
РОССИЙСКАЯ АКАДЕМИЯ НАУК 

СИБИРСКОЕ ОТДЕЛЕНИЕ 

 

Институт химической биологии и фундаментальной медицины 

 

 

 

На правах рукописи 

 

 

 

Черников Иван Вячеславович 

 

 

ВЛИЯНИЕ СТРУКТУРЫ ЛИПОФИЛЬНЫХ КОНЪЮГАТОВ МАЛЫХ 

ИНТЕРФЕРИРУЮЩИХ РНК НА ИХ НАКОПЛЕНИЕ В КЛЕТКАХ И 

БИОЛОГИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ IN VITRO И IN VIVO 

 

 

03.01.03 – молекулярная биология 

Диссертация на соискание ученой степени 

кандидата биологических наук 

 

 

 

 

 

Научный руководитель: 

доктор биологических наук 

Черноловская Е. Л. 

 

 

Новосибирск – 2019  



 2 

Содержание 

 

Список сокращений ....................................................................................................................... 6 

Введение ....................................................................................................................................... 11 

1. Биоконъюгаты малых интерферирующих РНК (обзор литературы) ................................. 15 

1.1 РНК-интерференция ....................................................................................................... 15 

1.2 Проблемы использования siРНК в биомедицине ...................................................... 19 

1.3 Способы доставки siРНК ............................................................................................... 20 

1.4 Химические модификаций siРНК ................................................................................ 22 

1.4.1 Модификации рибозы ................................................................................................ 23 

1.4.2 Модификации фосфата .............................................................................................. 26 

1.4.3 Модификации азотистых оснований ........................................................................ 28 

1.5 Паттерны химических модификаций siРНК ............................................................. 34 

1.6 Биоконьюгаты.................................................................................................................. 37 

1.6.1 Липофильные производные siРНК ........................................................................... 38 

1.6.2 Конъюгаты siРНК и пептидов ................................................................................... 53 

1.6.3 Конъюгаты siРНК и лигандов рецепторов ............................................................... 56 

1.6.4 Конъюгаты siРНК и аптамеров ................................................................................. 57 

1.6.5 Конъюгаты siРНК и антител...................................................................................... 59 

1.6.6 Конъюгаты siРНК и CpG олигонуклеотидов ........................................................... 61 

1.6.7 Динамический поликонъюгат siРНК ........................................................................ 62 

1.7 Конъюгаты siРНК в клинике ........................................................................................ 63 

1.8 Заключение ....................................................................................................................... 64 

2. Материалы и методы ............................................................................................................... 66 

2.1 Материалы ........................................................................................................................ 66 

2.1.1 Реактивы ...................................................................................................................... 66 

2.1.2 Оборудование ............................................................................................................. 66 

2.1.3 Олигорибонуклеотиды и siРНК, использованные в работе ................................... 67 

2.1.4 Клеточные линии ........................................................................................................ 68 

2.1.5 Лабораторные животные и опухолевые модели ..................................................... 69 

2.2 Методы .............................................................................................................................. 69 

2.2.1 Введение флуорофоров в siРНК................................................................................ 69 

2.2.2 Формирование дуплексов siРНК ............................................................................... 70 

2.2.3 Электрофоретическое разделение дуплексов в ПААГ в нативных условиях ...... 70 

2.2.4 Определение температуры плавления siРНК .......................................................... 70 



 3 

2.2.5 Выделение моноцитарно-лимфоцитарной фракции из периферической крови 

человека ................................................................................................................................ 71 

2.2.6 Определение эффективности накопления холестериновых производных siРНК в 

клетках с помощью проточной цитофлуорометрии ........................................................ 71 

2.2.7 Определение эффективности накопления холестериновых производных 

siРНК в присутствии ингибиторов эндоцитоза ........................................................... 72 

2.2.8 Определение эффективности накопления холестериновых производных siРНК в 

клетках с помощью stem loop ПЦР .................................................................................... 72 

2.2.9 Определение эффективности накопления холестериновых производных siРНК в 

клетках крови с помощью проточной цитофлуорометрии ex vivo ................................. 73 

2.2.10 Исследование биологической активности анти-MDR1 siРНК методом Вестерн 

блот ....................................................................................................................................... 73 

2.2.10.1 Приготовление проб для исследования подавления синтеза Р-

гликопротеина в клетках KB-8-5 с помощью анти-MDR1 siРНК методом Вестерн 

блота .................................................................................................................................. 73 

2.2.10.2 Приготовление проб для исследования подавления синтеза Р-

гликопротеина в ксенографтной опухоли KB-8-5 с помощью холестерин-

содержащих анти-MDR1 siРНК методом Вестерн блота............................................. 74 

2.2.10.3 Вестерн блот ...................................................................................................... 74 

2.2.11 Определение динамики изменения концентрации siРНК и её холестерин-

содержащих аналогов в крови мышей после внутривенного введения ......................... 75 

2.2.12 Конфокальная микроскопия. ................................................................................... 75 

2.2.13 Накопление siРНК и её холестерин-содержащих аналогов в костном мозге и 

спленоцитах мыши. ............................................................................................................. 75 

2.2.14 Исследование накопления siРНК и её холестерин-содержащих аналогов в 

клетках крови мыши ............................................................................................................ 76 

2.2.15 Исследование биораспределения siРНК с помощью мультиспектрального 

анализатора «In-Vivo MS FX PRO Imaging System» ........................................................ 76 

2.2.16 Статистический анализ данных .............................................................................. 76 

3. Результаты и обсуждение ................................................................................................... 77 

3.1 Липофильные производные селективно модифицированной анти-MDR1 siРНК 

D-типа. ..................................................................................................................................... 77 

3.2. Исследование влияния структуры липофильных производных siРНК на их 

взаимодействие с клетками различного происхождения. ............................................. 78 



 4 

3.2.1. Исследование влияния длины линкера в составе холестериновых производных 

siРНК на их взаимодействие с клетками различного происхождения. .......................... 78 

3.2.1.1. Исследование влияния длины линкера в составе холестериновых 

производных siРНК на их накопление в клетках различного происхождения in vitro.

 ........................................................................................................................................... 79 

3.2.1.2. Исследование влияния длины линкера в составе холестериновых 

производных siРНК на их накопление в клетках крови ex vivo. ................................. 81 

3.2.2. Исследование влияния природы липофильной молекулы в составе производных 

siРНК на их взаимодействие с гемопоэтическими клетками. ......................................... 86 

3.2.3. Исследование накопления холестеринового производного siРНК в опухолевых 

клетках гемопоэтического происхождения. ..................................................................... 89 

3.2.4. Исследование влияния места присоединения остатка холестерина в составе 

производных siРНК на их накопление в клетках различного происхождения. ............ 91 

3.3. Исследование влияния структуры конъюгатов siРНК и холестерина на их 

биологическую активность. ................................................................................................ 93 

3.3.1. Трансдукция клеточных линий K562, KB-3-1 и KB-8-5. ....................................... 93 

3.3.2. Исследование влияния структуры конъюгатов siРНК и холестерина на их 

биологическую активность при трансфекции Липофектамином. .................................. 95 

3.3.3. Исследование влияния структуры конъюгатов siРНК и холестерина на их 

биологическую активность без Липофектамина. ............................................................. 97 

3.4. Исследование механизма проникновения холестеринового производного siРНК 

в клетки KB-3-1 и K562. ..................................................................................................... 101 

3.4.1. Исследование влияния ингибиторов эндоцитоза на накопление и 

биологическую активность холестеринового производного siРНК в клетках KB-

3-1 и K562. ......................................................................................................................... 101 

3.4.2. Исследование кинетики накопления холестеринового производного siРНК 

в клетках KB-3-1 и K562. ................................................................................................ 104 

3.5. Исследования влияния флуорофора на взаимодействие холестериновых 

производных siРНК с клетками. ....................................................................................... 106 

3.5.1. Исследование влияния структуры siРНК на её термостабильность. ......... 107 

3.5.2. Исследование влияния флуорофора на накопление холестериновых 

производных siРНК в клетках КВ-8-5. ........................................................................ 108 

3.5.3. Исследование влияния флуорофора на биологическую активность 

холестериновых производных siРНК в клетках КВ-8-5. ......................................... 111 



 5 

3.6. Исследование влияния стабильности линкера в составе холестериновых 

конъюгатов siРНК на их биологическую активность. ................................................. 115 

3.7. Биораспределение и биологическая активность холестеринового производного 

анти-MDR1 siРНК in vivo. .................................................................................................. 117 

3.7.1. Определение динамики изменения концентрации siРНК и её холестеринового 

производного в крови мышей после внутривенного введения. .................................... 118 

3.7.2. Исследование накопления холестериновых производных siРНК в 

гемопоэтических клетках in vivo. ..................................................................................... 119 

3.7.3. Исследование влияния флуорофора на биораспределение холестериновой 

siРНК in vivo. ...................................................................................................................... 122 

3.7.4. Изучение влияния способа введения на биораспределение холестерин-

содержащей siРНК. ............................................................................................................ 125 

3.7.5. Изучение биораспределения холестерин-содержащей siРНК в мышах линии 

SCID с ксенографтной лекарственно устойчивой опухолью человека КВ-8-5. .......... 128 

3.7.6. Исследование подавления экспрессии P-гликопротеина в опухоли 

холестериновым производным анти-MDR1 siРНК. ....................................................... 133 

Заключение. ................................................................................................................................ 137 

4. Выводы ................................................................................................................................... 140 

Список литературы .................................................................................................................... 142 

 

  



 6 

 

Список сокращений 

 

2’F 2’-фтор модификация 

2’FANA 2’-фтор-β-D-арабинонуклеотид 

2’O-Me 2’-O-метильная модификация 

2’O-MOE 2’О-метоксиэтильная модификция 

4’S 4’-тио модификация 

A флуорофор AlexaFluor 488 

Ago2 белок семейства Argonaute, входящий в комплекс RISC* и обладающий 

эндорибонуклеазной активностью 

ANA (altritol nucleic acid) алтритоловая нуклеиновая кислота 

ApoB ген Аполипопротеина В 

ASGPR (asialoglycoprotein receptor) асиалогликопротеиновым рецептор 

ASO (antisense oligonucleotide) антисмысловой олигонуклеотид 

BP  боранофосфатная модификация 

CeNA (cyclohexene nucleic acid) циклогексеновая нуклеиновая кислота 

Ch холестерин 

CPP (Cell-penetrating peptides) петиды, способные проникать в клетку 

Cy флуорофор Cyanine5.5 

Cy7 флуорофор Cyanine7 

DMEDAP диметилэтилен-диаминфосфат 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) ростовая среда Игла в модификации 

Дульбеко 

dNMP дезоксирибонуклеотид монофосфат 

DsiРНК (Dicer-substrate siРНК) малая интерферирующая РНК, являющаяся 

субстратом Дайсера 

EPR (enhanced permeability and retention) эффект повышенной проницаемости и 

удержания 

F флуоресцеин 

F. luciferase ген люциферазы светляков 

Fab  (fragment antigen binding) участок связывания антигена 

FBS эмбриональная бычья сыворотка 

GalNac (N-acetylgalactosamine) N-ацетилгалактозамин 

GFP (green fluorescent protein) ген зелёного флуоресцирующего белка 
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GNA (glycol nucleic acid) гликолевая нуклеиновая кислота 

HBsAg (hepatitis B virus surface antigen) белок поверхностной оболочки HBV 

HBV вирус гепатита B 

HNA (hexitol nucleic acid) гекситольная нуклеиновая кислота 

HЕРЕS 4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфокислота 

i.m. внутримышечная инъекция 

i.p. интраперитонеальная инъекция 

i.v. внутривенная инъекция 

IC50 концентрация siРНК, при которой происходит подавление гена-мишени на 

50 % 

IFR-IR рецептор инсулиноподобного фактора роста 1 

IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium), ростовая среда DMEM в 

модификации Искова 

Lf Липофектамин 2000 

LMNA ген Ламина A/C человека 

LNA (Locked nucleic acid) бициклическая модификация фуранозного цикла 

LSM  (lymphocyte separation medium) среда для разделения лимфоцитов 

MC 2'-дезоксиметанокарбануклеозид 

MDR1 (multidrug resistance 1) ген множественной лекарственной устойчивости 

MID домен Ago2, ответственный за связывание «направляющей» цепи siРНК в 

RISC* 

MLP (melittin like peptide) мелитинподобный пептид 

ONA (oxepane nucleic acid) оксепановая нуклеиновая кислота 

PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) программа прогноза 

биологической активности  

PAZ  (PIWI/Argonaute/Zwille), домен Дайсера и Ago2, обладающий 

специфичностью к выступающим 3’-концевым нуклеотидам siРНК 

PBAVE поли-(бутил-аминовиниловый эфир) 

PBMC (peripheral blood mononuclear cells) мононуклеарные клетки периферической 

крови человека 

PBS фосфатно-солевой буфер 

PDGFRβ (platelet-derived growth factor receptor beta) рецептор тромбоцитарного 

фактора бета 

PIWI (P-element induced wimpy testis) домен Ago2, ответственный за связывание 

«направляющей» цепи siРНК в RISC* и расщепление мРНК-мишени 
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PKR дцРНК зависимая протеин киназа R 

PNA  (peptide nucleic acid) пептидная нуклеиновая кислота  

PS фосфотиатная модификация 

PSMA (prostate specific membrane antigen) простато-специфический мембранный 

антиген 

PVDF поливинилиденфторидная мембрана 

R2D2 белок-компонент RLC у Drosophila melanogaster, обладающий дцРНК 

связывающей активностью 

RFU (relative fluorescence unit) относительная единица флуоресценции 

RISC (RNA-induced silencing complex) индуцируемый РНК подавляющий комплекс  

RISC* активированый RISC, в состав которого включена «направляющая» цепь 

siРНК 

RLC (RISC Loading Complex) комплекс сборки RISC 

RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) среда Мемориального института 

Розуэлла 

s.c. подкожная инъекция 

s
2
U 2’тиоуридин 

SD (standard deviation) стандартное отклонение 

SDS додецилсульфат натрия 

SELEX (systematic evolution of ligands by exponential enrichment) процедура поиска 

специфической последовательности аптамера к определённому объекту 

SEM (standard error of the mean) стандартная ошибка среднего 

shРНК (short hairpin РНК) малая шпилечная РНК 

siRNN  (small interfering ribonucleic neutral) малая интерферирующая нейтральная 

рибонуклеиновая кислота 

sisiРНК (small internally segmented interfering РНК) сегментированная малая 

интерферирующая siРНК 

siРНК (small interfering РНК) малая интерферирующая РНК 

SPACE (skin penetrating and cell entering) пептид, полученный методом фагового 

дисплея путем отбора пептида на проникновение через эпидермис 

TBE Трис-борат-ЭДТА буфер 

tBu-SATE Трет-бутил-S-ацил-2-тиоэтил фосфотриэфир 

tc-DNA трицилло-ДНК, трициклическая модификация рибозы 

TGB трис-глициновый буфер 

Tinv инвертированный тимидин 
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TLR3/7/8 (Toll-like receptor 3/7/8) Toll-подобные рецепторы 3, 7 или 8 

Tm температура плавления  

TRBP (TAR RNA binding protein) белок, связывающий трансактивирующую РНК 

TAR вируса ВИЧ 

TRiM (Targeted RNAi Molecule platform) платформа препаратов от компании 

Arrowhead Pharmaceuticals основанная на конъюгации siРНК со 

специфическим лигандом 

TS буфер для переноса 

UNA (Unlocked nucleic acid) «не замкнутая» модификация нуклеиновой кислоты 

V объем 

Ψ псевдоуридин 

ВИЧ-1 вирус иммунодефицита человека-1 

ГЭБ гематоэнцефалический барьер 

ДМСО диметилсульфоксид 

ДНК дезоксирибонуклеиновая кислота 

дцРНК двуцепочечная РНК 

ЛПВП липопротеины высокой плотности 

ЛПНП липопротеины низкой плотности 

ЛПОНП липопротеины очень низкой плотности 

МДК монодансил кадаверин 

МЛУ множественная лекарственная устойчивость 

мол./кл. количество молекул в клетке 

мРНК матричная РНК 

н. нуклеотид 

Об./мин оборотов в минуту 

ОЛЛ острый лимфолейкоз 

ОМЛ острый миелоидный лейкоз 

оцРНК одноцепочечная РНК 

п.н. пара нуклеотидов 

ПААГ полиакриламидный гель 

Рис. рисунок 

РНКi РНК-интерференция 

ТЕМЕД N,N,N’,N’-тетраметилэтилендиамин 

ФЭУ фотоэлектронный умножитель 

ХМЛ хронический миелоидный лейкоз 
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ЭДТА этилендиаминтетрауксусная кислота 

PSMA  (prostate specific membrane antigen) специфический мембранный антиген 

простаты 
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Введение 

 

Открытие в 1998 г. явления РНК-интерференции способствовало развитию нового 

подхода к лечению заболеваний, связанных с нарушением экспрессии определенных 

генов [1]. При помощи РНК-интерференции можно выключить любой ген, для этого 

достаточно ввести в клеточную цитоплазму малые интерферирующий РНК (siРНК) - 

короткие двуцепочечные молекулы РНК с двумя выступающими нуклеотидами с 3’ 

концов, являющиеся индукторами РНК-интерференции. Однако, использование siРНК в 

биомедицинских целях ограничено, прежде всего, проблемой их доставки в клетки-

мишени: являясь полианионом, молекула siРНК не способна проникать через клеточную 

мембрану. Так же siРНК обладает низкой биодоступностью, что является следствием 

наличия факторов, препятствующих доставке siРНК на уровне организма, таких как: 

фильтрация siРНК почками, расщепление siРНК рибонуклеазами сыворотки, 

необходимость проникновения через эндотелиальный барьер [2]. Существующие системы 

доставки siРНК, такие, как вирусы, физические методы, катионные липиды и полимеры 

частично решают данные проблемы. Однако, они являются токсичными и их применение 

ограниченно в основном экспериментальными целями [3]. Конъюгирование siРНК с 

молекулами, для которых существуют естественные транспортные механизмы, такие как 

липофильные молекулы [4-8], антитела [9-12], аптамеры [13], N-ацетилгалактозами 

[14,15], пептиды [16-18] или другие лиганды может решить проблему токсичности. В 

качестве одного из первых кандидатов для присоединения к siРНК был предложен 

холестерин, поскольку в организме существует система его транспорта в клетки [19], 

кроме того, холестерин входит в состав клеточных мембран [20]. Согласно литературным 

данным, ковалентное присоединение холестерина к siРНК способствует увеличению 

эффективности её проникновения в клетки как в отсутствие [4,6], так и в присутствии 

трансфекционных агентов [21], однако эффективность проникновения холестериновых 

производных siРНК различной структуры отличается. 

Одной из важных терапевтических мишеней для siРНК является мРНК гена MDR1. 

Продукт этого гена – трансмембранный белок P-гликопротеин, его гиперэкспрессия 

приводит к появлению у клеток фенотипа множественной лекарственной устойчивости 

(МЛУ), который существенно осложняет лечение опухолевых заболеваний [22]. P-

гликопротеин осуществляет АТФ-зависимый транспорт широкого спектра препаратов из 

клетки, что приводит к снижению их внутриклеточной концентрации, поэтому синдром 

МЛУ обуславливает нечувствительность опухолевых клеток к цитостатическим 

препаратам, используемым в химиотерапии. Применение в клинической практике 
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низкомолекулярных ингибиторов синтеза P-гликопротеина ограничено их токсичностью, 

поэтому использование siРНК, направленных на мРНК гена MDR1, является 

перспективным подходом к преодолению МЛУ. Возникновение МЛУ при гемобластозах 

является особенно актуальной проблемой из-за невозможности использования 

хирургических подходов для удаления данного вида опухоли. Применение современных 

трансфекционных агентов для доставки в клетки крови малоэффективно, поэтому оценка 

возможности использования биоконъюгатов для доставки siРНК в гемопоэтические 

клетки является актуальной. Поэтому в данной работе мы использовали мРНК гена MDR1 

в качестве мишени для липофильных аналогов и исследовали их взаимодействие с 

клетками карциномы и клетками крови in vitro и in vivo. 

Ранее в лаборатории биохимии нуклеиновых кислот (ЛБНК) ИХБФМ СО РАН 

было показано, что структура конъюгата siРНК и холестерина влияет на его накопление и 

биологическую активность в клетках in vitro [23]. Поэтому целью этой работы являлось 

исследование влияния структуры холестеринового конъюгата siРНК на его накопление и 

биологическую активность в опухолевых клетках различного происхождения и 

определение накопления и биологической активности выбранного конъюгата in vivo. В 

ходе исследования решались следующие задачи: 

1. Получить модельные клеточные линии на основе линий К562, КВ-8-5 и КВ-3-1 

для быстрого скрининга биологической активности конъюгатов siРНК направленных на 

подавление гена MDR1. 

2. Исследовать влияние природы липофильной молекулы, места присоединения и 

длины линкера в составе siРНК на их взаимодействие с клетками различного 

происхождения in vitro и ex vivo. 

3. Исследовать механизм проникновения флуоресцентно-меченого 

холестеринового производного siРНК в клетки KB-3-1 и K562. 

4. Исследовать влияние флуорофора на взаимодействие холестериновых 

производных siРНК с клетками in vitro. 

5. Определить влияние стабильности линкера в составе холестериновых 

конъюгатов siРНК на их биологическую активность in vitro. 

6. Исследовать биораспределение и биологическую активность холестеринового 

производного анти-MDR1 siРНК выбранной структуры in vivo. 

 

Научная новизна. В данной работе впервые было проведено систематическое 

исследование влияния структуры липофильных производных siРНК на их доставку и 

биологическую активность на нескольких моделях. Было показано, что природа 
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липофильной молекулы, место присоединения и длина, но не стабильность линкера в 

составе конъюгата siРНК влияют на её взаимодействие с клетками при доставке без 

трансфекционного агента. В ходе скрининга накопления и биологической активности 

конъюгатов нами впервые было установлено, что конъюгирование флуорофоров с 

холестерин-содержащими siРНК может влиять на их накопление и биологическую 

активность при доставке без трансфекционного агента. Для выбранной холестерин-

содержащей модифицированной siРНК впервые была исследована способность 

подавления экспрессии гена-мишени на модели опухолевой прогрессии in vivo и 

определены оптимальные способы её введения. Показано, что независимо от 

исследуемого способа введения холестерин-содержащая siРНК эффективно подавляет 

экспрессию гена-мишени в ксенографтной опухоли. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Создание препаратов на 

основе siРНК является перспективным направлением, поскольку этот подход позволяет 

лечить не поддающиеся стандартной терапии генетические, вирусные и опухолевые 

заболевания. Однако, применение siРНК в биомедицине сталкивается с рядом трудностей 

[2,24]. Теоретическая значимость работы состоит в том, что выявленные структурно-

функциональные закономерности химически модифицированной siРНК позволили 

сформулировать принципы дизайна биоконъюгатов siРНК, которые позволили выбрать 

оптимальную холестерин-содержащую siРНК, способную эффективно подавлять 

экспрессию гена-мишени при внутривенном, интраперитонеальном или перитуморальном 

введении. Практическая значимость работы состоит в том, что был разработан прототип 

лекарственного препарата для создания его основе агента для повышения эффективности 

лечения опухолей с МЛУ. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Природа липофильной молекулы, место присоединения и длина, но не стабильность 

линкера в составе конъюгата siРНК влияют на её взаимодействие с клетками различного 

происхождения in vitro и ex vivo при доставке в клетки без трансфекционного агента. 

2. Проникновение флуоресцентно-меченого 5’-холестеринового конъюгата siРНК в клетки 

KB-3-1 и K562 происходит по нескольким механизмам, вклад которых отличается в 

зависимости от типа клеток и наличия сыворотки. 

3. Присоединение флуорофора к 3’-концу антисмысловой цепи практически не влияет на 

эффективность накопления 5’-холестеринового конъюгата, однако значительно 

увеличивает накопление 3’-конъюгата при доставке в клетки без носителя, а так же 

блокирует проявление биологической активности конъюгатов при доставке в клетки без 
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носителя, что указывает на «непродуктивное» накопление флуоресцентно-меченных 

конъюгатов. 

4. Присоединение холестерина на 5’-конец смысловой цепи анти-MDR1 siРНК 

увеличивает время её циркуляции в кровотоке, способствует накоплению в клетках крови, 

внутренних органах и опухоли после системного введения. Такие конъюгаты способны 

эффективно подавлять экспрессию гена-мишени в клетках лекарственно-устойчивой 

опухоли после внутривенного, интраперитонеального или перитуморального введения. 

Публикации и апробация работы. По материалам диссертации опубликовано 7 

печатных работ. Результаты работы представлены на 9 международных конференциях: 38-

ом FEBS конгрессе (Санкт-Петербург, 2013), русско-британском семинаре «Targeting the 

RNA World: The Future of Nucleic Acid Therapeutics» (Санкт-Петербург, Россия, 2015) и 

«Targeting the RNA World: Using Chemistry to Understand RNA Biology» (Алтай, Россия, 

2015), 20-том международном круглом столе «Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Acids» 

(Париж, Франция, 2016), международных конференциях «Targeting the RNA World» 

(Санкт-Петербург, Россия,  2016), «Expanding Frontiers of RNA Chemistry and Biology» 

(Новосибирск, 2016), «Targeting RNA World» (Санкт-Петербург, Россия, 2018), «The 14th 

Annual Meeting of the Oligonucleotide Therapeutics Society» (Сиэтл, США, 2018) и «The 15th 

Annual Meeting of the Oligonucleotide Therapeutics Society» (Мюнхен, Германия, 2019).  

Структура и объем работы. Диссертация состоит из введения, обзора литературы, 

описания материалов и методов исследования, изложения результатов и их обсуждения, 

заключения, выводов и списка цитированной литературы. Работа изложена на 161 

странице, содержит 38 рисунков и 7 таблиц. Библиография содержит 400 литературных 

источников. 

Вклад автора. Основные результаты, приведенные в диссертации, получены 

самим автором или при его непосредственном участии. Исследование локализации и 

накопления siРНК в органах мышей было выполнено совместно с Гладких Д.В.. Автор 

выражает благодарность своему научному руководителю д.б.н. Черноловской Е.Л. за 

руководство, анализ и обсуждение полученных результатов. 
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1. Биоконъюгаты малых интерферирующих РНК (обзор литературы) 

1.1 РНК-интерференция 

 

РНК-интерференция представляет собой механизм подавления экспрессии генов, 

индуцируемый двуцепочечными РНК (дцРНК) [1]. Явление РНК-интерференции было 

открыто в 1998 г., когда в экспериментах на Caenorhabditis elegans Эндрю Файер и Крейг 

Мелло с коллегами показали, что инъекция в организм нематоды дцРНК приводит к 

последовательность-специфическому подавлению экспрессии гена, гомологичного этой 

дцРНК [1]. Позднее РНК-интерференция была обнаружена в клетках других эукариот 

(грибы, растения, животные) [25]. Индукция РНК-интерференции происходит при 

попадании дцРНК в клетку, например при её трансфекции или инфицировании РНК-

содержащими вирусами [26] или при её эндогенном образовании в клетках - в результате 

экспрессии транспозонов или некодирующих РНК [27]. Механизм РНК-интерференции 

разделяют на два этапа – на первом этапе (фаза инициации) происходит расщепление 

длинной дцРНК эндорибонуклеазой Дайсером на siРНК - короткие дцРНК (21-23 п.н.) с 

выступающими двумя нуклеотидами на 3’-концах; на втором этапе (эффекторная фаза) 

происходит образование мультибелкового комплекса RISC (RNA-induced silencing 

complex), который после активации, осуществляет узнавание и последовательность-

специфическое расщепление РНК-мишени (Рис. 1). Было показано, что в большинстве 

случаев РНК-интерференцию в клетках млекопитающих можно индуцировать химически 

или ферментативно синтезированными siРНК, имитирующими продукты расщепления 

дцРНК Дайсером [28], в этом случае, механизм РНК-интерференции состоит только из 

эффекторной фазы. Рассмотрим этот процесс более подробно на примере РНК-

интерференции у Drosophila melanogaster. 

На первой стадии сборки RISC к siРНК присоединяется белок R2D2, содержащий 

два домена связывания дцРНК и домен связывания Дайсера. R2D2 узнает 

термодинамически более стабильный 5’ конец дуплекса и связывается с ним, ориентируя 

дальнейшее присоединение Дайсера [29], дцРНК-связывающий домен которого, обладает 

специфичностью к выступающим 3’-концевым нуклеотидам [30]. Таким образом 

формируется промежуточный комплекс RLC (RISC Loading Complex). 

После образования RLC, на следующей стадии сборки RISC, предположительно 

при участии PAZ-доменов и белков шаперонов Дайсер взаимодействует с белком Ago2 

[25,31] (рис. 2). Ago2 – белок семейства Argonaute, компонент RISC, ответственный за 

каталитическое расщепление мРНК-мишени, состоит из четырех доменов: N-концевой, 

PAZ, MID и PIWI (рис. 3А) [31].  
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Рисунок 1. Схема РНК-интерференции [32]. 

 

Структура последнего домена определяет его эндорибонуклеазную активность, поскольку 

схожа со структурой РНКазы Н [33]. Ago2 замещает Дайсер и R2D2 в комплексе (рис. 2) 

[34], при этом 5’-концевой фосфат одной из цепей siРНК со стороны Дайсера связывается 

с PIWI-доменом Ago2, в структуре которого присутствуют ион Mg
2+

 и остатки основных 

аминокислот [35,36]. Таким образом, наличие фосфата с 5’-конца одной из цепей siРНК 

необходимо для сборки RISC. Помимо электростатического взаимодействия между 

фосфатом первого нуклеотида с 5’ конца цепи siРНК и ионом Mg
2+

 комплекс siРНК-Ago2 

стабилизируется стэкинг взаимодействием азотистого основания этого нуклеотида с 

ароматическими аминокислотами, находящимися в гидрофобном кармане PIWI домена и 

водородными связями MID домена [37]. Ориентация водородных связей и форма 

гидрофобного кармана MID домена определяет то, что он связывается с аденином и 

урацилом, в 13 и 30 раз, соответственно, более специфично, чем с другими азотистыми 

основаниями [37]. Таким образом, первый нуклеотид с 5’ конца находится в гидрофобном 

кармане на границе PIWI и MID доменов: сахарофосфатный остов и ароматическая часть 

азотистого основания взаимодействует с PIWI доменом, а заместители азотистого 
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основания взаимодействуют с MID доменом [31,38]. Другой конец цепи siРНК 

закрепляется в PAZ домене без участия иона Mg
2+

, при этом два нуклеотида с 3’ конца 

стабилизированы стэкинг взаимодействием [39], тогда как фосфатные группы 

центральной части цепи siРНК электростатически взаимодействуют с положительно 

заряженными аминокислотами PIWI домена [40,41]. На последней стадии сборки RISC 

Ago2 разрезает или вызывает диссоциацию одной из цепей siРНК, в результате чего 

образуется активированный RISC*. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 2. Механизм выбора «направляющей» цепи siРНК. RLC-комплекс, 

состоящий из Дайсера, дц-РНК-связывающего белка, R2D2 и siРНК; взаимодействие Ago2 

с RLC; образование RISC* [28]. 

 

Ago2 и одна из цепей siРНК являются основными компонентами RISC* (рис. 3 Б) [28,42], 

однако в состав данного комплекса может входить ряд других белков [43,44]. Ago2 

осуществляет разрезание как одной из цепей siРНК, так и мРНК-мишени [45], однако 

диссоциация цепи siРНК может осуществляться и без её расщепления. Более того, 

предполагается, что Ago2 человека вызывает диссоциацию цепи, в основном, по 
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механизму, не требующему её разрезание [46,47], поэтому общая температура плавления 

дуплекса может вносить вклад в эффективность интерферирующей активности siРНК. 

Цепь, которая расщепляется и диссоциирует из RISC называется «пассажирской», а 

оставшаяся в комплексе – «направляющая». Логично, что расщепление мРНК-мишени 

будет происходить, если в составе RISC* будет находиться комплементарная мРНК-

мишени антисмысловая цепь siРНК. Выбор цепи, которая будет входить в RISC* 

определяется ориентацией гетеродимера Дайсер-R2D2 относительно siРНК, а поскольку 

R2D2 взаимодействует с термодинамически более стабильным концом дуплекса, то 

наиболее активными siРНК являются те, у которых 5’ конец смысловой цепи более 

термостабильный, чем 5’ конец антисмысловой цепи. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3. Схематическое изображение первичной структуры Ago2 (А) и комплекса Ago2 с 

«направляющей» цепью siРНК и мРНК-мишенью (Б) (по данным [48]).  

 

Процесс распознавания RISC* мРНК-мишени происходит в несколько этапов, при 

этом важную роль играет «seed» район siРНК (участок siРНК с 2 по 8 нуклеотид с 5’ 

конца). Сначала происходит первоначальный скрининг последовательности по трем 

нуклеотидам (по 2-4 нуклеотидам с 5’ конца цепи siРНК) [49]. После распознавания 

триплета пятый нуклеотид с 5’ конца цепи siРНК комплементарно взаимодействует с 

мРНК-мишенью, что способствует конформационным изменениям, которые открывают 

для взаимодействия участки 6-8 и 13-16 [50]. Комплементарное взаимодействие цепи 

siРНК с мРНК обеспечивает выгодную конформацию для расщепления PIWI доменом 

мРНК между 10-11 нуклеотидами относительно 5’ конца siРНК [51,52]. После разрезания 

и диссоциации из комплекса, РНК-мишень и «пассажирская» цепь siРНК подвергаются 
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деградации рибонуклеазами. Высвободившийся RISC* может участвовать в следующих 

циклах расщепления в каталитическом режиме [28,53]. За счет высокого сродства RISC* к 

одноцепочечной РНК эффективность связывания RISC* с мРНК-мишенью почти на 

порядок больше, чем у антисмысловых олигодезоксирибонуклеотидов (ASO) с такой же 

последовательностью, у которых связывание с мРНК-мишенью происходит только за счет 

комплементарного взаимодействия [54]. Таким образом, концентрация siРНК, при 

которой наблюдается эффективное снижение экспрессии гена-мишени на два-три порядка 

ниже по сравнению с антисмысловыми олигонуклеотидами [55,56]. Поскольку молекулы 

siРНК являются наиболее эффективными агентами, специфически расщепляющими 

мРНК-мишень, они нашли широкое применение в экспериментальной биологии и 

функциональной геномике [57]. Однако, использование siРНК в биомедицине ограничено 

проблемой её доставки в клетки-мишени [58], поэтому разработка систем доставки siРНК 

является актуальной задачей. 

1.2 Проблемы использования siРНК в биомедицине 

Основными проблемами при использовании siРНК в биомедицине являются 

короткое время ингибирования гена-мишени, нецелевые эффекты и её низкая 

биодоступность. Первая проблема является следствием биологических факторов на 

уровне клетки. Поскольку siРНК является полианионом, то она неспособна проникнуть 

непосредственно через гидрофобную клеточную мембрану и может попасть внутрь клетки 

только путём эндоцитоза или пиноцитоза. Однако, для того, чтобы оказать биологическое 

действие, поглощенная siРНК должна проникнуть через мембрану эндосомы и выйти в 

цитоплазму, в противном случае она подвергнется расщеплению рибонуклеазами [59], 

либо покинет клетку путем экзоцитоза [60]. Если siРНК проникнет в цитоплазматическое 

пространство, она может так же подвергаться расщеплению цитоплазматическими 

рибонуклеазами [61]. Все эти причины вносят вклад в то, что siРНК оказывают лишь 

кратковременное ингибирование гена-мишени, однако, основной вклад вносят 

расщепление рибонуклеазами и деление клеток-мишеней и, как следствие, «разбавление» 

концентрации RISC* [62]. 

Основным нецелевым эффектом действия siРНК является иммунный ответ на 

уровне клетки. При взаимодействии с поверхностью мембраны или в эндосоме siРНК 

может быть узнана Toll-подобными рецепторами (TLR3/7/8) [63,64], индуцирующими 

выработку интерферонов (α или β) и цитокинов воспаления, активирующих иммунный 

ответ [65]. Выйдя в цитоплазму, некоторые иммуностимулирующие мотивы siРНК могут 

запускать иммунный ответ через PKR (дцРНК зависимая протеин киназа R) [66] и MDA-5 
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белки [67], или активируя 2’-5’ олигоаденилатсинтетазу приводить к деградации 

клеточных мРНК [68]. 

Другими нецелевыми эффектами действия siРНК являются вытеснение эндогенных 

микро РНК из RISC, что может нарушать естественные пути регуляции белков в клетке и 

подавление экспрессии нецелевых генов путём введения в RISC смысловой цепи. Также 

антисмысловая цепь siРНК также может связываться с нецелевыми мРНК, не проявляя 

своего специфического действия. При этом, полная комплементарность антисмысловой 

цепи siРНК с нецелевой мРНК не является необходимой для блокирования её трансляции, 

поскольку этот процесс может не включать расщепление мРНК [69]. Для того, чтобы 

произошло блокирование трансляции нецелевой мРНК наиболее важным является её 

комплементарное взаимодействие только «seed» участком siРНК [70]. Таким образом, 

антисмысловая цепь siРНК может влиять на экспрессию большого числа генов. 

Третья проблема использования siРНК в биомедицине является следствием 

наличия факторов, препятствующих доставке siРНК в клетки-мишени на уровне 

организма, таких как: фильтрация siРНК почками, захват siРНК клетками иммунной 

системы, расщепление siРНК рибонуклеазами сыворотки, необходимость проникновения 

через эндотелиальный барьер [2]. Решения, которые существуют на сегодняшний день 

частично преодолевают данные ограничения, однако, решение данных проблем остаётся 

одной из самых сложных и актуальных задач современной науки, поскольку защитные 

барьеры, предотвращающие проникновение чужеродных нуклеиновых кислот в клетку 

эволюционировали в течении нескольких миллиардов лет и работают крайне эффективно 

[71-73]. На сегодняшний день для решения проблемы доставки разработаны различные 

подходы, основная часть которых будет рассмотрена далее. 

