится к способу селекции аптамера, 
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который связывает лиганд в эукариотических клетках, включающему стадии: 

(a) обеспечения библиотеки аптамеров, 

(b) введения членов библиотеки аптамеров в полинуклеотидные кассеты для лиганд-

опосредованной экспрессии репортерного гена, 

(c) введения аптамерсодержащих полинуклеотидных кассет в эукариотические клетки и 

(d) приведения в контакт эукариотических клеток с лигандом, и 

(e) измерения экспрессии репортерного гена. 

В другом аспекте изобретение относится к способу селекции лиганда, который связывает аптамер в 

эукариотической клетке, включающему стадии: 

(a) обеспечения библиотеки лигандов, 

(b) обеспечения полинуклеотидной кассеты для лиганд-опосредованной экспрессии репортерного 

гена, 

(c) введения полинуклеотидной кассеты в эукариотическую клетку, 

(d) приведения в контакт отдельных групп эукариотической клетки с членами библиотеки лигандов, и 

(e) измерения экспрессии репортерного гена. 

В одном варианте осуществления изобретение обеспечивает способы идентификации аптамеров, 

которые связываются с внутриклеточными молекулами, включающие стадии: 

(a) обеспечения библиотеки аптамеров, 

(b) введения членов библиотеки аптамеров в полинуклеотидные кассеты для лиганд-

опосредованной экспрессии репортерного гена, 

(c) введения аптамерсодержащих полинуклеотидных кассет в эукариотические клетки и 

(d) измерения экспрессии репортерного гена. 

В способах скрининга согласно данному изобретению используются полинуклеотидные кассеты 

генной регуляции, раскрытые в PCT/US2016/016234, полностью включенной в данное описание посред-

ством ссылки. Эти кассеты генной регуляции содержат рибопереключатель в пределах 5'-интрон-

альтернативный экзон-3'-интрон. Кассета генной регуляции относится к рекомбинантному ДНК-

конструкту, который при включении в ДНК целевого гена (например, репортерного гена) обеспечивает 

способность регулировать экспрессию целевого гена путем опосредованного аптамером/лигандом аль-

тернативного сплайсинга, происходящего в пре-мРНК. Кассета генной регуляции дополнительно содер-

жит рибопереключатель, содержащий сенсорную область (например, аптамер) и эффекторную область, 

которые вместе отвечают за определение присутствия лиганда, связывающего аптамер, и изменение 

сплайсинга альтернативного экзона. Эти управляемые аптамером рибопереключатели обеспечивают ре-

гуляцию экспрессии генов млекопитающих в 2-2000-кратной индукции в ответ на обработку лигандом, 

связывающим аптамер. Не имеющий аналогов динамический регуляторный диапазон этого синтетиче-

ского рибопереключателя используется в способах согласно данному изобретению для создания систем 

скрининга новых аптамеров на предмет желаемых типов лигандов, а также на оптимальные лиганды 

против известных и новых аптамеров в клетках, тканях и организмах. 

Рибопереключатель. 

Используемый в данном документе термин "рибопереключатель" относится к регуляторному сег-

менту полинуклеотида РНК (или ДНК, кодирующей полинуклеотид РНК). Рибопереключатель в контек-

сте данного изобретения содержит сенсорную область (например, аптамер) и эффекторную область, ко-

торые вместе ответственны за определение присутствия лиганда (например, малой молекулы) и измене-

ние сплайсинга к альтернативному экзону. В одном варианте осуществления рибопереключатель являет-

ся рекомбинантным с полинуклеотидами из двух или более источников. Используемый в данном доку-

менте в контексте рибопереключателя термин "синтетический" относится к рибопереключателю, кото-

рый не встречается в природе. В одном варианте осуществления сенсорная и эффекторная области со-

единены при помощи полинуклеотидного линкера. В одном варианте осуществления полинуклеотидный 

линкер образует ножку РНК (то есть область полинуклеотида РНК, которая является двухцепочечной). 

Библиотека рибопереключателей, как описано в данном документе, содержит множество последо-

вательностей рецепторов, которые отличаются одним или более нуклеотидами в отношении полинуклео-

тидных кассет для лиганд-опосредованной экспрессии репортерного гена. Таким образом, каждый апта-

мер в библиотеке вместе с сенсорной областью находится в пределах 5'-интрон-альтернативный экзон-3'-

интрон, как описано в данном документе. 

Эффекторная область. 

В одном варианте осуществления эффекторная область содержит последовательность 5'-сайта 

сплайсинга ("5'ss") 3' интрона (то есть последовательность интронного сайта сплайсинга, которая являет-

ся непосредственно 3' альтернативного экзона). Эффекторная область содержит последовательность 5'-ss 

3' интрона и последовательность, комплементарную 5'-ss последовательности 3' интрона. Когда аптамер 

связывает свой лиганд, эффекторная область образует ножку и, таким образом, предотвращает сплайсинг 

донорного сайта сплайсинга на 3'-конце альтернативного экзона. При определенных условиях (например, 

когда аптамер не связан со своим лигандом), эффекторная область находится в таком состоянии, которое 

обеспечивает, который обеспечивает доступ к донорному сайту сплайсинга на 3'-конце альтернативного 
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экзона, что приводит к включению альтернативного экзона в мРНК целевого гена. 

Часть эффекторной области, принадщлежащая ножке должна иметь достаточную длину (и содер-

жание GC), чтобы существенно предотвратить альтернативный сплайсинг альтернативного экзона при 

лиганде, связывающем аптамер, и одновременно обеспечивать доступ к сайту сплайсинга, когда лиганд 

отсутствует в достаточных количествах. В вариантах осуществления изобретения часть эффекторной 

области, принадлежащая ножке, содержит последовательность ножки в дополнение к последовательно-

сти 5'-ss 3' интрона и его комплементарной последовательности. В вариантах осуществления изобретения 

эта дополнительная последовательность ножки содержит последовательность из аптамерной ножки. 

Длина и последовательность части, принадлежащей ножке, могут быть изменены с использованием из-

вестных методик для идентификации ножек, которые обеспечивают приемлемую фоновую экспрессию 

целевого гена, если лиганд отсутствует, и приемлемые уровни экспрессии целевого гена, если лиганд 

присутствует. Если ножка, например, слишком длинная, она может скрыть доступ к последовательности 

5'-ss 3' интрона в присутствии или отсутствии лиганда. Если ножка слишком короткая, она может не об-

разовывать стабильную ножку, способную секвестрировать последовательность 5'-ss 3' интрона, и в этом 

случае альтернативный экзон будет подвержен сплайсингу в транскрипт целевого гена в присутствии 

или отсутствии лиганда. В одном варианте осуществления общая длина ножки эффекторной области со-

ставляет от около 7 пар оснований до около 20 пар оснований. В некоторых вариантах осуществления 

длина ножки составляет от около 8 пар оснований до около 11 пар оснований. В некоторых вариантах 

длина ножки составляет от 8 пар оснований до 11 пар оснований. В дополнение к длине ножки, содержа-

ние пар оснований GC в ножке может быть изменено для изменения стабильности ножки. 

Аптамер/лиганд. 

Используемый в данном документе термин "аптамер" относится к полинуклеотиду РНК (или ДНК, 

кодирующей полинуклеотид РНК), который специфически связывается с лигандом или полинуклеоти-

дом РНК, который подвергается скринингу для выявления специфического связывания с лигандом (то 

есть потенциальным аптамером) Библиотека аптамеров представляет собой набор потенциальных апта-

меров, включающий множество предполагаемых аптамеров, имеющих нуклеотидную последователь-

ность, которая отличается от других членов библиотеки по меньшей мере одним нуклеотидом. 

Термин "лиганд" относится к молекуле, которая специфически связана с аптамером, или к потенци-

альному лиганду, который подвергается скринингу на способность связываться с одним или более апта-

мерами. Библиотека лигандов представляет собой коллекцию лигандов и/или потенциальных лигандов. 

В одном варианте осуществления изобретения лиганд представляет собой молекулу с низкой моле-

кулярной массой (менее чем около 1000 дальтон), включая, например, липиды, моносахариды, вторич-

ные мессенджеры, кофакторы, ионы металлов, другие природные продукты и метаболиты, нуклеиновые 

кислоты, а также большинство лекарственных препаратов. В одном варианте осуществления лиганд 

представляет собой полинуклеотид с 2 или более нуклеотидными основаниями. 

В одном варианте осуществления лиганд выбирают из группы, состоящей из 8-азагуанина, адено-

зин-5'-монофосфат моногидрата, амфотерицина В, авермектина В1, азатиоприна, хлормадинона ацетата, 

меркаптопурина, гидрохлорида морицизина, N6-метиладенозина, надида, прогестерона, промазина гид-

рохлорида, пирвиния памоата, сульфагуанидина, тестостерона пропионата, тиогуанозина, тилоксапола и 

вориностата. 

В некоторых вариантах осуществления способы согласно данному изобретению используются для 

идентификации лиганда, который представляет собой внутриклеточную молекулу, которая связывается с 

аптамером (то есть эндогенным лигандом) в полинуклеотидной кассете, вызывая тем самым экспрессию 

репортерного гена. Например, клетки с репортерным геном, содержащим полинуклеотидную кассету для 

опосредованной аптамером/лигандом экспрессии, могут находится под действием условий, таких как 

тепло, рост, трансформация или мутация, что приводит к изменениям в клеточных сигнальных молеку-

лах, метаболитах, пептидах, липидах, ионах (например, Са
2+

) и т.д., которые могут связываться с аптаме-

ром и вызывать экспрессию репортерного гена. Таким образом, способы согласно данному изобретению 

можно использовать для идентификации аптамеров, которые связываются с внутриклеточными лиганда-

ми в ответ на изменения в состоянии клетки, включая, например, изменение клеточного сигналинга, кле-

точного метаболизма или мутаций внутри клеток. В другом варианте осуществления данное изобретение 

используется для идентификации аптамеров, которые связывают внутриклеточные лиганды, присутст-

вующие в дифференцированных клетках. Например, способы согласно данному изобретению можно ис-

пользовать для идентификации лигандов или аптамеров, которые связывают лиганды, которые присутст-

вуют в индуцированных плюрипотентных стволовых клетках. В одном варианте осуществления способы 

согласно данному изобретению можно использовать для скрининга ответа на дифференцировку клеток in 

vivo или физиологические изменения клеток in vivo. 

