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Глиобластома остается неизлечимой формой опухоли головного мозга. Существующие методы терапии 
способны только незначительно продлить жизнь пациентов с таким диагнозом. Поэтому необходимо ис-
кать новые подходы и разрабатывать новые способы терапии глиобластомы. В данной работе мы описываем 
принцип воздействия на опухолевые клетки глиобластомы, заключающийся в направленном ингибирова-
нии пролиферации L1CAM-позитивных клеток с помощью аптамеров. L1CAM принято считать маркером 
опухолевых стволовых клеток глиомы, наличие которых в опухоли может отвечать за резистентность к те-
рапии. В  результате работы из панели аптамеров к  L1CAM был отобран аптамер yly12, для которого был 
продемонстрирован антипролиферативный эффект, более выраженный на клетках глиобластомы человека 
с повышенной экспрессией L1CAM. Таким образом, оказываемое воздействие может решить вопрос устой-
чивости клеток глиобластомы и  предотвратить рецидивирование опухоли за счет влияния на опухолевые 
стволовые клетки глиомы.
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ВВЕДЕНИЕ

Глиобластома – это самая распространенная 
и  агрессивная форма опухоли головного моз-
га, относящаяся к  глиомам IV Grade. Согласно 
статистике, процент выживаемости пациентов 
с этим диагнозом составляет около 42.5% (Caru-
so et al., 2017; Louis et al., 2021; Ostrom et al., 2021; 
Stoyanov et al., 2022). На настоящий момент вы-
сокой выживаемостью считается 36 месяцев 
с  момента первого хирургического вмешатель-
ства и проведения лучевой и химиотерапии для 
предотвращения возможных рецидивов заболе-
вания. Процент пациентов, проживших более 
36 месяцев, в среднем составляет примерно 15%, 
больных, проживших более 5  лет, – 6,8% (Louis 
et al., 2021; Stoyanov et al., 2022). Согласно ста-
тистике, в среднем на 100 тыс. человек каждый 
год выявляют примерно 3–5 человек с  данным 
диагнозом (Caruso et al., 2017; Louis et al., 2021).

Одной из причин устойчивости клеток глио
бластомы к существующим видам терапии может 

считаться наличие популяции опухолевых ство-
ловых клеток глиомы (ОСКГ), составляющих, 
по разным данным, 1–5% опухолевой массы 
(Biserova et al., 2021). Эти клетки обладают спо-
собностью к самообновлению (Aum et al., 2014; 
Li et al., 2009) и  продуцированию прогенитор-
ных клеток опухоли (Biserova et al., 2021). ОСКГ 
характеризуются наличием таких маркеров, как 
CD133, CD44, L1CAM, Nestin, и  очевидно, что 
это не конечный их список (Tang et al., 2021). 
Также стоит отметить такие особенности ОСКГ, 
как склонность к инвазии, устойчивость к лекар-
ственным препаратам и лучевой терапии. Иссле-
дователи отмечают, что ОСКГ обладают общими 
молекулярным маркерами и  функциональным 
сходством с  обычными стволовыми клетками 
(Pesenti et al., 2019).

На сегодняшний день нет точной характери-
стики ОСКГ, поэтому можно сделать предполо-
жение о  существовании различных популяций 
ОСКГ, характеризующихся более выраженным 
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наличием одного или нескольких маркеров. 
В  данной работе основное внимание уделяется 
маркеру L1CAM как мишени для воздействия на 
ОСКГ, для которых характерна экспрессия этого 
маркера.

L1CAM представляет собой поверхностный 
маркер, отвечающий за клеточную адгезию, а 
также связанный с процессами выживания, ми-
грации нервных клеток и разрастанием их аксо-
нов (Maness, Schachner, 2007). Высокий уровень 
экспрессии L1CAM обычно связан с худшим 
прогнозом и более неблагоприятным исходом у 
пациентов (Giordano, Cavallaro, 2020; Wachowiak 
et al., 2018). Клетки, экспрессирующие L1CAM, 
могут проявлять повышенную инвазивность и 
метастатические свойства. Интересно отметить, 
что высокий уровень экспрессии L1CAM часто 
наблюдается в клетках, которые также экспрес-
сируют CD133, также предположительно свя-
занный со стволовостью (Bao et al., 2009).

Молекула L1 (L1CAM) является молекулой 
клеточной адгезии и  представляет собой гли-
копротеин, присутствующий в  клеточной мем-
бране и имеющий массу от 200 до 220 кДа. В ее 
полноразмерной форме, известной как L1CAM-
FL (FL), она содержит длинный эктодомен, со-
стоящий из шести иммуноглобулиноподобных 
(Ig) доменов, за которыми следуют пять повто-
ров фибронектина III типа. Кроме того, L1CAM 
содержит один трансмембранный домен и отно-
сительно короткий, но высококонсервативный 
цитоплазматический домен (Herron и др., 2009). 
У  человека L1CAM кодируется геном L1CAM, 
расположенном на длинном плече Х-хромосомы 
(Xq28; chrX: 153,861,514–153,886,173 (GRCh38/
hg38)), и включает в себя 29 экзонных областей 
(база данных PubMed Gene). На настоящий мо-
мент, помимо основной формы белка, обнаруже-
ны еще 2 изоформы, получающиеся в результате 
альтернативного сплайсинга, в  которых отсут-
ствуют экзоны 2 или 27 (Yunusova et al., 2019).

Помимо мембранной локализации, обнару-
живается еще цитоплазматическая локализа-
ция L1CAM, где эта молекула отвечает за вза-
имодействие с  другими белками и  участвует 
в  различных клеточных процессах, таких как 
сигнальные пути и регуляция клеточной актив-
ности (Guo et al., 2017; Maten et al., 2019; Raveh 
et al., 2009).

Роль L1CAM во множестве биологических 
процессов клетки, в  том числе в  росте нейро-

нов, фасцикуляции, клеточной адгезии, мигра-
ции клеток, миелинизации и выживании клеток, 
указывает на его участие в  активации сигналь-
ных путей, отвечающих за реализацию данных 
процессов. L1CAM может активировать важные 
сигнальные пути в  опухолевых стволовых клет-
ках глиобластомы, включая PI3K/Akt/mTOR, 
Wnt/β-катенин и  Notch (Almeida Magalhães de 
et al., 2020; Cheriyamundath, Ben-Ze’ev, 2020; 
Jhanwar-Uniyal et al., 2015).

