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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность проблемы. Глиобластома (глиома grade 4 по классификации ВОЗ) 

является наиболее распространённой и агрессивной первичной злокачественной опухолью 

головного мозга у взрослых. Ежегодная заболеваемость составляет 3–5 случаев на 100 000 

населения, а медиана общей выживаемости пациентов даже при применении максимально 

агрессивной терапии (хирургическая резекция, лучевая и химиотерапия) не превышает 16 

месяцев, при этом 5-летняя выживаемость не достигает 5%. Причиной столь 

неблагоприятного прогноза служит высокая инфильтративная способность опухоли, её 

внутриопухолевая гетерогенность и наличие популяции резистентных опухолевых 

стволовых клеток. С молекулярно-физиологической точки зрения ключевую роль в 

поддержании злокачественного фенотипа глиобластомы играет рецептор эпидермального 

фактора роста EGFR. В 50–60% случаев наблюдается гиперэкспрессия EGFR, а примерно 

в 60% из них – его конститутивно активная мутантная форма EGFRvIII, возникающая в 

результате делеции экзонов 2–7 внеклеточного домена. EGFRvIII характеризуется лиганд-

независимой активацией, не поддающейся классическим механизмам ингибирования, и 

ассоциирован с усилением пролиферации, миграции, инвазии и устойчивости к апоптозу. 

Однако его точная физиологическая функция в поддержании пролиферативного и 

миграционного фенотипа опухолевых клеток остаётся недостаточно изученной – в первую 

очередь из-за отсутствия селективных инструментов, позволяющих специфически 

блокировать именно мутантную форму рецептора, не затрагивая дикий тип EGFR, 

который экспрессируется и в нормальных тканях. Существующие моноклональные 

антитела и низкомолекулярные ингибиторы киназ не различают дикий и мутантный 

варианты, а их клиническая эффективность при глиобластоме крайне низка из-за 

невозможности преодолеть гематоэнцефалический барьер и высокой частоты побочных 

эффектов. 

Степень разработанности темы. В последние годы активно развивается 

альтернативный подход с использованием ДНК-аптамеров – коротких одноцепочечных 

олигонуклеотидов, способных с высокой аффинностью связываться с белками-мишенями. 

Ранее были получены аптамеры U2 (связывает и EGFRwt, и EGFRvIII), а также CL4/E07 

(РНК-аптамер к EGFRvIII). Однако исходный аптамер U2 имеет значительную длину и 

субоптимальную вторичную структуру, что ограничивает его применение; аптамер CL4 не 

обладает селективностью к EGFRvIII и не исследован на первичных культурах и 

ортотопических моделях in vivo с ПЭТ-визуализацией. На сегодняшний день отсутствуют 

работы, в которых сочетался бы рациональный компьютерный дизайн аптамера, 

всесторонняя оценка его специфичности на трансгенных клеточных моделях, 
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транскриптомный анализ механизмов действия и доказательство способности 

преодолевать гематоэнцефалический барьер при системном введении. Настоящее 

исследование восполняет эти пробелы и впервые представляет аптамер Gol1 как 

селективный инструмент для изучения физиологической роли EGFRvIII. 

Цели и задачи исследования 

Цель работы:  

С использованием нового ДНК-аптамера Gol1, селективного к EGFRvIII, изучить 

физиологическую роль этого рецептора в регуляции пролиферации и миграции клеток 

глиобластомы человека, а также оценить его потенциальную диагностическую и 

терапевтическую применимость. 

Задачи исследования:  

1. Провести компьютерный дизайн и синтез нового укороченного ДНК-аптамера Gol1 

на основе минимизации и стабилизации вторичной структуры родительского 

аптамера U2. 

2. Получить трансгенные клеточные модели глиобластомы с гиперэкспрессией EGFR 

дикого типа (EGFRwt) и мутантной формы EGFRvIII на основе первичной 

культуры глиобластомы человека G01. 

3. Охарактеризовать специфичность связывания аптамеров U2 и Gol1 с EGFRwt и 

EGFRvIII на полученных моделях трансгенных клеток глиобластомы человека. 

4. Оценить влияние аптамеров U2 и Gol1 на пролиферативную активность клеток 

глиобластомы с разным уровнем экспрессии EGFR/EGFRvIII, а также определить 

их цитотоксичность в отношении нормальных клеток. 

5. Исследовать влияние аптамеров U2 и Gol1 на миграционную активность клеток 

глиобластомы. 

6. Выявить молекулярные механизмы действия аптамера Gol1 путем анализа 

транскриптомных изменений, а также с помощью количественной ПЦР в реальном 

времени в панели первичных культур глиобластомы человека. 

7. Оценить способность аптамера Gol1 к селективному накоплению в опухолевой 

ткани in vivo на тканевой модели глиобластомы 101/8 у крыс при системном 

введении. 

