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Список сокращений 

В настоящей работе использованы следующие сокращения: 

2′-F-tc-ANA – 2′-β-фторо-трициклический арабинонуклеотид 

2′-F – 2′-фтор модификация 

2′-OMe – 2′-О-метильная модификация 

2′-O-MOE – 2′-О-(2-метоксиэтильная) модификация 

3′-UTR – 3′-нетранслируемая область 

3dT – 3′-дезокситимидин 

4′-(S/R)-2-APoT – 4′-C-2-аминопропокси тимидин в S или R конфигурации 

5′-(E)-VP – 5′-(E)-винилфосфонатная модификация 

5′-HP – 5′-гидроксифосфонатная модификация 

5′-MEP – 5′-О-метиленфосфонатная модификация 

6′-diF-bc4,3-DNA – 6′-дифторо[4.3.0]бициклический нуклеотид 

6′-F-bc4,3-DNA – 6′-фторо[4.3.0]бициклический нуклеотид 

AcPO – Фосфоноацетатная модификация 

AcPS – Тиофосфоноацетатная модификация 

ADAM33 – Металлопротеаза ADAM домен 33 

AEoT – 4′-C-аминоэтокси- тимидин 

AGO – Argonaute 

ANA – Арабинонуклеиновая кислота 

ANP – Предсердный натрийуретический пептид 

ANXA2 – Аннексин A2 

ApoB-100 – Аполипротеин B-100 

Apo-CIII – Аполипротеин CIII 

araUP и araCP – C5-пропинил-арабиноуридин и -арабиноцитидин 

ATP – Аденозинтрифосфат 

BC – Петлеобразующая миРНК-направленная искусственная 

рибонуклеаза 

Bcl2l1 – Белок 1, подобный Bcl-2 

BNP – Натрийуретический пептид типа B 

BP – Боранфосфатная модификация 

BTP – 1,3-бис[трис(гидроксиметил)метиламино]пропан 

CACNA1d – Потенциал-зависимый кальциевый канал, субъединица альфа 

1D 

CAT – Каталитический домен 

CC – Крабоподобная миРНК-направленная искусственная 

рибонуклеаза 

CCL3 – Хемокиновый лиганд мотива CC 3 

CCR4-NOT – Комплекс белка репрессии углеродного катаболита 4 и 

отрицательного регулятора генов без TATA-бокса 

CCR5 – CC-хемокиновый рецептор 5 

CD – Спейсерный домен 

CeNA – Циклогексенильная нуклеиновая кислота 

cEt – 2′,4′-ограниченная 2′-O-этил нуклеиновая кислота 
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CRISPR – Короткие палиндромные потворы, регулярно расположенные 

группами 

CTNNB1 – Катенин бета 1 

CTTN – Кортактин 

Cy5.5 – Флуорофор Cyanine 5.5 

DC – Двойная миРНК-направленная искусственная рибонуклеаза 

DMEM – Культуральная среда Дульбекко в модификации Игла 

DNCA/CLD – Нейтральный цитидиниловый липид/ катионный липид 

DTT – Дитиотреитол 

EDTA – Этилендиаминтетрауксусная кислота 

EFNA5 – Эфрин A5 

EGS – Внешняя направляющая последовательность 

eIF4F – Эукариотический фактор инициации трансляции 4F 

FANA – 2′-дезокси-2′-фторо-β-D-арабинонуклеиновая кислота 

FC – Вилкоподобная миРНК-направленная искусственная 

рибонуклеаза 

FGL1 – Фибриноген-подобный белок 1 

FOXK1 – Транскрицпионный фактор Forkhead box K1 

gyrA – Субъединица А ДНК-гиразы 

HBD – Гибрид-связывающий домен 

HBV – Вирус гепатита В 

HCMV – Цитомегаловирус человека 

HENMT1 – HEN метилтрансфераза 1 

HIV – Вирус иммунодефицита человека 

hnRNP – Гетерогенные ядерные рибонуклеопротеиды 

hspA8 – Белок теплового шока семейства hsp70 8 

HSV-1 – Вирус простого герпеса типа 1 

HSV-2 – Вирус простого герпеса типа 2 

HTT – Гентингтин 

ICP8 – Белок инфицированной клетки 8 

IMDM  Культуральная среда Дульбекко в модификации Искова 

IRES – Внутренний сайт посадки рибосомы 

JAK3 – Янус-киназа 3 

KRAS – Вирус саркомы крыс Кирстена 

LNA – Замкнутая нуклеиновая кислота 

MALAT1 – Транскрипт 1 аденокарциномы легкого, ассоциированный с 

метастазами 

MCP – Основной белок капсида 

MES – 2-(N-морфолино)этансульфоновая кислота 

MID – Промежуточный домен 

miRISC  миРНК-индуцируемый комплекс выключения гена 

MOV10L1 – Mov10-подобная РНК-геликаза 1 

MTS – Последовательность распознавания митохондрий 

MTT – 3-(4,5-диметилтиазолил)-2,5-дифенилтетразолиум бромида 

NAT10 – N-ацетилтрансфераза 10 
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NPC1 – Белок Нимана-Пика C1 

NPM1 – Нуклеофосмин 1 

ON – Олигодезоксирибонуклеотид 

P54nrb – Ядерный РНК-связывающий белок, 54 кДа 

PAPSS2 – 3′-фосфоаденозин-5′-фосфосульфатсинтетаза 2 

PAZ – PIWI-Argonaute-Zwille 

PBS – Фосфатно-солевой буфер 

PC4 – Положительный кофактор 4 

PF – Фосфоноформатная модификация 

piRISC – PiРНК-индуцируемый комплекс подавления генов 

PIWI – От англ. P element induced wimpy testis 

piРНК – PIWI-взаимодействующая рибонуклеиновая кислота 

PLD6 – Фосфолипаза D, член семейства 6 

PNLDC1 – Экзонуклеаза, содержащая домен, подобный рибонуклеазе 

PARN 1 

pre-tRNA – Предшественник транспортной рибонуклеиновой кислоты 

PS – Фосфоротиоатная модификация 

PSA – Персульфат аммония 

PTEN – Гомолог фосфатазы и тензина 

RISC – РНК-индуцируемый комплекс выключения гена 

SA – Ацетат натрия 

SARS-CoV-2 – Коронавирус тяжелого острого респираторного синдрома 2 

SDS – Додецилсульфат натрия 

siРНК – Малая интерферирующая рибонуклеиновая кислота 

SOD1 – Супероксиддисмутаза 1 

SPS – Фосфородитиоатная модификация 

TCF4 – Фактор транскрипции 4 

TCP1 – Белок T-комплекса 1 

TDMD – РНК-направленная деградация миРНК 

TEMED – N,N,N′,N′-тетраметилэтилендиамин 

THBS1 – Тромбоспондин 1 

tiРНК – Производные транспортных РНК, образующиеся в ответ на 

клеточный стресс 

Tnfrsf10b – Член суперсемейства рецепторов фактора некроза опухоли 10B 

tRF – Фрагменты транспортной РНК 

tsRNA – Малая РНК, производная транспортной РНК 

TTR – Транстиретин 

tyРНК – Короткая (tiny) рибонуклеиновая кислота 

UNA – Разомкнутая нуклеиновая кислота 

VARS – Валил-тРНК-синтетаза 

WST  Водорастворимые тетразолиевые соли 

ZBP1 – Белок, связывающий Z-ДНК 1 

μ – Метилсульфонил фосфорамидатная модификация 

а.о. – Аминокислотный остаток 

АСО – Антисмысловой олигонуклеотид 
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БЭС – Бычья эмбриональная сыворокта 

ВЭЖХ – Высокоэффективная жидкостная хроматография 

ДМСО  Диметилсульфоксид 

ДНК – Дезоксирибонуклеиновая кислота 

днкРНК – Длинная некодирующая рибонуклеиновая кислота 

дц – Двуцепочечный 

ДЭТА – Диэтилентриамин 

иРНКаза – Искусственная рибонуклеаза 

миРНК – Микрорибонуклеиновая кислота 

миРНКаза – МиРНК-направленная искусственная рибонуклеаза 

мРНК – Информационная рибонуклеиновая кислота 

мяРНК – Малая ядерная рибонуклеиновая кислота 

н. – Нуклеотид 

н.д. – Нет данных 

ОТ – Обратная транскрипция 

оц – Одноцепочечный 

ПААГ – Полиакриламидный гель 

ПНК – Пептидо-нуклеиновая кислота 

ПЦР – Полимеразная цепная реакция 

ПЭГ – Полиэтиленгликоль 

РНК – Рибонуклеиновая кислота 

РНКаза – Рибонуклеаза 

Трис – Трис-(оксиметил)-аминометан 

тРНК – Транспортная рибонуклеиновая киcлота 
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Введение 

В последние десятилетия наблюдается значительный рост интереса исследователей к 

созданию высокоселективных терапевтических средств, нацеленных на РНК и обеспечивающих 

направленную регуляцию экспрессии генов. Динамичное развитие данного направления 

обусловлено достижениями в области геномных и транскриптомных исследований, позволивших 

выявить широкий спектр РНК, ассоциированных с различными патологическими состояниями. 

Наряду с белок-кодирующими транскриптами особое внимание привлекают некодирующие 

РНК, к которым относятся длинные некодирующие РНК (днкРНК), микроРНК (миРНК), 

кольцевые РНК, PIWI-взаимодействующие РНК (piРНК) и малые тРНК-производные РНК 

(tsРНК), и которые долгое время рассматривались как инертные продукты транскрипции [1–8]. 

В настоящее время признана важная роль этих молекул в регуляции экспрессии генов и в 

развитии различных заболеваний.  

МиРНК являются одним из наиболее изученных типов некодирующих РНК и 

представляют собой эндогенные одноцепочечные молекулы длиной 18–25 нуклеотидов, 

регулирующие посттранскрипционные этапы экспрессии генов. МиРНК контролируют широкий 

спектр биологических процессов, включая метаболический гомеостаз, клеточный цикл, 

пролиферацию, морфогенетическую дифференцировку, запрограммированную клеточную 

гибель и межклеточные взаимодействия [9–11]. Нарушение экспрессии миРНК ассоциировано с 

развитием множества патологий, таких как неврологические расстройства, воспалительные и 

аутоиммунные состояния, сердечно-сосудистые и онкологические заболевания [12–15]. В 

зависимости от роли в канцерогенезе миРНК подразделяют на онкосупрессорные и онкогенные 

[16]. Уровень онкосупрессорных миРНК значительно снижен при опухолевых процессах, в 

результате чего происходит повышение уровня экспрессии их генов-мишеней, стимулирующих 

злокачественный рост. Онкогенные миРНК, напротив, гиперэкспрессированы при 

злокачественной трансформации и подавляют онкосупрессорные гены-мишени. В связи с этим, 

онкогенные миРНК представляют собой клинически значимые мишени для разработки 

перспективных противоопухолевых стратегий.  

На сегодняшний день предложен ряд подходов для подавления избыточной экспрессии и 

функции миРНК. Разработанные стратегии различаются по механизму действия и включают как 

методы, направленные на нарушение процессов биогенеза миРНК, так и подходы, основанные 

на блокировании их функциональной активности. Для подавления миРНК на уровне биогенеза 

применяют низкомолекулярные ингибиторы ферментов процессинга миРНК [17–19] и систему 

CRISPR/Cas9 для редактирования генома вблизи локусов, кодирующих миРНК-

предшественники [20–22]. Принципиально иной подход основан на применении маскирующих 
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олигонуклеотидов, которые связываются с 3′-нетранслируемым участком мРНК и блокируют 

сайты связывания миРНК [23,24]. Широкое применение получили стратегии прямого 

ингибирования зрелых форм миРНК. Эти подходы включают использование миРНК-

направленных антисмысловых олигонуклеотидов (АСО), блокирующих функцию миРНК 

посредством формирования комплементарного комплекса со зрелой миРНК-мишенью [25–32], 

миРНК-спонжей, представляющих собой мультимерные конструкции, содержащие 

множественные сайты связывания миРНК [33–39], а также малых РНК-зипперов – синтетических 

олигонуклеотидов, тандемно связывающих 3′- и 5′-концы двух миРНК с образованием 

протяженного дуплекса с несколькими копиями миРНК [40].  

Перспективным направлением в развитии анти-миРНК терапии является разработка и 

применение сиквенс-специфических искусственных рибонуклеаз, адресованных к зрелым 

миРНК – миРНКаз. миРНКазы представляют собой конъюгаты, состоящие из адресующего 

олигонуклеотида и ковалентно присоединенной к нему группы, катализирующей расщепление 

РНК-мишени. В качестве каталитического домена могут выступать остатки имидазола, 

производные аминов и короткие пептиды [41–46]. В отличие от действия подавляющего 

большинства АСО, вызывающих стерическое блокирование РНК-мишени, миРНКазы имеют 

преимущество, так как способны инициировать многооборотную реакцию разрушения многих 

копий миРНК и вызывать необратимое подавление её функций. Несмотря на достигнутые успехи 

в области разработки сиквенс-специфических искусственных рибонуклеаз, примеры их 

эффективного применения для инактивации клинически значимых миРНК в эукариотических 

клетках пока единичны [45,47]. В связи с этим, создание миРНК-направленных искусственных 

рибонуклеаз, способных эффективно снижать гиперэкспрессированные онкогенные миРНК, 

представляет собой актуальную задачу. 

Цели и задачи исследования 

Целью данной работы являлась разработка и исследование биологических свойств 

миРНК-направленных искусственных рибонуклеаз (миРНКаз) - эффективных инструментов 

инактивации онкогенных миРНК.  

В ходе работы решали следующие задачи: 

1. Дизайн различных структурных вариантов миРНКаз и исследование их способности 

связываться с миРНК-мишенями (миРНК-21, миРНК-17, миРНК-155, миРНК-18а); 

2. Сравнительный анализ каталитической активности разработанных серий миРНКаз и 

установление зависимости скорости расщепления миРНК от структуры миРНКазы; 

3. Оценка потенцирующего действия РНКазы Н1 на скорость расщепления миРНК-мишеней под 

действием комбинации миРНКаза/РНКаза Н1; 
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4. Исследование биологической активности и терапевтического потенциала миРНКаз in vitro и in 

vivo, включая анализ эффективности и специфичности подавления миРНК-мишеней, 

функциональный ответ клеток на инактивацию определённых миРНК и изучение 

противоопухолевого действия миРНКаз на ксенографтных моделях у мышей. 

