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Введение. Эффективность системной цитостатической 
терапии онкологических заболеваний, включая рак яич-
ников, ограничена токсическим повреждением здоровых 
тканей. Разработка технологий адресной доставки проти-
воопухолевых препаратов является актуальной задачей. 
Одной из перспективных стратегий решения этой задачи 
стала разработка инновационных систем доставки на осно-
ве внеклеточных нановезикул (ВНВ), модифицированных 
ДНК-аптамерами.

Цель. Разработка технологии модификации везикуляр-
ной мембраны ДНК-аптамером и оценка эффективности 
разработанной системы адресной доставки доксорубицина 
в клетки рака яичников in vitro.

Материалы и методы. В исследовании были использо-
ваны образцы ткани перитонеальных метастазов рака яич-
ников (n  =  3) и клеточные линии Skov-3 и Ovcar-3. ВНВ 
были выделены из плазмы здоровых доноров и исследо-
ваны с помощью анализа траекторий наночастиц (АТН) и 
проточной цитометрии. «Загрузка» доксорубицина (ДОКС) 
во ВНВ проводилась по разработанной ранее технологии 
сонопорации, очистка полученных комплексов ДОКС-ВНВ 
была проведена с помощью гель-фильтрации. Модифика-
ция везикулярной поверхности комплексов ДОКС-ВНВ 
осуществлялась за счет гидрофобного взаимодействия мем-
браны с холестеролом, ковалентно связанным с молекулой 
ДНК-аптамера. Оценка цитотоксичности разработанной 
системы доставки доксорубицина проведена с помощью 
МТТ-теста.

Результаты. На первом этапе исследования, по лите-
ратурным данным, были выбраны кандидатные аптамеры, 
проведена оценка их связывания с клетками рака яичника и 
выбран наиболее аффинный аптамер. На втором этапе ис-
следования была разработана везикулярная система достав-
ки доксорубицина, включающая: получение ВНВ из плаз-
мы доноров методом ультрацентрифугирования, «загрузку» 
доксорубицина во ВНВ с помощью сонопорации, очист-
ку полученных комплексов (ДОКС-ВНВ) от свободного 
доксорубицина с помощью гель-фильтрации и получение 

Introduction. The efficacy of systemic cytostatic therapy 
for oncological diseases, including ovarian cancer, is limited 
by toxic effects on healthy tissues. The development of target-
ed drug delivery technologies for anticancer agents represents 
an urgent priority. A promising strategy involves creating in-
novative delivery systems based on extracellular nanovesicles 
(ENVs) modified with DNA aptamers.

Aim. To develop a vesicular membrane modification tech-
nology using DNA aptamers and evaluate the efficacy of this 
system for targeted doxorubicin delivery to ovarian cancer cells 
in vitro.

Materials and Methods. The study utilized ovarian cancer 
peritoneal metastasis tissue samples (n  =  3) and Skov-3 and 
Ovcar-3 cell lines. ENVs were isolated from healthy donor 
plasma and characterized using nanoparticle tracking analysis 
(NTA) and flow cytometry. Doxorubicin (DOX) loading was 
achieved through an optimized sonoporation protocol, followed 
by purification of DOX-ENV complexes using size-exclusion 
chromatography. Vesicular surface modification was accom-
plished via hydrophobic interaction between the membrane and 
cholesterol-conjugated DNA aptamers. System cytotoxicity was 
assessed using MTT assay.

Results. Initial candidate aptamer selection was performed 
through literature analysis and binding affinity assessment to 
ovarian cancer cells. The vesicular delivery system develop-
ment in the second stage of the study involved: ENV isolation 
from donor plasma via ultracentrifugation; doxorubicin loading 
through sonoporation; purification of DOX-ENV complexes; 
and surface modification to create DOX-ENV-APT complexes. 
The optimized system demonstrated significantly enhanced cy-
totoxicity compared to non-targeted complexes (survival rates: 
Skov-3: 1  % vs 57  %; Ovcar-3: 0.03  % vs 0.3  %).

https://www.teacode.com/online/udc/61/618.11.html
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комплексов ДОКС-ВНВ-АПТ путем модификации поверх-
ности ВНВ аптамером. В ходе заключительного этапа ис-
следования проведен анализ цитотоксичности разработан-
ной системы доставки ДОКС-ВНВ-АПТ, которая оказалась 
существенно выше цитотоксичности системы ДОКС-ВНВ 
(1  % vs 57  % выживших клеток линии Scov-3, 0,03  % vs 
0,3  % выживших клеток линии Ovcar-3).