Аптамерные лиганды также могут быть эндогенными компонентами клеток, которые значительно 

увеличиваются при определенных физиологических/патологических состояниях, например, при онко-

генной трансформации - они могут включать молекулы вторичного мессенджера, такие как GTP или 

GDP, кальций; жирные кислоты или жирные кислоты, которые неправильно метаболизируются, такие 

как 13-HODE при раке молочной железы (Flaherty, JT et al., Plos One, Vol. 8, e63076, 2013, включенный в 
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данный документ посредством ссылки); аминокислоты или метаболиты аминокислот; метаболиты в пути 

гликолиза, которые обычно имеют более высокие уровни в раковых клетках или в нормальных клетках 

при метаболических заболеваниях; и связанные с раком молекулы, такие как Ras или мутантный белок 

Ras, мутантный EGFR при раке легкого, индоламин-2,3-диоксигеназы (IDO) при многих типах онкологи-

ческих заболеваниях. Эндогенные лиганды включают метаболиты прогестерона при раке молочной же-

лезы, как описано JP Wiebe (Endocrine-Related Cancer (2006) 13: 717-738, включенный в данный документ 

посредством ссылки). Эндогенные лиганды также включают метаболиты с повышенными уровнями, 

возникающие в результате мутаций в ключевых метаболических ферментах при раке почки, такие как 

лактат, глутатион, кинуренин, как описано Minton, DR and Nanus, DM (Nature Reviews, Urology, Vol. 12, 

2005, включенный в данный документ посредством ссылки). 

Специфичность связывания аптамера с лигандом может быть определена в терминах сравнитель-

ных констант диссоциации (Kd) аптамера для его лиганда по сравнению с константой диссоциации апта-

мера для неродственных молекул. Таким образом, лиганд представляет собой молекулу, которая связы-

вается с аптамером с большей аффинностью, чем с неродственным соединением. Как правило, Kd для 

аптамера по отношению к его лиганду будет по меньшей мере в около 10 раз меньше, чем Kd для апта-

мера с неродственными молекулами. В других вариантах осуществления Kd будет по меньшей мере в 

около 20 раз меньше, по меньшей мере в около 50 раз меньше, по меньшей мере в около 100 раз меньше 

и по меньшей мере в около 200 раз меньше. Аптамер обычно имеет длину от около 15 до около 200 нук-

леотидов. Чаще всего аптамер будет иметь длину от 30 до 100 нуклеотидов. 

Аптамеры, которые могут быть включены как часть рибопереключателя и подвергнуты скринингу 

при помощи способов согласно данному изобретению, могут представлять собой встречающиеся в при-

роде аптамеры или их модификации, или аптамеры, которые разработаны de novo или синтетически 

скринированы посредством систематической эволюции лигандов экспоненциальным обогащением (SE-

LEX). Примеры аптамеров, которые связывают низкомолекулярные лиганды, включают, но не ограничи-

ваются ими, теофиллин, дофамин, сульфородамин В и целлобиозу, канамицин А, ливидомицин, тобра-

мицин, неомицин В, биомицин, хлорамфеникол, стрептомицин, цитокины, молекулы клеточной поверх-

ности и метаболиты. Для обзора аптамеров, которые распознают малые молекулы, см., например, Famu-

lok, Science 9: 324-9 (1999) и McKeague, M. & DeRosa, M.C. J. Nuc. Aci. 2012. В другом варианте осуще-

ствления аптамер представляет собой комплементарный полинуклеотид. 

В одном варианте осуществления аптамер предварительно подвергают скринингу, чтобы связать 

конкретный низкомолекулярный лиганд in vitro. Такие способы конструирования аптамеров включают, 

например, SELEX. Способы конструирования аптамеров, которые селективно связывают малую молеку-

лу с использованием SELEX, раскрыты, например, в патентах США №№ 5475096, 5270163 и Abdullah 

Ozer et al. Nuc. Aci. 2014, которые включены в данный документ посредством ссылки. Модификации 

процесса SELEX описаны в патентах США № 5580737 и 5567588, которые включены в данный документ 

посредством ссылки. 

Предыдущие методы селекции для идентификации аптамеров обычно включают получение боль-

шого пула молекул ДНК или РНК желаемой длины, которые содержат область, которая рандомизирована 

или подвергнута мутагенезу. Например, пул олигонуклеотидов для отбора аптамеров может содержать 

область из 20-100 рандомизированных нуклеотидов, фланкированных областями определенной последо-

вательности, которые имеют длину около 15-25 нуклеотидов и пригодны для связывания праймеров 

ПЦР. Пул олигонуклеотидов амплифицируют, используя стандартные методы ПЦР или другие способы, 

которые позволяют амплифицировать выбранные последовательности нуклеиновых кислот. Пул ДНК 

может быть транскрибирован in vitro для получения пула РНК-транскриптов, когда желателен РНК-

аптамер. Затем пул олигонуклеотидов РНК или ДНК подвергают селекции на основании их способности 

специфически связываться с желаемым лигандом. Методы селекции включают, например, аффинную 

хроматографию, хотя может использоваться любой протокол, который позволит отбирать нуклеиновые 

кислоты на основе их способности специфически связываться с другой молекулой. Методы селекции для 

идентификации аптамеров, которые связывают малые молекулы и функционируют внутри клетки, могут 

включать методы скрининга на основе клеток. В случае аффинной хроматографии олигонуклеотиды 

приводят в контакт с целевым лигандом, который был иммобилизован на субстрате в колонке или на 

магнитных гранулах. Олигонуклеотид предпочтительно выбирают для связывания лиганда в присутст-

вии концентраций соли, температур и других условий, которые имитируют нормальные физиологиче-

ские условия. 

Олигонуклеотиды в пуле, которые связываются с лигандом, остаются на колонке или грануле, а не-

связанные последовательности вымываются. Олигонуклеотиды, которые связывают лиганд, затем ам-

плифицируют (после обратной транскрипции, если используются РНК-транскрипты) с помощью ПЦР 

(обычно после элюирования). Селекционный процесс повторяется для выбранных последовательностей в 

общей сложности от трех до десяти итерационных циклов методики селекции. Полученные в результате 

олигонуклеотиды затем амплифицируют, клонируют и секвенируют с использованием стандартных про-

цедур для идентификации последовательностей олигонуклеотидов, которые способны связывать целевой 

лиганд. Как только последовательность аптамера была идентифицирована, аптамер может быть допол-
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нительно оптимизирован путем выполнения дополнительных циклов селекции, начиная с пула олиго-

нуклеотидов, содержащих мутировавшую последовательность аптамера. 

В одном варианте осуществления аптамер или библиотека аптамеров для использования в данном 

изобретении содержит один или более аптамеров, идентифицированных в скрининге аптамеров in vitro. 

В одном варианте осуществления аптамеры, идентифицированные в скрининге аптамеров in vitro, со-

держат один или более нуклеотидов, рандомизированных для создания библиотеки потенциальных ап-

тамеров для использования в способах согласно данному изобретению. 

Альтернативный экзон. 

Альтернативным экзоном, который является частью полинуклеотидной кассеты генной регуляции 

согласно данному изобретению, может быть любая полинуклеотидная последовательность, способная 

транскрибироваться в пре-мРНК и альтернативно встраиваться в мРНК целевого гена. Альтернативный 

экзон, который является частью кассеты генной регуляции согласно данному изобретению, содержит по 

меньшей мере одну последовательность, которая ингибирует трансляцию, так что, когда альтернативный 

экзон включен в мРНК целевого гена, экспрессия целевого гена из этой мРНК предотвращается или 

уменьшается. В предпочтительном варианте осуществления альтернативный экзон содержит стоп-кодон 

(TGA, ТАА, TAG), который находится в рамке считывания с целевым геном, когда альтернативный эк-

зон включен в мРНК целевого гена путем сплайсинга. В вариантах осуществления альтернативный экзон 

содержит, помимо стоп-кодона или в качестве альтернативы стоп-кодону, другую последовательность, 

которая уменьшает или существенно предотвращает трансляцию, когда альтернативный экзон включает-

ся путем сплайсинга в мРНК целевого гена, включая, например, микроРНК-связывающий сайт, что при-

водит к деградации мРНК. В одном варианте осуществления альтернативный экзон содержит микроРНК-

связывающую последовательность, которая приводит к деградации мРНК. В одном варианте осуществ-

ления альтернативный экзон кодирует полипептидную последовательность, которая снижает стабиль-

ность белка, содержащего эту полипептидную последовательность. В одном варианте осуществления 

альтернативный экзон кодирует полипептидную последовательность, которая направляет белок, содер-

жащий эту полипептидную последовательность, на деградацию. 

Базовый или фоновый уровень сплайсинга альтернативного экзона может быть оптимизирован пу-

тем изменения последовательностей экзонного энхансера сплайсинга (ESE) и последовательностей эк-

зонного супрессора сплайсинга (ESS) и/или путем введения последовательностей ESE или ESS в альтер-

нативный экзон. Такие изменения в последовательности альтернативного экзона могут быть выполнены 

с использованием способов, известных в данной области техники, включая, но не ограничиваясь этим, 

сайт-направленный мутагенез. Альтернативно, олигонуклеотиды желаемой последовательности (напри-

мер, содержащие весь или часть альтернативного экзона) могут быть получены из коммерческих источ-

ников и клонированы в кассету генной регуляции. Идентификация последовательностей ESS и ESE мо-

жет быть выполнена способами, известными в данной области техники, включая, например, использова-

ние ESEfinder 3.0 (Cartegni, L. et al. ESEfinder: веб-ресурс для идентификации экзонных энхансеров 

сплайсинга. Nucleic Acid Research, 2003, 31(13): 3568-3571) и/или другие доступные ресурсы. 

В одном варианте осуществления альтернативный экзон является экзогенным по отношению к це-

левому гену, хотя он может быть получен из последовательности, происходящей из организма, в котором 

будет экспрессироваться целевой ген. В одном варианте осуществления альтернативный экзон представ-

ляет собой синтетическую последовательность. В одном варианте осуществления альтернативный экзон 

представляет собой природный экзон. В другом варианте осуществления альтернативный экзон получа-

ют из всего или части известного экзона. В этом контексте "производный" относится к альтернативной 

экзон-содержащей последовательности, которая по существу гомологична природному экзону или его 

части, но может содержать различные мутации, например, для введения стоп-кодона, который будет в 

рамке считывания с последовательностью целевого репортерного гена, или для введения или удаления 

экзонного энхансера сплайсинга, и/или введения удаления экзонного супрессора сплайсинга. В одном 

варианте осуществления альтернативный экзон получают из экзона 2 гена дигидрофолатредуктазы чело-

века (DHFR), экзона 5 мутанта человеческой опухоли Вильмса 1, экзона 16 мышиной каль-

ций/кальмодулин-зависимой протеинкиназы II дельта, или экзона 6 SIRT1. 

5' и 3' интронные последовательности. 

