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Гиперэкспрессия рецептора эпидермального фактора роста (EGFR) или его мутации опосредуют сигналь-
ные пути, приводящие к пролиферации, инвазии опухолевых клеток, а также к повышению их выживаемо-
сти. Несмотря на успешность клинического применения антител против EGFR у пациентов с колоректаль-
ным раком и плоскоклеточным раком головы и шеи, показана их низкая эффективность при глиобластоме. 
Поэтому для терапии глиом необходим специфичный к EGFR препарат, способный проникнуть в опухо-
левый очаг в головном мозге и обладающий низкой иммуногенностью. В данной работе в качестве такого 
препарата представлены аптамеры – одноцепочечные ДНК-олигонуклеотиды, специфичные к EGFR, U2 
и Gol1. В этом исследовании мы получили клеточную модель глиомы человека с гиперэкспрессией EGFR 
и  EGFRvIII, на которой показали специфичность аптамеров U2 и  Gol1 к  данным рецепторам, используя 
классические методы, а также метод апта-иммуноцитохимии. Исследование влияния связывания аптамера 
Gol1 с рецептором EGFRvIII на следующие ступени сигнального пути показало изменение уровней экспрес-
сии генов, связанных с пролиферацией и выживаемостью клеток (JUN, FOS, CCND1, PI3K и AKT3), в то вре-
мя как аптамер U2 не продемонстрировал значимый эффект на клетках in vitro. Эти результаты показали, что 
аптамер Gol1 обладает терапевтическим потенциалом против опухолевых клеток глиобластомы человека, 
гиперэкспрессирующих рецептор мутантного типа EGFRvIII.
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ВВЕДЕНИЕ

Злокачественные новообразования являются 
одной из острейших проблем современной меди-
цины. В России в 2021 г. они явились второй причи-
ной смерти после патологий сердечно-сосудистой 
системы (Каприн, 2022). Глиомы же, как наибо-
лее часто встречаемые опухоли головного мозга, 
остаются серьезной проблемой для человечества, 
несмотря на развитие технологий и медицины. Их 
особенности, такие как наличие гематоэнцефали-
ческого барьера, иммунное микроокружение и то-

пология, представляют ряд трудностей для тера-
пии. EGFR на сегодняшний день является одной 
из наиболее перспективных мишеней терапии, 
поскольку наблюдается его гиперэкспрессия более 
чем в 60% глиом (Zhou et al., 2017).

Во многих глиомах выявляются разные из-
менения EGFR, в  частности метилирование, 
амплификации, делеции и  однонуклеотидные 
полиморфизмы (SNP). Эти изменения корре-
лируют с  пролиферацией, инвазией опухоле-
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вых клеток и с патологическим ангиогенезом. 
Также мутации данного гена коррелируют 
с  выживаемостью пациентов и  ответом на те-
рапию ингибиторами тирозинкиназ (Wan et 
al., 2010). Глиобластома (ГБ) – наиболее агрес-
сивная форма глиом (Grade IV), более 60% ГБ 
гиперэкспрессируют EGFR, и примерно в по-
ловине из них гиперэкспрессия EGFR явля-
ется результатом мутантной формы рецепто-
ра, EGFRvIII (Zhou et al., 2017). В  EGFRvIII 
происходит внутрирамочная делеция экзонов 
2–7 (NM_001346941.2), что приводит к  ги-
перэкспрессии укороченного рецептора. Этот 
прототип онкопротеина не связывается с  ли-
гандом и  конститутивно активен (Zok et al., 
2018). По сравнению с  EGFRwt, в  EGFRvIII 
отсутствуют аминокислоты 6–273, и  удаление 
этих 268 аминокислот создает сайт соединения 
с новым остатком глицина между аминокисло-
тами 5 и 274 (Babic et al., 2013).

EGFRvIII увеличивает экспрессию белков, 
важных для апоптоза, инвазии, стволовости, 
метаболизма и  ангиогенеза, включая BCL-xL, 
белки внеклеточного матрикса (ECM), аномаль-
ный веретенообразный белок, ассоциированный 
с  микроцефалией (ASPM), белок-переносчик 
глюкозы типа 1 (GLUT1), фактор, ингибирую-
щий лейкемию (LIF) и  фактор сплайсинга ге-
терогенного ядерного рибонуклеопротеина A1 
(hnRNPA1) (Feng et al., 2012; Oprita et al., 2021; 
Reuter, Mathews, 2010; Ward et al., 2012; Xia et al., 
2009). Эти факторы способствуют пролифера-
ции и выживанию.

Редкие клетки в  ГБ человека совместно 
экспрессируют EGFR и  EGFRvIII, при этом 
коэкспрессия EGFR и  EGFRvIII делает но-
вообразования более злокачественными. Боль-
шинство опухолей глиобластомы человека, в ко-
торых показана совместная экспрессия EGFR 
и  EGFRvIII, представлены гетерогенными опу-
холевыми клетками, часть из которых экспрес-
сируют преимущественно один из вариантов 
рецептора. При этом клетки, экспрессирующие 
EGFRvIII, могут передавать сигналы клеткам, 
экспрессирующим только EGFR, паракринным 
образом. Показана возможная модель, включаю-
щая эти функции (Cvrljevic et al., 2011).

Воздействие на столь важную терапевти-
ческую мишень в  клетках глиомы, как EGFR, 
влечет за собой ряд трудностей и  неразрешен-
ных вопросов. Препараты моноклональных ан-
тител, которые чаще всего используются в  ме-

дицине для ингибирования EGFR, показывают 
крайне низкую эффективность при глиоме. Это 
связано с  трудностями их доставки в  опухоле-
вую ткань, находящуюся в головном мозге. Ап-
тамеры, или малые ДНК (или РНК), – аналоги 
химических антител, за счет уникальных тре-
тичных структур обладают высоким сродством 
и  специфичностью к  белкам-мишеням. Апта-
меры отбирают путем систематической эволю-
ции лигандов при помощи экспоненциального 
обогащения (SELEX) и  разрабатываются в  том 
числе как антагонисты факторов, ассоцииро-
ванных с различными заболеваниями (Mayer & 
Arteaga, 2016). Они обладают рядом привлека-
тельных черт в качестве молекулярных зондов, 
в  сравнении с  антителами: (1) низкая молеку-
лярная масса; (2) низкая иммуногенность и ток-
сичность; (3) высокая аффинность и специфич-
ность; (4) быстрый, воспроизводимый синтез 
и  модификация (Horvath et al., 2006; Ratushny 
et al., 2009).

В случае аптамеров, специфичных к маркерам 
злокачественных образований, один из приори-
тетных объектов – это маркер EGFR. На сегод-
няшний день известно более 30 аптамеров ну-
клеиновых кислот к EGFR (Kopylov et al., 2021). 
Эти «химические малые нуклеиновые антитела» 
рассматриваются как крайне перспективные со-
единения, способные специфически связывать-
ся с  EGFR и  его мутантной формой EGFRvIII 
и, возможно, даже оказывать на них определен-
ное воздействие, а  также осуществлять опосре-
дованную доставку препаратов в клетки. Два ап-
тамера в  более ранних исследованиях показали 
интересные антипролиферативные свойства для 
глиом человека: аптамер U2 (Mayer & Arteaga, 
2016) и  полученный в  результате укорачивания 
U2 с  сохранением специфичных структур для 
связывания с EGFR – Gol1.