1.3 Способы доставки siРНК 

Для того, чтобы доставить siРНК в клетки-мишени были разработаны различные 

методы, которые можно разделить по принципу их действия на биологические, 

физические и химические. Биологические или вирусные способы для доставки siРНК 

используют рекомбинантные вирусные частицы, несущие ДНК, кодирующую 

последовательность малой шпилечной РНК (shРНК), которая действует по механизму 

РНК-интерфенции, как и siРНК [74]. Эти частицы проникают в клетки путём рецептор-

опосредованного эндоцитоза, либо, в зависимости от типа вируса, его мембрана может 

сливаться с клеточной, после проникновения в ядро клетки вирусная ДНК начинает 

экспрессировать shРНК используя клеточную ферментативную систему. В качестве 

вирусных векторов используют, главным образом, aденовирусы [75], лентивирусы [76], 
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ретровирусы [77], аденоассоциированные вирусы [78-81] и бакуловирусы [82]. Вирусные 

способы эффективны для доставки siРНК в клетки, но из-за риска злокачественной 

трансформации клеток в результате интегрирования лентивирусов, ретровирусов и 

аденоассоциированного вируса в геном, их использование ограничено 

экспериментальными целями [77,83,84]. В свою очередь, применение аденовирусов 

ограничено их иммуногенностью [85,86] а использование бакуловирусов неэффективно 

для доставки shРНК в клетки-мишени [87]. 

Другой тип доставки siРНК, физический, действует по механизму, который 

заключается в повреждении мембраны клеток, приводящему к проникновению 

нуклеиновых кислот в цитоплазму или по механизму концентрирования доставляемых 

частиц в ткани-мишени под действием электромагнитного поля. К таким методам 

относится электропорация [88-91], сонопорация [92,93], магнитофекция [94,95], 

оптическая трансфекция [96] и инъекции под высоким давлением [97]. Несмотря на 

относительную эффективность физических методов при доставке siРНК в организм 

животных, возникающие при этом повреждения органов и тканей ограничивают их 

использование в терапии человека [98]. 

Одним из наиболее перспективных методов, на основе которых разрабатываются 

препараты, проходящие клинические испытания, являются химические методы: 

использование дендримеров [99], наночастиц [100-103], катионных [104-107], анионных 

[108] и нейтральных [109,110] липидов и полимеров. Принцип действия этих методов 

состоит в том, что они за счет электростатического взаимодействия между положительно 

заряженными группами в составе катионных липидов или полимеров и фосфатными 

группами нуклеиновых кислот образуют нековалентные комплексы с нуклеиновой 

кислотой, нейтрализуя её отрицательный заряд и увеличивая её гидрофобность. Такие 

агенты должны самопроизвольно образовывать комплексы, достаточно стабильные в 

биологических средах для того, чтобы доставить siРНК в клетки-мишени [111,112]. 

С одной стороны, положительный заряд способствует эффективности образования 

комплексов, с другой, он повышает их токсичность – встраиваясь в мембрану клеток, 

катионные липиды или полимеры меняют их свойства, а положительно заряженные 

наночастицы поглощаются фагоцитами [113,114]. Поэтому для маскировки 

положительного заряда на поверхности наночастиц было предложено использовать 

анионные и нейтральные липиды. При таком подходе образование частиц происходит 

постадийно: ядро частиц формируется путем нейтрализации отрицательного заряда siРНК 

за счет электростатического взаимодействия с катионными липидами [108] или ионами 

кальция [115], только затем в состав частиц вводят остальные липиды, присоединение 
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которых происходит за счет гидрофобных взаимодействий. Интересный подход был 

предложен авторами работы [116], которые показали, что одноцепочечные siРНК могут 

взаимодействовать с гидрофобной частью нейтральных липосом. Таким образом, авторы 

предполагают создать менее токсичные наночастицы избежав использования катионных 

липидов для нейтрализации отрицательного заряда siРНК. 

Однако, несмотря на маскировку положительного заряда на поверхности частиц, 

анионные и нейтральные липосомы при высоких дозах могут вызывать иммунный ответ и 

быть токсичными [117]. По этой причине были остановлены клинические испытания 

наночастиц с siРНК, направленной на ген ApoB, для лечения гиперхолестеринемии от 

компании Tekmira Pharmaceuticals (NCT00927459). В самых последних наночастицах этот 

эффект снижен, первый коммерчески доступный препарат на основе siРНК от компании 

Alnylam Pharmaceuticals содержит липиды, не вызывающие сильные токсические или 

иммуностимулирующие эффекты (NCT01960348) [118-120]. 

Альтернативой использованию липидов и полимеров является биоконъюгация 

[6,11,15,121]. С точки зрения использования комплексов siРНК с липидами или 

полимерами, биоконъюгаты являются идеальными наночастицами, поскольку они менее 

токсичны, так как им не нужен положительный заряд для формирования комплексов и они 

менее эффективно распознаются компонентами иммунной системы, потому что обладают 

достаточно малыми размерами. Этот подход обеспечивает не только эффективное, но и 

специфическое проникновение siРНК в различные органы и ткани, позволяя избежать 

токсических эффектов [24]. Однако, при использовании биоконъюгатов, siРНК остается 

незащищенной к действию рибонуклеаз, поэтому данный подход является эффективным 

только при одновременном его использовании с химическими модификациями, 

стабилизирующими siРНК в присутствии рибонуклеаз. Далее мы рассмотрим наиболее 

часто применяемые химические модификации siРНК. 

 

1.4 Химические модификаций siРНК 

Химические модификации могут оказывать влияние на свойства siРНК: её 

чувствительность к действию рибонуклеаз, узнавание белками системы РНК-

интерференции, гидрофобность, токсичность, температуру плавления дуплекса и 

конформацию спирали РНК [122-124]. По типу их можно разделить на модификации 

рибозы, фосфатов и азотистых оснований (таблица 1), рассмотрим каждый тип 

модификации в отдельности. 
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Рисунок 4. Сайты введения химических модификаций siРНК (обозначены красным 

цветом). 

1.4.1 Модификации рибозы 

Среди всех модификаций рибозы, замены в 2’-положении наиболее эффективно 

защищают siРНК от действия нуклеаз сыворотки, поскольку 2’OH группа участвует в 

расщеплении РНК эндорибонуклеазами [125,126]. При этом, размер заместителя в 2’-

положении рибозы оказывает влияние на свойства модифицированного основания. При 

замене водорода 2’ОН группы относительно небольшим метильным остатком (2’-O-

метильная модификация (2’O-Me) [127]) происходит стабилизация 3’эндо-конформации 

рибозы, которая обеспечивает А-тип спирали РНК, необходимый для протекания РНК-

интерференции. Введение 2’O-Me модификаций в состав siРНК способствует её 

эффективной защите как от нуклеаз in vitro [128] и in vivo [129,130]. Более того, введение 

этой модификаций уменьшает иммунный ответ [131]. Эти свойства делают введение 2’O-

Me модификации в siРНК одной из наиболее привлекательных стратегий для внедрения в 

клинику препаратов на основе siРНК [132,133]. Однако, замена каждого нуклеотида siРНК  

на 2’-O-метильный аналог приводит к ингибированию процесса РНК-интерференции 

[134], более того, введение 2’O-Me в 50 % siРНК может приводить к ингибированию этого 

процесса. Видимо, наличие гидрофобного остатка в 2’ положении изменяет общую 

структуру siРНК и повышает термостабильность дуплекса, что мешает его эффективному 

включению в комплекс RISC и диссоциации пассажирской цепи. 

Поскольку размер модификации может быть связан с её вкладом в увеличение 

нуклеазоустойчивости siРНК [135], были предприняты попытки ввести более объемные 

заместители в 2’ положение рибозы (2’-О-метоксиэтильная (2′O-MOE) [136,137], 2’O-

аллильная [83], 2’O-бензильная [138] и др. модификации), однако, они и в большей мере 
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могут ингибировать белки системы РНК-интерференции, чем 2’O-Me. Среди большого 

количества объемных заместителей 2’ положения рибозы 2′O-MOE является одной из 

немногих модификаций, которая стабилизирует 3’эндо-конформацию рибозы и 

увеличивает температуру плавления дуплекса более эффективно, чем 2’O-Me [139]. 

Введение 2′O-MOE в состав siРНК без ингибирования протекания РНК-интерференции, 

возможно только по концевым участкам дуплекса и центральной части антисмысловой 

цепи [136]. Наличие 2′O-MOE в центральной части антисмысловой цепи (9 или 10 

нуклеотида), как было недавно показано, даже увеличивает биологическую активность 

siРНК за счет уменьшения вероятности включения в RISC смысловой цепи [140], хотя 

прямого доказательства механизма выбора модифицированной цепи не было приведено. 

Видимо, наличие объемной модификации в этом положении может стерически влиять на 

взаимодействие с гетеродимером Дайсер-R2D2 или на формирование RISC [141]. 

В отличие от замены водорода в 2'ОН группе, замена кислорода на 2’-фтор (2’F) в 

большей степени соответствует исходной структуре РНК, ещё более эффективно 

стабилизируя 3’эндо конформацию рибозы [142]. Введение 2’F во все нуклеотиды 

дуплекса лишь незначительно уменьшает эффективность РНК-интерференции [143,144]. 

Данная модификация защищает siРНК от действия нуклеаз in vitro и in vivo [142,145], 

однако введение модификации в 50 % нуклеотидов siРНК приводит к появлению 

токсичности [146,147]. В 2016 году третья стадия клинических испытаний конъюгата 

siРНК и N-ацетилгалактозамина компании Alnylam, содержащего 50% 2’F, выявила его 

кардиотоксичность [148]. Поскольку данные эффекты не были обнаружены на 

предыдущих стадиях клинических испытаний [149] и ранее не была показана токсичность 

2’F модифицированной siРНК для сердца, то данные результаты могут носить случайный 

характер и не относиться к токсичности конъюгата. С другой стороны, in vitro было 

показано, что под действием ASO, содержащего 50 % 2’F в своём составе, изменяются 

профили экспрессии ряда генов in vitro [146] и in vivo [150]. В подтверждение гипотезы о 

токсичности 2’F содержащих siРНК, в другом исследовании было показано, что введение 

2’F по концам дуплекса изменяет локализацию siРНК на внутриядерную [151]. Однако, 

как было недавно показано, увеличение доли 2’F аналогов с 25 % до 50 % не приводило к 

увеличению гепатотоксичности у крыс и мышей при внутривенном введении высоких доз 

(100-200 мг/кг) конъюгата siРНК и N-ацетилгалактозамина течении как 2 месяцев [152], 

так и до двух лет [153]. Следует отметить, что 2’F имеет изомер, 2’-фтор-β-D-

арабинонуклеотид (2’FANA), который, в отличие от 2’F, стабилизирует С2’эндо 

конформацию рибозы, соответствующую В-типу спирали ДНК [154]. Поэтому 2’FANA в 

основном используют для модификации ASO [155]. 



 25 

Несмотря на то, что другие положения в рибозе, например 4’ углерод, могут быть 

модифицированы (4’S [156], 4′C-аминометил-2’-O-метиловая [157] модификации, 4′С-O-

метил-2’-O-метиловая [158] (таблица 1)) и такие модификации достаточно эффективно 

защищают siРНК от действия нуклеаз in vitro, они существенно ингибируют протекание 

РНК-интерференции, поэтому такие модификации не нашли широкого применения в 

биомедицинских исследованиях [159]. 

Модификации рибозы не ограничиваются заменами в её структуре, аналоги 

нуклеиновых кислот с изменённой структурой фуранозного цикла, такие как 

производные, содержащие 6-звенные (гекситольная (HNA) [160], циклогексеновая (CeNA) 

[161], алтритоловая (ANA) [162] нуклеиновые кислоты) и 7-звенные кольца (оксепановая 

нуклеиновая кислота (ONA) [163]), бициклические (locked nucleic acids (LNA) [164], 2'-

дезоксиметанокарбануклеозиды (MC) [165]), трициклические, (трицилло-ДНК (tc-DNA) 

[166]) и ациклические (unlocked nucleic acids (UNA) [167,168]) производные, могут 

защищать siРНК от действия нуклеаз и в некоторых случаях (CeNA, LNA, UNA) не 

ингибировать процесс РНК-интерференции [159,169]. Из 6-звенных производных 

нуклеиновых кислот CeNA в наибольшей степени подходит для модификации siРНК, 

поскольку её комплементарное взаимодействие с РНК стабилизирует дуплекс, увеличивая 

температуру плавления на 1.5 °C на одно модифицированное звено и увеличивая 

устойчивость олигорибонуклеотида к деградации в сыворотке [170]. Бициклические 

производные (LNA) способны ещё более существенно повышать температуру плавления 

siРНК. В случае LNA сродство к комплементарной цепи увеличивается на 2-8 °C на 

нуклеотид за счет дополнительного цикла, находящегося между 2’ и 4’ углеродами, 

который фиксирует C3’-эндо положение рибозы [171]. Однако, введение данной 

модификации в siРНК очень сильно отражается на её интерферирующей активности, 

особенно чувствительна к модифицированию антисмысловая цепь, одна LNA 

модификация её первого нуклеотида с 5’ конца полностью ингибирует РНК-

интерференцию [172]. Наоборот, конформационно более гибкие ациклические 

производные, как например UNA или гликолевая нуклеиновая кислота (GNA), способны 

дестабилизировать дуплекс, уменьшая температуру плавления на 5-8 и 5-18 °C на 

нуклеотид, соответственно [173,174]. 

Поскольку термоассимметрия дуплекса вносит основной вклад в выбор того какая 

цепь (смысловая или антисмысловая) войдёт в состав RISС* и станет «направляющей» в 

последовательность-специфическом расщеплении мРНК-мишени (рис. 2), то 

модификации, стабилизирующие дуплекс, образованный 3’ концом антисмысловой цепи и 

5’ концом смысловой цепи и, наоборот, дестабилизирующие дуплекс, образованный 3’ 
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концом смысловой цепи и 5’ концом антисмысловой цепи могут увеличивать 

эффективность РНК-интерференции обеспечивая благоприятную термоассимметрию 

дуплекса. Таким образом, введение, LNA, UNA или GNA по разным концам дуплекса 

может приводить к увеличению эффективности siРНК путём увеличения вероятности 

нахождения антисмысловой цепи в RISC* [175]. Более того, вследствие такого изменения 

термоассимметрии siРНК снижается вероятность включения смысловой цепи в RISC* и 

уменьшается вероятность подавления экспрессии нецелевых генов, имеющих районы, 

комплементарные смысловой цепи siРНК [176]. 

Поскольку антисмысловая цепь siРНК также может блокировать трансляцию 

нецелевых мРНК путём комплементарного взаимодействия с ними «seed» участка, то 

было показано, что уменьшение температуры плавления этого участка приводит к 

уменьшению эффективности подавления нецелевых генов [177]. Поэтому, введение UNA 

или GNA модификаций в «seed» участок антисмысловой цепи siРНК способствует 

увеличению специфичности её действия [147,178]. 

Интересной стратегией, увеличивающей специфичность siРНК является введение 

разрыва фосфодиэфирной связи в середине смысловой цепи siРНК (small internally 

segmented interfering РНК (sisiРНК)) [179]. Такие siРНК обладают большей 

специфичностью биологического действия, за счёт того, что RISC*, в состав которой 

входит смысловая цепь не формируется. Поскольку sisiРНК обладают меньшей 

стабильностью, по сравнению с siРНК такой же последовательности, то для стабилизации 

sisiРНК в её состав вводят LNA модификации. Однако, было показано, что такой дизайн 

дуплекса не способствовал значительному увеличению биологической активности siРНК 

in vitro [180] и in vivo [181]. 

1.4.2 Модификации фосфата 

Поскольку фосфат напрямую задействован в механизме расщепления нуклеазами 

[182], то логично, что такие модификации могут эффективно защищать siРНК от 

расщепления. Показано, что замена кислорода фосфата на серу (фосфотиатная 

модификация (PS) [183,184]) или бор (боранофосфатная модификация (BP) [185]) 

способствует защите siРНК от действия рибонуклеаз in vitro и in vivo [6]. Введение PS 

модификаций в обе цепи дуплекса несколько ингибирует протекание РНК-интерференции 

[186]. Однако, было показано, что введение PS модификаций в олигонуклеотиды 

способствует их проникновению в клетки в отсутствии трансфекционных агентов за счет 

неспецифического связывания с рецепторами клетки и проникновения по клатрин-

зависимому эндоцитозу [187]. С другой стороны, из-за неспецифического взаимодействия 
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фосфотиатных олигонуклеотидов с белками сыворотки и рецепторами клеток [188,189], 

может возникать активация системы комплемента и инфильтрация лейкоцитами 

соответствующих органов [190]. Поэтому для клинического применения siРНК 

количество PS модификаций необходимо уменьшать до 5-50 % в зависимости от 

предполагаемой дозы siРНК. 

Фосфотиатные олигонуклеотиды имеют хиральные центры, причём изомеры (Rp и 

Sp) имеют различные свойства. Было показано, что для siРНК более высокая доля Rp 

стереоизомера в siРНК коррелирует с более высокой устойчивостью siРНК к нуклеазам 

сыворотки и её биологической активностью [191], поэтому для модифицирования siРНК 

стереоизомер Rp является более предпочтительным. Следует отметить, что для ASO 

изомеры по-другому влияют их нуклеазоустойчивость и биологическую активность [192]. 

Было показано, что, в отличие от siРНК, их нуклеазоустойчивость обеспечивается Sp 

изомером, а увеличение сродства к последовательности-мишени изомером Rp [193], 

поэтому для введения модификаций в ASO больше подходит смесь Sp и Rp изомеров 

[184]. 

В отличие от PS, введение BP в центральную часть антисмысловой цепи сильнее 

ингибирует действие РНК-интерференции, однако, паттерн частичной модификации (25-

75 %) может увеличивать эффективность РНК-интерференции и устойчивость к 

рибонуклеазам [185,194]. При этом, согласно работе Холла с соавторами [194], где 

упоминаются неопубликованные данные сравнения PS и BP модификации siРНК, BP 

проявляет примерно в два раза большую эффективность в защите siРНК от нуклеаз. Если 

это так, то данная модификация могла бы решить часть проблем биомедицинского 

использования siРНК. Одно из основных ограничений при использования BP для 

модифицирования siРНК - это неоптимизированный способ синтеза больших количеств 

BP производных siРНК, поэтому для оценки их терапевтического потенциала in vivo 

данная проблема должна быть преодолена. 

Введение модификаций полностью замещающих фосфодиэфирную связь на 

амидную связь [195] способствует защите siРНК от действия нуклеаз [196], однако их 

влияние на эффективность РНК-интерференции различна. Было показано, что введение 

амидной связи между 10, 11 и 12 нуклеотидами, несмотря на отсутствие фосфодиэфирной 

связи, может увеличивать эффективность ингибирующего действия модифицированной 

siРНК, предположительно за счет образования дополнительных водородных связей между 

амидной группой и Ago2 [197]. 

Наличие фосфата с 5’ конца «направляющей» цепи siРНК необходимо для 

протекания РНК-интерференции [37], при этом siРНК с 5'-гидроксилом обладает 
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биологической активностью, поскольку такая siРНК эффективно фосфорилируется внутри 

клеток [198]. При блокировании фосфорилирования 5'-гидроксила siРНК не проявляет 

интерферирующей активности [199]. Химические модификации первого нуклеотида с 5' 

конца антисмысловой цепи могут препятствовать внутриклеточному фосфорилированию 

[138,199,200], однако, при введении химически стабильного фосфата (5’(S)-С-метил [201], 

5’-метиленфосфонат [202], 5’(E)-винилфосфонат [203]) на 5’ конец цепи, активность 

siРНК может быть восстановлена [201,202]. Наиболее успешно с этой задачей справляется 

5’(E)-винилфосфонат, было показано, что модификация антисмысловой цепи не только в 

2 раза улучшает связывание с Ago2 [203], но и приводит к увеличению количества и 

длительности нахождения конъюгатов siРНК, содержащих холестерин [204] или N-

ацетилгалактозамин [203], в органах мыши после подкожной инъекции. Поэтому 

модификация 5’(E)-винилфосфонатом 5’ конца антисмысловой цепи является 

перспективной стратегией для создания терапевтических препаратов на основе siРНК. 

1.4.3 Модификации азотистых оснований 

Замены азотистых оснований на различные модифицированные аналоги 

(псевдоуридин, 2’тиоуридин, дигидроуридин [205], 2,4-дифторбензол [206], 4-

метилбензимидазол [207], гипоксантин [42], 7-деазагуанин [208], N
2
-алкил-8-оксогуанин 

[209], N
2
-бензил-гуанин [210], 2,6-диаминопурин [211]) предназначены для повышения 

термостабильности дуплекса путём увеличения эффективности образования водородных 

связей с комплементарным нуклеотидом. Однако, такие модификации уменьшают 

эффективность РНК-интерференции и не способствуют увеличению резистентности 

siРНК к действию нуклеаз [212]. Преимуществами модификаций азотистых оснований 

является то, что введенные в небольшом количестве (10 %), они уменьшают иммунные 

реакции и улучшают термодинамический профиль siРНК [205,213]. Наличие таких 

модификаций в составе комбинированных паттернов может способствовать оптимизации 

терапевтических свойств siРНК, однако этот подход пока не нашел широкого применения 

ввиду того, что аналогичные эффекты могут быть получены при помощи введения 

модификаций другого типа. 
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Таблица 1. Влияние химических модификаций на свойства siРНК. 

Модификация Структура 

ΔTm 

дуплекса 

на 

нуклеотид 

Влияние на эффективность РНК-

интерференции (РНКi) 

Другие свойства модификации (влияние 

на конформацию рибозы, 

нуклеазоустойчивость, токсичность и др.) 

Модификации рибозы 

 

2’-O-метил 

(2’O-Me) 

 

 + 0.5-

1.5 °C 

2’O-Mе ингибируют РНКi, если 2 и более 

модификаций идут подряд 

[134,136,142,214]. Описаны siРНК, 

обладающие биологической активностью, 

содержащие 75-82 % 2’O-Mе [132,215]. 

 

Стабилизирует 3’ эндо конформацию рибозы. 

≥ 5-30 % 2’O-Me повышают 

нуклеазоустойчивость in vitro [128,157] и in 

vivo [129,130]. 

2’O-Mе аналоги A, G и U уменьшают 

иммунный ответ [131]. 

2’-фтор (2’F)  + 1.5–4 °С Замена на 2’F аналоги всех нуклеотидов 

лишь немного уменьшает активность РНКi 

[143]. 

Стабилизирует 3’ эндо конформацию рибозы. 

≥ 50 % 2’F повышают нуклеазоустойчивость 

in vitro [12] и in vivo [142,216] (в комбинации 

с PS [7]). 

2’F аналоги аденина (от 7 %) уменьшают 

иммунный ответ in vitro [145]. 

> 50% 2’F в siРНК вызывает токсичность 

[146,148,151]. 

2’-фтор-β-D-

арабинонуклео

тид (2’FANA) 

 

+ 1.2 °С 100% 2’FANA в смысловой цепи понижает 

эффективность РНКi. 30% 2’FANA в 

антисмысловой цепи ингибирует РНКi 

[143,217]. 

Стабилизирует 2’ эндо конформацию рибозы. 

> 50% 2’FANA повышают 

нуклеазоустойчивость in vitro [143], более 

эффективно, чем 2’F защищают siРНК от 

действия экзорибонуклеаз [154]. 
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2’О-

метоксиэтил 

(2′O-MOE) 

 

+0.9 - 

1.7 °C 

2′O-MOE по концам смысловой цепи и 

центральной части (6-11) антисмысловой 

цепи не ингибирует РНКi [136,142]. 

Замена 9 или 10 нуклеотида с 5’ конца на 

2′O-MOE аналоги нуклеотидов увеличивает 

вероятность включения данной цепи в RISC 

[140]. 

Стабилизирует 3’ эндо конформацию рибозы. 

≥ 15% 2′O-MOE по концам смысловой цепи 

siРНК повышает нуклеазоустойчивость in 

vitro [202]. 

LNA 

 

+ 2-8 °C ≥ 40% LNA в смысловой цепи ингибируют 

РНКi на 5-20% [172]. В антисмысловой цепи 

от 20% LNA, либо замена первого 

нуклеотида с 5’ конца полностью 

ингибируют РНКi [164,172,218,219]. 

LNA могут изменять термоассимметрию 

дуплекса, увеличивая эффективность 

действия siРНК [172]. 

Уменьшает конформационную гибкость 

нуклеотидов, фиксируя C3’эндо положение 

рибозы [171]. 

≥ 10-20 % LNA в siРНК повышают 

нуклеазоустойчивость in vitro [172] и in vivo 

[181]. 

UNA 

 

-5-8 °C > 15 % UNA ингибируют РНКi [173]. 

UNA могут изменять термоассимметрию 

дуплекса, увеличивая эффективность 

действия siРНК [175,176,181]. 

Увеличивает конформационную гибкость 

нуклеотидов и уменьшает температуру 

плавления дуплекса. 

UNA с 3’ концов дуплекса защищают siРНК 

от действия 3’ экзорибонуклеаз in vitro и in 

vivo [173,181,220]. 

4’-тио (4’S) 

 

+1 °C ≥ 7-15% 4’S в антисмысловой цепи 

ингибируют РНКi [221-223]. 

≥ 10-15% 4’S по концам одной из цепей 

повышают нуклеазоустойчивость in vitro 

[157,221]. 
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4′C-

аминометил-

2’-O-метил 

 

-1 °C > 2 аналогов в смысловой или > 1 аналога в 

антисмысловой цепях ингибируют РНКi 

[156]. 

≥ 2 аналогов по 3’ концам дуплекса 

повышают нуклеазоустойчивость in vitro 

[156]. 

Дезоксирибону

клеотид 

(dNMP) 

 

-0.5 °C > 50 % dNMP ингибируют РНКi [224-226]. 

dNMP могут изменять термодинамические 

параметры siРНК, увеличивая 

эффективность её действия in vitro [224]. 

Защищают от экзорибонуклеаз [226]. 

Циклогексенов

ая нуклеиновая 

кислота 

(CeNA) 
 

+ 1.5 °C 5% CeNA в siРНК не ингибирует РНКi 

[161,169]. 

CeNA могут изменять термоассимметрию, 

увеличивая биологическую активность 

siРНК in vitro [160,169]. 

Стабилизирует 3’ эндо конформацию рибозы 

[227]. 

≥ 25% CeNA аналогов увеличивают 

нуклеазоустойчивость в сыворотке [170]. 

Гекситольная 

нуклеиновая 

кислота (HNA) 

 

+ 0.85 °C  15% HNA в siРНК не ингибирует РНКi 

[160]. 

HNA могут изменять термоассимметрию, 

увеличивая биологическую активность 

siРНК in vitro [169]. 

Незначительно увеличивает устойчивость 

siРНК к действию нуклеаз в сыворотке [160]. 

Модификации фосфатов 

Фосфотиат 

(PS) 

 

- 0.7 °C PS ингибируют РНКi только при введении в 

центральную часть антисмысловой цепи 

[83,136,184,186,228]. 

PS защищают siРНК от действия 

экзорибонуклеаз in vitro и in vivo [6]. 

> 50 % PS вызывают токсичность in vitro 

[228] и in vivo [190,229]. 
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Диметилэтиле

ндиаминфосфа

т (DMEDAP) 

 

-0.7-3.4°C 

(показано 

только для 

тимидина) 

10% DMEDAP в смысловой цепи не 

ингибируют РНКi [230]. 

Влияние на нуклеазоустойчивость siРНК не 

показано. 

Трет-бутил-S-

ацил-2-тиоэтил 

фосфотриэфир 

(tBu-SATE)  

Н.д. 25% tBu-SATE не влияют на РНКi [231]. ≥ 20-40 % tBu-SATE в siРНК повышает 

нуклеазоустойчивость in vitro и in vivo [231]. 

Увеличивает гидрофобность siРНК. 

Расщепляется тиоэстеразами в цитоплазме 

клетки до фосфодиэфирной связи [231]. 

Боранофосфат 

(BP) 

 

+0.4-1 °C 

(до 50%) 

-0.8-2.5°C 

(более 

50% 

siРНК) 

> 50% PB ингибируют РНКi, наиболее 

чувствительна к модификациям центральная 

часть антисмысловой цепи [194]. 

Примерно в 2 раза более эффективно 

защищают от рибонуклеаз, чем PS, но не 

вызывают токсичность in vitro [185,194]. 

Амидный 

линкер 

 

-0.3- 

+0.9°C 

 

В некоторых сайтах siРНК одна замена на 

амидный линкер не ингибирует РНКi [197]. 

Введение двух амидных линкеров с 3’ концов 

дуплекса повышает нуклеазоустойчивость 

siРНК в сыворотке [195,196]. 

Модификации концевых фосфатов 

5’С-метил (S-

изомер) 

 

-3.2 °C Один 5’С-метил с 5’ конца антисмысловой 

цепи не влияет на РНКi [201]. 

5’С-метил защищают siРНК от экзонуклеаз в 

2 раза эффективнее, чем PS [232]. 
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5’ (E)-

винилфосфонат 

 

Н.д. 5’ (E)-винилфосфонат улучшает 

эффективность взаимодействия siРНК с 

Ago2 (в 2 раза) [203]. 

Стабилизирует 5’ фосфат, защищая его от 

действия фосфатаз и экзонуклеаз. 

Не влияет на биологическую активность in 

vitro [204]. 

Улучшает фармакокинетические показатели 

конъюгатов siРНК, содержащих данную 

модификацию [203,204]. 

5’ метиленфос-

фонат 

 

Н.д. 5’ метиленфосфонат с 5’ конца 

антисмысловой цепи уменьшает 

биологическую активность siРНК примерно 

в 10 раз [201,202]. 

Нет данных. 

Модификации азотистых оснований 

2’тиоуридин 

(s
2
U) 

 

0-2 °C 7% s
2
U не влияет на РНКi [205]. 

Могут изменять термоассимметрию 

дуплекса, увеличивая эффективность 

действия siРНК [205,212]. 

s
2
U незначительно повышает 

нуклеазоустойчивость in vitro. 

Псевдоуридин 

(Ψ) 

 

-1- +1 °C Одна замена на Ψ не влияет на РНКi [205]. Уменьшает PKR-индуцированный 

интерфероновый ответ [213]. 

 



1.5 Паттерны химических модификаций siРНК 

Деградация siРНК in vivo происходит за счет её расщепления эндонуклеазами по 

пиримидинам [233] и экзонуклеазами, как с 3’, так и 5’ концов [234,235], поэтому для 

повышения нуклеазоустойчивости siРНК и проявления биологического эффекта 

биоконъюгатов in vivo необходимо, чтобы siРНК содержала химические модификации в 

сайтах расщепления. Однако, введение многих химических модификаций в siРНК 

ограничивается ингибированием её интерферирующей активности и токсичностью, 

поэтому, введение модификаций в siРНК определяется балансом между количеством 

модификаций, достаточным для того, чтобы siРНК была нетоксична, сохраняла 

интерферирующую активность и степенью нуклеазоустойчивости. Для 2’O-Me 

модификации было показано, что введение её в состав siРНК может приводить к 

ингибированию РНК-интерференции, если siРНК содержит более двух 2’O-Me 

модификаций подряд [134,142], при этом, 2’O-Me модификации каждого второго 

нуклеотида не блокируют протекание РНК-интерференции [134]. Таким образом, важным 

параметром, влияющим на процесс РНК-интерференции, является не только то, какие 

введены модификации, но и их расположение в дуплексе. 

Одним из подходов, позволяющих найти баланс между сохранением 

интерферирующей активности и нуклеазоустойчивостью siРНК для 2’O-Me является 

метод селективной модификации 2’O-Me нуклеазочувствительных сайтов siРНК [128]. 

siРНК подвергается расщеплению в сыворотке по пиримидинам [233], однако замена всех 

пиримидинов на 2’O-Me аналоги полностью ингибирует интерферирующую способность 

siРНК [142]. Было показано, что основными сайтами расщепления siРНК в сыворотке, 

являются не все пиримидины, а примерно 40 % от них, в зависимости от 

последовательности (CA, UA и UG сайты). Введение 2’O-Me по этим сайтам сохраняет 

интерферирующую активность siРНК, увеличивает нуклеазоустойчивость в сыворотке 

[128] и обеспечивает длительное подавления экспрессии гена-мишени [236]. 

Для введения 2’F модификаций в siРНК основным ограничением является 

ассоциированная с ними токсичность, несмотря на то, что конъюгаты siРНК, содержащие 

2’F модификации по пиримидинам защищены от действия рибонуклеаз и, в отличие от 

2’O-Me [142], обладают биологической активностью [7]. Введение PS в siРНК так же 

ограничено токсичностью получаемых олигонуклеотидов, а поскольку была показана 

высокая эффективность защиты siРНК PS модификациями против действия 

экзорибонуклеаз [184,232], их используют только для замены двух или трёх концевых 

нуклеотидов siРНК [6]. Большинство других химических модификации siРНК по 
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различным причинам (влияние на белки РНК-интерференции, термоассимметрия, защита 

от нуклеаз и др.) вводят преимущественно по концевым участкам дуплекса [159]. Важно, 

что модификации, предназначенные для изменения различных свойств siРНК, значимых 

для её терапевтического потенциала, могут быть использованы вместе, дополняя друг 

друга и обеспечивая устойчивость siРНК к нуклеазам и биологическую активность выше, 

чем каждая модификация по отдельности [143]. Большинство последних исследований 

используют паттерны, содержащие комбинации химических модификаций, для 

достижения максимального эффекта in vivo, поэтому далее мы рассмотрим наиболее 

эффективные из них. 

Поскольку при замене каждого второго нуклеотида на 2’O-Me аналог половина 

siРНК остаётся незащищенной к действию нуклеаз, было предложено ввести 2’F 

модификации в немодифицированную часть дуплекса. Было показано, что такая siРНК с 

паттерном модификаций siРНК, состоящим из чередующихся через один 2’O-Me и 2’F 

модификациями, стабильна в плазме крови мыши и подавляет экспрессию гена-мишени 

на несколько порядков эффективнее по сравнению с немодифицированной siРНК [200]. 

Успешное использование полностью модифицированных паттернов на основе 

чередующихся 2’O-Me и 2’F было показано при изучении свойств одноцепочечных siРНК 

(оцРНК). оцРНК с таким паттерном модификаций, дополнительно содержащим несколько 

PS, 2’O-MOE модификаций и 5’(E)-винилфосфонат обладала биологической активностью 

in vitro и in vivo [201,202], а моделирование её комплекса с Ago2 показало, что 

исследуемые модификации стерически не блокируют взаимодействие такой оцРНК с 

Ago2 [237]. 

Несмотря на то, что наибольший вклад в деградацию siРНК вносит расщепление 

дуплекса в сыворотке по нуклеазочувствительным сайтам, расщепление siРНК может 

происходить и по другим местам дуплекса. Было проведено сравнение паттерна, 

содержащего чередующиеся 2’O-Me и 2’F модификации (полностью модифицированная 

siРНК) с паттерном siРНК, состоящим из комбинации 2’O-Me и 2’F, расположенных по 

пиримидинам и концам дуплекса (частично модифицированная siРНК), оба паттерна 

содержали PS модификации на выступающих с 3’-концов нуклеотидах [238]. Полностью 

модифицированная siРНК в составе холестеринового конъюгата более эффективно 

снижала экспрессию гена Htt в клетках HeLa по сравнению с частично модифицированной 

siРНК - концентрация siРНК, при которой происходило подавление экспрессии гена-

мишени на 50 % составляла 70 и 170 нмоль/л, соответственно [238]. 

В отличие от расщепления siРНК в сыворотке, в лизосомальном экстракте 

гепатоцитов деградация siРНК происходит в основном за счет 5’-экзонуклеаз, поэтому 
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дополнительная стабилизация PS модификациями 5’ концов siРНК в составе конъюгата N-

ацетилгалактозамина приводила к увеличению длительности и эффективности его 

ингибирующего эффекта [239]. Было показано, что подкожное введение приматам 10 

мг/кг конъюгата, содержащего полностью модифицированную по 2’ положениям рибозы 

siРНК и N-ацетилгалактозамин, вызывало снижение экспрессии гена-мишени на уровне 

белка на 30 % в течении 10 дней, тогда как введение конъюгата с дополнительно 

модифицированными 5’ концами снижало уровень белка на 80 % в течении 40 дней. 

Полностью модифицированная по 2’ положениям рибозы, дополнительно 

стабилизированная PS модификациями как с 3’-, так и с 5’-концов siРНК была 

исследована в составе конъюгатов с холестерином и докозагексаеновой кислотой [238]. 

Было изучено накопление конъюгатов в печени, почках и селезёнке через 24 часа после 

внутривенной и подкожной инъекций. Накопление для всех конъюгатов с полностью 

модифицированной по 2’ положениям рибозой и PS модификациями с 3’ и 5’ концов 

siРНК было на два порядка больше по сравнению с накоплением конъюгатов содержащих 

частично модифицированную siРНК (2’O-Me и 2’F модификации, расположенные по 

пиримидинам и концам дуплекса и PS модификации на выступающих с 3’-концов 

нуклеотидах). К сожалению, контрольного эксперимента для определения вклада 

введения PS модификаций с 5’ концов в стабильность конъюгатов siРНК в данном 

исследовании проведено не было. 

Поскольку вклад в увеличение нуклеазоустойчивости siРНК 2’O-Me модификации 

по сравнению с 2’F модификацией больше [135,240], были предприняты попытки 

изменения паттерна модификаций siРНК, содержащего 50% 2’O-Me и 50% 2’F 

модификаций в сторону увеличения доли 2’O-Me модификаций [133,215]. Для этого было 

синтезировано 1890 различных siРНК, направленных на 5 различных генов, 

отличающихся последовательностями (15 вариантов) и паттернами 2’O-Me и 2’F 

модификаций [215]. По результатам in vitro анализа на первичных гепатоцитах мыши 

было определено оптимальное введение 2’O-Me или 2’F модификаций для каждого 

положения в siРНК. Затем было выбрано два паттерна модификаций, содержащие 23% и 

18% 2’F модификаций, биологическая активность которых была не меньше, чем у 

исходной siРНК. При анализе биологической активности in vivo на трех разных 

последовательностях siРНК, паттерн модификаций с меньшим содержанием 2’F 

модификаций (18%) оказался наиболее эффективным. Подкожное введение приматам 1 

мг/кг конъюгата siРНК и N-ацетилгалактозамина показало, в отличие от исходной siРНК, 

подавляющей экспрессию гена-мишени AT на ~40% в течении 40 дней, новая отобранная 

siРНК (18% 2’F модификаций) снижала уровень белка на ~70% в течении 70 дней. Было 
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показано, что конъюгат полностью модифицированной, содержащей большое количество 

2’O-Me модификаций (73%) siРНК и N-ацетилгалактозамина, подавлял экспрессию гена 

PCSK9 в печени пациентов после однократного подкожного введения ~6 мг/кг на ~70 % в 

течении 6 месяцев [132]. 