Альтернативный экзон фланкирован 5' и 3' интронными последовательностями. 5' и 3' интронные 

последовательности, которые можно использовать в кассете генной регуляции, могут представлять собой 

любую последовательность, которая может быть сплайсирована из целевого гена, создавая или мРНК 

целевого гена или целевой ген, содержащий альтернативный экзон в мРНК, в зависимости от присутст-

вия или отсутствия лиганда, связывающего аптамер. Каждый из 5' и 3' интронов имеет последовательно-

сти, необходимые для осуществления сплайсинга, то есть последовательности донора сплайсинга, акцеп-

тора сплайсинга и точки ветвления. В одном варианте осуществления 5' и 3' интронные последователь-

ности кассеты генной регуляции получают из одного или более природных интронов или их частей. В 

одном варианте осуществления 5' и 3' интронные последовательности получают из интрона 2 усеченного 

бета-глобина человека (IVS2A). В других вариантах осуществления 5' и 3' интронные последовательно-

сти получают из интрона мРНК SV40 (используемого в векторе pCMV-LacZ от Clontech), интрона 6 гена 
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триозофосфатизомеразы (TPI) человека (Nott Ajit, et al. RNA. 2003, 9:6070617), или интрона из человече-

ского фактора IX (Sumiko Kurachi et al. J. Bio. Chem. 1995, 270 (10), 5276), собственного эндогенного ин-

трона целевого гена или любого геномного фрагмента или синтетических интронов (Yi Lai, et al. Hum 

Gene Ther. 2006:17(10): 1036), которые содержат элементы, достаточные для регулируемого сплайсинга 

(Thomas A. Cooper, Methods 2005 (37): 331). 

В одном варианте осуществления альтернативный экзон и рибопереключатель согласно данному 

изобретению сконструированы так, чтобы находиться в эндогенном интроне целевого гена. То есть ин-

трон (или, по существу, аналогичная интронная последовательность) естественным образом встречается 

в этом положении целевого гена. В этом случае интронная последовательность непосредственно перед 

альтернативным экзоном называется 5' интрона или 5' интронной последовательностью, а интронная по-

следовательность непосредственно после альтернативного экзона называется 3' интрона или 3' интрон-

ной последовательностью. В этом случае эндогенный интрон модифицируется так, чтобы он содержал 

последовательность акцептора сплайсинга и последовательность донора сплайсинга, фланкирующую 5'- 

и 3'-концы альтернативного экзона. 

Донорные и акцепторные сайты сплайсинга в кассете генной регуляции согласно данному изобре-

тению могут быть модифицированы, чтобы быть усилены или ослаблены. То есть сайты сплайсинга мо-

гут быть модифицированы так, чтобы они были ближе к консенсусу для донора или акцептора сплайсин-

га, при помощи стандартных методов клонирования, сайт-направленного мутагенеза и тому подобным. 

Сайты сплайсинга, которые больше похожи на консенсус сплайсинга, имеют тенденцию способствовать 

сплайсингу и поэтому усиливаются. Сайты сплайсинга, которые менее похожи на консенсус сплайсинга, 

имеют тенденцию препятствовать сплайсингу и поэтому ослабляются. Консенсус для донора сплайсинга 

наиболее распространенного класса интронов (U2) представляет собой А/С A G || G T A/G A G Т (где || 

обозначает границу экзон/интрон). Консенсус для акцептора сплайсинга: С A G || G (где || обозначает 

границу экзон/интрон). Частота конкретных нуклеотидов в донорных и акцепторных сайтах сплайсинга 

описана в данной области техники (см., например, Zhang, M.Q., Hum Mol Genet. 1988. 7(5): 919-932). Си-

ла 5' и 3' сайтов сплайсинга может быть изменена так, чтобы модулировать сплайсинг альтернативного 

экзона. 

Дополнительные модификации 5' и 3' интронов в кассете генной регуляции могут быть сделаны для 

модуляции сплайсинга, включая модификацию, удаление и/или добавление элементов интронного эн-

хансера сплайсинга и/или элементов интронного супрессора сплайсинга, и/или модификацию последова-

тельности сайта ветвления. 

В одном варианте осуществления 5' интрон был модифицирован, чтобы содержать стоп-кодон, ко-

торый будет в рамке считывания с репортерным геном. 5' и 3' интронные последовательности также 

можно модифицировать для удаления защищенных сайтов сплайсинга, которые можно идентифициро-

вать с помощью общедоступного программного обеспечения (см., например, Kapustin, Y. et al. Nucl. Ac-

ids Res. 2011. 1-8). Длины 5' и 3' интронных последовательностей могут быть изменены, чтобы, напри-

мер, соответствовать требованиям к размеру для вирусных конструктов экспрессии. В одном варианте 

осуществления 5' и 3' интронные последовательности имеют длину от около 50 до около 300 нуклеоти-

дов. В одном варианте осуществления 5' и 3' интронные последовательности имеют длину от около 125 

до около 240 нуклеотидов. 

Репортерные гены. 

Способы скрининга согласно данному изобретению используют кассету генной регуляции, которая 

используется для регуляции экспрессии целевого гена (например, репортерного гена), который может 

быть экспрессирован в целевой клетке, ткани или организме. Репортерным геном может быть любой ген, 

экспрессия которого может быть использована для обнаружения специфического взаимодействия лиган-

да с аптамером в кассете генной регуляции. В одном варианте осуществления репортерный ген кодирует 

флуоресцентный белок, включая, например, зеленый флуоресцентный белок (ЗФБ), голубой флуорес-

центный белок, желтый флуоресцентный белок, оранжевый флуоресцентный белок, красный флуорес-

центный белок или переключаемый флуоресцентный белок. В другом варианте осуществления репор-

терный ген кодирует фермент люциферазу, включающий, например, люциферазу светлячка, люциферазу 

Renilla или секреторную люциферазу Gaussia. В одном варианте осуществления репортерный ген пред-

ставляет собой Р-галактозидазу. В одном варианте осуществления репортер представляет собой перокси-

дазу хрена (HRP). В одном варианте осуществления репортерный ген выбирают из группы, состоящей из 

ядерного белка, транспортера, белка клеточной мембраны, белка цитоскелета, рецептора, гормона роста, 

цитокина, сигнальной молекулы, регуляторной РНК, антитела и терапевтических белков или пептидов. 

Конструкты экспрессии. 

Данное изобретение предусматривает использование рекомбинантного вектора для введения в це-

левые клетки полинуклеотида, кодирующего репортерный ген и содержащего кассету генной регуляции 

согласно данному изобретению. Во многих вариантах осуществления конструкт рекомбинантной ДНК 

согласно данному изобретению содержит дополнительные элементы ДНК, включая сегменты ДНК, ко-

торые обеспечивают репликацию ДНК в клетке-хозяине и экспрессию целевого гена в этой клетке на 

соответствующих уровнях. Специалисту в данной области техники понятно, что последовательности 
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контроля экспрессии (промоторы, энхансеры и тому подобное) выбирают на основании их способности 

стимулировать экспрессию репортерного гена в целевой клетке. "Вектор" означает рекомбинантную 

плазмиду, дрожжевую искусственную хромосому (YAC), мини-хромосому, мини-кольцевую ДНК или 

вирус (включая последовательности, полученные из вируса), которые содержат полинуклеотид, который 

должен быть доставлен в клетку-хозяина или in vitro, или in vivo. В одном варианте осуществления ре-

комбинантный вектор представляет собой вирусный вектор или комбинацию множества вирусных век-

торов. Вирусные векторы для аптамер-опосредованной экспрессии репортерного гена в целевой клетке 

известны в данной области техники и включают аденовирусные (AV) векторы, векторы на основе адено-

ассоциированных вирусов (AAV), ретровирусные и лентивирусные векторы и векторы на основе вируса 

простого герпеса 1-ого типа (HSV1). 

Способы разделения библиотек аптамеров на подбиблиотеки. 

В другом аспекте данного изобретения предлагаются способы разделения больших библиотек оли-

гонуклеотидов на более мелкие подбиблиотеки и подходы к созданию плазмидных библиотек для скри-

нинга с помощью клеточного анализа синтетических рибопереключателей на основе аптамера. Один ас-

пект изобретения обеспечивает способ разделения библиотеки олигонуклеотидов на более мелкие под-

библиотеки, включающий стадии: 

(a) обеспечения библиотеки олигонуклеотидов, причем олигонуклеотиды в библиотеке содержат 

множественные 5' и 3' константные области, 

(b) выполнения ПЦР с двумя циклами с использованием библиотеки олигонуклеотидов в качестве 

матрицы и первых праймеров, и вторых праймеров, которые комплементарны 5' и 3' константным облас-

тям, 

(c) выделения продуктов в ПЦР с двумя циклами и 

(d) ПЦР-амплификации подмножества выделенных продуктов ПЦР с двумя циклами с использова-

нием праймеров, комплементарных подмножеству уникальных 5 'и 3' константных областей. 

В одном варианте осуществления библиотека олигонуклеотидов представляет собой рандомизиро-

ванную библиотеку аптамеров, содержащую один или более рандомизированных нуклеотидов. Последо-

вательности аптамеров фланкированы левой и правой константной областью, которая содержит сайт ре-

стрикции для последующего клонирования. 

В одном варианте осуществления первый или второй праймер в ПЦР с двумя циклами содержит 

метку, выбранную из группы, состоящей из биотина, дигоксигенина (DIG), бромодезоксиуридина (БДУ), 

флуорофора, химической группы, например, тиольной группы, или химической группы, например, ази-

дов, используемых в клик-химии. Эти молекулы могут быть связаны с олигонуклеотидами, и их взаимо-

действующими молекулами, такими как стрептавидин или модифицированные формы авидина для био-

тина, антитела против DIG или BrdU, или флуорофора, или вторая тиоловая группа с образованием ди-

сульфида, алкиновая группа для азидов, могут быть иммобилизованы на твердой поверхности для облег-

чения выделения меченых олигонуклеотидов. 

Как только библиотека аптамеров разделена на подбиблиотеки аптамеров, аптамеры в одной или 

более подбиблиотеках вводятся в полинуклеотидную кассету генной регуляции для создания библиотеки 

рибопереключателей и подвергаются скринингу на связывание лиганда с помощью способов, представ-

ленных в данном документе. 

Способы разделения библиотек рибопереключателей на подбиблиотеки. 

В одном аспекте данное изобретение обеспечивает способ разделения библиотеки рибопереключа-

телей на подбиблиотеки. Используемая в данном документе библиотека рибопереключателей представ-

ляет собой плазмидную библиотеку, содержащую полинуклеотидную кассету генной регуляции, напри-

мер, как описано в данном документе и в PCT/US2016/016234, содержащую множество аптамеров, при-

чем отдельные члены библиотеки содержат последовательности аптамеров, которые отличаются от дру-

гих членов библиотеки. В вариантах осуществления аптамеры в библиотеке рибопереключателей содер-

жат один или более рандомизированных нуклеотидов. В вариантах осуществления плазмидная библио-

тека рибопереключателей была создана из подбиблиотеки аптамеров, созданной способами, описанными 

в данном документе. 