В данной работе была создана клеточная мо-
дель глиомы человека с гиперэкспрессией EGFR 
и  EGFRvIII с  последующей оценкой специ-
фичности аптамеров U2 и  Gol1 к  данным ре-
цепторам. Для сравнения в  качестве «золотого» 
стандарта была принята клеточная линия U87, 
а также использована клеточная культура глиоб-
ластомы человека G01, полученная из опухоле-
вой ткани пациента (Pavlova et al., 2021). В ходе 
работы необходимо было понять роль U2 и Gol1 
в изменении экспрессии генов молекул сигналь-
ных путей EGFR, приводящих к росту и делению 
клеток, пролиферации и  выживаемости опухо-
левых клеток глиобластомы человека.

ДЗАРИЕВА и др.
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МЕТОДИКА

Клеточные культуры и клеточные линии 
глиобластомы человека

Линия клеток U87 была получена из Инсти-
тута цитологии РАН (Санкт-Петербург). Пер-
вичная культура клеток глиобластомы человека 
G01 была получена из эксплантата, предостав-
ленного НМИЦ нейрохирургии им. академика 
Н. Н. Бурденко (Москва).

U87/EGFRwt, G01/EGFRwt и G01/EGFRvIII 
были получены в результате трансфекции генети-
ческими конструкциями при использовании ре-
агента TurboFect (ThermoFisher Scientific, США). 
Селекция проводилась с  использованием анти-
биотика гигромицина В (ThermoFisher Scientific, 
США) в концентрации 200 мкг/мл. Для контро-
ля уровня трансфекции клеток проводили транс-
фекцию клеток плазмидой pEGFP-N1 (Clontech, 
США), содержащей ген GFP (зеленый флуорес-
центный белок), после которой было подсчитано 
соотношение клеток с флуоресцентным зеленым 
свечением к ядрам клеток. Результаты были оце-
нены при помощи флуоресцентного микроскопа 
KEYENCE BZ‑9000.

Трансфицированные и  нетрансфицирован-
ные клетки U87 и  G01 пассировали в  культу-
ральной среде DMEM/F12 (ПанЭко, Россия) 
с  добавлением L-глутамина (ПанЭко, Россия) 
в концентрации 292 мг/л, 10% фетальной бычь-
ей сыворотки (Thermo Fisher Scientific, США) 
и  100-кратного антибиотика-антимикотика 
(10 000 единиц / мл пенициллина, 10 000 мкг / мл 
стрептомицина и 25 мкг / мл Gibco Amphotericin 
B) при 37 ℃ и  5% СО2. Трансфицированные 
клетки культивировали до получения трансген-
ных культур с  устойчивой экспрессией EGFR 
или EGRFvIII.

Аптамеры

Поиск новой последовательности ДНК, спо-
собной связываться с EGFR, опирался на предпо-
ложение об оптимизации вторичной структуры 
известных аптамеров. В качестве источника дан-
ных о  вторичной структуре использовали пред-
сказанные состояния для ДНК-аптамера U2, 
который был отобран командой X. Zhang (Wu et 
al., 2014). На основании анализа вариантов 
предсказанных структур двух разных аптамеров 
U2 и  U31, специфичных к  EGFR и  EGFRvIII, 
был выбран дизайн новой структуры, содержа-
щий мультипетлю. Предполагалось, что имен-
но мультипетля служит узнающим элементом. 

По результатам вычислительной оптимизации 
последовательности под желаемую вторичную 
структуру методом многомерного сканирования 
Больцмана в утилите RNASketch (Hammer et al., 
2017, 2019) был предложен аптамер Gol1 с  по-
следовательностью: 5›-GCCGGCATTTTGACG
CCGCCCCGGCTGCTTATGCTCCGGGGCAT
ATGGC‑3›.

Антитела

В  исследовании были использованы анти-
тела против EGFR «дикого типа» EGFR (225) 
(# MA5–12880 ThermoFisher Scientific, США), 
антитела против мутантной формы EGFRvIII 
(L8A4) (MABC1126–100UG Merck, Германия), 
антитела против бета-тубулина (T7816) (Sigma, 
США), вторичные ослиные антимышиные ан-
титела, меченые HRP (115–035–003 Jackson 
ImmunoResearch, Англия), вторичные ослиные 
антимышиные антитела, конъюгированные 
с  флуоресцентным красителем Cy5 (715–175–
151 Jackson ImmunoResearch, Англия).

Клонирование

В  результате клонирования была получе-
на генно-инженерная конструкция EGFRvIII/
CMV3, основанная на экспрессионном векто-
ре CMV3-untagged (Sinobiological, США), пред-
назначенном для гиперэкспрессии в  клетках 
млекопитающих. EGFRvIII был получен в  ре-
зультате инвертированного ПЦР на основе 
коммерческого вектора pCMV-EGFR (кат. но-
мер HG10001-UT, Sinobiological, США), ко-
торый содержит кодирующую последователь-
ность «дикого типа» EGFR, вектор EGFRwt/
CMV3. Для инвертированного ПЦР дополни-
тельно создали конструкцию на основе вектора 
pBluescript II SK(+) (pBSK II SK(+)) (Stratagene, 
США): EGFRwt был вырезан эндонуклеазами 
рестрикции Kpn1 и  Xba1 и  лигирован в  pBSK 
II SK(+), обработанный этими же рестриктаза-
ми. В  результате инвертированного ПЦР была 
получена делеция в  801 пн, что соответствует 
делеции 2–7 экзона дикого типа EGFR. Пара-
метры ПЦР-реакции для Phusion-полимеразы 
(ThermoFisher Scientific, США): предваритель-
ная денатурация 98℃ 4 мин; денатурация 98℃ 
15 сек, отжиг 60℃ 15 сек, элонгация 90 сек, 
35  циклов; финальная элонгация 72℃ 5 мин. 
Нуклеотидная последовательность праймеров: 
EGFRvIII_F0 CGG GCT CTG GAG GAA AAG 
AA; EGFRvIII_R0 GAG GGA GCG TAA TCC 
CAA GG; EGFRvIIIinvF GTA ATT ATG TGG 
TGA CAG A; EGFRvIIIinvR CTT TCT TTT CCT 
CCA GAG C.

СПЕЦИФИЧНОСТЬ АПТАМЕРОВ U2 И GOL1
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Вестерн-блот-гибридизация

Клетки лизированы в  SDS–Лэммли-буфере 
(62.5 мМ Tris–HCl (pH 6.8), 2% SDS и 10% гли-
церол, 100 мМ дитиотреитол). Нормализован-
ное количество клеток образцов было разделено 
в  8.0%-м SDS-полиакриламидном геле, прове-
ден перенос на нитроцеллюлозную мембрану 
0.22 мкрн (BioRad, США) при 100 В в течение 1 ч 
при охлаждении. Для иммуноблоттинга исполь-
зовали антитела против EGFR (225) (1:750), ан-
титела против EGFRvIII (L8A4) (1:1000), анти-
тела к бета-тубулину (T7816) (1:700), вторичные 
антитела, меченные HRP (1:20000).

