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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность и степень разработанности темы исследования 

Злокачественные новообразования остаются одной из наиболее сложных проблем 

мировой медицины. Несмотря на значительный прогресс в терапии онкологии, опухоли 

головного мозга, в силу своего расположения и биологических особенностей, практически 

не поддаются лечению. Среди первичных опухолей ЦНС у взрослых доминирующее 

положение занимают глиомы, гетерогенная группа опухолей нейроэктодермального 

происхождения. На их долю приходится около 30% всех первичных опухолей мозга и до 

80% всех злокачественных опухолей этой локализации [Pellerino et al., 2022; Weller et al., 

2015]. Наиболее злокачественной формой глиом является глиобластома, которая 

составляет около 14% всех глиом и характеризуется наихудшим прогнозом. Медиана 

выживаемости пациентов составляет 12-15 месяцев, а пятилетняя выживаемость не 

превышает 6-7% [Grochans et al., 2022; Ostrom et al., 2020; Pellerino et al., 2022; Weller et 

al., 2021]. 

Стандартная терапия глиом, включающая в себя максимально безопасную хирургическую 

резекцию с последующей адъювантной радио- и химиотерапией, демонстрирует 

ограниченную эффективность, обеспечивая лишь незначительное увеличение 

продолжительности жизни. Одним из факторов, обуславливающих неизбежность 

рецидива, является исключительная инфильтративная способность клеток глиобластомы. 

Они мигрируют вдоль трактов белого вещества, кровеносных сосудов и подпаутинных 

пространств, проникая в функционально важные области мозга, что делает их полное 

хирургическое удаление невозможным, а оставшиеся клетки проявляют высокую 

устойчивость к терапии и провоцируют развитие рецидивов [ Goenka et al., 2021; Liu et al., 

2018; Qi et al., 2017]. 

Тревожным феноменом является способность самих терапевтических воздействий 

стимулировать миграцию и инвазию выживших опухолевых клеток, что приводит к 

развитию более агрессивных и устойчивых рецидивов [Goenka et al., 2021; Merrick et al., 

2021; Tsuji et al., 2021]. Одним из основных факторов резистентности опухолей считается 

выраженная внутриопухолевая гетерогенность, высокая инвазивность опухолевых клеток 

и наличие устойчивых субпопуляций, таких как опухолевые стволовые клетки (ОСК). 

[Carlos-Reyes et al., 2021; Ramón y Cajal et al., 2020; Shi et al., 2024]. 

В свете существующих ограничений современных подходов к терапии глиом очевидна 

необходимость исследования физиологических и молекулярных особенностей 

опухолевых клеток, а также разработка новых путей воздействия на них. Перспективным 

направлением представляется создание комбинированных подходов, нацеленных на 
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одновременное влияние на внутриклеточные каскады, участвующие в регуляции 

пролиферации, миграции и устойчивости глиомных клеток к терапевтическим 

воздействиям. 

Одним из возможных подходов может быть использование целевых молекул, таких как 

аптамеры, для воздействия на внутриклеточные процессы, лежащие в основе опухолевой 

прогрессии и резистентности. В сочетании со стандартными методами терапии, такими 

как лучевая терапия, аптамеры могут одновременно и с высокой избирательностью 

воздействовать на несколько звеньев патогенеза, подавлять пролиферацию и миграцию 

клеток глиомы и снижать их радиорезистентность при минимальном повреждении 

окружающих нормальных тканей. 

Цели и задачи исследования 

Цель работы:  

Изучение молекулярно-физиологических характеристик мигрирующих, 

пролиферирующих клеток глиомы человека in vitro и регуляция этих свойств при помощи 

комбинированного воздействия лучевой терапии и специфичных к опухолевым клеткам 

аптамеров. 

В связи с этим необходимо было выполнить следующие задачи:  

1. Исследовать молекулярно-физиологические характеристики клеточных культур 

глиомы человека высоких степеней злокачественности (HGG) после воздействия 

аптамера bi-(AID-1-T); 

2. Изучить изменения свойств клеточных культур глиомы человека высоких степеней 

злокачественности после облучения терапевтической дозой 20 Gy; 

3. Оценить молекулярно-физиологические свойства клеточных культур глиомы человека 

высоких степеней злокачественности после комбинированного воздействия облучения 

дозой 20 Gy и аптамера bi-(AID-1-T); 

4. Определить белки-мишени специфичные для аптамеров bi-(AID-1-T) и bi-(AID-1-С); 

5. Изучить изменения молекулярных и физиологических характеристик клеточных 

культур глиомы человека после комбинированного воздействия аптамеров bi-(AID-1-

T) и bi-(AID-1-С) и отобрать наиболее эффективную комбинацию аптамеров; 

6. Оценить миграционную и пролиферативную активность клеточных культур глиомы 

человека высоких степеней злокачественности после комбинированного воздействия 

облучения и двух аптамеров bi-(AID-1-T) и bi-(AID-1-С). 