Способ разделения библиотеки рибопереключателей на подбиблиотеки включает стадии: 

(a) введения библиотеки аптамеров в плазмиду, содержащую полинуклеотидную кассету генной ре-

гуляции, описанную в данном документе, для создания библиотеки рибопереключателей; 

(b) введения библиотеки рибопереключателей в бактерии (например, E.coli); 

(c) сбора бактериальных клонов (например, путем отбора бактериальных колоний) и выделения 

плазмидной ДНК для получения плазмидных подбиблиотек рибопереключателей (называемых в данном 

документе первичными подбиблиотеками); 

(d) необязательно, генерации вторичной подбиблиотеки рибопереключателей из первичной плаз-

мидной подбиблиотеки рибопереключателей путем введения первичной подбиблиотеки в бактерии, сбо-

ра бактериальных клонов и выделения плазмидной ДНК. 

В данной области техники известны способы введения последовательностей в плазмиды для созда-

ния библиотеки, а также способы введения плазмид в бактерии и получения бактериальных клонов. Бак-
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териальные клоны, содержащие член плазмидной библиотеки рибопереключателей, могут быть собраны 

путем посева бактерий и отбора отдельных колоний. Объединенные плазмиды из этих клонов образуют 

подбиблиотеку. Количество собранных бактериальных клонов определяет размер (количество уникаль-

ных членов) подбиблиотеки рибопереключателей, и может быть создано множество подбиблиотек. Одна 

или более первичных подбиблиотек могут быть дополнительно разделены для создания вторичных под-

библиотек для дальнейшего уменьшения размера подбиблиотек. Подбиблиотеки подвергают скринингу с 

использованием способов, описанных в данном документе, путем введения одной или более подбиблио-

тек в эукариотические клетки, воздействия на клетки представляющим интерес лигандом и измерения 

экспрессии репортерного гена из полинуклеотидной кассеты регуляции генов. Увеличение экспрессии 

репортерного гена в ответ на лиганд указывает на то, что один или более членов библиотеки содержат 

аптамер, который связывается с лигандом в контексте рибопереключателей. Таким образом, размер под-

библиотеки, которая может быть подвергнута скринингу, может определяться чувствительностью анали-

за для измерения экспрессии репортерного гена. В вариантах осуществления изобретения подбиблиотека 

содержит от около 50 до около 600 уникальных членов (хотя некоторые члены могут повторяться в дру-

гих подбиблиотеках). 

Следует понимать и ожидать, что изменение раскрытых в данном документе принципов изобрете-

ния может быть выполнено специалистом в данной области техники, и предполагается, что такие моди-

фикации должны быть включены в объем данного изобретения. Все ссылки, цитируемые в данном доку-

менте, включены в данный документе посредством ссылки во всей их полноте. Следующие примеры 

дополнительно иллюстрируют изобретение, но не должны истолковываться как ограничивающие объем 

изобретения. 

Пример 1. 

Скрининг на основе клеток млекопитающих на наличие аптамеров/лигандов с использованием ри-

бопереключателей, регулирующих ген, связанный со сплайсингом. 

Методики: 

Конструирование рибопереключателей: Рибопереключатели были сконструированы как описано в 

PCT/US2016/016234 (в частности, в примерах 3-6), включенной в данный документ посредством ссылки. 

Усеченную последовательность интрона бета-глобина человека синтезировали и вставляли в кодирую-

щую последовательность гена люциферазы светлячка. Экзон 2 мутантной DHFR человека был синтези-

рован и вставлен в середину этой усеченной последовательности интрона бета-глобина с использованием 

стратегии клонирования Golden Gate. Аптамеры, включающие xpt-G/A
1
, ydhl-G/A

2
, yxj

3
, add

4
, gdg6-G/A

5
 

(ссылки на аптамеры включены в данное описание посредством ссылки), синтезировали как олигонукле-

отиды ("олиго") с 4-нуклеотидным оверхенгом на 5'-конце, который комплементарен двум различным 

сайтам BsaI по отдельности (IDT), отжигали и лигировали с расщепленным BsaI вектором mDHFR-Luci- 

acceptor. 

Трансфекция: 3,5×10
4
 клеток HEK 293 высевали в 96-луночный плоскодонный планшет за сутки до 

трансфекции. Плазмидную ДНК (500 нг) добавляли в пробирку или 96-луночный планшет с U-образным 

дном. Отдельно реагент TransIT-293 (Minis; 1,4 мкл) добавляли к 50 мкл среды Opti-mem I (Life Tech-

nologies) и оставляли на 5 минут при комнатной температуре (RT). Затем 50 мкл этого разбавленного 

реагента для трансфекции добавляли к ДНК, смешивали и инкубировали при комнатной температуре в 

течение 20 минут. Наконец, 7 мкл этого раствора добавляли в лунку с клетками в 96-луночном планшете. 

Анализ люциферазы светлячка культивируемых клеток: Через 24 часа после смены среды планше-

ты извлекали из инкубатора и уравновешивали до комнатной температуры в течение нескольких минут 

на лабораторном столе, затем подвергали аспирации. Добавляли лизирующий буфер Glo Lysis (Promega, 

100 мкл, RT) и планшеты поддерживали при комнатной температуре в течение по меньшей мере 5 минут. 

Затем содержимое лунки смешивали путем суспендирования 50 мкл, и 20 мкл каждого образца смешива-

ли с 20 мкл реагента Bright-Glo (Promega), который был разбавлен до 10% в буфере Glo Lysis. 96 лунок 

были расположены на непрозрачном белом 384-луночном планшете. После 5-минутной инкубации при 

комнатной температуре люминесценцию измеряли на приборе Тесап со временем считывания 500 мс. 

Активность люциферазы выражали как среднюю относительную световую единицу (ОСЕ) ± СО, а крат-

ность индукции рассчитывали как активность люциферазы, полученную при обработке гуанином, делен-

ную на активность люциферазы, полученную без обработки гуанином. 

Результаты: 

Начиная с люциферазы в качестве репортерного гена, была создана платформа для экспрессии гена 

путем вставки интрона человеческого β-глобина в середину кодирующей последовательности люцифера-

зы светлячка и содержащего мутантный стоп-кодон экзона 2 DHFR человека в интронной части. Таким 

образом, экспрессия репортерного гена контролируется путем включения или исключения экзона 

mDHFR, содержащего стоп-кодон, который находится в рамке считывания с репортерным геном. В этой 

системе шпилечная структура в мРНК, образованная сайтом связывания U1 и вставленной комплемен-

тарной последовательностью, блокирует включение экзона mDHFR, следовательно, обеспечивая экс-

прессию целевого гена (Фиг. 1а). Чтобы сделать формирование шпилечной структуры регулируемым, а 
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значит и контролируемой экспрессию целевого гена при помощи малых молекул, мы привили синтети-

ческие аптамеры (теофиллин) или натуральные аптамеры (аптамеры xpt-G/A, yxj, ydhl-A/G, add-A/G), 

или гибридный аптамер gdg6-G/A) к этой основанной на сплайсинге платформе регуляции генов между 

U1-связывающим сайтом и его комплементарной последовательностью, и генерировали синтетические 

рибопереключатели, которые регулируют экспрессию генов в клетках млекопитающих. Используя нашу 

основанную на сплайсинге кассету генной регуляции и вставляя различные аптамеры в наш синтетиче-

ский конструкт рибопереключателя, мы продемонстрировали различные функциональные ответы на ли-

ганд в отношении клеток млекопитающих. Эти рибопереключатели с гуаниновыми аптамерами отвечают 

как на гуанин, так и на гуанозин, как изображено на фиг. 1b. Xpt-гуаниновый рибопереключатель, xpt-

G17 (раскрытый в PCT/US2016/016234, см., например, SEQ ID NO: 15, включенную в данный документ 

посредством ссылки), дал высокий динамический диапазон индукции экспрессии репортерного гена в 

ответ на лиганд при обработке его природным лигандом. 

Хотя рибопереключатели на основе природных аптамеров имеют высокий динамический диапазон 

в регуляции экспрессии генов в клетках млекопитающих, природа лигандов для этих природных аптаме-

ров ограничивает их применимость in vivo. Используя преимущества нашей высокодинамичной плат-

формы генной регуляции с рибопереключателями, мы сначала выбрали список аналогов гуанина, кото-

рые имеют различные химические группы в положении N2, чтобы проверить их активность на рибопе-

реключателе xpt-G17. Как изображено на фиг. 1с, при концентрации 500 мкМ несколько соединений N2 

индуцировали активность люциферазы в клетках с конструктом xpt-G17, причем N2-

феноксиацетилгуанин является наиболее мощным (1303-кратная индукция), как изображено на фиг. 1d. 

Чтобы расширить список соединений для использования в качестве потенциальных лигандов, была ис-

пользована библиотека Prestwick (коллекция из 1280 клинически одобренных лекарств) при 100 мкМ для 

скрининга оптимальных лигандов для активации известных аптамеров в клетках млекопитающих. Как 

изображено на фиг. 1е из предварительного скрининга, гуаниновый рибопереключатель xpt-G17 отвечал 

не только на гуанин, но и на 8-азагуанин, надид, N6-метиладенозин, пропионат тестостерона, аденозин-

5'-монофосфат моногидрат, амфотерицин В, тиогуанин, тилоксапол, прогестерон и ацетат хлормадинона, 

как изображено на фиг. 1е, а также ряд других соединений, как указано в таблице 1. Интересно, что не-

которые из этих соединений, которые проявляли активность в отношении рибопереключателя xpt-G17, 

структурно очень отличаются от гуанина или гуанозина. Библиотека Prestwick была дополнительно под-

вергнута скринингу с использованием других 8 пуриновых рибопереключателей, и был получен ряд со-

единений, которые могут активировать рибопереключатели в индукции активности люциферазы (табл. 1). 

Эти результаты демонстрируют важность применения системы рибопереключателей для обнаружения 

потенциальных оптимальных лигандов для известного аптамера в клеточной среде, что дополнительно 

подчеркивает важность генерации аптамеров в клетках, в которых рибопереключатель должен будет 

функционировать. 

Таблица 1 
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Последовательности для рибопереключателей, используемые в скрининге библиотеки Prestwick, 

представлены ниже с последовательностями ножек заглавными буквами и последовательностями апта-

меров строчными буквами: xpt-A8 (SEQ ID NO: 1): 
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Пример 2. 

Дизайн и синтез библиотеки аптамеров. 

Методика. 