Апта-иммуноцитохимия

Клетки предварительно инкубировали на 
круглых покровных стеклах, помещенных в лун-
ки 24-луночного планшета, в течение 3 ч в при-
сутствии аптамеров U2 и  Gol1 в  концентрации 
1 мкМ и полной ростовой среды DMEM/F12. По-
сле этого отмытые 3 раза по 5 мин фосфатно-со-
левым буфером клетки фиксировали 4%-м пара-
формальдегидом в течение 30 мин при +4℃ для 
дальнейшего иммуноцитохимического анализа. 
Препараты клеток инкубировали в  течение часа 
при комнатной температуре с  первичными ан-
тителами против EGFR (225) и против EGFRvIII 
(L8A4) в титре 1:50, затем проводили инкубацию 
в темноте со вторичными антимышиными мечен-
ными Cy5 антителами (1:50). Ядра клеток окра-
шивали Hoechst 33342 (1:500) (Sigma).

Препараты исследовали на комплексе лазер-
ного сканирующего конфокального микроскопа 
Carl Zeiss серии LSM‑710 с короткоимпульсным 

фемтосекундным инфракрасным лазером с  пе-
рестраиваемым диапазоном (800–1500 нм) для 
мультифотонного возбуждения флуоресценции.

Проточная цитометрия

Клетки U87, G01, U87/EGFRwt, G01/
EGFRwt и  G01/EGFRvIII плотностью 5 × 105 
были диссоциированы и осаждены центрифуги-
рованием 5 мин при 1000 g. Промытый фосфат-
но-солевым буфером осадок клеток разделили 
на 3 пробирки: контроль, клетки с  добавлени-
ем U2, клетки с добавлением Gol1. Инкубацию 
клеток с  аптамерами, меченными FAM, в  кон-
центрации 1000 наномоль проводили в  течение 
30 мин при +4℃ в темноте. Далее клетки трижды 
промывали фосфатно-солевым буфером путем 
осаждения в течение 3 мин при 1000 g и последу-
ющего ресуспендирования в буферном растворе, 
ресуспендировали в 200 мкл буферного раствора 
и проводили измерение на приборе. Интенсив-
ность флуоресценции определяли путем под-
счета 10 000 событий на проточном цитометре 
CytoFLEX LX и ПО CytExpert (Beckman Coulter, 
США).

Оценка уровня экспрессии белков сигнального пути 
EGFR методом полимеразной цепной реакции 

в реальном времени

При достижении конфлюентности 70% к кле-
точным культурам добавляли аптамер U2 или 
Gol1 в  концентрации 10 мкМ, в  качестве отри-
цательного контроля были приняты клетки без 
воздействия. Спустя 72 ч из клеток выделяли 
тотальную РНК с  помощью реагента RNAzol® 
RT (Sigma, США), в  соответствии с  протоко-

Таблица 1. Последовательность олигонуклеотидных праймеров
Table 1. Sequence of oligonucleotide primers

Ген Прямой праймер 5’-3’ Обратный праймер 5’-3’
Grb2 GGCGTTCTCCTGCTTGTACT ATGACTTCCTCCTCCGCTCT
SOS GCAGCTGCCCTACGAGTTT GGCTGAGCTTGGCATAGCA
Ras AGCAGATCAAACGGGTGAAGG TCTTGGCCGAGGTCTCGAT

A-RAF CAAGGGACGAAAGACGGTCA CAAGGGACGAAAGACGGTCA
MEK TCTGCAGTTAACGGGACCAG- GGCTTGTGGGAGACCTTGAA
ERK CCAGAGAACCCTGAGGGAGA TGTTGAGCAGCAGGTTGGAA
PI3K CTGCAGTTCAACAGCCACAC TGTGCATTCTTGGGCTCCTT
AKT3 CCATTGTGAAAGAAGGTTGGGT TGCCACTGAAAAGTTGTTGAGG
JUN GGATCAAGGCGGAGAGGAAG GCTGCGTTAGCATGAGTTGG
c-Fos CAAGCGGAGACAGACCAACT TGCTGCTGATGCTCTTGACA

Cyclin D1 GGCGGAGGAGAACAAACAGA TGTGAGGCGGTAGTAGGACA
CDK4 GCCAGTGGCTGAAATTGGTG CAGTCGCCTCAGTAAAGCCA

RPL13A CATAGGAAGCTGGGAGCAAG GCCCTCCAATCAGTCTTCTG
GAPDH CAGGGCTGCCTTCTCTTGTG GCCTTGACTGTGCCGTTGAA

TBP GAGCTGTGATGTGAAGTTTCC TCTGGGTTTGATCATTCTGTAG
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лом производителя. Для получения кДНК ис-
пользовали обратную транскриптазу MMLV 
H minus (Thermo Fischer, США) и  рандомный 
N10-праймер (Евроген, Россия). Полученную 
кДНК использовали для проведения полиме-
разной цепной реакции. Параметры ПЦР-РВ: 
предварительная денатурация – 95˚С 5 мин; 
40  циклов амплификации: 10 сек денатурации 
при 95˚С; 30 сек – отжиг праймеров при 60˚С; 30 
сек элонгации при 72˚С; финальная элонгация – 
72˚С 3 мин. Анализ проводился при помощи ам-
плификатора LightCycler 96 и  программного 
обеспечения LightCycler 96 Software Version 1.1 
(ROCHE, Швейцария).

Праймеры подбирали к  генам человека, ис-
пользуя программу Primer-Blast (NCBI). В каче-
стве референсных генов были выбраны GAPDH 
(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), 

RPL13A (ribosomal protein L13a). Целевые гены 
были выбраны из сигнального пути EGFR. Экс-
перимент проводился в трех повторностях.

Праймеры, которые использовали в исследо-
вании, представлены в табл. 1.

Статистический анализ

Статистический анализ проводили двухфак-
торным дисперсионным анализом (two-way 
ANOVA) с последующим апостериорным тестом 
Тьюки или U-тестом Манна – Уитни с  помо-
щью GraphPad Prism 9.0.0 (GraphPad Software, 
Бостон, Массачусетс, США). Данные выража-
ли как среднее значение ± стандартная ошибка 
среднего, p-критерий считался значимым при * 
= р < 0.05, ** = р < 0.01, *** = р < 0.001, **** = р 
< 0.0001. Все эксперименты проводились в трех 
повторностях.