 

 



5 

Научная новизна работы и практическая значимость работы 

Показано влияние аптамера bi-(AID-1-T) на клеточные культуры первичных глиом и 

глиом рецидивов высокой степени злокачественности (HGG), полученных из 

послеоперационного опухолевого материала пациентов. Продемонстрировано влияние 

однократного облучения дозой 20 Gy на клеточные культуры первичных глиом и 

рецидивов HGG. Продемонстрировано антипролиферативное влияние сочетанного 

воздействия однократного облучения дозой 20 Gy и последующего воздействия аптамера 

bi-(AID-1-T) на клеточные культуры первичных глиом и рецидивов. Впервые определены 

клеточные белковые мишени аптамеров bi-(AID-1-T) и bi-(AID-1-С). Впервые 

продемонстрирована эффективность комбинированного использования аптамеров bi-

(AID-1-T) и bi-(AID-1-С) по снижению пролиферативной и миграционной активности 

клеток глиомы человека HGG. Показана возможность совместного использования 

терапевтической дозы облучения и комбинации аптамеров bi-(AID-1-С) и bi-(AID-1-T). 

Полученные данные свидетельствуют о перспективности использования комбинаций 

аптамеров в качестве противоопухолевой терапии глиом высоких степеней 

злокачественности. 

Основные положения, выносимые на защиту 

1) Последовательное воздействие аптамера bi-(AID-1-С), специфичного к белку SNRNP70, 

и аптамера bi-(AID-1-T), специфичного к белку PARP1, изменяет физиологические 

характеристики клеток глиомы человека HGG, снижая их пролиферативную и 

миграционную активность, 

2) Дополнение лучевой терапии воздействием аптамера bi-(AID-1-С) и аптамера bi-(AID-

1-T) стимулирует радиосенсибилизацию клеток глиомы человека HGG in vitro, снижая 

их пролиферативную и миграционную активность. 

Личный вклад автора: самостоятельное проведение экспериментов на клетках глиом 

человека, разработка протокола добавления аптамеров и их комбинаций, подбор 

протокола облучения клеточных культур, определение клеточных белков-мишеней 

аптамеров, обобщение результатов в форме диссертационной работы и публикаций. 

Степень достоверности и апробация результатов 

Материалы диссертации были представлены на IV Национальном конгрессе по 

регенеративной медицине (2019 год) на Международном молодежном научном форуме 

«ЛОМОНОСОВ-2020» (2020 год), на Международном молодежном научном форуме 

«ЛОМОНОСОВ-2021» (2021 год), на XXV научной школе-конференции молодых ученых 

по физиологии высшей нервной деятельности и нейрофизиологии Института высшей 

нервной деятельности и нейрофизиологии РАН (2021 год), на Международном 
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молодежном научном форуме «ЛОМОНОСОВ-2022» (2022 год), на VIII Молодежной 

Школе-конференции по молекулярной биологии и генетическим технологиям Института 

Цитологии РАН  (2022 год),  на V Национальном Конгрессе По Регенеративной Медицине 

(2022 год), на XXIV съезде физиологического общества им. И. П. Павлова (2023 год), на 

IX Молодежной школе-конференции по молекулярной и клеточной биологии Института 

цитологии (2024 год) и на VI Национальном конгрессе по регенеративной медицине (2024 

год). 

Структура и объем диссертационной работы 

Диссертация изложена на 167 страницах машинописного текста и содержит 59 

иллюстраций, 6 таблиц. Диссертация состоит из следующих разделов: введение, обзор 

литературы, материалы и методы, результаты, обсуждение результатов, заключение, 

выводы, список публикаций по теме диссертации, ограничения работы, список 

сокращений и условных обозначений, благодарности, список использованной литературы. 

Библиографический указатель содержит 265 источников 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 культуры культивировались на среде DMEM/F12 с добавлением 10 % FBS, 

2mM 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). 

В работе были использованы аптамеры bi-(AID-1-T) и bi-(AID-1-C). Перед 

использованием аптамеры подготавливали путем преформации при 95 °C в течение 5 мин 

в буфере (10 мМ KCl, 140 мМ NaCl, 20 мМ Tris-HCl) с последующим охлаждением до 

комнатной температуры и доведением культуральной средой до рабочей концентрации. 

Для предварительных исследований использовались концентрации 5, 10, 20 и 30 мкМ, в 

качестве основной рабочей концентрации была выбрана концентрация 10 мкМ. 

Были использованы несколько вариантов воздействия аптамерами, как в виде 

монотерапии, так и в виде комбинации аптамеров с различным режимом добавления 

(Таблица 1). 
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Таблица 1. Режим добавления аптамеров bi-(AID-1-T) (Т) и bi-(AID-1-С) (С) к 

клеточным культурам глиобластом человека. Где TT, TC, CC, CT- последовательное 

добавление аптамеров через сутки, а  T‒T, T‒C, C‒C, C‒T – добавление аптамеров с 

перерывом в двое суток. 

