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Начиная с 1990 года, когда в литературе появились первые упоминания об аптамерах, интерес к этим однонитевым молекулам ДНК или РНК, способным специфически связываться с другими молекулами, неуклонно возрастает. Среди аптамеров к разным молекулам-мишеням в отдельную группу можно выделить аптамеры к гемину. Гемин, взаимодействуя с его аптамером, образует комплекс, который называется нековалентным пероксидаза-подобным ДНКзимом (нДНКзим). нДНКзим обладает рядом преимуществ перед нативным ферментом, а именно: большую стабильность,  проcтату его получения и ренатурации, более низкую стоимость. Хотя данный катализатор уже активно используется в аналитической практике, все же каталитическая активность нДНКзима невысока, в связи с чем предел его обнаружения (ПО) более чем в 1000 раз выше ПО нативной пероксидазы.  Одной из основных причин этого является невысокая аффинность гемина к его аптамерам (Kd ~ 10-7 M), поэтому использование нДНКзима в нано- и пикомолярных концентрациях приводит к его диссоциации на исходные компоненты. По-видимому данная проблема может быть решена при ковалентном присоединении гемина к его аптамеру(ам).
***
Целью данной работы является получение и характеристика высокоактивного ковалентного ДНКзима (кДНКзима), обладающего пероксидазной активностью.

На первом этапе работы в результате синтеза был получен ряд конъюгатов гемина с его аптамером EAD2 (кДНКзим), при этом была оптимизирована длина и химическая природа линкера, связывающего гемин и олигонуклеотид, а также положение гемина на 3’/5’-концах аптамера. Установлено, что наибольшей каталитической активностью обладает комплекс, в котором гемин связывается с аптамером на 5’-конце через линкер dТ10. 
На втором этапе работы была проведена оптимизация условий определения каталитической активности комплекса для хемилюминесцентного (ХЛ) и колориметрического (КМ) методов детекции, используя в качестве субстратов люминол и АБТС соответственно. Найдено, что чувствительность определения кДНКзима с использованием ХЛ метода существенно выше, чем с использованием КМ метода.
Показано, что ПО полученного кДНКзима с использованием ХЛ метода детекции составил 0,2 рМ, что соответствует ПО для нативной пероксидазы хрена (0,25 рМ). Более того, ПО кДНКзима значительно ниже, чем ПО для нДНКзима (комплекса гемина с аптамером EAD2 (350 рМ)). 
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