Аптамерные конструкции к EGFR для доставки доксорубицина в клетки
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Рецептор эпидермального фактора роста (EGFR) – значимый молекулярный маркер глиобластомы (ГБ), злокачественной опухоли головного мозга [1]. EGFR может быть использован в качестве мишени для доставки к клеткам ГБ доксорубицина (ДОКСа) –противоопухолевого препарата антрациклинового ряда, который способен интеркалировать в двуцепочечную ДНК. В настоящей работе в качестве направляющих частей конструкции использовались ДНК-аптамеры к EGFR: GR20 [2] и Gol1.  Доставку ДОКСа осуществляли в составе аптамеров GR20 и Gol1, а также в составе нековалентного комплекса с аптамером, образованного ДОКСом, интеркалированным в двойную спираль дополнительного двутяжевого фрагмента (hh) аптамера. Аптамерные конструкции получили название GR20hh и Gol1hh соответственно.
Доставку ДОКСа осуществляли в составе аптамерных конструкций Gr20hh и Gol1hh, а также в составе неаптамерного ДНК-дуплекса hh. Эффективность интеркаляции ДОКСа в аптамер или конструкцию аптамера с дополнительным участком нуклеотидной последовательности, гибридизованным с комплементом, определяли с помощью флуориметрического титрования. Дополнительный двуцепочечный фрагмент аптамерных конструкций обеспечивал более прочное связывание ДОКСа. Цитотоксичность комплексов по отношению к клеткам оценивали с помощью метода xCelligence. Исследования проводили на модельных клетках MCF7 и A431 с низкой и высокой представленностью EGFR соответственно, на клетках культуры дермальных фибробластов DF1 с высокой представленностью рецептора, а также на клетках перевиваемой культуры ГБ пациента Sus с низкой представленностью EGFR.
Аптамеры и аптамерные конструкции эффективно связывают ДОКС, при этом он сохраняет свои токсические свойства. Действие комплекса аптамер-ДОКС на модельные клетки соответствует гипотезе о рецептор-опосредованной направленной доставке: для клеток A431 наблюдается повышенная, относительно свободного ДОКСа, скорость токсического действия комплекса с аптамером, а для клеток MCF7 – совпадает с действием чистого ДОКСа. Дуплекс hh+ДОКС оказывает замедленное действие на клетки независимо от представленности рецептора. Показано, что эффективность интеркаляции ДОКСа пропорциональна эффекту замедления токсического действия на клетки.
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