(а)

80 мкм 80 мкм

(161) MfeI

(8964) FspI

(7733) BspQI - SapI

(6963) SacII

(6591) RsrII

(6119) AvrII
(6118) StuI

(5886) CsiI - SexAI*

(6210) PshAI

(6547) AsiSI

CAP binding site
lac operator

(7470) BstZ17I

9 000 1
 000

2
 000

3 00
0

4 000

5 000

6
 000

7
 000

8 00
0

NruI (208)
SpeI (267)

(9663) SgrDI

SnaBI (608)

PaeR7I - XhoI (1029)
BlpI (1069)

HindIII (1415)
Acc65I (1421)

KpnI (1425)

BstEII (4129)
BbvCI (4227)

BspDI - ClaI (4248)

Primer 1 (1496 .. 1514)

Primer 2 (2316 .. 2334)

La
c 

pr
om

ot
er

 

     
     

      
     A

mpR  AmpR promoter              CMV promoter       T7 prom
oter

M
13

 re
v 

 

                  CMV enhancer

SV
40 poly (A

) signal 

        SV40 promoter       bGh poly (A) signal 
       

      
      

     
     

    
    

    
 E

G
FR

H
ygR

 

   f1 ori 
    cytoplasmic domaln 

    
    

    
    

    
    

    
   

   
   

   
  e

xt
ra

ce
llu

la
r d

om
ai

n

EGFR wt
9665 bp

SV40 ori

(б)

(в)

BB
GFP

BB
GFP

(д)

EGFRwt

U
87

G
01

G
01

/E
G

FR
w

t

G
01

G
01

/E
G

FR
vI

II

U
87

/E
G

FR
w

t

β-tubulin

(г)

MfeI (161)

(8169) FspI

(6938) BspQI - SapI
(7054) PciI

(6168) SacII

(5796) RsrII

(5324) AvrII
(5323) StuI

(5091) CsiI - SexAI*

(4261) BsaBI* XbaI* (4259)

(5415) PshAI
(5347) SmaI

(5345) TspMI - XmaI

(5752) AsiSI

CAP binding site
lac operator

(6675) BstZ17I

1
 000

2
 000

3 00
0

4 0005
 000

6
 000

7 0
00

8 000

NruI (208)
SpeI (267)

(8868) SgrDI

SnaBI (608)

PaeR7I - XhoI (1029)
BlpI (1069)

HindIII (1415)
Acc65I (1421)
KpnI (1425)

PaqCI (2342)

BbvCI (3426)
BspDI - ClaI (3447)

la
c 

pr
om

ot
er

 

    
     

     
     

      
    A

mpR  AmpR promoter                    CMV promoter           T7 prom
oter

or
i 

 
 

                     extracellular dom
alnM

13
 re

v 

 
                             CMV enhancer

SV
40 poly (A

) signal 

               SV40 promoter            bGh poly (A) signal 

      
     

     
     

    
    

    
    

   E
G

FR
v3

H
ygR 

        f1 ori         
       

 cytoplasm
ic 

domaln
 

    
    

  

EGFR v3
8870 bp

SV40 ori

ori 
 

 

                     extracellular dom
aln

or
i

EGFRvIII

Рис. 1. (а) – карта молекулярно-генетической конструкции EGFRwt/CMV3; (б) – карта молекулярно-генетической 
конструкции EGFRvIII/CMV3; оценка эффективности трансфекции клеточной культуры G01 (в) и клеточной ли-
нии U87 (г), GFP – зеленое свечение. Ядра клеток окрашивали бисбензимидом (Hoechst 33342, Sigma) – синее све-
чение. (д) – анализ экспрессии EGFR в контрольных и трансгенных клетках линии U87 и в клетках культуры G01, 
полученной от пациента. Нормализовано по бета-тубулину.
Fig. 1. (а) – Plasmid map of the vector EGFRwt/CMV3; (б) – Plasmid map of the vector EGFRvIII/CMV3; Evaluation of the 
efficiency of transfection of G01(в) cell culture and U87 (г) cell line by human glioblastoma, GFP – green. The cell nuclei 
were stained with bisbenzimide (Hoechst 33342, Sigma) – blue. (д) – Analysis of EGFR expression in control and transgenic 
cells of the human glioblastoma cell line U87 and in patient-derived human glioblastoma G01 cultured cells. Normalised for 
beta-tubulin.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Получение трансгенных клеточных культур  
U87/EGFRwt, G01/EGFRwt и G01/EGFRvIII

Полученные в  результате клонирования ген-
но-инженерные конструкции EGFRvIII/CMV3 
и  EGFRwt/CMV3 использовали для трансфек-
ции клеточной линии глиобластомы человека 
U87 и первично-перевиваемой культуры клеток 
глиобластомы человека G01 с последующим вы-
ведением стабильно-трансгенных культур кле-
ток с гиперэкспрессией EGFRwt или EGFRvIII 
(рис. 1 (а) и 1 (б)).

Оценка уровня трансфекции клеточных ли-
нии и культуры показала, что процент трансфек-
ции у клеток G01 составил 8.125%, у клеток U87–
21.21% (рис. 1 (в) и 1 (г)). Клетки U87/EGFRvIII 
после трансфекции продемонстрировали крайне 
низкую выживаемость, и,  так как не было по-

лучено достаточного количества для дальней-
ших исследований, данная линия исключена из 
экспериментов. Эксперимент повторялся более 
трех раз с  повторяющимся эффектом – нежиз-
неспособной трансгенной клеточной линии. 
Таким образом, для дальнейшего исследования 
были получены стабильные трансгенные линии 
культур U87/EGFRwt и  культуры G01/EGFRwt 
и G01/EGFRvIII.

Подтверждение экспрессии EGFRwt или EGFRvIII 
в трансгенных клеточных культурах глиобластомы 

человека методом Вестерн-блот-гибридизации

Созданные трансгенные клеточные культуры 
U87/EGFRwt, G01/EGFRwt и  G01/EGFRvIII 
были проанализированы на наличие трансген-
ного белкового продукта (рис. 1 Д). Наибольший 
уровень экспрессии белкового продукта наблю-
дается в трансгенных клетках U87wt, G01vIII.
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Рис. 2. Анализ связывания клеток глиобластомы человека in vitro с мечеными аптамерами U2-FAM и Gol1-FAM, 
специфичными к EGFR, методом проточной цитофлуориметрии (а) и апта-иммуноцитохимии (б). В качестве кон-
троля взяты интактные клетки. Антитела против EGFR (красный), аптамеры U2 и Gol1 (зеленый), синий – окраска 
ядер бисбензимидом.
Fig. 2. Analysis of binding of human glioblastoma cells in vitro with labeled aptamers U2-FAM and Gol1-FAM, specific for 
EGFR, by flow cytometry (a) and aptaimmunocytochemistry (b). Intact cells were taken as a control. Antibodies against 
EGFR (red), aptamers U2 and Gol1 (green), blue – staining of nuclei with bisbenzimide.
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U2 и Gol1 специфично связываются с клетками U87/
EGFRwt, G01/EGFRwt и G01/EGFRvIII

Оценка уровня интенсивности флуоресцен-
ции клеток методом проточной цитофлуориме-
трии после инкубации с аптамерами U2 и Gol1, 
меченными FAM (амидитом, содержащим флуо-
ресцеин), показала окрашивание аптамерами це-
левых клеток (рис. 2 (а)). Клетки U87/EGFRwt, 
G01/EGFRwt и  G‑01/EGFRvIII продемонстри-
ровали наилучшее связывание с U2 (рис. 2 (а)). 
В целом, полученные результаты проточной ци-
тометрии позволяют утверждать, что выбранные 
нами аптамеры U2 и Gol1 специфичны к высоко 
экспрессирующим EGFR клеткам (табл. 2).

Если проанализировать взаимодействие 
аптамеров U2 и  Gol1, специфичных к  EGFR, 
с  клетками культуры глиобластомы человека 
G01, то совершенно очевидно, что оба апта-
мера показывают большее сродство именно 
с EGFRvIII, что показывает привлекательность 
данных аптамеров для прогнозирования тече-
ния заболевания, а также возможность исполь-
зовать их для доставки терапевтических аген-
тов. Следует также обратить внимание: в случае 
взаимодействия с  линейными трансгенными 
клетками U87/EGFRwt мы обнаруживаем вы-
сокое сродство к  дикой форме. К  сожалению, 
в  данном случае мы не можем сравнить с  му-
тантной формой U87/EGFRvIII, так как дан-
ную трансгенную линию не удалось вывести для 
анализа.