Для создания библиотеки аптамеров были рандомизированы нуклеотиды в положениях в аптамере, 

которые идентифицированы по кристаллической структуре
6,7

 как потенциально вовлеченные в связыва-

ние лиганда. Чтобы облегчить конструирование аптамеров в рибопереключатели, область аптамера была 

фланкирована константными областями с сайтами разрезания рестриктазы типа II (например, BsaI). Эти 

ультрамерные олигонуклеотиды размером 153 п.о., содержащие аптамерную последовательность с ран-

домизированными основаниями, были синтезированы с помощью IDT: 

 
Для создания большего разнообразия последовательностей в библиотеке аптамеров, основания в 

большем количестве положений могут быть рандомизированы. Полностью случайная последователь-

ность также может быть использована для создания библиотеки аптамеров. 

Результаты. 

Как описано в примере 1, мы успешно создали синтетические рибопереключатели, которые регули-

руют экспрессию генов млекопитающих в ответ на обработку низкомолекулярными лигандами. Один из 

рибопереключателей xpt-G17, который содержит гуаниновый аптамер xpt-G в основанной на сплайсинге 

кассете генной экспрессии. Используя люциферазу в качестве репортерного гена, мы достигли высокого 

динамического диапазона регуляции гена в ответ на обработку гуанином, с кратностью индукции 2000 

при высокой концентрации гуанина. Этот беспрецедентный динамический диапазон активности регуля-

ции генов при помощи конструктов для опосредованного аптамером/лигандом альтернативного сплай-

синга обеспечивает систему для скрининга аптамеров против желаемого лиганда в клетках млекопитаю-

щих или для скрининга лигандов, которые связывают и активируют известные аптамеры. 

Xpt-G17 выбирали в качестве платформы для создания начальной библиотеки рибопереключателей. 

Конфигурация олигонуклеотидной последовательности была разработана для замены природного гуани-

нового аптамера xpt-G на следующих этапах клонирования. Нуклеотиды в гуаниновом аптамере xpt-G в 

положениях, которые, как известно, являются критическими для связывания гуанина на основе кристал-

лографического анализа, были рандомизированы. Первоначально было рандомизировано 10 положений, 

в результате чего была создана библиотека из 1048576 аптамерных последовательностей. Когда более 10 

положений рандомизированы, могут быть созданы библиотеки, содержащие более 10
6
 последовательно-

стей. Несмотря на то, что последовательность остова гуанинового аптамера xpt-G использовали в данном 

документе селективно для рандомизации, аналогичный подход может быть использован для создания 

библиотек аптамеров с другими известными аптамерами или даже совершенно случайных последова-

тельностей без известных лигандов. Хотя мы выбрали в данном документе xpt-G17 в качестве платфор-

мы, важно отметить, что рибопереключатели с различными аптамерами или рибопереключатели, осно-

ванные на механизмах, отличных от сплайсинга, также могут использоваться в качестве стартовой плат-

формы для генерации рандомизированных аптамерных последовательностей. 

Пример 3. 

Разделение большой рандомизированной библиотеки аптамеров на более мелкие подбиблиотеки 

аптамеров. 

Методики. 

Олигонуклеотиды (олиго): Набор праймеров JF или JR имеет последовательность 3' части, компле-

ментарную константным областям в синтезированных аптамерных олигонуклеотидов, и последователь-

ность 5' части, содержащую случайные 20-мерные олигонуклеотидные последовательности. Набор прай-

меров F или R дополняет случайные 20-мерные олигонуклеотидные последовательности в праймерах JF 

или JR. Все праймеры синтезированы в IDT. Праймеры JF были помечены биотином на 5'-конце (IDT). 

Синтезированные олигонуклеотиды суспендировали в воде, не содержащей ДНКазу и РНКазу, до 100 мкМ 

в виде маточного раствора, разбавляли до желаемой концентрации и количественно определяли с помо-

щью аппарата Nanodrop или метода OliGreen (ThermoFisher). 

ПЦР-амплификация с двумя циклами: чтобы добавить биотинилированную олигонуклеотидную 

метку, выпоняли ПЦР-амплификацию с двумя циклами с использованием набора для ПЦР Pfx Platinum, 

следуя протоколу производителя, в реакционном объеме 10 мкл. Олинуклеотидные матрицы использова-

ли в желаемых количествах копий в реакции ПЦР (от 1 до 5 копий на олигонуклеотидную последова-

тельность в библиотеке аптамеров). Для первого цикла амплификации включали только обратные прай-

меры JR. Амплификацию проводили при 94°С в течение 2 минут, затем при 94°С в течение 10 секунд, 

отжиг с помощью программы для плавного снижения температуры от 66°С до 52°С со скоростью сниже-

ния 0,5°С в минуту. Затем полимеразную реакцию продолжали при 68°С в течение 20 секунд с после-
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дующим охлаждением до 4°С. Затем 10 мкл смеси ПЦР без матрицы, но содержащей биотинилирован-

ные прямые праймеры (биотин-JF), добавляли в пробирку для первого цикла ПЦР для второго цикла ам-

плификации с использованием тех же стадий ПЦР. Продукты ПЦР были готовы для инкубации со стреп-

тавидиновыми гранулами. 

Выделение биотинилированных олигонуклеотидов (олиго): 2× буфер для связывания и отмывки 

(BW-буфер) делали из буфера 1×TE (Ambion) с 2 М NaCl. Dynabeads M-270 Streptavidin (ThermoFisher) 

(SA-гранулы) блокировали 20 мкМ раствором тРНК дрожжей (Ambion) в течение 10 минут при комнат-

ной температуре, дважды промывали 1×BW-буфером и повторно суспендировали в том же объеме буфе-

ра 2×BW в качестве начального объема используемых гранул. 50 мкл этих обработанных гранул добав-

ляли к продуктам ПЦР вместе со 100 мкл 2×BW-буфера и 30 мкл воды. 200 мкл смеси биотинилирован-

ных олигонуклеотидов и SA-гранул инкубировали при комнатной температуре в течение 60 минут, затем 

гранулы денатурировали при 95°С в течение 5 минут, сразу охлаждали на льду и один раз промывали 

1×BW-буфером, дважды водой в течение 5 минут, следуя протоколу производителя. Промывочный рас-

твор удаляли в максимально возможной степени, и промытые гранулы были готовы к ПЦР-реакции. 

ПЦР, специфические к олигонуклеотидному тэгу последовательности: Гранулы с биотинилирован-

ными продуктами ПЦР добавляли к общей 50 мкл смеси ПЦР с использованием набора для ПЦР Pfx Plat-

inum. Праймеры представляют собой смесь набора праймеров F и R. ПЦР предварительно нагревали при 

94°С в течение 2 минут, подвергая 28 циклам при 94°С в течение 15 секунд, 62°С в течение 30 секунд, 

68°С в течение 20 секунд и дополнительному удлинению при 68°С в течение 2 минут. Продукт ПЦР ох-

лаждали до 12°С и готовили для второго раунда ПЦР. Для второго раунда ПЦР-амплификации 1 мкл 

продукта ПЦР из первого раунда ПЦР использовали в качестве матрицы, а одну пару праймеров F и R 

использовали для амплификации матриц, помеченных комплементарными последовательностями. Реак-

ционную смесь ПЦР предварительно нагревали до 94°С и амплифицировали с помощью 25 циклов: 94°С 

в течение 15 секунд, 60°С в течение 30 секунд, 68°С в течение 20 секунд и дополнительно удлиняли при 

68°С в течение 2 минут. 

Результаты. 

Хотя селекцию in vitro с использованием систематической эволюции лигандов экспоненциальным 

обогащением (SELEX)
8,9

 широко применяли для скрининга больших библиотек аптамеров, обычно с по-

следовательностями от 10
13

 до 10
14

, для генерации многочисленных аптамеров против широкого спектра 

лигандов, включая метаболиты, кофакторы витаминов, ионы металлов, белки и даже целые клетки
10

, 

способы скрининга на основе клеток таких больших рандомизированных библиотек аптамеров не были 

разработаны. Более того, немногие аптамеры, генерируемые при помощи SELEX, оказались эффектив-

ными в клеточной среде, что подчеркивает важность скрининга аптамеров в клеточной среде, где они 

должны будут функционировать. Для того чтобы выбранные аптамеры работали в клетках, связывание 

специфического аптамера с его лигандом должно иметь функциональное следствие - которое нельзя про-

верить с помощью SELEX, которая отбирает аптамеры только на основе связывания лиганда в условиях 

in vitro. Одной из проблем разработки скрининга аптамеров на основе клеток млекопитающих является 

низкий динамический диапазон регуляции генов рибопереключателей на основе аптамера(ов) в ответ на 

обработку лигандом. В дополнение к этому фундаментальному ограничению, собственная низкая эффек-

тивность генной трансдукции в клетках млекопитающих создает еще один барьер для скрининга библио-

тек, содержащих более 10 последовательностей. Тем не менее, мы разработали синтетические рибопе-

реключатели, которые могут генерировать кратность индукции экспрессии генов вплоть до нескольких 

тысяч при обработке лигандом. Этот высокий динамический диапазон генной регуляции обеспечивает 

основу клеточной системы для скрининга аптамеров/лигандов. Для выбора аптамеров в эукариотических 

клетках из больших библиотек аптамеров, которые имеют высокое разнообразие последовательностей, 

данное изобретение предлагает множество стратегий и подходов для разделения/разбивки больших биб-

лиотек аптамеров на более мелкие подбиблиотеки, которые могут быть клонированы в кассету рибопе-

реключателей для генерации библиотек плазмид, которые можно подвергнуть скринингу с помощью 

анализов на основе клеток млекопитающих. 

Стратегия разделения больших библиотек аптамеров заключается в том, чтобы сначала добавить 

пару уникальных последовательностей как на 5'-, так и на 3'-концах синтезированных рандомизирован-

ных олигонуклеотидных последовательностей аптамеров (как описано в примере 2). На втором этапе 

этой стратегии последовательности аптамеров, прикрепленных (помеченных/маркированных) к уникаль-

ным олигонуклеотидным последовательностями, могут быть амплифицированы с использованием одной 

пары праймеров, комплементарных каждой паре меток последовательности, таким образом генерируя 

различные подбиблиотеки аптамеров (фиг. 3а). Этот двухэтапный процесс мечения и ПЦР может быть 

повторен, чтобы разделить библиотеку до желаемых размеров. 

Чтобы прикрепить уникальные пары последовательностей к матрице, мы разработали несколько 

подходов (фиг. 3b). Один из подходов заключается в использовании ПЦР для включения уникальных 

последовательностей в матрицы (метод ПЦР). Другие подходы включают лигирование метки одноцепо-

чечной последовательности в одноцепочечную матрицу с использованием Т4 РНК-лигазы и лигирование 
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меток двухцепочечной последовательности при помощи Т4 ДНК-лигазы в двухцепочечные матрицы, 

которые генерируются путем ПЦР-амплификации одноцепочечных олигонуклеотидных матриц (метод 

лигирования). Мы разработали и протестировали метод ПЦР с двумя циклами (фиг. 3с), и в настоящее 

время мы тестируем методы лигирования для добавления уникальных меток последовательностей. 