В  сигнальном пути PI3K/Akt/mTOR, кото-
рый важен для клеточного роста и  выживаемо-
сти, L1CAM активирует фосфоинозитид‑3-ки-
назу (PI3K), что приводит к фосфорилированию 
белка Akt и активации молекулярного комплекса 
mTOR. То есть активированный L1CAM способ-
ствует выживаемости и пролиферации опухоле-
вых стволовых клеток глиобластомы (Jhanwar-
Uniyal et al., 2015).

Сигнальный путь Wnt/β-катенин играет важ-
ную роль в регуляции клеточной пролиферации 
и  дифференцировки. L1CAM может взаимо-
действовать с участниками этого пути, включая 
фосфопротеин γ-катенин, и  активировать сиг-
нальные механизмы, связанные с β-катенином. 
Активация этого пути влияет на судьбу опухоле-
вых стволовых клеток глиобластомы и  их спо-
собность продуцировать прогениторные клетки 
опухоли разной дифференцировочной специа-
лизации (Cheriyamundath, Ben-Ze’ev, 2020).

Также L1CAM может связываться с рецепто-
рами Notch и влиять на активацию сигнального 
пути Notch. Активированный Notch регулирует 
различные клеточные процессы, включая про-
лиферацию и выживаемость клеток, в том числе 
клеток глиобластомы (Almeida Magalhães de et 
al., 2020).

В  данной работе мы акцентируем внимание 
на молекуле L1CAM как маркере ОСКГ глио
бластомы человека и ее взаимосвязи с пролифе-
ративным потенциалом этих клеток.

Аптамеры, которые являются аналогами ан-
тител, представляют собой структурированные 
короткие одноцепочечные олигонуклеоти-
ды на основе молекул ДНК или РНК с  опти-
мальной длиной 30–40 нуклеотидов, которые 
специфично связываются со своими молеку-
лами-мишенями. Они являются перспектив-
ным инструментом для диагностики и терапии 
различных патологий, в  том числе опухолей. 

КОЛЕСНИКОВА и др.
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По сравнению с  антителами аптамеры име-
ют некоторые преимущества: процесс их по-
лучения более простой и  менее дорогостоя-
щий, аптамеры не обладают иммуногенностью 
и токсичностью (Bouchard et al., 2010). Синтез 
аптамеров осуществляется с  помощью техно-
логии SELEX (Systematic Evolution of Ligands 
by EXponential enrichment), благодаря которо-
му в процессе позитивной, а затем негативной 
селекции происходит постепенный отбор ап-
тамеров с  наибольшим сродством к  мишени. 
На сегодняшний день разработано множество 
вариаций этой технологии, выбор осуществля-
ется исходя из задач исследования и  возмож-
ностей метода (Sharma et al., 2017).

В нашей работе в качестве блокаторов актив-
ности L1CAM были использованы аптамеры, 
исследованные Wang L. et al. (Wang et al., 2018). 
Для аптамеров ylQ3, yly12 и yly10 была доказана 
мишень L1CAM, и экспериментально было до-
казано их ингибирующее действие на процес-
сы роста нейронов. Аптамеры yly11 и yly4 были 
сконструированы на базе приведенных выше ап-
тамеров (Kelly et al., 2021; Zhou et al., 2019).

В  ходе исследований из панели аптамеров 
был выбран аптамер, показавший наилучший 
антипролиферативный эффект и  не обладаю-
щий цитотоксическими свойствами. В  работе 
продемонстрирована разница в  ответе L1CAM-
обогащенных и L1CAM-обедненных клеток гли-
областомы человека в  ответ на воздействие ап-
тамером. Полученные результаты подтверждают 
значимость молекулы L1CAM в  жизнедеятель-
ности клеток глиобластомы и  открывают пер-
спективы для дальнейшего использования ан-
типролиферативного подхода с использованием 
аптамеров в терапии экспрессирующих L1CAM 
опухолей.

МЕТОДИКА

Клеточные культуры G01 и Sus\fP2
Клеточные культуры G01 и Sus\fP2 выращи-

вали в  среде DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium/Nutrient Mixture F‑12) (Gibco, 
Великобритания) с  добавлением 10% бычьей 
сыворотки (FBS) (Fetal Bovine Serum) и 1% глу-
тамина (ПанЭко, Россия). Культуры содержали 
в СО2-инкубаторе при 37 °C.

Иммуномагнитная сепарация

Для удаления конгломератов клетки в  ко-
личестве 1*10^7 пропускали через фильтр с  ди-
аметром 40 микрон, после чего клетки центри-
фугировали при 1000 об/мин в  течение 10 мин. 
Для проведения разделения клеток по маркеру 
L1CAM использовали набор L1CAM MicroBead 
Kit (Miltenyi Biotec, США). Мечение и разделе-
ние клеток на колонке проводили согласно про-
токолу.

Полученные фракции L1CAM+ и  L1CAM– 
центрифугировали при 1000 об/мин в течение 10 
мин. После центрифугирования клетки подсчи-
тывали и высаживали в культуральные флаконы.
Культивирование клеточных культур в присутствии 

L1CAM- специфичных аптамеров

В качестве подавляющих клеточную про-
лиферацию агентов были выбраны аптамеры 
yly4, yly10, yly11, yly12, ylQ3 (GenTerra, Россия) 
(табл. 1).

Аптамер преформировали перед его введени-
ем в среду культивирования клеточной культуры 
глиобластомы человека. Преформация проводи-
лась при 95  °C в течение 5 мин с последующим 
охлаждением при комнатной температуре в  те-
чение 1 ч. В  работе использовались аптамеры 
в концентрациях 37.5 и 10 мкМ.

