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Мета. Дослідити вплив гепарину як фак-

тора мікрооточення пухлин на експресію локусу 

ERVW-1 та гена CHI3L1, продукти яких залучені 

у підвищення метастатичного потенціалу рако-

вих клітин, у клітинах гліобластом U-87 MG 

(U87) та U-251 MG (U251). Методи. Клітини 

U87 та U251 культивували без додавання (конт-

рольні) або з додаванням гепарину у культура-

льне середовище. Тотальну РНК з клітин вико-

ристовували для синтезу кДНК і наступної ПЛР 

з праймерами, що охоплювали різні ділянки 

локусу ERVW-1 та гена CHI3L1. Результати. У 

контрольних клітинах обох ліній значний рівень 

експресії виявлено для повної форми транскри-

пту локусу ERVW-1, яка блокувалася за впливу 

гепарину тільки у клітинах U251. Експресія 

сплайсованої форми не детектувалася в усіх 

досліджених варіантах. Транскрипт лише гена 

env виявляли і в U87, і в U251, а його повне ін-

гібування спостерігали в обох лініях за дода-

вання гепарину. Експресія CHI3L1 детектувала-

ся в обох лініях із праймерами до екзонів 3–5 із 

деяким зниженням за дії гепарину. Проте ПЛР-

продукт до екзонів 8–9 виявлявся тільки у клі-

тинах лінії U87. У клітинах U87, не оброблених 

гепарином, виявлено гіпотетичну сплайсовану 

форму транскрипту CHI3L1. Висновки. Гепарин 

комплексно та лінієспецифічно впливає на екс-

пресію локусу ERVW-1 і гена CHI3L1 у клітин-

них лініях гліобластом U87 та U251. 

Ключові слова: гліобластома, гепарин, 

ERVW-1, CHI3L1. 

 

Гліобластома, що є найбільш поширеною 

та агресивною формою раку мозку, за даними 

сучасних геномних та протеомних досліджень, є 

надзвичайно гетерогенною хворобою. Крім 

комплексного гетерогенного мікрооточення 

пухлини, яке охоплює нейрони, імунні і мезен-

хімальні клітини та фактори, які вони продуку-

ють, кровоносні судини та зони динамічних 

змін рН і рівня кисню, значну пластичність ви-

являють самі гліомні клітини, які перебувають у 

динамічному стані диференціації/дедиференці-

ації [1], що у сумі призводить до значних від-

мінностей у строках виживаності пацієнтів [1]. 

Існує велика панель ліній клітин гліобластом, 

які значно відрізняються за генетичними і епі-

генетичними характеристиками [2]. Загалом 

особливості клітинних ліній можуть відобража-

ти відмінності у їхніх певних проміжних, але 

рівноважних станах у процесах диференціа-

ції/дедиференціації або епітеліально-мезенхі-

мального переходу, які характерні для ракових 

клітин. Встановлення молекулярних рис цих 

станів і факторів, що їх модулюють, є надзви-

чайно важливим для ефективної таргетної тера-

пії пухлин. 

Останнім часом у якості перспективного 

агента протигліомної терапії розглядається глі-

козаміноглікан гепарин [3]. В організмі він про-

дукується лише тучними клітинами, яким при-

діляється все більше уваги у зв’язку з їх роллю у 

гліомагенезі [4]. Хоча у клініці гепарин застосо-

вується в основному як антикоагулянт, його 

зв’язування може моделювати численні сигна-

льні шляхи [4]. Відомі більш ніж 100 гепарин-

зв’язуючих протеїнів, серед яких важливими є 

цитокіни, хемокіни і ростові фактори. Було ви-

явлено, що гепарин разом з основним фактором 

росту фібробластів (bFGF) є фактором дифере-

нціації нейральних стовбурових клітин у нейро-

ни [5]. Гепарин – препарат плейотропої дії, ві-

домий широким спектром протизапальної та 

імуномодулюючої активності, незалежної від 

його антикоагулянтної дії [6]. Проте гепарин 

також блокує включення екстрацелюлярних 

везикул, що може значно знижувати ефектив-

ність хіміотерапії [3]. 
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Одним із факторів, що зв’язує гепарин, є 

лектин хітіназа-3-подібний протеїн 1 (CHI3L1), 

який має властивості цитокінів і ростових фак-

торів [7]. CHI3L1 експресується і секретується 

багатьма типами солідних пухлин, включаючи 

гліобластому, рак товстої кишки, рак молочної 

залози і злоякісну меланому. Встановлено, що 

CHI3L1 відіграє ключову роль у загостренні 

запальних процесів і сприянні ангіогенезу та 

ремоделюванні позаклітинного матриксу [8].  

