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Введение. Деструкция злокачественных опухолей с помощью онколитических вирусов – один из наиболее эффективных и безопасных способов 
противоопухолевой терапии. Для получения доступа к опухолевым клеткам вирус должен длительное время циркулировать в кровотоке, избегая 
действия иммунной системы. Однако при введении вируса в организм он провоцирует выработку вируснейтрализующих антител, снижающих 
его противоопухолевый эффект. Наиболее эффективным способом защиты вируса от нейтрализующих антител является его экранирование, в 
частности, с помощью селективных к нему ДНК-аптамеров.
Цель исследования. С помощью экспериментальных методов и теоретических расчётов разработать подходящие для создания противоопухоле-
вого препарата на основе онколитического вируса VV-GMCSF-Lact ДНК-аптамеры, эффективно экранирующие вирусы и способные защитить 
их от вируснейтрализующих антител.
Материал и методы. Моделирование вторичных структур аптамеров выполнено в программе для фолдинга нуклеиновых кислот mFold, моде-
лирование соответствующих пространственных полноатомных структур аптамеров – в программах SimRNA и VMD. Расчёты молекулярной ди-
намики проведены в программном пакете GROMACS 2018.8. Кластерный анализ полученных молекулярно-динамических траекторий выполнен 
в программе VMD. Оценка связывания Cy5-модифицированных аптамеров с вирусом проведена с помощью проточной цитометрии на цитофлу-
ориметре BD FACSCanto II (Becton Dickinson, г. Франклин Лейкс, Нью-Джерси, США).
Результаты. Модификация аптамеров, экспериментально полученных с помощью технологии SELEX, позволила получить пять укороченных 
олигонуклеотидов NV1t_72, NV4t_64, NV4t_53, NV14t_41 и NV14t_57, экранирующих онколитический вирус VV-GMCSF-Lact, самым эффектив-
ным из которых оказался аптамер NV14t_57. Теоретические расчёты показали, что аффинность аптамеров определяется их трёхмерной струк-
турой, зависящей от способа модификации.
Заключение. Получен высокоселективный аптамер NV14t_57, который является наиболее перспективным кандидатом для дальнейшей рабо-
ты по созданию препарата для противоопухолевой терапии онкологических заболеваний на основе онколитического вируса осповакцины VV-
GMCSF-Lact.
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лирование.
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Introduction. Destruction of malignant tumours with oncolytic viruses is one of the most effective and safe methods of antitumor therapy. To gain access to 
tumour cells, the virus must circulate in the bloodstream for a long time, avoiding the action of the immune system. However, when a virus is introduced into 
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the body, it provokes the production of virus-neutralising antibodies that reduce its antitumor effect. The most effective way to protect a virus from antibodies 
that neutralise it is to screen it: in particular, using selective DNA aptamers. 
The aim of the research. Using experimental methods and theoretical calculations, to develop DNA aptamers suitable for creating an antitumor drug based 
on the VV-GMCSF-Lact oncolytic virus, which effectively screen viruses and can protect them from virus-neutralising antibodies. 
Material and methods. Modelling of the secondary structures of aptamers was performed using the mFold program for nucleic acid folding, modelling of 
the corresponding spatial full-atom structures of aptamers was performed using the SimRNA and VMD programs. Molecular dynamics calculations were 
carried out using the GROMACS 2018.8 software package. Cluster analysis of the obtained molecular dynamic trajectories was performed using the VMD 
program. Binding of Cy5-modified aptamers to the virus was assessed using flow cytometry on a BD FACSCanto II cytometer (Becton Dickinson, Franklin 
Lakes, New Jersey, USA).
Results. Modification of aptamers experimentally obtained using the SELEX technology made it possible to obtain five truncated oligonucleotides NV1t_72, 
NV4t_64, NV4t_53, NV14t_41, and NV14t_57, which screen the oncolytic virus VV-GMCSF-Lact, the most effective of which was the NV14t_57 aptamer. 
Theoretical calculations have shown that the affinity of aptamers is determined by their three-dimensional structure, which depends on the method of mod-
ification. 
Conclusion. A highly selective aptamer NV14t_57 has been obtained, which is the most promising candidate for further work on the creation of a drug for 
antitumor therapy of oncological diseases based on the VV-GMCSF-Lact oncolytic vaccinia virus.
Key words: aptamers, SELEX, VV-GMCSF-Lact oncolytic virus, cytofluorimetry, molecular dynamics, computer modelling.
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Введение
Онколитическая виротерапия является перспек-