Научная новизна полученных результатов 

Впервые разработаны миРНКазы нескольких структурных типов, нацеленные на 

различные функциональные области миРНК, и установлены структурно-функциональные 

закономерности, определяющие их активность: наибольшей эффективностью обладают 

конъюгаты с каталитическими пептидами (LRLRG)2, присоединёнными к концевым фосфатам, и 

формирующие непрерывные гетеродуплексы с миРНК. Впервые показано, что введение двух 

каталитических пептидов в структуру миРНКазы многократно увеличивает скорость 

расщепления миРНК-мишени, а синергизм действия определяется их пространственным 

расположением в структуре конъюгата. 

Впервые показано, что синергическое действие миРНКаз всех структурных типов с 

РНКазой Н1 обеспечивает многократное повышение скорости расщепления миРНК по всем 

функциональным областям. 

Впервые установлена прямая корреляция между рибонуклеазной активностью миРНКаз, 

степенью подавления миРНК в опухолевых клетках и противоопухолевым эффектом in vivo, что 

подтверждает перспективность миРНКаз как платформы для создания высокоселективных 

противоопухолевых препаратов. 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Теоретическая значимость работы заключается в создании научных основ 

конструирования эффективных сиквенс-специфических искусственных рибонуклеаз. 

Разработаны миРНКазы с оптимизированной структурной организацией, учитывающей 

особенности адресующего олигонуклеотидного домена, специфичность взаимодействия с 

функциональными областями миРНК, а также оптимальные варианты интеграции и 

позиционирования каталитических пептидов. Установленные закономерности «структура-

активность» формируют теоретическую основу для создания искусственных рибонуклеаз с 

прогнозируемыми свойствами. 

Практическая значимость работы заключается в разработке миРНКаз – препаратов нового 

класса, обеспечивающих эффективное подавление онкогенных миРНК за счёт их 

каталитического расщепления и проявляющих высокую противоопухолевую активность. 

Разработанные подходы могут быть адаптированы для создания эффективных препаратов, 
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направленных на ингибирование других классов РНК, включая piРНК, tsRNAs, мРНК и длинные 

некодирующие РНК. 

Основные положения, выносимые на защиту 

- Включение каталитических пептидов (LRLRG)₂ в структуру миРНКаз путем их присоединения 

к 5′- и/или 3′-концевым фосфатам олигонуклеотида обеспечивает высокую рибонуклеазную 

активность и многооборотное расщепление миРНК. 

- Введение двух каталитических пептидов (LRLRG)₂ в структуру миРНКаз путем их 

присоединения к 5′- и 3′-концевым фосфатам, либо к С1′-положению остатков дезоксирибозы 

обеспечивает многократное увеличение скорости расщепления миРНК-мишени за счет 

синергического действия пептидов. 

- Степень синергического взаимодействия миРНКаз с РНКазой Н1 определяется структурой 

конъюгата: наибольший синергический эффект наблюдается для конструкций, формирующих 

два сайта связывания фермента, однако наибольшая скорость расщепления миРНК в присутствии 

РНКазы Н1 достигается для миРНКаз с высокой собственной каталитической активностью. 

- МиРНКазы, направленные к миРНК-21 и миРНК-17, в которых каталитический пептид 

присоединен к 5′- и/или 3′-концу олигонуклеотида, обеспечивают эффективное и специфическое 

снижение уровней миРНК-мишеней в опухолевых клетках, что сопровождается снижением 

пролиферативной и миграционной активности клеток. 

- Разработанные миРНКазы проявляют значительную противоопухолевую активность на 

экспериментальных опухолевых моделях MCF-7 и KB-8-5 in vivo, при этом степень подавления 

роста опухоли напрямую коррелирует с рибонуклеазной активностью конструкций. 

Апробация работы и публикации 

По материалам диссертации опубликовано 3 экспериментальные статьи и 1 обзор в 

рецензируемых изданиях, индексируемых в базах Web of Science и Scopus: Molecules, 

International journal of Molecular Sciences, Biomaterials, Biomolecules. Результаты работы 

представлены на 12 международных и всероссийских конференциях. 

Личный вклад автора 

Экспериментальные данные получены автором лично или при его непосредственном 

участии. Планирование экспериментов, анализ и обсуждение результатов проведены под 

руководством к.б.н. О. А. Патутиной, концепция работы разработана совместно с чл.-корр. РАН, 

д.б.н., проф. М. А. Зенковой Синтез и характеризация миРНКаз выполнена к.б.н. О. А. 

Патутиной, д-ром Б. Амирло и д-ром Т. Хейман под руководством к.х.н. Е. В. Биченковой 

(Университет Манчестера, Великобритания). МиРНК синтезированы к.х.н. М. И. Мещаниновой, 
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олигодезоксирибонуклеотиды – в Лаборатории биомедицинской химии (ИХБФМ СО РАН). 

Катионные липосомы F предоставлены д.х.н. М. А. Масловым (РТУ МИРЭА). Эксперименты по 

динамике роста опухоли проведены совместно с к.б.н. О. А. Патутиной и к.м.н. А. В. Сеньковой 

Гистологический анализ, анализ биораспределения и конфокальная микроскопия проведены 

к.м.н. А. В. Сеньковой, Д. В. Гладких и к.б.н. О. В. Марковым, соответственно (ИХБФМ СО 

РАН). 

Структура и объем диссертации 

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, экспериментальной части, 

результатов собственных исследований и их обсуждения, заключения, выводов и списка 

использованной литературы. Текст изложен на 179 страницах, иллюстрирован 56 рисунками, 

включает 6 таблиц, список литературы содержит 335 источников. 
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1. Природные и искусственные рибонуклеазы: терапевтическое воздействие 

на транскриптом через антисенс-опосредованную инактивацию РНК 

(Обзор литературы) 

Введение 

Изучение роли внутриклеточных РНК в патогенезе заболеваний является одним из 

ключевых направлений современных молекулярно-биологических исследований и имеет важное 

значение для разработки новых диагностических и терапевтических подходов. Молекулы РНК 

вносят решающий вклад в регуляцию генов и синтез белков, а нарушение их регуляции всё чаще 

рассматривают как один из ведущих факторов развития широкого спектра патологий, включая 

онкологические, сердечно-сосудистые, нейродегенеративные и наследственные заболевания, а 

также иммунные дисфункции и вирусные инфекции (подробнее см. в обзорах [48–54]). 

Нарушения процессов биогенеза, стабильности, локализации и модификации РНК приводят к 

дестабилизации клеточного гомеостаза и развитию различных патологических состояний. Таким 

образом, направленное терапевтическое воздействие на дисфункциональные РНК представляет 

собой перспективную стратегию для создания инновационных лекарственных препаратов. 

В последние десятилетия терапевтические нуклеиновые кислоты привлекают особое 

внимание исследователей как высокоспецифичные регуляторы патологических процессов на 

молекулярном уровне. Их действие, как правило, основано на рекрутинге эндогенных 

ферментативных систем, таких как РНКаза H1, РНКаза P и белки семейства AGO (подсемейства 

AGO и PIWI). 

Внутриклеточные рибонуклеазы РНКаза H1 и РНКаза P играют ключевую роль в 

фундаментальных клеточных процессах репликации и транскрипции [55,56]. Помимо 

физиологических функций, эти ферменты обладают высоким потенциалом и в качестве 

инструментов антисмысловой технологии [57]. Антисмысловой подход основан на 

использовании синтетических антисмысловых олигонуклеотидов (АСО), которые избирательно 

связываются с патологическими РНК-мишенями и рекрутируют РНКазу H1 или РНКазу P, что 

приводит к эндонуклеолитическому расщеплению молекулы мишени. Функциональная роль 

АСО не ограничивается ингибированием мРНК. Исследователи также разрабатывают 

олигонуклеотиды для других терапевтических целей, включая коррекцию сплайсинга и 

активацию трансляции. Механизм их действия зависит от участка РНК-мишени, с которым они 

взаимодействуют. При разработке АСО для коррекции сплайсинга создают последовательности, 

связывающиеся с пре-мРНК в областях границ интрон-экзон или с регуляторными мотивами 

сплайсинга (энхансерами/сайленсерами), что позволяет модулировать включение или 

исключение определённых экзонов и обеспечивает образование функциональных вариантов 
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белков [58]. Для активации трансляции разрабатывают АСО, связывающиеся с открытой рамкой 

считывания или с элементами, ингибирующими трансляцию в 5′-нетранслируемой области РНК 

[59,60]. 

Белки подсемейств AGO и PIWI являются эндорибонуклеазами, которые играют 

ключевую роль в посттранскрипционной регуляции генов. Белки AGO являются центральными 

участниками РНК-интерференции, обеспечивая расщепление или подавление трансляции 

комплементарных мРНК-мишеней через формирование РНК-индуцируемого комплекса 

подавления генов (RISC) [61]. Канонической функцией белков PIWI, которые подобно AGO 

обладают эндонуклеазной активностью, является подавление экспрессии транспозонов и 

поддержание стабильности генома в клетках зародышевой линии. Однако в недавних 

исследованиях было показано, что PIWI обнаруживаются и в соматических тканях и участвуют 

в посттранскрипционной регуляции экспрессии генов [4,62–66]. Белки AGO и PIWI реализуют 

свои регуляторные функции через взаимодействие с различными классами малых некодирующих 

РНК. Белки AGO связываются с малыми интерферирующими РНК (siРНК) или миРНК, которые 

являются хорошо охарактеризованными участниками РНК-интерференции. Современные 

исследования демонстрируют растущий интерес к другим типам малых РНК, в частности, к 

малым тРНК-производным РНК (tsРНК), для которых также была показана способность 

взаимодействовать с белками AGO и участвовать в подавлении экспрессии генов [67]. Белки 

PIWI традиционно связываются с PIWI-взаимодействующими РНК (piРНК) и регулируют 

активность транспозонов в клетках зародышевой линии [66]. Однако недавние исследования 

показали, что комплексы PIWI/piРНК могут также осуществлять посттранскрипционный 

контроль экспрессии генов по миРНК-подобному механизму [68,69]. РНК-интерференция 

является консервативным молекулярным механизмом регуляции генов, который в настоящее 

время рассматривают в качестве стратегии для терапии широкого спектра заболеваний человека. 

Значительное внимание уделяется исследованию малых некодирующих РНК в качестве 

потенциальных лекарственных средств. Показано, что использование синтетических 

олигонуклеотидов, имитирующих эндогенные малые РНК (siРНК, миРНК, tsРНК, piРНК) в 

сочетании с белками подсемейств AGO и PIWI обеспечивает эффективное подавление 

экспрессии генов. 

Многолетние исследования в области разработки терапевтических нуклеиновых кислот 

привели к созданию нескольких поколений модифицированных олигонуклеотидов с 

повышенной нуклеазоустойчивостью, улучшенной специфичностью и, как следствие, 

повышенной биологической активностью. Эти достижения способствовали появлению 

клинически одобренных препаратов на основе АСО и siРНК, что подтверждает высокий 

потенциал данного направления [57,58,70]. 
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Новым перспективным подходом для эффективного подавления активности РНК является 

использование гибридных технологий, основанных на создании сиквенс-специфических 

искусственных рибонуклеаз (иРНКаз) – соединений, которые сочетают в своей структуре 

олигонуклеотидный домен, необходимый для распознавания РНК-мишени, и каталитический 

домен, обеспечивающий её деградацию. Преимуществом такой технологии является автономная 

способность инициировать необратимую инактивацию РНК-мишеней без привлечения 

эндогенных ферментативных систем. Сочетание возможностей специфического распознавания 

РНК-мишеней антисмысловыми олигонуклеотидами с активностью внутриклеточных 

рибонуклеаз, а также совмещение этих функций в одной молекуле при создании искусственных 

рибонуклеаз, может значительно повысить эффективность РНК-направленных технологий, 

открывая новые перспективы в терапии заболеваний. 

1.1. РНКаза Н1 как ключевой фермент, обеспечивающий биологическую активность 

антисмысловых олигонуклеотидов  

1.1.1. Структура, механизм действия и физиологические функции РНКазы Н1 

Эффективность снижения уровня РНК-мишени под действием антисмысловых 

олигонуклеотидов основана на рекрутинге внутриклеточной нуклеазы – РНКазы Н1. 

Представители семейства РНКазы Н были впервые описаны в 1969 г. Х. Штейном и П. Хосеном 

[71] и представляют собой сиквенс-неспецифические металл-зависимые ферменты, которые 

распознают гетеродуплекс РНК-ДНК и катализируют расщепление фосфодиэфирной связи цепи 

РНК с образованием продуктов с 3′-гидроксильной и 5′-фосфатной группой и высвобождением 

интактной цепи ДНК [56]. Ферментативная активность представителей семейства РНКазы Н 

обнаружена практически у всех организмов, от бактерий и архей до эукариот. Белки с 

активностью РНКазы Н также найдены у вирусов семейств Retroviridae, Hepadnaviridae или 

Caulimoviridae [72]. Как правило, эти ферменты функционируют как сиквенс-неспецифичные 

эндорибонуклеазы, но в работе Х. Ли также сообщалось, что в присутствии 3′-выступающего 

одноцепочечного конца ДНК в гетеродуплексе РНК-ДНК РНКаза Н проявляет 

экзорибонуклеазную активность, последовательно гидролизуя РНК в 5′-3′ направлении [73]. 

На основании аминокислотных последовательностей и субстратной специфичности 

ферменты семейства РНКазы Н подразделяют на два основных типа: РНКаза Н1 и РНКаза Н2, 

имеющие идентичные структурные элементы каталитического домена, но различную 

субстратную специфичность. Также дополнительно выделяют третий тип ферментов – РНКазу 

Н3, имеющую структурное сродство с РНКазой Н2, но по субстратной специфичности сходную 

с РНКазой Н1 [56]. Ферменты семейства РНКазы Н играют важную роль в процессах репликации 

и репарации. РНК-ДНК гибриды могут образовываться в клетке во время различных 
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физиологических процессов, таких как синтез РНК-праймеров на отстающей цепи в процессе 

репликации ДНК (фрагменты Оказаки), удлинение теломер, образование R-петель во время 

транскрипции, обратная транскрипция и ошибочное включение рибонуклеотидов ДНК-

полимеразами [74]. Нокаут РНКазы Н1 у мышей приводит к эмбриональной смертности [75], а 

мутации в генах, кодирующих РНКазу Н2, приводят к развитию аутоиммунных патологий, таких 

как синдром Айкарди-Гутьера [76,77] или системная красная волчанка [78,79], а также рак кожи 

и кишечника у человека [80–82]. Помимо участия в этих важных клеточных процессах, ферменты 

семейства РНКазы Н, в частности РНКаза Н1, являются ключевыми участниками регуляции 

активности внутриклеточных РНК под действием антисмысловых олигонуклеотидов. Несмотря 

на то, что РНКаза Н2 преобладает в клетках млекопитающих, лишь РНКаза Н1 принимает 

участие в инактивации РНК-мишени под действием АСО. Вероятно, это связано с тем, что 

РНКаза Н2 тесно связана с хроматином, тогда как РНКаза Н1 присутствует как в ядре, так и в 

цитоплазме и митохондриях [83–85]. 

