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Аннотация
Остеопороз — глобальная проблема здравоохранения, значение которой увеличивается с ростом и старением населе-

ния. В данном исследовании на модели in vitro оценен потенциал использования аптамеров к антагонистам Wnt-пути для лече-
ния остеопороза. Установлено, что модифицированные ДНК-аптамеры к белкам Dickkopf-1 и склеростину влияют на уровни 
экспрессии ключевых генов, задействованных в ремоделировании костной ткани: гена коллагена 1-го типа и гена RANKL.

Abstract
Osteoporosis is a global health problem whose importance increases with the growth and aging of the population. Here, we 

estimated in vitro the potential of aptamers targeted to Wnt antagonists for osteoporosis treatment. It was found that modified DNA 
aptamers against Dickkopf-1 and sclerostin proteins influence the levels of expression of key genes involved in bone tissue remodeling, 
namely the type 1 collagen gene and the RANKL gene.

Введение
Остеопороз является серьезным заболеванием с потерей костной массы, снижением плотности кости и раз-

рушением ее микроструктуры. Его развитие находится под контролем нескольких сигнальных путей, в том числе 
Wnt-пути, который регулирует дифференцировку и пролиферацию хондроцитов, остеобластов, мезенхимальных 
стволовых клеток и остеокластов [1]. Антагонисты Wnt-пути Dickkopf-1 (DKK-1) рассматривают в качестве ми-
шеней для лечения остеопороза. Перспективным способом таргетного ингибирования функциональной активно-
сти белков является использование олигонуклеотидных аптамеров.

Цель — исследовать влияние аптамеров к DKK-1 и склеростину на уровни экспрессии ключевых для ре-
моделирования костной ткани генов коллагена 1-го типа и RANKL в остеобластах человека.

Материалы и методы
В  работе использованы ДНК-аптамеры к  склеростину аptscl56  [2] и  scl2  [3], ДНК-аптамеры к  DKK-1 

TD10 [4] и DK4_41t [5]. Для повышения их биологической устойчивости заменяли четыре концевых дезоксирибо-
нуклеотида 2´-О-метилрибонуклеотидами и вводили на 3´-конец 3´-3´-фосфодиэфирную связь. В случае аптамера 
scl2 модифицировали только 5´-фрагмент (scl2-1) либо 5´- и 3´-фрагменты (scl2-2). Аптамеры были синтезированы 
твердофазным фосфитамидным методом. Их аффинности оценивали колориметрически с иммобилизацией белка 
в лунках планшета. Остеобласты человека U2OS культивировали в течение 14 дней в остеогенной среде, затем 
вносили аптамеры (500 нМ) на 24 и 48 ч. Клетки лизировали реагентом «Лира» (Биолабмикс) и выделяли РНК хло-
роформ-изопропаноловым методом. Для количественной ОТ-ПЦР использовали набор Биолабмикс с праймерами 
к генам коллагена 1-го типа, RANKL и флуоресцентными зондами, на приборе LightCycler480 (Roche).

 *  Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда (проект № 24-25-20111) и Правительства Но-
восибирской области (соглашение № 81).
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Результаты
Получена серия химически модифицированных ДНК-аптамеров к склеростину и DKK-1, специфично свя-

зывающих белки-мишени с константами диссоциации в диапазоне 3–41 нМ. Количественный ОТ-ПЦР-анализ 
показал, что аптамеры к  склеростину scl2-1, scl2-2 повышают экспрессию гена коллагена 1-го типа в остеоб-
ластах через 24 ч в 2,8 и 3,8 раза соответственно, а через 48 ч уровень экспрессии снижается до контрольного 
(без добавления аптамеров). Для аптамера aptscl56 отмечена та же тенденция, но повышение уровня экспресии 
выражено менее значимо. Аптамеры к DKK-1 (TD10 и DK4_41t) не изменяют уровень экспрессии гена коллагена 
через 24 ч, а через 48 ч он значимо снижается.

Влияние аптамеров на уровень экспрессии цитокина RANKL оказалось разнонаправленным. Так, аптаме-
ры scl2-1 и TD-10 повышают уровень экспрессии гена RANKL по сравнению с контролем через 24 ч. В случае 
scl2-2 и DK4_41t уровень экспрессии RANKL через 24 ч не изменяется, а в случае аптамера aptscl56 — значимо 
снижается. При этом все исследованные аптамеры через 48 ч инкубации значительно снижали уровень экспрес-
сии RANKL. Известно, что цитокин RANKL, продуцируемый остеобластами, активирует остеокласты, а для ле-
чения остеопороза важно снижать их активность.

Выводы
Таким образом, аптамеры к склеростину увеличивают экспрессию гена коллагена 1-го типа в остеобла-

стах, что может свидетельствовать о подавлении активности склеростина и активации Wnt-пути, регулирующего 
функциональную активность клеток, в остеобластах. Влияние аптамеров на экспрессию гена RANKL является 
более комплексным. Можно заключить, что аптамеры являются перспективными для более детального изучения 
их таргетных взаимодействий с ингибиторами Wnt-пути, подбора оптимального режима дозирования и исследо-
вания активности in vivo.
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