тивным подходом для лечения онкологических за-
болеваний в связи с селективностью поражения опу-
холевых клеток, возможностью иммуномодуляции 
организма пациента и использования совместно с 
химио- и лучевой терапией. Эволюция трансформи-
рованных клеток привела к изменению ключевых сиг-
нальных путей, связанных с пролиферацией, выжи-
ваемостью и устойчивостью клеток к повреждающим 
факторам, инвазией и метастазированием. Эти отли-
чия опухолевых клеток от здоровых на молекулярном 
уровне могут быть использованы в качестве мишеней 
для разработки средств адресной терапии.

Поксвирусы (вирусы оспы), в том числе вирус ко-
ровьей оспы, удобно использовать в качестве онко-
литических терапевтических средств, благодаря их 
стабильности в кровотоке, эффективности в отноше-
нии метастазов, быстрому распространению внутри 
опухолей, удобству получения трансгенных вариан-
тов, а также доказанной безопасностью осповакцины. 
Репликация и распространение вируса коровьей оспы 
связаны с сигнальным путем EGFR/MAPK, активи-
рованном в большинстве клеток злокачественных 
опухолей. Связывание вируса коровьей оспы с опу-
холевыми клетками опосредуется гепарансульфатом, 
углеводным фрагментом гликопротеинов клеточной 
мембраны, а проникновение внутрь клетки проис-
ходит за счет макропиноцитоза [1]. Онколитические 
вирусы (ОВ), вводимые внутривенно, могут быть осо-
бенно эффективны против метастатического рака, 
который трудно лечить с помощью обычной терапии.

Онколитический вирус VV-GMCSF-Lact был раз-
работан на базе института ИХБФМ СО РАН совмест-
но с ГНЦ ВБ «Вектор» и изначально показал свою 
противоопухолевую эффективность в экспериментах 
in vivo в отношении рака молочной железы [2]. В 2019 
г. успешно завершены доклинические исследования 

VV-GMCSF-Lact как препарата для терапии опухолей 
молочной железы. Клинические испытания препара-
та (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT05376527) прохо-
дят на базе четырех клинических центров Минздрава 
России (г. Санкт-Петербург и г. Москва). Ранее, в экс-
периментах на культурах клеток, было показано, что 
VV-GMCSF-Lact обладает высокой онколитической 
активностью по отношению к опухолям головного 
мозга [3]. Для изучения противоопухолевой эффек-
тивности вируса в отношении опухолей внутриче-
репной локализации целесообразно исследовать вну-
тривенный способ введения препарата как наименее 
инвазивный.

Успех виротерапии заключается в том, что вирус 
должен получить доступ к опухолевым клеткам и 
циркулировать как можно дольше, избегая действия 
иммунной системы. Однако при введении вируса в 
организм он провоцирует выработку вируснейтрали-
зующих антител, которые могут снижать его противо-
опухолевый эффект. Для защиты вируса от иммунной 
системы необходимо его экранировать (рис.1).

Полимерные покрытия, используемые для этих 
целей, несмотря на хороший экранирующий эф-
фект, снижают инфицирование, а следовательно, и 
эффективность терапии [4,5]. В то же время пока-
зана возможность использования биосовместимых 
ДНК-аптамеров в качестве покрытия онколитических 
вирусов для защиты от нейтрализующих антител [6–
8], которые ранее были подобраны для оценки жиз-
неспособности вируса осповакцины JX-594 и опреде-
ления его количества в крови [9,10]. Таким образом, 
предположительно, одним из наиболее эффективных 
способов экранирования онколитических вирусов от 
иммунной системы являются аптамеры, способные 
покрыть оболочку вирусной частицы. 

Цель работы – c помощью экспериментальных 
методов и теоретических расчётов разработать при-
годные для создания противоопухолевого препарата 
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на основе онколитического вируса VV-GMCSF-Lact 
ДНК-аптамеры, эффективно экранирующие вирусы 
и способные защитить их от вируснейтрализующих 
антител.