Название 

комбинации 

Добавляемые аптамеры 

1 день 2 день 3 день 4 день 
T bi-(AID-1-T)   

Начало 

наблюдения 

TT bi-(AID-1-T) bi-(AID-1-T)  

TC bi-(AID-1-T) bi-(AID-1-С)  

TTT bi-(AID-1-T) bi-(AID-1-T) bi-(AID-1-T) 

TCT bi-(AID-1-T) bi-(AID-1-С) bi-(AID-1-T) 

T‒T bi-(AID-1-T)  bi-(AID-1-T) 

T‒C bi-(AID-1-T)  bi-(AID-1-С) 

T+C 
bi-(AID-1-T) 

bi-(AID-1-С) 
  

C bi-(AID-1-С)   

CC bi-(AID-1-С) bi-(AID-1-С)  

CT bi-(AID-1-С) bi-(AID-1-T)  

CCC bi-(AID-1-С) bi-(AID-1-С) bi-(AID-1-С) 

CTC bi-(AID-1-С) bi-(AID-1-T) bi-(AID-1-С) 

C‒C bi-(AID-1-С)  bi-(AID-1-С) 

C‒T bi-(AID-1-С)  bi-(AID-1-T) 

Облучение клеточных культур проводилось в НМИЦ Нейрохирургии им. ак. Н.Н. 

Бурденко под руководством Голанова А.А. Культуральный матрас или 96-луночный 

планшет облучали с помощью линейного ускорителя True-Beam STx, дозой 20 Gy. Для 

оценки совместного влияния облучения и комбинации аптамеров через 72 часа 

добавлялись аптамеры с суточным перерывом и через 72 часа после добавления первого 

оценивался эффект. Контрольные клетки содержались в тех же условиях, включая 

транспортировку, но не подвергались облучению или воздействию аптамера. 

Для оценки изменения пролиферативной активности клеточных культур использовали 

MTS-тест. В качестве положительного контроля использовались лунки без добавления 

аптамеров, в качестве отрицательного контроля использовали лунки с ростовой средой. 

Оптическая плотность измерялась с помощью SPECTROstar Nano при длине волны 495 нм 

с последующим анализом в программе MARS.  

Для оценки пролиферативной активности клеток в режиме реального времени 

использовался прибор xCELLigence (RTCA) S16 с 16-луночными планшетами (E-plate 16 

PET). С помощью программного обеспечения RTCA 2.1 определяли клеточный индекс 

для каждого варианта добавления аптамеров на 4, 5, 6 и 7 день наблюдения. В качестве 

контроля использовали лунки без добавления аптамеров. 

Миграционную активность клеток после воздействия аптамеров оценивали с 

использованием вставок Transwell с порами 8 мкм. Активность миграции определяли по 
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подсчету клеток в 6 непересекающихся полях зрения. В качестве контроля использовали 

лунки без добавления аптамеров. 

Для оценки проникновения аптамеров в клетки использовался метод аптоцитохимии, при 

котором живые клетки обрабатывались 1 мкМ FAM-bi-(AID-1-T) и FAM-bi-(AID-1-C). 

После 1,5, 3, 24, 48 и 72 часов инкубации клетки фиксировались 4% параформальдегидом, 

окрашивались Hoechst 33342 (бисбензимид) и анализировались с помощью конфокальной 

микроскопии. 

Для оценки фенотипа выживших после воздействий клеток проводилась 

иммуноцитохимическая окраска на маркеры стволовости и злокачественности глиом 

(CD44, Caspase 3, CD133, EGFR, β-III-tubulin, Nestin, PARP1, L1CAM, Sox2, p53, Caveolin-

1, c-Myc). Для визуализации ядер клетки окрашивали Hoechst 33342 (бисбензимид) и 

фиксировали в среде на основе Mowiol 4-88, с последующим анализом с помощью 

флуоресцентной микроскопии. 

Для идентификации апоптотических и некротических клеток использовали набор для 

обнаружения апоптоза FITC Annexin V с PI. Каждый образец анализировали на проточном 

цитофлуориметре BD FACSAriaTMIII  с использованием детекции FITC-A и PE-A. 

Для определения специфичности аптамеров к белку-мишени клеточную культуру 

лизировали IP-буфером. После центрифугирования надосадочную жидкость переносили 

на колонку для сорбции белка (авидин-агароза). После сорбции фильтрат разделяли на 

равные части и переносили на предварительно подготовленные колонки со стрептавидин-

агарозой, содержащие: (1) контрольный олигонуклеотид, меченный биотином, 2) 

экспериментальный олигонуклеотид, меченный биотином, 3) отрицательный контроль - 

деионизированная вода). После инкубации добавляли IP-буфер, центрифугировали и 

промывали высокосолевым и низкосолевым буфером. После белки элюировали из 

колонок буфером Лэммли при 85 °C. Образцы после элюции анализировали методом 

электрофореза в полиакриламидном геле (по Лэммли), при окрашивании серебром. 