Научная новизна работы и практическая значимость работы 

В настоящей работе впервые с использованием методов вычислительной минимизации 

вторичной структуры получен укороченный ДНК-аптамер Gol1, стабилизированный 

относительно исходного аптамера U2; на основе молекулярно-динамического 
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моделирования обоснована роль мультипетли с мотивом ATAT в обеспечении 

селективности связывания с мутантной формой рецептора. Показана высокая 

селективность аптамера Gol1 к EGFRvIII по сравнению с EGFRwt, подтверждённая 

конкурентной аптаиммуноцитохимией и экспериментами на созданных впервые 

трансгенных клеточных моделях G01/EGFRwt и G01/EGFRvIII. Установлена прямая 

зависимость между уровнем экспрессии EGFRvIII и 

антипролиферативной/антимиграционной активностью Gol1 на широкой панели 

первичных культур глиобластомы человека; при этом аптамер не проявляет 

цитотоксичности в отношении нормальных клеток (фибробластов и клеток обонятельного 

эпителия). С помощью RNA-seq выявлено, что Gol1 переключает транскриптомную 

программу клеток глиобластомы с пролиферативной на нейрогенную дифференцировку – 

активирует гены NOTCH3, PTN, NGF, TXNIP и подавляет экспрессию 

проонкогенов CCND1, BCL2, SGK1, а также факторов альтернативного сплайсинга. 

Впервые на ортотопической тканевой модели глиобластомы 101/8 у крыс доказано, что 

аптамер Gol1 при системном введении способен преодолевать гематоэнцефалический 

барьер и селективно накапливаться не только в центре опухоли, но и в инвазивных 

клетках на границе с нормальной тканью мозга, что продемонстрировано методами 

флуоресцентной микроскопии и ПЭТ-КТ с меченым [¹⁸F]FB-Gol1. 

Полученные результаты имеют высокую теоретическую значимость, раскрывая ранее 

неизвестные молекулярно-физиологические механизмы, через которые EGFRvIII 

регулирует пролиферацию и миграцию клеток глиобластомы, включая индукцию 

программ стволовости и подавление нейрогенной дифференцировки. С практической 

точки зрения разработанный аптамер Gol1 представляет собой прототип тераностического 

агента: он может быть использован как самостоятельное противоопухолевое средство, а 

также как платформа для таргетной доставки цитостатиков или радиоизотопов. 

Созданные трансгенные клеточные модели G01/EGFRwt и G01/EGFRvIII являются 

валидным инструментом для скрининга других анти-EGFR соединений. Способность Gol1 

преодолевать гематоэнцефалический барьер и визуализировать опухоль методом ПЭТ/КТ 

открывает перспективы его клинического применения для молекулярной диагностики и 

адресной терапии EGFRvIII-позитивной глиобластомы. 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Смоделированный в ходе работы укороченный ДНК-аптамер Gol1 формирует 

конформационно подвижную мультипетлю с мотивом ATAT, обеспечивающую 

пространственное сродство к рецептору EGFR. 
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2. Аптамер Gol1 проявляет селективность к мутантной форме EGFRvIII, переключает 

транскриптомную программу клеток глиобластомы с пролиферации на 

дифференцировку, что является основой его специфичного и дозозависимого 

ингибирования пролиферации и миграции клеток глиобластомы in vitro, и объясняет 

механизмы его противоопухолевого действия. 

3. ДНК-аптамер Gol1 как в виде флуоресцентно-меченого производного Gol1 FAM, так и 

в форме радиофармпрепарата [¹⁸F]FB Gol1 способен преодолевать 

гематоэнцефалический барьер и специфически накапливаться в EGFRvIII позитивных 

клетках глиобластомы in vivo, что проявляется в его селективном накоплении в 

опухолевой ткани (включая инвазивные клетки на границе с нормальным мозгом) и 

возможности прямой визуализации опухоли методом ПЭТ/КТ на модели 

ортотопической глиобластомы 101/8 у крыс. 

Личный вклад автора: автором самостоятельно выполнены основные клеточные и 

молекулярно-биологические эксперименты, включая ПЦР-РВ, МТS-тест, xCELLigence, 

transwell-анализ, аптацитохимию и проточную цитометрию, а также проведён анализ и 

интерпретация данных. Компьютерное моделирование аптамера Gol1, получение 

трансгенных клеточных культур, ПЭТ-КТ визуализация и эксперименты in 

vivo выполнены в соавторстве с указанными в диссертации коллегами. 

Степень достоверности и апробация результатов 

Результаты представлены на 6 международных и всероссийских конференциях (2022–

2025). По теме опубликовано 12 работ, из них 5 статей в журналах из перечня 

ВАК/Scopus. 

Структура и объем диссертационной работы 

Диссертация изложена на 243 страницах машинописного текста и содержит 60 

иллюстраций, 17 таблиц. Диссертация состоит из следующих разделов: введение, список 

сокращений, обзор литературы, материалы и методы, результаты, обсуждение 

результатов, заключение, выводы, список публикаций по теме диссертации, ограничения 

работы, благодарности, список использованной литературы. Библиографический 

указатель содержит 222 источника литературы. 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Клеточные культуры были получены из опухолевого послеоперационного материала 

пациентов в ФГАУ «НМИЦ нейрохирургии им ак. Н.Н. Бурденко» Минздрава России. 