РНКаза Н1 (Рис. 1) эукариот состоит из N-концевого гибрид-связывающего домена HBD 

(от англ. hybrid-binding domain) и С-концевого каталитического домена CAT (от англ. catalytic 

domain), которые соединены с помощью гибкого спейсерного домена СD (от англ. connecting 

domain), обеспечивающего пространственную подвижность C- и N-конца, необходимую для 

функциональной активности РНКазы Н1 [86]. РНКаза Н1, локализующаяся в митохондриях, 

может содержать дополнительную N-концевую последовательность, необходимую для 

распознавания митохондрий – MTS (от англ. mitochondrial targeting sequence) [56,87].  

Каталитический домен РНКазы Н1 содержит 4 консервативных аминокислотных остатка, 

включающих аспарагиновую и глутаминовую кислоты, которые образуют DEDD тетраду 

активного центра (Рис. 1 А). За счет двух остатков лизина и триптофана HBD РНКазы Н1 

предпочтительно связывается с РНК-ДНК гетеродуплексами, однако, также может распознавать 

дцРНК и дцДНК, сродство к которым снижено в 25 и 100 раз, соответственно, и не 

сопровождается расщеплением [88]. РНКаза Н1 покрывает один виток спирали ДНК/РНК, при 

этом каталитический домен располагается непосредственно напротив малой бороздки и для 

осуществления катализа требует наличия 2′-ОН группы в цепи РНК [86] (Рис. 1 Б). HBD домен 

эукариотической РНКазы Н1 обеспечивает характерный паттерн расщепления субстрата, 

заключающийся в том, что несколько событий гидролиза происходят в результате одного HBD-

опосредованного связывания фермента с субстратом, что приводит к образованию коротких 

фрагментов РНК, легко диссоциирующих из комплекса с ДНК [88]. Для каталитического 

гидролиза РНК в составе гетеродуплекса РНК-ДНК под действием РНКазы H1 необходимо 

наличие минимум четырех последовательно расположенных рибонуклеотидов. Фермент 

связывается с гетеродуплексом РНК-ДНК, имеющим параметры А формы спирали, с помощью 
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HBD, в результате чего происходят значительные конформационные изменения субстрата: 

большая бороздка дуплекса расширяется с 4.2 Å до 12.5 Å, приближаясь к параметрам Б формы 

нуклеиновой кислоты [89]. Эти структурные изменения способствуют каталитическому 

расщеплению РНК, происходящему на расстоянии 7-10 нуклеотидов от 5′-конца РНК (один виток 

спирали) (Рис. 1 Б).  

 

Рис. 1. Структура РНКазы Н1 эукариот и ее роль в деградации РНК мишени. А − доменная 

организация РНКазы Н1 с функциональным описанием доменом. Б − схема взаимодействия 

доменов РНКазы Н1 с гетеродуплексом РНК-ДНК (на основе рисунка из [90]). В − схема реакции 

расщепления фосфодиэфирной связи РНК, катализируемая ферментами семейства РНКазы H. Г 

– временные параметры деградации РНК-мишени в комплексе с АСО с привлечением РНКазы 

Н1. В скобках указано время, которое необходимо фосфоротиоатным (PS) АСО для этапов 

распределения, гибридизации и рекрутинга фермента после трансфекции АСО в клетки (на 

основе рисунка из [91]). Аз. Осн. – азотистое основание. 

Схема реакции расщепления РНК под действием ферментов семейства РНКазы Н 

представлена на Рис. 1 В. Реакция начинается с нуклеофильной атаки депротонированной 

молекулы воды на фосфат расщепляемой связи в цепи РНК, в результате чего образуется 

пентаковалентный интермедиат. Далее происходит протонирование 3′-уходящей группы с 

помощью другой молекулы воды, разрыв фосфодиэфирной связи с образованием 5′-фосфатной 

и 3′-гидроксильной групп и высвобождение продуктов из комплекса (Рис. 1 В) [56]. Для катализа 

необходимы ионы двухвалентных металлов, предпочтительно Mg2+, которые координируются 

отрицательно заряженными остатками аспарагиновой и глутаминовой кислот активного центра 
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РНКазы Н и обеспечивают ориентирование и активацию нуклеофильной молекулы, а также 

способствуют дестабилизации фермент-субстратного комплекса, вызывая расщепление РНК. 

Исследователи до сих пор не пришли к единому мнению в отношении того, сколько ионов 

металлов необходимо для осуществления катализа ферментами семейства РНКазы Н. На данный 

момент выделяют 3 модели катализа РНКазой Н, включающие один, два или три иона металла 

[92]. Кроме того, было показано, что для координирования нуклеофила и субстрата для 

обеспечения ферментативной активности РНКазы Н также требуются одновалентные ионы K+ 

[93]. Оптимальными условиями для активности РНКазы Н1 являются 1 мМ Mg2+ и рН 7-8 [94]. 

Известно также, что гидролиз могут поддерживать ионы Mn2+ [95], а ионы Ca2+ его ингибируют 

[96]. 

1.1.2. Использование РНКазы Н1 для направленного ингибирования активности 

внутриклеточных РНК антисмысловыми олигонуклеотидами 

1.1.2.1. Кинетические параметры деградации РНК-мишени под действием РНКазы Н1  

Впервые концепция избирательного подавления генов под действием АСО была 

предложена в начале 1970-х годов [97–99], а первые экспериментальные подтверждения были 

получены в бесклеточных системах [100]. Эти исследования послужили толчком к длительному 

и плодотворному изучению потенциала АСО в качестве терапевтических средств для лечения 

онкологических и вирусных заболеваний, воспалительных процессов, болезней крови, 

расстройств сердечно-сосудистой системы [70,90,101,102]. В зависимости от механизма 

действия АСО подразделяют на три основных типа: (1) РНКаза Н1-активирующие АСО; (2) АСО, 

взывающие стерическое блокирование РНК; и (3) АСО, модифицирующие сплайсинг. В 

настоящем обзоре основное внимание уделено первому типу АСО, которые обеспечивают 

деградацию РНК-мишени посредством рекрутирования РНКазы Н1. 

РНКаза Н1-зависимая деградация РНК-мишени в комплексе с АСО характеризуется 

сравнительно медленной кинетикой. Согласно исследованиям группы С. Крука с 

использованием фосфоротиоатных (PS) АСО было показано, что снижение количества РНК-

мишени под действием АСО происходит примерно через два часа после трансфекции АСО в 

клетки (Рис. 1 Г). Из них 60 мин необходимо для этапа предгибридизации, когда происходит 

внутриклеточное распределение АСО, достижение эффективных концентраций в областях 

локализации целевой РНК и её распознавание, 20 мин – для гибридизации с 

последовательностью-мишенью и 40 мин для рекрутирования и расщепления РНК-мишени 

РНКазой H1 (Рис. 1 Г). На этапе гибридизации на эффективность антисмыслового действия 

может влиять присутствие белков, способных взаимодействовать с АСО. Большинство этих 

белков содержат домены связывания нуклеиновых кислот или являются шаперонами. 
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Механизмы влияния таких белков на активность АСО могут быть различными. Например, такие 

белки, как Ku70/Ku80, hspA8, hnRNP и FP54nrb, ингибируют активность АСО, конкурируя с 

РНКазой H1 за связывание с гетеродуплексом РНК/АСО [103], тогда как белки TCP1, La/SSB, 

NPM1, ANXA2, VARS и PC4, наоборот, повышают активность АСО за счет изменения их 

субклеточной локализации [104]. Х. Ву с коллегами идентифицировали митохондриальный 

белок P32, задействованный в ряде метаболических процессов с участием РНК, который 

специфически связывается с гибрид-связывающим доменом РНКазы Н1 в соотношении 1/1 и 

усиливает эффективность расщепления РНК-мишени РНКазой Н1 за счет снижения сродства 

фермента к субстрату и ускорения оборота реакции [105]. Л. Чжан с коллегами выявили, что 

ядрышковые белки ацетилтрансфераза NAT10 и РНК хеликаза DDX21 взаимодействуют с 

РНКазой H1 и увеличивают скорость расщепления РНК в гетеродуплексе с фосфоротиоатными 

АСО, преимущественно в первые 6 часов реакции [106]. На данный момент не установлено, 

каким образом эти белки способствуют увеличению каталитической активности РНКазы Н1, 

авторы предполагают, что эти белки могут связываться с РНКазой Н1 и изменять ее 

конформацию, увеличивая ее каталитическую активность. Вероятно, оба белка, имеющие 

потенциальные хеликазные домены, облегчают взаимодействие РНКазы Н1 с дуплексом 

АСО/РНК и/или способствуют диссоциации АСО и РНК после расщепления [106]. 

1.1.2.2. Химические модификации антисмысловых олигонуклеотидов, не препятствующие 

активности РНКазы Н1  

Природные олигодезоксирибонуклеотиды в условиях in vivo подвержены быстрой 

деградации под действием нуклеаз, поэтому для повышения стабильности в их 

последовательности вводят различные химические модификации. Введение модификаций в 

структуру олигонуклеотидов не только повышает их устойчивость к нуклеазам, но и, в ряде 

случаев, улучшает их гибридизационные свойства, что в совокупности способствует увеличению 

эффективности биологического действия. Несмотря на определенные достоинства, большинство 

химически модифицированных олигонуклеотидов в составе дуплекса с РНК, препятствуют его 

распознаванию и деградации РНК-мишени РНКазой Н1. 

Каталитический центр РНКазы H1 чувствителен даже к минимальным изменениям 

спиральной геометрии дуплекса. Для эффективного рекрутинга РНКазы Н1 гетеродуплекс 

АСО/РНК должен удовлетворять ряду условий: (1) АСО должен обладать достаточной 

гибкостью, чтобы поддерживать конформацию дуплекса АСО-РНК, необходимую для 

реализации расщепления РНК РНКазой H1; (2) спиральная структура гетеродуплекса АСО/РНК 

должна характеризоваться шириной малой бороздки близкой к её ширине в природном РНК/ДНК 

дуплексе – 8.9–10.5 Å, в сравнении, например, с ДНК/ДНК дуплексом с шириной малой бороздки 
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3–7.4 Å; (3) геометрия малой бороздки должна оставаться неизменной для сохранения 

стерической доступности 2′-ОН РНК и обеспечения оптимального гидратного окружения 

[107,108]. В гетеродуплексе АСО/РНК 2′-OH РНК является основным участником реакции 

РНКаза Н1-зависимого каталитического расщепления РНК. В связи с этим, введение различных 

модификаций в цепь АСО, затрагивающих 2′-положение рибозы или нуклеотидных оснований 

цепи РНК, приводящих к существенной реорганизации спиральной геометрии дуплекса, 

ограничивает расщепление РНКазой Н1 [107]. Несмотря на чувствительность РНКазы Н1 к 

структурной организации гетеродуплексов АСО/РНК, разработан ряд модификаций, 

совместимых с действием РНКазы Н1 (Рис. 2 А). 

 

Рис. 2. Химические модификации антисмысловых олигонуклеотидов, совместимые с 

активностью РНКазы Н1, и структура АСО гапмерного типа. А – примеры химических 

модификаций, которые в составе АСО формируют гетеродуплексы с РНК-мишенью, 

распознаваемые РНКазой Н1. Красной рамкой выделены модификации фосфодиэфирной связи, 

зеленой – модификации остатка дезоксирибозы, а синей – модификации азотистых оснований и 

дезоксирибозы. Б – структура АСО гапмерного типа. Центральная область обеспечивает 

распознавание и расщепление РНК РНКазой Н1, тогда как фланкирующие области содержат 

химически модифицированные нуклеотиды (оранжевая рамка), повышающие аффинность к 

РНК-мишени и/или устойчивость к нуклеазам. Аз. Осн. – азотистое основание. 
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Исследования показали, что к химическим модификациям АСО, которые в наименьшей 

степени ограничивают способность рекрутировать РНКазу Н1, относят модификации 

межнуклеотидных связей, в которых один или два немостиковых атомов кислорода фосфатной 

группы замещены другими атомами или химическими группами. Фосфоротиоатная (PS) 

модификация, представляющая собой замену одного из атомов кислорода межнуклеотидной 

фосфатной группы на атом серы, является первой и остается наиболее распространенной 

модификацией антисмысловых олигонуклеотидов. Введение PS модификации обеспечивает как 

высокую устойчивость к нуклеазам, так и способность формировать гетеродуплекс, в составе 

которого РНК подвергается расщеплению под действием РНКазы Н1 (Рис. 2 А, Таблица 1) 

[109,110]. К дополнительным благоприятным характеристикам PS модификации относят 

повышенное сродство к белкам плазмы, что улучшает фармакокинетические свойства 

олигонуклеотидов, облегчая их клеточное поглощение и биораспределение. Несмотря на ряд 

преимуществ, PS-олигонуклеотиды обладают и недостатками, включая ограниченную 

эффективность и специфичность связывания с РНК-мишенями, сниженную способность 

рекрутировать РНКазу Н1 по сравнению с немодифицированными аналогами, а также 

сравнительно высокую токсичность, обусловленную неспецифическими взаимодействиями с 

клеточными белками [109,110]. Тем не менее, несмотря на указанные ограничения, в настоящее 

время PS-модификацию широко используют в составе антисмысловых препаратов, одобренных 

для клинического применения. 

Помимо PS-аналогов, к модификациям фосфатной группы, поддерживающим активность 

РНКазы Н1, относят также фосфородитиоатную (SPS) [111,112], боранфосфатную (BP) [113–

115], фосфоноацетатную (AcPO) [116] и тиофосфоноацетатную (AcPS) [116] модификации, 

которые повышают устойчивость олигонуклеотидов к действию нуклеаз, однако, связываются с 

комплементарной РНК с более низкой эффективностью, чем немодифицированные аналоги (Рис. 