Для использования метода ПЦР для присоединения меток последовательности для создания мече-

ной библиотеки аптамеров был разработан один набор праймеров для ПЦР (JF и JR). Этот набор прайме-

ров содержит последовательность меток в 5'-части праймеров и в 3'-части праймеров, последователь-

ность, которая комплементарна константной области в синтезированных аптамерных олигонуклеотидах. 

Чтобы избежать неоднородности, генерируемой многоцикловой традиционной ПЦР
11

 с использованием 

большого количества копий матриц, была разработана ПЦР с двумя циклами для прикрепления метки 

последовательности на одном конце матрицы в каждом цикле (Фиг. 3с). В этой ПЦР с двумя циклами 

количество копий рандомизированных олигонуклеотидных матриц было минимальным, чтобы умень-

шить вероятность присоединения каждой матрицы к более чем одной паре последовательностей меток. 

Чтобы выделить и очистить меченые матрицы, мы пометили JF-праймеры молекулами биотина, чтобы 

можно было использовать магнитные гранулы стрептавидина для отделения биотинилированных мече-

ных матриц от остальных компонентов реакции (фиг. 3d). Из-за низкого количества копий матриц, кото-

рые мы начали с мечения ПЦР, выделенные биотинилированные, меченые матрицы были амплифициро-

ваны и размножены с помощью ПЦР с использованием смеси набора праймеров (праймеров J и F), спе-

цифических для последовательностей меток, прикрепленных к матрицам, генерирующим библиотеку 

аптамеров, которые имеют уникальную пару последовательностей на концах (меченая библиотека ран-

домизированных аптамеров). Этот продукт ПЦР затем служит в качестве матрицы для ПЦР с одной па-

рой праймеров J и R для амплификации каждой меченой матрицы, создавая таким образом подбиблиоте-

ки исходной библиотеки аптамеров. 

В пилотном исследовании, где были использованы 2 меченных биотином праймера JF (JF1 и JF2) и 

8 обратных праймеров JR (JR1-JR8), в результате было получено всего 16 уникальных пар меток после-

довательности. После создания меченой библиотеки с помощью ПЦР с матрицами в 1, 2,3 или 4,6 копий, 

представляющих 63%, 90% или 99% исходной рандомизированной библиотеки аптамеров, соответствен-

но, для тестирования стратегии разделения использовали разные праймеры. Как изображено на левой 

панели фиг. 3е, меченые матрицы были амплифицированы праймерами, комплементарными константной 

области (универсальные праймеры) в аптамере, которые амплифицируют каждую матрицу в библиотеке. 

Когда использовали одну пару праймеров (F1 и R1), которые являются специфическими для добавлен-

ных последовательностей меток (средняя панель), но не пару праймеров (F3 и R1), которая не была 

включена в мечение (правая панель), меченые матрицы были амплифицированы в значительно меньшем 

количестве по сравнению с продуктом, амплифицированным с помощью универсального праймера, что 

указывает на то, что амплифицирована только часть (1/16) библиотеки. Таким образом, исходная биб-

лиотека была разделена на более мелкие подбиблиотеки. 

Пример 4. 

Чувствительность клеточного анализа для скрининга библиотеки. 

Методики: 

ДНК-конструкты: Плазмидные ДНК-конструкты, содержащие рибоспереключатель xpt-G17, разво-

дили в ДНК-конструкте SR-Mut до различного соотношения этих двух ДНК-конструктов. Смешанные 

конструкты G17 и ДНК плазмид SR-mut затем трансфицировали в клетки HEK 293. Трансфекцию и ана-

лиз люциферазы проводили, как описано в примере 1. 

Результаты: 

Чувствительность клеточного анализа для скрининга библиотеки определяет, насколько может 

быть большим размер или сложной плазмидная библиотека аптамеров-рибопереключателей, чтобы ми-

нимум 1 положительное попадание выделяло из остальной части библиотеки в скрининге. Анализ может 

быть на активность люциферазы, интенсивность флуоресценции флуоресцентного белка или высвобож-

дение гормона/цитокина в зависимости от выбранного репортерного гена, и генетические элементы мо-

гут быть доставлены или при помощи транзиентной трансфекции, или при помощи вирусной трансдук-

ции, например, AAV (аденоассоциированного вируса), аденовируса, лентивируса и т.д. 

В данном случае мы выбрали транзиентную трансфекцию для доставки плазмидной ДНК и исполь-

зовали люциферазу светлячка в качестве репортерного гена, используя конструкт xpt-G17 в качестве по-

ложительного контрольного вектора с рибопереключателем, анализ, который был тщательно протести-

рован и использован во время разработки рибопереключателя xpt-G17 в клетках млекопитающих. Конст-

рукт SR-mut использовали в качестве отрицательного контрольного вектора, который имеет те же гене-

тические элементы, что и конструкт xpt-G17, за исключением того, что отсутствует последовательность 

гуанинового аптамера, поэтому он не активирует генную экспрессию в ответ на обработку гуанином. Эти 

два конструкта были смешаны друг с другом, чтобы имитировать случай объединенной библиотеки, хотя 

фактическая библиотека рибопереключателей является более сложной из-за большого молекулярного 

разнообразия, генерируемого рандомизацией нуклеотидов. Клетки, трансфицированные 100% ДНК кон-

структа xpt-G17, давали 2000-кратную индукцию активности люциферазы при обработке 500 мкМ гуа-
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нина по сравнению с необработанными клетками. Когда ДНК конструкта xpt-G17 разбавляли ДНК кон-

структа SR-mut, клетки, трансфицированные смешанной ДНК, проявляли меньшую кратность индукцию 

активности люциферазы. Как изображено на фиг. 3, кратность индукции уменьшалась, когда отношение 

конструкта, отвечающего на гуанин xpt-G17, к неотвечающему отрицательному конструкту SR-mut 

уменьшалось, но все же могло генерировать 2,3-кратную индукцию, когда присутствовал 1 положитель-

ный конструкт из 2000 молекул. с указанием вероятности восстановления 1 лиганд-отвечающего рибо-

переключателя из смеси лиганд-неотвечающих рибопереключателей. 

Для анализов, отличных от описанного выше, чувствительность анализа должна быть проверена 

для обеспечения методических указаний в определении размера пулов подбиблиотек, подлежащих скри-

нингу. 

Пример 5. 

Создание объединенной плазмидной библиотеки рибопереключателей на основе аптамеров и рас-

щепление большей библиотеки рибопереключателей на меньшие скринируемые подбиблиотеки. 

Методики: 

Создание объединенной плазмидной библиотеки рибопереключателей: Аптамерные последова-

тельности, содержащие ультрамерные олигонуклеотиды, с рандомизированными основаниями (см. При-

мер 2 для определения последовательности и состава) амплифицировали с помощью ПЦР с использова-

нием набора Platinum Pfx (Invitrogen) для получения двухцепочечных фрагментов ДНК, и полученный 

продукт ПЦР разгоняли в 4% агарозном геле. ДНК размером 153 п.н. очищали в геле (Qiagen) и расщеп-

ляли ферментом BsaI (NEB). Затем расщепленный BsaI фрагмент ДНК лигировали с расщепленным BsaI 

акцепторным вектором (mDHFR-Luci-Acceptor), как описано в примере 1, с соотношением вектора к 

вставке 1:5 с использованием Т4 ДНК-лигазы (Roche). Компетентные клетки ElectroMAX DH5α-E 

трансформировали в соответствии с инструкциями производителя (Invitrogen) с помощью продукта ли-

гирования и высевали на чашки с агаром. Бактериальные колонии объединяли и собирали, и ДНК экст-

рагировали для получения плазмидной библиотеки рибопереключателей (Р1). 

Аналогичный подход был использован для создания меньшей библиотеки плазмидных рибоперек-

лючателей (Р2), в которой нуклеотидные основания в 5 положениях аптамера были рандомизированы с 

образованием в общей сложности 1024 различных последовательностей аптамера (где N обозначает ран-

домизированное положение): 

 
Трансформацию химически компетентных DH5α: 227 пг плазмидной ДНК использовали для 

трансформации 50 мкл компетентных клеток для получения соотношения 1:10 плазмидной ДНК и бакте-

риальных клеток. Трансформированные клетки высевали на чашки с агаром после инкубации при 37°С 

без встряхивания в течение 30 минут, и колонии объединяли и собирали для выделения ДНК с использо-

ванием набора для выделения ДНК в 96-луночном формате miniprep kit (Qiagen) для получения объеди-

ненных плазмидных подбиблиотек рибопереключателей. 

Секвенирование нового поколения (NGS): Плазмидную ДНК из вторичных или третичных подбиб-

лиотек рибопереключателей использовали в качестве матриц, и следующие праймеры использовали для 

генерации ПЦР-ампликонов, которые содержат рандомизированные аптамерные последовательности: 

 
Продукты ПЦР подвергали NGS с использованием платформы для секвенирования спаренных кон-

цов Illumina MiSeq 2×150 п.о. для генерации приблизительно 700 тыс. прочтений для каждого образца и 

последующего биоинформатического анализа для идентификации уникальной последовательности и 

вычисления относительного содержания (Serevice предоставлен Genewiz). Последовательности, которые 

продемонстрировали 12 или более 12 прочтений из цикла секвенирования, считаются истинными после-

довательностями. 

Результаты. 

Для скрининга аптамеров с помощью клеточного анализа плазмидную библиотеку рибопереключа-

телей генерировали путем клонирования библиотеки аптамеров в вектор mDHFR-Luci-acceptor (фиг. 5а). 

Генерируемые конструкты содержат ту же конфигурацию генетического элемента, что и в конструкте 

xpt-G17, с единственным отличием в последовательностях аптамеров. Мы начали с библиотеки аптаме-

ров, созданной, как описано в примере 2, рандомизированной библиотеки аптамеров, включающей 10 

уникальных последовательностей. Чтобы обеспечить более чем 99,9%-ное представление исходной биб-

лиотеки аптамеров, из чашек с агаром было собрано в общей сложности 7,5×10
6
 колоний, что в 7,5 раз 
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превышает количество последовательностей в библиотеке аптамеров. Плазмидная ДНК, выделенная из 

собранных колоний, образует плазмидную библиотеку (Р1), состоящую из 10
6
 уникальных рибоперек-

лючателей. 