Поскольку при доставке siРНК в составе биоконъюгатов она особенно 

чувствительна к действию нуклеаз, продолжительность биологического действия in vivo, 

доза и частота введения препарата зависит от нуклеазоустойчивости, поэтому при 

создании терапевтических препаратов на основе биоконъюгатов siРНК именно этому 

параметру важно уделять особое внимание. 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 5. Эволюция паттернов химических модификаций siРНК, химические 

модификации обозначены серым (дезоксирибонуклеотиды), синим (2’O-Me), красным 

(2’F), и оранжевым (PS) цветами (адаптировано из [121]). 

1.6 Биоконьюгаты 

Идея использования биоконъюгации как способа доставки siРНК в клетки 

заключается в формировании конъюгатов siРНК с биомолекулами, способными 

специфически связываться с рецепторами на клеточной мембране (фолат [14], антитела [9-

11], аптамеры [28,241], некоторые пептиды [16,242], карбогидраты [15]), молекулами, 

транспорт которых осуществляется самим организмом (холестерин [4], витамины [5]) или 

молекулами, способными неспецифически взаимодействовать с мембраной клетки 

(положительный электростатический заряд, гидрофобность [243]) (рис. 6) (Таблица 2) 

[244]. Кроме природы биогенной молекулы, на эффективность накопления и 

биологическую активность малых интерферирующих РНК оказывает влияние структура 

линкера, связывающего siРНК и биомолекулу. В частности, способность линкера 

расщепляться при попадании конъюгата в клетки позволяет избежать снижения 

эффективности РНК-интерференции, связанного с ингибированием сборки комплекса 

RISC. В качестве расщепляющихся связей, в составе линкеров используют дисульфидную 

[245] и тиоэфирную [231] связи, pH чувствительные связи (гидразоновая [246], 

карбоксидиметилмалеиновый ангидрид [247] и др.) или фоточувствительные связи (β-[Бис 

(4-метоксифенил)-фенилметокси]-2-нитробензолэтаноловый линкер [248]). Тем не менее, 
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в экспериментальной практике широко используют конъюгаты, содержащие линкеры, 

стабильные в условиях эксперимента [4], в этом случае ключевую роль играет строение 

конъюгата. Рассмотрим наиболее часто используемые типы биоконъюгатов (рис. 6). 

 

 

 

Рис. 6. Схема биоконъюгатов siРНК.  

1.6.1 Липофильные производные siРНК 

 Одними из первых лигандов для конъюгирования с siРНК были предложены 

липиды и холестерин, поскольку предполагалось, что они будут обеспечивать 

взаимодействие siРНК с мембраной клетки из-за своих липофильных свойств и поскольку 

в организме существуют системы их транспорта [249]. Так, холестерин не только входит в 

состав мембран, но и транспортируются в клетки липопротеинами низкой плотности 
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(ЛПНП-частицы) и липопротеинами высокой плотности (ЛПВП-частицы) [19], которые 

связываются с соответствующими рецепторами. Оба типа липопротеинов образованы 

триглицеридами и аполипопротеинами, однако в составе ЛПНП-частиц доля белков 

(25 %) меньше, чем в ЛПВП-частицах (55 %) [250]. При этом, в ЛПНП-частицах 

основным белком является Аполипоротеин В [251], а в ЛПВП-частицах разнообразие 

белков намного больше (всего более 80 видов [252], основными являются ApoA-I [253] и 

ApoA-II [254]). Поглощение всех липопротеинов клетками осуществляется через 

распознавание белковых компонентов частиц по механизму клатрин-зависимого 

рецептор-опосредованным эндоцитоза, при помощи ЛПНП и SR-BI (Scavenger receptor 

class B member 1) рецепторов ЛПНП и ЛПВП-частиц, соответственно [255-257]. 

 Было показано, что производные siРНК и холестерина, а также другие 

липофильные производные siРНК способны при определённых условиях образовывать 

комплексы с ЛПВП- и ЛПНП-частицами, которые, в свою очередь, могут связываться с 

соответствующими рецепторами [7]. Было также показано, что гидрофобность 

липофильной молекулы определяет эффективность связывания липофильного конъюгата 

с липопротеинами [7]. Так, остаток холестерина, введенный в состав siРНК, обеспечивал 

наиболее эффективное связывание с ЛПНП- и ЛПВП-частицами и, как следствие, более 

высокую активность по сравнению с другими липофильными производными. Однако, 

предположение о проникновении липофильных производных siРНК в составе таких 

комплексов в клетки по механизму рецептор-опосредованного эндоцитоза подтвердить не 

удалось [7]. Было показано, что в проникновении липофильных производных siРНК в 

составе липопротеинов участвует трансмембранный белок SIDT1 [7]. Известно, что SIDT1 

облегчает проникновение дцРНК в клетки, либо формируя каналы для диффузии, либо 

способствуя проникновению дцРНК опосредованно, через взаимодействие с другими 

белками [7,258]. С другой стороны, было показано, что SIDT1 имеет домен связывания со 

стероидными молекулами и его локализация в клетке зависит от наличия или отсутствия 

холестерина в мембране [259]. Для гомолога SIDT1, SIDT2 - также было показано участие 

в клеточном транспорте как холестерина [259], так и дцРНК без липида [260,261]. Тем не 

менее, конкретная роль SIDT1 в механизме проникновения комплексов липофильных 

производных siРНК с липопротеинами не была установлена. 

 Проникновение холестериновых производных siРНК в свободном виде было 

изучено на клетках HeLa [262]. Для этого в клетках подавляли экспрессию значимых для 

эндоцитоза генов (DNM1L, CLTC, CAV1, CDC42 и RAC1), после чего оценивали 

накопление флуоресцентно меченого холестеринового конъюгата. Было показано, что 

эффективность накопления холестеринового конъюгата была меньше (на ~40%) по 
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сравнению с накоплением в необработанных клетках только в случае клеток, в которых 

ингибированию были подвергнуты гены DNM1L и CLTC, продукты которых участвуют в 

клатрин-зависимом эндоцитозе. 

 В другой работе [263] клатрин-зависимый внутриклеточный транспорт 

холестериновых конъюгатов исследовали, определяя колокализацию флуоресцентно-

меченых белков эндосом и флуоресцентно-меченых лигандов клатрин-зависимого 

эндоцитоза с флуоресцентно-меченым холестериновым конъюгатом. В данной работе 

было показано, что клатрин-зависимый эндоцитоз составляет 25% от общего 

внутриклеточного транспорта холестеринового производного siРНК в клетке. Следует 

отметить, что для эндоцитоза характерно наличие механизма сортировки поглощенного 

эндосомального содержимого по пути рециркуляции или деградации [264]. В зависимости 

от типа рецептора и содержимого эндосомы сортировка может происходить на разных 

этапах эндоцитоза (рис. 7), было показано, что сортировка и рециркуляция ЛПНП-

рецептора в среднем занимает ~6 минут [265]. При изучении кинетики накопления 

холестериновых производных siРНК было показано, что в первые 60 минут после 

добавления холестериновых производных siРНК к клеткам HeLa только 5 % конъюгата 

подвергалось рециркуляции, остальные 20 % конъюгата сортировались по пути 

деградации веществ в клетке [263]. Таким образом, можно предположить, что при 

системном введении холестеринового конъюгата основным путём транспорта является 

взаимодействие с липопротеинами и проникновение путём рецептор-опосредованного 

эндоцитоза в клетки, экспрессирующих соответствующий рецептор (ЛПНП- или SR-BI 

рецептор). Затем, вероятно, на некотором этапе внутриклеточного транспорта происходит 

диссоциация липопротеинов и холестеринового конъюгата siРНК и siРНК проникает в 

цитоплазму, где участвует в РНК-интерференции. Действительно, во многих работах было 

показано, что присоединение холестерина к 3’ и 5’ концам смысловой цепи и 3’ концу 

антисмысловой цепи обеспечивает проявление биологической активности siРНК при 

доставке без носителя как in vitro [4,16,266,267], так и in vivo [6,7,204,268-270]. При этом 

на большинстве клеточных линий холестериновый конъюгат siРНК демонстрирует более 

высокую биологическую активность по сравнению с другими липофильными 

производными siРНК, содержащими производные литохолевой кислоты, насыщенные 

жирные кислоты (С12 - С22) [7,201], ненасыщенные жирные кислоты [271,272] или 

токоферол [5]. 
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Рис. 7. Модель сортировки молекул, попавших в клетки путём рецептор-опосредованного 

эндоцитоза: ОЯ – окаймленная ямка, РЭ – ранняя эндосома, СЭ – созревающая эндосома, 

ПЭ – поздняя эндосома, ПР – пузырек рециклирования, МТ - микротрубочки 

(адаптировано из [264]). 

 

Биораспределение различных липофильных конъюгатов siРНК было подробно 

исследовано в недавней работе [273]. Было показано, что холестериновые конъюгаты 

более эффективно задерживаются в организме (62 %), чем другие липофильные 

конъюгаты (27-62%) и после подкожной инъекции накапливаются практически во всех 

органах: в печени, почках, надпочечниках, селезёнке, поджелудочной железе, в сердце, 

мышцах, жире, тимусе, лёгких, месте введения, яичниках и семенниках. При этом, 

наиболее эффективно холестериновые конъюгаты накапливаются в печени, 

надпочечниках, селезёнке и в коже в месте введения [273]. В остальных органах 

холестериновые производные накапливаются с такой же или меньшей эффективностью, 

чем другие липофильные конъюгаты – например, было показано, что конъюгат siРНК и 

насыщенной жирной кислоты (докозановая, С21) эффективнее, чем холестериновый 

конъюгат накапливается и подавляет экспрессию гена-мишени (Htt или Ppib) в мышцах 

(20 % и 30 %, Htt и Ppib, соответственно) и жире (50 % и 30 %, Htt и Ppib, соответственно) 

после подкожной инъекции (20 мг/кг) [273]. В данной работе было показано, что 

основным фактором, определяющим характер биораспределения конъюгатов является их 

липофильность. Конъюгаты siРНК, обладающие меньшей липофильностью - производные 

ретиноевой кислоты, литохолевой кислоты, докозагексановой кислоты с большей 

эффективностью, чем холестериновый конъюгат накапливались в почках, мочевом пузыре 

и легких мыши после подкожной инъекции [273]. Данный факт согласуется с данными, 



 42 

где было показано, что более липофильные конъюгаты эффективнее связываются с 

компонентами сыворотки, таким образом, не подвергаясь выведению почками [7,274]. 

 При подкожной или внутривенной инъекциях липофильных производных их 

проникновение через гематоэнцефалический барьер не осуществляется [273], поэтому для 

подавления экспрессии генов в мозге были предприняты попытки прямых инъекций 

полосатое тело мозга мыши [266,271,272]. Поскольку докозагексаеновая кислота является 

наиболее распространенной полиненасыщенной жирной кислотой в мозге 

млекопитающих, конъюгирование siРНК с ней наиболее эффективно подавляло 

экспрессиию гена-мишени [271] по сравнению с другими липофильными конъюгатами 

[266]. Было показано, что после инъекции в полосатое тело мозга мыши (~1.25 мг/кг) 

конъюгата siРНК и докозагексаеновая кислоты происходит снижение уровня мРНК гена-

мишени (Htt) не только в полосатом теле (73 %), но и в коре (52 %) соответствующего 

полушария [271]. Однако, в полосатом теле и коре противоположного полушария 

снижения уровня мРНК Htt при этом не наблюдалось. Оценка токсичности действия 

изучаемого конъюгата на мозг животного, при использовании в 20 раз большего 

количества конъюгата, чем в исследовании биологической активности показала, что 

данное количество не вызывает иммунный ответ или гибель нейронов. Терапевтическая 

значимость подавления экспрессии гена Htt была показана в другой работе на мышиной 

модели болезни Хантингтона с использованием ASO [275]. Было показано, что 

подавление экспрессии даже обоих аллелей (мутантного и аллеля дикого типа) приводило 

к восстановлению здорового фенотипа животного. Поэтому использование 

докозагексаеновой кислоты для конъюгирования с siРНК можно рассматривать, как 

перспективный подход для лечения различных наследственных нейродегенеративных 

заболеваний, включая болезнь Хантингтона. 

 Таким образом, поскольку липофильные производные siРНК способны 

накапливаться и проявлять биологическую активность во множестве тканях и органах, 

такие конъюгаты можно рассматривать как универсальную платформу для доставки 

siРНК по всему организму. 
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Таблица 2. Биоконъюгаты siРНК. 

Конъюгат
 

Линкер, место присоединения к siРНК
2)

, паттерн
9)

 

химических модификаций siРНК (сверху 5’-3’ 

смысловая цепь (S), внизу антисмысловая (AS) 

3’-5’ ) 

Клетка или орган-

мишень, ген-

мишень 

Концентрация 

или доза 

конъюгатов 

Эффекти-

вность 

действия
1)

 

Ссы-

лка 

 Липофильные производные siРНК 

Холестерин-siРНК  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
2’O-Ме и PS модификации, аминокапроновый – 

пирролидиновый линкер с 3’ конца S 

 

Печень мыши (1), 

тощая кишка (2), 

ApoB  

50 мг/кг, 

3 i.v. инъекции. 

57 % (1), 

42% (2), 

мРНК
3)

 

(через 24 

часа) 

[6] 

2’O-Ме и PS модификации, аминокапроновый – 

пирролидиновый линкер (как в [6]) 

Печень мыши, 

ApoB  
50 мг/кг, i.v. 

50 %, мРНК, 

(через 48 ч) 
[7] 

 
Инвертированнные тимидины (Tinv), дисульфидный 

линкер c 5’ конца S    -(CH2)-S-S-(CH2)6- 

Легкие мыши, 

р38 

7.5 мг/кг, 

интратрахеальн

о 

40 %, мРНК, 

(через 12 ч) 
[267] 

н.д.
4)

, аминогексильный линкер c 5’-конца S 
Клетки Huh-7, 

β-Gal 
50 нМ 55 %, мРНК [4] 

11 2’O-Ме модификаций, нет данных паттерна, 

аминогексильный линкер присоединен через 5’-

конец S 

Клетки MCF7, 

IRS1 
200 нМ 50 %, белок

5)
 [16] 

 
2’O-Ме модификации, аминогексильный линкер c 5’ 

конца S 

Опухоль КВ-8-5, 

MDR1 
10 мг/кг, i.v. 

60 %, белок, 

(через 6 

дней) 

[130] 
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2’O-Ме модификации, линкер присоединен через 3’-

конец S 

 

Спинной мозг 

крысы, CNS 

~4 мг/кг 

(инъекция 

10 мкл/ч, в 

течении трех 

дней) 

60%, мРНК 

(через 24 ч) 
[276] 

 
2’O-Me, 2’F и PS модификации, 

тетраэтиленгликолевый линкер присоединён c 3’ 

конца S 

 

Глаз крысы, Ppib 

0.15 мг/кг, 

внутриглазная 

инъекция 

55%, мРНК 

(через 2 дня) 
[268] 

 
2’O-Me, 2’F и PS модификации, 

тетраэтиленгликолевый линкер [268] присоединён с 

3’ конца S 

Мозг мыши 

(стриатум (1) и кора 

полушария (2)), Htt 

~1.25 мг/кг, 

внутричерепная 

инъекция (i.c.) в 

полосатое тело 

75 % (1), 

40 % (2), 

белок 

(через 5 дней) 

[266] 

 
2’O-Me, 2’F, PS и 5’(E)-винилфосфонатная 

модификации, С7 линкер присоединён к 3’ концу S 

 

Печень мыши (1), 

Почки (2), Htt и 

Ppib 

20 мг/кг, 

подкожная (s.c.) 

инъекция 

50 и 70 % (1), 

~5 и 30% (2), 

мРНК 

(через 7 

дней) 

[273] 

 
2’O-Me, 2’F и PS модификации, 

тетраэтиленгликолевый линкер присоединён c 3’ 

конца S как в [268] 

Плацента 

беременных мышей 

CD1, sFLT1 

20 мг/кг, i.v. 

25 %, мРНК 

(через 5 

дней) 

[277] 
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2'O-Ме и PS модификации, аминогексильный 

линкер с 5' конца S 

 

Печень обезьян 

рода Macaca, ApoB 

5 мг/кг siРНК 

i.v. 

0%, уровень 

белка в 

крови (через 

2 дня) 

[278] 

 
2'O-Ме, 2'F, dNMP, PS, Tinv, аминогексильный 

линкер с 5' конца S как в [278] 

 

Печень обезьян 

рода Cynomolgus, 

фактор свёртывания 

крови VII (F7) 

10 мг/кг siРНК, 

i.v. 

20 %, белок, 

(через 2 дня) 
[279] 

Холестериновый конъюгат siРНК и 

поликонъюгат (N-ацетилгалактозамин 

-PBAVE) 

 
2'O-Ме и PS модификации, аминогексильный 

линкер с 5' конца S 

 

 

Печень обезьян 

рода Macaca, ApoB 

2 мг/кг siРНК и 

15 мг/кг NAG-

PBAVE, i.v. 

75%, уровень 

белка в 

крови (в 

течении 30 

дней) 

[278] 

Холестериновый конъюгат siРНК и 

конъюгат N-ацетилгалактозамина и 

мелитинподобного пептида (GalNAc-

MLP)  

 
2'O-Ме, 2'F, dNMP, PS, Tinv, аминогексильный 

линкер с 5' конца S как в [278] 

 

 

Печень обезьян 

рода Cynomolgus, 

фактор свёртывания 

крови VII (F7) 

2 мг/кг siРНК и 

3 мг/кг NAG-

MLP, i.v. 

99 %, белок, 

(в течении 25 

дней) 

[279] 

Печень человека, 

HBV инфекция, 

HBx, preC-C 

4 мг/кг смесь 

siРНК GalNAc-

MLP, i.v. 

~90 %, 

HBsAg (белок 

поверхностно

й оболочки 

HBV), 

(в течении 50 

дней) 

[280] 
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Докозагексаеновая кислота-siРНК 

 

 
2’O-Me, 2’F и PS модификации, С7 линкер 

присоединён к 3’ концу S как в [273] 

Мозг мыши 

(стриатум (1) и кора 

полушария (2)), Htt 

~1.25 мг/кг, i.c. 

инъекция в 

полосатое тело 

73 % (1), 

51 % (2), 

белок 

(через 7 дней) 

[271] 

Докозанил-siРНК (С22)

 

2’O-Ме и PS модификации как в [6], 

аминокапроновый – пирролидиновый линкер с 3’ 

конца S [6] 

Печень мыши, 

ApoB 

50 мг/кг, 3 i.v. 

инъекции 

50 %, мРНК 

(через 24 ч) 

[7] 

Стеароил-siРНК (С18)

 

30 %, мРНК 

(через 24 ч) 

Остаток олеиламида литохолевой 

кислоты-siРНК 

 

35 %, мРНК 

(через 24 ч) 

Гексадекановая ssРНК (С16) 

 

 
2’O-Me, 2’O-MOE, 2’F, PS и 5’(E)-винилфосфонатная 

модификации одноцепочечная siРНК, 

аминогексильный линкер присоединён к 5’ концу 

антисмысловой цепи через 2’ положение рибозы 

Печень трансгенной 

мыши, ApoC III 

(Human) 

14 мг/кг, s.c.  

(IC50~10 мг/кг) 

65%, мРНК, 

(через 2 дня)  
[201] 

α-Токоферол-DsiРНК (Dicer-substrate 

siРНК) 

 

2’O-Ме и PS модификации, 

α-Токоферол присоединён через фосфат
 8) 

5’ конца 

AS
 

Печень мыши, 

ApoB 

32 мг/кг, i.v. 

(IC50~2 мг/кг) 

80 %, мРНК, 

(через 2 дня) 
[5] 
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Конъюгаты siРНК и пептидов 

SPACE-siRNA 

«ACKTGSHNQCG»-siРНК 

Все нуклеотиды 2’O-Ме (1), либо без модификаций 

(2), амидный линкер присоединён с 3’ конца AS 

Мышиный 

эпидермис, IL10 

Нанесение на 

кожу, 3 см
2
, 

~12 мг/кг 

23 % (1), 

28% (2), 

белок, 

(через 24 ч) 

[281] 

cRGD-siРНК  

«RGDFK»-siРНК (циклический 

пептид) 

 
2’O-Ме и dNMP модификации, линкер присоединен 

к 3’ концу S 

 

Ксенографтная 

опухоль A549, 

VEGFR2 

0.753 мг/кг, 

6 i.v. инъекций 

 каждые 3 дня 

55%, мРНК 

60%, белок, 

уменьшение 

роста 

опухоли 

[129] 

2×cRGD-siРНК  

2×«RGDFK»-siРНК (два циклических 

пептида) 

 
2’O-Ме и dNMP модификации, линкер присоединен 

к 5’ концу S 

 

Ксенографтная 

глиобластома 

U87MG, PIK3CB 

0.752 мг/кг 

12 i.v. инъекции  

55%, мРНК 

40%, белок  

 

[282] 

ТАТ-siРНК 

«YGRKKRRQRRR»-siРНК 

Нет модификаций, -N-концевой Cys-HN-(CH2)3-, 

линкер c 3’ конца AS 
HeLa, GFP 400 нМ 

60 %, 

Белок
 [283] 

Tinv как в [267], линкер с 3’ конца AS 

-C-концевой Cys –S-(CH2)6- 

Легкие мыши, 

MAPK14 

7.5 мг/кг, 

интратрахеальн

о 

40 %, мРНК 

(через 12 ч) 
[267] 

ТАТ-siRNN (ТАТ-малая 

интерферирующая нейтральная 

рибонуклеиновая кислота) 

 
 

2’O-Ме аналоги пуринов, 2’F пиримидинов, dNMP 

по 3’концам, по 3 tBu-SATE в каждой цепи, линкер 

Клетки H1299-

dGFP, GFP 

50 нМ 

 
85 %, белок [231] 
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присоединен к фосфатам обоих цепей 

  

Пенетратин-siРНК 

«CRQIKIWFQNRRMKWKK»-siРНК 

Нет модификаций, N-концевой Cys-S-(CH2)6-, линкер 

присоединён к 5’-концу S 

Клетки C166-GFP 

(1), EOMA-GFP (2), 

GFP 

25 нМ 

80 % (1), 

95 % (2), 

белок 

[284] 

Tinv как в [267], линкер -C-концевой Cys–S-(CH2)x-, 

присоединён к 5’-концу S 

Легкие мыши, 

MAPK14 

7.5 мг/кг 

интратрахеально 

20 %, мРНК 

(через 12 ч) 
[267] 

Транспортан-siРНК 

«CLIKKALAALAKLNIKLLYGASNLT

WG»- siРНК 

Нет модификаций, N-концевой Cys-S-(CH2)6-, линкер 

присоединён к 5’-концу S 

Клетки COS-7, 

F. luciferase 
25 нМ 50 %, белок 

[284] 
Клетки C166-GFP, 

EOMA-GFP, GFP 
25 нМ 

68 %, 97 %, 

белок 

«Пептид расщепляющийся каспазой 

4»-siРНК 

«LEVDG»-siРНК 

Нет модификаций, аминогексильный линкер 

присоединён к 5’-концу AS 

Клетки Jed-3, 

STAT3 
200 нМ 70 %, белок [17] 

«Пептид имитирующий ИФР-1»-

siРНК 

«CSKC»-siРНК 

11 2’O-Ме, нет данных паттерна модификаций, 

аминогексильный линкер присоединен с 5’-конца S 

Клетки MCF7, 

IRS1 
200 нМ 65 %, белок [16] 

Альбумин-siРНК 

  
2’O-Me, PS и dNMP модификации, линкер 

присоединен к 3’ концу S 

 

Сердце мыши, 

линии BALB/c, 

 IGF-IR 

5 мг/кг, i.v. 
35 %, мРНК 

(через 3 дня) 
[242] 
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Конъюгаты siРНК и N-ацетилгалактозамина 

N-ацетилгалактозамин-siРНК 

 (1)/

 (2) 

 2’O-Me, 2’F и PS модификации (ESC), линкер 

присоединён к 3’ концу S 

 

Печень мыши, 

транстиретин (TTR) 
5 мг/кг, s.c. 

55 % (1),  

85% (2), 

мРНК (в 

течении 

более, чем 40 

дней) 

[15] 

 

2’O-Me, 2’F, PS и dNMP модификации (Advanced 

ESC), линкер как в [15] присоединён с 3’ конца S 

Печень человека, 

PCSK9 

~6 мг/кг (500 

мг), s.c. 

70 %, 

(в течении 6 

месяцев) 

[132] 

N-ацетилгалактозамин-нейтральная 

рибонуклеиновая кислота 

 

  

2’O-Ме, 2’F, 4-5 tBu-SATE, DMB, PS и dNMP 

модификации, линкер присоединён к фосфату с 5’ 

конца S 

 

Печень мыши, ApoB 25 мг/кг, i.v. 

60 %, мРНК 

(в течении 12 

дней)  

[231] 
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Конъюгаты siРНК и аптамеров 

«РНК аптамер (A10) к PSMA»-siРНК 

 

Нет модификаций, 

аптамер присоединен через аденин с 5’-конца S 
7) 

Клетки LNCaP, 

PLK1 
400 нМ 85 %, мРНК 

[241] Ксенографтная 

опухоль LNCaP, 

PLK1 

0.3 мг/кг 

(200 пмоль), 10 

внутриопухолев

ых инъекций 

(i.t.) в течении 

20 дней 

Регрессия 

опухоли 

«РНК аптамер (A10-3) к PSMA»-

shРНК 

Нет модификаций, 

аптамер присоединен через урацил с 5’-конца S 
7)

 

Клетки LNCaP, 

PRKDC 
400 нМ 85 %, мРНК 

[285] Ксенографтная 

опухоль LNCaP, 

PRKDC 

0.3 мг/кг 

(200 пмоль), 2 

i.t. инъекции, 

совместно с 

ионизирующим 

излучением 

65 %, мРНК, 

регрессия 

опухоли 

«РНК аптамер (A-1) к gp120»-DsiРНК 
 

Аптамер и смысловая цепь siРНК содержат 2’F 

аналоги пиримидинов, аптамер присоединен через 

два урацила с 5’-конца S 
7)

 

Модель HIV-1 

инфекции- 

гумманизированные 

мыши RAG-hu, 

Tat, Rev 

0.38 мг/кг (250 

пмоль), 8 i.v. 

инъекций в 

течении 4 

недель 

90 %, мРНК 

(в PBMC), 

уменьшение 

количества 

HIV-1 частиц 

в плазме на 5 

порядков (на 

4 недели) 

[286] 

«РНК аптамер (Gint4.T) к рецептору 

тромбоцитарного фактора роста бета 

(PDGFRβ)»-siРНК 

 
2’F модификации, линкер – дуплекс, 

содержащий 2’O-Ме и2’F модификации и (CH2)3, 

комплементарно соединяется с 3’ концом AS 

Ксенографтная 

опухоль U87MG, 

STAT3 

2.6 мг/кг 

(1.6 нмоль), 5 

интрапетито-

неальных (i.p.) 

инъекций в 

60 %, мРНК 

77 %, белок 

(через 3 дня), 

замедление 

роста опухоли 

[

287] 
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течении 9 дней 

«ДНК аптамер (aptNCL) к 

нуклеофилину»-siРНК 

Нет модификаций, ДНК аптамер имеет два 

поли-T хвоста, присоединённые через 

сульфидрильную группу к сульфосукцинимидил-4- 

(N-малеимидофенил) бутирату к 3’ концу S 

Ксенографтная 

опухоль CL1-5, 

SLUG, NPR1 

0.1 мг/кг 

(50 пмоль), 15 

i.t. инъекций в 

течении 5 

недель  

95 %, белок, 

замедление 

роста 

опухоли 

[288] 

 Конъюгаты siРНК и антител 

«АТ к рецептору инсулина»-siРНК 
Нет модификаций, биотин-стрептавидиновый 

линкер присоединён через 5’-конец S 

Клетки HEK 293, 

F. luciferase 
115 нМ 90 %, белок [11] 

«АТ (hu3S193) к белку Льюиса Y»-

siРНК 

Два dNMP с 3' конца смысловой цепи, линкер 

присоединён с 5' конца AS 

 

Клетки A431, STAT3 

300 нМ (1), 

300 нМ и 

100 мкM 

хлорокина (2) 

0 % (1), 

60 % (2), 

мРНК 

[289] 

«АТ (TfRMAb) к рецептору 

трансферрина»-siРНК 

Нет модификаций, тетраэтиленгликолевый биотин-

стрептавидиновый линкер присоединён с 5’-конца S 

Модель 

глиобастомы крысы 

(CD344) с 

внутричерепным 

введением RG-2, 

F. luciferase 

0.27 мг/кг, i.v. 
81 %, белок 

(через 2 дня) 
[290] 

«АТ (Fab фрагмент RI7 217) к CD71»-

siРНК 

 
2’O-Ме, 2’F и PS модификации, линкер 

присоединён с 3' конца S 

 

Мыши C57BL/6J, 

модель заболевания 

периферических 

артерий, MSTN 

~3.6 мг/кг, 4 

внутримышеч-

ные инъекции в 

течении 4 

недель 

72 %, мРНК, 

увеличение 

расстояния 

пробега на 

24 % 

[291] 

«АТ к TENB2»-siРНК 
 

2’O-Ме и 2’F модификации, линкер как в [242] 

присоединён с 3' конца S 

Ксенографтная 

опухоль PC3-

TENB2-high, PPIB 

24 мг/кг, 3 i.v. 

инъекции 

~33%, мРНК, 

(через 2 дня) 
[12] 
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Другие конъюгаты siРНК 

CpG-DsiРНК 

TCCATGACGTTCCTGATGCT-

DsiРНК 

Нет модификаций, углеводородный линкер (CH2)15 

присоединён к 5’ концу AS 

Модель острого 

миелоидного лейкоза, 

Cbfb-MYH11/Mpl
+
 

клетки введенные 

мышам NOD/SCID/IL-

2RγKO, STAT3 

5 мг/кг, 6 i.v. 

инъекций в 

течении 6 дней 

45%, мРНК 

(в лейкозных 

клетках 

через 24 ч) 

[292] 

Динамический поликонъюгат 

  
2'O-Ме, 2'F, dNMP, PS и Tinv линкер с 5' конца S 

 

Печень шимпанзе, 

Фактор 

свёртывания крови 

VII (F7) 

5 мг/кг, i.v. 

99 %, белок, 

(в течении 80 

дней) 

[293] 

1)
Эффективность действия биоконъюгатов, показана доля снижения уровня мРНК гена-мишени или уровня целевого белка. 

2) 
«R» - лиганд и линкер 

3)
В данной работе исследовали снижение уровня мРНК. 

4)
 н.д. – нет данных распределения модификаций по siРНК. 

5)
 В данной работе исследовали снижение уровня белка. 

6) 
В ходе исследования не определяли (н.о.) биологическую активность конъюгата. 

7) 
Конъюгат siРНК с аптамером был получен транскрипцией in vitro (линкера нет).

 

8)
 Предполагаемые места расщепления Дайсером обозначены стрелками 

9)
 Белым цветом обозначены немодифицированные РНК нуклеотиды, 2’O-Ме аналоги обозначены синим, 2’F - красным, dNMP - серым, PS -

оранжевым, инвертированные тимидины (Tinv) - черным, 2′O-MOE – фиолетовым, 5’(E)-винилфосфонат – зеленым цветом. 
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1.6.2 Конъюгаты siРНК и пептидов 

 Некоторые белки и пептиды способны проникать в клетку за счет природных 

механизмов транспорта, а так же переносить в клетку другие молекулы. Основные 

механизмы транспорта пептидов включают связывание с поверхностными белками, 

гликоконъюгатами (адресные пептиды [294,295]) или анионными липидами клетки с 

последующим поглощением их эндоцитозом, поникновение через мембрану (CPP, cell 

penetrating peptide [296-302]), либо лизирование мембраны или формирование в ней пор 

(литические пептиды [303]). Существует два основных способа получения таких 

пептидов: при помощи фагового дисплея, либо использование частей белков, 

выполняющих сходные функции. В данной главе мы рассмотрим основные подходы для 

доставки пептидами siРНК. 

 Способность пептидов специфически взаимодействовать с определёнными 

белками на поверхности клетки за счет специфических элементов третичной структуры 

была использована для адресной доставки siРНК. Различные адресные пептиды были 

конъюгированы с siРНК и такие конъюгаты обладали биологической активностью in vitro 

[16,295,304] и in vivo [129]. Например, конъюгат siРНК и пептида «CSKC», имитирующего 

инсулиноподобный фактор роста-1 (ИФР-1) эффективно проникал в клетки MCF7, 

экспрессирующие рецептор, специфичный к ИФР-1, и подавлял экспрессию гена-мишени 

IRS1 на 60 % без помощи трансфекционных агентов [16]. 

 Одним из наиболее успешных примеров адресных пептидов является циклический 

пептид сRGD. Данный пептид является частью iRGD пептида, полученного при помощи 

отбора фаговой библиотеки циклических пептидов на связывание с ксенографтной 

опухолью PC-3 [305]. cRGD связывается с αVβ3/5 интегринами, которые экспрессируются 

на высоком уровне в опухолевых клетках и клетках эндотелия сосудов опухоли [306,307]. 

Конъюгирование siРНК с этим пептидом способствовало накоплению и проявлению 

биологической активности siРНК как в опухолевых клетках в культуре [304], так и in vivo 

после 6 внутривенных инъекций животным с ксенографтной опухолью A549 (снижение 

мРНК гена VEGFR2 на 55 %), что сопровождается уменьшением роста опухоли [129] 

(таблица 2). Были предприняты попытки увеличения количества сRGD пептида в составе 

конъюгата с siРНК, однако введение дополнительных молекул этого пептида не оказывало 

прямого дозозависимого действия на биологическую активность. Оценка биологической 

активности по подавлению экспрессии гена GFP в клетках M21
+
GL3 показала, что 

конъюгат siРНК с двумя cRGD пептидами обладал незначительной активностью (20 %), 

конъюгат с четырьмя cRGD пептидами проявлял среднюю биологическую активность 
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(37 %), в то время как конъюгат с тремя cRGD обладал наибольшей биологической 

активностью (73 %) [304]. 

 Ковалентное присоединение пептидов может не только увеличивать 

эффективность накопления siРНК в клетках, но и обеспечивать специфичность их 

действия в клетках-мишенях. Было показано, что пептид с последовательностью 

«LEVDG» в составе siРНК блокирует сборку RISC [17], однако, данная 

последовательность специфически узнается и расщепляется каспазой-4, 

экспрессирующейся в клетках хориокарциномы Jeg-3. Таким образом, при введении 

конъюгата анти-STAT3 siРНК и пептида «LEVDG» в клетки Jeg-3, наблюдалось 

эффективное (до 70 %) подавление экспрессии гена-мишени (таблица 2), тогда как в 

контрольных клетках НЕК 293, не экспрессирущих каспазу-4, подавления экспрессии гена 

STAT3 не происходило [17]. 

 За счет наличия положительно заряженных аминокислот в своём составе и 

вторичной структуры CPP пептиды, такие как пенетратин [267], транспортан [284] и Tat 

(trans activator of transcription) [298] способны проникать через мембрану клеток, а также 

доставлять ковалентно присоединённые молекулы нуклеиновых кислот внутрь клеток 

[283,284]. При этом, в ряде работ было показано [16,284], что конъюгаты siРНК и CPP 

обладают биологической активностью при их добавлении к клеткам. Однако, к 

сожалению, применение таких конъюгатов in vivo ограничено, поскольку они достаточно 

токсичны, кроме того могут вызывать иммунный ответ [267,308,309].  

 Другим ограничением для использования CPP в качестве агентов доставки siРНК 

является образование комплексов положительно заряженных CPP с siРНК, что 

препятствует взаимодействию siРНК с компонентами RISC. Для того, чтобы избежать 

этого эффекта, было предложено нейтрализовать и экранировать отрицательный заряд 

siРНК за счет введения химических модификаций (трет-бутил-S-ацил-2-тиоэтил 

фосфотриэфир (tBu-SATE), (таблица 1), (таблица 2)) [231,310]. Введение в состав 

конъюгата siРНК tBu-SATE модификаций позволило конъюгировать siРНК с несколькими 

катионными пептидами без ингибирования РНК-интерференции. При этом, биологическая 

активность таких конъюгатов зависела от количества молекул CPP пептида Tat (trans 

activator of transcription) в нём [231]. Конъюгат, содержащий четыре Tat пептида более 

эффективно подавлял экспрессию гена-мишени в клетках, чем конъюгат, содержащий два 

или три Tat пептида. Однако, несмотря на многообещающие результаты in vitro [231,311], 

данный конъюгат siРНК пока не применялся в исследованиях in vivo. 

 Другим успешным примером использования CPP в качестве лиганда для 

конъюгации с siРНК является пептид SPACE (skin penetrating and cell entering), 
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полученный методом фагового дисплея путем отбора пептида на проникновение через 

эпидермис [281,312]. Присоединение SPACE пептида к siРНК способствовало 

проникновению siРНК через эпидермис и дерму после нанесения на поверхность кожи. 

Было показано, что однократное нанесение ~12 мг/кг конъюгата siРНК и SPACE пептида 

приводило к подавлению экспрессии генов IL10 или GAPDH в эпидермисе на 28 % или 47 

%, соответственно. Включение такого конъюгата в состав липоплексов, обогащенных 

SPACE пептидом вызывает ещё более эффективное снижение уровня гена-мишени 

GAPDH - нанесение липоплексов в дозе ~12 мг/кг приводило к снижению уровня GAPDH 

на 80%. 

 Для решения проблемы эффективного накопления siРНК in vivo был предложен 

интересный подход, в котором использовали siРНК, содержащую химическую 

модификацию на 3’ конце смысловой цепи, способную образовывать ковалентную связь 

между siРНК и альбумином после внутривенного введения siРНК [242]. Для этого к siРНК 

присоединяли сукцинимидил 4-[N-малеимидометил] циклогексан-1-карбоновую кислоту 

при помощи аминогруппы на 3’ конце смысловой цепи, образованная молекула 

(«активированная» siРНК) могла взаимодействовать с альбумином с образованием 

дисульфидной связи. При введении мышам линии BALB/c, «активированной» siРНК, 

соединявшейся с альбумином, наблюдалось более эффективное накопление siРНК в 

миокарде, по сравнению с немодифицированной siРНК, а также снижение уровня мРНК 

гена-мишени IGF-IR на 35 % (Таблица 2). Однако, токсическое действие 

«активированной» siРНК на организм в данной работе не было исследовано, поэтому 

вопрос применения такой siРНК остаётся открытым. 

