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РЕЗЮМЕ

Цель. Разработка и демонстрация метода одновременного определения нескольких биомаркеров рака 
легкого в плазме крови больных с помощью мультиплексной электрохимической сенсорной системы, ос-
нованной на ДНК-аптамерах. ДНК-аптамеры представляют собой новый класс синтетических аффинных 
реагентов, получаемых с помощью процедуры селекции in vitro или in vivo методом систематической 
эволюции лигандов экспоненциальным обогащением (SELEX). 

Материалы и методы. Для создания мультиплексного электрохимического биочипа использовалось 
несколько аптамеров, полученных ранее путем селекции к послеоперационным тканям рака легкого. 
Идентификацию белков-мишеней аптамеров проводили с помощью модифицированного метода аффин-
ного обогащения (AptaBID). В качестве молекулярных мишеней для использованного набора аптамеров 
к раку легкого были определены виментин, дефензин, легкая цепь миозина, тубулин альфа 1-B, ней-
трофил эластаза и фактор удлинения 1 A1. Определение наличия этих белков-биомаркеров в плазме 
крови проводили с помощью электрохимической детекции. В качестве отклика системы на присутствие 
белков-онкомаркеров в плазме крови выступала разница между величинами пиков на квадратно-вол-
новой вольтамперограмме до и после нанесения плазмы на электроды с предварительно иммобилизи-
рованными на их поверхности аптамерами. Для контрольного сравнения использовалась плазма крови 
здоровых добровольцев. 

Результаты. Показано, что в плазме крови всех исследованных больных раком легкого повышено со-
держание белков-биомаркеров, связывающихся с аптамерами на поверхностях электродов. Повышенное 
содержание этих белков в плазме крови больных предполагает их химиорезистентность и высокую 
степень инвазивности и метастазирования опухолей.

Ключевые слова: аптамеры, биомаркеры, рак легкого, мультиплексная электрохимическая сенсор-
ная система.
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ВВЕДЕНИЕ
Среди всех форм злокачественных новообра-

зований одним из наиболее распространенных 
является рак легкого, составляющий около чет-
верти всех смертей от рака. Для снижения смерт-
ности от ýтого заболевания требуется адекватная 
оценка состояния опухолевого процесса. Однако 
оценить степень злокачественности опухоли и ее 
гетерогенности невозможно без биопсии опухо-
левой ткани, что не всегда представляется воз-
можным из-за высокой степени инвазивности 
ýтой процедуры. 

Альтернативой тканевой биопсии являет-
ся жидкостная биопсия, позволяющая оценить 
содержание в крови продуктов распада опухо-
ли, в том числе белков-биомаркеров. Однако до 
настоящего времени не найдено ни одного мар-
кера онкологического заболевания, имеющего 
100%-ю чувствительность и специфичность. При 
ýтом иногда у людей, не страдающих онкологи-
ческими заболеваниями, выявляется такое ко-
личество биомаркеров, которое характерно для 
онкологических заболеваний. В частности, рако-
во-ýмбриональный антиген CEA  и  цитокерати-
ны CYFRA21-1, которые часто используются для 
диагностики рака легкого, у больных могут ко-
лебаться в очень широких пределах. Например, у 
больных раком легкого концентрация CEA изме-
няется от 0,6 до 588  нг/мл, тогда как у здоровых 
людей она составляет в среднем около 5 нг/мл 
[1], а концентрация CYFRA21-1 – 1,3–5,7 нг/мл 
[2–4], в то время как у здоровых людей – 0,5– 
3,3 нг/мл [1, 2]. Поýтому для диагностики онколо-
гических  заболеваний становится более актуаль-
ным определение сочетания белков-биомаркеров.

Необходимое для оценки опухолевой про-
грессии одновременное определение нескольких 
белков – сложная задача, поýтому при диагно-
стике обычно оценивают наличие в крови  не бо-
лее одного-двух белков-биомаркеров, которые 
традиционно выявляют с применением монокло-
нальных антител. В последнее время все чаще в 
качестве средств диагностики стали применять 
аптамеры, представляющие собой новый класс 
синтетических аффинных реагентов на основе 
олигонуклеотидов, получаемых с помощью про-
цедуры селекции in vitro или in vivo методом 
систематической ýволюции лигандов ýкспоненци-
альным обогащением (SELEX). 