Полосы, характерные для экспериментального образца, и соответствующие области в 

контрольном образце вырезали, обесцвечивали и анализировали методом LC-MS. 

Для оценки аффинности аптамера bi-(AID-1-T) к белку-мишени использовались 

олигонуклеотиды, меченные биотином на 5'-конце: bi-(AID-1-T), контрольный 

двухцепочечный дуплекс ДНК, контрольный одноцепочечный олигонуклеотид ДНК. 

Оценка проводилась методом интерферометрии биослоев.  
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Статистический анализ был выполнен с помощью программного обеспечения GraphPad 

Prism 9. Данные представлены как средние значения ± стандартное отклонение, 

полученные не менее, чем в 3 повторениях, данные иммуноцитохимии представлены   как 

медиана (квартили 25–75%), минимум–максимум. Статистическую значимость оценивали 

с помощью two-way ANOVA с последующим тестом множественных сравнений 

Бонферрони. Статистическая значимость обозначена как *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001 

и ****p <0,0001. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Сравнение G-квадруплексного аптамера AID-1-T и его димера bi-(AID-1-T) при их 

воздействии на клеточные культуры глиомы человека высоких степеней 

злокачественности 

При сравнительном анализе антипролиферативной активности AID-1-T и его димера bi-

(AID-1-T) на трех первичных клеточных культурах глиобластомы человека было 

показано, что bi-(AID-1-T) более эффективно подавляет пролиферацию клеток, при этом 

наблюдается дозозависимый эффект. 

Влияние G-квадруплексного аптамера bi-(AID-1-T) на клеточные культуры глиом 

человека высоких степеней злокачественности 

Для дальнейших исследований выборка клеточных культур глиом высоких степеней 

злокачественности была расширена до 10 первичных клеточных культур глиомы человека 

HGG (grade 3 и 4), полученных из послеоперационного материала пациентов. Исходя из 

типа исходной опухоли эти культуры были разделены на две группы: первичные глиомы и 

рецидивы.  

Наибольшая антипролиферативная и антимиграционная активность bi-(AID-1-T) 

наблюдалась в культурах первичных глиом, в то время как культуры рецидивов показали 

определенную устойчивость к воздействию (Рисунок 1). 

Рисунок 1. Влияние 

G-квадруплекса bi-

(AID-1-T) (10 мкМ) на 

А‒ пролиферативную 

(MTS-тест) и Б‒ 

миграционную 

активность клеточных 

культур первичных 

глиом и рецидивов. 

Данные представлены в виде доли от контроля (клеточная культура, не подвергавшаяся 

воздействию, красная пунктирная линия), как среднее ± SD; n = 5(MTS-тест) и n=3 (оценка 

миграции). Статистически значимые различия между группами обозначены звездочками 

(Two-Way ANOVA, тест Бонферрони, *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 и ****p <0.0001) 
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Выжившие после воздействия опухолевые клетки в обеих группах экспрессировали 

L1CAM и CD44, при этом в первичных опухолях также наблюдалась экспрессия Sox2, а в 

рецидивах-Nestin (Рисунок 2). Эти маркеры традиционно ассоциируют с опухолевыми 

стволовыми клетками. При этом различия в экспрессии между первичными глиомами и 

рецидивами может говорить о приобретении различных свойств субпопуляциями 

опухолевых стволовых клеток глиомы после лечения и развития рецидива. 

Рисунок 2. Средний уровень экспрессии 

маркеров стволовости и злокачественности, 

определенные методом иммуноцитохимической 

окраски клеточных культур А‒ первичных 

глиом и Б‒рецидивов высокой степени 

злокачественности, после обработки bi-(AID-1-

T). Данные представлены в виде доли от 

контроля (клеточная культура, не 

подвергавшаяся воздействию, красная 

пунктирная линия), как медиана (квартили 25–

75%), минимум–максимум; n = 5. 

Статистически значимые различия между 

группами обозначены звездочками (Two-Way 

ANOVA, тест Бонферрони, *p <0.05, **p <0.01, 

***p <0.001 и ****p <0.0001) 

 

Таким образом, у G-квадруплекса bi-(AID-1-T) 

наблюдается двойственность воздействия, он 

обладает цитостатическими антипролиферативными свойствами в отношении ряда глиом, 

но при этом может вызывать повышенную миграцию клеток глиомы человека, что 

является негативной характеристикой. 