Таблица 1. Список используемых в работе ДНК-аптамеров
Table 1. List of DNA aptamers used in the work

Название 
аптамера

Длина аптамера 
(нукл.) Последовательность

ylQ3 85 AAGGAGCAGCGTGGAGGATAGGGGGTAGCTCGGTCGTGTTTTTGGGTTGT
TTGGTGGGTCTTCTGTTAGGGTGTGTCGTCGTGGT

yly4 57 TGGAGGATAGGGGGTAGCTCGGTCGTGTTTTTGGGTTGTTTGGTGGGTCT
TCTGTTA

yly10 54 TGGAGGATAGGGGGTAGCTCGGTCGTGTTTTTGGGTTGTTTGGTGGGTCT
TCTG

yly11 54 AGGATAGGGGGTAGCTCGGTCGTGTTTTTGGGTTGTTTGGTGGGTCTTCT
GTTA

yly12 51 AGGATAGGGGGTAGCTCGGTCGTGTTTTTGGGTTGTTTGGTGGGTCTTCTG

АНТИПРОЛИФЕРАТИВНЫЙ ЭФФЕКТ L1CAM–СПЕЦИФИЧНЫХ
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МТS-тест

Для оценки влияния исследуемых аптаме-
ров на пролиферацию клеток глиобластомы 
G01 и  Sus\fP2 использовали MTS-тест. Клетки 
высаживали из расчета 1000 клеток на лунку на 
96-луночные плашки (Corning, США). Культуры 
глиобластом человека вели на среде DMEM/F12 
(Gibco, США) с  добавлением 10% FBS (Gibco, 
США) и  L-глутамина (ПанЭко, Россия) при 
37 оС во влажной атмосфере с 5% СО2. При по-
становке МТS-теста производили смену среды 
и из расчета 1:10 к 100 мкл свежей среды добав-
ляли 10 мкл реагента MTS. Клетки инкубирова-
ли в течение 2 ч во влажной атмосфере с 5% СО2. 
Для определения оптической плотности исполь-
зовали анализатор SPECTROstar Nano при дли-
не волны 495 нм с  использованием программы 
MARS. В качестве контроля использовали клет-
ки без добавления аптамера.

Аптоцитохимическое окрашивание клеток  
аптамерами и антителами

Иммунофлуоресцентное окрашивание кле-
точных культур глиобластом человека прово-
дили для детекции связывания исследуемого 
аптамера с целевой молекулой-мишенью. Клет-
ки в  количестве 20 000 высевали на покров-
ные стекла для культуральных планшетов (SPL 
Lifesciences, Корея), вложенные в  4-луночный 
планшет, и на следующий день в среду добавля-
ли аптамеры, меченные флуоресцентной меткой 
в  необходимой концентрации. Инкубирование 
культур производили в  термостате при 37  оС 
и 5% СО2 в течение 3 ч. Затем производили от-
мывку культур от среды с  использованием рас-
твора фосфатно-солевого буфера (PBS) (рН 7.3) 
и дальнейшую фиксацию клеток с помощью па-
раформальдегида в течение 20 мин при темпера-
туре +4 оС. После чего производили трехкратную 
5-минутную отмывку в PBS.

Далее клетки инкубировали в растворе первич-
ных антител кролика против L1CAM (разведение 
1:100, PA5–85876, Invitrogen, США) с добавлени-
ем 0.3% Triton X‑100 (Sigma, США). После инку-
бации при комнатной температуре в течение 1 ч 
клетки трижды промывали в PBS в течение 5 мин. 
Затем проводилась инкубация клеток с  вторич-
ными ослиными анти-кроличьими антителами, 
конъюгированными с  флуоресцентным краси-
телем Alexa Fluor 594 (Jackson ImmunoResearch, 
США), в  PBS с  0.3% Triton X‑100. Инкубацию 
производили в темноте при комнатной темпера-
туре в течение 1 ч. После этого клетки 3 раза по 
5 мин промывали в растворе PBS.

Для окраски клеточных ядер использовали 
раствор бисбензимида Hoechst 33342 (Sigma-
Aldrich, Германия), который добавляли к  клет-
кам глиобластомы на 5 мин, и далее промывали 
в растворе PBS в течение 5 мин. Клетки фикси-
ровали с использованием среды на основе поли-
винилового спирта Mowiol 4–88 (Sigma-Aldrich, 
Германия). Оценку флуоресцентной окраски 
проводили с помощью лазерного сканирующего 
конфокального микроскопа Carl Zeiss LSM 900.

Иммуноцитохимическое окрашивание клеточных 
культур глиобластом человека

Клетки высаживали на покровные стекла для 
культуральных планшетов (SPL Lifesciences, Ко-
рея) в количестве 2*10^4 с добавлением 350 мкл 
среды DMEM/F12 (Gibco, Великобритания). 
Инкубацию проводили в  течение 10 суток, при 
этом исследуемый аптамер вносили каждые три 
дня. По истечении времени эксперимента сре-
ду удаляли, клетки промывали в  PBS (pH  7.3) 
(Gibco, Великобритания). Клетки фиксировали 
добавлением 500 мкл 4%-го параформальдегида 
и выдерживали при температуре +4 °C в течение 
20 мин. После этого клетки снова промывали 
в PBS трижды по 5 мин.

После отмывки клетки окрашивали первичны-
ми антителами в пяти различных комбинациях:
1) �кроличьи антитела против L1CAM (титр 1:100, 

PA5–85876, Invitrogen, США) + мышиные ан-
титела против CD133/1 (титр 1:50, W6B3C1, 
MiltenyiBiotec, США);

2) �кроличьи антитела против L1CAM (титр 1:100, 
PA5–85876, Invitrogen, США) + мышиные ан-
титела против CD44 (титр 1:100, FNab01483, 
FineTest, Китай);

3) �кроличьи антитела против ki67 (титр 1:100, 
ab15580, Abcam, Великобритания) + мыши-
ные антитела против L1CAM (титр 1:100, 
ab24345, Abcam, Великобритания);

4) �козлиные антитела против Nestin (титр 1:25, 
sc‑21248, Santa Cruz Biotechnology, США) + 
кроличьи антитела против Sox2 (титр 1:100, 
ab97959, Abcam, Великобритания).