Выводы. Наличие специфичного аптамера, конъюгиро-
ванного с везикулярной поверхностью, повышало эффек-
тивность везикулярной системы доставки цитостатическо-
го препарата к клеткам рака яичников в условиях in vitro 
эксперимента. Разработка системы доставки противоопу-
холевых препаратов на основе ВНВ, модифицированных 
ДНК-аптамерами, представляется перспективной стратеги-
ей повышения эффективности системной химиотерапии.
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Для цитирования: Васильева О.А., Каданцева Е.Я., 
Гаранин А.Ю., Забегина Л.М., Суров Д.А., Малек А.В. 
Таргетная система доставки доксорубицина в клетки рака 
яичников на основе внеклеточных везикул плазмы и ДНК–
аптамеров. Вопросы онкологии. 2025: 71(6) 1370-1380. DOI: 
10.37469/0507-3758-2025-71-6-OF-2525

Conclusion. Aptamer-mediated surface modification sig-
nificantly enhanced the targeted delivery efficiency of cyto-
static drugs to ovarian cancer cells in vitro. DNA aptamer-func-
tionalized extracellular vesicles represent a promising platform 
for improving the therapeutic index of systemic chemotherapy.

Keywords: extracellular vesicles; aptamers; ovarian can-
cer; drug delivery system; doxorubicin 
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Введение

Рак яичников (РЯ) является серьезной соци-
альной проблемой. По данным Международного 
агентства по изучению рака (МАИР), ежегодно 
в мире регистрируется более 225  тыс. случаев 
карциномы яичников, и около 140  тыс. женщин 
погибают от данного заболевания. В России 
число умерших от РЯ в 2023  г. составило 6  996 
человек [1]. Показатель пятилетней выживаемо-
сти пациенток с РЯ составляет лишь 36−40  %, 
уступая аналогичным показателям других опухо-
лей женской репродуктивной системы (рак шей-
ки матки  — С53: 44−45  %, рак тела матки  — 
С54: 56−68  %, рак молочной железы  — С50: 
60−64  %) [2]. Высокая смертность при РЯ явля-
ется следствием двух причин: несвоевременной 
диагностики и низкой эффективности терапии 
поздних стадий [3]. Современная тактика лече-
ния распространенного РЯ предполагает комби-
нацию хирургической циторедукции (полной или 
оптимальной) и химиотерапии (адъювантной или 
лечебной) [4]. В качестве поддерживающей тера-
пии возможно использование таргетных проти-
воопухолевых средств [5]. Активно развивается 
технология гипертермической интраперитонеаль-
ной химиотерапии в качестве метода профилак-
тики или контроля рецидивов болезни [6]. Но 
все перечисленные подходы пока не позволяют 
заметно изменить фатальный характер заболева-
ния, что указывает на актуальность задачи соз-
дания новых лечебных технологий.

Внеклеточные нановезикулы (ВНВ)  — про-
дукт секреторной активности клеток всех типов. 
Межклеточный транспорт сигнальных молекул 

и метаболитов считается основной функцией 
ВНВ, что указывает на возможность использо-
вания везикул в качестве естественной (даже 
аутологичной) системы доставки лекарственных 
средств [7, 8]. Многочисленные исследования 
продемонстрировали, что ВНВ могут служить 
системой доставки, например, доксорубицина 
(ДОКС) в клетки различных опухолей, включая 
колоректальный рак, рак молочной железы, клет-
ки ретинобластомы и опухоль-ассоциированные 
фибробласты. Перспективность везикулярных 
форм доставки цитостатических препаратов 
определяется рядом факторов. Во-первых, ВНВ 
относительно стабильны, и «упаковка» в ВНВ 
может стабилизировать различные соединения. 
Во-вторых, ВНВ могут быть получены разны-
ми способами, обеспечивающими возможность 
контролируемого, стерильного и масштабируе-
мого производства. В-третьих, мембрана ВНВ 
может быть модифицирована специфическими 
лигандами с целью таргетного взаимодействия 
с опухолевыми клетками. В научной литерату-
ре представлены примеры модификации вези-
кулярной поверхности различными лигандами, 
включая органические кислоты (фолиевая [9], 
бензойная [10], гиалуроновая [11]), углеводы 
(манноза [12]), пептиды [13] и ДНК-аптамеры.