 Другим подходом для доставки siРНК в клетки-мишени является её 

конъюгирование с литическими пептидами, способствующими выходу siРНК из эндосомы 

[59]. Основными механизмами, увеличивающими эффективность выхода siРНК из 

эндосомы, является образование пептидами трансмембранных пор за счет их 

амфифильности и способности образовывать сложные комплексы (мелитин, 

цитолитический пептид из пчелиного яда [303], рицин, рибосом-инактивирующий белок 

из клещевины [313]); протонирование основных групп пептидов при понижении pH 

эндосомы с последующим увеличением осмотического давления внутри неё и разрывом 

её мембраны (полигистидин [314]); либо локальная дестабилизиция мембраны за счет 

фьюзогенных свойств белков и проникновение через мембрану эндосомы 

(гликопротеин H из вируса герпеса [315], домен гемагглютинина-2 вируса гриппа 

[316,317], домен дифтерийного токсина [318]). Несмотря на эффективность действия 

литических пептидов, основной проблемой при их использовании является токсичность, 
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поскольку образование пор и увеличение осмотического давления внутри эндосомы 

предполагает её разрушение. При этом, подход, при котором мембрана локально 

дестабилизируется является менее токсичным, поскольку он не приводит к значительным 

повреждениям эндосомы и поэтому является наиболее перспективным. Однако, на 

сегодняшний день на основе этих пептидов не создано эффективного и нетоксичного 

эндосомолитического агента. 

 Таким образом, использование конъюгатов siРНК и пептидов для доставки siРНК 

является одним из перспективных подходов, однако, в настоящий момент эффективность 

и специфичность доставки, обеспечиваемая пептидами не достигает уровня, при котором 

они не проявляют токсических и иммуногенных эффектов. 

1.6.3 Конъюгаты siРНК и лигандов рецепторов 

 Основными факторами, влияющими на эффективность специфической 

доставки в клетки-мишени являются эффективность связывания лиганда с рецептором и 

степень экспрессии рецептора на поверхности мембраны. Как правило, для 

взаимодействия лиганда с рецептором характерна высокая специфичность, поэтому 

введение таких молекул способствует эффективной адресной доставке ковалентно 

присоединённых к ним молекул [319]. Наиболее успешным к настоящему моменту 

примером применения лиганда для доставки siРНК является N-ацетилгалактозамин – 

поскольку его взаимодействие с асиалогликопротеиновым рецептором (ASGPR) 

происходит с высокой эффективностью (Kd=2.48 нМ) и этот рецептор экспрессируется в 

гепатоцитах на высоком уровне (0.5-1*10
6
 молекул на клетку) [320]. Конъюгирование 

siРНК с N-ацетилгалактозамином способствует эффективной доставке siРНК и 

подавлению экспрессии гена-мишени PCSK9 на 70 % после введения пациентам 

однократной подкожной инъекции ~6 мг/кг [132] (таблица 2). Количество ASGPR в 

гепатоцитах настолько большое, что снижение его экспрессии на 50 % не приводит к 

уменьшению эффективности биологической активности конъюгата siРНК и N-

ацетилгалактозамина и только более значительное подавление до 95 % блокирует 

действие конъюгата [321]. По этим причинам и из-за недорогого синтеза конъюгаты 

siРНК с N-ацетилгалактозамином являются одними из наиболее перспективных 

препаратов для введения в медицину лекарств на основе siРНК для лечения заболеваний 

печени. Например, последнее поколение препаратов от Arrowhead Pharmaceuticals - TRiM 

(Targeted RNAi Molecule) представляет собой конъюгат siРНК и N-ацетилгалактозамина 

[280]. Внутривенное введение мышам с моделью HBV инфекции 4 мг/кг препарата ARO-

HBV, состоящего из эквимолярного количества двух конъюгатов siРНК (анти-HBx и анти-
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preC-C) и N-ацетилгалактозамина уменьшало уровень белка поверхностной оболочки 

HBV (HBsAg) на ~98 % в течении 40 дней. В настоящий момент ARO-HBV проходит 1/2 

стадию клинических испытаний (NCT03365947). 

 Для специфического накопления siРНК в опухолевых клетках было предложено 

конъюгирование её с фолиевой кислотой [14]. Фолиевая кислота является 

предшественником тетрагидрофолата, который необходим для синтеза нуклеотидов de 

novo, поэтому она необходима делящимся клеткам. Проникновение фолиевой кислоты в 

клетки происходит путём рецептор-опосредованного эндоцитоза, при помощи 

гликопротеинового рецептора фолиевой кислоты, высокоспецифично связывающегося с 

фолатом (Kd=10
-10

 М). Было показано, что его экспрессия в опухолевых клетках 

различного происхождения значительно выше по сравнению с уровнем экспрессии в 

обычных клетках [322,323]. Предположительно, проникновение производных siРНК, 

содержащих фолат, также происходит по механизму рецептор-опосредованного 

эндоцитоза [324], поэтому эффективность проникновения фолат-содержащих siРНК в 

опухолевые клетки значительно выше по сравнению с эффективностью проникновения 

конъюгатов в нормальные клетки. In vivo было показано более эффективное накопление 

флуоресцентно-меченого коньюгата siРНК и фолата в опухоли мыши, по сравнению с 

немодифицированной siРНК [14]. Однако, из-за сложного синтеза применение 

конъюгатов siРНК и фолата ограничено экспериментальными целями. 

 1.6.4 Конъюгаты siРНК и аптамеров 

 Аптамеры представляют собой синтетические олигорибонуклеотиды 

(молекулярная масса около 6–30 кДа), имеющие сложную третичную структуру, 

благодаря которой они обладают способностью специфически нековалетно связываться с 

определёнными антигенами [325]. Было показано, что присоеднинение аптамеров к siРНК 

способствует её специфическому накоплению в определённых типах клеток [326]. Так, 

конъюгирование siРНК с аптамером A10, специфичным к PSMA (Prostate specific 

membrane antigen), способствовало специфической доставке siРНК в клетки опухоли 

простаты, а биологическая активность конъюгата была сопоставима с активностью, 

наблюдаемой при использовании липоплексов [241]. На мышиной модели ксенографной 

опухоли простаты LNCaP было показано, что такие конъюгаты обладают биологической 

активностью (85 % и 90 %, гены PKL1 и Bcl2, соответственно), при этом, после 10 

внутриопухолевых (i.t.) инъекций наблюдалось уменьшение роста опухоли и её регрессия 

[241] (Таблица 2). На такой же ксенографтной опухолевой модели другой конъюгат 

shРНК и аптамера к PSMA A10-3 так же обладал биологической активностью (65 %, ген 
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PRKDC), однако регрессия опухоли происходила после двух i.t. инъекций только в 

комбинации с ионизирующим излучением [285] (таблица 2). 

 В качестве противовирусного препарата было предложено синтезировать 

конъюгат siРНК и аптамера, специфичного к поверхностному белку gp120 капсида вируса 

иммунодефицита человека 1 (HIV-1)[286]. На модели гумманизированных мышей Rag2
−/−

 

γc
−/−

 (RAG-hu) через 3 недели после инфицирования их HIV-1 было показано, что 

еженедельное введение (i.v.) такого конъюгата siРНК снижает концентрацию вирусной 

РНК в плазме животных на 5 порядков. Однако, через несколько недель после 

прекращения курса лечения количество вирусной РНК в плазме восстанавливалось почти 

до исходного уровня [286] (таблица 2). 

 Другим интересным свойством некоторых аптамеров является их способность 

проникать через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ). Так, было показано, что аптамеры 

Gint4.T и GL21.T, специфичные к рецептору тромбоцитарного фактора бета (PDGFRβ), 

могут проникать через in vitro модель ГЭБ [327]. При этом, их конъюгаты siРНК способны 

накапливаться в ксенографтной глиобластоме после нескольких i.v. инъекций, подавлять в 

ней экспрессию гена-мишени STAT3 на 60 % и снижать скорость её роста [287]. 

 Помимо РНК аптамеров специфической способностью связываться с 

определёнными антигенами обладают и ДНК аптамеры [288]. Было показано, что 

образующий G-квадруплекс G-богатый дезоксиолигонуклеотид AS1411 специфически 

связывается с нуклеолином – белком, экспрессирующимся на высоком уровне в клетках 

многих типов онкологических заболеваний и являющимся онкогеном [328]. ДНК аптамер 

aptNCL, созданный на основе AS1411, конъюгированный с siРНК способствует её 

доставке и биологической активности в клетках рака лёгкого как in vitro, так и in vivo 

[288]. 

 При относительно высокой эффективности действия конъюгатов siРНК и 

аптамеров в экспериментальной практике их применение для клинического использования 

ограничено такими факторами, как расщепление нуклеазами, фильтрация почками, 

полианионые эффекты и иммунный ответ. Процедура поиска специфической 

последовательности аптамера к определённому объекту (SELEX, systematic evolution of 

ligands by exponential enrichment) хоть и быстра, но полученые аптамеры не всегда 

обладают высокой специфичностью к целевому антигену [329]. Тем не менее, в 

большинстве случаев конъюгация siРНК с аптамерами обеспечивает воспроизводимую 

специфическую доставку siРНК в клетки-мишени, а возможность получения аптамеров, 

направленных к любым белкам на поверхности клеточной мембраны указывает на 

перспективность данного подхода. Поэтому использование модифицированного 
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протокола SELEX для поиска химически модифицированных аптамеров и 

конъюгирование с полностью модифицированными siРНК может способствовать 

значительному увеличению эффективности и продолжительности терапевтического 

действия препаратов на основе конъюгатов siРНК и аптамеров и их введению в 

клиническую практику [330]. 

 

1.6.5 Конъюгаты siРНК и антител 

 Конъюгирование siРНК с антителами успешно использовалось для адресной 

доставки siРНК в специфические типы клеток, экспрессирющих рецепторы-антигены, 

однако, эффективность действия конъюгатов в работах сильно отличаются. Например, 

было показано, что конъюгат siРНК и антитела к рецептору инсулина подавляет 

экспресию гена-мишени на 90 % в клетках HEK 293 при концетрации 115 нМ (Таблица 2) 

[11]. Другой конъюгат siРНК и антитела к белку Льюиса Y, подавлял экспрессию гена-

мишени на 60 % при концентрации 300 нМ только при обработке клеток хлорокином – 

агентом, ингибирующим созревание эндосом (Таблица 2) [289]. При этом, нековалентный 

комплекс siРНК и того же антитела к белку Льюиса, образованный при помощи 

электростатического взаимодействия олиго-аргинина и siРНК проявлял биологическую 

активность (60 %, 300 нМ) в отсутствии хлорокина. Вероятно, эффективность 

эндосомного выхода, опосредуемая хлорокином или олиго-аргинином является одним из 

важных факторов для биологической активности конъюгатов siРНК и антител. 

 Биологическая активность как ковалентных конъюгатов, так и нековалентных 

комплексов siРНК и антител, была показана in vivo в ряде работ [10,290,291,331,332]. 

Однако, системное сравнение эффективности биологической активности конъюгатов 

siРНК и антител, отличающихся антигенами-мишенями было проведено только в работе 

[12]. Было показано, что помимо уровня экспрессии рецептора-антигена на 

интерферирующую активность конъюгата влияет тип внутриклеточного транспорта 

рецептора, однако прямой корреляции между типом поглощения комплекса антитела с 

рецептором-антигеном и биологической активностью конъюгата найдено не было. При 

этом такой фактор, как наличие расщепляемой связи не влиял на интерферирующую 

активность конъюгатов. Поскольку в данной работе не было проведено сравнения 

эффективности связывания антител с соответствующими рецепторами, то оценить 

эффективность их диссоциации и степень выхода конъюгатов из эндосом нельзя. Однако, 

возможно, что этот фактор является наиболее значимым для биологической активности 

конъюгатов siРНК и антител. 
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 Наиболее эффективное подавление экспрессии гена-мишени в данной работе 

наблюдалось в случае конъюгата siРНК и антитела к белку TENB2, для которого был 

изучен механизм его проникновения в клетки [12]. Было показано, что подавление 

экспрессии генов, связанных с клатрин-зависимым рецептор-опосредованным 

эндоцитозом приводило к уменьшению эффективности действия конъюгата, однако, 

подавление экспрессии генов RAB5C и HPS4, связанных с внутриклеточным транспортом, 

увеличивало его эффективность. Продукт гена RAB5C, вероятно, обеспечивает сортировку 

содержимого эндосом по пути рециркуляции [333], в то время как продукт гена HPS4 

участвует в регуляции протекания РНК-интерференции в клетке. Было показано, что 

продукт гена HPS4 способствует уменьшению количества RLC и RISC белков в клетке 

путём увеличения частоты сливания лизосом с мультивезикулярными тельцами, где, 

предположительно, расположены белки РНК-интерфереции [334]. Таким образом, при 

подавлении экспрессии гена HPS4 повышение эффективности действия конъюгата siРНК 

и антитела к TENB2 связано с увеличением эффективности протекания РНК-

интерференции в клетках-мишенях. Эффективность снижения уровня гена PPID 

конъюгатом siРНК и антитела к TENB2 после трех внутривенных инъекций 24 мг/кг в 

ксенографтной опухоли PC3-TENB2-high составила всего 33 % (таблица 2) [12]. 

 В другой работе [291] для конъюгирования с siРНК авторы использовали Fab 

фрагмент антитела - участок молекулы иммуноглобулина, связывающий антиген, который 

имеет меньшую, чем у антитела аффинность к рецептору-мишени. После четырёх 

еженедельных внутримышечных инъекций (~3.6 мг/кг) конъюгата siРНК и Fab фрагмента к 

рецептору трансферрина наблюдалось снижение уровня мРНК гена-мишени MSTN на 

72 %, что способствовало увеличению средней продолжительности бега на 24 % мышей с 

моделью заболевания периферических артерий [291]. При этом внутримышечное 

введение всего ~0.05 мг/кг конъюгата siРНК и Fab фрагмента к рецептору трансферрина 

приводило к подавлению гена-мишени HPRT в месте введения на 55 %. Эффективная 

биологическая активность в клетках мышц при внутривенной инъекции конъюгата siРНК 

и Fab фрагмента была получена компанией Avidity Bioscience. Снижение уровня мРНК 

гена-мишени MSTN достигло 90% и продолжалось в течении 20 дней после одной 

внутривенной инъекции этого конъюгата, при этом антигеном для Fab фрагмента также 

являлся рецептор трансферрина. Вероятно, из-за меньшей эффективности связывания с 

рецептором и небольшой молекулярной массы (55 кДа) Fab фрагменты более эффективно 

выходят из эндосом в цитоплазматическое пространство после поглощения их клетками, 

чем антитела. Поэтому такой подход является более перспективным для адресной 
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доставки siРНК в клетки, однако прямого сравнения таких конъюгатов на одной модели 

пока не было проведено. 

 Конъюгирование siРНК с антителами для доставки siРНК в клетки-мишени имеют 

ряд преимуществ по сравнению с конъюгированием siРНК с другими молекулами, такие 

как высокая эффективность связывания с лигандом (Kd < 10
-9-10

) и длительное нахождение 

в крови из-за большой молекулярной массы (~150 кДа). Однако, иммунный ответ и низкая 

эффективность эндосомного выхода являются основным недостатком данного подхода, 

поэтому его дальнейшая оптимизация, как, например, использование гуманизированных 

антител, эндосомолитических агентов и полностью модифицировнных siРНК требуется 

для эффективного использования конъюгатов siРНК и антител в клинике. 

1.6.6 Конъюгаты siРНК и CpG олигонуклеотидов 

В качестве альтернативного способа доставки siРНК в клетки-мишени используют 

системы, обеспечивающие эффективный выход siРНК из эндосом в цитоплазму. 

Например, при небольшом неспецифическом накоплении DsiРНК в различных типах 

клеток, её конъюгирование с CpG-содержащими олигодезоксирибонуклеотидами 

приводит к появлению интерферирующей активности DsiРНК в некоторых клетках, 

экспрессирующих TLR9 рецептор за счет эндосомного выхода, опосредованным TLR9 

[335]. Таким образом, конъюгат обладает биологической активностью только в клетках, 

экспрессирующих TLR9 рецептор, таких как клетки иммунной системы: B-лимфоциты, 

дендритные клетки и макрофаги, а также некоторых типов опухолевых заболеваний [336]. 

Терапевтическое действие конъюгата siРНК и CpG олигонуклеотида было показано на 

различных мышиных моделях опухолей при системном введении конъюгата в течении 

нескольких недель [292,336,337]. Однако, поскольку введение CpG олигонуклеотидов 

приводит к активации цитокинов и интерлейкинов, их применение ограничено. Также, 

несмотря на терапевтический потенциал данного конъюгата, из-за быстрой деградации в 

сыворотке, его использование на людях ограничено локальными инъекциями. Введение 

химических модификаций в такие конъюгаты DsiРНК для увеличения резистентности к 

действию нуклеаз, вероятно, может изменить взаимодействие конъюгата с Дайсером 

[335]. 

В дальнейшем для подавления экспрессии гена-мишени STAT3 авторы данных 

работ конъюгировали CpG олигонуклеотид с ДНК дуплексом, являющимся частью 

промотора гена STAT3, при попадании в ядро клетки-мишени такой дуплекс связывается с 

соответствующим транскрипционным фактором и блокирует его транскрипцию [338]. 

Данный конъюгат показал терапевтический эффект на мышиной модели острого 
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миелоидного лейкоза после нескольких внутривенных инъекций (5 мг/кг) [339]. Первая 

стадия клинических испытаний этого конъюгата для лечения В-клеточной неходжкинской 

лимфомы запланирована на 2019 год. 

1.6.7 Динамический поликонъюгат siРНК 

Для увеличения эндосомного выхода siРНК компанией Arrowhead Pharmaceuticals 

был разработан динамический поликонъюгат siРНК, содержащий два типа расщепляемых 

связей [247]. Поликонъюгат представляет собой амфифильный полимер, состоящий из 

поли-(бутил-аминовинилового эфира) (PBAVE) к которому присоединены остатки 

полиэтиленгликоля и молекулы адресного лиганда (N-ацетилгалактозамин) при помощи 

расщепляемого в кислых условиях карбокси дималеимидного ангидридного линкера. 

Молекулы siРНК соединены с PBAVE линкером, содержащим дисульфидную связь, 

которая расщепляется в цитоплазме клетки. Таким образом, после проникновения 

динамического поликонъюгата рецептор-опосредованным эндоцитозом в клетку и 

попадания в кислые условия эндосомы карбокси дималеимидные ангидридные связи 

расщепляются и N-ацетилгалактозамин и полиэтиленгликоль диссоциируют из состава 

поликонъюгата. После этого образовавшиеся аминогруппы на PBAVE протонируются, 

что приводит к понижению pH в эндосоме, увеличению осмотического давления внутри 

неё и разрыву её мембраны. Конъюгат PBAVE и siРНК проникает в цитоплазму, с 

последующим расщеплением дисульфидной связи и высвобождением siРНК из полимера 

[247]. Из-за эффективного эндосомного выхода динамический поликонъюгат обладает 

высокой биологической активностью – после одной внутривенной инъекции (5 мг/кг) 

подавление гена-мишени (F7) в печени шимпанзе наблюдалось c 99% эффективностью в 

течении 80 дней [293]. Другой препарат на основе динамического поликонъюгата 

представляет собой PBAVE полимер, так же конъюгарованный с остатками 

полиэтиленгликоля или N-ацетилгалактозамина, но без siРНК (GalNAc-PBAVE) [278]. 

При этом, инъекции GalNAc-PBAVE осуществляются вместе с введением 

холестеринового конъюгата siРНК. Поскольку при внутривенной инъекции конъюгат 

siРНК и холестерина накапливается преимущественно в печени, в этом органе происходит 

накопление и другого компонента – GalNAc-PBAVE. Такая система введения в несколько 

раз увеличивает биологическую активность холестеринового конъюгата - после одной 

внутривенной инъекции препарата (2 мг/кг siРНК и 15 мг/кг GalNAc-PBAVE) подавление 

гена-мишени (ApoB) в печени шимпанзе c 75% эффективностью наблюдалось в течении 

30 дней [278] (таблица 2). 
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Другой препарат, разрабатываемый компанией Arrowhead Pharmaceuticals, так же 

представляет собой холестериновый конъюгат siРНК, однако его введение 

осуществляются вместе с конъюгатом N-ацетилгалактозамина и мелитинподобного 

пептида (GalNAc-MLP) [279]. Мелитиноподобный белок является эндосомолитическим 

порообразующим пептидом, способным увеличивать эффективность выхода 

холестеринового конъюгата из эндосом и, соответственно, его биологическую активность. 

Было показано, что после одной внутривенной инъекции холестеринового конъюгата 

siРНК (1 мг/кг) вместе с GalNAc-MLP (6 мг/кг) подавление экспрессии гена-мишени F7 в 

печени мыши происходило c 99% эффективностью, в то время как холестериновый 

конъюгат siРНК (10 мг/кг) без GalNAc-MLP снижал экспрессию гена F7 только на 20 % 

[279]. Такая система введения была применена для лечения хронического гепатита В 

(HBV) у пациентов на второй стадии клинических испытаний этого препарата. Было 

показано, что после однократного введения 4 мг/кг смеси двух конъюгатов siРНК (анти-

HBx и анти-preC-C) и холестерина и GalNAc-MLP происходит снижение концентрации 

белка поверхностной оболочки HBV (HBsAg) на 90 % в течении 50 дней. К сожалению, 

клинические испытания нескольких препаратов на основе PBAVE и мелитина для лечения 

заболеваний печени были прерваны из-за их высокой токсичности [340]. Следующее 

поколение препаратов от Arrowhead Pharmaceuticals - TRiM представляет собой конъюгат 

siРНК и N-ацетилгалактозамина, однако, конкретная структура препарата пока не 

разглашается (см. главу про конъюгаты siРНК и лигандов рецепторов) [280]. 

1.7 Конъюгаты siРНК в клинике 

Onpattro (Патисиран) - является первым коммерчески доступным препаратом на 

основе siРНК, этот препарат был выпущен для лечения наследственной амилоидной 

полинейропатии в августе 2018 года компанией Alnylam Pharmaceuticals [341-343]. 

Onpattro представляет собой анти-TTR siРНК, содержащую несколько 2’O-Me 

модификаций, в комплексе с катионным липидом, фосфолипидом, холестерином и 

конъюгатом полиэтиленгликоля и липида. Его введение каждые 3 недели в течении 18 

месяцев способствует значительному уменьшению симптомов болезни по сравнению с 

пациентами, принимавшими плацебо. Однако, тот факт, что его использование 

необходимо сочетать с кортикостероидами, ацетаминофеном и антигистаминами, является 

свидетельсвом провоспалительного эффекта липидов, используемых в составе Onpattro. 

Более того, побочные эффекты этого препарата включают покраснение, тошноту, боль в 

спине, животе и голове и затрудненное дыхание. Из-за этих причин следующие препараты 

в линейке разработок Alnylam Pharmaceuticals не включают в себя катионные липиды для 
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доставки, а представляют собой конъюгаты siРНК и N-ацетилгалактозамина [15]. На 

сегодняшний день таких препаратов шесть, из них три проходят третью стадию и три 

препарата вторую и первую стадии клинических испытаний [344]. При этом все эти 

конъюгаты обладают одинаковой структурой и химическими модификациями (2’O-Me, 

2’F и PS) и отличаются только последовательностями siРНК и паттернами химических 

модификаций. Последние разработки продуктов других компаний (Dicerna 

Pharmaceuticals, Arrowhead Pharmaceuticals, Silence Therapeutics), подавляющие 

экспрессию генов в гепатоцитах, также являются ковалентными конъюгатами siРНК и N-

ацетилгалактозамина [319,345,346]. Таким образом, доставка siРНК в клетки печени 

считается решённой задачей, неосвещенные вопросы остаются только в поиске новых 

мишеней для siРНК и в дозе, необходимой для терапевтического эффекта [3,347]. 

Разработка систем доставки в другие органы является развивающейся областью, 

cледующим органом, проблема доставки в который будет решена, будут, вероятно, почки 

[121]. 

1.8 Заключение 

 Введение остатков молекул природного происхождения в состав siРНК путём 

прямого конъюгирование с siРНК на сегодняшний день является наиболее практичной 

технологией доставки и в отличие от других подходов (вирусы, доставка с помощью 

катионных липидов и полимеров), преимуществами использования биоконъюгатов 

являются: специфичность их проникновения в клетки и отсутствие токсических эффектов 

[58]. Особенностью данного подхода является необходимость выбора подходящей 

модификации для конкретной задачи в силу специфичности взаимодействий лиганд-

рецептор. С этой точки зрения, использование липофильных конъюгатов siРНК менее 

специфично, поскольку ЛПНП-рецепторы экспрессируются на высоком уровне клетками 

различных типов, однако является более выгодным, если в рамки поставленной задачи не 

входит доставка siРНК только в определённый тип клеток [277]. 

 Использование терапевтических нуклеиновых кислот для лечения заболеваний, 

связанных с гемопоэтическими клетками является одной из наиболее важных задач, 

поскольку такие клетки считаются наиболее сложными для доставки в них siРНК и 

разработка систем доставки siРНК в данные клетки впоследствии может способствовать 

значительному увеличению эффективности антиретровирусной терапии и эффективности 

лечения опухолевых заболеваний, имеющих гемопоэтическое происхождение.  

 Систематическое исследование структурно-функциональных закономерностей 

свойств siРНК на одной модели может позволить разработать универсальную платформу 
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для создания препаратов на основе siРНК, поэтому исследования, направленные на 

изучение управления свойствами siРНК являются актуальными.  
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2. Материалы и методы 

2.1 Материалы 

2.1.1 Реактивы 

В работе использовали: ксиленцианол («Serva», Германия); акриламид, N-N’-

метиленбисакрламид, мочевину, персульфат аммония, ТЕМЕД, ЭДТА, «Stains-all», 

винбластин, мочевину, борную кислоту, LSM, флуоресцеинизотиоцианат изомер I (FITC 

I), трипсин, антибиотики (пенициллин, стрептомицин и амфотерицин), PBS («MP 

Biomedicals», США), N-гидроксисукцинимидный эфир Cyanine5.5, N-

гидроксисукцинимидный эфир Cyanine7 («Люмипроб», Россия), сульфодихлорфеноловый 

эфир Alexa Fluor-488, буфер для лизиса RIPA («Thermo Fisher», США), Triton X-100 

(«PanReac AppliChem», США) трис, формамид, формальдегид, бромфенол, SDS, буфер 

для лизиса, моноклональные антитела мыши к Р-гликопротеину и β-актину человека 

(«Sigma-Aldrich», США); среда для заморозки «Tissue-Tek O.C.T.» («Sacura Finetek», 

США), перегнанный этанол и ДМСО («Реахим», Россия); эмбриональная бычья сыворотка 

(FBS) («Hyclone», США), культуральные среды IMDM, RPMI, DMEM и Opti-Mem, 

трипсин, трансфекционный агент Липофектамин 2000 (далее по тексту, Липофектамин), 

обезжиренное сухое молоко, поликлональные антитела к иммуноглобулинам мыши, 

конъюгированные со щелочной фосфатазой («Invitrogen», США); субстрат для 

пероксидазы хрена («Abcam», США) маркер молекулярного веса белка 10-250 кДа 

(«Fermentas»,  США), мембрану Immobilon-P PVDF («Millipore», США). В работе 

использовали культуральный пластик фирмы «Costar» и «TTP» (США). 

2.1.2 Оборудование 

ВЭЖХ проводили на жидкостном хроматографе «Alliance» («Waters», США), 

используя колонку «Nova-Pak C – 18 4 мкм» 3.9x150 мм. В работе использовали 

инвертированный микроскоп Биолам П2-1 («ЛОМО», Россия); проточные 

цитофлуориметры «Cytomics FC500» («Beckman Coulter», CША) и «Novocyte» («Acea 

Bioscience», США); прибор для электропереноса «Criterion Blotter» («Bio-Rad», США); 

спектрофотометр «BioMate 3» («Thermo», США). Также использовали вакуумную сушку 

для гелей («Labconco», США), миксер «REAX top» (Heidolph, Германия), термостат «Бис» 

(«ООО Бис-Н», Россия), центрифуги MiniSpin Plus Eppendorf 5453 R и 5810 R 

(«Eppendorf», Германия), криотом «Microm HM 505N cryostat» («Microm», США), рН-метр 

(«Orion 410А», США), амплификатор в режиме реального времени «iCycler iQ5» («Bio-

Rad», США), счетчик клеток и анализатор их жизнеспособности «TC20» («Bio-Rad», 
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США), мультиспектральный анализатор «Versadoc 4000 MP» («Bio-Rad», США) и систему 

флуоресцентной визуализации «In-Vivo MS FX PRO Imaging System» («Bruker», США). 

Фотографии гелей были сделаны с помощью системы для документации гелей «Bio-

Vision» («Vilber Lourmat», Франция).  

2.1.3 Олигорибонуклеотиды и siРНК, использованные в работе 

Олигорибонуклеотиды (смысловые и антисмысловые цепи siРНК) были 

синтезированы в Лаборатории Химии РНК (ЛХР) ИХБФМ СО РАН фосфитамидным 

методом [348] на автоматическом синтезаторе. Для синтеза антисмысловых цепей siРНК, 

содержащих 3’-аминогексильный линкер, использовали 3’-PT-amino-modifier C6 CPG 

(«GlenResearch», США). Выделение целевых продуктов проводили с помощью 

препаративного гель-электрофореза в 20 % полиакриламидном геле (ПААГ) в 

денатурирующих условиях, с последующей элюцией продуктов 0.3 M раствором NaClO4. 

Выделенные продукты обессоливали на картридже «Tet-Pac C18» фирмы «Waters» и 

осаждали 2 % раствором NaClO4 в ацетоне. 3’-Холестериновые конъюгаты siРНК были 

получены с использованием модифицированного холестерином полимера [270], 

синтезированного по аналогии с [349,350]. Введение липофильных остатков на 5’ конец 

проводили Н-фосфонатным методом, используя полимер-связанный олигонуклеотид и Н-

фосфонаты липофильных соединений [351]. Выделение проводили методом гель-

электрофореза в 20 % ПААГ в денатурирующих условиях, олигонуклеотиды элюировали 

0.3 M раствором NaOAc (pH 4.8) с добавлением 0.1 % SDS и осаждали этанолом. Синтез и 

выделение проведено к.х.н. Мещаниновой М.И., последовательности siРНК приведены в 

таблице 3. 

Таблица 3. siРНК, использованные в работе. 

мРНК-

мишень (no. 

M14758) 

siРНК 
1) 

Последовательность
2) 

557-577 н. 

siDm 
        5'-GGCUUGACAAGUUGUAUAUGG-3' 

      3'-AACCGAACUGUUCAACAUAUA–5' 

X-siDm 
        5'-GGCUUGACAAGUUGUAUAUGG-3' 

    X-3'-AACCGAACUGUUCAACAUAUA–5' 

siDm-3’Ch 
        5'-GGCUUGACAAGUUGUAUAUGG-3'-Ch 

      3'-AACCGAACUGUUCAACAUAUA–5' 

X-siDm-

3’Ch 

        5'-GGCUUGACAAGUUGUAUAUGG-3'-Ch 

    X-3'-AACCGAACUGUUCAACAUAUA–5' 

Ch(n)-siDm 
  Ch(n)-5'-GGCUUGACAAGUUGUAUAUGG-3' 

      3'-AACCGAACUGUUCAACAUAUA–5' 

R/X-siDm 
      R-5'-GGCUUGACAAGUUGUAUAUGG-3' 

    X-3'-AACCGAACUGUUCAACAUAUA–5' 
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411-431 Ch6-siBm 
    Ch6-5’-GCGCGAGGUCGGGAUGGAUCU-3' 

      3'-CUCGCGCUCCAGCCCUACCUA–5' 

- 

siSCRm 
        5'-CAAGUCUCGUAUGUAGUGGUU-3' 

      3'-UUGUUCAGAGCAUACAUCACC-5' 

Ch-siSCRm 
     Ch-5'-CAAGUCUCGUAUGUAGUGGUU-3' 

      3'-UUGUUCAGAGCAUACAUCACC-5' 
 

1)
 R – остаток липофильной молекулы (остаток литохолевой кислоты, олеиламида 

литохолевой кислоты, α-токоферола или, холестерина),  Ch – остаток холестерина, (n) – 

число метиленовых звеньев алифатического аминолинкера, соединяющего siРНК и 

липофильную молекулу (3, 6, 8, 10 или 12), X –флуорофор (Cy5.5, Cy7, Алекса 488 или 

флуоресцеин). 
2)

 C и U – 2’-О-метильные аналоги С и U соответственно. 

 

Таблица 4. Растворы и буферы, использованные в работе. 

Буфер L (2x) 4% SDS, 20% глицерин, 10% β-меркаптоэтанол, 0.004% 

бромфенол, 0.125 M Трис-HCl (pH 6.8) 

Буфер LE (10x) 1.5 M NH4Cl, 100 мМ NaHCO3, 1 мM ЭДТА (рН 7.5) 

Буфер T 137 мM NaCl, 2.7 мМ KCl, 10 мМ Na2HPO4, 1.8 мМ, KH2PO4 (рН 

7.4), 0.25 % Triton X-100 

Буфер TBE (20х) 0.9 M Трис-HCl (рН 8.3), 0.9 M H3BO3, 10 мM ЭДТА 

Буфер TGB (5х) 125 мМ Трис (рН 8.3), 1.25 М глицин, 0.5 % SDS 

Буфер TS 47.9 мМ Трис (pH 8.3), 38.6 мМ глицин, 0.1 % SDS, 10 % этанол 

Буфер W 137 мM NaCl, 2.7 мМ KCl, 10 мМ Na2HPO4, 1.8 мМ, KH2PO4 (рН 

7.4), 0.1 % Tween 20 

Буфер А 30 мМ НЕРЕS-KOH (рН 7.4), 100 мМ ацетат калия, 2 мМ ацетат 

магния 

Раствор «Stains-

All» 

0.1 % «Stains-All» в 50 % формамиде 

Раствор F 15 % Фиколл-400, 0.05 % бромфенол 

Раствор М 8 М мочевина, 0.025 % бромфенол, 0.025 % ксиленцианол 

2.1.4 Клеточные линии 

HL60 (клетки промиелоцитарной лейкемии), K562 (клетки миелогенной лейкемии) 

MOLT-3 (клетки Т-лимфобластной лейкемии), KB-3-1 (цервикальная карцинома) были 

получены из банка клеточных культур Института Цитологии РАН (Санкт-Петербург). 

Клетки линии КВ-8-5 (цервикальная карцинома человека), обладающие фенотипом 
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множественной лекарственной устойчивости [352] и способные расти в присутствии 300 

нМ винбластина, были любезно предоставлены профессором M. Gottesman (NIH, США). 

Клетки культивировали в среде DMEM или RPMI, содержащей 10 или 20 % FBS, 

антибиотики (100 ед./мл пенициллина, 0.1 мкг/мл стрептомицина) и антимикотик (0.25 

мкг/мл амфотерицина), в атмосфере 5 % CO2 при 37 °С. Клетки пересевали раз в 3-4 дня 

для поддержания экспоненциального роста. Для наблюдения за клетками использовали 

инвертированный микроскоп. 

2.1.5 Лабораторные животные и опухолевые модели 

В работе использовали 10-14-недельных мышей линии C57BL/6 разведения 

вивария ИХБФМ СО РАН и 6-8-недельных мышей линии SCID (SHO-Prkdc
scid

Hr
hr

) 

разведения SPF вивария ИЦиГ СО РАН (идентификатор RFMEFI62114X0010). Животных 

содержали по 8 - 10 особей в клетке, мыши имели свободный доступ к еде и воде. 

Для получения опухолевой модели 10
6
 клеток КВ-8-5 в 100 мкл физраствора 

подкожно прививали в правый бок мышам линии SCID. Когда опухоли достигали объема 

50-200 мм
3
, мышей случайным образом распределяли по экспериментальным или 

контрольным группам. Все операции с животными проводили в соответствии с ECC 

директивой 86/609/EEC, протокол 22.11 был утверждён комиссией по биоэтике СО РАН.  

2.2 Методы 

2.2.1 Введение флуорофоров в siРНК 

Присоединение флуоресцеина проводили в реакционной смеси объемом 150 мкл по 

аналогии с [353]. К 30 мкл 0.9 мМ антисмысловой цепи siDm с аминолинкером-C6 на 3’-

конце, добавляли 7.5 мкл триэтиламина, 97.5 мкл свежеперегнанного ДМСО и 15 мкл 

свежеприготовленного 0.3 М FITC I в ДМСО, после чего смесь инкубировали при 

комнатной температуре 1 час при непрерывном перемешивании. По окончании реакции 

продукт осаждали добавлением 1/10 V реакционной смеси NaOAc (3 М), 4 V этанола (96 

%) и инкубировали при -20 °С в течении ночи. 

Конъюгирование AlexaFluor-488 (далее по тексту Aлекса 488) проводили в 

реакционной смеси объемом 250 мкл. К 45 мкл антисмысловой цепи siDm с 

аминолинкером-C6 на 3’-конце, в концентрации 0.5 мМ добавляли 165 мкл тетрабората 

натрия (рН 8.5) и 40 мкл свежеприготовленного 10 мМ сульфодихлорфенолового эфира 

Aлекса 488 в ДМСО, после чего смесь инкубировали при комнатной температуре 3 часа 

при непрерывном перемешивании. По окончании реакции продукт осаждали добавлением 

1/10 V 3 М NaOAc, 4 V этанола (96 %) и инкубировали при -20 °С в течении ночи. 
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Конъюгаты выделяли с помощью ВЭЖХ в линейном градиенте ацетонитрила (0 - 

30 %) в 50 мМ перхлорате лития. Скорость элюции составляла 1 мл/мин, спектр пиков 

записывали в диапазоне длин волн: 220-600 нм. После хроматографии, фракции, 

содержащие конъюгат, концентрировали в вакуумном концентраторе при 30°С и 

осаждали 2% перхлоратом лития в ацетоне. Осадок отделяли центрифугированием (13000 

об./мин, 5 мин), промывали ацетоном, высушивали и растворяли в 20 мкл воды, хранили в 

темноте при -20°С. Анализ конъюгата проводили с помощью электрофореза в 20 % 

нативном ПААГ в стандартных условиях. 

Конъюгирование N-гидроксисукцинимидных эфиров Cyanine5.5 и Cyanine7 с 

антисмысловой цепью siDm с аминолинкером-C6 и выделение продуктов реакции было 

проведенно к.х.н. Мещаниновой М.И., в соответствии с протоколом фирмы-

производителя в 0.1 M Трис (рН 8.4), выделение проводили методом гель-электрофореза в 

20 % ПААГ в денатурирующих условиях. 