Инкубацию проводили в  течение 1 ч при 
комнатной температуре. После инкубации 
с  первичными антителами клетки отмывали 
трижды в PBS в течение 5 мин. Далее клетки ин-
кубировали с  вторичными ослиными антитела-
ми к  IgG кролика, конъюгированными с  флуо-
ресцентным красителем Alexa Fluor 488 (Jackson 
ImmunoResearch, США) и  ослиными антите-
лами к  IgG мыши и  козла, конъюгированными 
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с  флуоресцентным красителем Alexa Fluor 594 
(Jackson ImmunoResearch, США) в соотношении 
1:50 в PBS с добавлением 0.3% Triton X‑100. Ин-
кубацию производили в темном месте в течение 
1 ч. По истечении времени инкубации клетки 
промывали раствором PBS3 раза по 5 мин. Для 
визуализации клеточных ядер клетки инкубиро-
вали в растворе бисбензимида (разведение 1:500, 
Hoechst 33342, Sigma) в  течение 5 мин. Затем 
клетки трижды отмывали в PBS в течение 5 мин. 
Клетки фиксировали с  использованием среды 
на основе поливинилового спирта Mowiol 4–88 
(Sigma-Aldrich, Germany). Оценку флуоресцент-
ной окраски проводили с  помощью лазерного 
сканирующего конфокального микроскопа Carl 
Zeiss серии LSM 900.

ПЦР-РВ

Оценку экспрессии маркеров стволовости 
CD133, CD44, Nestin, L1CAM, Sox2 и  GFAP по-
сле воздействия аптамера проводили при помо-
щи метода ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) 
на клеточных культурах глиобластомы человека 
G01 L1CAM⁺ и G01 L1CAM⁻. В качестве контро-
ля использовали клеточные культуры без дей-
ствия аптамера.

Для выделения тотальной РНК с  помощью 
RNAzol® RT использовали протокол RNAzol® 
RT RNA Isolation Reagent User Manual (MRC, 
США). Для синтеза кДНК применяли обрат-
ную транскриптазу MMLV (MMLV RT kit, Ев-
роген) и  рандомный N10 праймер (Евроген) 
в  соответствии с  протоколом производителя. 
Реакцию проводили с  помощью амплификато-
ра LightCycler 96 (Roche, Швейцария) и  набора 
5X qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Россия).

Для проведения ПЦР-РВ были использова-
ны специфические праймеры, перечисленные 
в табл. 2. Праймеры подбирали с использовани-

ем программы Primer-Blast (NCBI). В  качестве 
генов «домашнего хозяйства» были выбраны 
GAPDH и HPRT.

Исследование проводили с  использованием 
следующих температурных условий: нагрев смеси 
при 95 °C 5 мин, далее денатурация ДНК при 94 °C 
20 сек, отжиг праймеров при 60 °C 12 сек и элонга-
ция при 72 °C 15 сек. Количество циклов 41.

Для анализа полученных данных использова-
ли программное обеспечение CFX96, поставля-
емое с прибором LightCycler® 96 SW 1.1 (Roche, 
Швейцария). Для каждого образца выполняли 
3 повтора.

Статистическая обработка

Статистическую обработку проводили с  ис-
пользованием программы GraphPad Prism 9. По-
лученные данные представлены в виде means ± 
SD. Для анализа использовали метод ANOVA, 
статистически значимые различия показаны 
с помощью астериксов, * – p < 0.05, ** – p < 0.01, 
*** – p < 0.001, **** – p < 0.0001.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Подбор клеточных культур глиобластом челове-
ка с различной экспрессией L1CAM и определение 
рабочей концентрации аптамеров, специфичных 

к L1CAM

С помощью ПЦР-РВ в  пяти культурах гли-
областом человека (IV Grade) была исследована 
экспрессия L1CAM, и  на основе полученных 
данных были выбраны две культуры, с  высо-
кой и  низкой экспрессией этого маркера. Из 
рис.  1  (а) видно, что наибольшей экспрессией 
L1CAM обладает культура глиобластомы чело-
века G01. В  качестве культуры сравнения была 
выбрана культура глиобластомы человека Sus\
fP2 с низкой экспрессией целевого гена.

Таблица 2. Панель праймеров для ПЦР-РВ
Table 2. Panel of primers for RT-qPCR

Исследуемые гены Нуклеотидная последовательность прямых 
праймеров, 5̕ – 3̕

Нуклеотидная последовательность обратных 
праймеров, 5̕ – 3̕

CD133 TGGATGCAGAACTTGACAACGT ATACCTGCTACGACAGTCGTGGT
CD44 CCCCAGCAACCCTACTGATG GCCTCTTGGTTGCTGTCTCA
Nestin TTGCCTGCTACCCTTGAGAC GGGCTCTGATCTCTGCATCTAC

L1CAM CATGTGATGGAGCCACCTGT CCCAGCTCTTCCTTGGGTTT
Sox2 GCTCGCAGACCTACATGAAC GGGAGGAAGAGGTAACCACA

GFAP GCACGCAGTATGAGGCAATG TAGTCGTTGGCTTCGTGC TT
HPRT TGAGGATTTGGAAAGGGTGT GAGCACACAGAGGGCTACAA

GAPDH AGATCCCTCCAAAATCAAGTGG GGCAGAGATGATGACCCTTTT
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Для изучения влияния аптамеров на уро-
вень пролиферативной активности клеточ-
ных культур глиобластомы были выбраны 
две концентрации аптамеров: 10 и  37.5 мкМ. 
Оценка пролиферативной активности прово-
дилась с  использованием метода MTS-теста 
(рис.  2  (а)). Для клеток культуры G01 не на-
блюдалось статистически значимого снижения 
пролиферации. В  случае с  культурой Sus\fP2 
антипролиферативный эффект был выражен 
у аптамеров yly4, yly10 и yly11 в концентрации 
10 мкМ (рис. 2 (б)).