По своей химической природе аптамеры пред-
ставляют собой короткие одноцепочечные фраг-
менты ДНК либо РНК, формирующие трехмер-
ные структуры и связывающиеся с лигандами за 

счет комплементарных взаимодействий. Благо-
даря своей уникальной конформации, аптамеры 
могут связываться с любыми биологическими ми-
шенями, что создает основу для разработки ýф-
фективных диагностических средств. Кроме того, 
аптамеры термостабильны, при потере аффинно-
сти их свойства могут быть легко восстановлены, 
аптамеры можно химически синтезировать и мо-
дифицировать, что позволяет использовать их в 
различных целях. 

В работе представлен мультиплексный ýлек-
трохимический биочип на основе ДНК-аптаме-
ров, позволяющий одновременно определять 
панель из шести белков-биомаркеров в плазме 
крови больных раком легкого для оценки разви-
тия опухоли и степени ее злокачественности. Для 
создания мультиплексного ýлектрохимического 
биочипа использовались аптамеры, полученные 
ранее к послеоперационным тканям рака легкого 
[5, 6]. Идентификацию белков-мишеней аптаме-
ров проводили с помощью модифицированного 
метода аффинного обогащения с использова-
нием аптамеров (AptaBID) [5–7]. Целью работы 
являлась демонстрация возможности примене-
ния мультиплексного ýлектрохимического био-
сенсора на основе ДНК-аптамеров, специфичных  
к белкам-биомаркерам, для определения панели 
из шести белков-биомаркеров рака легкого.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Мультиплексные ýлектрохимические чипы 

были получены  по технологии изготовления пе-
чатных плат с финишным иммерсионным золотым 
покрытием (АO «Электроконнект», г. Новоси-
бирск). Мультиплексный ýлектрохимический чип 
имел шесть измерительных ýлектродов, на поверх-
ности которых иммобилизованы шесть различных 
аптамеров, каждый к своему белку-биомаркеру, и 
два резервных ýлектрода. Мультиплексный ýлек-
трохимический чип представлял собой систему 
трехслойных ýлектродов на основе меди, никеля, 
золота с линейными размерами около 11 × 35 мм,  
нанесенных на поверхность из текстолита, при-
меняемого для изготовления печатных плат в ми-
кроýлектронике. Сверху, за исключением рабо-
чих поверхностей ýлектродов, контактирующих 
с исследуемой плазмой крови, все было покрыто 
ýлектроизолирующим слоем лака.

Мультиплексный чип модифицировали по-
средством иммобилизации на золотую поверх-
ность измерительных ýлектродов шести аптаме-
ров – LC-17, LC-18, LC-29, LC-2107, LC-2108, 
LC-2114 (рис. 1). 
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Связывание аптамеров с золотой поверхностью 
ýлектродов осуществляли с помощью тиоловых 
групп. Модифицированные тиоловыми группами 
аптамеры приобретались в фирме Integrated DNA 
Technologies (США). Перед связыванием аптаме-
ров тиоловые группы восстанавливали, посколь-
ку в аптамерах они находились в окисленном 
состоянии. Процедура восстановления тиоловых 
групп состояла из нескольких ýтапов. Вначале 
100 мкМ раствора аптамеров в фосфатном буфе-
ре смешивали с равным объемом 20 мМ водного 
раствора дитиотриýтола (ДТТ), после чего смесь 
инкубировали 1 ч и замораживали. Дитиотриýтол 
восстанавливал тиоловые группы. На следующем 
ýтапе аптамеры с восстановленными тиоловы-
ми группами очищали от ДТТ, для чего 10 мкл 
раствора аптамеров с ДТТ переносили в центри-
фужную фильтр-пробирку 30К, добавляли 90 мкл  
фосфатного буфера и центрифугировали 30 мин 
при 5 тыс. об/мин. 

Çатем на фильтр наносили 100 мкл фосфатно-
го буфера и центрифугировали еще 30 мин. Эту 
процедуру повторяли дважды для более полной 
очистки аптамеров от ДТТ. Для перевода апта-
меров в раствор в пробирку добавляли 100 мкл 
фосфатного буфера, пипетировали и инкубиро-
вали 10 мин. Концентрацию ДНК-аптамеров в 
полученном растворе определяли спектрофото-

метрически. Концентрация ДНК-аптамеров обыч-
но составляла 2,5 мкМ. Для получения рабоче-
го раствора ДНК-аптамеров раствор разводили 
фосфатным буфером до концентрации 500 нМ. 
Для придания аптамерам нужной конформации 
раствор нагревали до 95 °С  в течение 10 мин 
и затем быстро охлаждали на льду. После ýтих 
процедур ДНК-аптамеры были готовы для нане-
сения на золотую поверхность.