Синцитин-1 – фузогенний глікопротеїн 

людини, що кодується env-геном локусу ендо-

генного ретровіруса ERVW-1, дезрегуляція екс-

пресії якого спостерігається у багатьох типах 

раку [9, 10]. 

Експресія протеїнів, що кодуються генами 

CHI3L1 та ERVW-1, підвищує метастатичний 

потенціал ракових клітин і може бути маркером 

їх злоякісного перетворення [10, 11]. Ці гени 

можуть певним чином відповідати на дію гепа-

рину і відображати різні аспекти його активнос-

ті. Таким чином, актуальним є вивчення регуля-

ції експресії генів CHI3L1 та ERVW-1 гепарином 

для комплексного розуміння механізмів його 

протипухлинної дії. У роботі ми досліджували 

вплив гепарину на експресію локусу ERVW-1 та 

гена CHI3L1 у клітинах гліобластом додавнням 

його у культуральне середовище до клітин ліній 

гліобластом U87 та U251. 

 

Матеріали і методи 

Лінія гліобластоми людини U-251 MG 

(надалі U251) була люб’язно надана доктором 

М. Сансоном (M. Sanson, INSERM, U711, 

Biologie des Interactions Neurones & Glie, Париж, 

Франція); лінія U-87 MG (надалі U87) була при-

дбана у Sigma-Aldrich (USA). Клітини U87 та 

U251 культивували в CO2-інкубіторі за 37°С та 

5 % CO2 у середовищі DMEM з 10 % FBS з до-

даванням або без додавання 125 мкг/мл гепари-

ну (Новофарм Біосинтез, Україна). Контрольні і 

дослідні клітини (з гепарином) проходили одне 

пасування, після якого їх ростили до 80–90 % 

конфлюентності на культуральній чашці діаме-

тром 100 мм і використовували для виділення 

тотальної РНК. 

РНК виділяли за допомогою innuSOLV 

RNA Reagrnt (Analytic Jeena AG), концентрацію 

вимірювали на спектрофотометрі Nanodrop 2000 

(Thermo Fisher Scientific) та 1 мкг тотальної РНК 

використовували для синтезу кДНК (cDNA 

synthesis kit, Thermo Fisher Scientific) з поперед-

ньою обробкою ДНКазою I (Thermo Fisher 

Scientific) згідно з рекомендаціями виробника. 

2 мкл з 20 мкл кДНК суміші використовували 

для ПЛР з праймерами до різних ділянок гена 

CHI3L1 та геномного локусу ERVW-1. 

Для гена CHI3L1 використовували такі 

набори праймерів: до 3–5 екзонів гена (CHI3L1-

ex3F acacactcaagaacaggaa та CHI3L1ex5R tgatta-

gggtggtaaaatgc); до 8–9 екзонів (CHI3L1ex8F 

ggacccttgcctactatgagatc та CHI3L1ex9R gtactgca-

ccttgcttttgacg); третя пара охоплювала всю ко-

дуючу частину з 1 до 9 екзону (CHI3L1ex1F 

ctgctagctgcagccagaatgggtgtgaaggc та CHI3-

L1ex9R). Для геномного локусу ERVW-1 вико-

ристовували пари праймерів на повнорозмірну 

(5’-ділянку повної форми транскрипта, що охо-

плює гени gag, pol та env) та сплайсовану (за-

безпечує експресію env з 5’-LTR локусу) форми 

РНК транскрипта ERVW-1, люб’язно надані 

доктором J. Herik [12]. Третя пара була підібра-

на тільки до env-гена локусу (Sync1F: 

tcatatctaagccccgcaac Sync1R: tgatcttgcaaggtgac-

cag) (рис. 2). У якості контрольного гена вико-

рисковували ген домашнього господарства 

ACTB (ACTB-384-F gctatccctgtacgcctctg та 

ACTB-384-R aggaaggaaggctggaagag). 