2 А, Таблица 1). Среди модификаций фосфатной группы следует также выделить 5′-О-

метилфосфонатные (5′-MEP) [117], 5′-гидроксифосфонатные (5′-HP) [117] и фосфоноформатные 

(PF) [118] модификации, введение которых приводит к повышению термостабильности дуплекса 

по сравнению с немодифицированными аналогами (Рис. 2 А, Таблица 1). 

На сегодняшний день наиболее новой модификацией фосфатной группы, не 

препятствующей активности РНКазы Н1, является метилсульфонил фосфорамидатная (µ) (Рис. 

2 А). В зависимости от длины и типа РНК-мишени (мРНК или миРНК), олигонуклеотиды с µ-

модификацией демонстрировали сопоставимую или чуть более низкую эффективность 

связывания с РНК в сравнении с ДНК-аналогами. Следует отметить, что полностью µ-

модифицированные олигонуклеотиды обладают исключительно высокой 
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нуклеазоустойчивостью, превосходя по стабильности PS-аналоги [32,119–121] (Рис. 2 А, Таблица 

1). 

Таблица 1. Характеристики химических модификаций олигонуклеотидов, поддерживающих 

активность РНКазы Н1. 

Модификация Устойчивость 

к нуклеазам1 

Стабильность 

дуплекса2 

Исследования в 

биологических 

системах 

Ссылки 

Фосфоротиоатная (PS) + − Клеточные культуры 

/ in vivo 

[109,122] 

 

Фосфородитиоатная (SPS) +++ − н.д. [111,112] 

Боранфосфатная (BP) ++ − н.д. [113–

115] 

Фосфоноацетатная (AcPO) +++ − н.д. [116] 

Тиофосфоноацетатная (AcPS) +++ − н.д. [116] 

5′-О-метиленфосфонатная (5′-MEP) н.д. + н.д. [117] 

5′-гидроксифосфонатная (5′-HP) н.д. + н.д. [117] 

Фосфоноформатная (PF) +++ + н.д. [118] 

Метилсульфонил фосфорамидатная 

(µ) 

+++ − Клеточные культуры 

/ in vivo 

[25,26,32

,119,121] 

Арабинонуклеиновая кислота (ANA) + − н.д. [123,124] 

2′-дезокси-2′-фторо-β-D-арабино-

нуклеиновая кислота (FANA) 

++ + Клеточные культуры 

/ in vivo 

[124–

130] 

2′-дезокси-2′-фторо-3′-C-

гидроксиметил-β-D-ликсо 

пиримидиновые нуклеотиды (U/C) 

+ + Клеточные культуры [131] 

2′-β-фторо-трициклические 

арабинонуклеотиды (2′-F-tc-ANA) 

н.д. + н.д. [132] 

6′-фторо[4.3.0]бициклические 

нуклеотиды (6′-F-bc4,3-DNA) 

н.д. − − н.д. [133] 

6′-дифторо[4.3.0]бициклические 

нуклеотиды (6′-diF-bc4,3-DNA) 

н.д. − − н.д. [134] 

4′-C-аминоэтокси- тимидин (AEoT) +++ + Клеточные культуры [135] 

4′-C-2-аминопропокси тимидин (4′-

(S)-2-APoT и 4′-(R)-2-APoT) 

+++ − н.д. [136] 

Циклогексенильная нуклеиновая 

кислота (CeNA) 

+++ + н.д. [137,138] 

C5-пропинил-арабиноуридин (araUP) 

и -арабиноцитидин (araCP) 

+++ + н.д. [139] 

1 Оценка устойчивости модифицированных олигонуклеотидов к действию нуклеаз условно 

представлена как умеренная, повышенная или высокая, что обозначено символами +, ++, или 

+++, соответственно. 2 Стабильность гетеродуплекса модифицированного АСО с РНК: "–" 

обозначает снижение температуры плавления (Tm) менее чем на 3 °C на одну модификацию, "– 

–" снижение до 5 °C, "+" обозначает повышение Tm. н.д. – нет данных. 

Как правило, большинство химических модификаций сахарного остова и азотистых 

оснований не поддерживают активность РНКазы Н1. Однако известен ряд модификаций рибозы 

и аналогов оснований, которые при соблюдении определенных условий включения в структуру 
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олигонуклеотида не препятствуют взаимодействию фермента с образующимся гетеродуплексом. 

Наиболее известными примерами модификаций рибозы по 2′-положению, не ингибирующими 

активность РНКазы Н1, являются производные арабинонуклеиновой кислоты (ANA) [123,124], 

которые повышают аффинность олигонуклеотида к комплементарной РНК и увеличивают 

устойчивость к действию нуклеаз по сравнению с немодифицированными аналогами. К таким 

модификациям относят 2′-дезокси-2′-фторо-β-D-арабинонуклеиновую кислоту (FANA) 

[124,125,130], а также 2′-дезокси-2′-фторо-3′-C-гидроксиметил-β-D-ликсо пиримидиновые 

нуклеотиды (U/C) [131] (Рис. 2 А, Таблица 1). Несмотря на то, что полностью FANA-

модифицированные олигонуклеотиды не поддерживают активность РНКазы Н1, использование 

этой модификации в химерных PS-олигонуклеотидах с чередующимися FANА- и ДНК- 

нуклеотидами, либо в олигонуклеотидах, содержащих центральный ДНК-участок и 

фланкирующие области с FANA, обеспечивает эффективное расщепление РНК-мишени под 

действием РНКазы Н1, сопоставимое с активностью PS-олигонуклеотидов [125]. Кроме того, 

отличительной особенностью FANA является способность самостоятельно проникать в клетки 

без использования систем доставки [140]. Введение модифицированных нуклеотидов с 

пропинильной группой в С5-положении арабиноуридина или арабиноцитидина (araUP и araCP) в 

центральную область олигонуклеотида, фланкированную ДНК- или 2′-О-МОЕ-нуклеотидами (2′-

О-(2-метоксиэтил)), также обеспечивает сохранение способности гетеродуплексов с такими 

производными АСО активировать РНКазу Н1 [139] (Рис. 2 А, Таблица 1). 

Активно разрабатываются аналоги нуклеотидов, содержащие атом фтора в различных 

положениях сахарного остова трициклической и бициклической структуры – 2′-β-фторо-

трициклические арабинонуклеотиды (2′-F-tc-ANA) [132], 6′-фторо[4.3.0]бициклические 

нуклеотиды (6′-F-bc4,3-DNA) [133], 6′-дифторо[4.3.0]бициклические нуклеотиды (6′-diF-bc4,3-

DNA) [134] (Рис. 2 А, Таблица 1). Было показано, что олигонуклеотиды, содержащие 5 

последовательно расположенных модифицированных нуклеотидов, фланкированных ДНК-

нуклеотидами, поддерживают РНКаза-Н1-зависисмое расщепление химерной 2′-O-метил РНК 

(2′-OMe), содержащей рибонуклеотиды напротив модифицированной области [134].  

Среди аналогов нуклеотидов, не препятствующих активности РНКазы Н1 при точечном 

введении в олигонуклеотид и повышающих стабильность соединения в сыворотке, можно 

выделить модификации дезоксирибозы по 4′-положению, такие как 4′-C-аминоэтокси тимидин 

(AEoT) [135] и 4′-C-2-аминопропокси тимидин в S- или R-конфигурации (4′-(S)-2-APoT и 4′-(R)-

2-APoT) [136], а также аналоги нуклеотидов с 6-членным кольцом, например, циклогексенильная 

нуклеиновая кислота (CeNA) [137,138,141] (Рис. 2 А, Таблица 1). 

Несмотря на большое разнообразие химических модификаций, способных рекрутировать 

РНКазу Н1, в настоящее время лишь ограниченное их число применяется для создания АСО, 
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предназначенных для подавления РНК-мишеней в биологических системах in vitro и in vivo 

(Таблица 1). Как уже отмечалось выше, наибольшее распространение получила PS модификация, 

которую используют в структуре практически всех клинически одобренных АСО, 

рекрутирующих РНКазу Н1, и которая является золотым стандартом в данной области [57,70]. 

Среди недавно разработанных перспективных аналогов следует выделить метилсульфонил 

фосфорамидатные модификации, которые продемонстрировали высокую эффективность в 

подавлении уровня как мРНК [119,121], так и онкогенных днкРНК [142] и миРНК, включая 

успешное применение на опухолевых моделях на мышах [25,26,32]. Значительный интерес также 

представляет FANA модификация, которую активно используют для введения в концевые 

области ДНК-олигонуклеотидов и успешно применяют для подавления терапевтически 

значимых мишеней in vitro и in vivo [125–129,140]. Эти модификации не только обеспечивают 

нуклеазоустойчивость и рекрутинг РНКазы Н1, но также способствуют проникновению 

олигонуклеотида в клетки без трансфицирующих агентов. Среди недавно разработанных 

аналогов рибозы лишь для олигонуклеотидов с 2′-дезокси-2′-фторо-3′-C-гидроксиметил-β-D-

ликсо-модифицированными нуклеотидами и AEoT была показана способность подавлять 

экспрессию мРНК-мишеней [131,135]. Несмотря на то, что изучение других модификаций, 

способных рекрутировать РНКазу Н1, ограничено лишь исследованиями их физико-химических 

свойств, данные модификации могут найти применение для разработки АСО нового поколения.  

Наиболее распространенным и широко изученным структурным типом АСО, способным 

активировать РНКазу Н1, являются гапмеры. Гапмеры представляют собой химерные 

олигонуклеотиды, которые содержат центральный блок (6 – 10 н.), состоящий из мономеров 

дезоксирибонуклеотидов или фосфоротиоатных нуклеотидов, способных индуцировать 

расщепление РНКазой Н1, и 5′- и 3′-фланкирующие фрагменты, содержащие модифицированные 

нуклеотиды (2 – 5 н.), такие как 2′-О-MOE, 2′-ОМе), замкнутая нуклеиновая кислота (LNA, от 

англ. locked nucleic acids), 2′,4′-ограниченная 2′-O-этил нуклеиновая кислота (cEt, от англ. 

constrained Ethyl nucleic acids) или модификации, которые не распознаются РНКазой Н1, но 

повышают эффективность связывания АСО с РНК и, в ряде случаев, дополнительно увеличивают 

их нуклеазную стабильность (Рис. 2. В) [70,90]. 

Благодаря оптимальному сочетанию высокой аффинности к мишени, 

нуклеазоустойчивости и способности активировать РНКазу H1, гапмерная структура 

олигонуклеотидов стала основной терапевтической стратегией в области антисмысловой 

технологии. В настоящее время ведутся активные исследования, направленные на 

усовершенствование структуры гапмеров, в частности, установление оптимальной длины 

центрального блока и подбор состава модификаций фланкирующих областей, для повышения 

эффективности терапевтического действия. 



27 
 

1.1.2.3. Терапевтическое применение антисмысловых олигонуклеотидов, функциональная 

активность которых реализуется за счет действия РНКазы Н1 

В современной науке наблюдается значительный интерес к изучению антисмысловых 

олигонуклеотидов, нацеленных на подавление терапевтически значимых РНК-мишеней. Среди 

антисмысловых конструкций, использующих активность РНКазы Н1, исследователи отдают 

явное предпочтение структурам гапмерного типа, которые составляют подавляющее 

большинство клинически одобренных антисмысловых препаратов и соединений, находящихся в 

клинических испытаниях. Такой дизайн стал практически универсальным подходом при 

разработке РНКаза Н1-завсимых терапевтических агентов, направленных на подавление 

широкого спектра РНК-мишеней, включая белок-кодирующие мРНК и различные типы 

некодирующих РНК.  

РНКаза Н1-активирующие АСО широко используют для подавления белок-кодирующих 

мРНК, ассоциированных с наследственными заболеваниями, и в настоящее время это 

направление характеризуется наибольшей степенью клинической реализации в области 

терапевтического применения олигонуклеотидов. На данный момент ряд таких препаратов уже 

одобрили для клинического применения, включая 2′-O-MOE-гапмеры (Рис. 2 Б), направленные к 

мРНК аполипопротеина B-100 (ApoB-100) для лечения гомозиготной семейной 

гиперхолестеринемии (mipomersen), мРНК транстиретина (TTR) при наследственном 

транстиериновом амилоидозе (inotersen и eplontersen), мРНК аполипопротеина CIII (Apo-CIII) для 

терапии семейного синдрома хиломикронемии (volanesorsen и olezarsen) и мРНК 

супероксиддисмутазы-1 (SOD1) для лечения бокового амиотрофического склероза (tofersen) 

[143–148].  

мРНК-направленные олигонуклеотиды гапмерного типа также показали высокую 

эффективность в отношении широкого спектра вирусных инфекций. LNA-гапмеры 

продемонстрировали эффективное подавление репликации различных вирусов путем 

воздействия на критически значимые области: внутренний сайт посадки рибосомы (IRES) в 

случае вируса гепатита С [149], ген хозяина Niemann-Pick C1 (NPC1) в случае вируса Эболы 

[150,151] и 3′-нетранслируемая область (3′-UTR) вирусной РНК при инфицировании вирусом 

японского энцефалита [152]. FANA-гапмеры, направленные к высоко консервативным участкам 

генома вируса иммунодефицита человека 1 (HIV-1) (U5, tat/rev, и сайт инициации димеризации 

(DIS)), показали высркую эффективность при подавлении экспрессии вирусной РНК в 

первичных клетках человека [126]. В связи с глобальной пандемией COVID-19 в последние годы 

стремительное развитие получила разработка антисмысловых гапмерных олигонуклеотидов, 

направленных на различные области РНК коронавируса тяжелого острого респираторного 
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синдрома 2 (SARS-CoV-2). Исследования продемонстрировали эффективность различных типов 

гапмеров, включая LNA- и cEt-гапмеры, в ингибировании репликации вируса in vitro и in vivo 

[153–156]. 