2.2.2 Формирование дуплексов siРНК 

Смесь, содержащую смысловой и антисмысловой олигорибонуклеотиды в 

эквимолярной концентрации (200 мкМ) в буфере A, инкубировали при 85°С в течение 5 

мин, после чего оставляли в остывающем выключенном термостате на 1 ч. Анализ 

полученных дуплексов проводили с помощью электрофореза в ПААГ в нативных 

условиях. Полученные дуплексы хранили при -20°С, для использования размораживали во 

льду. 

2.2.3 Электрофоретическое разделение дуплексов в ПААГ в нативных условиях 

Электрофорез проводили в 12 % ПААГ (соотношение акриламид: N,N,N’,N’-

метиленбисакриламид 30:1) в нативных условиях в буфере ТBE×1 при напряженности 

электрического поля 10-15 В/см. Перед нанесением на гель к пробам добавляли 1/5 V 

раствора F. После разделения флуоресцентно-меченых siРНК гель фотографировали в 

УФ-свете, затем окрашивали раствором «Stains-all» в течение 15 мин, отмывали от 

красителя дистиллированной водой на свету. После этого гель высушивали и сканировали 

для получения изображения в цифровом формате. 

2.2.4 Определение температуры плавления siРНК 

Для определения температуры плавления siРНК дуплексов проводили их 

термическую денатурацию, используя прибор Cary-BioMelt-300 («Varian», США). 

Измерения были проведены к.ф.-м.н. Ломзовым А.А. (Лаборатория биомедицинской 

химии ИХБФМ СО РАН). Для этого 2 мкМ раствор siРНК в буфере А нагревали в кювете, 
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соединенной с УФ детектором. Скорость нагрева составляла 0.5 °С/мин, диапазон 

температур 5-95 °С. Измерение оптической плотности проводили на длинах волн 260 и 

270 нм. Значения температуры плавления siРНК соответствовали максимуму графиков 

первой производной интегральных кривых плавления. 

2.2.5 Выделение моноцитарно-лимфоцитарной фракции из периферической крови 

человека 

Периферическую кровь здорового донора, либо пациента с миелофиброзом с 

добавлением антикоагулянта – до концентрации 0.05 М ЭДТА (pH 8.0), разбавляли 

стерильным PBS в 4 раза. Разведенную кровь (5 мл) наслаивали на 2 мл среды для 

разделения лейкоцитов LSM с плотностью 1.077 – 1.080 г/мл и центрифугировали в 

течение 15 мин при 800 G. Белое кольцо лейкоцитов собирали пипеткой и переносили в 

чистую пробирку. Лейкоциты промывали 2 раза, для этого добавляли 5 мл среды IMDM 

без сыворотки и антибиотиков, ресуспендировали, центрифугировали 10 мин при 800 G, 

отбирали супернатант и повторяли процедуру. Клетки высевали на чашки Петри и 

культивировали в среде IMDM с 10 % FBS, пенициллином (10 ед./мл), стрептомицином 

(100 мкг/мкл) и амфотерицином (0.25 мкг/мкл) (5% СО2, 37 °С). Образцы периферической 

крови здоровых доноров были предоставлены лабораторией генной диагностики ЦНМТ. 

Образцы периферической крови пациентов были предоставлены городским 

гематологическим центром, г. Новосибирск. 

2.2.6 Определение эффективности накопления холестериновых производных siРНК в 

клетках с помощью проточной цитофлуорометрии 

Клетки высевали на 48-луночные планшеты (КВ-8-5 и KB-3-1 – за день до 

трансфекции, 5×10
4
 клеток/лунку, PBMC, HL60, K562, MOLT-3 - 2-4×10

5
 клеток/лунку) в 

ростовой среде (KB-8-5 и KB-3-1 – DMEM, PBMC – IMDM, HL60, K562, MOLT-3 - RPMI) 

и добавляли к ним холестериновые производные siРНК в Opti-Mem до конечной 

концентрации в лунке 0.2-5 мкМ, трансфекцию siРНК при помощи Липофектамина 

проводили в соответствии с протоколом фирмы-производителя. Через 4 ч готовили 

препараты для анализа методом проточной цитофлуориметрии.  

Для приготовления препаратов удаляли ростовую среду и дважды промывали 

клетки раствором PBS, после чего клетки снимали трипсином и переносили в 1.5 мл 

пробирки. После этого клетки осаждали центрифугированием при 200 G в течение 5 мин, 

удаляли супернатант и суспендировали осадок в PBS. Суспензию клеток вновь 

центрифугировали в течение 5 мин при 200 G, супернатант удаляли, суспендировали 

клетки в 250 мкл PBS и фиксировали клетки добавлением 250 мкл свежеприготовленного 
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4 % раствора формальдегида в PBS. Полученные данные анализировали на проточном 

цитофлуориметре, используя программное обеспечение «Cytomics FC 500 CXP» 

(«Beckman Coulter», США) или Novocyte («ACEA Bioscience», США). Интенсивность 

флуоресценции клеток в RFU (относительные единицы флуоресценции) измеряли на 

длине волны возбуждения лазера 488 нм. Для каждого препарата проводили измерение 

8000 клеток, количество Алекса 488-положительных клеток оценивали с помощью ФЭУ, 

оснащенного длинноволновым оптическим фильтром 530±30 нм. За эффективность 

трансфекции принимали количество клеток (%), уровень флуоресценции которых 

превышал максимальный уровень автофлуоресценции клеток в контроле. Кроме того, 

оценивали средний уровень флуоресценции (в RFU) популяции клеток в образцах, 

трансфецированных siРНК, в качестве контроля использовали необработанные клетки. 

 

2.2.7 Определение эффективности накопления холестериновых производных siРНК в 

присутствии ингибиторов эндоцитоза 

Клетки высевали на 48-луночные планшеты (KB-3-1 – за день до трансфекции, 

5×10
4
 клеток/лунку, K562 - 4×10

5
 клеток/лунку) и в ростовой среде с сывороткой, либо без 

неё добавляли ингибиторы эндоцитоза (хлоропромазин – 8 мкМ, монодансил кадаверин 

(МДК) – 40 мкМ, нистатин – 65 нМ и 5-(N-этил-N-изопропил) амилорид (EIPA) – 30 мкМ 

(«Sigma», США). Через 30 минут к клеткам добавляли холестериновые производные 

siРНК в Opti-Mem до конечной концентрации в лунке 1 мкМ. Через 4 ч готовили 

препараты для анализа методом проточной цитофлуориметрии (раздел 2.2.6). 

2.2.8 Определение эффективности накопления холестериновых производных siРНК в 

клетках с помощью stem loop ПЦР 

За день до трансфекции клетки KB-8-5 высевали на 48-луночные планшеты (5×10
4
 

клеток/лунку) в ростовой среде DMEM и добавляли к ним холестериновые производные 

siРНК в Opti-Mem до конечной концентрации в лунке 1 мкМ. Через 4 часа клетки 

промывали PBS, ресуспендировали в буфере T и нагревали до 95°С в течении 10 мин. 

После этого образцы охлаждали на льду (10 мин) и центрифугировали (10 мин, 4°С, 12000 

G). Отобранный супернатант нагревали до 95°С (10 мин) и сразу добавляли в готовую 

смесь для ОТ ПЦР («Биолабмикс», Россия) из расчета 2 мкл супернатанта на 38 мкл 

мастермикса с использованием праймера 5’-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATT 

CGCACCAGAGCCAACTTGGCT-3’. Реакционную смесь инкубировали в течение 1 часа 

при температуре 42°С. Полученную кДНК использовали для проведения ПЦР в режиме 

реального времени, используя готовую смесь «HS-qPCR SYBR Blue» («Биолабмикс», 
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Россия) и праймеры 5’-GTTGGGGATATACAACTTGTCA-3’ (прямой) и 5’- 

GTGCAGGGTCCGAGGT-3’ (обратный) при помощи амплификатора в режиме реального 

времени «iCycler iQ5» («Bio-Rad», США). Нормировку проводили путём построения 

калибровочных кривых с использованием известного количества siРНК (10, 1 и 0.1 

пмоль), добавляемых к такому же количеству клеток KB-8-5 как в пробах. Данные 

анализировали с помощью программного обеспечения Bio-RadiQ5 v.2.0.  

2.2.9 Определение эффективности накопления холестериновых производных siРНК в 

клетках крови с помощью проточной цитофлуорометрии ex vivo 

К периферической крови человека с антикоагулянтом добавляли флуоресцентно 

меченые конъюгаты siРНК до конечной концентрации в лунке 2-5 мкМ. Трансфекцию 

неконъюгированной siРНК проводили при помощи Липофектамина в концентрации 0.2 

мкМ в соответствии с протоколом фирмы-производителя. Через 3.5 часа после начала 

трансфекции к клеткам добавляли конъюгаты антител и флуоресцентных красителей для 

идентификации различных популяций клеток (CD14-Phycoerythrin («Invitrogen», США), 

CD66-Phycoerythrin/Cy5, CD3-Phycoerythrin и CD19-Phycoerythrin («Abcam», США)). По 

истечению времени трансфекции (4 ч) эритроциты лизировали добавлением 40 объемов 

свежеприготовленного буфера LE в течении 7 мин, затем клетки центрифугировали 

(5 мин, 200 G), отмывали PBS и фиксировали 2 % раствором формальдегида в PBS. Далее 

проводили анализ флуоресценции методом проточной цитофлуориметрии (раздел 2.2.6) с 

использованием каналов флуоресценции 530±30 нм, 572±30 нм или 675±30 нм. 

2.2.10 Исследование биологической активности анти-MDR1 siРНК методом Вестерн 

блот 

2.2.10.1 Приготовление проб для исследования подавления синтеза Р-гликопротеина 

в клетках KB-8-5 с помощью анти-MDR1 siРНК методом Вестерн блота 

Клетки KB-8-5 высевали в четыре 48-луночных планшета (в первый – по 12×10
3
 

клеток/лунку, во второй и третий – по 8×10
3
 клеток/лунку, в четвертый – по 7.5×10

3
 

клеток/лунку) в среде DMEM c 10 % FBS. Через 24 ч ростовую среду заменяли на DMEM 

без сыворотки и добавляли к клеткам холестериновые производные siРНК до конечной 

концентрации в лунке 5 мкМ, как описано в п. 2.2.4. По истечению 4 ч в лунки добавляли 

1/2 V среды DMEM c 30 % сывороткой. Клетки инкубировали в течение 3-8 дней. Оценку 

уровня Р-гликопротеина осуществляли через 3-8 суток. Клетки в первом и втором 

планшете через 3 и 4 суток промывали PBS, лизировали в 60 мкл буфера для лизиса L 

(1x), затем пробирки прогревали в течение 15 мин при 95 °С, после чего проводили 
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белковый электрофорез и Вестерн блот (раздел 2.2.10.3). 1/3 от всего количества клеток из 

третьего и четвертого планшетов через 5 и 6 суток пересаживали в новые 48-луночные 

планшеты для экспериментальных точек 7 и 8 суток соответственно. Оставшиеся клетки 

осаждали при 1000 об./мин в течение 10 мин, удаляли супернатант и готовили препараты 

для белкового фореза лизированием в 60 мкл буфера для лизиса L (1x) и прогреванием, 

как описано выше. Посаженные клетки экспериментальных точек 7 и 8 суток лизировали, 

как описано выше. 

2.2.10.2 Приготовление проб для исследования подавления синтеза Р-гликопротеина 

в ксенографтной опухоли KB-8-5 с помощью холестерин-содержащих анти-MDR1 

siРНК методом Вестерн блота 

Мышам линии SCID c привитой опухолью KB-8-5 внутривенно вводили 10 мг/г 

холестерин-содержащей siРНК, через 3-8 дней после введения мышей умерщвляли, 

образцы опухоли (100 мг) гомогенизировали в буфере RIPA (300 мкл) с 1 мМ 

фенилметилсульфонил фторидом. Через 10 минут после гомогенизирования образцы 

центрифугировали при 10000 G в течении 10 минут, супернатант отбирали и хранили при 

-80°С. Затем пробы размораживали, для нанесения на гель к полученному лизату (10 мкл) 

добавляли буфер L (1x, 20 мкл), прогревали в течении 15 мин при 95°С и проводили 

белковый электрофорез и Вестерн блот (раздел 2.2.10.3). 

2.2.10.3 Вестерн блот 

Разделение белков осуществляли в 10 % ПААГ, содержащем додецилсульфат 

натрия, в присутствии буфера TGB (1х) в течении 1 часа (10 В/см). После электрофореза 

белки переносили на мембрану Immobilon-P PVDF в буфере TS с помощью мокрого 

электропереноса «Criterion Blotter». Для уменьшения неспецифического связывания 

мембрану после переноса инкубировали в течение 1 ч в 1 % обезжиренном сухом молоке, 

растворенном в буфере W. Мембраны, содержащие Р-гликопротеин и β-актин, 

инкубировали с первичными моноклональными антителами к Р-гликопротеину или β-

актину в разбавлениях 1:900 и 1:6000, соответственно, в 1 % обезжиренном сухом молоке 

в буфере W в течение 18 ч при комнатной температуре. Мембрану отмывали 3 раза по 10 

мин буфером W и инкубировали 1 час со вторичными поликлональными антителами 

кролика к иммуноглобулинам мыши, конъюгированными со пероксидазой хрена. По 

истечению времени инкубации мембрану отмывали 3 раза по 10 мин буфером W. 

Люменесцентную детекцию проводили с помощью готового раствора субстрата для 

пероксидазы хрена («Abcam», США) на приборе «Versadoc 4000 MP». Анализ 



 75 

интенсивности полос определяли с помощью программы Gel Pro Analyser 4.0 («Media 

Cybernetics», США).  

2.2.11 Определение динамики изменения концентрации siРНК и её холестерин-

содержащих аналогов в крови мышей после внутривенного введения 

После введения 0.5 мкг/г siРНК или её холестеринового производного в объеме 100 

мкл в хвостовую вену мышей линии C57BL/6 проводили забор крови из 

ретроорбитального синуса через 5 минут, 2, 3 и 24 часа. Кровь центрифугировали (5 мин 

при 500 G), образцы плазмы разбавляли в 10 раз в буфере Т, далее проводили выделение 

siРНК, как описано в разделе 2.2.7. Нормировку проводили путём построения 

калибровочных кривых с использованием одинакового объема отбираемой крови и 

известного количества siРНК (10, 1, 0.1 пмоль). 

2.2.12 Конфокальная микроскопия. 

Мышам линии SCID с привитой опухолью KB-8-5 проводили инъекции 1.7 мкг/г 

флуоресцентно меченой siРНК, через 24 часа после этого мышей умерщвляли, образцы 

органов замораживали в Tissue-Tek O.C.T. при помощи жидкого азота. Срезы (7 мкм) 

нарезали криотомом «Microm HM 505N cryostat» при -20°С и фиксировали при комнатной 

температуре в 2% параформальдегиде в течении 15 минут. Затем срезы окрашивали DAPI 

(«Invitrogen», США) и Фаллоидин-TRITC («Sigma-Aldrich», США) по 10 минут с двумя 

промывками PBS между инкубациями. Окрашенные срезы покрывали раствором 

«Fluoromount/Plus» («Diagnostic BioSystems», США) и покровным стеклом. Визуализацию 

siРНК проводили при 20× увеличении  на конфокальном микроскопе «LSM 750» («Carl 

Zeiss», Германия) в Центре коллективного пользования микроскопического анализа 

биологических объектов СО РАН (http://www.bionet.nsc.ru/microscopy/). Изображения 

обрабатывали с помощью программы «Zeiss LSM Image Browser» («Carl Zeiss», 

Германия). 

2.2.13 Накопление siРНК и её холестерин-содержащих аналогов в костном мозге и 

спленоцитах мыши. 

Мышам линии C57BL/6 проводили i.v. инъекции 9 мкг/г siРНК или её конъюгата с 

холестерином. Через 6 часов после этого животных подвергали эвтаназии методом 

дислокации шейных позвонков и проводили выделение костного мозга и спленоцитов. 

Для этого извлекали бедренные и большие берцовые кости. Концы костей удаляли, 

диафизы дважды промывали 3 мл буфера PBS. Клетки суспендировали, лизирование 

эритроцитов осуществляли, как описано в пункте 2.2.8, после этого готовили препараты и 
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анализировали их методом проточной цитофлуометрии как описано в пункте 2.2.6. Для 

получения спленоцитов извлекали селезенку и гомогенизировали её раздавливанием 

между стеклами. Гомогенат смывали со стекла 3-4 мл буфера PBS. Лизирование 

эритроцитов в клеточной суспенции осуществляли, как описано в разделе 2.2.8, после 

этого готовили препараты и анализировали их методом проточной цитофлуометрии как 

описано в разделе 2.2.6. 

2.2.14 Исследование накопления siРНК и её холестерин-содержащих аналогов в 

клетках крови мыши 

Мышам линии C57BL/6 внутривенно вводили 1.7 и 9 мкг/г флуоресцентно-меченой 

siРНК, через 0.5, 1 и 4 часа после инъекции у мышей отбирали кровь из 

ретроорбитального синуса. Популяции клеток окрашивали соответствующими антителами 

с флуоресцентными метками (CD11b-Phycoerythrin/Cy5 («Invitrogen», США), CD20-

Phycoerythrin/Cy5 и CD3-Phycoerythrin («Abcam», США)) в течении 20 минут. Затем 

проводили лизирование эритроцитов (раздел 2.2.9) и анализ флуоресценции клеток 

методом проточной цитофлуометрии (раздел 2.2.6). 

2.2.15 Исследование биораспределения siРНК с помощью мультиспектрального 

анализатора «In-Vivo MS FX PRO Imaging System» 

Мышам линии SCID проводили i.v., i.p., i.m. или s.c. инъекции 1.7 мкг/г 

флуоресцентно меченой siРНК и через промежутки времени 5 мин, 2, 4 и 24 часа 

проводили визуализацию флуоресценции тела мыши. Для этого мышам i.p. вводили 

авертин (150 мкг/кг) и через 5 мин сканировали флуоресценцию при помощи 

мультиспектрального анализатора «In-Vivo MS FX PRO Imaging System». Через 24 часа 

после введения siРНК мышей умерщвляли, флуоресценцию органов анализировали при 

помощи мультиспектрального анализатора «In-Vivo MS FX PRO Imaging System».  

2.2.16 Статистический анализ данных 

Для получения статистически достоверных результатов экспериментальные точки 

повторяли минимум трехкратно, результаты измерений представляли в виде среднего 

значения ± стандартное отклонение (SD) или стандартная ошибка среднего (SEM), для 

оценки достоверности результатов использовали критерий Стьюдента. 
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3. Результаты и обсуждение 

3.1 Липофильные производные селективно модифицированной анти-MDR1 siРНК D-

типа. 

Повышенная экспрессия P-гликопротеина в клетках опухолей является 

неблагоприятным прогностическим фактором в клинической практике и коррелирует с 

устойчивостью опухолей к лекарственным средствам [354]. Повышенная экспрессия P-

гликопротеина была обнаружена при различных опухолевых заболеваниях человека [355], 

причем нередко его экспрессия значительно повышается после одного или нескольких 

циклов химиотерапии. Особенно часто такая активация наблюдается при остром 

миелогенном лейкозе и лимфомах [356]. Даже достаточно низкий уровень P-

гликопротеина, который трудно обнаружить в опухолевой ткани, значительно влияет на 

чувствительность клеток к лекарствам. Несмотря на то, что за лекарственную 

устойчивость in vivo ответственны множественные механизмы [357], именно повышенная 

экспрессия P-гликопротеина является наиболее частой причиной формирования МЛУ 

[358]. Клинические испытания низкомолекулярных специфических ингибиторов P-

гликопротеина последнего поколения (dofequidar, zosuquidar, tariquidar, elacridar или 

biricodar) показали, что они обладают цитотоксичностью и лишь незначительно улучшают 

эффективность лечения пациентов [358-360]. Поэтому создание специфических и 

нетоксичных агентов для подавления экспрессии гена MDR1 на основе siРНК является 

важной задачей [361]. 

Ранее в нашей лаборатории был разработан алгоритм селективной модификации 

siРНК, который включает в себя защиту нуклеазочувствительных сайтов (UpG, UpA и 

CpA) путём введения 2’-O-метильных аналогов нуклеотидов с 3’ стороны от легко 

расщепляемой связи [128]. Было показано, что siРНК D-типа (siD) направленная к району 

557 – 577 н. мРНК гена MDR1 (табл. 3) и её селективно модифицированный аналог, siDm, 

содержащий 2’-O-метильные звенья в нуклеазочувствительных сайтах способна 

эффективно ингибировать экспрессию данного гена в клетках КВ-8-5 при трансфекции 

Липофектамином [362-364]. В качестве контролей специфичности действия были 

использованы siРНК - siSCR, не имеющей гомологии с мРНК человека, крысы или мыши 

(табл. 3). Было показано, что среди исследованных липофильных производных 

конъюгатов, производное siDm, содержащее холестерин на 5’ конце смысловой цепи 

наиболее эффективно накапливалось в отсутствии трансфекционного агента в клетках КВ-

8-5, а так же ингибировало экспрессию гена MDR1 и восстанавливало чувствительность 

данных раковых клеток к винбластину [23,351]. Поэтому целью этой работы являлось 
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исследование влияния структуры холестеринового конъюгата на биологическую 

активность и определение терапевтического потенциала выбранного конъюгата in vivo. 

 

Рис. 8. Структура холестериновых производных siРНК, где (n) - число метиленовых 

звеньев (3, 6, 8, 10 или 12). 

3.2. Исследование влияния структуры липофильных производных siРНК на их 

взаимодействие с клетками различного происхождения. 

3.2.1. Исследование влияния длины линкера в составе холестериновых производных 

siРНК на их взаимодействие с клетками различного происхождения. 

Ранее было установлено, что структура линкера в составе холестериновых 

производных siРНК, в частности, его длина, влияет на эффективность накопления 

конъюгатов в клетках и, как следствие, биологическую активность siРНК [351]. Так 

конъюгат siРНК и холестерина с линкером 12 метиленовых звеньев (Ch12-siРНК) 

наиболее эффективно накапливался в клетках KB-8-5, но проявлял меньшую 

биологическую активность, чем конъюгаты, содержащие линкеры 6 (Ch6-siРНК) и 3 (Ch3-

siРНК) метиленовых звеньев. Было выдвинуто предположение, что холестериновые 

производные, содержащие линкер длинной 8 или 10 метиленовых звеньев (Ch8-siРНК и 

Ch10-siРНК, соответственно) могут обладать более эффективным накоплением и 

биологической активностью, чем конъюгат Ch6-siРНК или Ch12-siРНК. Поэтому была 

поставлена задача исследовать накопление и биологическую активность холестериновых 

конъюгатов siРНК, содержащих линкеры длиной 8 или 10 метиленовых звеньев и 

сравнить эффективность их накопления и ингибирующего действия их с конъюгатами 

Ch6-siРНК и Ch12-siРНК. Для этого Н-фосфонатным методом проводили введение 

холестерина на 5’ конец смысловой цепи siDm, используя полимер-связанный 

олигонуклеотид и Н-фосфонаты холестерина [351]. Все конъюгаты siРНК и холестерина 

были синтезированы к.х.н. Мещаниновой М.И. и к.х.н. Довыденко И.С. (Ch8-siРНК и 

Ch10-siРНК) в ЛХР ИХБФМ СО РАН. 
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3.2.1.1. Исследование влияния длины линкера в составе холестериновых 

производных siРНК на их накопление в клетках различного происхождения in vitro. 

На первом этапе мы исследовали влияния длины линкера в составе флуорофор-

меченых аналогов холестериновых производных siРНК на их накопление в клетках 

различного происхождения: KB-8-5, K562 и PBMC здорового донора. Выбор именно этих 

клеточных линий был обусловлен тем, что клетки KB-8-5 представляют интерес, 

поскольку являются раковыми клетками с MDR1-опосредованной лекарственной 

устойчивостью, K562 являются клетками хронического миелоидного лейкоза, а PBMC 

представляют собой первичную культуру гемопоэтических клеток.  

Исследование эффективности накопления меченых флуорофором (Флуоресцеин 

или Алекса 488) холестериновых производных siРНК проводили методом проточной 

цитофлуорометрии, основанном на детекции эмиссии и светорассеяния клеток при 

облучении их лазером в коротковолновой области излучения. Данный метод позволяет 

проводить количественную оценку интенсивности флуоресценции клеток в образце. 

Эффективность накопления производных siРНК оценивали с помощью двух параметров: 

доли трансфецированных клеток (в %) – той доли клеток, уровень флуоресценции 

которых превышал автофлуоресценцию контроля (клетки, необработанные конъюгатами), 

в качестве второго параметра определяли средний уровень интенсивности всей популяции 

клеток флуоресценции в относительных единицах флуоресценции (RFU). 

Конъюгаты добавляли к клеткам до конечной концентрации 0.2-5 мкМ. 

Трансфекцию неконъюгированной siРНК проводили при помощи Липофектамина в 

концентрации 0.2 мкМ для того, что бы сохранить рекомендуемое производителем 

соотношение количества Липофектамина и siРНК для эффективного образования 

комплексов, поскольку более высокая концентрация Липофектамина была бы токсична 

для клеток. Время инкубации siРНК с клетками (4 ч) было выбрано исходя из ранее 

полученных нами данных [351]. В ходе работы нами было показано, что все 

исследованные холестериновые конъюгаты эффективно накапливались в клетках: при 

концентрации 1 мкМ эффективность трансфекции составляла 100 %, тогда как 

немодифицированная siРНК не проникала в клетки без Липофектамина (рис. 8 А). При 

анализе среднего уровня интенсивности флуоресценции было показано, что 

эффективность накопления конъюгатов, содержащих линкеры длиной 8, 10 и 12 

метиленовых звеньев, во всех клетках была выше по сравнению с конъюгатом, 

содержащим линкер длиной 6 метиленовых звеньев (Рис. 8 А, В, Д). Тенденция 

увеличения эффективности накопления при увеличении длины линкера сохранялась для 

всех клеточных линий: 9, 14, 18, 18 RFU (KB-8-5) и 67, 71, 65, 101 RFU (K562) для  
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Рис. 9. Накопление флуорофор-меченых холестериновых производных siРНК, 

содержащих линкеры различной длины в клетках КВ-8-5 (А, Б), К562 (В, Г) и PBMC (Д, 

Е). Исследования проводили при помощи проточной цитофлуорометрии, в каждом 

образце анализировали 10,000 клеток. Средние значения (±SD), рассчитанные по 

результатам трёх независимых экспериментов и статистическая значимость (Ρ) приведены 

на рисунке. 
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холестериновых конъюгатов с линкером длиной 6, 8, 10 и 12 метиленовых звеньев, 

соответственно и 24, 35, 36, 41 RFU (PBMC) для конъюгатов с линкером длинной 3, 6, 10 

и 12 атомов углерода, соответственно (рис. 9 Б, Г, Е). Однако, характер увеличения 

накопления конъюгатов в разных типах клеток отличался: так в клетках КВ-8-5 

значительное увеличение накопления происходило при увеличении линкера с 6 до 8 

метиленовых звеньев (ρ<0.05 при сравнении Ch6/F-siDm и Ch8/F-siDm, рис. 9 Б), а в 

клетках К562 значительное увеличение накопления происходило при увеличении линкера 

с 3 до 6 и с 8 до 10 (ρ<0.05 при сравнении Ch3/A-siDm с Ch6/A-siDm и Ch8/A-siDm с 

Ch10/A-siDm рис. 9 Г). Более плавное увеличение накопления холестеринового конъюгата 

наблюдается в клетках РВМС, достоверные отличия в эффективности накопления были 

найдены только между конъюгатами, содержащими 3 и 12 метиленовых звеньев (ρ<0.01 

при сравнении Ch3/F-siDm с Ch12/F-siDm, рис. 9 Е). 

В связи с тем, что при исследовании этих клеточных линий PBMC и КВ-8-5 

использовались отличающиеся настройки напряжений и коэффициентов усиления 

флуоресценции, показатели общей интенсивности флуоресценции сравнивать 

некорректно, в случае клеток К562 использовались не флуоресцеин, а Алекса 488-меченые 

аналоги холестериновых конъюгатов, поэтому абсолютные значения флуоресценции этих 

клеток так же сравнивать нельзя. 

Таким образом, для каждой клеточной линии мы наблюдали различные 

зависимости увеличения эффективности накопления конъюгатов при увеличении длины 

линкера. Эти результаты хорошо согласуются с данными, полученными в нашей 

лаборатории ранее [23]. Липофильная природа холестерина позволяет предположить, что 

механизм проникновения холестериновых производных siРНК в клетки на первом этапе 

включает «заякоревание» конъюгатов в мембране [263], поэтому увеличение длины 

линкера, может облегчать этот процесс, за счет увеличения расстояния между 

отрицательно заряженной siРНК и остатком холестерина. 

3.2.1.2. Исследование влияния длины линкера в составе холестериновых 

производных siРНК на их накопление в клетках крови ex vivo. 

Для того, чтобы оценить влияние сыворотки и электролитов плазмы на накопление 

холестериновых производных siРНК в клетках крови проводилась инкубация конъюгатов 

с цельной кровью здорового донора и цельной кровью пациента с хроническим 

миелоидным лейкозом ex vivo (рис. 10, 11). Для этого к отобранной у донора крови, 

содержащей антикоагулянт, добавляли конъюгаты siРНК и холестерина до конечной 
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концентрации 5 мкМ,  чтобы сравнивать эффективность накопления конъюгатов с ранее 

полученными результатами было выбрано время инкубации 4 ч.  

Показано, что доля трансфецированных клеток после их инкубации в течении 4 ч с 

5 мкМ холестерин-содержащими siРНК составила 70-80 %, что превышает это значение 

для неконъюгированной siРНК (62 %), а также превышает количество клеток, 

трансфецированных неконъюгированной siРНК при помощи Липофектамина (44 %) (рис. 

10 А). Анализ средней интенсивности флуоресценции клеток показал, что накопление 

холестериновых конъюгатов зависит от длины линкера, соединяющего холестерин с 

siРНК (рис. 10 Б). При этом, конъюгат с линкером 8 метиленовых звеньев показал 

наиболее эффективное накопление в клетках крови, значение RFU составило 4.95, что 

превышает значение RFU для других исследованных производных siРНК (2.44-4.21 RFU). 

Неконъюгированная siРНК накапливалась с наименьшей эффективностью (1.86 RFU, 

только в 5 раз выше контроля). 

Поскольку количество siРНК, доставленной в клетки при помощи Липофектамина, 

оцениваемое по средней интенсивности флуоресценции клеток, сопоставимо с 

количеством Ch8/A-siDm, доставленной в клетках без помощи носителя (5.5 и 4.95 RFU, 

соответственно), а доля трансфецированных клеток в случае Ch8/A-siDm превышает 

таковое значение для siРНК доставляемой Липофектамином (77 и 44 %, соответственно), 

возник вопрос о том, в каких клетках происходит наиболее эффективное накопление 

siРНК при доставки в составе конъюгата с холестерином или при помощи 

Липофектамина. Для разделения лейкоцитов крови на индивидуальные популяции клеток 

(лимфоциты, нейтрофилы, моноциты и макрофаги) к крови использовали 

соответствующие антитела с флуоресцентными метками. Данные показали, что 

накопление siРНК для всех типов доставки уменьшается в ряду: моноциты и макрофаги> 

нейтрофилы> лимфоциты (рис. 10). Наиболее эффективное накопление во всех 

популяциях наблюдается при использовании холестериновых конъюгатов siРНК, при этом 

в нейтрофилах, моноцитах и макрофагах эффективнее всего накапливается Ch8/A-siDm, а 

в лимфоцитах – Ch6/A-siDm (рис. 10 Г, Д, Е, Ж, З). Наименьшая эффективность 

накопления siРНК во всех популяциях клеток наблюдается при её трансфекции 

Липофектамином. Однако, следует отметить, что siРНК, доставляемая при помощи 

Липофектамина была использована в концентрации 0.2 мкМ из за ограничений, 

накладываемых токсичностью трансфекционного агента. Доля трансфецированных клеток 

во всех популяциях после инкубации с неконъюгированной siРНК в свободном виде 

(5 мкМ) была выше, чем при её доставке Липофектамином (0.2 мкМ) (рис. 10 В, Д, Ж). 
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А   Клетки крови здорового донора Б 

                                              

  
В    Моноциты и макрофаги Г 

  
Д   Нейтрофилы Е 

  
Ж    Лимфоциты З 

  
Рис. 10. Накопление Алекса 488-меченых холестериновых производных siРНК, 

содержащих линкеры различной длины в клетках в составе цельной крови здорового 

донора. Доля трансфецированных клеток (А, В, Д и Ж) и средняя интенсивность 

флуоресценции (RFU) (Б, Г, Е и З) после инкубации цельной крови пациента с 

соответствующими siРНК. Все клетки после лизиса эритроцитов (А и Б), моноциты и 

макрофаги (В и Г), нейтрофилы (Д и Е) и лимфоциты (Ж и З) приведены на рисунке. 

Исследования проводили при помощи проточной цитофлуорометрии, в каждом образце 

анализировали 10,000 клеток (FC 500). Средние значения (±SD), рассчитанные по 

результатам трёх независимых экспериментов приведены на рисунке. 
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Таким образом, оптимальным способом доставки siРНК в моноциты, макрофаги и 

нейтрофилы является конъюгирование siРНК с холестерином линкером, содержащим 8 

метиленовых звеньев, а для доставки в лимфоциты - линкером с 6 метиленовыми 

звеньями. Вероятно, в условиях ex vivo из-за наличия компонентов сыворотки конъюгаты 

с более длинными линкерами (10 и 12 метиленовых звеньев) из-за своей большей 

гидрофобности эффективнее взаимодействовали с компонентами сыворотки, а не с 

клетками крови. Поскольку комплексы siРНК с Липофектамином, обладают размерами 

150-200 нм и положительным зарядом, клетки, обладающие фагоцитарной активностью, 

такие как нейтрофилы, моноциты и макрофаги способны их захватывать, обеспечивая 

эффективное накопление (рис. 10 В, Г, Д, Е), поэтому, для доставки в эти типы клеток 

образование комплексов с катионными липидами может рассматриваться как один из 

перспективных методов. 

Исследование влияния длины линкера в составе холестериновых производных 

siРНК на эффективность их накопления было проведено в клетках цельной крови 

пациента с хроническим миелоидным лейкозом (ХМЛ). Этот тип заболеваний выбрали 

потому, что синдром МЛУ часто встречается при гемобластозах, а эффективные 

трансфекционные агенты для доставки нуклеиновых кислот в эти клетки отсутствуют. В 

экспериментах использовали конъюгаты siРНК и холестерина, соединённые 

алифатическим аминолинкером длиной 6, 8, 10 и 12 метиленовых звеньев. В ходе работы 

было показано, что доля трансфецированных клеток, сопоставима со значением, 

определенным для клеток крови здорового донора (рис. 10 А, В, Д, Ж, 11 А, В, Д, Ж). 

Конъюгаты siРНК и холестерина эффективно накапливались в клетках уже при 

концентрации 2 мкМ (42-100%), при концентрации 5 мкМ доля трансфецированных 

клеток возрастала (95-100%). При этом средняя интенсивность флуоресценции для всех 

популяций клеток пациента была почти в 2 раза выше, чем клеток крови здорового донора 

(рис. 10 Б, Г, Е, З, 11 Б, Г, Е, З). Среди исследованных конъюгатов наибольшей 

эффективностью накопления в клетках обладали Ch8/A-siDm и Ch6/A-siDm. 

Неконъюгированная siРНК без Липофектамина накапливалась в клетках с меньшей 

интенсивностью, чем холестерин-содержащие siРНК, а при концентрации 2 мкМ 

практически не попадала в лимфоциты - доля трансфецированных клеток составила 6% 

(рис. 11 В, Д, Ж). Неконъюгированная siРНК, трансфецированная Липофектамином 

накапливалась только в моноцитах и макрофагах и, относительно клеток крови здорового 

пациента, общее количество siРНК в этих клетках было меньше в 2.5 раза (10 и 3.9 RFU, 

соответственно, рис. 10 Г, 11 Г). Увеличенное количество нейтрофилов у пациента 

является следствием пролиферации опухолевого клона, при этом доля 
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А   Клетки крови пациента с ХМЛ Б 

                                             

  
Д   Моноциты и макрофаги Е 

  
В   Нейтрофилы Г 

  
Ж   Лимфоциты З 

  
 

Рис. 11. Накопление Алекса-488-меченых холестериновых производных siРНК, 

содержащих линкеры различной длины в клетках в составе цельной крови пациента с 

хроническим миелоидным лейкозом (ХМЛ). Доля трансфецированных клеток (А, В, Д и 

Ж) и средняя интенсивность флуоресценции (RFU) (Б, Г, Е и З) после инкубации цельной 

крови пациента с соответствующими siРНК. Все клетки (А и Б) моноциты и макрофаги (В 

и Г), нейтрофилы (Д и Е), и лимфоциты (Ж и З) приведены на рисунке. Исследования 

проводили при помощи проточной цитофлуорометрии (FC500), в каждом образце 

анализировали 10,000 клеток. 
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трансфецированных клеток в этом типе клеток для всех холестериновых конъюгатов 

siРНК составила 100%.  

Таким образом, полученные нами данные показали, что холестерин-содержащие 

siРНК способны накапливаться в клетках хронического миелоидного лейкоза ex vivo. 

 

3.2.2. Исследование влияния природы липофильной молекулы в составе 

производных siРНК на их взаимодействие с гемопоэтическими клетками. 