Оценка специфичности G-квадруплекса bi-(AID-1-Т) к белку-мишени опухолевых 

клеток глиомы человека высоких степеней злокачественности 

Обнаружено, что белки, специфично связывающиеся с bi-(AID-1-T) и не 

взаимодействующие с контрольным олигонуклеотидом, имеют массу в диапазоне 33-36 

кДа и 110-120 кДа. Масс-спектрометрический анализ показал, что в тяжелой полосе 110-

120 кДа меченый биотином G-квадруплекса bi-(AID-1-T) имеет высокую и безусловную 

специфичность к ядерному белку PARP1 (poly-(ADP-ribose) polymerase 1). PARP1-

ядерный белок, участвующий во множестве клеточных процессов, включая репарацию и 

репликацию ДНК, регуляцию транскрипции, биогенез рибосом, а также поддержание 

стабильности генома. 
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Оценка аффинности белка PARP1 к аптамеру bi-(AID-1)-T 

Для подтверждения специфичности аптамера bi-(AID-1-T) к белку PARP1 был выбран 

метод интерферометрии биослоев. Связывание олигонуклеотида bi-(AID-1)-T с белком 

PARP1 оказалось наиболее аффинным. Более того, bi-(AID-1)-T наиболее эффективно 

сохранял связывание с PARP1 в присутствии блокирующей двуцепочечной ДНК, что 

говорит о перспективности разработки этого G-квадруплекса как высокоаффинного агента 

для PARP1. 

Роль совместного влияния облучения терапевтической дозой и аптамера bi-(AID-1-

T) на пролиферативный потенциал клеточных культур глиомы человека высоких 

степеней злокачественности 

В ходе работы было подтверждено негативное влияние облучения на клеточные культуры 

глиомы человека в области повышения миграционных и пролиферативных свойств 

выживших после воздействия опухолевых клеток. При этом повышение пролиферативной 

активности после однократного облучения терапевтической дозой 20 Gy наблюдалось 

только в клеточных культурах рецидивов, тогда как усиление миграции отмечалось и в 

культурах рецидивов, и в культурах первичных глиом (Рисунок 3).  

В то же время добавление аптамера bi-(AID-1-T) после облучения привело к усилению 

антипролиферативного эффекта на первичных культурах глиом и уменьшило негативный 

эффект облучения в случае культур рецидивов. При этом в случае комплексного 

воздействия (облучение и аптамер) на первичные глиомы оказываемый 

антипролиферативный эффект был более выражен, чем при использовании только 

аптамера. В культурах рецидивов лучший антипролиферативный эффект наблюдался 

только при применении аптамера bi-(AID-1-T) без использования облучения (Рисунок 3). 

Рисунок 3. Сравнение 

влияния аптамера bi-(AID-1-

T), однократного облучения 

дозой 20 Gy и однократного 

облучения дозой 20 Gy с 

последующим воздействием 

аптамера bi-(AID-1-T) на 

пролиферативную активность 

клеточных культур первичных 

глиом и рецидивов (MTS-

тест). Данные представлены в 

виде доли от контроля 

(клеточная культура, не 

подвергавшаяся воздействию, красная пунктирная линия), как среднее ± SD; n = 5. 

Статистически значимые различия между группами обозначены звездочками (Two-Way 

ANOVA, тест Бонферрони, *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 и ****p <0.0001) 
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Роль совместного влияния лучевой терапии и аптамера bi-(AID-1-T) на 

миграционную активность клеточных культур глиомы человека высоких степеней 

злокачественности 

При исследовании миграции было выявлено, что во всех клеточных культурах, 

независимо от типа исходной опухоли, наилучший антимиграционный эффект 

наблюдается при сочетании воздействия облучения и аптамера bi-(AID-1-T) (Рисунок 4).  

Рисунок 4. Сравнение 

влияние аптамера bi-(AID-1-T), 

однократного облучения дозой 

20 Gy и однократного облучения 

дозой 20 Gy с последующим 

воздействием аптамера bi-(AID-

1-T) на миграционную 

активность клеточных культур 

первичных глиом и рецидивов 

(камеры transwell). Данные 

представлены в виде доли от 

контроля (клеточная культура, 

не подвергавшаяся воздействию, 

красная пунктирная линия), как среднее ± SD; n = 3. Статистически значимые различия 

между группами обозначены звездочками (Two-Way ANOVA, тест Бонферрони, *p <0.05, 

***p <0.001 и ****p <0.0001) 

При этом в выживших клетках после воздействия однократного облучения дозой 20 Gy с 

последующим добавлением аптамера bi-(AID-1-T) как культур первичных глиом, так и 

рецидивов, наблюдалось значительное увеличение экспрессии маркеров стволовости и 

злокачественности, таких как CD133, L1CAM, Casp3, Nestin, CD44 (Рисунок 5).  

Рисунок 5. Иммуноцитохимическая окраска 

клеточных культур глиом высоких степеней 

злокачественности, полученных из опухолевой ткани 

пациентов, после воздействия однократного 

облучения дозой 20 Gy с последующим добавлением 

аптамера bi-(AID-1-T). А – клеточные культуры 

первичных глиом, Б – клеточные культуры рецидивов 

глиом. Данные представлены в виде доли от контроля 

(клеточная культура, не подвергавшаяся воздействию, 

красная пунктирная линия), как медиана (квартили 

25–75%), минимум–максимум. Статистически 

значимые различия между группами обозначены 

звездочками (Two-Way ANOVA, тест Бонферрони, **p 

<0.01, ***p <0.001 и ****p <0.0001)  

Это свидетельствует о выживании наиболее 

агрессивной и устойчивой популяции клеток, что в 

сочетании с повышением миграции может привести к дальнейшему развитию рецидивов. 
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Локализация G-квадруплекса bi-(AID-1-С) и аптамера bi-(AID-1-T) в клетках 

клеточной культуры глиобластомы человека 

Проведено сравнение проникновения FAM-меченых аптамеров bi-(AID-1-T) и bi-(AID-1-

С) в клетки опухоли. Было определены значительные различия в их скорости 

проникновения. bi-(AID-1-T)-FAM проникал в клетки уже через час после добавления, 

тогда как bi-(AID-1-С)-FAM начинал накапливаться внутри клеток только через 24 часа. 