Чтобы разделить плазмидные библиотеки на подбиблиотеки, которые достаточно малы для скри-

нинга с использованием разработанного клеточного анализа, была использована стратегия, как изобра-

жено на фиг. 5b, включающая объединение меньшего количества трансформированных бактериальных 

колоний и выделение ДНК, чтобы сделать плазмидные библиотеки рибопереключателей. Данный про-

цесс деления плазмидных библиотек может быть выполнен в течение нескольких раундов, чтобы полу-

чить требуемый размер подбиблиотек, в которых может быть обнаружено одно положительное событие 

(т.е. специфическое связывание аптамера/лиганда, приводящее к экспрессии репортерного гена) на осно-

ве чувствительности клеточного анализа, разработанного для скрининга библиотеки, генерации первич-

ных, вторичных или третичных подбиблиотек, соответственно. Размер подбиблиотек рассчитывали как n 

(подбиблиотека) = m (кратность представления) * N (начальный размер библиотеки)/d (кратность деле-

ния). "Кратность деления" представляет собой общее количество подбиблиотек, которые можно полу-

чить, и может быть любым числом по желанию. В данном случае мы выбрали 100 в качестве кратности 

деления для простоты расчета. Для первого раунда деления было собрано 6×10
6
 колоний, что в 6 раз пре-

вышает количество рибопереключателей в исходной плазмидной библиотеке, чтобы получить представ-

ление более 99% (10
6
). Для второго раунда деления было выбрано 1-кратное представление первичной 

подбиблиотеки. Для плазмидной библиотеки с 10
6
 рибопереключателями мы построили (Р1), где N=10

6
, 

m=6, d=100, размер каждой отдельной подбиблиотеки равен n=6×10
4
. В общей сложности в 100 отдель-

ных пробирок собрали 6×10
6
 бактериальных колоний и из каждой отдельной пробирки для генерации 

первичной плазмидной подбиблиотеки рибопереключателей (Р1S_001-P1_S100) выделили ДНК. Исполь-

зуя ту же стратегию и начав с подбиблиотеки P1S_001, в качестве примера, первичная подбиблиотека 

была дополнительно разделена на 100 даже более мелких вторичных подбиблиотек с названиями от 

P1S_001_001 до P1S_00_1100. Таким образом, выполняя два раунда деления, генерировали вторичные 

плазмидные подбиблиотеки с 600 рибопереключателями в каждой. Подбиблиотеки рибопереключателей 

могут быть дополнительно разделены при помощи 3 раундов процессов деления для создания третичных 

плазмидных подбиблиотек. 

Тот же подход был использован для разделения плазмидной библиотеки рибопереключателей Р2, 

которая содержит 1024 уникальных аптамерных последовательности. Собрав 100 частей из 5000 коло-

ний, было сгенерировано 100 первичных подбиблиотек от P2S_001 до P2S_100, каждая из которых со-

держала около 50 рибопереключателей. 

Чтобы определить состав и качество созданных выше библиотек рибопереключателей, проводили 

секвенирование нового поколения (NGS) на вторичных плазмидных подбиблиотеках рибопереключате-

лей, которые предположительно содержат 600 последовательностей рибопереключателей в каждой под-

библиотеке. Четыре вторичных подбиблиотеки были выбраны случайным образом, причем две вторич-

ные подбиблиотеки были сгенерированы из первичной подбиблиотеки P1S_003, а две другие вторичные 

подбиблиотеки были сгенерированы из первичных подбиблиотек P1S_007 и P1S_048, соответственно. 

Как изображено на фиг. 5с, каждая из вторичных подбиблиотек содержит приблизительно 500 или 600 

уникальных последовательностей, что соответствует количеству колоний, которые были собраны для 

создания вторичных подбиблиотек. Дополнительный анализ данных NGS демонстрируют, что между 

двумя вторичными подбиблиотеками (PlS_003_004 и Р1S_003_041), которые были сгенерированы из 

одной и той же первичной подбиблиотеки (P1S_003), 39 последовательностей содержатся в обеих биб-

лиотеках (фиг. 5d). При сравнении двух вторичных подбиблиотек P1S_003_004 и P1S_007_021, которые 

были получены из разных первичных подбиблиотек P1S_003 и P1S_007, только 3 последовательности 

являются общими для обеих библиотек (фиг. 5е). Эти результаты указывают на то, что с использованием 

описанной выше стратегии были созданы подбиблиотеки плазмидных рибопереключателей с желаемым 

количеством уникальных последовательностей, которые готовы для скрининга на основе клеток млеко-

питающих. 

Пример 6. 

Скрининг на основе клеток млекопитающих на новые аптамеры против выбранных лигандов. 

Как описано в примере 5, были сконструированы 100 первичных плазмидных подбиблиотек (от 

P1S_001 до P1S_100), включающих 60 тыс. рибопереключателей в каждом пуле, и 100 дополнительных 

вторичных плазмидных подбиблиотек (от P1S_001_001 до Р1S_001_100), состоящих из 600 рибоперек-

лючателей в каждой, были получены путем дальнейшего деления первичной подбиблиотеки P1S_001 с 

использованием той же стратегии. Объединенные библиотеки могут быть упорядочены в 96-луночном 

формате для облегчения высокоэффективного скрининга. Предварительный скрининг проводили с ис-

пользованием анализа репортера гена люциферазы, как описано в примере 1, в первичных подбиблиоте-

ках P1S_001-006, а также в подбиблиотеках P1S_001, против гуанина, который против исходной апта-

мерной последовательности, в качестве тестируемого лиганда. Исходный уровень активности люцифера-

зы, генерируемый конструктами из первичных подбиблиотек или вторичных подбиблиотек, значительно 
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отличался от такового у конструкта xpt-G17 (данные не показаны), что позволяет предположить, что из-

менения в аптамерной последовательности путем рандомизации оснований в выбранных положениях в 

различной степени повлияли на включение/исключение экзона, содержащего стоп-кодон, следовательно, 

влияя на исходный уровень экспрессии люциферазы. После обработки гуанином, хотя клетки, трансфи-

цированные 60 тыс. первичной подбиблиотекой P1S_005, вызывали 1,8-кратную индукцию активности 

люциферазы по сравнению с необработанными клетками (Фиг. 6а), при использовании гуанина в качест-

ве лиганда не была обнаружена более чем 2-кратная индукция люциферазы. Тем не менее, 7 из 100 вто-

ричных подбиблиотек дали более чем 2-кратную индукцию активности люциферазы при обработке гуа-

нином, при этом подбиблиотека P1S_001_075 вызывала 7,8-кратную индукцию (фиг. 6b). В анализе чув-

ствительности, описанном в примере 4, если был 1 рибопереключатель xpt-G17 среди 500 лиганд-

неотвечающих молекул, определяли 6,3-кратную индукцию. Основываясь на этом тесте чувствительно-

сти, результат (7,8-кратный) этого предварительного скрининга подбиблиотеки P1S_001_075 демонст-

риует, что существует или 1 рибопереключатель из 600, который функционально эквивалентен xpt-G17, 

или существует несколько более слабых рибопереключателей, из которых сумма индуцированной актив-

ности люциферазы сопоставима с таковой у xpt-G17. 

Чтобы дополнительно продемонстрировать применимость скрининга на основе клеток млекопи-

тающих согласно данному изобретению для функциональных рибопереключателей, содержащих аптаме-

ры, и обнаружить новые аптамеры с улучшенной активностью в ответ на желаемый лиганд, подбиблио-

теки плазмидной библиотеки рибопереключателей Р2 были подвергнуты скринингу в 96-луночном фор-

мате с НАД+. Нуклеотидные основания в рандомизированных положениях в xpt-гуаниновом аптамере 

были связаны с регуляцией активности рибопереключателя и названы блоком регуляции (Stoddard, et al. 

J Mol Biol. 2013 May 27;425(10): 1596-611). Следовательно, изменения нуклеотидов в этих положениях 

потенциально генерируют последовательности, которые изменяют активность рибопереключателей в 

ответ на обработку лигандом. Из-за природы гуанина и его низкой применимости in vivo, НАД+ был вы-

бран в качестве лиганда для потенциальных новых аптамеров. Этот выбор лиганда был основан на вы-

шеупомянутых результатах скрининга библиотеки соединений Prestwick против исходного рибоперек-

лючателя xpt-G17 и обнаружения того, что НАД+ может регулировать гуаниновый рибопереключатель, 

генерируя приблизительно 40-кратную индукцию при концентрации 100 мкМ. В попытке создать апта-

мерные последовательности, которые обладают улучшенной активностью рибопереключателя против 

НАД+, мы создали и подвергли скринингу подбиблиотеки Р2 (имеющие изменения нуклеотидов в выше-

упомянутых 5 положениях в аптамере), используя люциферазу в качестве репортерного гена. Как изо-

бражено на фиг. 6с, несколько подбиблиотек, приблизительно по 50 рибопереключателей в каждой, дали 

более чем 10-кратную индукцию экспрессии люциферазы в ответ на обработку 100 мкМ НАД+ с одной 

из подбиблиотек P2S_002, генерирующей 37-кратную индукцию тогда как один конструкт рибопереклю-

чателя xpt-G17 продемонстрировал 32-кратную индукцию в ответ на обработку НАД+ в той же концен-

трации. 

Эти результаты скрининга демонстрируют, что среди приблизительно 50 рибопереключателей в 

подбиблиотеках, которые привели к более чем 10-кратной индукции экспрессии люциферазы, есть рибо-

переключатели, которые могут вызывать минимально 10-кратную индукцию, при условии, что все рибо-

переключатели в библиотеке отвечают на обработку НАД+. В подбиблиотеке P2S_002, которая дала 37-

кратную индукцию, которая выше, чем кратная индукция, генерируемая G17, есть по меньшей мере 1 

рибопереключатель, который работает намного лучше, чем G17. Чтобы доказать это, 96 отдельных кон-

структов, полученных из подбиблиотеки P2S_002, подвергали скринингу. Как изображено на фиг. 6d, 

несмотря на то что несколько конструктов потеряли или произвели меньшую индукцию, чем G17, ряд 

отдельных конструктов вызывал более высокую кратность индукции, чем конструкт G17, что указывает 

на то, что нуклеотидные изменения в блоке регуляции резко влияют на активность рибопереключателя в 

ответ на обработку лигандом в клетках. Используя этот подход, мы идентифицировали ряд различных 

последовательностей блока регуляции (как показано в табл. 2), с помощью которых рибопереключатели 

продуцировали люциферазу с более высокой кратностью, чем конструкт G17 при обработке НАД+, с 

множественными последовательностями аптамеров, вызывающими более чем 100-кратную индукцию. 
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Таблица 2 

Рибопереключатели с улучшенной экспрессией репортерного гена в клетках  

млекопитающих в ответ на лиганд, НАД+ 

Последовательности блока регуляции подчеркнуты 

 

 
Один из новых конструктов, № 46, был дополнительно протестирован. Как изображено на фиг. 6е и 

фиг. 6f, новый конструкт № 46 отвечал на обработку НАД+ дозозависимым образом и продемонстриро-

вал превосходное улучшение уровня индуцированной экспрессии репортерного гена, а также кратности 

индукции по сравнению с конструктом G17. Новые конструкты также имеют улучшенную генную регу-

ляцию в ответ на обработку гуанином (данные не показаны). 