Для исследования влияния природы липофильной молекулы на эффективность 

накопления производных siРНК в гемопоэтических клетках человека, основываясь на 

литературных данных, были выбраны следующие молекулы: холестерин, α-токоферол, 

литохолевая кислота и олеиламид литохолевой кислоты. Липофильные производные были 

присоединены к 5’-концу олигорибонуклеотида через алифатический аминолинкер,  

 

Рис. 12. Структура липофильных производных siРНК, где R – остатки липофильных 

молекул, введенные с 5’-конца смысловой цепи, связанные с siРНК алифатическим 

аминолинкером с тремя метиленовыми звеньями (А), F – флуоресцеин. Остатки 

литохолевой кислоты (Б), олеиламида литохолевой кислоты (В), α-токоферола (Г), 

холестерина (Д) приведены на рисунке. 
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содержащий три метиленовых звена, с образованием фосфодиэфирной связи с 5’-

концевым фосфатом олигорибонуклеотида, поскольку такой тип конъюгатов наиболее 

просто синтезировать. Конъюгаты siРНК и липофильных молекул были синтезированы в 

лаборатории Химии РНК (ЛХР) ИХБФМ СО РАН. Алекса-488-меченые производные 

siРНК содержащие липофильную молекулу (рис. 12) добавляли к PBMC человека (1-5 

мкМ) и оценивали эффективность накопления конъюгатов методом проточной 

цитофлуометрии. Показано, что доля клеток, трансфецированных липофильными 

конъюгатами siРНК в концентрации 2 и 5 мкМ, была выше по сравнению с 

неконъюгированной siРНК в свободном виде и доставляемой при помощи Липофектамина  

 

 

            
 

       
 

Рис. 13. Накопление флуоресцентно меченых аналогов липофильных производных siРНК 

в клетках PBMC (А, Б) и клетках цельной крови человека (В, Г). Доля 

трансфецированных клеток (А, В) и средние значения флуоресценции популяции клеток 

(Б, Г) представлены на рисунке. 
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(рис. 13 А). При концентрации 1 мкМ наибольшая эффективность трансфекции была 

достигнута при использовании конъюгата siРНК и холестерина (58 %) (рис. 13 А), для 

остальных исследованных конъюгатов доля трансфецированных клеток варьировала от 5 

до 7.5 %. При этом эффективность накопления липофильных производных siРНК в 

клетках РBMC увеличивалась в зависимости от типа липофильной молекулы в ряду 

литохолевая кислота <олеиламид литохолевой кислоты <токоферол <холестерин и 

составляла 10, 13, 18 и 24 RFU при 5 мкМ, соответственно (рис. 13 Б). 

Для того, чтобы оценить влияние сыворотки и электролитов плазмы на накопление 

липофильных конъюгатов в клетках крови проводили их инкубацию с цельной кровью 

человека ex vivo. Показано, что эффективность накопления конъюгатов зависит от типа 

липофильной молекулы и так же увеличивается в ряду литохолевая кислота> олеиламид 

литохолевой кислоты> токоферол> холестерин, доля трасфицированных клеток составила 

21, 27, 38 и 74 % при 5 мкМ, соответственно (рис. 13 В). Оценка средней интенсивности 

флуоресценции трансфецированных клеток показала, что данное значение для 

неконъюгированной siРНК, доставляемой при помощи Липофектамина, было выше, чем у 

клеток обработанных конъюгатами (рис. 13 Г). Однако, поскольку доля 

трансфецированных клеток для siРНК доставляемой при помощи Липофектамина меньше, 

чем для липофильных конъюгатов, высокая интенсивность флуоресценции siРНК 

досталяемой Липофектамином обеспечивается в основном поглощением её макрофагами 

и моноцитами (раздел 3.2.1, рис. 10 Г).  

Для доставки siРНК в PBMC в экспериментальных условиях в основном 

используют катионные липиды и полимеры, которые характеризуются низкой 

эффективностью in vivo и зачастую проявляют токсическое действие [365]. В качестве 

альтернативого способа доставки, было предложено конъюгировать субстрат Дайсера 

(DsiРНК) с CpG-содержащим олигодезоксирибонуклеотидом, обеспечиюващий выход 

DsiРНК из эндосом в цитоплазму клетки. Конъюгирование с CpG-содержащими 

олигодезоксирибонуклеотидами приводит к повышению накопления DsiРНК в клетках, 

экспрессирующих TLR9 рецептор, который специфически распознаёт и связывает данный 

CpG мотив, при этом, в других типах клеток наблюдается лишь небольшое 

неспецифическое накопление такого конъюгата [335]. Таким образом, из-за повышенной 

экспрессии TLR9 рецептора конъюгат DsiРНК и CpG эффективно накапливается в таких 

клетках крови, как B-лимфоциты, дендритные клетки и макрофаги [336]. Однако, в 

отличие от холестерин-содержащей siРНК введение CpG олигонуклеотидов in vivo 

приводит к активации систем врожденного иммунитета и продукции цитокинов и 

интерферонов, поэтому их применение ограничено. 
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Из полученных нами данных видно, что взаимодействие с клетками в составе 

цельной крови происходит менее эффективно, чем с теми же клетками, находящимися в 

культуральной среде, поэтому подбор оптимальных средств доставки для этого типа 

клеток-мишеней особенно важен. Поскольку холестериновые производные накапливались 

в клетках крови с большей эффективностью, по сравнению с остальными исследованными 

конъюгатами, можно сделать вывод, что конъюгирование siРНК с холестерином является 

перспективной стратегией для доставки siРНК в этот тип клеток. 

3.2.3. Исследование накопления холестеринового производного siРНК в опухолевых 

клетках гемопоэтического происхождения. 

Ранее мы показали, что конъюгат siРНК и холестерина, содержащий линкер 6 

метиленовых звеньев эффективнее, чем остальные конъюгаты накапливается ex vivo в 

наиболее сложных для трансфекции клеток - в лимфоцитах крови человека. Поэтому была 

поставлена задача оценить способность этого конъюгата накапливаться в опухолевых 

клетках гемопоэтического происхождения: HL60, K562, MOLT-3, PBMC здорового 

донора и PBMC пациента с острым лимфобластным лейкозом (ОЛЛ). Выбор именно этих 

клеточных линий был обусловлен тем, что они представляют основные виды лейкемии: 

клетки промиелоцитарной лейкемии HL60 -острый миелоидный лейкоз, клетки 

миелогенной лейкемии K562 - хронический миелоидный лейкоз, клетки Т-лимфобластной 

лейкемии MOLT-3 - острый лимфолейкоз. В ходе работы нами было показано, Алекса-

488-меченый аналог конъюгата, (Ch6/А-siDm) эффективно накапливается во всех 

гемопоэтических клетках - при концентрации 1 мкМ эффективность трансфекции 

составляла 100 % (рис. 14 А, Б, В, Г, Д). При этом неконъюгированая siРНК как в 

комплексе с Липофектамином (0.2 мкМ) так и в свободном виде (1 мкМ) также 

эффективно проникала во все культивируемые линии клеток, но не в РВМС (рис. 10 А, Б, 

В, Г, Д). Однако, при анализе среднего уровня интенсивности флуоресценции было 

показано, что эффективность накопления холестерин-содержащего конъюгата во всех 

исследованных типах клеток в 25-80 и 2.5-45 раз выше, чем эффективность накопления 

неконъюгированой siРНК в свободном виде и в комплексе с Липофектамином, 

соответственно (рис. 14 Е, Ж, З, И, К). Таким образом, исследованная нами холестерин-

содержащая siРНК эффективно накапливается в основных типах лейкозных клеток in 

vitro. 

Было показано, что все клеточные линии накапливали больше Ch6/A-siDm (45-76 

RFU), чем первичные культуры (26-34 RFU) (рис. 14 Е, Ж, З, И, К). Данные отличия могут 

быть связаны как с тем, что все исследованные клеточные линии представлены клетками с 
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большими размерами, чем первичные культуры, являются быстро делящимися клетками и 

могут отличаться различной интенсивностью процесса эндоцитоза. Ранее, в разделе 3.2.1. 

нами было показано, что клетки миелогенного происхождения, такие как нейтрофилы, 

макрофаги и моноциты, обладающие способностью к активному фагоцитозу, эффективнее 

накапливают как Ch6/A-siDm, так и A-siDm в свободном виде и в комплексе с 

Липофектамином (рис. 10, 11). При этом, лимфоциты эффективно накапливали только 

холестерин-содержащие siРНК (рис. 10 Ж З, 11 Ж З). Однако, в отличие от PBMC, 

лейкозные клетки К562 миелогенного проихождения, а так же клетки MOLT-3 

лимфоидного происхождения эффективно накапливают A-siDm в комплексе с 

Липофектамином (25 и 10 RFU, соответственно). Возможно, что опухолевая 

трансформация, увеличенные размеры или изменения, возникшие в процессе перехода от 

первичной культуры к культивируемой клеточной линии привели к увеличенной 

эффективности накопления siРНК в комплексе с Липофектамином в клетках MOLT-3.  

 

А  HL60 Б  К562 В  MOLT-3 Г  PBMC Д PBMC пациента 

с  ОЛЛ 

     Е Ж З И К 

     

                                                                      

Рис. 14. Накопление Алекса-488-меченой siРНК и её холестеринового конъюгата в 

клетках HL-60 (A, Е), K562 (Б, Ж), MOLT-3 (В, З), PBMC здорового донора (Г, И), PBMC 

пациента с острым лимфолейкозом (Д, К). Исследования проводили при помощи 

проточной цитофлуорометрии (FC 500), в каждом образце анализировали 10,000 клеток. 

Средние значения (±SD), рассчитанные по результатам трёх независимых экспериментов 

приведены на рисунке. 
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Интересно, что как Ch6/A-siDm, так и A-siDm в комплексе с Липофектамином 

накаливаются в 3 раза более эффективно в клетках MOLT-3 (ОЛЛ) по сравнению с 

клетками первичной культуры, полученной от пациента с ОЛЛ (рис. 14 З, К). Вероятно, 

существуют особенности эндоцитоза клеток, менее подверженные изменениям. PBMC 

здорового донора, как и пациента с острым лимфолейкозом обладали сходной 

эффективностью накопления исследованных siРНК.  

Таким образом, нами было показано, что холестериновые производные siРНК 

накапливаются в культивируемых лейкозных клетках различного происхождения более 

эффективно, чем siРНК, трансфецированная при помощи Липофектамина. 

 

3.2.4. Исследование влияния места присоединения остатка холестерина в составе 

производных siРНК на их накопление в клетках различного происхождения. 

 С химической точки зрения, присоединение лиганда к siРНК может 

осуществляться практически по любому фосфату, рибозе или азотистому основанию 

дуплекса [231,366]. Основными факторами, определяющими место присоединения 

лиганда к siРНК являются сохранение интерферирующей активности siРНК и доступность 

для взаимодействия лиганда с клеткой-мишенью. Конъюгирование лигандов по сайтам в 

середине дуплекса, в отличие от концевых сайтов, не так эффективно с точки зрения 

связывания конъюгата с клеткой-мишенью и может привести к препятствованию 

взаимодействия siРНК с компонентами RISC [366]. С другой стороны присоединение 

лигандов по концам siРНК может защищать её от действия экзорибонуклеаз [28,367], 

поэтому присоединение по этим участкам представляется более предпочтительным. 

Однако, присоединение лигандов к 5’ концу смысловой цепи, так же ингибирует 

интерферирующую активность siРНК, поскольку 5’ концевой фосфат необходим для 

протекания РНК-интерференции [4,248]. Присоединение лигандов к 3’ концу 

антисмысловой цепи или смысловой цепи описано в ряде работ [269,276,287], при этом, 

считается, что смысловую цепь предпочтительнее использовать для этой цели, поскольку 

эта цепь не входит в активированный RISC, осуществляющий расщепление мРНК-

мишени и лиганд не мешает взаимодействию siРНК с RISC* и расщеплению им мРНК-

мишени. Таким образом, наиболее оптимальными способами введения холестерина в 

состав siРНК являются его присоединение с 5’ или 3’ концов смысловой цепи. Оба типа 

конъюгатов описаны в литературе [267,269,276], однако, систематического исследования 

на одной модели проведено не было. Поэтому мы исследовали влияние места 

присоединения холестерина на накопление производного siРНК в клетках различного 

происхождения (К562, KB-8-5 и КВ-3-1). Клетки К562, как описано выше, являются 
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линией хронического миелоидного лейкоза, а клетки КВ-3-1 и KB-8-5 представляют 

интерес, поскольку являются опухолевыми клетками, чувствительными к действию 

цитостатиков и клетками с MDR1-опосредованной лекарственной устойчивостью, 

соответственно. Введение холестерина на 5’ конец смысловой цепи siDm описано выше 

(раздел 3.2), 3’-холестериновые конъюгаты siРНК были получены с использованием 

модифицированного холестерином полимера [270], синтезированного по аналогии с 

[349,350] (рис. 15). Все конъюгаты siРНК и холестерина были синтезированы в ЛХР 

ИХБФМ СО РАН. После инкубации конъюгатов с клетками (4 ч) было показано, что 

Алекса 488-меченые 3’ производные накапливаются в 3 раза более эффективно, чем 5’ 

конъюгаты во всех исследованных линиях клеток (рис. 16).  

 

 

 

Рис. 15. Структура холестериновых производных siРНК, где A – флуорофор Алекса 488. 

 

А   К562 Б   КВ-8-5 В   КВ-3-1 

 
   

                                                           
 

Рис. 16. Накопление Алекса-488-меченых 3’ и 5’ - холестериновых производных siРНК, 

содержащих линкеры различной длины в клетках К562 (А), КВ-8-5 (Б) или КВ-3-1 (В). 

Исследования проводили при помощи проточной цитофлуорометрии (FC 500 (А, В) 

Novocyte (Б)), в каждом образце анализировали 10,000 клеток. Средние значения (±SD), 

рассчитанные по результатам трёх независимых экспериментов приведены на рисунке. 
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При этом наблюдается увеличение эффективности накопления как 3’, так и 5’ конъюгатов 

в ряду К562 <KB-8-5 <KB-3-1. Интенсивность флуоресценции составляла 67, 88, 163 RFU 

для 5’ конъюгата и 214, 349 и 495 RFU для 3’ конъюгата в клетках К562, KB-8-5 и KB-3-1, 

соответственно (FC 500, рис. 16).  

Данные отличия между клеточными культурами могут быть объяснены как 

различной процедурой трансфекции, так физиологическими особенностями клеток. 

Непосредственно перед добавлением конъюгатов к клеткам К562, в отличие от 

монослойных культур (КВ-8-5, КВ-3-1) их центрифугируют для смены ростовой среды на 

среду без сыворотки. Такая процедура может влиять на физиологические процессы внутри 

клеток, поэтому сравнивать общую интенсивность флуоресценции монослойных и 

суспензионных клеток не вполне корректно. Тот факт, что КВ-8-5 накапливают меньше 

холестериновых производных siРНК чем КВ-3-1, может объясняться тем, что КВ-8-5 

гиперэкспрессируют MDR1 ген, поскольку продукт этого гена является трансмембранным 

белком и может влиять на активность их эндоцитоза. С другой стороны, причиной более 

низкой эффективности накопления холестериновых производных siРНК в клетках КВ-8-5 

может быть их меньшие размеры по сравнению с клетками КВ-3-1. 

Ранее нами было показано, что удлинение линкера между siРНК и холестерином 

приводит к увеличению эффективности накопления соответствующего конъюгата siРНК в 

различных линия клеток in vitro (раздел 3.2.1.1.). Однако, несмотря на короткий линкер в 

конъюгате siРНК-3’Ch, его накопление во всех исследуемых линиях значительно 

превышало накопление Ch6-siРНК. Можно предположить, что лиганд на 3’ конце более 

доступен для взаимодействия с клеточной мембраной, что увеличивает эффективность 

«заякоревания» холестеринового производного в мембране клетки. 

3.3. Исследование влияния структуры конъюгатов siРНК и холестерина на их 

биологическую активность. 

С целью упрощения скрининга биологической активности в клетках К562, KB-3-1 

и KB-8-5 на их основе получены модельные клеточные линии путём трансдукции 

лентивирусами, несущими химерный ген, содержащий последовательности фрагмента 

гена MDR1 и последовательность гена EGFP, экспрессирующихся в составе единого 

транскрипта. С целью сокращения времени анализа в последовательность был включен 

сигнал быстрой деградации [368]. 

3.3.1. Трансдукция клеточных линий K562, KB-3-1 и KB-8-5. 

Для создания линий клеток К562, KB-3-1 и KB-8-5, экспрессирующих фрагменты 

мРНК генов MDR1 и EGFP с единого транскрипта использовали трансдукцию 
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лентивирусными частицами. Для этого клетки трансдуцировали лентивирусными 

частицами, полученными по заказу компанией «Евроген», содержащими фрагменты генов 

MDR1 (293-751, M14758) и EGFP и сигнал быстрой деградации (фрагмент гена ODC1) 

[368]. К клеткам добавляли среду, содержащую вирусные частицы; для увеличения 

эффективности трансдукции увеличивали концентрацию вируса вблизи клеток используя 

спинокуляцию - центрифугирование клеток со средой с вирусами при 600 g 1 час при 32 

°С. После этого среду заменяли на свежую и инкубировали 72 часа с последующим 

анализом клеток на проточном цитофлуориметре (Cytomics FC 500). 

 

Рис. 17. Относительная флуоресценция исходных клеток К562, KB-3-1 и KB-8-5 (А) и 

клеток после трансдукции и сортировки (Б). 

 

Эффективность трансдукции, оцениваемая по интенсивности флуоресценции клеток в 

области 530 ±30 нм при возбуждении их лазером на длине волны 488 нм, составила 69, 95 

и 65 % (доля трансдуцированных клеток, уровень флуоресценции которых превышал 

автофлуоресценцию не трансдуцированных клеток) их средняя флуоресценция составила 

и 8.3, 5.6 и 3.3 RFU для К562, КВ-8-5 и КВ-3-1, соответственно, что в 7, 5 и 5 раз больше, 

чем флуоресценция контрольных клеток. Для селекции клеток, экспрессирующих 

репортёрный ген, полученные клетки сортировали на BD FACS Aria. При сортировке для 

увеличения средней интенсивности флуоресценции клеток собирали фракцию клеток с 

максимальной флуоресценцией. После трансдукции доля клеток, экспрессирующих 

флуоресцентный белок составила практически 100 % для всех клеток, а средняя 
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интенсивность флуоресценции в 18, 19 и 31 раз превышала флуоресценцию контрольных 

клеток К562, КВ-8-5 и КВ-3-1, соответственно (рис. 17). Таким образом, полученные 

отсортированные клетки являются удобной модельной системой для оценки 

эффективности подавления экспрессии гена-мишени. 

3.3.2. Исследование влияния структуры конъюгатов siРНК и холестерина на их 

биологическую активность при трансфекции Липофектамином. 

Чтобы определить, влияет ли остаток холестерина в исследованных конъюгатах на 

протекание РНК-интерференции были сформированы дуплексы холестериновых 

производных анти-MDR1 siРНК не содержащих флуорофора. Биологическую активность 

производных siРНК в клетках K562-MDR1-GFP, KB-3-1-MDR1-GFP и KB-8-5-MDR1-GFP 

оценивали по снижению уровня флуоресценции популяции клеток, обработанных siРНК 

по сравнению с контролем. 

Для исследования кинетики подавления экспрессии гена-мишени конъюгатами 

siРНК и определения влияния их структуры на кинетику подавления гена-мишени в 

клетках K562-MDR1-GFP при трансфекции конъюгатов Липофектамином, 

флуоресценцию клеток оценивали через 1-5 дней после начала эксперимента. Было 

показано, что максимальное снижение уровня экспрессии гена-мишени MDR1-GFP 

наблюдается на третий день после трансфекции и достригает 25-40 % (рис. 18). Далее 

уровень экспрессии начинает постепенно восстанавливаться и на 5 сутки после 

трансфекции составляет 30-50 %. Таким образом, было показано, что структура 

конъюгатов не влияет на кинетику их ингибирующего действия при трансфекции 

Липофектамином. Временная точка 72 часа была выбрана для измерения биологической 

активности конъюгатов при трансфекции Липофектамином для последующих 

экспериментов. 

В нефлуоресцирующих клетках КВ-8-5 эффективность действия конъюгатов 

оценивали по снижению уровня Р-гликопротеина с помощью Вестерн блот анализа в 

среде без винбластина для предотвращения негативной селекции. Временная точка 72 

часа для измерения биологической активности конъюгатов при их трансфекции 

Липофектамином в клетках КВ-8-5 была выбрана исходя из данных полученных в нашей 

лаборатории ранее [23]. 
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Рис. 18. Кинетика подавления экспрессии гена MDR1-GFP в клетках К562-MDR1-GFP 

конъюгатами анти-MDR1 siРНК и холестерина (200 нМ), трансфецированных с помощью 

Липофектамина. Полученные результаты были нормированы на флуоресценцию 

необработанных клеток. 

  

Рис. 19. Биологическая активность холестериновых конъюгатов siРНК, 

трансфецированных в клетки с помощью Липофектамина. Клетки К562-MDR1-GFP, КВ-

3-1-MDR1-GFP и КВ-8-5-MDR1-GFP трансфецировали 200 нМ siРНК в присутствии 

Липофектамина. Полученные результаты были нормированы на флуоресценцию 

необработанных клеток (А). Биологическая активность холестериновых конъюгатов 

siРНК (100 нМ), трансфецированных в клетки с помощью Липофектамина в клетках КВ-8-

5 (Б), данные получены Вестерн блот анализом, β-актин использовали в качестве 

внутреннего стандарта. Средние значения (±SD), рассчитанные по результатам трёх 

независимых экспериментов приведены на рисунке. 

 

В ходе работы было показано, что во всех исследуемых линиях клеток: K562-

MDR1-GFP, KB-3-1-MDR1-GFP, KB-8-5-MDR1-GFP и KB-8-5 биологическая активность 

5’ и 3’ холестериновых конъюгатов siDm не отличалась от siDm (рис. 19 А, Б). 

Варьирование длины линкера с 3 до 12 метиленовых звеньев у 5’ конъюгата так же не 

приводило к значимому изменению биологической активности конъюгатов. 
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Следовательно, присоединение холестерина как на 5’, так и на 3’ конец смысловой цепи 

не блокирует интерферирующую активность siРНК. Полученные данные согласуются с 

литературными данными, где было показано, что присоединение холестерина с 5’ или 3’ 

концов смысловой цепи (использовался другой тип присоединения и структура линкера) 

не блокирует протекание РНК-интерференции  [267,269,276]. 

3.3.3. Исследование влияния структуры конъюгатов siРНК и холестерина на их 

биологическую активность без Липофектамина. 

Биологическую активность производных анти-MDR1 siРНК оценивали по 

снижению уровня Р-гликопротеина в клетках КВ-8-5 с помощью Вестерн блот анализа 

через 3 – 8 дней инкубации клеток в среде без винбластина для предотвращения 

негативной селекции. Минимальный период инкубации (3 дня) был выбран исходя из 

данных по времени полужизни Р-гликопротеина – 48 – 72 ч [369]. Было показано, что 

кинетика ингибирования синтеза Р-гликопротеина конъюгатами, содержащими линкер 

длиной 6, 8 и 10 метиленовых звеньев, одинакова (рис. 20). На 3 сутки уровень Р-

гликопротеина в клетках, обработанных конъюгатами, не отличается от контроля, на 4 

сутки под действием конъюгатов с линкерами длинной 6, 8 и 10 метиленовых звеньев 

происходит снижение уровня Р-гликопротеина на 30-40 %. Максимальное снижение 

уровня Р-гликопротеина под действием этих конъюгатов наблюдается на 5 и 6 сутки и его 

уровень составляет 60-55 % от уровня этого белка в контрольных клетках. На 7 сутки 

уровень Р-гликопротеина начинает возрастать и достигает 70 % относительно контроля, 

на 8-е сутки уровень Р-гликопротеина продолжает увеличиваться, практически 

восстановившись до исходного. Среди конъюгатов с линкерами длинной 6, 8 и 10 

метиленовых звеньев наибольшей эффективностью обладал Сh8-siDm, однако отличия в 

эффективности подавления не были статистически значимыми.  

Холестерин-содержащий конъюгат siРНК, в состав которого входит линкер длиной 

12 метиленовых звеньев, показал отличную от других кинетику ингибирования синтеза Р-

гликопротеина: на 4 и 5 сутки наблюдалась достоверно более низкое подавление, чем в 

случае Ch6-, Ch8- и Сh10-siDm (на 20 % и 30 %, соответственно) (на 5 сутки P < 0.05 при 

сравнении Ch12-siDm с Ch6-, Ch8- и Ch10-siDm) (рис. 20). Максимальное снижение 

уровня экспрессии гена-мишени под действием этого конъюгата наблюдается на 6 сутки, 

в отличие от других конъюгатов, где минимум экспрессии Р-гликопротеина наблюдается 

раньше - на 5 сутки. Также, этот конъюгат показал более слабый биологический эффект: 

максимальное снижение уровня Р-гликопротеина составило только 42 % в отличие от 58-

60 % для конъюгатов Ch6- Ch8- и Ch10-siDm (P < 0.05 при сравнении Ch8- и Ch12-siDm). 
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Полученные данные по биологической активности не согласуются с данными 

накопления (раздел 3.2.1.1., рис. 9), где было показано, что при увеличении длины 

линкера происходит увеличение накопления соответствующего конъюгата. При этом 

увеличение линкера с 6 до 8-10 атомов углерода способствуют значительному 

увеличению накопление конъюгата, но практически не влияет на его биологическую 

активность (рис. 20, 21). Дальнейшее удлинение линкера с 10 до 12 не смотря на то, что 

способствует увеличению накопления конъюгата, приводит к уменьшению его 

биологической активности и ухудшению его кинетики ингибирования синтеза Р-

гликопротеина (рис. 20). Возможно, что в случае Ch12-siDm большая гидрофобность 

конъюгата может приводить к уменьшению эффективности высвобождения из эндосом и, 

как следствию, уменьшению биологической активности конъюгата. 

Интересно, что 3’ конъюгат, который накапливался в клетках КВ-8-5 в 3 раза 

эффективнее 5’ конъюгата с линкером 6 метиленовых звеньев (рис. 16), практически не 

обладал биологической активностью в этих клетках (рис. 20). Вероятно, структура этого 

конъюгата способствует его «непродуктивному» накоплению в клетках.  

При трансфекции неконъюгированной siDm Липофектамином она обладала 

значительным биологическим эффектом, при этом кинетика ингибирования синтеза Р-

гликопротеина существенно отличалась от кинетики биологического действия 

конъюгатов без трансфекционного агента; уже через 3 дня после трансфекции 

наблюдалось снижение экспрессии гена-мишени, при этом, максимальное подавление 

составило 70 % на 4 сутки после трансфекции. Биологическая активность siDm 

трансфецированнной Липофектамином (200 нМ) на 5-8 сутки была сопоставима с 

активностью холестериновых конъюгатов siРНК без трансфекционного агента (5 мк) (рис. 

20). Кинетика ингибирующего действия siРНК на 1-4 сутки после трансфекции зависит от 

времени полу-жизни продукта гена-мишени и образования RISC*, для этого должно 

произойти поглощение siРНК путём эндоцитоза и её выход из эндомосомы в цитоплазму. 

Поскольку процесс эндоцитоза относительно быстрый - всего нескольких минут, для 

кинетики биологического действия siРНК наиболее значимым является внутриклеточный 

транспорт siРНК и её выход из эндомосом [370]. В состав Липофектамина входит липид 

DOPE, способствующий выходу siРНК из эндосомы, поэтому ингибирование синтеза Р-

гликопротеина siDm, трансфецированной Липофектамином происходит быстрее, чем под 

действием конъюгатов. Поскольку основными факторами, определяющими 

продолжительность восстановения экспрессии гена-мишени до исходного уровня 

являются деградация siРНК рибонуклеазами и «разбавление» концентрации RISC* 

вследствие деления клеток-мишеней [62], а паттерны химических модификаций у 
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исследованных siРНК, и, соответственно, чувствительность к рибонуклеазам одинаковы, 

то кинетика этого процесса у них схожа (6-8 сутки после трансфекции, рис. 20). 

 
Рис. 20. Кинетика подавления синтеза Р-гликопротеина в клетках КВ-8-5, обработанных 

холестерин-содержащими анти-MDR1 siРНК (5 мкМ). Данные получены Вестерн блота 

анализом с последующим количественным анализом уровня белка. Необработанные 

клетки использовались в качестве контроля. Средние значения (±SD), рассчитанные по 

результатам трёх независимых экспериментов, приведены на рисунке. 

 

 
Рис. 21. Биологическая активность холестериновых конъюгатов siРНК при их добавлении 

к клеткам K562-MDR1-GFP (5 мкM), KB-3-1-MDR1-GFP (2 мкM) и KB-8-5-MDR1-GFP (2 

мкM). Измерение уровня экспрессии гена MDR1-GFP производили через 72 часа. 

Полученные результаты были нормированы на флуоресценцию необработанных клеток. 

Средние значения (±SD), рассчитанные по результатам трёх независимых экспериментов 

приведены на рисунке. 
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Зависимость биологической активности конъюгатов siРНК от положения 

холестерина и длины алифатического аминолинкера в клетках КВ-3-1-MDR1-GFP и KB-8-

5-MDR1-GFP была аналогична зависимости, наблюдаемой в клетках KB-8-5 (рис. 21), 

однако, эффективность подавления экспрессии гена-мишени под действием 

холестериновых производных зависела от типа клеток. 

Пониженная биологическая активность конъюгатов в клетках КВ-8-5-MDR1-GFP 

относительно клеток KB-3-1-MDR1-GFP может быть связана с тем фактом, что первые 

экспрессируют два гена-мишени: эндогенный MDR1 и химерный трансген MDR1-GFP, 

соответственно, копийность гена-мишени гораздо выше (рис. 21). Однако, возможно, что 

более низкая биологическая активность конъюгатов в клетках КВ-8-5-MDR1-GFP 

является следствием меньшей эффективности накопления Ch6/А-siDm в клетках KB-8-5 

по сравнению с KB-3-1 (рис. 16), либо отличным распределением холестерина в мембране 

клеток KB-8-5 по сравнению с клетками KB-3-1. Из литературных данных известно, что P-

гликопротеин опосредует АТФ-зависимую транслокацию сфингомиелинов в мембране 

[371], которые имеют высокое сродство к холестерину [372], поэтому он может косвенно 

влиять на распределение холестерина в мембране [361], что может частично повлиять как 

на непосредственную локализацию холестерин-содержащих siРНК, так и 

физиологические особенности эндоцитоза клеток КВ-8-5-MDR1-GFP. 

Биологическая активность холестериновых конъюгатов siРНК в клетках K562-

MDR1-GFP при исследуемой концентрации (5 мкМ) не проявлялась, несмотря на 

эффективное накопление (рис. 21). Вероятно, физиологические особенности эндоцитоза 

способствуют только «непродуктивному» накоплению конъюгатов в этих клетках. 

Таким образом, нами было установлено, что линкеры с 6-10 атомами углерода 

являются оптимальными для введения остатка холестерина в состав анти-MDR1 siРНК, 

для использования их в лекарственно устойчивой линии KВ-8-5, поскольку обеспечивает 

баланс между эффективностью накопления и биологической активностью siРНК. Также, в 

ходе работы возник вопрос о причинах того, почему 3'-конъюгат (siDm-3’Ch) и 5'-

конъюгат содержащий линкер с 12 атомами углерода (Ch12-siDm) обладают низкой 

биологической активностью, несмотря на то, что наиболее эффективно накапливаются в 

клетках. 
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3.4. Исследование механизма проникновения холестеринового производного 

siРНК в клетки KB-3-1 и K562. 

3.4.1. Исследование влияния ингибиторов эндоцитоза на накопление и 

биологическую активность холестеринового производного siРНК в клетках KB-3-1 и 

K562. 

Поскольку в ходе изучения биологической активности холестериновых 

производных siРНК в клетках возникли вопросы о том, чем отличается механизм 

накопления Ch6-siDm в клетках KB-3-1 и в клетках К562 и какой механизм накопления 

является «продуктивным», была поставлена задача изучения механизма проникновения 

холестеринового производного siРНК в клетки КВ-3-1 и К562. Поскольку ранее в нашей 

лаборатории было показано, что присутствие сыворотки значительно влияет на 

накопление холестерин-содержащей siРНК, то для решения этой задачи было предложено 

исследовать влияние ингибиторов эндоцитоза на накопление Ch6/A-siDm как в 

присутствии сыворотки, так и в среде без сыворотки. Были выбраны ингибиторы 

основных типов эндоцитоза: клатрин зависимого эндоцитоза (КЗЭ) - хлоропромазин и 

монодансил кадаверин (МДК), эндоцитоза опосредованного липидными рафтами (ЛР) - 

нистатин и макропиноцитоза (МПЦ) - 5-(N-этил-N-изопропил) амилорид (EIPA) [373]. За 

30 минут до добавления Алекса 488-меченой холестерин-содержащей siРНК (Ch6/A-siDm) 

к клеткам добавляли ингибиторы эндоцитоза до необходимой концентрации [374], после 

чего добавляли конъюгат siРНК и проводили инкубацию в течении 4 часов. 

В ходе работы было показано, что накопление Ch6/A-siDm в клетках КВ-3-1 

происходит преимущественно путём макропиноцитоза, значение интенсивности 

флуоресценции уменьшилось на 42 и 53 % в среде без сыворотки и в присутствии её, 

соответственно. Вклад клатрин-зависимого и эндоцитоза опосредованного липидными 

рафтами, меняется в зависимости от присутствия сыворотки: в присутствии сыворотки 

этот вклад составляет 29 и 9 %, а в отсутствии 12 и 19 %, соответственно (рис. 22 А). 

Основным способом накопления Ch6/A-siDm в клетках К562 является клатрин-зависимый 

эндоцитоз (47 и 36 % в среде без сыворотки и с сывороткой, соответственно) (рис. 22 Б). 

При этом, макропиноцитоз и эндоцитоз, опосредованный липидными рафтами вносят 

вклад в накопление конъюгата только в среде с сывороткой - 26 и 11 %, соответственно, 

тогда как в среде без сыворотки их вклад в накопление Ch6/A-siDm был незначителен (3 и 

1 %, соответственно). 

Анализ абсолютных значений средней интенсивности флуоресценции показал, что 

накопление Ch6/A-siDm в присутствии сыворотки было в 5.4 и 6.3 раз меньше, чем без неё 

для клеток КВ-3-1 и К562, соответственно. Полученные данные хорошо согласуются с 
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результатами, полученными в нашей лаборатории ранее [23] и литературными данными 

[263], где так же было показано, что присутствие сыворотки уменьшает накопление 

холестеринового производного siРНК в клетках COS-7 [263] и HEK 293 [23]. Следует 

отметить, что количественные показатели вклада различных типов эндоцитоза при 

инкубации Ch6/A-siDm с клетками в присутствии сыворотки и без неё значительно 

отличались. Таким образом, можно предположить, что механизм проникновения Ch6/A-

siDm в оба типа клеток зависит от наличия в среде сыворотки. 

Для анализа влияния ингибиторов эндоцитоза на биологическую активность siРНК 

через 4 часа после их добавления к клеткам КВ-3-1-MDR1-GFP и К562-MDR1-GFP их 

промывали и меняли на среду свежую; через 3 дня после этого проводили анализ 

биологической активности Ch6-siDm методом проточной цитофлуометрии. Для анализа 

биологической активности использовали холестериновый конъюгат siРНК без 

флуоресцентной метки. Было показано, что EIPA и МДК немного увеличивают 

эффективность действия Ch6-siDm в клетках КВ-3-1-MDR1-GFP в среде без сыворотки. 

Однако, в среде с сывороткой они не влияют на биологическую активность Ch6-siDm 

(рис. 22 В). Другие использованные нами ингибиторы эндоцитоза не влияли на 

биологическую активность Ch6-siDm (рис. 22 В, Г). 

Значение интенсивности флуоресценции клеток KB-3-1 при инкубации с Ch6/A-

siDm в среде с сывороткой составляет 178 RFU, однако значения интенсивности 

флуоресценции при инкубации клеток KB-3-1 с Ch6/A-siDm в среде с сывороткой и 

ингибиторами эндоцатоза на 68, 22 и 125 RFU меньше для ингибиторов клатрин-

зависимого эндоцитоза, эндоцитоза опосредованного липидными рафтами и 

макропиноцитоза, соответственно. Значения снижения интенсивности флуоресценции 

клеток K562 в отсутсвии сыворотки составляют 524, 287 и 124 RFU. Таким образом, 

активность почти каждого типа эндоцитоза в клетках K562 в среде без сыворотки выше, 

чем в клетках KB-3-1 в среде с сывороткой. Однако, несмотря на это, биологическая 

активность Ch6-siDm в клетках K562 отсутствует (рис. 22 Г). Поэтому можно 

предположить, что происходит определённая рециркуляция Ch6/A-siDm из клеток K562 

обратно среду или ее секвестирование в других компартментах.  

Поскольку биологическая активность Ch6-siDm не зависела от присутствия 

ингибиторов эндоцитоза, можно предположить, что Ch6-siDm проникает в клетки по 

нескольким механизмам и, таким образом, при блокировании одного из них 

биологическая активность не изменяется [375], либо проникновение Ch6-siDm происходит 

по механизму, не подавляемому данными ингибиторами. 
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Интересно, что хотя EIPA и Нистатин уменьшали накопление холестерин-

содержащей siРНК, их добавление к клеткам КВ-3-1-MDR1-GFP приводило к увеличению 

биологической активности Ch6-siDm. Поскольку EIPA обладает сходной с Гуанабензом 

(Витензин) структурой, то, возможно, он увеличивает биологическую активность siРНК 

по такому же механизму [376]. EIPA, как и Гуанабенз содержит несколько аминогрупп в 

своём составе, которые могут протонироваться, предполагается, что за счет них  

А  KB-3-1  Б  K562  

                                                               

  
В  KВ-3-1-MDR1-GFP Г  K562-MDR1-GFP 

 
 

Рис. 22. Эффективность накопления Алекса-488 меченой холестерин-содержащей siРНК в 

клетках KB-3-1 (А) и К562 (Б) в среде с сывороткой (+S) и без неё (-S) через 4 часа после 

добавления конъюгата и ингибиторов эндоцитоза. Интерферирующая активность Ch-siDm 

в присутствии ингибиторов эндоцитоза в клетках KB-3-1 (В) и К562 (Г), 

экспрессирующих химерный ген MDR1-GFP через 3 дня после добавления конъюгата (Б). 

Исследования проводили с помощью проточной цитофлуорометрии при анализе 10,000 

событий. Средние значения (±SD), рассчитанные по результатам трёх независимых 

экспериментов приведены на рисунке. 
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происходит нековалентное связывание с siРНК и экранирование её отрицательного заряда. 

Можно предположить, что такой комплекс EIPA с Ch6-siDm в присутсвии сыворотки 

нестабилен, поскольку увеличение биологической активности Ch6-siDm в присутствии 

сыворотки не происходит. 

МДК ингибирует клатрин-зависимый эндоцитоз путём стабилизации клатриновых 

пузырьков [374]. Однако, при использовании программы прогноза биологической 

активности PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) было показано, что МДК 

может обладать ингибирующей активностью относительно экзорибонуклеазы II (код 

фермента 3.1.13.1), которая расщепляет РНК с 3’ концов. Поскольку паттерн химических 

модификаций siDm не защищает её от действия экзорибонуклеаз, можно предположить, 

что МДК, возможно, увеличивает эффективность действия Ch6-siDm путём 

ингибирования экзорибонуклеазы II и, соответственно, увеличивая стабильность siРНК. 

Однако, данное предположение не объясняет отсутствие этого эффекта при инкубации 

клеток с сывороткой. 