В последнее время спектр терапевтических мишеней для антисмысловой терапии 

значительно расширился. Помимо традиционных кодирующих мРНК, все большее внимание 

исследователи уделяют классам некодирующих молекул РНК, в частности тем, которые 

участвуют в процессах онкогенеза. Так, был разработан LNA-гапмер, направленный на 

первичный транскрипт кластера миРНК-17-92 [157], и 2′-О-MOE гапмер, конъюгированный с 

токоферолом, для подавления пре-миРНК MIR17HG [158]. Одним из немногих примеров 

эффективного применения олигонуклеотидов не химерной и не гапмерной структуры являются 

полностью модифицированные метилсульфонил фосфорамидатные АСО, которые показали 

высокую эффективность при ингибировании зрелых онкогенных миРНК миРНК-21, миРНК-17 и 

миРНК-155 [25,26]. Исследователи также создали LNA-гапмеры для подавления кольцевых РНК 

путем связывания их уникальной последовательности участка бэксплайсинга (от англ. backsplice-

junction sequence) [159], а также для подавления piРНК piR-32877 [7]. В отношении днкРНК 

примерами служат LNA-гапмеры, разработанные для подавления экспрессии PURPL при 

гепатоцеллюлярной карциноме [160] и PVT1 при плоскоклеточном раке кожи [161], а также сEt- 

и LNA-гапмеры, направленных к днкРНК MALAT1 [162,163]. Применение РНКаза H1-

активирующих АСО, направленных к некодирующим РНК, вызывало подавление пролиферации 

и миграции опухолевых клеток, индукцию апоптоза in vitro [7,25,26,157–163], а также 

ингибирование роста и метастазирования опухолей in vivo [25,26,157,158,161–163]. 

1.2. РНКаза Р-опосредованное ингибирование РНК с использованием внешних 

направляющих последовательностей (EGS) 

Перспективным подходом генной терапии на основе нуклеиновых кислот является 

использование рибонуклеазной активности эндогенного фермента РНКазы Р. РНКаза Р человека 

представляет собой рибонуклеопротеиновый комплекс, состоящий из каталитического РНК-

компонента (H1 РНК) и вспомогательного белкового компонента (Рис. 3 А). Фермент играет 

ключевую роль в процессинге транспортных РНК (тРНК), осуществляя специфическое 

расщепление 5′-лидерной последовательности предшественников тРНК (пре-тРНК) (Рис. 3 Б) 

[55,164,165]. Для селективного подавления экспрессии генов с привлечением активности 

эндогенной РНКазы Р используют внешнюю направляющую последовательность (EGS, от англ. 

external guide sequence), которая представляет собой короткую синтетическую РНК длиной около 

50 н., имитирующую фрагмент пре-тРНК [166,167] (Рис. 3 В). Данная молекула включает две 

принципиально важные структурные области: консервативную область, которая моделирует 
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топологию пре-тРНК, распознаваемую РНКазой Р, и специфическую область для 

комплементарного связывания целевой мРНК. Терапевтическое действие реализуется через 

формирование комплекса между EGS и мРНК-мишенью, который структурно имитирует 

природный субстрат РНКазы Р, что приводит к специфическому расщеплению мРНК-мишени 

ферментом и снижению уровня ее экспрессии.  

 

Рис. 3. Структурные и функциональные особенности РНКаза Р-опосредованного расщепления 

РНК-мишени с использованием внешней направляющей последовательности (EGS). А – 

структурная организация РНКазы Р человека, состоящей из каталитического РНК компонента 

(H1 РНК) (зеленая линия) и десяти вспомогательных белковых субъединиц (зеленые овалы). Б – 

структура пре-тРНК, являющейся субстратом РНКазы Р. В – комплекс EGS и мРНК-мишени, 

который структурно имитирует пре-тРНК и, как следствие, специфически распознается и 

расщепляется РНКазой Р. 

Впервые применение EGS-РНКаза Р технологии для селективного подавления экспрессии 

генов было продемонстрировано в лаборатории С. Альтмана [166,167]. Первые эксперименты 

были сфокусированы преимущественно на бактериальных системах и показали, что EGS 

конструкции способны эффективно ингибировать экспрессию жизненно важных генов и 

нарушать жизнеспособность ряда клинически значимых патогенов, включая Escherichia coli, 

Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium spp., Staphylococcus aureus, а также 

простейшего паразита Plasmodium falciparum, являющегося возбудителем тяжёлой формы 

малярии [168,169]. В настоящее время исследователи продолжают разрабатывать EGS для 

терапевтического применения. В недавнем исследовании антибактериальный потенциал EGS 

был подтверждён для подавления роста бактерии Acinetoobacter baumannii, вызывающей 

тяжелые внутрибольничные инфекции. В этой работе ДНК-EGS и 2′-OMe-EGS-

олигонуклеотиды, конъюгированные с олиго(N-метил-пирролом), самостоятельно проникали в 

клетки бактерий и осуществляли эффективное расщепление мРНК генов домашнего хозяйства 

ftsZ и gyrA под действием РНКазы Р [170]. EGS технологию также широко применяют и для 

ингибирования экспрессии генов вирусов человека, таких как вирус гриппа, цитомегаловирус 

человека (HCMV), вирус простого герпеса первого и второго типа (HSV-1, HSV-2), вирус 

иммунодефицита человека (HIV), вирус гепатита B (HBV) и герпесвирус, ассоциированный с 
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саркомой Капоши, что подробно описано в обзоре [169]. В недавних исследованиях было 

продемонстрировано применение ЕGS для подавления критически значимых транскриптов 

вирусов, в частности, мРНК основного капсидного белка (MCP) цитомегаловируса человека 

[171], мРНК, кодирующей оцДНК-связывающий белок HSV-2 ICP8, необходимый для 

репликации вируса HSV-2 [172], а также мРНК CCR5, кодирующей корецептор, необходимый 

для проникновения вируса HIV в клетку [173]. Разработанные EGS конструкции 

продемонстрировали высокую эффективность, обеспечивая снижение уровня целевых белков до 

98% и подавление вирусной репликации на несколько порядков. Так, экспрессия MCP в клетках, 

инфицированных HCMV, снижалась на 98%, а вирусный титр уменьшался в 10 000 раз [171]; 

использование EGS, направленных к мРНК ICP8 вируса HSV-2, приводило к специфическому 

снижению уровня белка на 85% и ингибированию репликации вируса в 3 тысячи раз [172]; EGS, 

направленные к CCR5 HIV, способствовали подавлению уровня мРНК на 98% и снижению 

внутриклеточного уровня РНК HIV более чем в 900 раз in vitro [173]. 

1.3. Белки семейства Argonaute для ингибирования РНК-мишени 

Белки семейства Argonaute играют ключевую роль в регуляции генов посредством РНК-

интерференции с вовлечением малых РНК в составе RISC. Эти белки обнаружены практически 

у всех представителей эукариот, а также у бактерий и архей [174]. Объединяющим структурным 

элементом всех белков данного семейства является каталитический PIWI домен, 

обеспечивающий эндонуклеазную активность. На основе идентичности последовательностей 

семейство белков Argonaute эукариот подразделяют на два подсемейства: AGO и PIWI [175]. 

Белки подсемейства AGO повсеместно экспрессируются в большинстве типов тканей и 

взаимодействуют с миРНК и siРНК, принимая участие в посттранскрипционной регуляции генов. 

В свою очередь, белки подсемейства PIWI, которые преимущественно экспрессируются в 

герминативных клетках, связываются с PIWI-взаимодействующими РНК (piРНК) и участвуют в 

подавлении активности транспозонов. 

1.3.1. Структура, механизм действия и основные функции белков AGO 

У человека в подсемейство белков AGO входит четыре паралога с 80%-ной гомологией 

аминокислотных последовательностей: AGO1, AGO2, AGO3 и AGO4. Белки AGO 

характеризуются высокой консервативностью структуры и состоят из четырех основных 

доменов: N-, PAZ -, MID- и PIWI [176] (Рис. 4 А). N-домен (от англ. amino-terminal domain) 

распознаёт миРНК или siРНК дуплекс и инициирует расхождение ведущей и пассажирской цепей 

РНК-дуплекса, сопровождающееся сборкой комплекса RISC. Далее белок AGO осуществляет 

закрепление направляющей цепи РНК путём специфического связывания 3′-конца малой РНК 

PAZ-доменом (от англ. PIWI-Argonaute-Zwille domain) и фиксированием 5′-фосфата MID-
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доменом (от англ. Middle domain) (Рис. 4 А, Б). С-концевой PIWI-домен структурно схож с 

каталитическим доменом РНКазы Н и играет ключевую роль в разрезании целевой мРНК, 

комплементарной малой РНК. В PIWI-домене выделяют два субдомена: PIWI-каталитический и 

PIWI-хеликазный (Рис. 4 А). PIWI-хеликазный субдомен совместно с MID доменом образуют 

составной сайт связывания для 5′-монофосфата направляющей цепи РНК (Рис. 4 А и Б). N- и 

PAZ-домены, а также PAZ- и MID-домены соединены линкерами L1 и L2, обеспечивающими 

структурную стабильность комплекса RISC (Рис. 4 А). Кроме того, в составе белков AGO 

непосредственно перед N-доменом дополнительно выделяют неструктурированную N-концевую 

область, которая обеспечивает структурную стабильность AGO путём соединения N-домена с 

линкерами L1, L2 и PIWI-доменом [176–178]. Белки AGO1, AGO3 и AGO4 содержат в своем 

составе уникальные структурные элементы, такие как консервативный сегмент 7, AGO3-

специфичую инсерцию и AGO4-специфичную инсерцию, соответственно, которые участвуют в 

распознавании мишени или связывании с направляющей РНК. Белки AGO2 и AGO3 имеют 

одинаковую каталитическую тетраду аминокислотных остатков в составе PIWI-домена – DEDH, 

тогда как у белков AGO1 и AGO4 она представлена аминокислотами DEDR и DEGR, 

соответственно (Рис. 4 A) [176]. 

 

Рис. 4. Доменная организация и функциональная структура белков семейства AGO человека. А 

– схематическое изображение доменной организации белков семейства AGO с описанием 

основных функций доменов. Б – модель взаимодействия белка AGO с малой РНК и РНК-

мишенью. В – функциональные области направляющей цепи малой РНК при её включении в 

белок AGO. 

В научной литературе преобладает мнение, что миРНК включаются в один из четырех 

паралогов AGO случайным образом в зависимости от профиля экспрессии миРНК в клетке [176]. 

Однако существуют исследования, в которых продемонстрировано предпочтение определенных 
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миРНК к связыванию с конкретным белком AGO. Например, AGO2 связывается с миРНК-342-

3p в 19 раз чаще, чем AGO3, тогда как AGO3 образует комплекс с миРНК-629-3p и миРНК-92b-

3p в 15 и 12 раз эффективнее, чем AGO2, соответственно [176]. Также показано, что миРНК-3191-

5p обнаруживается только в комплексе с AGO2 или AGO4 [179]. Тем не менее, на данный момент 

клеточные системы, регулирующие этот процесс, пока не выяснены. 

При включении в AGO каждый нуклеотид направляющей цепи siРНК или миРНК в 

зависимости от его положения выполняет определенную функцию. В последовательности малой 

РНК выделяют пять функциональных областей, которые обеспечивают ее биологическую 

активность посредством координированного поэтапного функционирования: 5′-концевой 

нуклеотид, ассоциированный с MID доменом AGO и не участвующий в распознавании мишени; 

затравочная область (от англ. seed region, нуклеотиды 2 - 8); центральная петля (от англ. central 

region; нуклеотиды 9 - 12); 3′-область дополнительных взаимодействий (от англ. 3′-supplementary 

region; нуклеотиды 13 - 16); и 3′-терминальная область (от англ. terminal region; нуклеотиды 17 

- 23), 3′-концевой нуклеотид которой закреплен в PAZ домене белка AGO (Рис. 4 В) [180–182]. 

Затравочная область и 3′-область дополнительных взаимодействий являются ключевыми для 

обеспечения распознавания и связывания миРНК с мРНК-мишенью (Рис. 4 Б и В). После 

формирования комплекса центральная петля и терминальная область миРНК способствуют его 

конформационной перестройке, что индуцирует эффективную инактивацию мРНК-мишеней 

[178,180,183–185]. После формирования компетентной к расщеплению конформации дуплекса 

миРНК/мРНК AGO осуществляет расщепление мРНК-мишени напротив связи, расположенной 

между 10 и 11 нуклеотидом миРНК. Для осуществления каталитической активности AGO 

необходимо присутствие двухвалентных ионов металлов (Mg2+, Mn2+, Ni2+, Co2+) [186,187]. 

В 2004 году двумя группами исследователей было показано, что несмотря на то, что AGO2 

и AGO3 имеет одинаковую каталитическую тетраду DEDH, только AGO2 способен 

осуществлять расщепление мРНК-мишени [188,189]. В 2017 году М.С. Пак с коллегами показали, 

что AGO3 человека также способен проявлять нуклеазную активность, но лишь в комплексе с 

определёнными миРНК. Например, при загрузке миРНК-20a в комплекс с AGO3, белок 

расщеплял комплементарную мишень, однако с более низкой скоростью, чем AGO2 [190]. Позже 

было обнаружено, что AGO3 человека способен проявлять нуклеазную активность при загрузке 

определёнными tyРНК (от англ. tiny RNA), осуществляющими регуляцию генов и защиту генома 

от мобильных генетических элементов [191]. Общепризнанно, что AGO1 не способен разрезать 

РНК-мишени [192,193], однако Б. Ван с коллегами продемонстрировали способность AGO1 

расщеплять пассажирскую цепь РНК во время сборки RISC [194].  

Белки AGO локализуются не только в цитоплазме, но и в ядре, где они могут выполнять 

дополнительные неканонические функции, такие как регуляция транскрипции через 
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взаимодействие с РНК-полимеразой II или малыми РНК, координирование альтернативного 

сплайсинга путем метилирования гистонов, а также поддержание целостности генома путем 

участия в репарации дц разрывов ДНК [195,196]. 