Кроме того, интенсивность накопления bi-(AID-1-С)-FAM оказалась значительно ниже, 

чем у bi-(AID-1-T)-FAM (Рисунок 6).  

Рисунок 6. Накопление и 

распределение FAM- bi-(AID-

1-T) (верхний ряд) и FAM -

меченого bi-(AID-1-С) 

(нижний ряд) G-

квадруплексов в клетках 

культуры глиобластомы 

человека G-01 через 1.5, 3, 

24, 48 и 72 часа после 

добавления их в концентрации 1 мкМ (зеленая окраска). Ядра дополнительно окрашены 

бисбензимидом (синий). Шкала 10 мкм. 

Такая выраженная разница в скорости проникновения и накоплении указывает на 

возможное различие в механизмах проникновения. Что в свою очередь может 

свидетельствовать об отличии белка-мишени для bi-(AID-1-С) от мишени для bi-(AID-1-T) 

- PARP1. 

Поиск белка-мишени, к которому специфичен аптамер bi-(AID-1-С) 

Для идентификации мишени bi-(AID-1-C) был применен тот же подход, что и для bi-(AID-

1-T): метод pull-down в сочетании с масс-спектрометрией. Было обнаружено, что меченый 

биотином bi-(AID-1-С) специфично взаимодействует с белками клеток в диапазоне 55-

75кДа. В результате последующего масс-спектрометрического анализа было обнаружено, 

что bi-(AID-1-С) имеет высокую специфичность к ядерному белку RU17 (SNRNP70), 

который в настоящее время мало известен в качестве потенциальной мишени в терапии 

глиобластомы, однако ряд исследований показывает его роль при других видах 

онкологии. 

Комплексное воздействие аптамеров bi-(AID-1-T) и bi-(AID-1-С) на опухолевые 

клетки глиобластомы человека 

В связи с различиями в способе проникновения, распределения в опухолевой клетке и 

разными белками-мишенями bi-(AID-1-T) и bi-(AID-1-С) была выдвинута теория, что их 

комбинированное использование может усилить противоопухолевый эффект. Для 
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проверки этой гипотезы и определения оптимальной схемы применения был проведен 

эксперимент по оценке пролиферации клеток глиобластомы в режиме реального времени 

с помощью системы xCelligence после воздействия различных вариантов комбинаций 

данных аптамеров (Таблица 1). На основании полученных данных были отобраны четыре 

наиболее эффективных комбинации для дальнейшего исследования: TT (bi-(AID-1-T) и bi-

(AID-1-Т), TC (bi-(AID-1-T) и bi-(AID-1-С)), CC (bi-(AID-1-С) и bi-(AID-1-С) и CT (bi-

(AID-1-С) и bi-(AID-1-Т). 

Панель клеточных культур глиомы человека высоких степеней злокачественности была 

расширена до 5 клеточных культур, полученных из послеоперационного материала 

пациентов. Для выбранных комбинаций аптамеров оценили влияние на пролиферативную 

активность с помощью MTS-теста. Результаты подтвердили данные, полученные ранее с 

помощью анализа xCelligence, и был показан выраженный антипролиферативный эффект. 

Наибольший эффект наблюдался при комбинациях СС и СТ (Рисунок 7 А). 

Рисунок 7. Влияние 

аптамеров bi-(AID-1-T) и bi-

(AID-1-С) и их комбинаций 

на клеточные культуры 

глиомы человека HGG. А‒ 

Оценка пролиферативной 

активности методом MTS-

теста, Б‒ оценка 

миграционной активности с 

помощью камер transwell 

через 72 часа после 

добавления к клеточным 

культурам первого из 

аптамеров. Данные 

представлены в виде доли от 

контроля (клеточная 

культура, не подвергавшаяся 

воздействию, красная 

пунктирная линия), как 

среднее ± SD; n = 5 для 

MTS-теста, n=3 для оценки 

миграции. Статистически значимые различия между группами обозначены звездочками 

(Two-Way ANOVA, тест Бонферрони, *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 и ****p <0.0001) 

При оценке влияния на миграционную активность клеточных культур было показано, что 

двукратное введение bi-(AID-1-C) (СС) стимулировало миграцию в большинстве культур 

HGG, тогда как комбинации TT (двойное применение bi-(AID-1-T)) и CT 

(последовательное введение bi-(AID-1-C) и bi-(AID-1-T)) подавляли её (Рисунок 7 Б). 