Материал и методы
Молекулярное моделирование. Моделирование вто-

ричных структур аптамеров было выполнено в про-
грамме для фолдинга нуклеиновых кислот mFold на 
основе данных об их нуклеотидной последовательно-
сти [11]. Моделирование соответствующих простран-
ственных полноатомных структур проведено с помо-
щью программ SimRNA [12] и VMD [13,14]. Расчёты 
молекулярной динамики проводили в программном 
пакете GROMACS 2018.8 [15] с использованием сило-
вого поля Amber14sb [16] и моделью воды TIP3P [17]. 
Аптамеры сольватировали в периодическом куби-
ческом боксе. В полученные ячейки вводили контр- 
ионы Na+ для нейтрализации отрицательного заряда 
аптамеров и ионы Na+ и Cl– в качестве фонового элек-
тролита до общей концентрации соли 0,15 М. Кла-
стерный анализ полученных молекулярно-динамиче-
ских траекторий выполнен в программе VMD [18]. 

Цитометрический анализ связывания Cy5-модифи-
цированных аптамеров с онколитическим вирусом VV-
GMCSF-Lact. Оценку связывания Cy5-модифициро-
ванных аптамеров с вирусом проводили по протоколу, 
описанному ранее [19], с небольшими модификация-
ми. Вирус VV-GMCSF-Lact в количестве 107 БОЕ инку-
бировали с 2,5 мкл дрожжевой РНК (2 мг/мл) 30 минут 
при 25°C на шейкере для блокировки неспецифическо-
го связывания. Затем вирусную суспензию инкубиро-

вали при 25°C 30 минут с 50 мкл предварительно ре-
натурированных, Cy5-модифицированных аптамеров 
(200 нМ). Далее образцы ресуспендировали в 300 мкл 
фосфатного буфера и анализировали на цитофлуори-
метре BD FACSCanto II (Becton Dickinson, г. Франклин 
Лейкс, Нью-Джерси, США). Каждый эксперимент про-
водили в двух технических повторах. 

Результаты и обсуждение
Последовательности аптамеров, способных эф-

фективно связываться с оболочкой онколитического 
вируса JX-549 на основе генномодифицированной 
осповакцины, были взяты из работы Labib M. et al [9], 
в которой высокоспецифичные к вирусу осповакци-
ны JX-549 ДНК-аптамеры были отобраны с помощью 
технологии SELEX [20,21], и использованы для коли-
чественного определения вирусов в крови и оценки 
его жизнеспособности с помощью электрохимиче-
ских сенсоров. Такие аптасенсоры показали высокую 
чувствительность по отношению к жизнеспособным 
частицам вируса: могли успешно обнаруживать до 
60 вирионов в микролитре и отличать их от нежиз-
неспособных вирусов в формате электрохимического 
анализа [20,21]. Первичные последовательности ну-
клеотидов, использованных аптамеров к онколити-
ческому вирусу осповакцины, представлены в табл. 1. 

Для разработки средств, эффективно экранирую-
щих вирус от иммунной системы, необходимо знать 
пространственную структуру аптамеров. На основе 
первичной нуклеотидной последовательности апта-
меров с помощью программы mFold была предсказа-
на их вторичная структура (рис.2).

Рисунок 1. Увеличение противоопухолевой активности онколитических вирусов с помощью аптамеров.
Figure 1. Increase in antitumor activity of oncolytic viruses using aptamers.

Таблица 1
Нуклеотидные последовательности аптамеров к онколитическому вирусу осповакцины

Table 1
Nucleotide sequences of aptamers to oncolytic vaccinia virus

Аптамер Последовательность нуклеотидов

NV1 5’- CTCCTCTGACTGTAACCACGCGCGCCCCCGCTGTTCGAGCCGAT AGAGGGCTAGTGTCATGCATAGGTAGTCCAGAAGCC-3’

NV2 5’-CTCCTCTGACTGTAACCACGGTCCGTCCTCTCTCGTTTGTTCCTC TTCTCTTATCTGTCAGCATAGGTAGTCCAGAAGCC-3’

NV4 5’-CTCCTCTGACTGTAACCACGGGATTTCCCAGATCCAATTCAAGT CTCAATATCTACCTCAGCATAGGTAGTCCAGAAGCC-3’

NV6 5’-CTCTCTGACTGTAACCACGGTGAGGGTCCTGTGGTTGGTGTGGT TGTGAGATGTGGTGGGCATAGGTAGTCCAGAAGCC-3’