Апта-иммуноцитохимический анализ с использова-
нием флуоресцентно-меченых аптамеров U2-FAM 
и Gol1-FAM, специфично связывающихся с EGFR

Для цитологической оценки экспрессии клет-
ками был проведен иммуноцитохимический 
анализ в  модифицированном варианте – ап-
та-иммуноцитохимия (использовалась конку-
рентная окраска опухолевых клеток антителами 

и  аптамерами, специфичными к  EGFR). Пред-
варительная инкубация в  течение 3 ч трансген-
ных клеточных культур глиобластомы человека 
G01 и трансгенной клеточной линии U87 глиоб-
ластомы человека с аптамерами U2 и Gol1 с по-
следующим иммуноцитотохимическим анали-
зом позволила получить одновременную окраску 
клеток как аптамерами, так и антителами против 
EGFRwt и EGFRvIII.

Анализ результатов окрашивания антителами 
показал, что EGFR в  исследуемых препаратах 
локализуется по всей цитоплазме клеток, в неко-
торых случаях по ядерной мембране (рис. 2 (б)). 
Аптамеры имеют ту же локализацию и  полно-
стью накладываются на окраску антителами, что 
подтверждает их специфичность к  интересую-
щему рецептору.

Стоит отметить более яркое свечение антител 
и аптамеров в трансгенных клетках U87/EGFRwt 
и G01/EGFRvIII, что говорит о большем количе-
стве искомого рецептора, нежели в контрольных 
клетках (рис. 2 (б)). Результаты совпадают с дан-
ными Вестерн-блоттинга.

Кроме того, привлекает внимание тот факт, 
что воздействие аптамера Gol1 блокировало даль-
нейшую окраску антителами против EGFRvIII 
(рис. 2 (б)), что говорит о совпадении специфич-
ного эпитопа для связывания антитела и аптамера 
Gol1 и о конкурентном их связывании.

При наложении зеленого свечения аптаме-
ров на красный свет флуоресцирующих антител 
против EGFR наблюдается оранжевое свече-
ние. Оранжевое свечение говорит о  взаимодей-
ствии аптамера и антитела с разными эпитопами 
EGFR, которое не создает конкуренции. В то же 
время совпадение распределения свечения анти-
тела и  аптамера говорит о  совпадении мишени 

Таблица 2. Цифровые показатели проточной цитофлуориметрии взаимодействия аптамеров U2 и  Gol1 с  клетками 
глиобластомы человека G01 и U87
Table 2. Digital indicators of flow cytofluorimetry of interaction of U2 and Gol1 aptamers with human glioblastoma cells G01 and 
U87

Среднее значение интенсивности 
флуоресценции клеток

(контроль)

Среднее значение интенсивности 
флуоресценции клеток

(связывание с аптамером U2)

Среднее значение интенсивности 
флуоресценции клеток

(связывание с аптамером Gol1)
G01 1202 1222 1459

G01/EGFRwt 10 522 13 882 13 676
G01/EGFRvIII 12 708 21 760 18 909

U87 14 567 21 187 21 434
U87/EGFRwt 23 790 34 838 29 112
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EGFR. Наличие только зеленого свечения ап-
тамера говорит о полном совпадении специфи-
ческого эпитопа EGFR, связывание с  которым 
аптамера не позволяет ему уже связаться с анти-
телом.

По результатам апта-иммуноцитохимическо-
го анализа можно сказать, что U2 более специ-
фичен к эпитопу EGFR дикого типа (EGFRwt), 
а Gol1 более специфичен к EGFRvIII.

Изменение уровней экспрессии белков сигнального 
пути EGFR после воздействия аптамеров U2 и Gol1 

в клетках глиобластомы U87 и G01

Воздействие аптамеров U2 и  Gol1 на клетки 
глиобластомы человека, гиперэкспрессирующие 
EGFRwt или EGFRvIII, оценивали методом по-
лимеразной цепной реакции в реальном времени. 
Для панели были взяты гены основных молекул 
сигнальных путей EGFR, приводящих к  росту, 
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Рис.  3. Анализ изменения уровней экспрессии генов молекул каскада EGFR методом ПЦР-РВ в  клетках глио
бластомы человека до и после трансфекции (а), до и после добавления аптамеров U2 и Gol1 в клетках линии U87 
(б) и клетках культуры G01 (в).
Экспрессию генов нормализовали относительно референсных генов GAPDH, RPL13A и TBP. Данные представлены 
в виде логарифмической шкалы среднего значения ± стандартная ошибка среднего, p-критерий считался значи-
мым при * = р < 0.05, ** = р < 0.01, *** = р < 0.001, **** = р < 0.0001 (ANOVA-тест). Все эксперименты проводились 
в трех повторностях.
Fig. 3. Analysis of changes in gene expression levels of EGFR cascade molecules by qPCR in human glioblastoma cells before 
and after transfection (а), before and after the addition of U2 and Gol1 aptamers in U87 line cells (б) and G01 culture cells (в).
Gene expression was normalized relative to the reference genes GAPDH, RPL13A and TBP. The data are presented as a 
logarithmic scale of the mean value ± standard error of the mean, the p-criterion was considered significant at *= p < 0.05, ** 
= p < 0.01, *** = p < 0.001, **** = p < 0.0001 (ANOVA test). All experiments were carried out in three replicates.
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пролиферации клеток и их способности к выжи-
ванию (PI3K/Akt; RAS/MAPK; MAPK/CREB).

В клетках линии U87/EGFRwt не наблюдает-
ся статически значимых изменений экспрессии 
этих генов по сравнению с исходной U87 (рис. 3 
(а)), в отличие от клеток культуры G01, получен-
ных из ткани глиобластомы пациента. В клетках 
трансгенной культуры G01/EGFRwt наблюдался 
сниженный уровень экспрессии генов CCND1 
и CDK4 (р < 0.05, р < 0.01), по сравнению с G01. 
Мы наблюдали статистически значимое сни-
жение экспрессии гена CDK4 в  клетках G01/
EGFRwt (р  < 0.01) и  в  клетках G01/EGFRvIII 
(р  < 0.0001), по сравнению с  контрольной кле-
точной культурой G01. При этом в культуре G01/
EGFRvIII значительно повышалась экспрессия 
генов MEK1, JUN, FOS и  AKT3, по сравнению 
с контролем (р < 0.05).

Далее был проведен анализ изменения экс-
прессии генов отобранной панели в  контроль-
ных и трансфицированных клетках линии U87, 
а также в культуре глиомы человека G01 при воз-
действии аптамерами U2 и Gol1.