Концепция аптамеров сформировалась в 
90-х гг. прошлого века в результате исследо-
ваний нехарактерных биохимических свойств 
рибонуклеиновых кислот, которые возникали в 
результате их взаимодействия с белками и реа-
лизовывались в ключевых процессах клеточной 
регуляции, включая репликацию, рекомбинацию 
и экспрессию генов [14]. Известно, что после-
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довательность нуклеотидов в составе РНК- или 
ДНК-аптамера определяет пространственную 
структуру молекулы, которая формируется за 
счет комплементарного взаимодействия ее участ-
ков. Уникальная, стабильная и воспроизводимая 
пространственная организация молекулы лежит 
в основе феномена специфичного и аффинного 
взаимодействия аптамеров с молекулярными ми-
шенями практически любой природы. Параллель-
но с изучением природных РНК-аптамеров была 
разработана технология направленной селекции 
ДНК-аптамеров с заданными характеристика-
ми [15]. К настоящему времени в технологии 
селекции и методах клинического применения 
аптамеров достигнут существенный прогресс: 
несколько терапевтических молекул уже исполь-
зуются и десятки находятся на разных стадиях 
клинических испытаний [16]. По сравнению с 
пептидами или антителами, аптамеры обладают 
рядом преимуществ: возможность разработки в 
условиях in vitro, экономичность производства, 
малый размер, стабильность, относительная 
простота химической модификации, низкая им-
муногенность. В контексте активного развития 
персонализированных технологий лечения злока-
чественных опухолей, аптамеры, которые часто 
называют «химическими антителами» (chemical 
antibodies), открывают новые горизонты возмож-
ностей тергетной доставки традиционных цито-
статических препаратов, терапевтических РНК 
(siRNA, miRNA), радиофармпрепаратов или 
внеклеточных нановезикул в качестве системы 
доставки любых перечисленных противоопухо-
левых субстанций или их комбинаций [7].

Ранее мы показали возможность и эффек-
тивность доставки доксорубицина (ДОКС), 
«упакованного» в ВНВ плазмы, в клетки рака 
молочной железы in vitro [17]. В рамках пилот-
ной работы были оптимизированы протоколы 
выделения ВНВ, «загрузки» доксорубицина с 
помощью сонопорации, очистки ВНВ от сво-
бодного доксорубицина и применения комплекса 
(ДОКС-ВНВ) in vitro. Целью данного исследова-
ния была разработка технологии модификации 
везикулярной мембраны ДНК-аптамером (АПТ) 
и оценка эффективности системы адресной до-
ставки комплекса (ДОКС-ВНВ-АПТ) в клетки 
рака яичников in vitro.

Материалы и методы

В исследовании были использованы образцы 
ткани перитонеальных метастазов серозного РЯ, 
полученные от трех пациенток, культуры клеток 
РЯ и образцы плазмы здоровых доноров.

Проточная цитометрия была использована 
для анализа сродства ДНК-аптамеров к поверх-
ности клеток РЯ в соответствии с ранее описан-

ным протоколом [18] и для полуколичественного 
анализа поверхностных «экзосомальных» мар-
керов. Выделение ВНВ из плазмы проводили 
с помощью ультра-центрифугирования. Размер 
и концентрацию выделенных ВНВ оценивали 
методом анализа траекторий наночастиц (АТН). 
Формирование комплексов ДОКС-ВНВ проводи-
ли в соответствии с ранее описанным протоко-
лом [17]. Отделение комплексов ДОКС-ВНВ от 
несвязанного с везикулами препарата проводили 
методом гель-фильтрационной хроматографии 
[19]. Формирование комплексов ДОКС-ВНВ-
АПТ было основано на феномене неспецифи-
ческого взаимодействия гидрофобных молекул 
липидов с двуслойной биологической мембра-
ной. Цитотоксичность доксорубицина (свобод-
ной формы и в составе везикулярных комплек-
сов) оценивали путем анализа метаболической 
активности клеток с помощью МТТ-теста.

Подробное описание материалов, мето-
дов, авторские названия и последовательности 
ДНК-аптамеров  представлены в онлайн-при-
ложении https://voprosyonkologii.ru/index.php/
journal/article/view/6-25-Extracellular-Vesicle.

Результаты

Выбор аптамеров
На первом этапе исследования был прове-

ден поиск и анализ результатов исследований, 
авторы которых применяли технологию SELEX 
(Systematic Evolution of Ligands by EXponential 
Enrichment) для разработки ДНК-аптамеров, 
аффинно взаимодействующих с клетками РЯ. 
Последовательности выбранных аптамеров, ав-
торские названия и ссылки на соответствующие 
публикации представлены  в дополнительных 
материалах.

С целью оценки возможности обеспечения 
таргетности везикулярной системы доставки 
доксорубицина, все аптамеры были получены 
твердофазным химическим синтезом, модифици-
рованы флуоресциином (FAM) по 3’-концу, под-
вергнуты нагреванию-охлаждению для формиро-
вания вторичной структуры и инкубированы с 
клетками. Сравнительный анализ их аффинности 
к клеткам РЯ был проведен с помощью проточ-
ной цитометрии. Результаты, полученные в ходе 
анализа культур клеток (Skov-3 и Ovcar-3), гра-
фически представлены на рис.  1 (А и Б), цвето-
вая легенда и результаты всех экспериментов в 
табличном формате представлены на рис.  1,  В.