NV14 5’-CTCCTCTGACTGTAACCACGCCATCACCCTATTATCTCATTATCT CGTTTTCCCTATGCGGCATAGGTAGTCCAGAAGCC-3’
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Параметры фолдинга аптамеров, такие как темпе-
ратура раствора и ионное окружение, были учтены 
при моделировании. Так как олигонуклеотиды – до-
статочно длинные и подвижные молекулы, они мо-

гут принимать различные конформации в растворе 
в зависимости от температуры и наличия ионов. Для 
того чтобы получить структуру, наиболее точно отра-
жающую конформацию аптамеров в растворе, были 
построены соответствующие 3D модели аптамеров 
и выполнены расчёты молекулярной динамики про-
должительностью 200 нс, при температуре 310 К и в 
присутствии 0,15 М NaCl. На рисунке 2 представлены 
трёхмерные модели аптамеров, полученные в резуль-
тате кластерного анализа молекулярно-динамиче-
ских траекторий.

Из рисунка видно, что структуры аптамеров NV2 
и NV4 характеризуются наличием достаточно боль-
ших одноцепочечных участков, что обуславливает их 
высокую конформационную подвижность в раство-
ре. В свою очередь, расположение комплементарных 
пар в аптамерах NV1, NV6 и NV14 приводит к обра-
зованию компактных и менее подвижных структур. 
Исходя из особенностей структуры аптамеров, были 
предложены варианты усечения их последовательно-
стей (табл.2). Уменьшение длины аптамера, как пра-
вило, увеличивает аффинность аптамеров к своей 
мишени и, кроме того, снижает его стоимость.

Учитывая различное взаимное расположение 
комплементарных и одноцепочечных участков, мо-
дификацию аптамеров проводили путём усечения 
нуклеотидов, входящих в праймеры (NV1, NV14), 
разделением исходного аптамера на части (NV2, 
NV6) и путём добавления нуклеотидов-праймеров 
к разным частям исходного аптамера (NV4). Укоро-
ченные аптамеры были синтезированы в компании 
«Lumiprobe» (г. Москва, Россия). Соответствующие 
вторичные структуры модифицированных аптаме-
ров представлены на рис. 3.

Оценку связывания модифицированных аптаме-
ров проводили с помощью проточной цитофлуори-
метрии по ранее описанной методике с небольшими 
модификациями – в данной работе был исключен 
процесс центрифугирования и отмывки. Это связано 

Рисунок 2. Вторичные и третичные структуры 
аптамеров к онколитическому вирусу VV-GMCSF-
Laсt

Figure 2. Secondary and tertiary structures of aptamers 
to the VV-GMCSF-Last oncolytic virus

Таблица 2
Варианты усечения нуклеотидных последовательностей аптамеров  

к онколитическому вирусу осповакцины
Table 2

Variants of truncation of nucleotide sequences of aptamers to oncolytic vaccinia virus
Аптамер Последовательность нуклеотидов Размер, нк

NV1t_72 [Cy5]CCTCTGACTGTAACCACGCGCGCCCCCGCTGTTCGAGCCGATAGAGGGCTAGTGTCATGCATAGGTAGTCCA 72

NV2t_32 [Cy5]CTGACTGTAACCACGGTCCGTCCTCTCTCGTT 32

NV2t_38 [Cy5]CTCTTCTCTTATCTGTCAGCATAGGTAGTCCAGAAGCC 38

NV4t_64 [Cy5]CTCCTCTGACTGTAACCACGGATTTCCCAGATCCAATCTCCTCTGACTGTAACCACGTCAAGTC 64

NV4t_53 [Cy5]TCAATATCTACCCTCCATCCTCTCCCCTCGTCAGCATAGGTAGTCCAGAAGCC 53

NV6t_50 [Cy5]CTCTCTGACTGTAACCACGGTGAGGGTCCTGTGGTTGGTGTGGTTGGTGA 50

NV6t_30 [Cy5]GATGTGGTGGGCATAGGTAGTCCAGAAGCC 30

NV14t_41 [Cy5]GTAACCACGCCATCACCCTATTATCTCATTATCTCGTTTTC 41

Nv14t_57 [Cy5]GTAACCACGCCATCACCCTATTATCTCATTATCTCGTTTTCCCTATGCGGCATAGGT 57
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с тем, что вирус VV- GMCSF-Lact, как и все ортопок-
свирусы, имеет большой размер (около 600 нм), что 
позволяет отсечь меньшие по размеру частицы, уста-
новив соответствующим образом ворота на графике 
зависимости интенсивности прямого и бокового све-
торассеивания.