 

Результати та обговорення 

У попередніх дослідженнях було встанов-

лено, що продукція гена CHI3L1 відбувається 

тільки у клітинах U87, але не у U251 (Ареш-

ков П. та співавтори, неопубліковані дані), що 

корелює з більш злоякісними властивостями 

лінії U87. Проте на рівні РНК експресія CHI3L1 

детектується і в клітинах U87, і в клітинах U251. 

Серед факторів, які зумовлюють таку регуля-

цію, можуть бути малі інтерферуючі РНК і аль-

тернативний сплайсинг, який спричиняє проду-

кцію ізоформи протеїну, що не впізнається ко-

мерційними антитілами. Синцитин-1 був вияв-

лений для клітин U87 Dнaz-Carballo D. та спів-

авторами [13], проте його продукція у ракових 

клітинах може бути причиною дезрегуляції на 

рівні транскрипції у результаті активації вутрі-

шнього промотора. Таким чином, для вивчення 

регуляції експресії цих генів на рівні РНК і ви-

явлення альтернативних ізоформ транскриптів 

цих генів ми обрали стратегію аналізу за допо-

могою праймерів до різних ділянок генів. 

Експресія гена CHI3L1 детектувалася в 

обох лініях із праймерами до екзонів 3–5 із де-

яким зниженням за дії гепарину (рис. 1). Екс-

пресія гена, що визначалася цими праймерами, 

у клітинах U251 була помітно нижчою, ніж у 
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клітинах лінії U87. Водночас тільки у клітинах 

лінії U87 отримували ПЛР-продукт до екзо-

нів 8–9. Під час аналізу експресії CHI3L1 за 

допомогою праймерів, що охоплюють майже 

всю кодуючу частину гена з першого до 

дев’ятого екзону у клітинах U87, не оброблених 

гепарином, спостерігали фрагмент, менший за 

розміром від передбачуваного за послідовністю 

гена. За допомогою біоінформатичного пошуку 

баз даних NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

та Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) 

було виявлено можливість альтернативного 

сплайсингу екзона 3 гена CHI3L1. За розміром 

гіпотетичний сплайсований транскрипт відпові-

дає тому, що ми спостерігаємо в результаті 

ПЛР. Проте різниця між ПЛР з праймерами до 

екзонів 3–5 і екзонів 8–9 у клітинах U251 вказує 

на те, що можливий і інший варіант сплайсингу. 

Наявність цих великих фрагментів (1038 пн і 

836 пн) тільки у варіанті контрольних клітин 

U87, у яких також спостерігали найбільшу кіль-

кість ПЛР-продуктів з іншими парами прайме-

рів, та їхня відсутність в інших реакціях може 

вказувати на значно нижчу кількість відповід-

них транскриптів CHI3L1 і меншу ефективність 

ампліфікації з цими праймерами, а також на 

можливу диференційну регуляцію експресії цих 

двох форм гепарином. 

У клітинах U87 за кількістю ПЛР-

продукту значний рівень експресії було виявле-

но для повної форми транскрипта локусу ERVW-

1 (рис. 2). Тільки у клітинах U251 виявлено бло-

кування її експресії за впливу гепарину. Експре-

сія сплайсованої форми не детектувалася в обох 

лініях клітин ані у контрольних варіантах, ані 

під час додавання гепарину. Проте експресія 

транскрипта лише гена env детектувалася і в 

U87, і в U251 та інгібувалася в обох лініях за 

додавання гепарину (рис. 2). Це вказує на те, що 

трансляція протеїну Синцитину-1 може відбува-

тися у клітинах гліобластом саме з альтернатив-

ного транскрипта, експресія якого регулюється 

гепарином. Крім того, оскільки Синцитин-1 є 

фузогенним білком, його блокування серед ін-

ших факторів може бути причиною і відобража-

ти зниження ефективності поглинання раковими 

клітинами хіміотерапевтичних препаратів за 

впливу гепарину. 