В каждом эксперименте был проведен анализ 
клеток без инкубации с аптамерам — серый (ле-
вый) пик на рис.  1, А и Б. Для оценки эффекта 
неспецифической адсорбции аптамеров на по-
верхности клеток были использованы два апта-
мера к рецептору CD30 (CONTR-1 и CONTR-2), 
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Рис. 1. Сравнительный анализ аффинности аптамеров к клеткам РЯ с помощью проточной цитометрии. Подготовленные растворы 
аптамеров инкубировали с клетками линий Ovcar-3 (A) и Scov-3 (Б), серый пик  — негативный контроль (клетки без аптамеров). 

(В) Результаты всех экспериментов представлены в виде % позитивных событий относительно контроля (CELLS). Цветовая легенда 
соответствует графикам (А и Б), образцы: клеточные линии (Ovcar-3, Scov-3) и суспензии клеток, полученные из перитонеальных 

метастазов РЯ (MTS-1, MTS-2, MTS-3). Для оценки вклада неспецифического взаимодействия ДНК-аптамеров с клеточной 
поверхностью был проведен анализ двух аптамеров, аффинных к рецептору CD30 (CONTR-1 и CONTR-2)

Fig. 1. Flow cytometric analysis of DNA aptamer binding affinity to ovarian cancer cell models. Representative histograms showing aptamer 
binding to Ovcar-3 cells (A) and Scov-3 cells (Б); the grey peak indicates the negative control (cells without aptamer). (В) Summary of 

aptamer binding across all tested models. Data are presented as the percentage of positive events relative to the CELLS control. The color 
legend corresponds to panels А and Б. Cell models include the Ovcar-3 and Scov-3 lines, and patient-derived cell suspensions from ovarian 
cancer peritoneal metastases (MTS-1, MTS-2, MTS-3). Two CD30-targeting aptamers (CONTR-1, CONTR-2) were included to assess non-

specific binding

Рис. 2. Характеристика ВНВ, выделенных их плазмы с помощью ультрацентрифугирования: (А) оценка размера и концентрации 
с  помощью анализа траекторий наночастиц, АТН; (Б) оценка экспрессии маркеров CD63 и CD9 с помощью проточной цитометрии 

с  применением латексных частиц. (В) Схема процесса формирования системы доставки (ВНВ-ДОКС-АПТ)
Fig. 2. Characterization of plasma-derived ENVs and schematic of the targeted delivery platform. (A) Nanoparticle tracking analysis (NTA) 
assessing vesicle size distribution and concentration. (Б) Flow cytometric analysis of canonical extracellular vesicle markers (CD63, CD9) 

using latex bead capture. (В) Schematic illustration of the drug-loaded vesicle (ENV-DOX-APT) delivery system
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экспрессия которого не является характерным 
признаком РЯ. Результаты оценки аффинности 
этих аптамеров представлены на рис.  1,  В: эта 
аффинность в целом ниже, чем аффинность 
РЯ-специфичных аптамеров для всех пяти ти-
пов клеток. Все, включенные в исследование 
аптамеры, более аффинно взаимодействовали с 
клетками перитонеальных метастазов, что мо-
жет отражать снижение экспрессии специфиче-
ских маркеров в результате in vitro культивации. 
С клетками линии Ovcar-3 наиболее эффективно 
взаимодействовали аптамеры AptTOV1, BG1-10 
и MN103, с клетками линии Scov-3  — аптаме-
ры AptTOV2, MN103. В целом сравнительный 
анализ девяти аптамеров не выявил очевидного 
«фаворита». В правом столбце (рис.  1,  В) пред-
ставлены усредненные показатели аффинности 
для каждого аптамера: в соответствии с которы-
ми MN103 был выбран для последующих экс-
периментов.

Выделение и анализ ВНВ
ВНВ были выделены из плазмы здоровых до-

норов с помощью стандартной технологии уль-
тра-центрифугирования. Определение размера и 
концентрации ВНВ в каждом образце проводили 
с помощью АТН. Используемый протокол выде-
ления обеспечивал воспроизводимое получение 
из 200  мл донорской плазмы гомогенной су-
спензии ВНВ, объемом 1,5  мл с концентрацией 
4  ×  1011 - 8  ×  1011 частиц/мл и размером (ги-
дродинамическим радиусом) мажорной фракции 
в диапазоне 70–160  нм. Репрезентативный при-
мер результатов АТН представлен на рис.  2,  А. 
Анализ характерных «экзосомальных» маркеров 
(CD63, CD9) в составе мембраны ВНВ был 

проведен с помощью проточной цитометрии 
(рис.  2,  Б). 