1.3.2. AGO-опосредованное ингибирование РНК с использованием одноцепочечных 

олигонуклеотидов 

В настоящее время подходы, основанные на использовании механизма РНК-

интерференции, опосредованной белками семейства AGO, представляют собой быстро 

развивающееся направление терапевтических исследований для лечения широкого спектра 

заболеваний человека. Специфичность функционирования комплекса RISC определяется 

малыми некодирующими РНК, такими как siРНК и миРНК. siРНК представляют собой 

двуцепочечные молекулы РНК длиной 20 - 25 н., которые являются эволюционно 

консервативным элементом антивирусной защиты у широкого спектра эукариотических 

организмов [197,198]. миРНК представляют собой эндогенно экспрессируемые некодирующие 

молекулы РНК длиной 20 - 23 н., которые вовлечены в регуляцию экспрессии генов, 

контролирующих ключевые биологические процессы в клетке, такие как дифференцировка, 

пролиферация, апоптоз и другие [9]. Несмотря на различия в происхождении и функциях, 

биогенез siРНК и миРНК протекает по сходному механизму, который включает пошаговый 

каталитический процессинг длинных шпилечных предшественников, в результате которого 

образуются короткие двуцепочечные молекулы siРНК или миРНК (подробнее процесс описан на 

Рис. 5) [199]. Завершающим этапом их созревания является образование комплекса 

одноцепочечной направляющей РНК с белками семейства AGO, что приводит к сборке 

функционального RISC (Рис. 5 А). Посттранскрипционное подавление генов с участием миРНК 

может осуществляться несколькими различными механизмами – через эндонуклеотическое 

расщепление мРНК белком AGO2, и некаталитическим путем, включающим рекрутинг 

вспомогательных белков и приводящим к репрессии трансляции или деаденилированию с 

последующей деградацией мРНК (Рис. 5 Б и В) [183,185]. Основным требованием для AGO2-

опосредованного расщепления мРНК является образование комплементарных пар оснований 

одновременно в затравочной области, центральной петле и в 3′-области дополнительных 

взаимодействий (Рис. 5 В I). Формирование мРНК/миРНК дуплекса только в затравочной 

области миРНК, а также наличие дополнительных комплементарных пар в 3′-области 

дополнительных взаимодействий инициирует рекрутирование комплексом RISC адапторного 

белка TNRC6 (семейства GW182), который привлекает геликазу DDX6, обеспечивающую 

подавление трансляции, а также деаденилазных комплексов PAN2-PAN3 и CCR4-NOT, 

способствующих укорочению поли(А)-хвоста мРНК, декэпированию и 5′ → 3′ 
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экзонуклеолитическую деградацию мРНК (Рис. 5 Б, В II) [185]. Протяженное спаривание 

оснований мРНК с 3′-терминальной областью миРНК в сочетании с миссматчами в центральной 

области инициирует внутренний процесс утилизации миРНК, называемый РНК-направленной 

деградацией миРНК или TDMD (от англ. Target RNA-Directed MicroRNA Decay), который 

приводит к деградации самой миРНК (Рис. 5 В III) [185,200–202]. В случае siРНК 

посттранскрипционная регуляция осуществляется за счет полного комплементарного 

связывания siРНК с целевой мРНК, которое приводит к расщеплению мишени белком AGO2 

(Рис. 5 А). Благодаря полному комплементарному связыванию, siРНК обычно воздействуют на 

одну мРНК-мишень, тогда как миРНК образуют частично комплементарные комплексы с 

различными мРНК, регулируя экспрессию одновременно множества генов. Показано, что 

использование синтетических олигонуклеотидов, имитирующих эндогенные siРНК или миРНК, 

позволяет эффективно индуцировать РНК-интерференцию и представляет собой перспективное 

и быстро развивающееся направление генной терапии. 

Первые научные исследования в области РНК-интерференции были сосредоточены на 

изучении возможностей канонических двуцепочечных синтетических siРНК, заложивших 

фундаментальную основу для разработки терапевтических препаратов, направленных на 

селективное подавление экспрессии генов посредством комплекса RISC. Позднее значимым 

научным результатом стало обнаружение способности одноцепочечных аналогов (оц-siРНК и оц-

миРНК) эффективно подавлять экспрессию комплементарных мРНК-мишеней по механизму 

РНК-интерференции, что определило новое направление в разработке терапевтических подходов 

к генной регуляции, основанное на применении одноцепочечных малых РНК [203,204,213,205–

212]. 

В. Лима и коллеги [214] показали, что аффинность ферментов Dicer и AGO2 к коротким 

одноцепочечным РНК сопоставима со сродством к классическим двуцепочечным siРНК. 

Формирование нуклеопротеиновых комплексов с участием таких одноцепочечных структур 

также приводит к эффективной инактивации мишеней по пути РНК-интерференции. Несмотря 

на то, что в большинстве случаев оц-siРНК проявляют более низкую или сходную эффективность 

подавления экспрессии генов-мишеней по сравнению с каноническими двуцепочечными 

аналогами, а также обладают более низкой стабильностью в биологической среде [207–210,213], 

применение одноцепочечных siРНК имеет ряд существенных преимуществ. К числу достоинств 

относят значительно более простой и экономически выгодный процесс производства, быстрое 

формирование функционально активного комплекса RISC за счёт сокращения этапов 

процессинга и загрузки, снижение вероятности возникновения побочных эффектов вследствие 

отсутствия пассажирской цепи и улучшенные фармакокинетические характеристики. 
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Ограничения, связанные со сниженной нуклеазоустойчивостью, могут быть решены путём 

рационального введения химических модификаций в последовательность цепи РНК.  

 

Рис. 5. Пути биогенеза миРНК и siРНК и механизмы миРНК-индуцируемого 

посттранскрицпионного подавления генов. А – Биогенез миРНК и siРНК. Левая панель – 
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каноническая схема биогенеза миРНК. РНК-полимераза II (Pol II) синтезирует длинные 

транскрипты шпилечной структуры – первичные миРНК (при-миРНК). В ядре комплекс 

Drosha/DGCR8 расщепляет их до укороченных (60-70 н.) шпилечных РНК с выступающими 

динуклеотидными 3′-концами – предшественников миРНК (пре-миРНК), которые 

экспортируются в цитоплазму белком Exportin 5. Комплекс Dicer/TRBP процессирует пре-

миРНК с образованием миРНК-дуплексов (21-23 н.) и с дальнейшим формированием РНК-

загрузочного комплекса (RLC) в котором белки семейства AGO дифференцируют ведущую и 

пассажирскую цепи в дуплексе миРНК, инициируют плавление дуплекса, деградацию 

пассажирской цепи и сборку RISС. Сформированный RISC с направляющей цепью миРНК 

образует частично комплементарный комплекс с РНК-мишенью и запускает механизмы 

подавления экспрессии гена. Правая панель – путь образования siРНК. Двуцепочечная РНК 

(дцРНК) или короткая шпилечная РНК (shРНК), преимущественно вводимые экзогенно, а также 

эндогенно формирующиеся из вирусных РНК, расщепляется комплексом Dicer/TRBP с 

образованием дуплексов siРНК. Направляющая цепь загружается в AGO2-содержащий RISC, 

образует полностью комплементарный комплекс с мРНК-мишенью и индуцирует её 

расщепление. Б – взаимодействие миРНК-индуцируемого комплекса подавления генов miRISC 

с мРНК-мишенью. Посредством затравочной области и 3′-области дополнительных 

взаимодействий миРНК связывается с 3′-UTR мРНК с последующим вовлечением геликазы 

DDX6, а также деаденилазных комплексов PAN2-PAN3 и CCR4-NOT, что приводит к 

подавлению трансляции, дестабилизации и деградации мРНК. В – события, сопровождающие 

формирование миРНК/мРНК дуплексов, включающие AGO2-опосредованное расщепление 

мРНК (I), подавление трансляции, дестабилизацию и деградацию мРНК (II) или запуск процесса 

деградации самой миРНК (TDMD, от англ. Target RNA-Directed MicroRNA Decay) (III). 

1.3.2.1. Одноцепочечные siРНК  

Применение одноцепочечных siРНК (оц-siРНК) рассматривается как перспективная 

терапевтическая стратегия, которая объединяет положительные характеристики двух 

технологий, сочетая простоту и биологическую доступность одноцепочечных структур с 

уникальными преимуществами рекрутинга ферментативной активности RISC (Рис. 6). 

Исследования в области разработки терапевтических оц-siRNA выявили, что для 

эффективного подавления мРНК-мишени структура оц-siRNA должна включать определенные 

химические элементы (Рис. 6 A–В). В частности, необходимым условием является наличие 5′-

фосфата, обеспечивающего узнавание и связывание оц-siRNA ферментами AGO и Dicer. 

Наиболее эффективным является введение метаболически стабильных вариантов фосфатов, 

которые по конформации и стереохимии подобны природному фосфату. Важным параметром 

является введение динуклеотида АА на 3′-конец оц-siRNA. Наличие этого элемента не является 

критическим для взаимодействия с белком AGO2, однако, имеет определяющее значение для 

связывания с белком Dicer, который предположительно осуществляет транспорт молекулы к 

RISC [203]. С целью защиты оц-siРНК от деградации в биологических системах и улучшения её 

функциональных свойств исследователи используют оц-siРНК оптимизированного дизайна (Рис. 

6 Б (1)), полученного путём введения в последовательность различных химических 

модификаций: (I) метаболически стабильного аналога 5′-фосфата – 5′-(E)-винилфосфоната (5′-

(E)-VP) или 5′-метиленфосфоната, (II) 2′-О-МОЕ-модфиицированного 5′-концевого нуклеотида 
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для защиты от 5′-экзонуклеаз, (III) чередующихся 2′-F и 2′-OMe модификаций рибозы, не 

препятствующих расщепляющей способности AGO2, с фосфоротиоатными межнуклеотидными 

связями для защиты от эндонуклеаз и улучшения фармакокинетических свойств, (IV) 2′-О-MOE-

модифицированного аденозиндинуклеотида на 3′-конце для защиты от 3′-экзонуклеаз, (V) 

липофильной модификации C16 для улучшения биораспределения в тканях (Рис. 6 Б (1), В). 

 

Рис. 6. AGO-опосредованное ингибирование РНК-мишеней с помощью синтетических 

одноцепочечных олигонуклеотидов. А – схема подавления РНК-мишени оц-siРНК с участием 

белка AGO2. Б – обобщенные оптимизированные структуры модифицированных оц-siРНК, 

используемые для подавления генов, представленные в работах [203–209] (1), [210] (2) и [211] 

(3). В – химические структуры модификаций, используемых в дизайне рассматриваемых 

одноцепочечных олигонуклеотидов. Г – схема подавления РНК-мишени оц-мимиком миРНК с 

участием белка AGO2. Д – типичные химически модифицированные структуры оц-мимиков 

миРНК, используемые для подавления генов в работах [213] (1) и [212] (2). Е – схема подавления 

РНК-мишени tsРНК с участием белков AGO. 5′-(E)-VP − 5′-(E)-винилфосфонат; 2′-F – 2′-фтор-

рибоза; 2′-OMe – 2′-O-метил; PS – фосфоротиоат; 2′-O-MOE – 2′-O-метоксиэтил; LNA – 
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замкнутая нуклеиновая кислота; 3dT – 3′-дезокситимидин; (C16) – липофильная модификация; 

UNA – разомкнутая нуклеиновая кислота; Аз.Осн. – азотистое основание. 

С учётом указанных параметров конструирования, в ряде исследований, выполненных 

под руководством С. Крука и Д. Кори, была продемонстрирована высокая эффективность 

использования оц-siРНК для подавления различных молекулярных мишеней, включая 

метаболические регуляторы, такие как гомолог фосфатазы и тензина PTEN, фактор свертывания 

крови VII и аполипротеин CIII (ApoCIII) в гепатоцитах, а также мутантный ген HTT, 

ассоциированный с болезнью Хантингтона (Рис. 6 Б (1), В) [203–206]. Использование 

модифицированной структуры оц-siРНК позволило повысить эффективность подавления мРНК 

мишеней в 20 раз по сравнению с немодифицированными аналогами, а также увеличить период 

полувыведения соединений из тканей до 10 дней и обеспечить продление их действия на 

мышиных моделях до недели [203]. 

В рамках применения на моделях нейродегенеративных заболеваний, 

внутрижелудочковая инфузия оц-siРНК способствовала селективному подавлению мутантного 

аллеля HTT по всему мозгу, а конструкции, направленные к мРНК ApoCIII эффективно снижали 

уровни триглицеридов и холестерина ЛПНП в моделях метаболических нарушений [204–206]. 

На основе базового дизайна оц-siРНК исследователи вводили ряд дополнительных 

модификаций. Так, конъюгирование оц-siРНК с липофильной линейной углеродной цепью C16 

значительно повышало проникновение соединений в клетки и их распределение по тканям (Рис. 

6 Б (1), В) [37,203,206]. Введение нескольких миссматчей в центральную область оц-siРНК в 

положениях 9 и 11 или 9 и 14 приводило к формированию миРНК-подобного дуплекса, повышая 

специфичность к мутантному аллелю [205]. Дальнейшая оптимизация 5′-концевой области оц-

siРНК показала, что наиболее оптимальной является замена природного 5′-фосфата на 5′-(E)-

винилфосфонат в транс ориентации, которая одновременно обеспечивает метаболическую 

стабильность оц-siРНК и сохраняет ее способность рекрутировать AGO2 (Рис. 6 Б (1), В) [203–

206]. Совокупность проведенных усовершенствований позволила рассматривать оц-siRNA как 

перспективную платформу для разработки терапевтических средств направленного подавления 

генов. 

Модифицированные оц-siРНК продемонстрировали высокий терапевтический потенциал 

при нацеливании на патологические экспансии повторов, ассоциированные с неврологическими 

и офтальмологическими заболеваниями (Рис. 6 Б (1), В). Эти соединения эффективно 

распознавали мутантную форму гена c9orf72, содержащую патологически увеличенное число 

гексануклеотидных повторов GGGGCC, связанных с развитием бокового амиотрофического 

склероза и лобно-височной деменции [207]. Было показано, что оц-siРНК, полностью 

комплементарные соответствующим транскриптам повторов, эффективно ингибируют 
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мутантные РНК в фибробластах пациентов. Оц-siРНК с аналогичным дизайном были успешно 

применены и для нацеливания на экспансированные CUG-повторы в гене TCF4, 

ассоциированные с эндотелиальной дистрофией роговицы Фукса, что приводило к 

значительному снижению количества патологической РНК в клетках. При этом эффективность 

таких конструкций была сопоставима с действием LNA-модифицированных стерически 

блокирующих АСО. [209]. В этом исследовании полностью комплементарные оц-siРНК 

проявляли более высокую активность, чем варианты с миссматчами, что подчёркивает важность 

оптимальной степени комплементарности при взаимодействии с мРНК-мишенью. 

Примечательно, что в двух рассмотренных моделях оц-siРНК проявляли ингибирующую 

активность, сопоставимую или превышающую эффективность двуцепочечных аналогов siРНК, 

направленных к тем же повторяющимся участкам [207,209]. 

Модификации терминальной области оц-siРНК оказывают влияние на взаимодействие с 

белками AGO и их активность. Было показано, что замена традиционных двух 2′-MOE-

аденозинов на 2′-OMe- или LNA-аденозины на 3′-конце последовательности может значительно 

увеличивать эффективность ингибирующего действия оц-siRNA на специфические мишени (Рис. 