Клеточные линии U87 (глиобластома), A431 (аденокарцинома, положительный контроль 
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EGFR) и DF1 (фибробласты человека) были приобретены в Институте цитологии РАН 

(Санкт-Петербург). Клетки культивировались на среде DMEM/F12 с добавлением 10 % 

FBS, 2 mM L-глутамина и 1% раствора антибиотика при 37 °С и 5% СО2. Работа 

выполнялась совместно с ФГАУ «НМИЦ нейрохирургии им. ак. Н.Н. Бурденко» 

Минздрава России в соответствии с законами Российской Федерации и была одобрена 

Этическим Комитетом ФГАУ «НМИЦ нейрохирургии им. ак. Н.Н. Бурденко» (протокол 

№01/2021 от 20.01.2020). 

Для создания трансгенных моделей конструировали экспрессионные векторы 

EGFRwt/CMV3 и EGFRvIII/CMV3. Последовательность EGFRvIII получали 

инвертированной ПЦР с делецией 801 п.н. (экзоны 2–7) из коммерческого вектора pCMV-

EGFR. Трансфекцию клеток G01 и U87 проводили реагентом TurboFect, стабильные 

трансфектанты отбирали при помощи гигромицина (200 мкг/мл). Экспрессию рецепторов 

подтверждали вестерн-блоттингом с использованием антител к EGFR (клон 225) и к 

EGFRvIII (клон L8A4). 

Новый ДНК-аптамер Gol1 был разработан методом вычислительной минимизации на 

основе родительского аптамера U2. С помощью пакета ViennaRNA и утилиты RNASketch 

выполняли скользящее укорочение последовательности с сохранением мультипетли; 

молекулярно-динамическое моделирование (GROMACS 2023.4, силовое поле parmbsc1, 

три повтора по 1000 нс) проводили для вариантов мультипетли AAAA, ATAT и TTTT.  

Специфичность связывания аптамеров U2 и Gol1 с EGFRwt и EGFRvIII оценивали 

методом конкурентной аптаиммуноцитохимии. Живые клетки исходной культуры G01, а 

также трансгенных G01/EGFRwt и G01/EGFRvIII инкубировали с FAM-мечеными 

аптамерами (1 мкМ, 3 ч, 37 °C), после фиксации 4% параформальдегидом проводили 

иммуноцитохимическое окрашивание антителами против EGFR (клон 225, 1:50) или 

EGFRvIII (клон L8A4, 1:50) с вторичными антителами, конъюгированными с Cy5. Ядра 

докрашивали Hoechst 33342. Конфокальную микроскопию выполняли на системе Carl 

Zeiss LSM-710. Для количественной оценки связывания использовали проточную 

цитометрию (CytoFLEX LX, не менее 10 000 событий), инкубируя клетки с аптамерами 

(10 мкМ, 30 мин, 4 °C) или с первичными антителами (1:50) с последующими 

вторичными, мечеными Cy5. Кинетику накопления аптамеров в клетках изучали с 

помощью аптацитохимии: клетки культур BU881, Bl, G01 и Sus инкубировали с FAM-

мечеными U2 или Gol1 (1 мкМ) в течение 1,5; 3; 24; 48 и 72 ч, после фиксации измеряли 

среднюю интенсивность флуоресценции в программе CellProfiler. 
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Антипролиферативную активность аптамеров оценивали МТS-тестом через 72 ч 

культивирования в концентрациях 10 и 20 мкМ на панели первичных культур 

глиобластомы и на нормальных клетках DF1 и OES-b. Дополнительно использовали 

систему xCELLigence RTCA S16 для непрерывного мониторинга клеточного индекса в 

течение 6 суток после добавления аптамеров (10 мкМ). Миграционную способность 

изучали в Transwell-камерах с порами 8 мкм. 

Для выявления молекулярных механизмов действия аптамера Gol1 проводили 

транскриптомный анализ. Клетки G01 культивировали с Gol1 (10 мкМ, 72 ч), выделяли 

тотальную РНК с помощью Trisol, полиА-фракцию – на магнитных шариках Dynabeads® 

mRNA Purification Kit. Библиотеки готовили с использованием NEBNext® RNA UltraII, 

секвенирование выполняли на HiSeq1500 (Illumina), получая не менее 10 млн прочтений 

по 50 нт на образец. Выравнивание на геном GRCh38.p14 (STAR), дифференциальную 

экспрессию оценивали с помощью DESeq2 (padj<0,05, |log2FC|>1). GO-анализ и анализ 

путей KEGG проводили в пакете ClusterProfiler. Ключевые гены (EGFRwt, EGFRvIII, RAS, 

A-RAF, MEK, ERK, PI3K, AKT3, MTOR, MGMT, PARP1, SOX2, NES, CD44, CD133, L1CAM, 

NCAM1, CAV1, NFKB, TUBB и др.) валидировали методом ПЦР в реальном времени на 

панели первичных культур (BU881, Bl, G01, Sus). ПЦР-РВ проводили на амплификаторе 

LightCycler 96 с использованием SYBR Green, нормализуя экспрессию по генам GAPDH и 

RPL13A. Относительный уровень экспрессии рассчитывали методом ΔΔCt. 