В целом проведенные исследования характе-
ристик выделенных частиц позволили считать, 
что это внеклеточные нановезикулы, в состав 
популяции которых входили так называемые 
экзосомы.

Формирование комплексов ДОКС-ВНВ
Предполагалось, что технология получения 

комплексов ДОКС-ВНВ-АПТ должна состоять 
из трех основных этапов: получение ВНВ из 
плазмы доноров методом ультра-центрифугиро-
вания, загрузки доксорубицина во ВНВ с помо-
щью ультразвука и модификации поверхности 
ВНВ комплексом Chol-АПТ, схематично пред-
ставленных на рис.  2,  В.

Первые два этапа процесса формирования 
комплексов были детально проработаны и опи-
саны ранее [17, 20]. Но в рамках пилотного про-
екта [17] отделение комплексов ДОКС-ВНВ от 
свободного доксорубицина проводилось путем 
повторного ультра-центрифугирования и приво-
дило к существенной потере везикул. Поэтому 
в рамках данного исследования стояла задача 
адаптации технологии гель-фильтрации, как бо-
лее «щадящего» и эффективного метода очистки 
комплексов. С учетом принципов этой техноло-
гии, разница скорости седиментации комплек-
сов ДОКС-ВНВ и свободного препарата ДОКС 
должна обеспечивать их разделение (рис.  3,  А). 

Колонки были заполнены сефарозой для 
фильтрации со скоростью потока 1  мл/мин, 
«появление» ВНВ можно было ожидать в 3−5 
фракции фильтрата. В первом эксперименте в 
колонку был загружен препарат ВНВ (объем: 

Рис. 3. Очистка комплексов ВНВ-ДОКС с помощью гель-фильтрации. (А) Схема процесса; (Б) график зависимости интенсивности 
флуоресцентного сигнала от концентрации ДОКС (калибровочная кривая); (В) результаты гель-фильтрации суспензии внеклеточных 

нановезикул (ВНВ), раствора доксорубицина (ДОКС) и комплексов ДОКС-ВНВ, полученных с помощью сонопорации
Fig. 3. Purification of DOX-ENV by gel filtration. (A) Schematic of the purification workflow. (Б) DOX calibration curve: fluorescence 

intensity versus concentration. (В) Elution profiles from the gel filtration column for free DOX, unloaded extracellular vesicles (ENV), and 
the DOX-ENV complexes formed via sonoporation
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500  мкл, концентрация: 4-8  ×  1011/мл). Концен-
трация ВНВ была определена в 12 фракциях с 
помощью АТН. Результаты, округленные до зна-
чений порядков числа везикул/мл, представлены 
в первой строке рис.  3,  В. ВНВ относительно 
высокой концентрации (N × 108/мл) «выходили» 
из колонки в 4−8 фракции, что несколько от-
личалось от данных литературы и могло быть 
следствием особенностей технологии подготов-
ки ВНВ. Динамика фильтрации доксорубицина 
была определена в отдельном эксперименте, 
грубая оценка интенсивности флюоресценции 
отдельных фракций фильтрата была проведена с 
помощью системы визуализации iBright CL1500 
(Thermo Fisher Scientific, США), результаты так-
же представлены на рис.  3,  В. Проведенные из-
мерения показали, что свободный ДОКС «выхо-
дит» из колонки в 9−12 фракциях (последующие 
фракции не анализировали), что подтверждало 
возможность разделения комплексов ДОКС-
ВНВ и свободного препарата.

С учетом эффективности «загрузки» ДОКС 
в ВНВ [17] и существенного разведения ВНВ в 
процессе гель-фильтрации, концентрация ДОКС 
в целевых фракциях фильтрата (4−8) ожидалась 
относительно низкой. Для точной оценки ожи-
даемо низких концентраций ДОКС был прове-
ден анализ серии разведений препарата с помо-
щью планшетного анализатора Varioscan LUX 
(Thermo Fisher Scientific, США) для построения 
калибровочной кривой (рис.  3,  Б). Затем ком-
плексы ДОКС-ВНВ были подготовлены по раз-
работанной технологии, включая этапы выделе-
ния ВНВ, сонопорации и очистки с помощью 
гель-фильтрации. Результаты измерения интен-
сивности флуоресценции в полученных фракци-
ях фильтрата представлены на рис.  3,  В (третья 

строка). Фракции с 4 по 8 были объединены, 
концентрация доксорубицина, рассчитанная на 
основе анализа флуоресценции (формула  — на 
рис.  3,  Б) в суммарном образце составляла от 4 
до 5  мкг/мл (7−8,5  µM).

Цитотоксичность серии разведений получен-
ного препарата была исследована с помощью 
МТТ-теста. В качестве контроля в эксперимент 
была включена серия разведений свободного 
доксорубицина аналогичной концентрации. Ре-
зультаты представлены на рис.  4.