Проникновение холестериновых производных siРНК в присутствии сыворотки 

было изучено на клетках HeLa в работе [262]. Ингибирование различных типов 

эндоцитоза осуществляли подавлением экспрессии значимых для них генов (DNM1L, 

CLTC, CAV1, CDC42 и RAC1). Было показано, что основной вклад вносит рецептор-

опосредованный эндоцитоз (~40%). Для ряда ASO и их биоконъюгатов было также 

показано, что их «продуктивное» накопление осуществляется рецептор-опосредованным 

клатрин-зависимым эндоцитозом [187,377]. Таким образом, можно предположить, что 

рецептор-опосредованный эндоцитоз может приводить к «продуктивному» накоплению 

холестеринового производного siРНК, однако, в таком случае, его активность в клетках 

K562 не объясняет отсутствия в них биологического эффекта Ch6-siDm. 

Интересно, что в работе [262] подавление гена CAV1 сопровождалось повышением 

накопления холестеринового производного siРНК, поскольку продукт этого гена 

учавствует также и в рециркуляции холестерина [378]. Для того, чтобы оценить влияние 

рециркуляции в клетках KB-3-1 и K562 было проведено исследование кинетики 

накопления холестеринового производного в этих клетках. 

 

3.4.2. Исследование кинетики накопления холестеринового производного 

siРНК в клетках KB-3-1 и K562. 

Поскольку ранее нами показано, что присутствие сыворотки влияет на механизм 

накопления холестерин-содержащей siРНК (раздел 3.4.1., рис. 22), то для исследования 

кинетики накопления Ch6/A-siDm в клетках KB-3-1 и K562 были выбраны следующие 
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условия: инкубация Ch6/A-siDm с клетками в среде без сыворотки (1); инкубация Ch6/A-

siDm с клетками в среде без сыворотки, затем её добавление через 4 часа после начала 

эксперимента (2), либо промывка клеток и добавление свежей среды с сывороткой через 4 

часа после начала эксперимента (3). В ходе работы было показано, что холестериновое 

производное siРНК действительно может подвергнуться рециркуляции, при этом кинетика 

накопления зависит от присутствия сыворотки и типа клеток (рис. 23). В среде без 

сыворотки Ch6/A-siDm в клетках KB-3-1 продолжает накапливаться до 48 часов; в клетках 

K562 основное накопление Ch6/A-siDm происходит за 4 часа и достигает максимума через 

24 часа, далее Ch6/A-siDm клетками K562 не поглощается. При добавлении сыворотки 

или свежей среды с сывороткой через 24 часа происходит уменьшение интенсивности 

флуоресценции клеток в 2-6 раз (1.8-3.2 и 2.6-5.6 для клеток KB-3-1 и K562, 

соответственно), далее через 48 часов флуоресценция снижалась в 1.1 и 1.5 раз для клеток 

KB-3-1 и K562, соответственно (рис. 23).  

 

 

Рис. 23. Кинетика накопления Ch6/A-siDm в клетках KB-3-1 (А) и К562 (Б) при 

добавлении среды с 10 % сывороткой (FBS), смене среды на содержащую 10 % или при 

отсутствии сыворотки. Исследования проводили с помощью проточной 

цитофлуорометрии при анализе 10,000 событий. Средние значения (±SD), рассчитанные 

по результатам трёх независимых экспериментов приведены на рисунке. 
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При этом, добавление свежей среды с сывороткой приводит к почти в 2 раза 

большему снижению накопления Ch6/A-siDm, чем добавление сыворотки к среде с 

клетками. Следует отметить, что через 48 часов снижение уровня флуоресценции в 

клетках K562 было в 2 раза сильнее, чем в клетках KB-3-1 и составило 74-88 и 47-72 % 

относительно временной точки 4 часа, для клеток K562 и KB-3-1, соответственно (рис. 

23). 

Поскольку клетка поддерживает процесс гомеостаза, помимо эндоцитоза 

происходит «отдача» содержимого клетки путём экзоцитоза или рециркуляции [60]. 

Поэтому, логично, что при добавлении сыворотки к среде, содержащей Ch6/A-siDm, 

уровень флуоресценции через 48 часов снижается менее  значительно из-за присутствия 

Ch6/A-siDm в среде, чем при замене среды на свежую. Однако, вероятно, данный процесс 

в клетках K562 происходит в 2 раза c большей эффективностью, либо это связано с более 

быстрой скоростью деления клеток K562 по сравнению с KB-3-1 и, соответственно, более 

быстрым «разбавлением» концентрации RISC* [62]. Возможно, что эти факторы являются 

одной из причин отсутствия биологической активности Ch6-siDm в этих клетках. Данные 

результаты согласуются с результатами кинетики накопления, полученными в работах 

[262,263] на клетках HeLa. Однако, снижение количества холестериновых конъюгатов, 

накопленных в клетках происходило с разной эффективностью и составляло 25 % через 24 

часа [263] и 75 % через 5 часов [262]. Данные отличия, вероятно, являются следствием 

различия экспериментальных условий, таких как концентрация сыворотки и время 

инкубации холестериновых конъюгатов siРНК с клетками. 

 

3.5. Исследования влияния флуорофора на взаимодействие холестериновых 

производных siРНК с клетками. 

В ходе работы нами было показано, что 3'-конъюгат (siDm-3’Ch) и 5'-конъюгат 

содержащий линкер с 12 атомами углерода (Ch12-siDm) наиболее эффективно 

накапливаются в клетках, однако, при этом возник вопрос о причинах того, почему они 

обладают низкой биологической активностью при доставке без трансфекционного агента. 

Возможными причинами этого могут быть: изменение термодинамической стабильности 

и асимметрии дуплекса; низкая эффективность выхода из эндосом; влияние флуорофора 

на взаимодействие конъюгата с клеткой; гашение флуорофора в составе 5'-конъюгата с 

холестерином, при их «заякоревании» в мембране. Поэтому была поставлена задача 

изучить накопление и биологическую активность 5’ холестериновых производных 

содержащих линкер длиной 3, 6 и 12 метиленовых звеньев, 3’ производных и их 

флуорофор-меченых аналогов. 
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3.5.1. Исследование влияния структуры siРНК на её термостабильность. 

Присоединение любой химической группы, включая флуорофор, вместе с влиянием на 

клеточное накопление и взаимодействие с белками РНК-интерференции, также может 

влиять на термодинамическую стабильность и асимметрию дуплекса и, таким образом, 

изменять его биологическую активность. Поэтому, чтобы определить, как добавление 

холестерина и/или флуорофоров в различные положения дуплекса влияет на его 

термодинамические параметры, мы измерили температуры плавления (Tm) полученных 

дуплексов. Данные показывают (табл. 4), что присоединение холестерина с помощью 

линкера, состоящего из шести метиленовых групп к 5’-концу siРНК, а также его 

присоединение к 3’-концу, оказывает незначительное влияние на Tm дуплекса (ΔTm +0.3°C 

и +0.8°C для Ch6-siРНК и siРНК-3’Ch, соответственно). Однако, увеличение длины 

алифатического линкера между холестерином и 5'-концом смысловой цепи до 12 

метиленовых звеньев оказало более существенное влияние на стабильность дуплекса 

(Ch12-siРНК, ΔTm -4,2°C). 

Таблица 4. Температуры плавления конъюгатов siРНК. 

Конъюгат
1
 Tm (ºC) ΔTm(ºC) 

siDm 76.7 0 

Ch6-siDm 77 0.3 

Ch12-siDm 72.5 -4.2 

siDm-3’Ch 77.5 0.8 

A-siDm 77.5 0.8 

Ch6/A-siDm 75 -1.7 

Ch12/A-siDm 71.5 -5.2 

A-siDm-3’Ch 76.5 -0.2 

Cy-siDm 76.5 -0.2 

Ch6/Cy-siDm 81.5 4.8 

Cy-siDm-3’Ch 78.5 1.8 

1) A – Алекса 488, Cy - Cy5.5. 

 

Присоединение гидрофильного флуорофора Алекса 488 вызывало лишь 

незначительное снижение термостабильности всех холестерин-содержащих конъюгатов; 

ΔTm по сравнению с аналогами конъюгатов без Алекса 488 составляла -2°C, -1°C и -1°C 

для Ch6/A-siDm, Ch12/A-siDm и A-siDm-3’Ch, соответственно. Присоединение 

гидрофобного флуорофора Cy5.5 вызывало существенное изменение Tm в случае 

конъюгата Ch6/Cy-siDm, причем ΔTm составляло 4.5°C, в то время как присоединение 

Cy5.5 к 3’-холестериновому конъюгату существенно не изменяла термодинамическую 

стабильность дуплекса (ΔTm 1°C). Значительное увеличение Tm в случае 5’-конъюгата, 
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содержащего Cy5.5 (Tm 81.5°C), скорее всего, является результатом гидрофобного или 

стэкинг взаимодействия между холестерином и Cy5.5, стабилизирующего дуплекс. 

Поскольку термодинамическая асимметрия дуплекса вносит основной вклад в 

выбор цепи (смысловая или антисмысловая), которая войдёт в состав RISC*, и будет 

направлять последовательность-специфическое расщепление мРНК-мишени [224], 

дестабилизация дуплекса с 5’-конца смысловой цепи может уменьшать вероятность 

включения антисмысловой цепи в RISC* и, следовательно, уменьшать биологическую 

активность такого конъюгата. Таким образом, можно предположить, что холестерин, 

присоединённый к siРНК через аминододецильный линкер (12 метиленовых звеньев) 

дестабилизирует дуплекс с 5’ конца смысловой цепи дуплекса, изменет 

термоассимметрию дуплекса и уменьшает его биологическую активность. Можно также 

предположить, что конъюгат Ch6/Cy-siDm обладает большей биологической активностью, 

чем Ch6-siDm, поскольку обладает повышенной термостабильностью с 5’ конца 

смысловой цепи дуплекса. 

 

3.5.2. Исследование влияния флуорофора на накопление холестериновых 

производных siРНК в клетках КВ-8-5. 

Для исследования влияния присоединения флуорофора к конъюгатам siРНК на его 

накопление в клетках и оценки достоверности данных, полученных методом проточной 

цитофлуометрии мы использовали stem loop ПЦР, поскольку использование этого метода 

позволяет оценить накопление конъюгатов siРНК без использования флуоресцентной 

метки. Поэтому мы изучили накопление 5’ холестериновых производных содержащих 

линкер длиной 3, 6 и 12 метиленовых звеньев, 3’ производных и их Алекса 488-меченых 

аналогов (рис. 24) методом stem loop ПЦР (рис. 25 А). Сравнение эффективности 

накопления 5’-холестериновых конъюгатов показывает, что Ch6-siDm эффективно 

накапливается в клетках KB-8-5, причем уровень накопления достигает 73×10
6 

молекул на 

клетку (далее – мол./кл.) через 4 часа после добавления к клеткам. Присоединение 

относительно гидрофильного флуорофора Алекса 488 к этому конъюгату лишь 

незначительно влияло на накопление полученного конъюгата (66×10
6
 мол./кл.), в то время 

как присоединение гидрофобного флуорофора Cy5.5 немного увеличивало уровень его 

накопления (94×10
6
 мол./кл.) (рис. 25А). Сравнение накопления 5’ - холестериновых 

конъюгатов, отличающихся длинной линкера (3, 6 и 12 атомов углерода), показало, что 

эффективность накопления возрастала с увеличением длины линкера: 38, 73, и 140×10
6
 

мол./кл. для Ch3-, Ch6- и Ch12-siDm, соответственно (рис. 25А). Накопление 5’ 

холестериновых конъюгатов, содержащих Алекса 488 показало такую же тенденцию: 19, 
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66 и 90×10
6
 мол./кл. для Ch3/A-, Ch6/A- и Ch12/A-siDm, соответственно. Эти данные 

согласуются с результатами накопления флуоресцеин-содержащих холестериновых 

производных siРНК на клетках HEK 293, полученные в нашей лаборатории ранее методом 

проточной цитометрии [23].  

 
Рис. 24. Структура холестериновых производных siРНК, где (n) - число метиленовых 

звеньев (3, 6 или 12); Ch - холестерин; Х – флуорофор (Алекса 488 или Cy5.5). 

 

В отличие от 5’-холестеринового конъюгата, накопление 3’-холестеринового 

конъюгата (siD-3’Ch) не содержащего флуорофора в клетках было низким (6.3×10
6
 

мол./кл.); однако, присоединение флуорофоров Алекса 488 и Cy5.5 к siD-3’Ch увеличило 

его накопление в 23 и 10 раз, соответственно (149 и 63× 10
6
 мол./кл. для А-siDm-3’Ch и 

Cy-siDm-3’Ch, соответственно) (рис. 25). Неконъюгированная siРНК накапливалась в 

клетках с низкой эффективностью (0.8×10
6
 мол./кл.), однако присоединение флуорофоров 

так же оказывало существенное влияние на ее свойства: гидрофильная Алекса 488 

увеличивала накопление siDm в 4.5 раз, тогда как гидрофобный Cy5.5 увеличил её 

накопление в 55 раз (рис. 25). Данные накопления были подтверждены методом 

проточной цитофлуометрии и было показано, что накопление флуорофор-меченых 

конъюгатов существенно не отличались от данных, полученных с помощью stem loop 

ПЦР (рис. 25 Б, В). 
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А  Stem loop ПЦР 

 

Б  Cy5.5 В  Алекса 488 

  

Рис. 25. Влияние присоединения флуорофоров Cy5.5 и Алекса 488 к 5’ и 3’-конъюгатам 

siРНК и холестерина на их накопление в клетках KB-8-5 (1 мкМ). Данные получены stem-

loop ПЦР (А) и проточной цитофлуометрией (Б, В) через 4 часа после добавления 

конъюгатов к клеткам. Средние значения (±SD) и статистическая значимость различий 

(*P< 0.05, **P< 0.01), рассчитанные по результатам трёх независимых экспериментов 

приведены на рисунке. 

 

Предполагается, что взаимодействие холестеринового конъюгата siРНК с клетками 

происходит в два этапа: «заякоревание» конъюгата в мембране и поглощение путем 

эндоцитоза [263]. Эффективность первого этапа зависит от структуры и гидрофобности 

конъюгата, при этом положение лиганда в структуре конъюгата и длина линкера влияют 

на доступность лиганда для взаимодействия с клеточной мембраной. Поэтому важными 

параметрами присоединенного к конъюгату флуорофора являются его гидрофобность и 

положение в структуре конъюгата относительно холестерина. Если флуорофор и 

холестерин присоединены к разным концам разных цепей, то есть расположены с одной и 
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той же стороны siРНК дуплекса (как в случае 5’-холестеринового конъюгата siРНК с 

присоединённым 3’-флуорофором, Ch(n)/X-siDm, рис. 24), то гидрофильный флуорофор 

может мешать «заякореванию» холестерина на мембране, тогда как гидрофобный 

флуорофор может усиливать его. В противоположной ситуации, когда флуорофор и 

холестерин расположены с разных сторон дуплекса (как в случае 3’-холестеринового 

конъюгата siРНК с присоединённым 3’-флуорофором, X-siDm-3’Ch, рис. 24), влияние 

флуорофора на «заякоревание» холестерина на мембране может быть незначительным. В 

то же время, гидрофобный флуорофор может взаимодействовать с мембраной клетки и 

обеспечивая проникновние siРНК. 

Второй этап, проникновение холестерин-содержащей siРНК внутрь клетки не 

достаточно изучен и многие детали его протекания  не выяснены (раздел 3.4.1.). Известно, 

что поглощенное содержимое эндосомы подвергается сортировке по пути рециркуляции 

или по пути перехода в лизосому и деградации [264,379,380] (рис. 7). Этот процесс 

зависит от типа эндоцитоза и содержимого эндосомы, следовательно, флуорофор, 

прикрепленный к siРНК, может взаимодействовать с эндосомальной мембраной или её 

белками, что может перенаправить процесс сортировки. С другой стороны, то, каким 

лигандом конъюгат преимущественно взаимодействует с мембраной эндосомы или её 

белками (через холестерин или флуорофор) влияет на выбор процесса сортировки. Таким 

образом, наличие флуорофора может влиять на оба этапа проникновения холестеринового 

конъюгата внутрь клеток. 

3.5.3. Исследование влияния флуорофора на биологическую активность 

холестериновых производных siРНК в клетках КВ-8-5. 

Присоединение флуорофора может влиять на биологическую активность 

холестериновых siРНК путём изменения его взаимодействия с белками РНК-

интерференции, либо путем изменения его накопления в клетках-мишенях. Чтобы 

выяснить, влияет ли присоединение флуорофоров на взаимодействие siРНК с белками 

РНК-интерференции была исследована биологическая активность холестерин-

содержащих siРНК и их флуорофор-меченых аналогов при доставке Липофектамином. 

Для каждого конъюгата siРНК была найдена концентрация, при которой происходит 

подавление гена-мишени на 50 % (IC50). Поскольку флуорофор Алекса 488 и репортерный 

белок GFP обладают одинаковыми длинами волн возбуждения и эмиссии, оценку влияния 

флуорофоров на биологическую активность холестерин-содержащих siРНК проводили на 

клетках KB-8-5 по подавлению синтеза P-гликопротеина с помощью Вестен блот анализа; 
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оценку влияния Cy5.5 на биологическую активность холестерин-содержащих siРНК 

проводили на клетках KB-8-5-MDR1-GFP с помощью проточной цитофлуометрии. 

Было показано, что присоединение Алекса 488 к 3’- и 5’- конъюгатам несколько 

снижало их биологическую активность - IC50 Алекса 488-меченных конъюгатов 

увеличивалась в 1.2- и 1.5 раз для A-siDm-3’Ch и Ch6/A-siDm, соответственно (табл. 5) 

(рис. 26). Присоединение Cy5.5 к холестериновым конъюгатам siРНК значительнее 

влияло на их биологическую активность: IC50 были в 2.1 и 2.7 раз больше для Cy5.5-

меченых 3’ и 5’ - холестериновых конъюгатов, соответственно (табл. 5) (рис. 27).  

Оценка биологической активности холестериновых конъюгатов siРНК при их 

добавлении клеткам без Липофектамина, показала, что Ch6-siDm без флуорофора 

наиболее эффективно подавляет экспрессию гена-мишени в обеих клеточных линиях (рис. 

26 и 27). Снижение уровня экспрессии белка, кодируемого геном-мишенью под действием 

Ch6-siDm (5 мкМ) составило 64% в клетках KB-8-5, и 62% в клетках KB-8-5-MDR1-GFP. 

Другие 5’ -холестериновые производные siРНК снижали уровень P-гликопротеина менее 

эффективно: на 51 и 32% в случае Ch3-siDm и Ch12-siDm, соответственно. Аналогичные 

данные были получены с использованием клеток KB-8-5-MDR1-GFP, найденные значения 

IC50 составляли 5.7, 3.3 и 27.7 мкМ для Ch3-siDm, Ch6-siDm и Ch12-siDm, соответственно. 

Биологическая активность 3’-холестеринового конъюгата siРНК не превышала 3–16 % ни 

в одной из модельных систем, что соответствует данным, полученным нами ранее (раздел 

3.3.3., рис. 20 и 21). Присоединение A488 или Cy5.5 к Ch6-siDm практически полностью 

подавляло биологическую активность холестериновых конъюгатов, добавляемых к 

клеткам без Липофектамина (рис. 25 и 26). Присоединение Cy5.5 к неконъюгированной 

siDm так же не приводило к появлению биологической активности при добавлении к 

клеткам без трансфекционного агента (рис. 26 и 27). Таким образом, несмотря на то, что 

присоединение флуорофора увеличивает накопление в клетках холестерин-содержащей и 

неконъюгированной siРНК, оно не способствовало их биологической активности, а 

напротив, ингибировало её. 

Наиболее значительные различия между накоплением в клетках и биологической 

активностью siРНК наблюдались при использовании 3’ холестериновых конъюгатов 

siРНК при доставке без трансфекционного агента. Накопление 3’ холестеринового 

конъюгата siРНК с флуорофором, который находится на 3’ конце антисмысловой цепи (A-

siDm-3’Ch и Cy-siDm-3’Ch) было намного более эффективным по сравнению с его 

аналогом без флуорофора (siDm-3’Ch). Однако, это увеличение не сопровождалось 

повышением биологической активности конъюгата, что свидетельствует о том, что его 

накопление X-siDm-3’Ch было «непродуктивным». Напротив, эффективность накопления 
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флуорофор-меченных 5’-конъюгатов (Ch6/A-siDm и Ch6/Cy-siDm) была сходной с 

эффективностью накопления немеченой Ch6-siDm (рис. 25А). При этом биологическая 

активность Ch6/A-siDm и Ch6/Cy-siDm при трансфекции с помощью Липофектамина 

была только немногим меньше по сравнению с 5’-конъюгатами без флуорофора.  

 

  

Рис. 26. Влияние присоединения Алекса 488 на биологическую активность 3’ и 5’- 

холестериновых конъюгатов siРНК клетках КВ-8-5. Подавление экспрессии P-

гликопротеина после трансфекции конъюгатов с помощью Липофектамина (10-100 нМ) 

(А) и без трансфекционного агента (5 мкМ) (Б). Данные получены Вестерн блот анализом 

через 3 (А) и 5 (Б) дней после добавления конъюгатов к клеткам, β-актин использовали в 

качестве внутреннего стандарта. Средние значения (±SD) и статистическая значимость 

различий при сравнении с эффективностью подавления конъюгата Ch6-siDm (*P<0.05, 

***P<0.001), рассчитанные по результатам трёх независимых экспериментов приведены 

на рисунке. 

 

Таблица 5. IC50 конъюгатов siРНК. 

Конъюгат
1
          KB-8-5-MDR-GFP KB-8-5 

IC50 (с 

Липофектамином), 

нM 

IC50 (в 

свободном виде), 

мкM 

IC50 (с 

Липофектамином), 

нM 

Ch3-siDm 31±12 5.7±0.6 - 

Ch6-siDm 26±10 3.3±0.3 38±13 

Ch12-siDm 33±12 27.7±2.6 - 

siDm-3’Ch 16±12 >> 5 21±6 

Ch6/Cy-siDm 72±9 >> 5 - 

Cy-siDm-3’Ch 35±12 >> 5 - 

Ch6/A-siDm - - 58±19 

A-siDm-3’Ch - - 26±3 

1) A – Алекса 488, Cy - Cy5.5. 
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Рис. 27. Влияние присоединения Cy5.5 на биологическую активность 3’ и 5’- 

холестериновых конъюгатов siРНК клетках КВ-8-5-MDR1-GFP. Подавление P-

гликопротеина после трансфекции конъюгатов с помощью Липофектамина (1-100 нМ) (А) 

и без трансфекционного агента (1-5 мкМ) (Б). Данные получены при помощи проточной 

цитофлуометрии через 72 часа после добавления конъюгатов к клеткам. Средние значения 

(±SD) и статистическая значимость различий при сравнении с эффективностью 

подавления конъюгата Ch6-siDm (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001), рассчитанные по 

результатам трёх независимых экспериментов приведены на рисунке. 

 

Однако, при добавлении Ch6/A-siDm и Ch6/Cy-siDm к клеткам без Липофектамина их 

биологическая активность не проявлялась. Такое отсутствие корреляции между 

накоплением и биологической активностью конъюгатов siРНК указывает на то, что 

присоединение флуорофора может изменять пути проникновения холестерин-содержащих 

конъюгатов в клетки и приводить к изменениям их внутриклеточной локализации при их 

добавлении к клетками без трансфекционного агента. 

Ранее было показано, что снижение биологической активности Ch12-siDm по 

сравнению с Ch6-siDm при трансфекции Липофектамином может быть связано с 

дестабилизацией дуплекса (табл. 4). Эти результаты согласуются с данными, которые 

показали, что после трансфекции конъгатов с использованием Липофектамина, Ch12-siDm 

была менее активной, чем Ch6-siDm (IC50 26 и 33 нМ для Ch6-siDm и Ch12-siDm, 

соответственно). Следует отметить, что, несмотря на более эффективное накопление 

Ch12-siDm по сравнению с Ch6-siDm при доставке без трансфекционного агента (рис. 

24А), Ch12-siDm менее эффективно ингибирует экспрессию гена-мишени (рис. 27, табл. 

5), что может быть частично объяснено ухудшением его термодинамической асимметрии. 

Однако, вероятно, основная причина низкой биологической активности Ch12-siDm при 
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доставке без трансфекционного агента является низкая эффективность выхода из эндосом 

из-за более высокой гидрофобности Ch12-siDm по сравнению с Ch6-siDm. 

В данной работе были исследованы конъюгаты с двумя различными взаимными 

расположениями холестерина и флуорофора: 1) флуорофор обращен к той же стороне 

дуплекса siРНК, что и холестерин (5’-конъюгаты, Ch(n)/X-siDm); 2) флуорофор обращен к 

противоположной стороне дуплекса siРНК (3’-конъюгаты X-siDm-3’Ch) (рис. 24). В обоих 

случаях наличие флуорофоров влияло на накопление и биологическую активность 

конъюгатов при их добавлении к клеткам без трансфекционного агента, при этом степень 

этого эффекта зависела от гидрофобности флуорофора и его положения относительно 

холестерина. В первом случае уровень накопления флуорофор-меченого конъюгата 

изменялся несущественно, а во втором случае накопление конъюгата значительно 

повышалось, но, при этом, было «непродуктивным». 

Количественная оценка накопления холестерин-содержащей siРНК, показала, что 

необходимо ~1.3 ×10
8
 молекул Ch6-siDm на клетку, чтобы произошло подавление гена-

мишени на 50 % (рис. 25). Однако, было показано, что для достижения этого эффекта 

достаточно около 400 RISC* на клетку, таким образом <0,001% от общего количества 

холестерин-содержащей siРНК в клетке участвует в РНК интерференции [381]. Таким 

образом, большинство молекул конъюгата накапливаются в клетке «непродуктивно», что, 

с одной стороны, указывает на то, что конъюгаты siРНК обладают низкой 

биодоступностью in vitro, а с другой стороны, можно предположить, что количественная 

оценка накопления конъюгата не гарантирует его пропорциональную биологическую 

активность. 

Вопрос о том, можно ли использовать флуоресцентную метку для изучения 

накопления конъюгатов siРНК in vitro и in vivo, необходимо рассматривать отдельно для 

каждого биоконъюгата. Вероятно, возможно использование флуорофоров для конъюгатов 

принципиально не отличающихся структурой, однако, полученные данные необходимо 

подтверждать альтернативными методами без использования флуоресцентной метки, 

такими как stem loop ПЦР [382], гибридизация с PNA (peptide nucleic acid) зондами [204] 

или введением альтернативных меток [383]. 

3.6. Исследование влияния стабильности линкера в составе холестериновых 

конъюгатов siРНК на их биологическую активность. 

Ранее нами было показано, что конъюгат Ch12-siDm обладает высокой 

эффективностью накопления (рис. 9), но низкой биологической активностью (рис. 20), 

поскольку, предположительно, он из за высокой гидрофобности не эффективно выходит 
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из эндосомного компартмента в цитоплазму. Поэтому было предложено исследовать 

влияние стабильности линкера в составе холестериновых конъюгатов siРНК на их 

биологическую активность. Для этого были синтезированы холестериновые производные 

siРНК, содержащие фосфамидную, гидразоновую и дисульфидную связи (рис. 28). Выбор 

именно этих связей был обусловлен тем, что они расщепляются в различных 

компартментах клетки: фосфамидная и гидразоновая связи расщепляются в кислой среде 

эндосомы, а дисульфидная связь восстанавливается в цитоплазме клетки [246,384]. Все 

конъюгаты были синтезированы в ЛХР ИХБФМ СО РАН по аналогии с [246,349].  

 
Рис. 28. Структура холестериновых производных siРНК c расщепляемыми линкерами. 

 
Рис. 29. Кинетика снижения уровня Р-гликопротеина в клетках КВ-8-5, обработанных 

холестерин-содержащими анти-MDR1 siРНК (5 мкМ). Данные получены Вестерн блота 

анализом с последующим количественным анализом уровня белка. Необработанные 

клетки использовались в качестве контроля. Средние значения (±SEM), рассчитанные по 

результатам трёх независимых экспериментов, приведены на рисунке. 
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Для исследования биологической активности были выбраны временные точки 3-5 

дней после добавления, поскольку эффективность выхода из эндосом влияет на раннюю 

кинетику. В ходе работы было показано, что биологическая активность холестериновых 

конъюгатов siРНК, содержащих расщепляемые линкеры достоверно не отличалась от 

биологической активности холестеринового конъюгата siРНК, содержащего стабильный 

линкер, при доставке в клетки без носителя (рис. 29). Вероятно, диссоциация холестерина 

не влияет на эффективность выхода siРНК из поздних эндосом или лизосом, где, 

предположительно, должны расщепляться фосфитамидная и гидразоновая связи. 

Отщепление холестерина при восстановлении дисульфидной связи в цитоплазме также не 

приводит к увеличению биологической активности. Эти данные соотносятся с 

результатом, полученным нами ранее (раздел 3.3.2, рис. 19 А), где было показано, что 

наличие холестерина в составе siРНК значительно не влияет на процесс РНК-

интерференции. С другой стороны, в работе [276] было показано, что при введении в 

спинной мозг холестериновых конъюгатов, большей биологической активностью обладал 

конъюгат, который содержал дисульфидную связь в линкере, чем конъюгат со стабильной 

связью. Таким образом, можно предположить, что расщепляемая связь может увеличить 

эффективность биологической активности siРНК на уровне организма. Однако, в другой 

работе было показано [385], что введение расщепляемой связи может привести 

значительному уменьшению биологической активности липофильного конъюгата в 

печени животного при его внутривенном введении. 

Сочетание простоты синтеза и высокой биологической активности Ch6-siРНК по 

сравнению с другими исследованными липофильными конъюгатами siРНК делают эту 

молекулу наиболее перспективным кандидатом для её использования in vivo, поэтому 

дальнейшие эксперименты направлены на изучение терапевтического потенциала этого 

конъюгата. 

3.7. Биораспределение и биологическая активность холестеринового производного 

анти-MDR1 siРНК in vivo. 

Основными факторами, препятствующими эффективной доставке siРНК в клетки-

мишени на уровне организма, являются: деградация в сыворотке, фильтрация почками, 

элиминация фагоцитарной системой и необходимость преодолевать эндотелиальный 

барьер. Конъюгирование химически модифицированной siРНК с холестерином может 

частично преодолеть данные ограничения. Способность холестерина увеличивать 

биодоступность и биораспределение siРНК была продемонстрирована в нескольких 

исследованиях [7,273,274]. Однако, системного исследования биораспределения в 
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организме здоровых мышей и животных опухоленосителей холестериновых производных 

химически модифицированных siРНК после внутривенного введения проведено не было. 

Поэтому мы исследовали биораспределение и биологическую активность Ch6-siDm в 

здоровых мышах и в животных с привитой опухолью после внутривенной инъекции. 

3.7.1. Определение динамики изменения концентрации siРНК и её холестеринового 

производного в крови мышей после внутривенного введения. 

Определение динамики изменения концентрации в крови здоровых животных 

siРНК и её холестеринового производного проводили на мышах линии C57BL/6. Было 

показано, что уже в первой экспериментальной точке – через 5 мин после введения 

препаратов концентрация в крови животных значительно отличается – концентрация 

холестерин-содержащего конъюгата на 3 порядка превышает концентрацию 

неконъюгированной siРНК. В течение первого часа после введения концентрация Ch6-

siDm падает примерно в 10 раз по сравнению с первой экспериментальной точкой (рис. 

30), и примерно на 3 порядка уменьшается через 24 часа после введения. Следует 

отметить, что siРНК без холестерина значительно быстрее выводится из крови и 

циркулирует в ней в значительно меньших концентрациях, чем ее холестерин-

содержащий аналог, хотя после 1 часа динамика изменения концентрации сильно 

замедляется и далее концентрация препарата в крови снижается медленно. Такая 

динамика, вероятнее всего, является следствием того, что через 3 часа после инъекции 

концентрация siDm подходит к порогу чувствительности метода Stem-loop ПЦР, 

поскольку нет оснований полагать, что siDm несколько часов находится в плазме крови 

без изменения концентрации (рис. 30). 

Большая разница в скорости выведения в первые минуты после введения препарата 

скорее всего связана с тем, что молекулярный вес siРНК ниже критического лимита 

фильтрации соединений почками и она быстро выводится из кровотока. В то же время, 

было показано [274], что конъюгат асимметричной siРНК содержащие чередующиеся 2’O-

Me и 2’F модификации, PS по концам дуплекса и холестерин с 3’ конца смысловой цепи 

образуют в крови комплексы с липопротеинами, при этом молекулярная масса таких 

комплексов позволяет находящейся в них siРНК избегать выведения путем фильтрации. 

Можно предположить, что и в случае исследованного нами конъюгата, увеличение 

времени его циркуляции в кровотоке происходит по сходному механизму. 
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Рис. 30. Динамика изменения концентрации siРНК и её конъюгата в плазме мыши после 

внутривенной инъекции (0.5 мкг/г). 

 

3.7.2. Исследование накопления холестериновых производных siРНК в 

гемопоэтических клетках in vivo. 

Исследование накопления Алекса-488 меченых Ch6-siDm и siDm в клетках крови 

проводили на мышах линии C57BL/6 после внутривенной инъекции 1.7 или 9 мкг/г siРНК 

или её холестеринового конъюгата. Через 30 минут, 1 и 4 часа после инъекции у мышей 

отбирали кровь из ретроорбитального синуса, индивидуальные популяции клеток 

окрашивали соответствующими антителами с флуоресцентными метками и лизировали 

эритроциты, эффективность накопления оценивали методом проточной цитофлуометрии. 

Показано, что присоединение холестерина к siРНК существенно увеличивает их 

способность связываться с клетками крови (рис. 31 А, Б), при этом эффективность 

трансфекции достигает 80-90 %. Уже через пол часа после введения Ch6/A-siDm клетки 

показывают значительный уровень флуоресценции, однако кинетика накопления для 

разных типов клеток отличается: максимальное накопление в нейтрофилах было 

зафиксировано через 30 минут после введения (94%, 1.4 RFU) и затем через 4 часа 

эффективность накопления и количество трансфецированных клеток постепенно 

снижаются (75%, 0.9 RFU, рис. 31 В, Г). Уровень накопления Ch6/A-siDm в моноцитах, 

напротив, увеличивался со временем: c 75 до 86 % и с 1.6 до 3.2 RFU в период от 30 мин 

до 4 часов, соответственно (рис. 31 Д, Е). Интенсивность флуоресценции Ch6/A-siDm в 

лимфоцитах была только в 2 раза выше, чем в контрольных клетках (0.5 RFU, рис. 31 Ж, 

З). siРНК без холестерина накапливалась только в моноцитах (25%, 0.5 RFU, рис. 31 Д, Е).  
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Рис. 31. Накопление флуоресцентно меченой siРНК и её конъюгата в клетках крови мыши 

после внутривенного введения. Доля Алекса-488-позитивных клеток (%) (А, В, Д, Ж) и 

интенсивность флуоресценции популяции в RFU (Б, Г, Е, З): в суммарной франкции 

лейкоцитов (А, Б), моноцитов и макрофагов (В, Г), нейтрофилах (Д, Е), лимфоцитах (Ж, З) 

через 0.5, 1 и 4 часа после внутривенной инъекции 1.7 или 9 мкг/г Ch6-siDm и siDm. 
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Учитывая общее количество крови мыши, доза 9 мкг/г Ch6/A-siDm примерно 

соответствует концентрации 8.5 мкМ. При этом эффективность накопления в Ch6/A-siDm 

в цельной крови человека с гепарином ex vivo при концентрации 5 мкМ в 4 раза больше 

(см. раздел 3.2.1), чем эффективность накопления Ch6/A-siDm в клетках крови мыши при 

дозе 9 мкг/г (4.2 и 1.1 RFU, соответственно). Данные различия могут быть обусловлены 

тем, что эффективность проникновения Ch6/A-siDm в клетки крови человека отличается 

от таковой у мышей; меньшими размерами мышиных клеток крови по сравнению с 

человеческими; либо тем фактом, что in vivo Ch6/A-siDm выводится из кровотока мыши 

путём фильтрации почками, либо элиминируется фагоцитарной системой животного 

(нейтрофилы, макрофаги и моноциты) или депонируется в различных органах и тканях 

(печень, селезёнка и др.). Таким образом, в экспериментах ex vivo концентрация 

конъюгата в процессе инкубации остается постоянной, что приводит к более высокой 

эффективности их накопления в клетках. 

Моноциты и макрофаги обладают фагоцитарной активностью, за счет которой в 

них происходит постепенное накопление холестерин-содержащей siРНК, возможно, в 

составе комплексов с липопротеинами (рис. 31 Д, Е). Снижение эффективности 

накопления Ch6/A-siDm в нейтрофилах происходит, вероятно, из-за их быстрой миграции 

из кровотока в органы и ткани животного [386] и из-за постепенного снижения 

концентрации Ch6/A-siDm в крови (рис. 31). 

Изучение накопления холестерин-содержащей siРНК в костном мозге и 

спленоцитах мыши проводили через 6 часов после внутривенной инъекции. 

Эффективность накопления siРНК в выделенных спленоцитах и клетках костного мозга 

оценивали методом проточной цитофлуометрии. Было показано, что присоединение 

холестерина не улучшает эффективность проникновения siРНК в клетки костного мозга 

(рис. 32 А, Б), однако, способствует увеличению накопления Ch6/A-siDm в спленоцитах 

мыши в 3.7 раз по сравнению с A-siDm: 70 и 2%, 1.65 и 0.45 RFU, Ch6/A-siDm и A-siDm, 

соответственно (рис. 32 В, Г). Следует отметить, что увеличение накопления Ch6/A-siDm 

в выделенных клетках может происходить не только из-за способности Ch6/A-siDm 

накапливаться в спленоцитах, но и быть следствием присутствия клеток крови 

(нейтрофилов, моноцитов и макрофагов) в селезёнке. 
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Рис. 32. Накопление флуоресцентно меченой siРНК и её конъюгата в клетках костного 

мозга (А, Б) и спленоцитах (В, Г) мыши через 6 часов после внутривенной инъекции (9 

мкг/г). Доля Алекса-488-позитивных клеток (%) (А, В) и интенсивность флуоресценции 

популяции клеток в RFU (Б, Г). 

 

Накопление Ch6/A-siDm в спленоцитах и клетках костного мозга после i.v. 