Для идентификации пути интернализации аптамера Gol1 клетки BU881 предварительно 

инкубировали (1 ч) с ингибиторами эндоцитоза: хлорпромазином (10 мкМ, блокатор 

клатрин-опосредованного эндоцитоза), нистатином (10 мкМ, блокатор кавеолинового 

пути) или латрункулином А (1 мкМ, блокатор актин-зависимого макропиноцитоза). Затем 

добавляли Gol1 (10 мкМ для МТS-теста или 1 мкМ FAM-Gol1 для аптацитохимии). Через 

72 ч оценивали антипролиферативный эффект (МТS), а через 3 ч – флуоресценцию с 

помощью конфокальной микроскопии. 

Эксперименты in vivo проводили на самцах крыс линии Wistar (10–12 недель, 250–300 г) в 

соответствии с Директивой ЕС 2010/63/EU (одобрено этическим комитетом ИВНД, 

протокол №3 от 12.05.2025). Ортотопическую тканевую глиобластому 101/8 (штамм из 

НМИЦ нейрохирургии) имплантировали стереотаксически в правый гиппокамп 

(координаты: 2 мм латеральнее и 2 мм каудальнее от брегмы, глубина 4 мм). На 14–18 

день после имплантации животным внутривенно (в хвостовую вену) вводили 

флуоресцеин натрия (100–6300 нмоль/кг) или аптамер Gol1-FAM (50–3800 нмоль/кг). 

Через 15 мин после инъекции готовили криосрезы мозга толщиной 50 мкм для 

сканирования на Typhoon FLA 9500 или 10 мкм для конфокальной микроскопии после 
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фиксации и окрашивания Hoechst 33342. Индекс флуоресценции рассчитывали как 

отношение средней интенсивности в опухоли к интенсивности в нормальной ткани. 

ПЭТ-КТ визуализацию проводили с радиофармпрепаратом [¹⁸F]FB-Gol1 (получен клик-

химией из 4-[¹⁸F]-фторбензилазида) на доклинической системе MiLabs Vector6. Вводили 

радиофармпрепарат с активностью134±63 МБк на животное, сканирование длилось 40 

мин (кадры по 4 мин). Определяли стандартизованное максимальное накопление 

(SUVmax) в опухоли и в здоровой ткани мозга. 

Статистическую обработку данных выполняли в GraphPad Prism 9.0 и R (пакеты DESeq2, 

ClusterProfiler). Нормальность распределения проверяли критерием Шапиро-Уилка. 

Сравнение двух групп – t-тест Стьюдента или U-тест Манна-Уитни; множественные 

сравнения (МТS, ПЦР-РВ, миграция) – one-way ANOVA с пост-тестом Бонферрони; 

влияние двух факторов – two-way ANOVA. Результаты RNA-seq анализировали с 

помощью DESeq2 с коррекцией на множественные сравнения (метод 

Бенджамини-Хохберга). Различия считали значимыми при p<0,05. Данные представлены 

как среднее ± стандартное отклонение (SD). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Компьютерное моделирование и синтез нового ДНК-аптамера Gol1 

Исходным объектом для дизайна послужил ранее охарактеризованный ДНК-аптамер U2 

(76 нт), связывающий как EGFRwt, так и EGFRvIII. Сравнение предсказанных вторичных 

структур родственных аптамеров показало, что только U2 содержит характерный элемент 

«мультипетля», предположительно ответственный за узнавание рецептора. С помощью 

скользящего укорочения и обратного сворачивания (утилита RNASketch, пакет 

ViennaRNA) удалось удалить 6 нуклеотидов с 5′-конца и 11 нуклеотидов с 3′-конца, 

сохранив мультипетлю и две боковые петли. Для выбора оптимального нуклеотидного 

состава мультипетли проведено молекулярно-динамическое моделирование трёх 

вариантов (AAAA, ATAT, TTTT) в пакете GROMACS 2023.4 (силовое поле parmbsc1, три 

независимых повтора по 1000 нс). Вариант ATAT продемонстрировал оптимальную 

конформационную подвижность (флуктуации среднеквадратичного отклонения RMSD ~6 

Å) и стабильную вторичную структуру, при этом основания аденина и тимина в позициях 

45–46 ориентированы в сторону предполагаемого контакта с рецептором. Энергия 

образования вторичной структуры для выбранного аптамера, названного Gol1 (49 нт), 

составила -24,7 условных единиц, что значительно ниже, чем у исходного U2 (-14,1), 

подтверждая его повышенную стабильность.  
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На Рисунке 1 представлена предсказанная вторичная структура Gol1 с выделенной 

мультипетлей ATAT Синтезированный аптамер использован во всех последующих 

экспериментах. 

 

Рисунок 1 - Предсказанная вторичная структура 

разработанного аптамера Gol1. 