В результате исследования были воспроиз-
ведены ранее полученные на клетках рака мо-
лочной железы результаты цитотоксичности 
свободного и «упакованного» доксорубицина, и 
показано, что ДОКС-ВНВ оказывает более вы-
раженный цитотоксический эффект, чем ДОКС. 
Кроме того, проведенный эксперимент показал, 
что разведение комплекса ДОКС-ВНВ в резуль-
тате проведения гель-фильтрации не является 
критичным. Полученный препарат, в котором 
концентрация ВНВ составляет 4 × 1011 - 8 × 1011 
частиц/мл, а концентрация доксорубицина соот-
ветствует 7−8,5 µM, является токсичным для 
клеток РЯ в условиях in vitro эксперимента. На 
основе полученных результатов была выбрана 
концентрация, оптимальная для последующего 
анализа эффекта модификации везикулярной 
поверхности молекулами аптамеров.

Формирование комплексов ДОКС-ВНВ-АПТ
Технологии модификации везикулярной по-

верхности основаны на реакциях связывания 
компонентов мембраны и лигандов, обеспечи-
вающих таргетность системы доставки. При-
рода связей может быть разной: ковалентные 
химические связи, аффинные межмолекулярные 
взаимодействия или ассоциация гидрофобных 

Рис. 4. Результаты сравнительного анализа цитотоксичности свободного доксорубицина (ДОКС) и «загруженного в нановезикулы» 
(ДОКС-ВНВ) на клетках рака яичника Scov-3 in vitro c помощью МТТ-теста

Fig. 4. Comparative analysis of the cytotoxicity of free doxorubicin (DOX) versus drug-loaded extracellular vesicles (DOX-EVs) in Scov-3 
ovarian cancer cells in vitro using the MTT assay
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компонентов лиганда и везикулярной мембра-
ны [7]. В последнем случае предполагается, 
что гидрофобная молекула липида, ковалентно 
связанная с лигандом, «встраивается» в гидро-
фобный слой липидной мембраны и «служит 
якорем» для молекулы лиганда, фиксируя ее на 
везикулярной поверхности. Ранее было показа-
но, что увеличение пространства между лиган-
дом и липидом с помощью инертного «спей-
сера», например, полиэтиленгликоля (ПЭГ), 
может обеспечить подвижность и повысить 
функциональность лиганда [21]. В рамках дан-
ного исследования для модификации ВНВ была 
синтезирована молекула (MN103-Chol), в состав 
которой входил выбранный аптамер (MN103) в 
качестве лиганда, полимер этиленгликоля (ПЭГ) 
в качестве «спейсера» и холестерин в качестве 

гидрофобного «якоря»  — структура молекулы 
схематично представлена на рис.  5,  А. 

К преимуществам выбранного метода моди-
фикации ВНВ можно отнести эффективность и 
технологичность, а к недостаткам  — возмож-
ность формирования молекулами липидов ми-
целлярных структур, симулирующих везикулы, 
и риск изменения физических характеристик 
(эластичности) мембраны в результате избытка 
холестерола в ее составе и, как следствие, сни-
жение стабильности ВНВ. Так, формирование 
мицелл можно предотвратить путем правильного 
выбора концентрации (MN103-Chol) в реакци-
онной смеси. А для оценки стабильности ВНВ 
необходимо провести анализ динамики измене-
ния состава реакционной смеси (формирование 
и седиментация везикулярных конгломератов). 

Рис. 5. Принцип модификации везикулярной мембраны ДНК-аптамером (А) химическая структура молекулы лиганда, в состав 
которой входят аптамер, спейсер (ПЭГ) и холестерол; (Б) схема экспериментов с модельным лигандом (FAM-Chol), проведенных в 

рамках оптимизации условий реакции. (B) Определение оптимальной (достаточной) концентрации лиганда (FAM-Chol) в реакционной 
смеси в ходе модификации мембраны ВНВ. Пять вариантов реакционной смеси с разной концентрацией FAM-Chol были 

приготовлены, инкубация длилась 5  мин. Оценка интенсивности флуоресценция реакционной смеси и ВНВ (отмытых один или два 
раза) проведена с помощью планшетного анализатора Varioscan LUX (Thermo Fisher Scientific, США)

Fig. 5. Principle of DNA aptamer modification of the vesicular membrane. (A) Chemical structure of the modular aptamer-ligand construct, 
comprising a targeting DNA aptamer, a polyethylene glycol (PEG) spacer, and a cholesterol anchor. (Б) Schematic of experiments using a 
fluorescent model ligand (FAM-Chol) to optimize the vesicle surface modification reaction. (B) Determination of the optimal ligand (FAM-

Chol) concentration for efficient vesicle functionalization. Five reaction mixtures containing varying ligand concentrations were incubated with 
extracellular vesicles for 5 minutes. Functionalization efficiency was assessed by measuring the fluorescence intensity of the bulk mixture and 

of washed once or twice EV fractions using a Varioscan LUX microplate reader (Thermo Fisher Scientific, USA)
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Для проведения этих экспериментов, принцип 
которых представлен на рис.  5,  Б, использова-
ли молекулу холестерола, конъюгированную с 
флюоресцеином (FAM-Chol).