Анализ оценки влияния аптамера U2 на экс-
прессию отобранной панели генов в  клетках 
культуры U87 показал статистически значи-
мое снижение экспрессии генов HRAS, ARAF, 
CCND1 и CDK4; а экспрессия AKT3 повышается 
(рис.  3 (в)). Аналогичная картина наблюдает-
ся при добавлении к  клеткам данной культуры 
аптамера Gol1, снижается экспрессия HRAS, 
CCND1, CDK4 и  повышается экспрессия AKT3 
и JUN (рис. 3 (в)). На трансгенные клетки U87wt 
аптамеры U2 и Gol1 оказывают практически та-
кой же эффект, что и на контрольной культуре, 
но в данной культуре оба аптамера значительно 
повышают экспрессию FOS, аптамер U2 не вли-
яет на экспрессию AKT3, а Gol1 повышает экс-
прессию SOS1 (рис. 3 (в)).

Подобный анализ изменения экспрессии ге-
нов отобранной панели был проведен на клет-
ках первичной культуры глиобластомы человека 
G01, G01/EGFRwt и  G01/EGFRvIII (рис.  3 Б). 
В  культуре G01 оба аптамера повышают экс-
прессию PI3K и  AKT3, участвующих в  PI3K/
Akt-сигнальном пути, ассоциированном с выжи-
ваемостью клеток. Помимо этого, и U2, и Gol1 
повышают экспрессию JUN, FOS. Интересно, 
что аптамер U2 снижает экспрессию CCND1 
и CDK4, а, как уже говорилось выше, как прави-
ло, экспрессия JUN и FOS имеет прямую корре-

ляцию с геном CCND1. Аптамер Gol1 не влияет 
на экспрессию CCND1, но снижает экспрессию 
CDK4.

В клетках культуры G01/EGFRwt наблюдает-
ся менее выраженный эффект аптамера U2, по 
сравнению с аптамером Gol1 (рис. 3 (б)), повы-
шается экспрессия генов ARAF, FOS и снижает-
ся экспрессия CDK4. Аптамер Gol1 значительно 
увеличивает экспрессию PI3K и AKT3, как и экс-
прессию генов JUN и FOS, при этом показывая 
аналогичный эффект и на CCND1. Помимо это-
го, Gol1 увеличивает экспрессию генов SOS1 
и ERK.

Оптимальная картина наблюдается при оцен-
ке влияния аптамеров U2 и Gol1 на экспрессию 
панели отобранных генов в  клетках культуры 
G01/EGFRvIII (рис. 3 (б)). В случае аптамера U2 
наблюдается повышение экспрессии JUN и FOS, 
а аптамер Gol1 снижает экспрессию генов JUN, 
FOS и CCND1, обуславливающих пролиферацию 
клеток. При этом впервые наблюдается сниже-
ние генов, ассоциированных с  выживаемостью 
клеток, таких как PI3K и AKT3.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В то время как редкие клетки в ГБ экспресси-
руют совместно EGFR и EGFRvIII, большинство 
опухолевых клеток экспрессируют преимуще-
ственно EGFR или EGFRvIII. Эти наблюдения 
предполагают иерархическую модель, в  кото-
рой EGFR и  EGFRvIII потенциально передают 
сигналы в компартменте опухолевых стволовых 
клеток и сегрегируют отдельно в дочерние клет-
ки в опухоли (Sugawa et al., 1990) (рис. 4 (а)).

В опухолевых клетках, где EGFR и EGFRvIII 
экспрессируются совместно, EGFRvIII способ-
ствует росту клеток, экспрессирующих EGFR 
дикого типа, через паракринный интерлейкин 6 
(IL‑6) и/или LIF-зависимый путь. Эти цитоки-
ны активируют EGFR через гликопротеин 130 
(GP130) (Reuter, Mathews, 2010). После связы-
вания лиганда с  внеклеточным доменом EGFR 
активируются зависимые от этого связывания 
сигнальные пути, такие как митоген-активируе-
мые протеинкиназы, фосфоинозитид‑3-киназа/
Akt, киназа Jak/преобразователь сигнала и акти-
ватор транскрипции, а также фосфолипаза C-γ/ 
пути протеинкиназы С (Goto et al., 2023; Wilson 
et al., 2014). Эти пути приводят к  активации 
транскрипции генов-мишеней, которые важны 
для клеточной пролиферации, выживания, ми-
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грации, инвазии и свойств, инициирующих опу-
холи (Cooper et al., 2022). Во многих карциномах 
гиперэкспрессия EGFR и  его мутация участву-
ют в  поддержании пролиферативной передачи 
сигналов, что является важным признаком рака 
(Hanahan, 2022; Hanahan, Weinberg, 2011).

Воздействие на столь важную терапевтиче-
скую мишень в клетках глиомы, как EGFR, вле-
чет за собой ряд трудностей и  неразрешенных 
вопросов. Препараты моноклональных антител, 
которые чаще всего используются в  медицине 
для ингибирования EGFR, показывают крайне 
низкую эффективность при глиоме. Несмотря 
на применение при лечении других опухолей, 
ни одно из них не одобрено для лечения глиоб-
ластомы ввиду многочисленных отрицательных 
клинических испытаний (Zok et al., 2018). Апта-
меры же представляют особый интерес, в связи 
с тем, что, как мы уже подчеркивали ранее, об-
ладают продолжительной стабильностью, высо-
кой аффинностью и  специфичностью, а  также 
низкой иммуногенностью и  токсичностью (Lao 

et al., 2015; Zhu, Chen, 2018). В  исследовании 
китайских ученых, опубликованном в  2018 г., 
продемонстрировано, что аптамер U2 может 
влиять на рост клеток U87/EGFRvIII и их ради-
очувствительность. Было обнаружено, что апта-
мер U2 способен ингибировать пролиферацию, 
миграцию, инвазию и передачу сигналов в клет-
ках U87/EGFRvIII. Таким образом, результаты 
показали многообещающий потенциал аптамера 
U2 как нового кандидата в  качестве лекарства 
и системы доставки лекарств для терапии глио
бластомы (Mayer, Arteaga, 2016).

В  своей работе мы, наряду с  аптамером U2, 
предположительно специфичным к EGFR дико-
го типа и EGFRvIII, тестируем его укороченную 
модифицированную форму – аптамер Gol1, ко-
торый, в связи с сохранением активного центра 
связывания, сохраняет высокую специфичность 
связывания с рецептором EGFR.

В  данном исследовании получены валидные 
модели трансгенных клеточных культур G01/
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Рис. 4. (а) Иерархическая модель передачи сигналов EGFR и EGFRvIII. Клетки в опухолях глиобластомы человека, 
экспрессирующие EGFRvIII, могут передавать сигналы клеткам, экспрессирующим EGFR, и наоборот, паракрин-
ным образом (Cvrljevic et al., 2011); (б) Сигнальные пути EGFR в клетках глиомы, взято и адаптировано из KEGG 
PATHWAY.
Fig. 4. (a) Hierarchical model of EGFR and EGFRvIII signal transmission. Cells in human glioblastoma tumors expressing 
EGFRvIII can transmit signals to cells expressing EGFR, and vice versa, in a paracrine manner (Cvrljevic et al., 2011); (б) 
EGFR signaling pathways in glioma cells, taken and adapted from KEGG PATHWAY.
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EGFRwt и  G01/EGFRvIII на основе эксплан-
тата ткани глиобластомы человека G01, полу-
ченной от пациента НМИЦ нейрохирургии им. 
академика Н. Н. Бурденко. Гиперэкспрессия 
EGFRwt и  EGFRvIII, подтвержденная методом 
Вестерн-блот-гибридизации, позволила прове-
сти апта-иммуноцитохимический анализ.