Связывание аптамеров с ýлектродами прохо-
дило в нескольких ýтапов. Электроды обрабаты-
вались в течение 5 мин раствором Пиранья (смесь 
концентрированной серной кислоты и 30% рас-
твора перекиси водорода в соотношении 3 : 1). 
Çатем ýлектроды промывали водой и переклады-
вали в чашку Петри с уложенной на дне мокрой 
салфеткой, после чего ýлектроды высушивали 
потоком азота. Çатем на каждый измеритель-
ный ýлектрод капали по 15 мкл аптамеров (на 
2-й ýлектрод – аптамер LC17, на 3-й ýлектрод –  
LC18, на 5-й ýлектрод – LC29, на 6-й ýлектрод – 
LC2107, на 7-й ýлектрод – LC2108, на 8-й ýлект-
род – LC2114), чашку закрывали, обматывали па-
рафильмом и оставляли на 12 ч при температуре 
4 °С. Через 12 ч ýлектроды промывали деионизи-
рованной водой, а на измерительные ýлектроды 
наносили 15 мкл 5 мМ 2-меркаптоýтанола и ин-
кубировали 15 мин при комнатной температуре, 
после чего промывали 40%-м ýтиловым спиртом и 
деионизированной водой и наносили фосфатный 
буфер. В результате получали ýлектроды, покры-
тые аптамерами, специфичными к белкам-био-
маркерам рака легких. 

Для ýлектрохимического определения бел-
ков-биомаркеров рака легкого в плазме крови 
использовалась кровь пациентов с верифициро-
ванным диагнозом «рак легкого». Для контроля 
использовалась плазма крови условно здоровых 
доноров, подходящих к ýкспериментальной груп-
пе по возрасту и не имеющих видимых симптомов 
заболеваний.

Измерения содержания белков-биомаркеров 
в плазме крови проводили с помощью ýлектро-
химической станции CH-600 (CH Instruments, 
США). Использовалась трехýлектродная ячей-
ка с платиновым вспомогательным ýлектродом 
(ВЭ) и хлорид-серебряным ýлектродом срав-
нения (ЭС). Измерения проводились в окисли-
тельно-восстановительном буфере, содержащем 
20 мМ Трис-ClO

4
 (pH 8,6), 2,5 мМ K

4
Fe(CN)

6
 и 

2,5 мМ K
3
Fe(CN)

6
. В качестве отклика системы 

на присутствие белков-онкомаркеров выступала 
разница между величинами пиков на квадрат-
но-волновой вольтамперограмме для покрытых 

Рис. 1. Мультиплексный ýлектрохимический биосен-
сор, схема модификации ýлектродов аптамерами и 
порядок их ýлектрического соединения с контактами: 

1, 4 – резервные ýлектроды 

Fig. 1. Multiplex electrochemical biosensor, scheme of 
the electrode modification by aptamers and the order of 
their electrical connection with contacts: 1, 4 – backup 

electrodes
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аптамерами ýлектродов до и после нанесения на 
них плазмы крови здорового или больного чело-
века. Все измерения проводились три раза, после 

чего результаты усреднялись. Схема подготовки 
образца, его измерения и анализа представлены 
на рис. 2. 

Рис. 2. Схема подготовки образца крови, его нанесения на мультиплексный биосенсор, измерения и анализа: 
РЭ – рабочий ýлектрод, ВЭ – вспомогательный ýлектрод, ЭС – ýлектрод сравнения 

Fig. 2. The scheme for preparing a blood sample, applying it to a multiplex biosensor, measuring and analyzing: РЭ – 
exploring electrode, ВЭ – auxiliary electrode, ЭС – reference electrode  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

С помощью мультиплексного биочипа на ос-
нове аптамеров была исследована плазма крови 
трех условно здоровых людей и трех больных 
раком легкого (двое – больные плоскоклеточным 
раком легкого и один больной аденокарциномой 
легкого). Графики средних значений разницы 
между величиной пика на квадратно-волновой 
вольтамперограмме на ýлектроде при определе-
нии белков-биомаркеров рака легкого в плазме 
крови здорового и больного плоскоклеточным 
раком легкого показаны на рис. 3. Анализ гра-
фиков показывает различие в поведении вольтам-
перных характеристик в случаях с плазмой крови 
больного и здорового человека. Причем ýто было 
характерным для всех шести исследованных ап-
тамеров, что означает их потенциальную пригод-
ность для уверенной детекции отличия плазмы 
крови здорового и больного человека. 