6 Б (1), В) [208]. Оц-siРНК с 2′-OMe-модифицированным 3′-диаденозином ингибировали мРНК 

гена ADAM33, ассоциированного с астмой, с эффективностью, сравнимой с дц-siRNA и 2.5-

кратно превышающей действие других аналогов в фибробластах легких. В то же время, оц-

siРНК, содержащая 3′-LNA модификации, обеспечивала более высокую эффективность 

подавления мРНК гена прогестеронового рецептора PR в клетках рака молочной железы. Эти 

результаты указывают на наличие вероятной зависимости активности оц-siРНК определённого 

дизайна от последовательности мишени. 

Оптимизация 5′-области за счёт введения 3′-дезокситимидина (3dT) в первую позицию 

повышала эффективность включения в комплекс RISC в сравнении с использованием 

традиционных 2′-OMe-урацил модификаций (Рис. 6 Б (2), В) [210]. Комбинация 3dT в первой 

позиции и введение LNA-модифицированных нуклеотидов в затравочной области оц-siРНК в 

положениях 3, 5 и 7 обеспечивала 60-кратное увеличение эффективности подавления мРНК β-

катенина CTNNB1 по сравнению с традиционной оц-siРНК в клетках печени мыши, что было 

сопоставимо с действием дц-siРНК. При доставке 5′-модифицированной оц-siRNA с помощью 

липидных наночастиц было продемонстрировано значительное подавление мишени в печени 

мышей in vivo, лишь незначительно уступающее эффективности дц-siРНК [210]. 

Модифицированные оц-siРНК продемонстрировали терапевтический потенциал и в 

контексте борьбы с инфекционными заболеваниями. Была разработана система доставки на 

основе нейтральных цитидиниловых и катионных липидов DNCA/CLD для эффективного 

транспорта оц-siРНК, направленной к мРНК гена Х вируса гепатита В, в клетки [211]. 
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Оптимизированные оц-siРНК, содержащие чередующиеся 2′-F и 2′-OMe модификации 

нуклеотидов с фосфоротиоатными межнуклеотидными связями терминальных нуклеотидов и 5′-

концевой природный фосфат (Рис. 6 Б (3), В), способствовали 80%-ному AGO2-зависимому 

подавлению мРНК-мишени в инфицированных клетках, вдвое превышая эффект 

немодифицированных олигонуклеотидов. Исследование биораспределения in vivo выявило, что 

оц-siРНК являются менее стабильными, чем дц-siРНК [211]. Для лечения криптоспоридиоза 

была предложена стратегия, основанная на введении оц-siРНК, направленных на подавление 

экспрессии гена нуклеозиддифосфаткиназы (NDK), в составе предварительно сформированных 

комплексов с белком AGO2, поскольку у паразитов рода Cryptosporidium отсутствуют ферменты 

интерферирующей машины RISC [215]. Применение такой искусственно созданной 

минимальной системы РНК-интерференции приводило к снижению паразитарной нагрузки в 

культуре эпителиальных клетках кишечника человека in vitro, а также к элиминации паразита на 

модели мышей in vivo.  

1.3.2.2. Одноцепочечные мимики миРНК  

Перспективным терапевтическим направлением, использующим в качестве ингибиторов 

короткие одноцепочечные РНК, является разработка одноцепочечных мимиков миРНК, 

имитирующих зрелую миРНК, которая, взаимодействуя с белком AGO2, способствует 

подавлению экспрессии генов-мишеней через эндогенный путь РНК-интерференции [212,213] 

(Рис. 6 Г). Доминирующим подходом в области восстановления сниженного или утраченного 

вследствие патологических процессов уровня миРНК, является применение дуплексных миРНК 

мимиков, тогда как разработка оц-мимиков зрелых миРНК все еще представлена ограниченным 

количеством работ. Синтетические оц-мимики миРНК конструируют согласно 

фундаментальным канонам функционирования миРНК и, в отличие от оц-siРНК, эти 

последовательности не являются полностью комплементарными к мРНК-мишеням [212,213] 

(Рис. 6 Г, Д). 

Были разработаны оц-мимики онкосупрессорных миРНК миРНК-34a и let-7a, содержащие 

различные химические модификации, обеспечивающие устойчивость к клеточным нуклеазам 

при сохранении способности подавлять РНК-мишень по механизму РНК-интерференции. 

Оптимизированная структура оц-мимиков миРНК включала 5′-фосфат, 2′-О-МОЕ-

модфиицированный терминальный нуклеотид, а также чередующиеся 2′-F/2′-OMe модификации 

рибозы с фосфоротиоатными/фосфодиэфирными межнуклеотидными связями (Рис. 6 Д (1), В) 

[213]. Интересно, что в зависимости от мишени эффективность оц- и дц-мимиков значительно 

различалась. Оц- и дц-мимики миРНК-34a эффективно подавляли экспрессию SIRT1, ARHGAP1, 

E2F5, CDK6, CDK4, MET, CCND1, E2F3, NOTCH2, AXL и SNAI1 генов-мишеней в клетках HeLа. 
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Уровень CCNE2 значительно снижался только под действием оц-мимика миРНК, тогда как 

подавление FOSL1, SIRT1 и CD44 было более выраженным при использовании дц-мимиков 

миРНК. Оц-мимик let-7a способствовал подавлению экспрессии генов FIGN, PLAGL2 и HMGA2 

с меньшей эффективностью, чем дц-мимик. Было показано, что активность исследуемых 

мимиков миРНК зависит от уровня экспрессии AGO2 и эффективности его связывания с ними 

[213]. Успешный пример терапевтического применения был продемонстрирован для 

синтетического оц-мимика миРНК-216b, содержащего UNA-модифицированные нуклеотиды 

(разомкнутые нуклеиновые кислоты от англ. unlocked nucleic acid) в 11 и 22 положении, при 

протоковой аденокарциноме поджелудочной железы (Рис. 6Д (2), В) [212]. На клеточной линии 

Panc-1 было показано, что при доставке с помощью липосом, функционализированных TAT-

пептидом, мимик вызывал 90%-ное AGO2-зависимое снижение уровня белка KRAS, способствуя 

подавлению колониеобразования до 50% [212].  

1.3.2.3. Малые тРНК-производные РНК 

Белки подсемейства AGO могут участвовать в регуляции генов не только посредством 

взаимодействия с миРНК, siРНК и tyРНК, но и с другими малыми РНК, такими как малые тРНК-

производные РНК или tsРНК (от англ. tRNA-derived small RNA). В последние годы tsРНК 

привлекают все больше внимание исследователей в связи с обнаружением их важной 

регуляторной роли в поддержании клеточного гомеостаза и возможности их применения для 

диагностики и создания новых средств терапии [216–219]. tsРНК представляют собой класс 

малых некодирующих РНК, образующихся путем расщепления различных областей зрелых 

тРНК или их предшественников рибонуклеазами, такими как ангиогенин, Dicer, РНКаза Z, 

РНКаза P и др. (Рис. 7). В зависимости от длины и способа образования, tsРНК подразделяют на 

две основные группы: производные тРНК, образующиеся в ответ на клеточный стресс (tiРНК от 

англ. tRNA derived stress-induced RNA), длиной 31-40 н. и тРНК-фрагменты (tRF от англ. tRNA-

derived RNA fragment) длиной 14-30 н., которые, в свою очередь, дополнительно подразделяются 

на несколько типов в зависимости от области молекулы тРНК, из которой они образовались (Рис. 

7). tsRNA вовлечены в регуляцию широкого спектра биологических процессов, включая 

регуляцию транскрипции, трансляции, посттранскрипционной модификации и др. (подробно 

описано в [220]). tsРНК могут ингибировать экспрессию генов по миРНК-подобному механизму, 

то есть tsРНК, взаимодействуя с белками AGO, формируют комплекс RISC и комплементарно 

связываются затравочной областью с 3′-UTR целевой мРНК молекулы, ингибируя ее трансляцию 

(Рис. 6 Е) [67]. Белки AGO выполняют протекторную функцию, защищая tsРНК от деградации, а 

также транспортируют связанные tsРНК из внеклеточного пространства во внутриклеточное 

[221].  
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Рис. 7. Биогенез и классификация tsРНК. Схематическое представление образования tsРНК из 

зрелой тРНК. В результате данного процесса образуется несколько типов tsРНК: тРНК-

фрагменты 5′-tRF и 3′-tRF; производные тРНК, образующиеся в ответ на клеточный стресс, такие 

как 5′-tiРНК и 3′-tiРНК; и внутренние тРНК-фрагменты i-tRF и tRF-2. 

Нарушения биогенеза и гомеостаза tsРНК, приводящие к повышенным или пониженным 

уровням tsРНК, могут быть ассоциированы с развитием патологических состояний, в том числе 

онкологических [3,222], нейродегенеративных [218] и сердечно-сосудистых заболеваний [219]. 

На уровень зрелых tsРНК влияют такие факторы, как нарушение активности РНК-полимеразы 

III, транскрибирующей гены тРНК; посттранскрипционные модификации тРНК; уровень и 

активность внутриклеточных рибонуклеаз, ответственных за расщепление тРНК; присутствие 

ингибиторов или модуляторов нуклеаз; трансляционная активность клеток; гормональная 

регуляция и различные факторы клеточного стресса (подробно описаны в обзоре [223]). Для 

восстановления патологически сниженного уровня tsРНК в клетках и, как следствие, подавления 

патологических процессов, исследователи используют синтетические аналоги этих молекул – 

tsРНК-мимики. Мимики tsРНК используют для изучения функциональных свойств и 

патофизиологической роли tsРНК, а также, параллельно с этим, для определения их потенциала 

в качестве терапевтических агентов. Будучи фрагментами природных тРНК, эндогенные tsРНК 

содержат в своей структуре модификации, поддерживающие их целостность и стабильность 

[220]. Однако в исследовательских целях преимущественно используют синтетические 

немодифицированные аналоги tsРНК, стабильность которых обеспечивается используемыми 

системами доставки.  
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Дисрегуляция tsRNA ассоциирована с развитием различных онкологических заболеваний. 

Для определенных типов опухолевых клеток характерно специфическое изменение профиля 

tsРНК. Например, было обнаружено снижение уровней 5′-tRF- и 3′-tRF-производных тРНКVal в 

клетках рака молочной железы [224], желудка [225,226] и толстой кишки [227]. Снижение уровня 

3′-tRF-производного тРНКGlu было выявлено в опухолевых клетках шейки матки [228], а уровни 

3′-tiРНК- и 5′-tiРНК-производных тРНКAsn и тРНКGly, соответственно, были снижены в 

опухолевых клетках желудка [229,230]. Было показано, что подавление мРНК-мишени под 

действием tsРНК осуществляется с вовлечением белков семейства AGO по механизму РНК-

интерференции [226–228,230]. Трансфекция опухолевых клеток синтетическими tsРНК-

мимиками, обладающими онкосупрессорной активностью, приводила к подавлению их 

злокачественных свойств. В частности, наблюдалось снижение пролиферации, 

колониеобразования, миграции и инвазии опухолевых клеток, а также индукция апоптоза и арест 

клеточного цикла [224–230]. Степень выраженности эффектов варьировала в зависимости от 

типа опухоли, характеристик клеточной линии, молекулярной мишени и используемой 

концентрации мимика. Совокупный анализ данных свидетельствует о том, что в большинстве 

исследований tsРНК-мимики обеспечивают умеренный антипролиферативный (15-30%) и 

проапоптотический эффекты (увеличение с 7–8% в контрольных условиях до 10–16% после 

обработки), тогда как ингибирующее влияние на колониеобразование, миграционные и 

инвазивные свойства клеток было более выраженным – 50-75% [224–230]. Противоопухолевый 

эффект также был подтвержден in vivo на мышиных моделях с ксенотрансплантатами 

опухолевых клеток, трансфицированных tsРНК-мимиками [225–227,230]. Так, при обработке 

опухолевых клеток желудка и толстой кишки tsРНК-мимиками, такими как 3′-tRF- и 5′-tRF-

производные тРНКVal и 5′-tiРНК-производная тРНКGly, было достигнуто 50-70%-ное подавление 

роста опухоли при использовании мимиков в концентрации 0.05 мкM, а при увеличении 

концентрации до 0.1 мкM наблюдали почти полную регрессию опухоли. Установлено, что 

противоопухолевая активность tsРНК-мимиков реализуется за счет нацеливания на мРНК, 

вовлеченных в ключевые сигнальные пути, регулирующие процессы развития опухоли. В 

частности, продемонстрировано участие tsRNA в модуляции THBS1/TGF-β1/Smad3 каскада, 

ассоциированного с эпителиально-мезенхимальным переходом [224], сигнального пути 

PTEN/PI3K/AKT, контролирующего процессы пролиферации и дифференцировки клеток [225], 

канонического MAPK-пути (через мРНК CACNA1d), вовлеченного в регуляцию процессов 

пролиферации некоторых карцином [226], и Wnt/β-катенин сигнального пути (путем прямого 

нацеливания на FOXK1 транскрипт), вовлеченного в процессы пролиферации, дифференцировки 

и миграции клеток [227]. 
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В контексте сердечно-сосудистых заболеваний было выявлено, что уровни 3′-tRF-

производного тРНКVal и i-tRF-производного тРНКGln снижены при остром инфаркте миокарда и 

гипертрофии миокарда, соответственно [231,232]. На модели ангиотензин II-индуцированной 

гипертрофии трансфекция кардиомиоцитов i-tRF-мимиком приводила к уменьшению степени 

клеточной гипертрофии и снижению уровня натрийуретических пептидов ANP и BNP на 40% и 

70%, соответственно [231]. Введение 3′-tRF мимика в эндотелиальные клетки вызывало 

снижение уровня мРНК Tnfrsf10b и Bcl2l1, влияя, вероятно, на сигнальные пути, связанные с 

липидным обменом и развитием атеросклероза [232]. 

tsРНК также участвуют в регуляции воспалительных процессов. Например, было 

показано, что уровни 3′-tRF-производных тРНКCys и тРНКThr снижены в хондроцитах при IL-1β-

индуцированном остеоартрите и ацинарных клетках поджелудочной железы с моделью острого 

панкреатита [233,234]. Введение мимика 3′-tRF-производного тРНКCys в хондроциты приводило 

к снижению экспрессии мРНК JAK3 [234]. Траснфекция клеток 3′-tRF-мимиком производного 

тРНКThr способствовала восстановлению выживаемости клеток, нормализации воспалительного 

ответа и индукции экспрессии белков, ассоциированных с пироптозом, за счет деградации ZBP1 

мРНК и инактивации провоспалительного сигнального пути ZBP1/NLRP3 [233]. 