На основании этих данных сделан вывод, что комбинированное применение аптамеров 

превосходит по эффективности введение одного из них. Наибольший 



15 

антипролиферативный и антимиграционный эффект продемонстрировали комбинации 

аптамеров TT и CT. 

При применении комбинации ТТ и СТ сохраняется пул выживших клеток, однако, в 

отличие от применения по отдельности bi-(AID-1-T) или bi-(AID-1-С), в выживших 

клетках наблюдается снижение экспрессии маркеров стволовости и злокачественности. 

Так при использовании комбинации ТТ происходит снижение экспрессии Nestin, PARP1, 

p53 и c-Myc, а при использовании СТ одновременно со снижением Nestin, PARP1 и c-Myc 

снижается экспрессия L1CAM и Caveolin-1. 

Снижение уровня экспрессии этих молекулярных маркеров приводит не только к 

снижению пролиферации и миграции опухолевых клеток, но и может повысить 

чувствительность опухоли к дальнейшему воздействию. Подобные изменения фенотипа 

могут говорить о влиянии комбинаций ТТ и СТ на наиболее устойчивую и агрессивную 

популяцию опухолевых стволовых клеток, что может снизить агрессивность опухоли и 

уменьшить вероятность рецидива. При этом среди всех вариантов комбинация СТ 

показала наибольшую эффективность, что делает её наиболее привлекательной для 

дальнейшего исследования. 

Влияние комбинированного воздействия аптамеров bi-(AID-1-T) и bi-(AID-1-С) с 

предварительным облучением на клеточные культуры глиомы человека 

Было исследовано шесть клеточных культур глиомы человека, полученных из 

послеоперационного материала пациентов, из них три были получены из первичных 

глиом и три из рецидивов опухолей. При оценке пролиферативной активности показано, 

что в большинстве клеточных культур сочетание однократного облучения дозой 20 Gy и 

комбинации СТ наиболее эффективно подавляет пролиферацию опухолевых клеток. При 

этом данный эффект прослеживается как в культурах первичных глиом, так и в культурах 

рецидивов. Исключением стала только культура G22, в которой наилучший 

антипролиферативный эффект наблюдался при использовании комбинации СТ без 

предварительного облучения (Рисунок 8А). 

При исследовании влияния такого сочетанного воздействия на миграционную активность 

также было показано, что во всех исследованных клеточных культурах наиболее 

эффективно воздействует сочетание облучения и комбинации аптамеров. Но стоит 

отметить, что в большинстве культур сопоставимый антимиграционный эффект 

достигался и без использования облучения (Рисунок 8Б).  
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Рисунок 8. Влияние 

однократного облучения 

терапевтической дозой 20 Gy с 

последующим воздействием 

аптамеров bi-(AID-1-T) (Т) и bi-

(AID-1-C) (С) и их комбинации 

СТ на А‒ пролиферативную 

активность и Б‒миграционную 

активность клеточных культур 

первичных глиом и рецидивов. 

Данные представлены в виде 

доли от контроля (клеточная 

культура, не подвергавшаяся 

воздействию, красная 

пунктирная линия), как среднее 

± SD; n = 5 для MTS-теста, n=3 

для оценки миграции. 

Статистически значимые 

различия между группами 

обозначены звездочками (Two-

Way ANOVA, тест Бонферрони, 

**p <0.01, ***p <0.001 и ****p 

<0.0001).  

Таким образом, применение 

комбинации аптамеров bi-(AID-

1-С) и bi-(AID-1-Т) показало 

свою эффективность в качестве 

противоопухолевой терапии как при монотерапии, так и в сочетании с лучевой терапией, 

но необходим подбор оптимальной схемы воздействия в зависимости от типа опухоли. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ  

Был проведен анализ биологической активности двух G-квадруплексных структур, 

мономерного AID-1-T и его димерной формы bi-(AID-1-T), на панели первичных 

клеточных культур глиомы человека высокой степени злокачественности, полученных из 

послеоперационного материала пациентов. Полученные данные показали, что 

димеризация молекулы, приводит к усилению антипролиферативного потенциала 

молекулы.  

При исследовании влияния G-квадруплекса bi-(AID-1-T) на панель клеточных культур 

глиом высоких степеней злокачественности наблюдается двойственность воздействия, 

аптамер обладает цитостатическими антипролиферативными свойствами в отношении 

ряда глиом, но при этом может вызывать повышенную миграцию клеток глиомы 

человека. 
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В ходе работы была определена внутриклеточная мишень bi-(AID-1-T). С использованием 

методов pull-down и масс-спектрометрии, а также последующей валидации методом 

интерферометрии биослоев было установлено, что bi-(AID-1-T) обладает высокой 

аффинностью к белку PARP1, ферменту системы репарации ДНК. Это открывает 

перспективы использования данного олигонуклеотида в качестве ингибитора PARP1, 

однако монотерапия выявила ряд ограничений. В частности, в культурах рецидивных 

опухолей наблюдалась устойчивость к аптамеру, а выживающая популяция клеток 

демонстрировала усиление миграционной активности и увеличение экспрессии маркеров 

стволовости (L1CAM, CD44, Nestin). 