Из графиков видно, что в плазме крови боль-
ного раком легкого по сравнению со здоровым 
повышено содержание белков-мишеней аптаме-
ров LC-17, LC-18, LC-29, LC-2107, LC-2108, LC-
2114, а именно виментина, нейтрофил дефензи-
на, фактора удлинения 1, легкой цепи миозина, 
тубулина альфа 1-B, нейтрофил ýластазы. Такая 
же картина наблюдалась и при определении бел-

ков-биомаркеров рака легкого у других больных 
(рис. 4).

Таким образом, продемонстрирована воз-
можность одновременного определения методом 
ýлектрохимии в одной пробе нескольких белко-
вых маркеров, связанных с патологическими про-
цессами разного характера, протекающими во 
время развития опухоли. Полученные при исполь-
зовании мультиплексного биочипа данные позво-
ляют охарактеризовать опухолевую ткань легкого 
и оценить уровень ее злокачественности. В част-
ности, повышение содержания виментина, извест-
ного белка-онкомаркера онкологических заболе-
ваний, в том числе рака легкого [8–10], является 
индикатором негативного прогноза при раке лег-
кого [11], поскольку ýкспрессия виментина повы-
шена в миграционных ýпителиальных клетках и 
может вносить вклад в формирование инвазивных 
фенотипов метастатических клеток [12].

Повышенный уровень дефензинов вызывает 
усиление ýкспрессии цитокинов и хемокиновых 
рецепторов, стимулирует пролиферацию опухо-
левых клеток. Концентрация нейтрофил дефен-
зина в плазме повышается при раке легких [13]. 

Эукариотический фактор удлинения 1 играет 
важную роль в белковом биосинтезе, связывает 
аминоацил-тРНК и передает его в А-сайт рибо-
сомы. 
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Рис. 3. Результаты измерений квадратно-
волновой вольтамперометрии на восьми-
ýлектродных чипах с золотой поверхно-
стью, функционализированных аптамера-
ми: a – LC-17, b – LC-18, c – LC-29, 

d – LC-2107, e – LC-2108, f – LC-2114

Fig. 3. The results of measurements of 
square wave voltammetry on eight-electrode 
chips with a gold surface, functionalized by 
aptamers:  a – LC-17, b – LC-18, c – LC-29, 

d – LC-2107, e – LC-2108, f – LC- 2114 

Рис. 4. Изменение ýлектрохимических пока-
зателей (мкА) мультиплексных биосенсоров 
на основе ДНК-аптамеров под влиянием 
белков-биомаркеров рака легкого у здоро-
вых людей и больных раком легкого, из-
меренных с помощью квадратно-волновой 

вольтамперометрии

Fig. 4. The change in electrochemical 
parameters (µA) of multiplex biosensors based 
on DNA-aptamers under the influence of 
protein-biomarkers of lung cancer in healthy 
peopl e and lung cancer patients measured with 

square wave voltammetry 
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Повышение его ýкспрессии обнаружено при 
процессах трансформации клеток, канцерогенезе 
и клеточной гибели [14], выявлена его протоон-
когенная природа при раке яичников, молочной 
железы, поджелудочной железы и печени [15–
17]. Кроме того, показано, что фактор удлине-
ния 1 A1 взаимодействует с белками семейства 
p53, которые играют ключевую роль в регуляции 
клеточной пролиферации и гибели. Повышенная 
ýкспрессия фактора удлинения 1 А1 специфи-
чески ингибирует p53- и p73-индуцированный 
апоптоз при химиотерапии, что приводит к воз-
никновению химиорезистентности [18].

Легкая цепь миозина также играет важную 
роль в клеточной миграции и метастазировании. 
Некоторые мутации ýтого белка связаны с раз-
витием рака, поскольку он вовлечен в процес-
сы клеточной адгезии, миграции и мембранного 
блеббинга. Выяснено, что уровень ýкспрессии 
легкой цепи миозина как регулятора цитоскелета 
коррелирует с рецидивами и метастазированием 
при немелкоклеточном раке легкого [19].