На основании этих результатов для даль-
нейших исследований была выбрана концен-
трация 10 мкМ, которая показала выраженный 
антипролиферативный эффект на культуре 
Sus\fP2.
Анализ влияния L1CAM–специфичных аптамеров на 

пролиферативный потенциал G01 L1CAM+ и G01 
L1CAM⁻ культур клеток глиобластомы

Для проверки специфичности аптамеров, 
которые должны оказывать действие, связыва-
ясь с  целевой молекулой L1CAM, проводилось 
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Рис. 1. Экспрессия L1CAM в культурах клеток глиобластомы и аптоцитохимическое окрашивание культур клеток 
G01 L1CAM+ и G01 L1CAM- антителами против L1CAM и меченым аптамером yly12-FAM. (а) – уровни экспрес-
сии гена L1CAM в клеточных культурах глиобластомы человека G01, Sus\fP2, Bl, Sh\fP3, Rozh. Данные представле-
ны в виде mean ± SD; n = 3 для каждой группы. Статистически значимые различия показаны с помощью астериксов 
(One-Way ANOVA, post-hoc Tukey HSD Test, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001, **** – p < 0.0001). (б) – Аптоцитохими-
ческое окрашивание клеток глиобластомы человека G01 L1CAM+ и G01 L1CAM- аптамером yly12-FAM (зеленое 
свечение) и антителами против L1CAM (красное свечение). Ядра клеток окрашивали раствором бисбензимида 
(Hoechst 33342) – синее свечение.
Fig. 1. Expression of L1CAM in glioblastoma cell cultures and aptocytochemical staining of G01 L1CAM+ and G01 L1CAM- 
cells with anti-L1CAM antibodies and labeled yly12-FAM aptamer. (а) – Levels of L1CAM expression in human glioblastoma 
cell cultures G01, Sus\fP2, Bl, Sh\fP3, Rozh. Data are represented as mean ± SD. n = 3 for each group. Statistically significant 
differences between the control and the treatment groups are indicated by asterisks (One-Way ANOVA, post-hoc Tukey HSD 
Test, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001, **** – p < 0.0001). (б) – Aptocytochemical staining of human glioblastoma cells G01 
L1CAM+ and G01 L1CAM- with yly12-FAM aptamer (green), and anti-L1CAM antibodies (red). Nuclei are stained with 
Hoechst 33342 (blue).
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исследование на обогащенных и  обедненных 
по L1CAM клетках культуры глиобластомы че-
ловека G01. Аптамеры в концентрации 10 мкМ 
добавлялись на следующие сутки после высева 
клеток, на 10-й день эксперимента проводился 
MTS-тест.

Как видно из рис.  2 (в), при однократном 
добавлении аптамеров в  концентрации 10 мкМ 
на культуре G01 L1CAM+ не наблюдалось зна-
чительного снижения пролиферативной актив-
ности клеток, за исключением аптамера yly11. 
Культура клеток G01 L1CAM– оказалась менее 
устойчивой к  воздействию аптамерами, значи-
мое снижение пролиферации наблюдалось при 
действии аптамерами yly11, yly12 и ylQ3.

Чтобы проверить, будет ли усиление антипроли-
феративного эффекта для клеток G01 L1CAM+ по-
сле многократного добавления аптамеров, был вы-
бран интервал добавления аптамеров раз в три дня.

Снижение пролиферации в G01 L1CAM⁺ от-
мечалось при действии всех исследуемых апта-
меров (рис. 2 (г)). При этом аптамер ylQ3 оказал 
антипролиферативный эффект при действии на 
культуру G01 L1CAM⁻, что указывает на его не-
специфичность, следовательно, он является не-
подходящим для дальнейшего исследования.

Для дальнейшей работы был выбран аптамер 
yly12, значительно снижающий пролиферацию 
клеток G01 L1CAM⁺.
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Рис. 2. Результаты MTS-теста при однократном и трехкратном добавлении аптамеров к L1CAM к клеткам гли-
областомы человека. МTS-тест на 10-й день после добавления к клеткам глиобластомы (а) – G01, (б) – Sus\fP2 
аптамеров к L1CAM yly4, yly10, yly11, yly12, ylQ3 в концентрациях 10 и 37.5 мкМ. МTS-тест на 10-й день после до-
бавления аптамеров к L1CAM yly4, yly10, yly11, yly12, ylQ3 в концентрации 10 мкМ к клеткам G01 L1CAM+ и G01 
L1CAM- (в) однократно и (г) каждые три дня. Данные представлены в виде mean ± SD; n = 3 для каждой группы. 
Статистически значимые различия показаны с помощью астериксов (Two-Way ANOVA, post-hoc Bonferroni test, 
** – p < 0.01, *** – p < 0.001, **** – p < 0.0001).
Fig. 2. Results of the MTS assay for single and triple addition of aptamers to L1CAM to human glioblastoma cells. MTS-assays 
on the 10th day after exposure to L1CAM aptamers yly4, yly10, yly11, yly12, ylQ3 to glioblastoma cells (а) – G01, (б) – Sus\
fP2 in concentrations 10 mcM and 37.5 mcM. MTS-assays on the 10th day after exposure to L1CAM aptamers yly4, yly10, 
yly11, yly12, ylQ3 in concentration 10 mcM to glioblastoma cells G01 L1CAM+ and G01 L1CAM- (в) once and (г) every 
three days. Data are represented as mean ± SD. n = 3 for each group. Statistically significant differences between the control 
and the treatment groups are indicated by asterisks (Two-Way ANOVA, post-hoc Bonferroni Test, ** – p < 0.01, *** – p < 
0.001, **** p < 0.0001).
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Оценка связывания аптамера yly12 с целевой 
молекулой-мишенью L1CAM

Аптоцитохимический анализ локализации 
в клетке аптамера yly12-FAM, связанного с флу-
оресцентной меткой, проводился на клеточных 
культурах глиобластомы человека, обогащенных 
(G01 L1CAM⁺) и обедненных (G01 L1CAM⁻) по 
целевому маркеру. В  качестве подтверждения 
связывания аптамера именно с L1CAM исполь-
зовался иммуноцитохимический анализ с  при-
менением антител против L1CAM (титр 1:100, 
PA5–85876, Invitrogen, США).