 

 

 

 

 

 

Подбор панели клеточных культур и создание трансгенных моделей 

Методом ПЦР в реальном времени и иммуноцитохимией проанализированы четыре 

первичные культуры глиобластомы человека (grade 4): BU881, Bl, G01 и Sus. Наибольшую 

экспрессию EGFRwt и EGFRvIII показала культура BU881, минимальную – Sus 

(отрицательный контроль). Культуры Bl и G01 различаются по соотношению изоформ: Bl 

экспрессирует преимущественно EGFRwt, G01 – выше уровень EGFRvIII (Рисунок 2).  

  

А Б 
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Рисунок 2 - Исследование уровней экспрессии EGFRwt (A) и EGFRvIII (Б) в клетках 

культур глиобластомы человека BU881, Bl, G01 и Sus методом ПЦР-РВ. Данные 

представлены как среднее значение ± SD; n = 3 для каждой группы. Статистически 

значимые различия между группами обозначены звездочками (Ordinary one-way ANOVA, 

* = p < 0,05, ** = p < 0,01, **** = p < 0,0001) 

Для раздельной характеристики селективности аптамеров сконструированы 

экспрессионные векторы EGFRwt/CMV3 и EGFRvIII/CMV3 (делеция 801 п.н. экзонов 2–7 

получена инвертированной ПЦР). Стабильные трансгенные линии G01/EGFRwt и 

G01/EGFRvIII получены трансфекцией с отбором гигромицином, экспрессия 

подтверждена вестерн-блоттингом. Эти модели стали валидным инструментом для оценки 

специфичности. 

Селективность связывания аптамеров U2 и Gol1 

Конкурентная аптаиммуноцитохимия (инкубация живых клеток с FAM-мечеными 

аптамерами, затем фиксация и окрашивание антителами к EGFR или EGFRvIII) показала: 

на трансгенных клетках G01/EGFRvIII аптамер Gol1 практически полностью вытеснял 

антитела – его зелёный сигнал в 4,2 раза превышал красный сигнал антител, тогда как для 

U2 это превышение составляло лишь 1,4 раза (Рисунок 3).  

   

А Б В 

Рисунок 3 - Конкурентная аптаиммуноцитохимия на трансгенных клетках 

глиобластомы G01/EGFRvIII. (А) - окрашивание антителами против EGFR (красный), 

(Б) – предварительное воздействие аптамера U2-FAM (зеленый) с последующим 

воздействием антителами против EGFR (красный), (В) - предварительное воздействие 
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аптамера Gol1-FAM (зеленый) с последующим воздействием антителами против EGFR 

(красный). Окраска ядер - синий Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich). 

На клетках G01/EGFRwt, напротив, U2 связывался с аффинностью, сопоставимой с 

антителами, а сигнал Gol1 был в 2 раза слабее (Рисунок 4). 

   

А Б В 

Рисунок 4 - Конкурентная аптаиммуноцитохимия на трансгенных клетках 

глиобластомы человека G01/EGFRwt. (А) - окрашивание антителами против EGFR 

(красный), (Б) – предварительное воздействие аптамера U2-FAM (зеленый) с 

последующим воздействием антителами против EGFR (красный), (В) - предварительное 

воздействие аптамера Gol1-FAM (зеленый) с последующим воздействием антителами 

против EGFR (красный). Окраска ядер - синий Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich). 

 Проточная цитометрия подтвердила эти различия, а анализ кинетики накопления FAM-

меченых аптамеров (инкубация 1,5–72 ч) показал, что в BU881 и G01 (высокая экспрессия 

EGFRvIII) накопление Gol1-FAM было достоверно выше и сохранялось до 72 ч, тогда как 

в Bl и Sus (низкая EGFRvIII) различий между аптамерами не наблюдалось. Таким 

образом, направленная структурная оптимизация привела к кардинальному изменению 

селективности: U2 предпочтителен к EGFRwt, а Gol1 высокоселективен к EGFRvIII. 

Влияние аптамеров на пролиферацию и миграцию клеток глиобластомы 

МТS-тест (72 ч, 10 мкМ) выявил дозозависимый и селективный эффект. В культуре 

BU881 (максимальная EGFRvIII) Gol1 снижал пролиферацию на 40% (p<0,0001), тогда как 

U2 – лишь на ~10% (незначимо). В G01 (умеренная экспрессия) Gol1 давал снижение на 

21% (p<0,01), U2 – без эффекта. В Bl (преобладание EGFRwt) оба аптамера были активны 

в равной степени (20–25%, p<0,01). В Sus эффекта не было (Рисунок 5).  
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Рисунок 5 - Оценка изменения   пролиферации клеток культур глиобластомы 

человека BU881, Bl, G01 и Sus под воздействием аптамеров U2 и Gol1 в 

концентрации 10 и 20 мкМ методом MTS-теста, выраженная в процентах от 

контроля, взятого за 100%. Статистически значимые различия между контрольной и 

опытными группами обозначены звездочками (Two-way ANOVA с последующим тестом 

множественных сравнений Бонферрони, *** = p < 0,001, **** = p < 0,0001). 

Система xCELLigence показала, что в BU881 Gol1 вызывает прогрессирующее падение 

клеточного индекса вплоть до полной потери жизнеспособных клеток к 5-м суткам, тогда 

как U2 лишь умеренно замедляет рост (Рисунок 6).  