В первом эксперименте были сформированы 
реакционные смеси объемом 500  мкл, содержа-
щие ВНВ (4−8  ×  1011/мл) и разное количество 
FAM-Chol (0,2  µМ; 0,4  µМ; 0,6  µМ; 0,8  µМ и 
1  µМ). После 5  мин инкубации при комнатной 
температуре было проведено измерение уровня 
флюоресценции смеси. Затем модифицирован-
ные ВНВ были отмыты путем ультра-центрифу-
гирования от несвязанных молекул FAM-Chol, 
ресуспендированы в исходном объеме ФСБ и 
уровень флюоресценции суспензии ВНВ был 
измерен тем же способом. Отмывка и оценка 
флюоресценции были проведены дважды. Было 
установлено, что при последовательном повы-
шении концентрации FAM-Chol до 0,8  µМ на-
блюдается закономерный рост флюоресценции 
как реакционной смеси, так и отмытых ВНВ 
(рис.  5,  В). Дальнейшее повышение концен-
трации FAM-Chol приводило к росту флюорес-
ценции реакционной смеси, но не влияло на 
уровень флюоресценции отмытых ВНВ. Был 
сделан вывод о том, что при концентрации 
FAM-Chol  =  0,8  µМ происходит «насыщение» 
везикулярных мембран холестеролом, и возника-
ют условия для формирования мицелл из несвя-
занных молекул. Поэтому концентрация 0,8  µМ 
была признана оптимальной.

Во втором эксперименте были сформированы 
реакционные смеси объемом 500  мкл, содержа-
щие ВНВ и 0,8 µМ FAM-Chol. После инкубации 
в течение 5, 10, 30 и 60  мин было проведено 
измерение уровня флюоресценции суспензии 
ВНВ и FAM-Chol. Затем отмывка и анализ 
флюоресценции отмытых ВНВ были проведены 
дважды. Полученные результаты показали ста-

бильный уровень флуоресцентного сигнала. Это 
позволяло признать, что динамическое равнове-
сие в суспензии ВНВ и FAM-Chol наступает в 
течение первых 5  мин инкубации и комплексы 
ВНВ:FAM-Chol остаются стабильными в тече-
ние как минимум часа. Поэтому пятиминутная 
инкубация была признана достаточной. Так, 
на основании проведенных экспериментов был 
сформулирован протокол модификации ВНВ, ко-
торый затем был реализован с использованием 
лиганда MN103-Chol.

Анализ цитотоксичности системы доставки 
(ДОКС-ВНВ-АПТ)

Последним этапом исследования был срав-
нительный анализ комплексов ДОКС-ВНВ и 
ДОКС-ВНВ-АПТ с целью оценки эффекта, 
который может оказывать модификацию мем-
браны аптамерами на эффективность системы 
везикулярной доставки цитостатика. Исследо-
вание было проведено с использованием куль-
тур клеток РЯ Scov-3 и Ovcar-3. По результа-
там проточной цитометрии, выбранный аптамер 
имел «тропность» к мембране этих клеток, что 
могло повысить эффективность интернализации 
ВНВ и доставки ДОКС. Концентрация ДОКС в 
исследуемых препаратах соответствовала ранее 
определенному значению =  8  µM.

МТТ-тест был проведен аналогично перво-
му эксперименту в трех технических повторах, 
усредненные результаты были нормализованы 
относительно уровня метаболической активно-
сти контрольных клеток (non-treated control). 
Результаты двух независимых экспериментов 
представлены на рис.  6.

В использованных экспериментальных усло-
виях адресная система доставки ВНВ-ДОК-АПТ 
практически полностью ингибировала рост кле-
ток РЯ, при этом комплексы ВНВ-ДОК показали 
менее выраженный (особенно на клетках линии 

Рис. 6. Результаты исследования цитотоксичности доксорубицина, загруженного в систему доставки ДОКС-ВНВ-АПТ, по сравнению 
с  ДОКС-ВНВ на опухолевых клетках рака яичника Scov-3 и Ovcar-3. Усредненные результаты трех технических повторов 

представлены как % от выживаемости (метаболической активности) контрольных клеток. На графике представлены стандартные 
отклонения результатов двух независимых экспериментов