Показано, что клеточная культура G01 
L1CAM⁻ обладает низким сигналом красной 
флуоресценции, детектируемой в основном в об-
ласти ядра, характерной для экспрессии L1CAM, 
что подтверждает отсутствие данной молекулы 
на поверхности и ее преимущественную локали-
зацию в нуклеоплазме (рис. 1 (б)). На изображе-
нии слева, в опыте с G01 L1CAM⁺, наблюдается 
высокий уровень сигнала для L1CAM, в основ-
ном располагающегося в  области цитоплазмы 
и  по периметру клетки на мембране опухоле-
вых клеток (рис.  1 (б)). Данный результат под-
тверждает специфичность yly12 к белку-мишени 
L1CAM.

Иммуноцитохимический анализ влияния  
L1CAM-специфичного аптамера yly12 на экспрессию 

маркеров стволовости клеток глиобластомы 
человека

Был проведен иммуноцитохимический ана-
лиз клеточных культур глиобластомы человека 
G01 с  высокой экспрессией L1CAM и  Sus\fP2 
с  низкой экспрессией L1CAM после воздей-
ствия аптамера yly12. Разработчики yly12 по-
казали, что yly12 специфически связывается 
с  L1CAM, что мы также подтвердили в  своих 
экспериментах (Wang et al., 2018). Было обна-
ружено, что при воздействии yly12 на клетки 
G01 обнаруживается снижение экспрессии на 
уровне белка L1CAM с  одновременным сни-
жением CD133, что может говорить о влиянии 
на клетки, имеющие общие маркеры стволо-
вости L1CAM и  CD133 (рис.  3 (а)). При этом 
при воздействии yly12 на клетки Sus\fP2 (где 
незначительна экспрессия L1CAM) обнаружи-
вается представленность CD133 в  клетках, что 
подтверждает тот факт, что yly12 не ингиби-
рует экспрессию CD133 в  отсутствие L1CAM 
(рис.  3  (а)). Для подтверждения этого предпо-
ложения мы проанализировали воздействие ап-
тамера yly12 на G01 L1CAM⁺ и G01 L1CAM⁻, где 
подтвердили предположение (рис. 3 (а)). В G01 

L1CAM⁺ после добавления аптамера yly12 экс-
прессия CD133 резко снижалась до отсутствия 
визуализации, тогда как в  G01 L1CAM⁻ после 
введения yly12 в небольшом количестве присут-
ствовали клетки CD133-позитивные (рис. 3 (а)).

При анализе других маркеров стволовости 
в  клетках G01 и  Sus\fP2 было обнаружено, что 
в  обеих культурах после добавления аптаме-
ра yly12 снижается экспрессия Sox2 и  Nestin 
(рис.  3  (а)). При этом мы обратили внимание, 
что в клетках G01, обладающих высокой проли-
феративной активностью и  высокой представ-
ленностью L1CAM, Nestin-позитивных клеток 
существенно меньше, чем в  клеточной культу-
ре Sus/fP2. После воздействия аптамера yly12 
Nestin-позитивных клеток мы не обнаруживали 
ни в  одной культуре (рис.  3 (а)). Что касается 
маркера CD44, то мы обнаружили существенное 
снижение его представленности в  клетках Sus\
fP2 и  незначительное снижение в  клетках G01 
воздействия yly12 (рис. 3 (а)).

При разделении G01 на две культуры – G01 
L1CAM⁺ и  G01 L1CAM⁻ – было показано, что 
после введения в  культуры аптамера yly12 сни-
жалась экспрессия Sox2 (рис. 3 (а)). Что касает-
ся Nestin-позитивных клеток, то до воздействия 
мы обнаруживали их только в  клеточной куль-
туре G01 L1CAM⁺, но не в  G01 L1CAM-, а  по-
сле использования аптамера экспрессия Nestin 
не наблюдалась ни в  G01 L1CAM⁺, ни в  G01 
L1CAM⁻ (рис. 3 (а)). Данный результат сопоста-
вим с результатом на неразделенных клеточных 
культурах G01 и Sus/fP2.

Кроме того, после воздействия аптамера yly12 
наблюдается падение ki67 – маркера пролифера-
тивной активности опухолевой клетки в культу-
ре G01 L1CAM⁺, при этом в  G01 L1CAM⁻ этот 
показатель не меняется (рис. 3 (а)).

Оценка уровня экспрессии маркерных генов 
стволовости на уровне РНК в культурах G01 L1CAM⁺ 

и G01 L1CAM⁻ после воздействия аптамера yly12

В  целях сравнения стволовых характеристик 
в  культурах G01 L1CAM⁺ и  G01 L1CAM⁻ по-
сле воздействия yly12 проводили анализ экс-
прессии генов, ассоциированных со стволово-
стью, CD133, L1CAM, CD44, Nestin, Sox2 и GFAP 
с  помощью ПЦР-РВ. Анализ экспрессии генов 
на уровне мРНК проводили на 10-й день после 
воздействия аптамера yly12. В качестве контроля 
использовали клетки, инкубированные в тех же 
условиях без использования yly12.

КОЛЕСНИКОВА и др.
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При анализе данных, полученных в  резуль-
тате ПЦР-РВ для клеточной культуры G01 
L1CAM⁺, приведенных на рис. 3 (б), отмечается 
значимое снижение экспрессии гена CD44 по-
сле воздействия аптамером yly12. В то же время 
после действия yly12 в  культуре G01 L1CAM- 
наблюдалось повышение экспрессии гена CD44 
(рис. 3 (б)).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Глиобластома как одна из наиболее агрес-
сивных и  сложных форм опухоли продолжает 
представлять серьезную медицинскую пробле-