Кроме того, в активации пролиферации, фор-
мировании цитоскелетных волокон, позициони-
ровании ядра, клеточной подвижности, моди-
фикации цитоскелета, формировании органелл 
важную роль играют белки цитоскелета, в том 
числе тубулин [20]. Видимо, именно с ýтим свя-
зано повышенное количество тубулина в некото-
рых культурах клеток аденокарциномы легкого, 
резистентных к противораковым лекарствам [21].

Нейтрофил ýластаза изменяет функции есте-
ственных клеток-киллеров, моноцитов и грануло-
цитов. Дисбаланс  между нейтрофил ýластазой и 
α1-антитрипсином является основополагающим 
фактором в разрушении ткани легкого, что соз-
дает благоприятную среду для развития канцеро-
генеза. Нейтрофил ýластаза имеет широкую суб-
стратную специфичность к таким структурам, как 
цитокины, рецепторы цитокинов и интегринов, 
компоненты внеклеточного матрикса, в том числе 
ýластические волокна [22]. В одном из исследо-
ваний, проведенных на клеточных культурах аде-
нокарциномы легкого, показано, что нейтрофил 
ýластаза способствует росту опухоли. Добавле-
ние умеренного количества нейтрофил ýластазы к 
клеткам приводило к увеличению пролиферации, 
а добавление высокого количества – к гибели кле-
ток [23]. Нейтрофил ýластаза играет главную роль 
в развитии хронических обструктивных легочных 
болезней и вовлечена в развитие немелкоклеточ-
ного рака легких. Действие нейтрофил ýластазы 
проявляется на нескольких уровнях: внутрикле-
точном, внеклеточном и во внеклеточном матрик-

се. Во внеклеточном матриксе она стимулирует 
рост ýластических волокон, которые участвуют в 
ангиогенезе и инвазии опухоли. 

Повышенный уровень белков-биомаркеров 
в плазме крови исследованных больных раком 
легкого свидетельствует о высокой вероятности 
у ýтих больных метастазирования опухоли, по-
скольку в клетках активированы процессы про-
лиферации опухолевых клеток (высокий уровень 
дефензина), индуцированы процессы клеточной 
миграции и опухолевой инвазии (высокий уровень 
виментина, легкой цепи миозина, тубулина альфа 
1-B и нейтрофил ýластазы) и подавлены процессы 
p53- и p73-индуцированного апоптоза (высокий 
уровень фактора удлинения 1 A1), что может сви-
детельствовать о химиорезистентности опухолей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты проиллюстрировали 

способность мультиплексной ýлектрохимической 
тест-системы с одновременным использованием 
нескольких ДНК-аптамеров выявлять в плазме 
крови повышенное содержание определенных 
белков, которые являются молекулярными ми-
шенями аптамеров. Внедрение тест-системы по-
добного типа в диагностическую практику в пер-
спективе позволит осуществлять одновременный 
скрининг нескольких основных белков-онкомар-
керов и делать заключения об опухолевой про-
грессии онкологических больных на основе жид-
костной биопсии.
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Оригинальные  статьи

ABSTRACT

The aim of this work is the development and demonstration of the method of simultaneous detection of 
several biomarkers of lung cancer in the blood plasma of patients using a multiplex electrochemical testing 
system based on DNA aptamers. DNA aptamers are a new class of synthetic affinity probes obtained by in vitro 
or in vivo selection procedure by the systematic evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX). 

Materials and methods. A set of aptamers obtained previously by selection for postoperative lung cancer 
tissue was used to create a multiplex electrochemical biochip. Identification of aptamer target proteins 
was performed using a modified affinity enrichment method (AptaBID). Molecular targets for the used set 
of aptamers to lung cancer were defined as vimentin, defensin, a light chain of myosin, tubulin alpha 1-B, 
neutrophil elastase and A1 elongation factor 1. 

Measurements of the presence of these biomarker proteins in blood plasma were carried out using electrochemical 
detection. The difference between peak heights before and after plasma deposition on the electrodes modified 
by aptamers was considered as a response of the system to the presence of protein onco-markers in blood 
plasma. Blood plasma of healthy volunteers was used as control. 

Results. Research showed that in the blood plasma of all the patients with lung cancer the content of 
biomarker proteins that bind to aptamers on electrode surfaces was increased. The increased content of these 
proteins in the blood plasma of patients suggests the presence of invasiveness and metastasis of tumors and 
their chemo-resistance.

Key words: aptamers, biomarkers, lung cancer, multiplex electrochemical sensory system.
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