Анализ результатов окрашивания антите-
лами показал, что EGFR в  исследуемых пре-
паратах локализуется по всей цитоплазме кле-
ток, в некоторых случаях по ядерной мембране 
(рис. 2 (б)). В исследовании Brand и соавт. гово-
рится, что альтернативная локализация EGFR 
от клеточной мембраны до ядра клетки может 
являться одним из механизмов устойчиво-
сти к  ингибиторам EGFR (Brand et al., 2013). 
Кроме того, внутри ядра EGFR действует как 
ко-транскрипционный фактор для нескольких 
генов, участвующих в  клеточной пролифера-
ции и  ангиогенезе, и  как тирозинкиназа – для 
активации и  стабилизации ядерного антигена 
пролиферирующих клеток и  ДНК-зависимой 
протеинкиназы. Локализованный в ядре EGFR 
тесно связан с прогрессированием заболевания, 
ухудшением общей выживаемости при многих 
видах злокачественных образований и  повы-
шенной устойчивостью к  лучевой терапии, 
химиотерапии, в  том числе таргетной терапии 
против EGFR гефитинибом и  цетуксимабом 
(David et al., 2005). Апта-иммуноцитохимией 
была показана специфичность аптамеров U2 
и Gol1 к EGFRwt и EGFRvIII одинаковой окра-
ской клеток антителами и аптамерами. Требую-
щим внимания фактом является блокирование 
аптамером Gol1 дальнейшей окраски антите-
лами против EGFRvIII, что особенно наглядно 
представлено на клетках глиобластомы чело-
века G01 c гиперэкспрессией EGFRvIII (рис. 2 
(б)). На основе этого можно предположить кон-
курентное связывание аптамера и  антитела со 
специфическим эпитопом EGFRvIII. Таким об-
разом, можно утверждать, что оба отобранных 
аптамера проявляют высокую специфичность 
к клеткам с экспрессией EGFRwt и EGFRvIII, 
но при этом аптамер Gol1 демонстрирует бо-
лее высокую конкурентоспособность связыва-
ния с EGFRvIII, по сравнению с аптамером U2 
и антителами к EGFRvIII.

Результаты проточной цитометрии демон-
стрируют, что выбранные аптамеры U2 и  Gol1 
эффективно окрашивают клетки U87, U87/
EGFRwt, G01/EGFRwt и  G01/EGFRvIII, но 
в разной степени. U2 продемонстрировал более 

высокую специфичность, что позволяет предпо-
ложить либо дополнительную мишень, либо до-
полнительный эпитоп сродства у  дикой формы 
EGFR.

Широко известно, что ингибирование EGFR 
подавляет пролиферацию и  инвазию опухоле-
вых клеток при глиобластоме (Brand et al., 2013; 
Odajima et al., 2005; Peng et al., 2020; Ratushny et 
al., 2009). Было выдвинуто предположение, что 
связывание аптамеров U2 и Gol1 с рецепторами 
EGFRwt и EGFRvIII приведет к ингибированию 
активности рецептора, соответственно, будет 
наблюдаться уменьшение амплификации генов 
молекул его сигнальных путей, таких как PI3K/
Akt, RAS/MAPK, MAPK/CREB, JAK2/STAT, че-
рез которые опосредованы рост, пролиферация 
и выживание клеток глиомы (рис. 4 (б)).

PI3K/Akt-путь, помимо опухолевого роста 
и  ангиогенеза, участвует в  клеточной выжива-
емости (Yu, Cui, 2016). Кроме того, стоит об-
ратить внимание на c-Fos. Например, Linder 
и соавт. в своей работе (Linder et al., 2018) утвер-
ждают, что у  пациентов с  остеосаркомой с  ко-
экспрессией EGFR и  c-Fos снижается общая 
выживаемость. Также доклинические исследо-
вания с  использованием ксенотрансплантатов 
остеосаркомы человека показали, что толь-
ко опухоли, экспрессирующие как EGFR, так 
и c-Fos, реагировали на терапию против EGFR, 
демонстрируя, что c-Fos можно рассматривать 
как новый биомаркер, предсказывающий ответ 
на лечение анти-EGFR у пациентов с остеосар-
комой (Pawson, 2004). Следовательно, когда мы 
говорим о  противоопухолевой терапии, поми-
мо снижения экспрессии генов, опосредующих 
пролиферацию и  рост клеток, ожидается сни-
жение выживаемости клеток, то есть экспрес-
сии генов PI3K/Akt-сигнального пути и  повы-
шение экспрессии гена c-Fos.

Белок JUN в сочетании с белком Fos образу-
ет фактор транскрипции раннего ответа AP‑1, 
который контролирует ряд клеточных процес-
сов, включая дифференцировку, пролиферацию 
и апоптоз (Kappelmann et al., 2014). AP‑1, в свою 
очередь, регулирует транскрипцию циклина D1 
(CCND1) (Shen et al., 2008).

По данным литературы, экспрессия генов 
CCND1 и  CDK4 имеет положительную ассо-
циацию с  уровнем злокачественности опухо-
ли (Fiano et al., 2003; Zhang et al., 2005). В своей 
работе ученые из США утверждают, что гены 
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CCND1 и CDK4 участвуют как непосредственно 
в пролиферации опухолевых клеток, так и в регу-
ляции активности неопухолевых клеток микроо-
кружения, что опосредованно влияет на злокаче-
ственную прогрессию (Ciznadija et al., 2011). При 
этом в другой работе авторы связывают высокую 
экспрессию CCND1 с хорошим прогнозом рака 
молочной железы (Peurala et al., 2013).

В работе Zhou и соавт. говорится о том, что ге-
номное профилирование показывает, что регуля-
торы клеточного цикла изменены в большинстве 
EGFR-амплифицированных опухолей, а  комби-
нация ингибиторов циклинзависимой киназы 
4/6 (CDK4/6) и EGFR предотвращает появление 
резистентности in vitro и in vivo (Zhou et al., 2017). 
При этом почти во всех случаях был отмечен рост 
экспрессии генов молекул, отвечающих за спо-
собность клетки к выживанию (PI3K, Akt).

В  нашей работе при оценке изменения экс-
прессии генов отобранной панели в клетках кон-
трольной культуры U87 и  трансфицированной 
культуры U87wt не было обнаружено статисти-
чески достоверных различий. Под воздействием 
аптамеров U2 и Gol1 в обеих вышеперечислен-
ных культурах наблюдалось снижение экспрес-
сии генов, участвующих в пролиферации и росте 
клеток (HRAS, HRAF, CCND1, CDK4). Как от-
мечалось выше, соотношение экспрессии генов 
CCND1 и  CDK4 имеет положительную ассоци-
ацию со степенью злокачественности опухоли. 
Помимо этого, в  клетках культуры U87wt на-
блюдалось значительное повышение экспрессии 
гена FOS, ассоциированного с  благоприятным 
ответом на EGFR-ассоциированную терапию. 
Но также было зафиксировано повышение экс-
прессии гена AKT3, ассоциированного с  выжи-
ваемостью клеток под воздействием аптамера 
Gol1 в  двух культурах, а  аптамера U2 – в  кон-
трольных клетках культуры U87.