му с  ограниченными возможностями лечения. 
Традиционные методы, такие как хирургиче-
ское удаление, химиотерапия и  радиотерапия, 
оказывают временный эффект и  не способны 
не только обеспечить полное излечение паци-
ентов, но и  увеличить их продолжительность 
жизни (Rong et al., 2022). В связи с этим иссле-
дование глиобластомы и поиск новых подходов 
к ее лечению становятся особенно актуальными. 
Один из перспективных подходов – использова-
ние ДНК-аналогов антител – аптамеров. В дан-
ном исследовании использовали ряд аптамеров, 
специфичных к молекуле L1CAM, которая игра-
ет важную роль в  функционировании клеток 
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Рис. 3. Иммуноцитохимическое окрашивание клеток глиобластомы G01, Sus\fP2, G01 L1CAM⁺ и G01 L1CAM⁻ и 
ПЦР-анализ клеток глиобластомы G01 L1CAM⁺ и G01 L1CAM⁻ после воздействия аптамером к L1CAM yly12. (а) – 
иммуноцитохимическое окрашивание клеток G01, Sus\fP2, G01 L1CAM⁺ и G01 L1CAM⁻ после воздействия ап-
тамером yly12 на маркеры стволовости CD133, L1CAM, CD44, Nestin, Sox2 и маркер пролиферирующих клеток 
ki67. Зел – зеленое свечение, кр – красное свечение. Ядра клеток окрашивали раствором бисбензимида (Hoechst 
33342) – синее свечение. (б) – ПЦР-РВ генов, ассоциированных со стволовостью CD133, L1CAM, CD44, Nestin, 
Sox2 и GFAP, в культурах клеток G01 L1CAM⁺ и G01 L1CAM⁻ после воздействия аптамером yly12. Статистически 
значимые различия показаны с помощью астериксов (Two-Way ANOVA, post-hoc Bonferroni test, * – p < 0.05, **** – 
p < 0.0001).
Fig. 3. Immunocytochemical staining of glioblastoma cells G01, Sus\fP2, G01 L1CAM⁺ and G01 L1CAM⁻ and PCR analysis of 
glioblastoma cells G01 L1CAM⁺ and G01 L1CAM⁻ after exposure to the aptamer to L1CAM yly12. (а) –Immunocytochemical 
staining of G01, Sus\fP2, G01 L1CAM⁺ and G01 L1CAM⁻ cells after exposure to yly12 aptamer on stem cell markers CD133, 
L1CAM, CD44, Nestin, Sox2 and proliferation marker ki67. Зел – green, кр – red. Nuclei are stained with Hoechst 33342 
(blue). (б) – Real-time quantitative PCR associated with stemness CD133, L1CAM, CD44, Nestin, Sox2 and GFAP, in 
cell cultures G01 L1CAM⁺ and G01 L1CAM⁻ after exposure to yly12 aptamer. Statistically significant differences between 
the control and the treatment groups are indicated by asterisks (Two-Way ANOVA, post-hoc Bonferroni Test, * – p < 0.05, 
**** – p < 0.0001).

АНТИПРОЛИФЕРАТИВНЫЙ ЭФФЕКТ L1CAM–СПЕЦИФИЧНЫХ
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глиобластомы (Wachowiak et al., 2018). L1CAM 
считается одним из маркеров опухолевых ство-
ловых клеток глиобластомы (ОСКГ) (Terraneo et 
al., 2020), предполагается, что данный мембран-
ный белок участвует в поддержании выживания 
этих клеток (Bao et al., 2009). Кроме того, из-
вестно, что L1CAM активирует NBS1, который 
является участником комплекса NBS1/hMre11/
Rad50, необходимого для репарации двухцепо-
чечных разрывов ДНК (Cheng et al., 2011).

Таким образом, L1CAM является особен-
но привлекательной мишенью для разработки 
новых подходов к  терапии глиобластомы, по-
средством воздействия на ОСКГ (Cheng et al., 
2011). Однако мы обнаружили, что клеточные 
культуры глиобластом человека имеют доста-
точно различную экспрессию L1CAM. Поэтому 
для работы мы выбрали две клеточные культуры 
глиобластомы человека – G01 и Sus\fP2, – кото-
рые имели высокую и  низкую экспрессию гена 
L1CAM соответственно (рис. 1 (а)). Важно было 
понять, насколько существенно влияет специ-
фичный к L1CAM аптамер на экспрессию мар-
керов, характерных для ОСКГ. Мы отметили, 
что однократное добавление всех анализируе-
мых аптамеров к  L1CAM показало низковыра-
женный эффект на клеточной культуре G01, что 
заставило нас предположить, что для перехода 
в  «восприимчивое» состояние клеткам необхо-
димо более длительное воздействие, поскольку 
на переключение сигнальных путей может тре-
боваться больше времени. Поэтому в  дальней-
шем использовали добавление аптамеров каж-
дые три дня в течение 10 дней эксперимента. Для 
точности исследований из клеточной культуры 
G01 были получены обедненная (G01 L1CAM–) 
и  обогащенная (G01 L1CAM+) по L1CAM кле-
точные культуры, на которых была подтвержде-
на эффективность трехкратного воздействия 
аптамеров. Кроме того, было показано, что 
наибольшим антипролиферативным эффектом 
обладает yly12 (рис.  2 (г)). В  ходе исследования 
из всех аптамеров, специфично блокирующих 
L1CAM, был выбран yly12, так как именно этот 
аптамер показал наилучший дозозависимый ан-
типролиферативный эффект на обеих клеточных 
культурах глиобластом при использовании двух 
концентраций – 10 и 37.5 мкМ.

Иммуноцитохимическое окрашивание клеток 
G01 L1CAM⁻ и  G01 L1CAM⁺, предварительно 
меченных специфичным к  L1CAM аптамером, 
антителами против L1CAM показало, что в клет-
ках глиобластомы G01 L1CAM⁻ L1CAM встреча-

ется в единичных клетках в области ядра, а в G01 
L1CAM⁺ высоко представлен на поверхности кле-
ток (рис. 1 (б)). При этом yly12 проявляет аффин-
ность к L1CAM глиобластомы человека, а также 
способен не только взаимодействовать с  мем-
бранной формой L1CAM, но и проникать внутрь 
клетки и  взаимодействовать с  ядерной формой 
L1CAM, оказывать антипролиферативное дей-
ствие путем ингибирования L1CAM, что под-
тверждается результатами MTS-тестов (рис. (2)). 
Очень интересна ядерная локализация L1CAM. 
По этому поводу крайне мало сообщений, но в ра-
боте F. Angiolini показана цитоплазматическая 
форма L1CAM, которую авторы назвали L1-ΔTM, 
характерная именно для опухолевых стволовых 
клеток. Авторами показано, что L1-ΔTM полу-
чается посредством NOVA2-опосредованного 
альтернативного сплайсинга. L1-ΔTM проявля-
ет проангиогенную активность и  активируется 
в опухолевых сосудах, что может иметь большое 
клиническое значение (Angiolini et al., 2019). Дан-
ное наблюдение не является целью наших иссле-
дований, но может служить объяснениями ряда 
наших результатов.