Модельні клітинні лінії гліобластом на-

віть за різницею своїх міжлінійних характерис-

тик не повною мірою відображають гетероген-

ність самої пухлини. Для багатьох широко за-

стосованих у дослідженнях ліній клітин (серед 

яких і U87 та U251) не була виявлена характер-

на мутація гена IDH1, яка часто трапляється у 

гліобластомах [2]. Для цих ліній гліобластом 

була характерна підвищена активність теломе-

рази (для U251 в два рази вища, ніж для U87) 

завдяки однаковій мутації у промоторі гена 

hTERT [2]. Однак виявлено, що клітини U87 

демонструють виражені якості стовбурових 

клітин [14]. Загалом ці клітинні лінії можуть 

відображати певні відмінні рівноважні стани 

між крайніми положеннями у процесах дифере-

нціації/дедиференціації гліомних клітин, або 

епітеліально-мезенхімального переходу, які 

характерні для ракових клітин, і слугувати доб-

рими моделями для вивчення комплексних вза-

ємодій різних молекулярних чинників, зокрема 

таких, як гепарин, його таргетні гени, або сиг-

нальні шляхи та епігенетичні фактори, які зумо-

влюють їх функціонування. 

 

 
Рис. 1. Лінієспецифічна регуляція гепарином експресії транскриптів гена CHI3L1 у клітинних лініях U87 

та U251 за результатами ПЛР з праймерами до різних екзонів. N – зразки ПЛР до кДНК контрольних клітин; 

+hep – зразки ПЛР до кДНК клітин, що культивували з додаванням гепарину; К- – негативний контроль ПЛР; 

M – маркер молекулярних мас. 
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Рис. 2. Лінієспецифічна регуляція гепарином експресії локусу ERVW-1 у клітинних лініях U87 та U251 за 

результатами ПЛР з праймерами до різних ділянок, які відображають ампліфікацію повнорозмірної (Full-

length), сплайсованої (spliced) РНК локусу ERVW-1 та альтернативного транскрипта гена env/SYNC-1 локусу. N 

– зразки ПЛР до кДНК контрольних клітин; +hep – зразки ПЛР до кДНК клітин, що культивували з додаванням 

гепарину; К- – негативний контроль ПЛР; M – маркер молекулярних мас. Знизу наведено схему розташування 

пар праймерів для аналізу. 

 

Висновки 

Гепарин комплексно та лінієспецифічно 

впливає на експресію локусу ERVW-1 і гена 

CHI3L1 у клітинах U87 та U251, ймовірно, із 

залученням механізму альтернативного сплай-

сингу. Більш глибоке вивчення регуляції екс-

пресії цих генів гепарином є важливим для ро-

зуміння механізмів його протипухлинної дії і 

ефективного таргетного застосування у терапії 

різних типів гліом. 

Публікація містить результати дослі-

джень, проведених за грантової підтримки за 

конкурсним проектом № 0117U003595 науково-

дослідних робіт молодих учених Національної 

академії наук України. 
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INTEGRAL REGULATION OF CHI3L1 GENE AND ERVW-1 LOCUS EXPRESSION BY HEPARIN IN THE 

GIOBLASTOMA CELL LINES U-87 MG AND U-251 MG 

Aim. To study the effect of heparin, as a factor of tumor microenvironment, on the expression of ERVW-1 locus and 

CHI3L1 gene, involved in increasing of cancer cells metastatic potential, in U-87 MG (U87) and U-251 MG (U251) 

gliotblastoma cells. Methods. U87 and U251 cells were cultured with or without the addition of heparin to the cultural 

medium. Total cellular RNA was isolated and used for cDNA synthesis and subsequent PCR with primers to different 

regions of ERVW-1 and CHI3L1. Results. Both U87 and U251 cells showed high level of expression of full-length 

ERVW-1 RNA. But only in U251 cells inhibition of the full-length transcript by heparin was revealed. Spliced isoform 

hasn’t been detected in any of variants. Though the solely env gene transcript expressed at low level in both lines and 

was inhibited similarly by heparin. Expression of CHI3L1 has been detected in both lines with primers towards exons 4-

5 with some lowering in level under the heparin influence. Only in U87 cells the PCR-fragment with primers to exons 

8-9 has been detected. In control U87 cells hypothetic spliced isoform of CHI3L1 transcript has been revealed with 

primers to exons 1-9. Conclusions. Heparin has complex and cell line-dependent regulation of expression of ERVW-1 

locus and CHI3L1 gene in the glioblastoma cell lines U87 and U251. 

Keywords: glioblastoma, heparin, ERVW-1, CHI3L1. 