инъекции 9 мкг/г происходит примерно в 100 раз менее эффективно (1.65 и 0.3 RFU, 

соответственно), чем накопление Ch6/A-siDm клетках КВ-3-1 или К562 в отсутствии 

сыворотки (105 и 89 RFU, соответственно). Поскольку подавление экспрессии MDR1-GFP 

для Ch6-siDm является дозозависимым процессом in vitro (рис. 27), можно предположить, 

что инъекция 9 мкг/г холестеринового производного siРНК приведёт лишь к 

незначительному изменению уровня экспрессии гена-мишени в клетках костного мозга и 

спленоцитах животного. Однако, поскольку холестериновый конъюгат siРНК 

характеризуется низкой токсичностью, для достижения терапевтически значимой 

концентрации теоретически возможно увеличение его дозы, как минимум, на порядок, 

если будет необходимо воздействовать на мишени в этих клетках. 

3.7.3. Исследование влияния флуорофора на биораспределение холестериновой 

siРНК in vivo. 

Нами было показано (раздел 3.5), что флуоресцентная метка может влиять на 

взаимодействие siРНК с клетками in vitro, поэтому можно предположить, что наличие 
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флуорофора в составе конъюгата siРНК может влиять и на его накопление in vivo. Для 

того, чтобы оценить на сколько использование флуоресцентно меченых аналогов siРНК 

позволяет достоверно изучить биораспределение холестерин-содержащей siРНК, а так же 

чтобы определить количество интактной Ch6-siDm во внутренних органах мышей мы 

сравнили накопление Ch6-siDm, Ch6/Cy7-siDm и Ch6/Cy-siDm в печени, почках и 

селезёнке мыши. Для этого через 24 часа после внутривенного введения Ch6-siDm, 

Ch6/Cy7-siDm или Ch6/Cy-siDm оценивали уровень их накопления методом stem-loop 

ПЦР, либо по уровню флуоресценции на мультиспектральном анализаторе In-Vivo MS FX 

PRO Imaging System. Было показано, что соотношение концентраций siРНК в органах 

детектируемое обоими методами являются сопоставимыми. Накопление всех 

исследованных конъюгатов снижалось в ряду органов: печень, почки, селезёнка (рис. 33). 

Аналогичные данные по влиянию флуоресцентной метки (Cy3) на 

биораспределение конъюгата докозановой кислоты и ассимметричной siРНК с 

одноцепочечным фосфоротиатым концевым участком, были получены в работе [273]. В 

ней было показано, что наличие Cy3 изменяет накопление конъюгата в органах и его 

биологическую активность в них незначительно.  

В другой работе было показано, что флуорофор может оказывать влияние на 

накопление конъюгата siРНК и N-ацетилгалактозамина в печени мыши [274]. При этом 

накопление конъюгата существенно зависело от структуры siРНК в конъюгате и, 

соответственно, относительного положения флуорофора в нём. Было показано, что siРНК 

с тупыми концами, содержащая Cy3 на 5'-конце и N-ацетилгалактозамин на 3'-конце 

смысловой цепи, после i.v. инъекции накапливается в печени мышей с меньшей 

эффективностью, чем Cy3-меченная неконъюгированная siРНК той же структуры. При 

этом, аналоги этих конъюгатов, содержащие асимметричную siРНК с фосфотиатным 

одноцепочечным участком показали противоположный эффект.  
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Рис. 33. Накопление холестеринового производного siРНК содержащего флуорофор Cy5.5 

(Ch6/Cy-siDm) (А) или Cy7 (Ch6/Cy7-siDm) (Б), и не содержащего (Ch6-siDm) (В) 

флуоресцентную метку в печени, почках и селезёнке мыши через 24 часа после 

внутривенной инъекции (1.7 мкг/г). Стандартная ошибка среднего (SEM) по результатам 

двух независимых экспериментов отложена на графиках. 

 

Такие значительные изменения в эффективности накопления могут быть 

обусловлены тем, что в случае siРНК с тупыми концами гидрофобный флуорофор Cy3 

является более открытым для взаимодействия с компонентами сыворотки и клетками 

организма, чем в случае ассимметричной siРНК, где одноцепочечный участок может 

стерически затруднять это взаимодействие. С другой стороны, было показано, что 

введение фосфотиатных модификаций в одноцепочечные олигонуклеотиды способствует 

их связыванию с рецепторами на поверхности клеток, увеличивая эффективность 

накопления соответствующих олигонуклеотидов в клетках [187,387]. Таким образом, 

наличие в siРНК одноцепочечного фосфоротиоатного участка может способствовать 

увеличению накопления её конъюгата с N-ацетилгалактозамином за счет 

комбинированного эффекта. Однако, вопрос о причинах более эффективного накопления 

неконъюгированной siРНК c Cy3 в печени по сравнению с её конъюгатом N-

ацетилгалактозамина остаётся открытым. 

Нами было показано (раздел 3.5), что накопление 5’-холестеринового конъюгата 

siРНК содержащего флуоресцентную метку Cy5.5 либо Алекса-488 наиболее точно 

отражает эффективность накопления конъюгата siРНК без флуорофора в клетках КВ-8-5. 

В свою очередь, полученные данные (рис. 33) показывают, что накопление 5’-

холестеринового конъюгата siРНК содержащего флуоресцентную метку Cy5.5 или Cy7 в 
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во внутренних органах аналогично накоплению конъюгата siРНК без флуорофора. 

Поскольку анализ флуоресценции является более простым и удобным методом для оценки 

накопления в органах и позволяет не инвазивно визуализировать биораспределение 

конъюгата siРНК в животном в режиме реального времени, в наших дальнейших 

экспериментах мы выбрали именно этот метод для изучения Cy5.5 или Cy7-меченого 5’-

холестеринового конъюгата siРНК. 

3.7.4. Изучение влияния способа введения на биораспределение холестерин-

содержащей siРНК. 

Для исследования влияние способа введения на характер биораспределения 

холестерин-содержащей siРНК мышам линии SCID вводили 1.7 мкг/г Ch6/Cy7-siDm 

путем внутривенной (i.v.), внутрибрюшинной (i.p.), внутримышечной (i.m.) или 

подкожной (s.c.) инъекций. Оценка динамики биораспределения Ch6/Cy7-siDm в 

организме мыши проводилась с использованием мультиспектрального анализатора «In-

Vivo MS FX PRO Imaging System». В ходе работы было показано, что после i.v. инъекции 

холестериновый конъюгат siРНК быстро распространяется через кровоток по всему 

организму: уже через 5 минут после инъекции флуоресцентный сигнал детектировался от 

всего тела животного (рис. 34). При дальнейшем наблюдении распределение изменялось 

незначительно, можно было наблюдать только небольшое уменьшение общей 

интенсивности флуоресценции тела через 24 часа после инъекции (рис. 34 А). Через 5 

минут после i.p. инъекции флуоресценция Ch6/Cy7-siDm наблюдалась в основном в 

брюшной полости животного, позже медленно распространялась по всему телу: через 2-4 

часа после инъекции накопление Ch6/Cy7-siDm наблюдалось в нижней части тела 

животного. Через 24 часа после i.p. инъекции характер распределения был аналогичен 

таковому у мышей, которым вводили Ch6/Cy7-siDm внутривенно (рис. 34 А). После i.m. и 

s.c. инъекций Ch6/Cy7-siDm оставалась в месте введения, через 2 часа область 

флуоресценции немного увеличилась, однако, далее не менялась до 24 часов (рис. 34 А).  

Через 24 часа после введения препаратов животных подвергали эвтаназии методом 

дислокации шейных позвонков, извлекали органы и определяли их флуоресценцию. Для 

того, чтобы оценить суммарное количество накопленного холестеринового конъюгата 

siРНК во внутренних органах были рассчитаны значения интенсивности флуоресценции 

Ch6/Cy7-siDm от всех органов суммированием флуоресценции от мозга, сердца, легких, 

печени, селезенки и почек, измеренной в RFU. Было показано, что через 24 часа после i.v. 

и i.p. введения, общее количество Ch6/Cy7-siDm, накопленной во внутренних органах,  
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Таблица 6. Накопление Ch6/Cy7-siDm во внутренних органах мышей линии SCID через 

24 часа после введения. 

 

 
Интенсивность флуоресценции 

органа, RFU×10
4
 

Доля флуоресценции органа 

относительно флуоресценции всех 

органов мыши, % 

 i.v. i.p. i.m. s.c. i.v. i.p. i.m. s.c. 

Мозг 0 0 0 0 0 0 0 0 

Сердце 2.7±0.9 0.7±0.4 0 0 0.6±0.2 0.1±0.1 0 0 

Легкие 7.2±2.8 8.6±2 0 0 1.5±0.6 1.8±0.4 0 0 

Печень 364±45 412±69 26±5 8.1±2.1 78±10 88±15 58±12 80±21 

Почки 85±18 44±18 18±4 2±0.8 18±4 9.3±2.5 42±9 20±18 

Селезёнка 7.7±1.5 3±1.5 0 0 1.6±0.7 0.6±0.3 0 0 

Всего 466±70 468±85 44±9 10.1±2.9 100 100 100 100 

Рис. 34. Влияние типа введения на 

биораспределение Cy7-меченного 

холестеринового конъюгата siРНК в 

мышах линии SCID. А) 

Флуоресцентная визуализация 

мышей после i.v., i.p., i.m. и s.c. 

инъекции Ch6/Cy7-siDm через 5 мин, 

2, 4 и 24 часа после введения  

(дорсальная ориентация животных). 

Б) Изображения органов мышей через 

24 часа после введения Ch6/Cy7-

siDm: 1 – мозг, 2 – сердце, 3 – легкие, 

4 - печень, 5 - селезёнка, 6 – почки. 
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было сходным: 466 и 468 ×10
4
 RFU после i.v. и i.p. инъекций, соответственно (рис. 34 Б, 

табл. 6). Характер биораспределения Ch6/Cy7-siDm после i.v. и i.p. введения был также 

сходным: основная часть Ch6/Cy7-siDm накапливалась в печени: 78% (i.v.) и 88% (i.p.), 

некоторое количество накапливалось в почках: 18% (i.v.) и 9,3% (i.p.), и только небольшая 

часть была обнаружена в сердце (0,1–0,6%), легких (1,5–1,8%) и селезенке (0,6–1,6%) 

(табл. 6). 

Накопление Ch6/Cy7-siDm во внутренних органах после i.m. и s.c. инъекций было 

очень низким; слабая флуоресценция наблюдалась только в печени и почках животных, а 

суммарная флуоресценция в органах после i.m. и s.c. инъекций была ниже, чем после i.v. 

инъекции, в 10 и 46 раз, соответственно (табл. 6). 

Полученные нами данные отличаются от результатов, полученных в работе [238], 

поскольку авторы статьи использовали другую структуру siРНК и другой паттерн 

химических модификаций. В работе было проведено сравнение i.v. и s.c. способов 

введения для конъюгата siРНК содержащей чередующиеся 2’O-Me и 2’F модификации, PS 

по концам дуплекса и холестерин с 3’ конца смысловой цепи. Было показано, что после 

s.c. введения конъюгат в примерно в 1.5 раза более эффективно накапливается в печени, 

почках и селезёнке мыши по сравнению с i.v. инъекцией. Авторы статьи также сравнивали 

накопление этого конъюгата с его аналогом содержащим альтернативный паттерн 

химических модификаций - 2’O-Me и 2’F модификации, были расположены только по 

пиримидинам и концам дуплекса, а PS модификации только на выступающих с 3’-

концевых нуклеотидах. Было показано, что конъюгат с чередующимися 2’O-Me и 2’F и 

дополнительными PS модификациями с 5’ концов siРНК накапливался в печени, почках и 

селезёнке на два порядка эффективнее по сравнению с конъюгатом, содержащим 

альтернативный паттерн химических модификаций как после s.c., так и i.v. введений 

[238]. Авторы связывают это с более высокой стабильностью siРНК с чередующимися 

2’O-Me и 2’F и дополнительными PS модификациями с 5’ концов в условиях организма. 

Результаты оценки влияния способа введения siРНК на её биораспределение были 

описаны для конъюгата siРНК и N-ацетилгалактозамина. Было показано, что накопление в 

печени мыши происходит в 4 раза более эффективно через 24 часа после s.c. инъекции, 

чем после i.v. инъекции [15]. Дополнительное введение PS модификаций по концам 

дуплекса способствовало тому, что через 24 часа оба типа введения показали одинаковую 

эффективность накопления [239]. При этом, значительные различия между способами 

введения наблюдались в фармакокинетических параметрах, оценивающих накопление 

конъюгатов в печени через несколько дней после инъекции – суммарное накопления 

после s.c. инъекции было в 2 раза выше, чем после i.v.. Таким образом, можно сделать 



 128 

вывод, что тип введения, как и паттерн химических модификаций являются важными 

факторами, определяющими биораспределение конъюгатов siРНК. 

Поскольку внутривенное введение Ch6/Cy7-siDm способствует её быстрому 

распределению по организму и значимому накоплению во внутренних органах для наших 

дальнейших экспериментов мы выбрали этот способ введения. 

3.7.5. Изучение биораспределения холестерин-содержащей siРНК в мышах линии 

SCID с ксенографтной лекарственно устойчивой опухолью человека КВ-8-5. 

Для изучения накопления холестерин-содержащей siРНК использовали модель 

ксенографтной опухоли в мышах линии SCID, для инициации которой им подкожно 

вводили 10
6
 клеток КВ-8-5. Животным со сформировавшимися опухолями (200 мм

3
) 

внутривенно вводили Ch6/Cy-siDm, Cy-siDm или комплексы Липофектамина с Cy-siDm, 

через 24 часа анализировали флуоресценцию внутренних органов. Было показано, что 

суммарное количество Ch6/Cy-siDm накопленной во внутренних органах было в 2.4 раза 

выше, чем количество неконъюгированной siРНК и в 50 раз выше, чем siРНК, 

доставленной при помощи Липофектамина 2000 (рис. 35; табл. 7). Следует отметить, что 

наличие опухоли в организме не влияло на характер биораспределения Ch6/Cy-siDm во 

внутренних органах, который был схож с распределением Ch6/Cy7-siDm в здоровых 

мышах (рис. 34, табл. 6), за исключением того факта, что Ch6/Cy-siDm, помимо остальных 

органов, накапливалась в опухоли. При этом, несмотря на небольшой размер опухоли 

относительно массы мыши (~0.4 %), в ней происходило эффективное накопление Ch6/Cy-

siDm, которое составляло 6 % относительно суммарной флуоресценции Ch6/Cy-siDm 

внутренних органов (табл. 7). Накопление неконъюгированной siРНК в опухоли было в 

3.5 ниже в абсолютных значениях RFU, чем Ch6/Cy-siDm и составляло только 4% от 

суммарного количества накопленной Cy-siDm в органах. Биораспределение Cy-siDm 

также отличалось от Ch6/Cy-siDm: бóльшая часть Cy-siDm накапливалась в почках (94%), 

4% в опухоли, 1.6% в печени и менее 1% в селезенке (табл. 7). При введении siРНК в 

комплексе с Липофектамином её накопление также наблюдалось в основном в почках 

(93%), небольшое количество siРНК было обнаружено в печени (6.7%), однако, 

флуоресценции в опухоли обнаружено не было. Таким образом, конъюгирование 

холестерина с siРНК позволило увеличить накопление siРНК в опухоли как в абсолютных 

значениях флуоресценции (RFU), так и по сравнению с общим количеством siРНК, 

накопленным во внутренних органах. 
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Рис. 35. Накопление Cy5.5-меченного холестеринового конъюгата siРНК во внутренних 

органах мышей линии SCID с привитой опухолью КВ-8-5 через 0.5 (А) 4 (Б) и 24 (В) часа 

после i.v. инъекции; 1 -мозг, 2 – сердце, 3 – легкие, 4 - печень, 5 - селезёнка, 6 – почки, 7 – 

опухоль. 

 

Таблица 7. Накопление Ch6/Cy-siDm во внутренних органах мышей линии SCID c 

привитой опухолью КВ-8-5 через 24 часа после i.v. введения. 

 

Интенсивность флуоресценции органа, 

 ×10
3
 RFU 

Доля флуоресценции органа относительно 

флуоресценции всех органов мыши, % 

 
Ch6/Cy-siDm 

Cy-

siDm 

Cy-

siDm+Lf 
Ch6/Cy-siDm 

Cy-

siDm 

Cy-

siDm+Lf 

 
0.5 ч 4 ч 24 ч 24 ч 24 ч 0.5 ч 4 ч 24 ч 24 ч 24 ч 

Мозг 7±1 4.3±1.6 0 0 0 2.7±0.5 2.1±0.7 0 0 0 

сердце 3.9±1 2.8±0.6 0.6±0.2 0 0 1.4±0.4 1.3±0.3 0.2±0.1 0 0 

Легкие 42±8 23±6 0.4±0.3 0 0 15±3 11±3 0.1±0.1 0 0 

Печень 189±27 154±20 235±54 2.1±2.1 0.4±0.02 70±10 73±9 76±17 1.6±1.6 6.7±0.4 

Почки 26±4 25±4 45±6 122±19 5.6±1.3 9.7±1.5 12±2 15±2 94±14 93±21 

Селезёнка 0.5±0.3 0.1±.01 8.2±2.6 0.2±0.3 0 0.2±0.1 0.04±0.05 2.7±0.9 0.2±0.2 0 

Опухоль 1.4±.05 2±0.7 19±4 5.4±1.8 0 0.5±0.2 0.9±0.3 6.1±1.3 4.1±1.4 0 

Всего 270±43 211±32 308±67 130±23 6±1.3 100 100 100 100 100 

 

Накопление терапевтических агентов в органах в основном определяется 

продолжительностью их присутствия в кровотоке и их способностью проникать через 

стенку сосуда внутрь органа [388]. Поскольку присоединение холестерина к siРНК 

способствует увеличению её продолжительности пребывания в кровеносной системе 
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животного, это приводит к увеличению накопления siРНК в опухоли. Известно, что 

развитие солидной опухоли сопровождается усиленным ангиогенезом, при котором 

образовавшиеся сосуды отличаются по морфологии и характеризуются большим 

размером межклеточного расстояния и более высокой проницаемостью. Данная 

особенность, вместе с ухудшенным лимфодренажем обуславливает эффект повышенной 

проницаемости и удержания (EPR- эффект, Enhanced Permeability and Retention) частиц 

размером около 100 нм и липидов [389,390]. Известно, что эффективное действие многих 

противоопухолевых препаратов обеспечивается именно за счет EPR-эффекта, который так 

же способствует накоплению в опухоли холестерин-содержащей siРНК. 

Для того, чтобы оценить динамику накопления Ch6/Cy-siDm мы изучили её 

биораспределение в органах через более короткие промежутки времени после введения: 

через 30 минут и 4 часа (рис. 35, табл. 7). Временные точки были выбраны в соответствии 

с ранее полученными нами данными о накоплении холестерин-содержащей siРНК в 

клетках KB-8-5 (рис. 16). Было показано, что максимальное накопление Ch6/Cy-siDm 

наблюдалось в печени уже через 30 минут после введения, а дальнейший уровень 

флуоресценции практически не изменялся до 24 часов. Накопление Ch6/Cy-siDm в почках, 

селезенке и опухоли постепенно увеличивалось со временем, причем наиболее 

значительное накопление зафиксировано в опухоли через 24 часа (табл. 7). Уровень 

флуоресценции других органов - мозга, сердца и легких, напротив, был максимальным 

через 30 минут и постепенно снижался до нуля, что указывает на то, что холестерин-

содержащая siРНК, вероятно, находилась в крови, которая заполняла эти органы в 

начальные моменты времени.  

Таким образом, присоединение холестерина к siРНК обеспечило её эффективное 

накопление в печени и в опухоли и уменьшало её выведение почками после внутривенной 

инъекции. Такие изменения биораспределения siРНК сопровождались увеличением 

времени её циркуляции в кровотоке (рис. 30), что так же косвенно подтверждается 

наличием флуоресцентного сигнала, а затем постепенным его исчезновением в органах с 

хорошим кровоснабжением - мозге, сердце и легких.  

Основными факторами, влияющими на биораспределение холестеринового 

конъюгата siРНК являются эффективность образования комплекса конъюгата с 

липопротеинами и уровнем экспрессии соответствующего рецептора к липопротеину в 

органе [7]. Было показано, что после i.v. инъекции хомякам Mesocricetus auratus 

холестеринового производного siРНК, его взаимодействие происходит со всеми типами 

липопротеинов и меньше с альбумином [7].  
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Рис. 36. Локализация холестерин-содержащей siРНК в ксенографтной опухоли КВ-8-5 

мышей линии SCID через 0.5, 4 и 24 часа после i.v. инъекций. Анализ флуоресценции 

Ch6/Cy-siDm (R) проводили помощью конфокальной флуоресцентной микроскопии (20× 

увеличение) после фиксирования и окрашивания образцов TRITC-Фаллоидином (G) и 

DAPI (B). Merge – наложение флуоресценции в каналах R, G и B. 

 

Однако, в другой работе было показано, что в крови мыши после i.v. инъекции 

взаимодействие холестеринового конъюгата siРНК происходит преимущественно с 

ЛПНП-частицами, меньше с ЛПВП и ЛПОНП-частицами (липопротеины очень низкой 

плотности) [274].  

Поскольку наибольшая экспрессия как ЛПНП, так и ЛПВП рецепторов 

наблюдается в гепатоцитах, именно в печени происходит накопление основной части 

Ch6/Cy7-siDm (рис. 34). Накопление липофильных производных siРНК в других органах в 

меньшей степени зависит от экспрессии ЛПНП-рецеторов [7,274], так, например, легкие 

являются хорошо кровоснабжаемым органом, поэтому на начальных временных 
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промежутках после введения Ch6/Cy7-siDm можно наблюдать флуоресценцию. Селезёнка 

осуществляет функцию депонирование крови, поэтому в ней так же наблюдается большее 

накопление флуоресценции в ранние промежутки времени после введения Ch6/Cy7-siDm. 

Чтобы оценить, как Ch6/Cy-siDm распределялась в тканях органов, где было 

обнаружено ее максимальное накопление, исследовали срезы этих органов с помощью 

конфокальной микроскопии (рис. 36, 37). Временные точки для срезов печени и опухоли - 

30 минут, 4 и 24 часа были выбраны на основе данных биораспределения (табл. 7).  

 
 

Рис. 37. Локализация холестерин-содержащей siРНК в печени мышей линии SCID через 

0.5, 4 и 24 часа после i.v. инъекций. Анализ флуоресценции Ch6/Cy-siDm (R) проводили 

помощью конфокальной флуоресцентной микроскопии (20× увеличение) после 

фиксирования и окрашивания образцов TRITC-Фаллоидином (G) и DAPI (B). Merge – 

наложение флуоресценции в каналах R, G и B. 

 



 133 

Было показано, что Ch6/Cy-siDm распределялась по всему объему опухоли, при этом 

количество Ch6/Cy-siDm в опухолевой ткани увеличивалось с течением времени после 

инъекции до 24 часов, что соответствует данным биораспределения (табл. 7). Через 30 

минут и 4 часа после введения Ch6/Cy-siDm была неравномерно распределена в ткани и 

располагалась преимущественно в цитоплазме, а не в ядре (рис. 36). При этом области 

опухоли, клетки которых содержали более высокие концентрации Ch6/Cy-siDm не 

отличались визуально по морфологии от других областей и соседних клеток. Через 24 

часа после инъекции распределение siРНК в опухолевой ткани стало более равномерным 

(рис. 36). 

Интенсивность флуоресценции Ch6/Cy-siDm на срезах печени была более высокой, 

чем на срезах опухоли, и, в отличие от опухоли, практически не менялась со временем, 

что согласуется с данными биораспределения (табл. 7; рис. 37). Ch6/Cy-siDm была 

равномерно распределена в ткани печени, однако, через 30 мин и 4 часа после введения 

значительное количество Ch6/Cy-siDm локализировалось в межклеточном пространстве. 

Через 24 часа Ch6/Cy-siDm была расположена, в основном, в цитоплазме клетки, но не в 

ядре. 

3.7.6. Исследование подавления экспрессии P-гликопротеина в опухоли 

холестериновым производным анти-MDR1 siРНК. 

Биологическую активность холестеринового производного siРНК, направленной на 

ген MDR1 исследовали на лекарственно устойчивой ксенографтной опухоли KB-8-5 (рис. 

38). Для этого мышам линии SCID подкожно вводили клетки КВ-8-5, после чего 

животным со сформировавшимися опухолями делали инъекции 10 мкг/г Ch6-siBm и через 

3-8 дней Вестерн блотом оценивали уровень P-гликопротеина в клетках опухоли. 

Временные точки кинетики были выбраны исходя из данных полученных нами ранее in 

vitro (рис. 20). Было показано, что 40% снижение уровня P-гликопротеина наблюдалось на 

четвертый день после введения siРНК; далее через 5 и 6 дней после введения уровень 

продолжал снижаться, достигнув минимума (40% от контроля) на шестой день. Затем 

наблюдалось постепенное повышение уровня P-гликопротеина и его исходный уровень 

восстановился к восьмому дню (рис. 38). Такая эффективность и продолжительность 

снижения уровня P-гликопротеина являются терапевтически значимыми, поскольку 

клинически наблюдаемая повышенная экспрессия гена MDR1, которая приводит к 

лекарственной устойчивости опухоли, только в 2 раза выше, чем уровни в опухолях, 

чувствительных к лекарственным препаратам [391]. 
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Рис. 38. Подавление экспрессии P-гликопротеина в опухоли холестериновым конъюгатом 

siРНК. (A) Схема эксперимента. (Б) Кинетика подавления уровня Р-гликопротеина в 

ксенографтной опухоли КВ-8-5 после i.v. инъекции Ch6-siDm. (В)) (Г) Уровень Р-

гликопротеина в ксенографтной опухоли КВ-8-5 через 5 дней после i.v., i.p., или p.t. 

инъекций Ch6-siDm; пример анализа Вестерн блотом (Г). β-Актин использовался в 

качестве внутреннего контроля. Стандартное отклонение (±SD), рассчитанные по 

результатам трёх независимых экспериментов приведены на графиках. 
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Влияние способа введения Ch6-siBm на её биологическую активность изучали с 

использованием той же опухолевой мышиной модели. Для этого делали i.v., i.p. или 

перитуморальную (p.t.) инъекции 10 мкг/г Ch6-siBm или Ch-siSCRm; через 5 дней после 

введения siРНК оценивали уровень P-гликопротеина в опухоли с помощью Вестерн-блота 

(рис. 38 В, Г). Данные показывают, что независимо от способа введения (i.v., i.p или p.t.) 

Ch6-siBm эффективно снижала уровень Р-гликопротеина более чем на 50%. При этом, 

различия в эффективности подавления P-гликопротеина между i.v., i.p. и p.t. способами 

введения не были статистически значимыми. Поэтому для введения Ch6-siBm может быть 

выбран любой, наиболее удобный и наименее инвазивный метод. Например, в случае 

определённой локализации опухоли перитуморальное введение холестерин-содержащей 

siРНК может снизить нагрузку на организм и обеспечить более целенаправленное 

действие, тогда как i.v. или i.p. инъекции могут быть использованы в тех случаях, когда 

можно ожидать наличие метастазов в других органах. 

Подавление экспрессии P-гликопротеина анти-MDR1 siРНК было описано в ряде 

работ как in vitro [392-396], так и in vivo [397-400]. При этом, ксенографтные опухоли 

были получены в основном инъекцией клеток производных линии MCF7, полученные 

путем отбора по устойчивости к доксорубицину [397,398,400]. Например, в работе [397] 

мышам с привитой лекарственно устойчивой опухолью MCF7/AD (in vitro IC50 для 

доксорубицина 30 нМ) еженедельно i.v. вводили siРНК в комплексе с катионными 

липидами и через 5 дней после пятого введения наблюдали снижение уровня экспрессии 

на 60 %. Авторы наблюдали редукцию опухолей в данной группе мышей под действием 

монотерапии доксорубицином (2 мг/г в неделю). В другой работе [398] было показано, что 

мышам с привитой лекарственно устойчивой опухолью MCF7/ADR (in vitro IC50 для 

доксорубицина ~30 нМ) каждые 4 дня i.v. вводили siРНК при помощи липидных 

наночастиц и через 22 дня снижение экспрессии P-гликопротеина составило 90 %. 

Однако, монотерапия доксорубицином каждые 4 дня в течении 22 дней (4.4 мг/г в неделю) 

привела лишь к частичному снижению роста опухоли. 

Наиболее продвинутые липидные наночастицы на сегодняшний день, 

используемые в препарате Onpattro представляют собой смесь катионного липида, 

фосфолипида, холестерина и конъюгата полиэтиленгликоля и липида [342]. При этом, 

введение этого препарата необходимо сочетать с кортикостероидами, ацетаминофеном и 

антигистаминами, более того, его побочные эффекты включают покраснение, тошноту, 

боль в спине, животе и голове и затрудненное дыхание. Поскольку в данных работах 

доставка siРНК была осуществлена при помощи катионных липидов [397,398,400] или 

наночастиц [399] токсичность и перспективность таких методов оставляет вопросы. 
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Поэтому конъюгат siРНК и холестерина является наиболее перспективным агентом для 

создания на его основе препаратов siРНК для подавления экспрессии P-гликопротеина в 

клинической практике. 
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Заключение. 

Создание препаратов на основе siРНК является перспективным подходом к 

лечению заболеваний, связанных с нарушением экспрессии определённых генов, которые 

не поддаются лечению стандартными методами. Однако, доставка siРНК в клетки-мишени 

in vitro и, особенно, in vivo остаётся в настоящее время наиболее сложной и актуальной 

задачей, решение которой необходимо для внедрения результатов биомедицинских 

исследований в клиническую практику. Введение остатков молекул природного 

происхождения в состав siРНК путём прямого конъюгирования с siРНК на сегодняшний 

день является наиболее перспективной технологией доставки, поскольку, в отличие от 

других подходов (вирусы, доставка с помощью катионных липидов и полимеров), 

преимуществами использования биоконъюгатов являются специфичность их 

проникновения в клетки-мишени и отсутствие токсических эффектов. Поэтому 

исследования влияния структуры холестеринового конъюгата siРНК на его накопление и 

биологическую активность в опухолевых клетках различного происхождения, а также 

определение накопления и биологической активности выбранного конъюгата in vivo 

являются актуальными. Впервые проведенное в данной работе систематическое 

исследование структурно-функциональных закономерностей свойств биоконъюгатов 

siРНК на нескольких моделях позволило сформулировать принципы конструирования 

ингибиторов экспрессии терапевтически значимых генов на основе химически 

модифицированных siРНК, способных эффективно накапливаться о опухоли и оказывать 

биологический эффект in vivo. Показано, что природа липофильной молекулы, место 

присоединения и длина, но не стабильность линкера в составе конъюгата siРНК влияют на 

её взаимодействие с клетками различного происхождения in vitro и ex vivo при доставке в 

клетки без трансфекционного агента. 

Гемопоэтические клетки считаются наиболее сложными для доставки в них siРНК, 

при этом разработка систем доставки siРНК в данные клетки впоследствии может 

способствовать значительному увеличению эффективности антиретровирусной терапии и 

эффективности лечения опухолевых заболеваний крови. Поэтому нами было уделено 

особое внимание оценке возможности использования биоконъюгатов для доставки siРНК 

в гемопоэтические клетки. В качестве моделей для сравнения эффективности 

биологического действия конъюгатов анти-MDR1 siРНК в опухолевых клетках различного 

происхождения нами были получены модельные клеточные линии K562, KB-8-5 и KВ-3-1, 

экспрессирующие мРНК гена-мишени слитую с мРНК флуоресцентного репортерного 

белка GFP.  
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Было показано, что, несмотря на высокую эффективность накопления Ch6-siРНК в 

опухолевых клетках гемопоэтического происхождения, конъюгат не обладал в них 

биологической активностью, в то время как в клетках карциномы KB-3-1 и KB-8-5, в том 

числе в лекарственно устойчивых клетках (KB-8-5) он был активен. Для установления 

причин такого отличия был изучен механизм накопления флуорофор-меченого Ch6-siРНК 

в клетках KB-3-1 и K562. Было установлено, что его накопление происходит по 

нескольким механизмам, однако, использованные в работе ингибиторы разных типов 

эндоцитоза не снижали биологическую активность конъюгата без флуоресцентной метки. 

Данный факт указывает на то, что большая часть конъюгата накапливается в клетках 

«непродуктивно» и не участвует в РНК-интерференции. Исследование «продуктивного» 

способа проникновения siРНК в клетки-мишени может способствовать разработке 

биоконъюгатов siРНК более эффективно накапливающихся в клетках. Следует отметить, 

что наиболее простым и распространённым в лабораторной практике методом изучения 

локализации и накопления siРНК является ведение флуоресцентных меток в их состав. 

Однако, в данной  работе нами впервые было показано, что конъюгирование флуорофоров 

с холестерин-содержащими siРНК может влиять на их накопление и биологическую 

активность при доставке без трансфекционного агента. Поэтому, для исследования 

накопления и локализации конъюгатов siРНК полученные данные необходимо 

подтверждать альтернативными методами без использования флуоресцентной метки.  

Исследования на животных моделях являются важной частью оценки 

терапевтического потенциала препарата, поэтому для исследования биораспределения и 

биологической активности холестеринового производного анти-MDR1 siРНК выбранной 

структуры мы использовали клетки лекарственно-устойчивой опухоли человека KB-8-5 

привитые мышам линии SCID. При переходе от культуры клеток к воздействию на 

организм первоочередной задачей является обеспечение эффективного накопления 

препарата в органах-мишенях. Поэтому, исключительно важным является обнаруженный 

нами факт, что присоединение холестерина к siРНК обеспечивает её эффективное 

накопление в печени и в опухоли и уменьшает её выведение почками после i.v. инъекции. 

Другим важным параметром является эффективность биологического действия, то есть 

способность подавлять экспрессию гена-мишени. Нами было установлено, что 

эффективное подавление гена-мишени и снижение уровня P-гликопротеина в привитой 

ксенографтной опухоли наблюдается после внутривенной, интраперитонеальной или 

перитуморальной инъекции Ch6-siРНК. В случае определённой локализации опухоли 

перитуморальное введение обеспечит наибольшую специфичность доставки Ch6-siРНК. 

Внутривенный или интраперитонеальный типы введения могут быть использованы в 
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случае высокой вероятности наличия метастазов и распространения опухолевых клеток по 

организму. Таким образом, в процессе выполнения данной работы был идентифицирован 

и изучен селективный ингибитор экспрессии P-гликопротеина, показавший свою 

эффективность действия in vitro и in vivo, который может рассматриваться как 

потенциальный терапевтический препарат для преодоления множественной 

лекарственной устойчивости опухолей.  
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4. Выводы 

1. Получены клеточные линии K562-MDR1-GFP, KB-3-1-MDR1-GFP и KB-8-5-

MDR1-GFP, являющиеся удобной модельной системой для оценки эффективности 

подавления экспрессии гена MDR1 под действием siРНК, которая позволяет проводить 

анализ с помощью флуоцитометрии и сократить время инкубации с siРНК.  

2. Исследовано влияние природы липофильной молекулы, места присоединения и 

длины и типа линкера в составе siРНК на её взаимодействие с клетками различного 

происхождения in vitro и ex vivo показано, что: 

- 5’-холестериновые конъюгаты siРНК (5’Ch-siРНК) накапливаются в клетках 

крови человека in vitro и ex vivo более эффективно чем конъюгаты siРНК, содержащие 

остаток литохолевой кислоты, олеиламида литохолевой кислоты или α-токоферола. 

- эффективность накопления 5’Ch-siРНК зависит от длины линкера и типа клеток. 

Конъюгат с линкером С8 наиболее эффективно накапливается в моноцитах, макрофагах и 

нейтрофилах, а конъюгат с линкером С6 - в лимфоцитах.  

- флуорофесцентно-меченые 3’-холестериновые конъюгаты siРНК (siРНК-3’Ch) 

накапливаются в клетках значительно более эффективно, чем 5’Ch-siРНК, для конъюгатов 

без флуоресцентной метки наблюдается обратная зависимость. 

- 5’Ch-siРНК эффективно подавляют экспрессию гена-мишени в клетках КВ-8-5, 

KB-3-1-MDR1-GFP и KB-8-5-MDR1-GFP, однако, неактивны в клетках K562-MDR1-GFP 

при доставке без трансфекционного агента, siРНК-3’Ch практически не обладают 

биологической активностью в этих же условиях. При доставке с помощью 

трансфекционного агента оба типа конъюгатов активны во всех исследованных клеточных 

линиях. 

- наличие в составе холестериновых конъюгатов siРНК расщепляемых 

фосфамидной, гидразоновой и дисульфидной связей не влияет на их биологическую 

активность in vitro. 

3. Проникновение флуоресцентно-меченого 5’Ch-siРНК в клетки KB-3-1 и K562 

происходит по нескольким механизмам, вклад которых отличается в зависимости от типа 

клеток и наличия сыворотки. Установлено, что в среде без сыворотки основной вклад в 

накопление конъюгата в клетках KB-3-1 вносит макропиноцитоз и клатрин-зависимый 

эндоцитоз, а в клетках К562 основной вклад вносит клатрин-зависимый эндоцитоз, при 

этом ингибиторы разных типов эндоцитоза не снижают биологическую активность 

конъюгата без флуоресцентной метки. 
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4. Обнаружено, что присоединение флуорофора к 3’-концу антисмысловой цепи по 

разному влияет на накопление и биологическую активность холестериновых конъюгатов 

siРНК, содержащих холестерин на 5’- или 3’-смысловой цепи в клетках KB-8-5: 

- присоединение флуорофора практически не снижает биологическую активность 

конъюгатов при доставки в клетки с помощью трансфекционного агента, и не влияет на 

эффективность накопления 5’Ch-siРНК, однако значительно увеличивает накопление 

siРНК-3’Ch при доставке в клетки без носителя. 

- присоединение флуорофора блокирует проявление биологической активности 

конъюгатов при доставке в клетки без носителя, что указывает на их «непродуктивное» 

накопление. 

5. Анализ биораспределения и биологической активности анти-MDR1 siРНК и её 

5’-холестеринового конъюгата в организме мыши in vivo показал, что: 

- присоединение холестерина к siРНК увеличивает время ее циркуляции в 

кровотоке и способствует накоплению в макрофагах, моноцитах и нейтрофилах после 

внутривенного введения. 

- 5’Ch-siРНК эффективно накапливается во внутренних органах мыши после 

внутривенного и интраперитонеального, но не после подкожного или внутримышечного 

введения. Увеличение накопления наблюдается в ряду: селезёнка, сердце, легкие < почки 

< печень. 

- 5’Ch-siРНК эффективно накапливается и подавляет экспрессию гена MDR1 в 

ксенографтной опухоли КВ-8-5 после внутривенного, интраперитонеального или 

перитуморального введения. 
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