 

Рисунок 6 – Оценка 

изменения клеточного 

индекса в культуре 

клеток глиобластомы 

человека BU881 под 

воздействием аптамеров 

U2 и Gol1 (10 мкМ) в 

течение 6 дней. 
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Важно, что Gol1 не проявлял цитотоксичности на нормальных фибробластах DF1 и 

клетках обонятельного эпителия OES-b. Transwell-анализ миграции (20 ч, 10 мкМ) 

выявил, что в BU881 Gol1 подавляет миграцию на 85,5% (U2 – на 53,5%). В культуре Bl 

U2, напротив, стимулировал миграцию на 67% (p<0,0001), тогда как Gol1 не оказывал 

стимулирующего действия (Рисунок 7). Последний феномен известен как «go or grow» – 

при частичном подавлении пролиферации опухолевые клетки переключаются на 

миграцию. Отсутствие такой стимуляции у Gol1 является его важным дополнительным 

преимуществом. 

 

Рисунок 7 – Оценка 

миграции клеток 

культур глиобластомы 

человека BU881, Bl и 

G01 после добавления 

аптамеров U2 и Gol1 с 

использованием камер 

transwell через 72 ч. 

Данные представлены в процентах от контроля (необработанная клеточная культура). 

Статистически значимые различия между контрольной и опытными группами обозначены 

звездочками (Two-way ANOVA с последующим тестом множественных сравнений 

Бонферрони , **** = p < 0,0001) 

Транскриптомный анализ и молекулярные механизмы действия Gol1 

RNA-seq клеток G01 после 72 ч с Gol1 выявил 1207 дифференциально экспрессированных 

генов (padj<0,05, |log2FC|>1). GO-анализ показал обогащение терминами нейрогенеза и 

дифференцировки (активация NOTCH3, PTN, NGF, TXNIP) и подавление сплайсинга и 

клеточного цикла (снижение CCND1, BCL2, SGK1, RRAS2, факторов 

сплайсинга CELF2, hnRNPM, SRSF2/6). Анализ путей KEGG подтвердил ингибирование 

каскадов RAS/MAPK и PI3K/AKT. Валидация ПЦР-РВ на первичных культурах показала 

корреляцию между эффектом и уровнем EGFRvIII: в BU881 Gol1 снижал 
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экспрессию EGFRvIII, RAS, ERK, PI3K, AKT3, MTOR, MGMT, PARP1, SOX2, CD133; в Bl 

эффекты слабее; в Sus – практически отсутствуют. 

Оценка эффективности воздействия аптамера Gol1 на молекулярные 

характеристики клеточных культур глиобластомы человека 

Для подтверждения, что наблюдаемые изменения обусловлены именно блокированием 

мутантного рецептора, методом ПЦР-РВ оценили влияние аптамеров U2 и Gol1 на 

экспрессию ключевых генов каскадов RAS/MAPK и PI3K/AKT в трансгенных клетках 

G01/EGFRvIII. Аптамер U2 вызывал лишь умеренное повышение JUN и FOS (гены 

раннего ответа), практически не влияя на путь выживаемости. Напротив, аптамер Gol1 

достоверно снижал экспрессию JUN, FOS, CCND1 (циклин D1), а также подавлял 

экспрессию генов выживаемости PI3K и AKT3 (Рисунок 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 8 - Анализ изменения уровней экспрессии генов молекул каскада EGFR в 

трансгенных клетках культуры глиобластомы человека G01/EGFRvIII до и после 

добавления аптамеров U2 и Gol1 (метод ПЦР-РВ).  

Экспрессию генов нормализовали относительно референсных генов GAPDH, RPL13A и 

TBP. Данные представлены в виде логарифмической шкалы среднего значения ± 

стандартная ошибка среднего, p-критерий считался значимым при *= р<0,05, ** = р<0,01, 
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*** = р<0,001, **** = р<0,0001 (ANOVA-тест). Все эксперименты проводились в трех 

повторностях. 

В трансгенных клетках G01/EGFRwt (гиперэкспрессия EGFRwt) такого эффекта на генах 

пути PI3K/AKT3 не наблюдалось. В широкой панели первичных культур (BU881, Bl, G01, 

Sus) дополнительно проанализированы гены стволовости (SOX2, NES, CD44, CD133), 

лекарственной устойчивости (MGMT, PARP1, CIRBP) и инвазивности 

(L1CAM, NCAM1, CAV1). Наиболее выраженное подавление этих генов отмечено в 

культуре BU881, что коррелирует с её высокой чувствительностью к Gol1. 

Механизм интернализации аптамера Gol1 

С использованием фармакологических ингибиторов (хлорпромазин – клатриновый путь, 

нистатин – кавеолиновый, латрункулин А – актин-зависимый) на клетках BU881 

установлено, что хлорпромазин практически полностью блокирует антипролиферативный 

эффект Gol1: пролиферация восстанавливается до 93,4% контроля (в отсутствие 

ингибитора – 51,9%) (Рисунок 9). Нистатин и латрункулин А дают лишь частичное 

ингибирование (66,1% и 68,0% 

соответственно).  