Fig. 6. Enhanced cytotoxicity of aptamer-targeted drug-loaded extracellular vesicles. The cytotoxicity of the targeted (DOX-ENV-APT) 
and  non-targeted (DOX-ENV) doxorubicin delivery systems was compared in Scov-3 and Ovcar-3 ovarian cancer cell lines. Data, expressed 
as the percentage of cell survival (metabolic activity) relative to untreated controls, are the mean of three technical replicates the standard 

deviation from two independent experiments are shown on the graph
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Scov-3) эффект. Жизнеспособность клеток ли-
нии Scov-3 снизилась до 1  % от контрольных 
значений в результате воздействия комплекса 
доставки ВНВ-ДОК-АПТ и лишь до 57  % по-
сле воздействия комплексов ДОКС-ВНВ. Для 
клеток линии Ovcar-3 эти значения составили 
0,03  % (ВНВ-ДОК-АПТ) и 0,3  % (ВНВ-ДОК) 
соответственно. Наличие специфичного аптаме-
ра в составе везикулярной мембраны очевидно 
повысило эффективность разработанной систе-
мы доставки ДОКС.

Обсуждение

Основным ограничением методов систем-
ной цитостатической терапии онкологических 
заболеваний является токсический эффект, ко-
торый оказывают цитостатики на делящиеся 
клетки здоровых тканей. Разработка технологий 
адресной доставки лекарственных субстанций 
является одним из способов преодоления этого 
ограничения. Целью данного исследования была 
пилотная разработка и тестирование в условиях 
in vitro технологии модификации везикулярной 
мембраны ДНК-аптамером (АПТ) и оценка эф-
фективности системы адресной доставки ком-
плекса (ДОКС-ВНВ-АПТ) в клетки РЯ. Резуль-
таты проведенного исследования показали, что 
везикулярная мембрана может быть модифици-
рована ДНК-аптамером с помощью «липидного 
якоря» и такая модификация повышает цитоток-
сичность «упакованного» в ВНВ доксорубицина. 
Это основной вывод, который обосновывает сле-
дующие этапы работы. Полученные результаты 
также указали наиболее актуальные вопросы, 
которые предстоит решить для создания клини-
чески применимой лечебной технологии.

Во-первых, ранее опубликованные [17] и 
представленные результаты указывают на от-
носительно низкую эффективность «загрузки» 
ВНВ доксорубицином. С учетом механизма 
процесса диффузии препарата через поры ве-
зикулярной мембраны и анализа результатов 
аналогичных исследований (7), существенное 
улучшение этого показателя представляется ма-
ловероятным. Возможным решением проблемы 
может быть стратегия формирования везикул de 
novo из, например, эритроцитарных мембран. 
Так, разработка метода увеличения «полезного 
груза» в составе ВНВ является важным направ-
лением последующих исследований.

Во-вторых, в рамках проведенного исследо-
вания не был проведен анализ специфичности 
взаимодействия комплексов ВНВ-ДОК-АПТ с 
клетками РЯ. В настоящее время нельзя четко 
оценить эффект, который оказывает ДНК-апта-
мер (любой) на поверхности или холестерола в 
составе везикулярной мембраны, на динамику 

взаимодействия ВНВ и клеток. Для определения 
этого эффекта необходимо проведение дополни-
тельных экспериментов с разными аптамерами и 
разными клеточными линиями.

В-третьих, рис.  1,  В демонстрирует разный 
профиль сродства протестированных аптаме-
ров к клеткам, полученным из перитонеальных 
метастазов РЯ. Например, в рамках «терапии» 
образца MTS-1 максимальную эффективность 
можно было ожидать от комплексов, модифи-
цированных АПТ-MN103, а в рамках «терапии» 
образцов MTS-2 или MTS-3  — от комплексов, 
модифицированных АПТ-AptTOV2. Эти пред-
сказуемое наблюдение отражает известный фе-
номен генетического и фенотипического раз-
нообразия опухолей. Существенно повысить 
эффективность «таргетирования» опухоли можно 
путем персонализированного выбора лигандов 
на этапе формирования терапевтических ком-
плексов ВНВ-ДОК-АПТ. Реализация этой воз-
можности по средствам технологии направлен-
ной селекции аптамеров (SELEX  — Systematic 
Evolution of Ligands by EXponential enrichment) 
также представляется значимым направлением 
последующих исследований.

Заключение

Разработка системы доставки противоопу-
холевых препаратов на основе ВНВ, модифи-
цированных ДНК-аптамерами, представляется 
перспективной стратегией повышения эффек-
тивности системной химиотерапии. В контексте 
рака яичника, который имеет характерный пат-
терн диссеминации, возможность применения 
инновационной технологии интраперитонеально 
может быть реализована в обозримом будущем.
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