Для преодоления этих ограничений был предложен подход комбинированной терапии с 

использованием второго G-квадруплекса bi-(AID-1-C), для которого в качестве мишени 

был определен белок SNRNP70 (RU17), участвующий в регуляции сплайсинга и миграции 

опухолевых клеток. Анализ различных схем добавления аптамеров на клеточных 

культурах глиом высокой степени злокачественности (Sus\fP2 и G01) с последующим 

подтверждением на расширенной панели клеточных культур позволил отобрать наиболее 

эффективные комбинации, которыми оказались варианты  ТТ (двойное добавление bi-

(AID-1-T) с интервалом 24 часа) и СТ (добавление bi-(AID-1-C) и bi-(AID-1-T) с 

интервалом 24 часа). 

В ходе работы было показано, что комбинация СТ (последовательное введение bi-(AID-1-

C) и bi-(AID-1-T)) не только эффективно подавляет пролиферацию клеток как первичных, 

так и рецидивных глиом, но и блокирует миграционную активность опухолевых клеток. 

Данная комбинация также снижает экспрессию маркеров злокачественности и 

стволовости (Nestin, PARP1, c-Myc, L1CAM, Caveolin-1), что может говорить о 

воздействии на наиболее агрессивную субпопуляцию опухолевых клеток и снижении 

риска последующего рецидивирования. 

Показано, что сочетание комбинации СТ с лучевой терапией усиливает 

антипролиферативный и антимиграционный эффекты в большинстве исследованных 

культур. Однако, при подборе наиболее эффективной стратегии воздействия, необходимо 

учитывать тип опухоли, т.к. в ряде случаев рецидивных глиом монотерапия комбинацией 

аптамеров без облучения продемонстрировала сопоставимую или даже более высокую 

эффективность. 

Таким образом, в работе впервые предложена и экспериментально обоснована 

возможность использования комбинации двух G-квадруплексных аптамеров, bi-(AID-1-T) 

и bi-(AID-1-C), для одновременного подавления пролиферации и миграции клеток 

глиобластомы. Определены молекулярные мишени для каждого из аптамеров (PARP1 и 
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SNRNP70). Изучена возможность совместного использования лучевой терапии и 

комбинации аптамеров. Полученные результаты свидетельствуют о перспективности 

дальнейшего изучения комбинации СТ в качестве нового подхода к таргетной терапии 

глиом высокой степени злокачественности. 

ВЫВОДЫ 

1. Наблюдается дозозависимое подавление пролиферации клеточных культур первичных 

глиом высоких степеней злокачественности (HGG) человека под воздействием 

аптамера bi-(AID-1-T), но при этом в выживших клетках наблюдается экспрессия Sox2. 

2. При этом увеличивается миграция клеток клеточных культур рецидивов глиом HGG 

человека под воздействием аптамера bi-(AID-1-T). Выжившие после воздействия 

клетки характеризуются повышенной экспрессией L1CAM и CD44, Nestin, что может 

говорить и выживании наиболее устойчивых субпопуляций опухолевых стволовых 

клеток. 

3. Клеточные культуры первичных глиом и рецидивов HGG человека по-разному 

реагируют на облучение терапевтической дозой 20 Gy, у первичных культур 

снижается пролиферация, но увеличивается миграционная активность выживших 

клеток, тогда как у рецидивов увеличиваются и пролиферативные и миграционные 

свойства.  

4. Сочетанное воздействие облучения дозой 20 Gy и аптамера bi-(AID-1-T) усиливало 

антипролиферативный эффект в культурах первичных глиом. Наблюдается 

антимиграционный эффект подобного комбинированного воздействия. Но выжившие 

клетки характеризуются увеличением экспрессии маркеров стволовости и 

злокачественности (CD133, L1CAM, Casp3, Nestin, CD44), что указывает на 

выживание более агрессивного клеточного пула. 

5. Определено, что мишенью для bi-(AID-1-T) является белок PARP1, а для bi-(AID-1-С)- 

белок SNRNP70 (RU17). 

6. Снижение пролиферативной и миграционной активности клеточных культур глиомы 

HGG человека достигается при использовании наиболее эффективной комбинации 

аптамеров-СТ (последовательно добавление bi-(AID-1-С) и bi-(AID-1-T)). Выжившие 

клетки характеризуются снижением уровня экспрессии маркеров стволовости и 

злокачественности (Nestin, PARP1, c-Myc, L1CAM и Caveolin-1) 

7. Эффективное подавление пролиферации и миграции достигается при сочетанном 

применении облучения дозой 20 Gy и комбинации аптамеров СТ (последовательно 

добавление bi-(AID-1-С) и bi-(AID-1-T)) в клеточных культурах первичных глиом и 

рецидивов HGG человека. 
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