 

Рисунок 9 – Анализ влияния ингибиторов 

эндоцитоза на антипролиферативный 

эффект аптамера Gol1 (МТS-тест, 72 ч) в 

клетках глиобластомы человека BU881. 

Данные представлены в процентах от 

контроля (клетки без аптамера), взятого за 

100%. Статистическая значимость 

оценивалась one-way ANOVA-тестом, **** p 

< 0,0001 по сравнению с контрольной 

группой. 

 

Конфокальная микроскопия показала, что хлорпромазин почти полностью подавляет 

внутриклеточное накопление FAM-Gol1, тогда как нистатин и латрункулин А 

незначительно снижают сигнал.  
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Таким образом, основной путь интернализации – клатрин-опосредованный эндоцитоз, что 

критически важно для биологической активности аптамера. 

Накопление аптамера Gol1 в опухолевой ткани in vivo 

На ортотопической модели тканевой глиобластомы 101/8 у крыс при внутривенном 

введении Gol1-FAM (50–3800 нмоль/кг) наблюдали дозозависимое увеличение индекса 

флуоресценции (опухоль/норма) от 2,62 до 4,43 (в контроле – инъекция свободного 

флуоресцеина давала индекс не выше 1,5). Конфокальная микроскопия показала 

накопление аптамера не только в центре опухоли, но и в инвазивных клетках на границе с 

нормальной тканью, при этом в интактных участках мозга сигнал отсутствовал (Рисунок 

10).  
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Рисунок 10 -  Анализ распределения аптамера Gol1-FAM (зеленый) в опухоли 101/8 (А) 

через 15 минут после внутривенного введения, на границе опухоли 101/8 и интактной 

ткани мозга (Б) и в области нормальной мозговой ткани (В).  Синий канал — 

окрашивание ядер бисбензимидом Hoechst 33342 (Sigma). Конфокальная лазерная 

сканирующая микроскопия. Масштабная линейка: 50 мкм. Увеличение: ×200. Пунктиром 

выделена граница между опухолевой и нормальной мозговой тканью.  

ПЭТ-КТ с радиофармпрепаратом [¹⁸F]FB-Gol1 подтвердила селективное накопление в 

опухоли (SUVmax 0,43±0,20), тогда как свободная метка не давала сигнала, а [¹⁸F]ФДГ, 

использованный в качестве положительного контроля, накапливался в очаге поражения 

(Рисунок 11).  
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Рисунок 11 - Сравнение поглощения 

радиоактивных индикаторов: (А) [18F]FB-

Gol1 и (Б) [18F]FDG. Верхний ряд — Т1-

МРТ с контрастным усилением, нижний 

ряд — ПЭТ-сканирование. Стрелка 

указывает на опухоль.

 

Таким образом, Gol1 способен преодолевать гематоэнцефалический барьер и служить 

основой для таргетной диагностики и терапии. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ  

Глиобластома остаётся одним из самых фатальных онкологических заболеваний, для 

которого даже самые современные мультимодальные подходы обеспечивают лишь 

незначительное продление жизни. Инфильтративный характер роста, наличие 

гематоэнцефалического барьера и поразительная молекулярная гетерогенность 

превращают эту опухоль в клинический вызов, требующий принципиально новых 

терапевтических и диагностических стратегий. В этом контексте EGFRvIII, 

обнаруживаемый исключительно в опухолевой ткани и способный одновременно 

активировать программы пролиферации и миграции, выступает как одна из наиболее 

обоснованных и привлекательных молекулярных мишеней. Аптамеры – компактные, 

химически модифицируемые, лишённые иммуногенности и способные проникать через 

гематоэнцефалический барьер – открывают перед данной мишенью те возможности, 

которые оказались недоступны ни низкомолекулярным ингибиторам, ни моноклональным 

антителам. 

В настоящей работе впервые осуществлён рациональный дизайн и получен укороченный 

ДНК-аптамер Gol1, обладающий высокой селективностью к мутантной форме EGFRvIII. 

Компьютерное моделирование и молекулярная динамика позволили не только 

минимизировать последовательность, но и предсказать структурные детали, 

обеспечивающие селективность, – мультипетлю с мотивом ATAT. Созданные 

трансгенные клеточные модели G01/EGFRwt и G01/EGFRvIII стали незаменимым 

инструментом для демонстрации того, что Gol1 вытесняет специфические антитела к 
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EGFRvIII в 4,2 раза эффективнее, чем аптамер U2. Функциональные тесты показали, что 

селективность связывания напрямую конвертируется в биологическую активность: Gol1 

дозозависимо подавляет пролиферацию и миграцию EGFRvIII-позитивных клеток, не 

затрагивая нормальные клетки и – что особенно важно – не вызывая парадоксальной 

стимуляции миграции, характерной для U2 в культуре Bl. 