Следовательно, можно сделать вывод, что 
клетки культуры U87 являются не лучшей мо-
делью для оценки воздействия на EGFRvIII, 
поскольку, во‑первых, трансфицированные 
клетки U87vIII продемонстрировали низкую вы-
живаемость, а  во‑вторых, не было обнаружено 
статистически значимых изменений в  экспрес-
сии основных генов сигнальных путей, опосре-
дованных EGFR, между клетками культур U87 
и  U87wt, что позволяет предположить низкий 
вклад мутантной формы рецептора EGFRvIII. 
Известно, что U87 уже стала достаточно одно-
родной за длительное время использования в ис-

следованиях, что сильно отдаляет эту линию от, 
собственно, глиобластомы. Возможно, это одна 
из причин отсутствия результата.

В  предлагаемой нами экспериментальной 
модели первичной клеточной культуры гли-
областомы человека G01 был получен ожидае-
мый эффект. Мы показали, что в трансгенной 
культуре G01wt снижается экспрессия генов 
ARAF, CCND1 и  CDK4, то есть наблюдается 
тенденция к  снижению злокачественности 
опухоли. В трансгенной культуре G01vIII так-
же наблюдается снижение экспрессии генов 
ARAF и CDK4, но при этом не изменяется экс-
прессия гена CCND1; помимо этого, происхо-
дит значительное увеличение экспрессии ге-
нов JUN и FOS, опосредующих пролиферацию 
клеток, и  гена AKT3, опосредующего клеточ-
ную выживаемость.

Аптамер U2 в контрольных клетках G01 уве-
личивает экспрессию генов PI3K, JUN, FOS 
и снижает экспрессию генов CCND1, CDK4, что 
в совокупности говорит о том, что аптамер сни-
жает злокачественность опухоли, но увеличивает 
пролиферативный потенциал клеток и их устой-
чивость. На клетках культуры G01wt данный 
аптамер не демонстрирует влияние на выживае-
мость клеток, но увеличивает экспрессию генов 
HRAS и  FOS, то есть стимулирует пролифера-
цию клеток, также он снижает экспрессию гена 
CDK4, но не влияет на экспрессию гена CCND1, 
вследствие чего мы не можем говорить о  том, 
что аптамер снижает злокачественность кле-
ток данной культуры. На клетках же культуры 
G01vIII аптамер U2 демонстрирует небольшое 
увеличение экспрессии генов JUN и FOS, но на 
экспрессию гена CCND1, которую опосредуют 
упомянутые выше два гена, он не влияет, из чего 
можно сделать вывод, что аптамер U2 не оказы-
вает ощутимого эффекта на клетки, богатые му-
тантной формой рецептора EGFRvIII.

Наибольший интерес представляют резуль-
таты влияния аптамера Gol1 на клетки культуры 
G01, G01wt и  G01vIII. В  клетках G01 и  транс-
фицированных клетках G01wt при воздействии 
Gol1 наблюдается увеличение экспрессии генов, 
отвечающих за выживаемость клеток, то есть 
PI3K и AKT3. В клетках G01vIII воздействие Gol1 
снижает экспрессию этих генов, следовательно, 
потенциально снижает выживаемость клеток, 
которые, как известно из данных литературы, 
наиболее тяжело поддаются терапии. То есть 
аптамер Gol1, возможно, не только стимулиру-
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ет снижение выживаемости плохо поддающихся 
терапии клеток, но и стимулирует выживаемость 
клеток, которые характеризуются активным от-
ветом на EGFR-опосредованную терапию. По-
мимо этого, в клетках культуры G01vIII данный 
аптамер снижает экспрессию генов, опосредую-
щих пролиферацию и рост клеток, а именно ге-
нов JUN, FOS и CCND1. Как правило, клеточные 
агенты, снижающие пролиферацию клеток, сти-
мулируют их выживаемость, в связи с чем можно 
назвать аптамер Gol1 многообещающей молеку-
лой в  дальнейшей анти-EGFRvIII-противоопу-
холевой терапии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Глиобластома является одной из наиболее 
острых проблем современности. С  каждым 
годом наблюдается положительная динами-
ка роста заболеваемости среди населения, при 
этом методы диагностики и  терапии остается 
малоэффективными. Одним из наиболее пер-
спективных направлений для решения данной 
проблемы являются исследования на основе 
аптамеров.

Поскольку гиперэкспрессия EGFR или его 
мутантной формы EGFRvIII опосредует сиг-
нальные пути, приводящие к  пролиферации 
и инвазии опухолевых клеток, а также к повы-
шению их выживаемости, в  своей работе мы 
сосредоточились на аптамерах U2 и Gol1, спец-
ифичных именно к  данным молекулам-мише-
ням.

На основе клеточной модели глиобластомы 
человека с гиперэкспрессией EGFR и EGFRvIII 
мы продемонстрировали специфичность ото-
бранных аптамеров к целевым молекулам. При 
использовании метода апта-иммуноцитохимии 
было показано, что аптамер U2 более специ-
фичен к дикому типу EGFR, а Gol1, напротив, 
к его мутантной форме EGFRvIII. Помимо это-
го, при гиперэкспрессии EGFRvIII аптамер 
Gol1 оказывал подавляющий эффект на экс-
прессию генов, связанных с  пролиферацией 
и  выживаемостью клеток (JUN, FOS, CCND1, 
PI3K и  AKT3), в  то время как аптамер U2 не 
продемонстрировал значимый эффект на клет-
ках in vitro. Результаты исследований позволяют 
нам предположить, что аптамер Gol1 обладает 
терапевтическим и  диагностическим потенци-
алом против опухолевых клеток глиобластомы 
человека, гиперэкспрессирующих рецептор му-
тантного типа EGFRvIII.
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Overexpression of the epidermal growth factor receptor (EGFR) or its mutations mediate signaling pathways leading 
to proliferation, invasion of tumor cells, as well as to an increase in their survival. Despite the success of the clinical 
use of antibodies against EGFR in patients with colorectal cancer and squamous cell carcinoma of the head and neck, 
their low effectiveness in glioblastoma has been shown. Therefore, for the treatment of gliomas, a specific EGFR drug 
is needed, capable of penetrating into the tumor focus in the brain, and having low immunogenicity.
In this work, aptamers – single-stranded DNA oligonucleotides specific to EGFR, U2 and Gol1 are presented as such 
a preparation. In this study, we obtained a cellular model of human glioma with EGFR and EGFRvIII overexpression, 
which showed the specificity of U2 and Gol1 aptamers to these receptors using classical methods, as well as the method 
of aptaimmunocytochemistry. A study of the effect of binding of the Gol1 aptamer to the EGFRvIII receptor on the 
next steps of the signaling pathway showed a change in the expression levels of genes associated with cell proliferation 
and survival (JUN, FOS, CCND1, PI3K and AKT3), while the U2 aptamer did not demonstrate a significant effect on 
cells in vitro.
These results showed that the Gol1 aptamer has therapeutic potential against human glioblastoma tumor cells 
overexpressing the EGFRvIII mutant type receptor.

Keywords: EGFR, EGFRvIII, glioblastoma, aptamer, glioma cell model, aptaimmunocytochemistry

СПЕЦИФИЧНОСТЬ АПТАМЕРОВ U2 И GOL1