Таким образом, данное изобретение обеспечивает подход, при котором относительно большая биб-

лиотека рибопереключателей может быть разделена на меньшую подбиблиотеку рибопереключателей, 

которая может быть подвергнута скринингу посредством анализа на основе клеток млекопитающих. 

Кроме того, из библиотеки рибопереключателей были обнаружены новые последовательности, которые 

улучшили активность рибопереключателей в клетках млекопитающих. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ селекции аптамера, который связывает лиганд в эукариотических клетках, включающий 

стадии: 

(a) обеспечения библиотеки аптамеров, 

(b) введения членов библиотеки аптамеров в полинуклеотидную кассету для лиганд-

опосредованной экспрессии репортерного гена для создания библиотеки рибопереключателей, 

(c) введения библиотеки рибопереключателей в эукариотические клетки, и 

(d) приведения в контакт эукариотических клеток с лигандом, и 
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(e) измерения экспрессии репортерного гена, 

причем полинуклеотидная кассета содержит альтернативно сплайсированный экзон, фланкирован-

ный 5' интроном и 3' интроном, и рибопереключатель, содержащий (i) эффекторную область, содержа-

щую ножку (stem), которая содержит последовательность 5'-сайта сплайсинга 3' интрона и последова-

тельность комплементарную последовательности 5'-сайта сплайсинга 3' интрона, и (ii) аптамер, располо-

женный между последовательностью 5'-сайта сплайсинга 3' интрона и комплементарной последователь-

ностью, при этом альтернативно сплайсированный экзон содержит стоп-кодон, который находится в 

рамке считывания с репортерным геном, когда альтернативно сплайсированный экзон встраивается в 

мРНК репортерного гена. 

2. Способ по п.1, отличающийся тем, что библиотека аптамеров содержит аптамеры, имеющие один 

или более рандомизированных нуклеотидов. 

3. Способ по п.1, отличающийся тем, что лиганд представляет собой малую молекулу. 

4. Способ по п.3, отличающийся тем, что лиганд представляет собой молекулу, продуцируемую эу-

кариотической клеткой, выбранную из группы, состоящей из метаболита, нуклеиновой кислоты, витами-

на, кофактора, липида, моносахарида и вторичного мессенджера. 

5. Способ по п.1, отличающийся тем, что эукариотическую клетку выбирают из клетки млекопи-

тающего, клетки насекомого, клетки растения и дрожжевой клетки. 

6. Способ по п.1, отличающийся тем, что репортерный ген выбирают из группы, состоящей из флу-

оресцентного белка, люциферазы, β-галактозидазы и пероксидазы хрена. 

7. Способ по п.1, отличающийся тем, что экспрессия репортерного гена более чем в около 10 раз 

выше, когда лиганд специфически связывает аптамер, чем уровни экспрессии репортерного гена, когда 

лиганд отсутствует. 

8. Способ по п.1, отличающийся тем, что 5' и 3' интроны получают из интрона 2 гена β-глобина че-

ловека. 

9. Способ по п.1, отличающийся тем, что 5' и 3' интроны каждый независимо имеют длину от около 

50 до около 300 нуклеотидов. 

10. Способ по п.1, отличающийся тем, что 5' и 3' интроны каждый независимо имеют длину от око-

ло 125 до около 240 нуклеотидов. 

11. Способ по п.1, отличающийся тем, что ножка эффекторной области имеет длину от около 7 до 

около 20 пар оснований. 

12. Способ по п.1, отличающийся тем, что ножка эффекторной области имеет длину от около 8 до 

около 11 пар оснований. 

13. Способ по п.1, отличающийся тем, что альтернативно сплайсированный экзон получают из 

группы, состоящей из экзона 2 гена дигидрофолатредуктазы (DHFR) человека, экзона 5 мутанта челове-

ческой опухоли Вильмса 1, экзона 16 мышиной кальций/кальмодулин-зависимой протеинкиназы II дель-

та и экзона 6 SIRT1. 

14. Способ по п.1, отличающийся тем, что альтернативно сплайсированный экзон представляет со-

бой модифицированный экзон 2 из DHFR человека. 

15. Способ по п.1, отличающийся тем, что альтернативно сплайсированный экзон является синте-

тическим. 

16. Способ по п.1, отличающийся тем, что альтернативно сплайсированный экзон содержит одну 

или несколько групп, состоящих из измененного экзонного энхансера сплайсинга, измененного экзонно-

го сайленсера сплайсинга, добавленного экзонного энхансера сплайсинга и добавленного экзонного сай-

ленсера сплайсинга. 

17. Способ по п.1, отличающийся тем, что библиотеку аптамеров разделяют на меньшую библиоте-

ку аптамеров перед введением в полинуклеотидные кассеты, который включает стадии: 

а) обеспечения рандомизированной библиотеки аптамеров, в которой аптамеры в библиотеке со-

держат множество 5' и 3' константных областей и один или более рандомизированных нуклеотидов, 

b) выполнения ПЦР с двумя циклами с использованием рандомизированной библиотеки аптамеров 

в качестве матрицы и первого праймера, и второго праймера, которые комплементарны 5' и 3' констант-

ным областям, каждый из праймеров включает одну из множества маркерных последовательностей, 

c) выделения продуктов ПЦР с двумя циклами, и 

d) ПЦР-амплификации подмножества выделенных продуктов ПЦР с двумя циклами с использова-

нием праймеров, комплементарных подмножеству-5' и 3' маркерных последовательностей. 

18. Способ по п.17, отличающийся тем, что первый или второй праймер в ПЦР с двумя циклами со-

держит метку, выбранную из группы, состоящей из биотина, дигоксигенина (DIG), бромодезоксиуридина 

(БДУ), флуорофора и химической группы, используемой в клик-химии. 

19. Способ по п.1, отличающийся тем, что библиотеку рибопереключателей перед введением в эу-

кариотические клетки разделяют на одну или более подбиблиотек рибопереключателей. 

20. Способ по п.19, отличающийся тем, что библиотеку рибопереключателей подразделяют на под-

библиотеки, включающий стадии: 
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(a) введения библиотеки рибопереключателей в бактерии; 

(b) сбора бактериальных клонов и выделения плазмидной ДНК для получения плазмидных подбиб-

лиотек рибопереключателей для генерации одной или более первичных подбиблиотек; 

(c) необязательно, генерации вторичных подбиблиотек рибопереключателей из первичной плаз-

мидной подбиблиотеки рибопереключателей путем введения первичной подбиблиотеки в бактерии, сбо-

ра бактериальных клонов и выделения плазмидной ДНК. 

21. Способ селекции лиганда, который связывает аптамер в эукариотической клетке, включающий 

стадии: 

(a) обеспечения библиотеки лигандов, 

(b) обеспечения полинуклеотидной кассеты для лиганд-опосредованной экспрессии репортерного 

гена, 

(c) введения полинуклеотидной кассеты в эукариотическую клетку, 

(d) приведения в контакт индивидуальных групп эукариотической клетки с членами библиотеки ли-

гандов, и 

(e) измерения экспрессии репортерного гена, 

причем полинуклеотидная кассета содержит альтернативно сплайсированный экзон, фланкирован-

ный 5' интроном и 3' интроном, и рибопереключатель, содержащий (i) эффекторную область, содержа-

щую ножку, которая содержит последовательность 5'-сайта сплайсинга 3' интрона и последовательность 

комплементарную последовательности 5'-сайта сплайсинга 3' интрона, и (ii) аптамер, расположенный 

между последовательностью 5'-сайта сплайсинга 3' интрона и комплементарной последовательностью, 

при этом альтернативно-сплайсированный экзон содержит стоп-кодон, который находится в рамке счи-

тывания с репортерным геном, когда альтернативно сплайсированный экзон встраивается в мРНК репор-

терного гена. 

22. Способ по п.21, отличающийся тем, что лиганд представляет собой малую молекулу. 

23. Способ по п.21, отличающийся тем, что лиганд представляет собой молекулу, продуцируемую 

эукариотической клеткой. 

24. Способ по п.23, отличающийся тем, что лиганд представляет собой метаболит, нуклеиновую ки-

слоту, витамин, кофактор, липид, моносахарид и вторичный мессенджер. 

25. Способ по п.21, отличающийся тем, что эукариотическую клетку выбирают из группы, состоя-

щей из клетки млекопитающего, клетки насекомого, клетки растения и дрожжевой клетки. 

26. Способ по п.21, отличающийся тем, что репортерный ген выбирают из группы, состоящей из 

флуоресцентного белка, люциферазы, β-галактозидазы и пероксидазы хрена. 

27. Способ по п.21, отличающийся тем, что репортерный ген выбирают из группы, состоящей из 

цитокина, сигнальной молекулы, гормона роста, антитела, регуляторной РНК, терапевтического белка 

или пептида. 

28. Способ по п.21, отличающийся тем, что экспрессия репортерного гена более чем в около 10 раз 

выше, когда лиганд специфически связывает аптамер, чем уровни экспрессии репортерного гена, когда 

лиганд отсутствует. 

29. Способ по п.21, отличающийся тем, что 5' и 3' интроны получают из интрона 2 гена β-глобина 

человека. 

30. Способ по п.21, отличающийся тем, что 5' и 3' интроны каждый независимо имеют длину от 

около 50 до около 300 нуклеотидов. 

31. Способ по п.21, отличающийся тем, что 5' и 3' интроны каждый независимо имеют длину от 

около 125 до около 240 нуклеотидов. 

32. Способ по п.21, отличающийся тем, что ножка эффекторной области имеет длину от около 7 до 

около 20 пар оснований. 

33. Способ по п.21, отличающийся тем, что ножка эффекторной области имеет длину от 8 до 11 пар 

оснований. 

34. Способ по п.21, отличающийся тем, что альтернативно сплайсированный экзон получают из 

группы, состоящей из экзона 2 гена дигидрофолатредуктазы человека, экзона 5 мутанта человеческой 

опухоли Вильмса 1, экзона 16 мышиной кальций/кальмодулин-зависимой протеинкиназы II дельта и эк-

зона 6 SIRT1. 

35. Способ по п.21, отличающийся тем, что альтернативно сплайсированный экзон представляет 

собой модифицированный экзон 2 из DHFR человека. 

36. Способ по п.21, отличающийся тем, что альтернативно сплайсированный экзон является синте-

тическим. 

37. Способ по п.21, отличающийся тем, что альтернативно сплайсированный экзон содержит одну 

или несколько групп, состоящих из измененного экзонного энхансера сплайсинга, измененного экзонно-

го сайленсера сплайсинга, добавленного экзонного энхансера сплайсинга и добавленного экзонного сай-

ленсера сплайсинга. 
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