Ключевым результатом работы стало раскрытие молекулярно-физиологических 

механизмов действия Gol1. Транскриптомный анализ впервые показал, что блокирование 

EGFRvIII этим аптамером переключает программу клеток глиобластомы с 

пролиферативной на нейрогенную дифференцировку – активируются 

гены NOTCH3, PTN, NGF, опухолевый супрессор TXNIP, одновременно подавляются 

проонкогены CCND1, BCL2, SGK1 и факторы альтернативного сплайсинга. Это открытие 

не только объясняет наблюдаемые фенотипические эффекты, но и указывает на 

принципиально новый подход к терапии – не цитотоксическое уничтожение, а 

перевоспитание опухолевых клеток в сторону нейронального созревания. 

Наконец, исследования in vivo на модели тканевой глиобластомы 101/8 у крыс 

убедительно доказали, что Gol1 при системном введении способен преодолевать 

гематоэнцефалический барьер, селективно накапливаться в опухолевой ткани (включая 

инвазивные клетки на границе с нормальным мозгом) и визуализироваться методами 

флуоресцентной микроскопии и ПЭТ-КТ. Это открывает прямую дорогу к созданию на 

основе Gol1 радиофармпрепаратов для молекулярной диагностики и тераностических 

конъюгатов для адресной доставки цитостатиков. 

Таким образом, разработанный аптамер Gol1 является не только эффективным и 

селективным инструментом для изучения физиологической роли EGFRvIII, но и 

перспективным кандидатом для клинической трансляции в диагностике и терапии 

глиобластомы. Полученные результаты создают прочный фундамент для дальнейших 

исследований, включая конъюгацию Gol1 с токсинами, изучение синергетических 

комбинаций с темозоломидом и ингибиторами контрольных точек иммунного ответа, а 

также клиническую апробацию ПЭТ-визуализации EGFRvIII-позитивных опухолей. 

ВЫВОДЫ 

1. Разработан новый укороченный ДНК-аптамер Gol1 на основе биоинформатического 

анализа вторичной структуры аптамера U2 и молекулярно-динамического 

моделирования, который формирует конформационно подвижную мультипетлю с 

мотивом ATAT и характеризуется более низкой свободной энергией образования 

вторичной структуры (-24,7 AU) по сравнению с исходным U2 (-14,1 AU), что 

обеспечивает его пространственное сродство к рецептору EGFR. 
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2. Созданы стабильные трансгенные клеточные культуры глиобластомы человека 

G01/EGFRwt и G01/EGFRvIII с гиперэкспрессией целевых рецепторов, 

подтверждённой вестерн-блоттингом, которые являются валидным инструментом для 

оценки селективности лигандов к EGFRvIII. 

3. Аптамер Gol1 проявляет селективность к мутантной форме EGFRvIII: в трансгенной 

культуре глиобластомы G01/EGFRvIII он конкурентно вытесняет специфические 

моноклональные антитела в 4,2 раза эффективнее аптамера U2, а в культуре 

G01/EGFRwt его связывание, напротив, в 2 раза уступает аптамеру U2; накопление 

Gol1-FAM в EGFRvIII-позитивных клетках глиобластомы ассоциировано с уровнем 

экспрессии рецептора и сохраняется до 72 часов культивирования. 

4. Аптамер Gol1 (10 мкМ) ингибирует пролиферацию клеток глиобластомы человека 

BU881 на 40% (MTS-тест) и вызывает полную потерю жизнеспособности к 5-му дню 

культивирования (xCELLigence), что существенно превосходит эффект аптамера U2; 

при этом аптамер Gol1 не влияет на пролиферацию нормальных фибробластов DF1 и 

клеток обонятельного эпителия OES-b, что свидетельствует о его специфичности и 

низкой цитотоксичности. 

5. Аптамер Gol1 снижает миграционную активность клеток глиобластомы человека 

BU881, характеризующейся высокой экспрессией EGFRvIII, на 85,5% (transwell-

анализ), тогда как аптамер U2 – только на 53,5%; в культуре глиобластомы человека Bl 

с низкой экспрессией EGFRvIII, Gol1 не оказывает стимулирующего действия, тогда 

как аптамер U2, напротив, стимулирует миграцию на 67%, что соответствует 

физиологическому феномену «go or grow». 

6. Транскриптомный анализ (RNA-seq) клеток G01 под действием аптамера Gol1 выявил 

1207 дифференциально экспрессированных генов (|log2FC| > 1, p < 0,05); показано, что 

аптамер Gol1 активирует гены нейрогенной дифференцировки (NOTCH3, PTN, NGF, 

TXNIP) и подавляет экспрессию проонкогенов (CCND1, BCL2, SGK1) и факторов 

альтернативного сплайсинга (CELF2, hnRNPM, SRSF2/6), что раскрывает 

молекулярно-физиологические механизмы его противоопухолевого действия. 

7. При системном внутривенном введении крысам с тканевой глиобластомой 101/8 

аптамер Gol1, меченный FAM, дозозависимо накапливается в опухолевой ткани; 

флуоресцентный сигнал регистрируется не только в центре опухоли, но и в 

инвазивных опухолевых клетках на границе с нормальной тканью мозга; ПЭТ КТ с 
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[¹⁸F]FB Gol1 подтверждает селективное накопление в опухоли и отсутствие сигнала в 

здоровом мозге. 
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