Мы показали, что при воздействии на клеточ-
ную культуру G01 с высокой экспрессией L1CAM 
аптамером yly12 наблюдается падение экспрес-
сии некоторых белков, характерных для ОСКГ, 
таких как CD133, CD44, Sox2, Nestin (иммуно-
цитохимический анализ). При этом в низко-экс-
прессирующей L1CAM клеточной культуре Sus/
fP2 воздействие yly12 стимулировало понижение 
экспрессии CD44, Sox2, Nestin, но не влияло на 
представленность CD133 в  небольшом количе-
стве клеток. Для более подробного исследования 
феномена одновременного падения экспрессии 
маркеров L1CAM и  CD133 в  культуре клеток 
G01 и падения экспрессии маркера L1CAM без 
изменения экспрессии CD133 в культуре клеток 
Sus\fP2 после воздействия аптамера yly12 мы ре-
шили проанализировать этот эффект на культу-
рах клеток G01 L1CAM⁻ и G01 L1CAM⁺.

Полученный результат совпал с  результатом 
на G01 и  Sus\fP2. Было обнаружено, что в  G01 
L1CAM⁺ после воздействия yly12 падает экс-
прессия L1CAM и  CD133, в  то время как в  G01 
L1CAM⁻ при падении экспрессии L1CAM экс-
прессия CD133 возрастает (рис.  3 (а)). Вероятно, 
в случае G01 L1CAM⁺ мы имеем дело с нормаль-
ной молекулой L1CAM, взаимодействие с  кото-
рой влияет на представленность CD133 в клетках. 
А в случае G01 L1CAM–, вероятно, мы имеем дело 
с растворимой формой L1-ΔTM, которая никак не 

КОЛЕСНИКОВА и др.



119

ЖУРНАЛ ВЫСШЕЙ НЕРВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ          том 74         № 1          2024

связана с каскадами, управляющими CD133. Дан-
ный результат очень интересен для дальнейших 
исследований разных типов опухолевых стволо-
вых клеток глиобластомы. Кроме того, для даль-
нейших исследований важен тот факт, что из всех 
аптамеров, специфичных к  L1CAM, только yly12 
специфичен к любой форме этого белка, что пока-
зывает его универсальность и предпочтительность. 
Кроме того, мы обнаружили, что при воздействии 
аптамера yly12 на клеточные культуры Sus\fP2 
и  G01 падает экспрессия другого белка, связан-
ного с  опухолевыми столовыми клетками глиоб-
ластомы, – Sox2. Причем подобное падение Sox2 
характерно не только для обеих культур, но и для 
G01 L1CAM⁺ и G01 L1CAM–, что говорит о том, 
что ингибирование молекулы L1CAM при помо-
щи аптамера yly12 оказывает влияние на процессы 
клеточного самообновления. Это дает основания 
предположить, что L1CAM играет важную роль 
в сигнальном пути Wnt/β-катенин.

Мы обратили внимание, что в опухолевых клет-
ках крайне плохо представлен маркер нейральных 
стволовых клеток Nestin. Так, его практически 
нет в клеточной культуре с высокой экспрессией 
L1CAM G01 и очень мало в низко-экспрессиру-
ющей L1CAM Sus\fP2; воздействие на клеточные 
культуры аптамером либо снижает эту экспрес-
сию, либо блокирует вовсе (как это видно в куль-
туре G01 L1CAM–) (рис. 3 (а)).

В  обеих культурах глиобластом человека – 
G01 и  Sus\fP2 – аптамер yly12 снижал экспрес-
сию CD44. Такой эффект может свидетель-
ствовать о  большом количестве определенных 
ОСКГ, обладающих высокой степенью адгезии. 
Считается, что данный ген связан с процессами 
стволовости и пролиферации и высоко экспрес-
сируется в ОСКГ (Mesrati et al., 2021; Morath et 
al., 2016). Результат подтверждается и  на куль-
турах G01 L1CAM⁺ и  G01 L1CAM– (рис.  3 (б)). 
Таким образом, можно заключить, что аптамер 
yly12 оказывает влияние на процессы, происхо-
дящие в  стволовых клетках, и  может изменять 
экспрессию Sox2, CD44, Nestin, CD133. При 
этом разная представленность маркеров стволо-
вых клеток и изменение экспрессии этих марке-
ров в ответ на добавление аптамеров, специфич-
ных к L1CAM, позволяют изучать в дальнейшем 
разные типы ОСКГ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В  целом, данное исследование подтверждает 
антипролиферативный эффект аптамера yly12, 

что особенно выражено на клетках с повышен-
ной экспрессией L1CAM. Эти результаты могут 
иметь важное значение для разработки новых 
подходов к  лечению глиобластомы и  преодоле-
ния ее лекарственной резистентности.
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Glioblastoma remains an uncurable form of brain tumor. Existing methods of therapy allows to insignificantly prolong 
patient’s lifespan with this diagnosis. Thus, it is necessary to search for new approaches and develop new principals of 
glioblastoma therapy. In this paper, we describe the principle of impact on glioblastoma tumor cells, which consists in 
targeted inhibition of the proliferation of L1CAM-positive cells using aptamers. L1CAM is considered to be a marker 
of tumor glioma stem cells, the presence of which in a tumor may be responsible for resistance to therapy. As a result 
of the work, the yly12 aptamer was selected from a panel of aptamers for L1CAM and its antiproliferative effect was 
shown, which was more pronounced on human glioblastoma cells with increased expression of L1CAM. Thus, the 
effect can solve the problem of glioblastoma cell resistance and prevent tumor recurrence by influencing cancer glioma 
stem cells.

Keywords: glioblastoma, cancer glioma stem cells, proliferation, L1CAM, aptamer
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