Результаты исследования показали (рис.4), что 
максимальная интенсивность флуоресценции в ка-
нале APC-A наблюдалась для аптамеров NV1t_72, 
NV4t_64, NV4t_53, NV14t_41, NV14t_57.

Из рис. 3 видно, что данные аптамеры были мо-
дифицированы различными способами. Аптамер 
NV1t_72 имеет последовательность нуклеотидов, 
близкую к исходному NV1, однако его структура 
отличается от конформации аптамеров NV4t_64 и 
NV4t_53, которые были получены путем добавления 
нуклеотидов праймеров к разным частям исходного 
аптамера NV4, а аптамеры NV14t_41 и NV14t_57 – 
путём удаления нуклеотидов праймеров у аптамера 
NV14.

Таким образом, модификация аптамеров, выбран-
ных первоначально с помощью метода SELEX, позво-
лила получить пять укороченных аптамеров NV1t_72, 

NV4t_64, NV4t_53, NV14t_41 и NV14t_57, которые 
эффективно связываются с онколитическим вирусом 
VV-GMCSF-Lact, но наиболее аффинным к онколи-
тическим вирусам оказался аптамер NV14t_57. Воз-
можно, это связано с тем, что вторичная структура 
укороченного аптамера NV14t_57 полностью совпа-
ла с его полноразмерным предшественником NV14 
(рис.3), в отличие от укороченных версий других 
аптамеров, конформация которых оказалась значи-
тельно измененной. Так, например, у аптамеров NV6 
и NV6t_50 основное отличие заключалось в том, что 
нуклеотиды, участвовавшие в образовании компле-
ментарных участков в аптамере NV6, оказались не-
комплементарными в аптамере NV6t_50, и наоборот, 
нуклеотиды, которые формировали петлю в аптамере 
NV6, либо были некомплементарными, оказались в 
дуплексной части укороченного аптамера (NV6t_50). 
Такая модификация, по-видимому, и явилась при-
чиной снижения аффинности аптамера, поскольку 
нуклеотиды образуют водородные связи с мишенью 
либо через фосфатную группу, когда они находятся 
в дуплексной части, либо через азотистое основание 
некомплементарного участка, причем в зависимости 
от типа основания количество водородных связей 
варьирует. Следовательно, сохранение расположения 
нуклеотидов полноразмерных аптамеров в структур-
ных мотивах их укороченных версий является очень 
важным для обеспечения их аффинности.

Аптамер NV14t_57 имеет достаточно жесткую 
структуру, поскольку содержит большое количество 
комплементарных участков. Дуплексные домены мень-
ше подвержены конформационным изменениям и 
сохраняют пространственную форму аптамера, что 
играет ключевую роль в молекулярном распознавании 
мишени. Кроме того, у такой структуры все нуклеотиды 
будут доступны для связывания, поскольку молекула 

Рисунок 3. Вторичные структуры полноразмер-
ных и укороченных аптамеров к онколитическому ви-
русу VV-GMCSF-Laсt

Figure 3. Secondary structures of full-length and trun-
cated aptamers to the VV-GMCSF-Last oncolytic virus

Рисунок 4. Оценка связывания Cy5-модифициро-
ванных аптамеров c онколитическим вирусом VV- 
GMCSF-Lact. Сигнал флуоресценции для красителя 
Cy5 детектировали в канале APC-A.

Figure 4. Assessing the binding of Cy5-modified aptam-
ers to the VV-GMCSF-Lact oncolytic virus. The fluorescence 
signal for the Cy5 dye was detected in the APC-A channel.
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аптамера не загибается сама на себя, как в случае с апта-
мером NV2, так как гибкость достигается только за счет 
одинарных цепей нуклеотидов, которых в структуре 
этого аптамера немного. Также в структуре нет длинных 
одинарных нитей, которые за счет электростатическо-
го взаимодействия могли бы связаться с фосфатными 
группами других нуклеотидов и тем самым сделать их 
недоступными для связывания с мишенью.

Таким образом, аптамер NV14t_57 является наи-
более перспективным кандидатом для дальнейшей 
работы по созданию препарата для противоопухоле-
вой терапии онкологических заболеваний на основе 
онколитических вирусов осповакцины. 
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