1.4. PIWI белки как ключевые медиаторы РНК-ингибирующего действия piРНК 

1.4.1. Структура, механизм действия и основные функции белков PIWI 

PIWI белки принадлежат к семейству Argonaute и являются ключевыми медиаторами 

работы PIWI-взаимодействующих РНК или piРНК. piРНК представляют собой класс малых 

некодирующих молекул РНК длиной около 24-32 н., которые взаимодействуют с белками PIWI, 

формируя piРНК/PIWI комплекс, и играют ключевую роль в процессах регуляции 

жизнедеятельности стволовых клеток зародышевой линии, защиты генома от мобильных 

элементов, эпигенетического контроля регуляции и управления активностью белков. В процессе 

биогенеза piРНК образуются из длинных одноцепочеченых РНК предшественников, 

транскрибируемых со специфических геномных локусов. Биогенез и процессинг 

предшественников piРНК представляет собой сложный многостадийный процесс, протекающий 

по двум основным путям (путь первичного биогенеза и пинг-понг амплификация) с участием 

различных ферментов и приводит к формированию зрелых молекул piРНК, содержащих остаток 

урацила на 5′-конце и 2′-OMe-модификацию на 3′-конце (подробнее описан в [235,236]) (Рис. 8 

А). В отличие от белков AGO, которые экспрессируются повсеместно, белки PIWI 

экспрессируются преимущественно в стволовых клетках зародышевой линии [65,66], тогда как в 

соматических клетках их уровень значительно снижен. Тем не менее, объем экспериментальных 
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данных, свидетельствующих о функциональной значимости piРНК в соматических клетках, 

продолжает неуклонно расширяться [4,62–64]. 

 

Рис. 8. Биогенез piРНК и компартмент-специфические функции белков семейства PIWI 

млекопитающих. А – биогенез piРНК. Образование piРНК происходит по двум основным путям: 

(1) первичный процессинг начинается с транскрипции кластеров piРНК, за которой следует их 

эндонуклеолитическое расщепление белком PLD6 при участии геликазы MOV10L1, что 

приводит к образованию 5′-монофосфорилированных фрагментов, взаимодействующих с 

белками семейства PIWI. Далее экзонуклеаза PNLDC1 вырезает эти фрагменты с 3′-конца, а 

метилтрансфераза HENMT1 осуществляет 2′-O-метилирование, в результате чего формируются 

зрелые первичные piРНК, участвующие в транскрипционном и посттранскрипционном 

сайленсинге генов; (2) вторичный биогенез реализуется по механизму пинг-понг амплификации, 

который преимущественно активен в клетках зародышевой линии и отсутствует или ослаблен в 
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соматических клетках. В этом процессе PIWI-белки (PIWIL2 и PIWIL4), направляемые piРНК, 

расщепляют целевые транскрипты, образуя новые 5′-монофосфорилированные 

предшественники piРНК. Затем предшественники piРНК подвергаются дальнейшему 

процессингу и взаимодействуют с другими PIWI-белками, формируя само-амплифицируемую 

систему генерации piРНК, обеспечивающую образование зрелых вторичных piРНК, 

участвующих в функциональной регуляции генов [235,236]. Б – субклеточная функциональная 

специализация белков PIWI. Компартментализация белков PIWI отражает их преимущественное 

распределение в клетке в зависимости от выполняемых функций. Представленное 

пространственное распределение белков является обобщенным, поскольку локализация PIWI 

динамична и зависит от контекста [68,69,236,237]. В – схема подавления РНК-мишени при 

участии piРНК и белков PIWI. piRISC – piРНК-индуцированный комплекс выключения генов. P 

– 5′-монофосфат. CH3 – 2′-O-метильная группа. U – урацил на 5′-конце, являющийся 

предпочтительным сайтом расщепления для PLD6. 

Структура и функции белков подсемейства PIWI высоко консервативны у различных 

организмов. В тканях человека идентифицировано 4 гомолога: PIWIL1 (HIWI), PIWIL2 (HILI), 

PIWIL3 (HIWI3) и PIWIL4 (HIWI2) [238]. Подобно белкам AGO, PIWI белки состоят из 

вариабельного N-концевого домена, центральных PAZ и MID доменов, а также С-концевого PIWI 

домена, обладающего эндонуклеазной активностью (Рис. 4). PAZ домен распознает 2′-OМе-

модифицированный 3′-конец piРНК, а MID домен связывается с фосфорилированным 5′-концом 

молекулы [239]. 

Функциональная значимость piРНК проявляется на транскрипционном, 

посттранскрипционном и посттрансляционном уровнях (Рис. 8 Б) [68,69,236,240]. На 

транскрипционном уровне piРНК/PIWI комплекс осуществляет подавление генов путем 

метилирования ДНК и модифицирования гистонов. Посттранскрипционное подавление 

активности РНК осуществляется путем взаимодействия piRNA/PIWI комплекса с днкРНК или 

мРНК мишенями с формированием piРНК-индуцированного комплекса подавления генов 

(piRISC) для разрушения РНК по миРНК-подобному механизму (Рис. 8 В). Для осуществления 

расщепления мишени белки PIWI, в отличие от AGO, требуют более протяженного, но менее 

строгого комплементарного связывания piРНК с РНК-мишенью. В экспериментах с белками 

PIWI мышей было показано, что PIWI способны распознавать и расщеплять мишени даже при 

отсутствии полной комплементарности в затравочной области (со 2 по 8 н. piРНК), при этом 

допустимы миссматчи в сайте расщепления мишени (10 и 11 н. РНК-мишени). Однако, для 

эффективного расщепления РНК-мишени PIWI белкам требуется минимум 15 спаренных 

нуклеотидов в дуплексе piРНК с мишенью [241]. Благодаря толерантности к миссматчам, piРНК-

зависимый путь посттранскрицпионного подавления генов приобретает высокую адаптивность, 

что обеспечивает эффективное распознавание и подавление быстро эволюционирующих 

транспозонов. На посттрансляционном уровне piРНК/PIWI комплекс контролирует 

функциональную активность транскрипционных факторов путем фосфорилирования и 

убиквитинирования. Белки PIWIL1, PIWIL2 и PIWIL4 экспрессируются на различных стадиях 
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развития как в клетках зародышевой линии, так и в соматических клетках, тогда PIWIL3 

экспрессируется преимущественно в созревающих ооцитах человека в период оогенеза [242]. 

Белки PIWIL1 и PIWIL2 преимущественно принимают участие в деградации транскриптов в 

цитоплазме, т.е. участвуют в процессах на посттранскрипционном уровне, PIWIL3 

функционирует только в ооцитах, регулируя цитоплазматические транскрипты, тогда как PIWIL4 

участвует в транскрипционном подавлении генов в ядре [69].  

Растущий интерес к piРНК обусловлен их непосредственным участием в различных 

биологических процессах, включая регуляцию клеточной пролиферации и метаболизма, 

контроль клеточного цикла, процессов инвазии, метастазирования и апоптоза, а также 

модуляцию иммунного ответа. Следовательно, нарушение экспрессии piРНК ассоциировано с 

развитием различных патологических состояний, что определяет их потенциал в качестве 

диагностических маркеров и терапевтических мишеней. 

1.4.2. PIWI-опосредованное ингибирование РНК под действием синтетических piРНК 

Аналогично ранее рассмотренным малым РНК, таким как миРНК и tsРНК, piРНК 

участвуют в посттранскрипционном подавлении экспрессии генов, а нарушение их регуляции, 

приводящее к снижению или повышению уровня piРНК, ассоциировано с развитием различных 

патологических состояний, включая онкологические, сердечно-сосудистые заболевания, 

нарушения функционирования нервной и репродуктивной систем, а также вирусные инфекции 

[64]. Использование синтетических piРНК-мимиков для восстановления функций piРНК со 

сниженным уровнем экспрессии в партнерстве с активностью PIWI-белков является 

перспективным терапевтическим подходом (Рис. 8 В). Например, недавнее исследование 

показало, что в опухолевых клетках поджелудочной железы снижен уровень piРНК-017061, и 

трансфекция этих клеток 2′-OMe-модифицированным мимиком piРНК-017061 приводила к 

значительному противоопухолевому действию как in vitro, способствуя подавлению роста клеток 

на 30% и колониеобразования на 50%, так и in vivo на ксенографтной модели мышей, вызывая 

торможение роста опухоли на 90% и способствуя индукции апоптоза. piРНК-017061 

взаимодействует с белком PIWIL1, приводя к деградации мРНК-мишени EFNA5 [243]. 

Аналогично, в клетках почки со светлоклеточной карциномой был обнаружен сниженный 

уровень piРНК-57125. Трансфекция опухолевых клеток синтетическим мимиком приводила к 

подавлению их миграционного и инвазивного потенциала на 40-60%, не оказывая влияния на 

пролиферацию. Механизм действия основан на способности piРНК-57125 напрямую связываться 

с 3′-UTR мРНК CCL3 и подавлять её экспрессию через PIWIL4-зависимый RISC путь. 

Результатом CCL3 ингибирования является блокировка сигнального каскада AKT/ERK, 

играющего ключевую роль в процессах метастазирования [244]. 
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Применение piРНК-мимиков также исследуется в контексте противовирусной терапии. 

Так, трансфекция клеточной линии фибробластов легких человека мимиком piРНК-28,382 с 

последующим инфицированием клеток вирусом простого герпеса первого типа приводила к 

снижению титра вируса на 15% [245]. С помощью биоинформатического анализа авторы 

выявили, что потенциальными мишенями piРНК-28.382 могут быть гены вируса RL2, RS1 и UL54. 

Потенциал PIWI белков также исследуют при использовании клеток, трансфицированных 

векторной конструкцией, экспрессирующей терапевтические piРНК. Экспрессия piРНК-19166, 

уровень которой снижен в клетках карциномы простаты, обеспечивала подавление 

миграционной активности опухолевых клеток in vitro на 40% и ингибирование метастазирования 

на 75% на мышиной модели  за счет подавления мРНК CTTN, ключевого участника CTTN/MMPs 

сигнального пути, ответственного за метастазирование [246]. Аналогично, экспрессия piРНК-18 

в клетках колоректальной карциномы приводила к снижению пролиферации и миграции клеток 

in vitro на 20% и 40%, соответственно, а также к снижению опухолевого роста у мышей на 40% 

[247]. 

1.5. Сиквенс-специфические искусственные рибонуклеазы (иРНКазы) с собственной 

каталитической активностью 

Одним из перспективных направлений в развитии РНК-направленной терапии является 

разработка и применение сиквенс-специфических искусственных рибонуклеаз (иРНКаз). Эти 

РНК-расщепляющие соединения представляют собой гибридные молекулы, которые сочетают в 

единой структуре адресующий олигонуклеотид, обеспечивающий избирательное связывание с 

РНК-мишенью, и ковалентно присоединённый каталитический домен, способный расщеплять 

фосфодиэфирные связи в РНК. Помимо собственной каталитической активности, наличие 

адресующего олигонуклеотида может повышать эффективность этих ингибиторов в результате 

рекрутирования эндогенной РНКазы Н1. В настоящее время разработано несколько типов 

иРНКаз, среди которых можно выделить металл-зависимые иРНКазы, в которых РНК-

адресующий олигонуклеотид конъюгирован с комплексами металлов, включая ионы 

лантаноидов (Dy3+, Eu3+ и др.) и двухвалентные ионы Cu2+ и Zn2+ [248–257], и металл-

независимые иРНКазы, в которых в качестве каталитических групп используют остатки 

имидазола, короткие пептиды или лиганды, имитирующие каталитические центры природных 

нуклеаз (в частности, стафилококковой нуклеазы, РНКазы А и РНКазы Н1) [258–262]. Металл-

зависимые иРНКазы демонстрируют высокую эффективность расщепления РНК, но не 

стабильны в условиях in vivo в присутствии конкурирующих белковых лигандов и других 

биодоступных металлов. Металл-независимые иРНКазы, напротив, обладают более низкой 

токсичностью, что обеспечивает возможность их использования во внутриклеточных условиях.  



49 
 

Первоначально активность сиквенс-специфических иРНКаз исследовали 

преимущественно на модельных РНК-субстратах (тРНК, синтетических РНК) 

[41,250,270,271,258,263–269], однако позднее эти конструкции стали использовать для 

расщепления биологически значимых РНК. Например, 2′-О-МОЕ-модифицированные 

олигонуклеотиды, координированные с комплексом европия, катализировали специфическое 

расщепление транскриптов проонкогенного гена протеинкиназы с-raf-1 человека длиной 571 и 

2977 н. [272]. Применение иРНКаз, состоящих из акридин-модифицированного ДНК-домена и 

ионов лантанидов (III) в качестве каталитического домена, обеспечивало расщепление фрагмента 

гена аполипопротеина E человека длиной 40 н., что позволило идентифицировать 

однонуклеотидный полиморфизм в целевом участке [273]. Альтернативным подходом является 

применение металл-независимых иРНКаз, состоящих из ДНК или LNA/ДНК-миксмерного 

распознающего олигонуклеотида и каталитического домена на основе трис(2-

аминобензимидазола), которые показали высокую эффективность расщепления транскриптов 

длиной 150-400 н., соответствующих участкам 3′-UTR мРНК серин/треониновой киназы PIM1 

[42,274]. Интересным направлением использования иРНКаз такой структуры является их 

применение для анализа структуры мРНК-вакцин [43]. В этом случае синтетические иРНКазы 

специфически расщепляют синтетическую РНК, моделирующую структуру типичной мРНК-

вакцины, в определенных участках (на 3′-конце для отщепления поли-А-хвоста и в 5′-области для 

анализа кэп-структуры), что позволяет получить короткие фрагменты, пригодные для 

высокоточного анализа методами HPLC и L-MC [43]. Для недавно разработанных Zn2+-

зависимых иРНКаз на основе ПНК с конъюгированным диметил-дипиридофеназином была 

продемонстрирована высокая эффективность расщепления клинически значимых РНК, таких как 

мРНК Plasmodium falciparum EXP1, кодирующая мембранный белок, участвующий в транспорте 

питательных веществ паразита, и фрагмент геномной РНК SARS-CoV-2, кодирующий вирусную 

папаиноподобную протеазу PLpro [254,255]. 

Наиболее успешно сиквенс-специфические иРНКазы применяют для селективного 

подавления активности миРНК. Особый интерес представляют конструкции, в которых 

адресующим доменом является пептидо-нуклеиновая кислота (ПНК) – аналог нуклеиновых 

кислот с синтетическим пептидным остовом, состоящим из остатков N-(2-аминоэтил)-глицина, 

к которому азотистые основания присоединены с помощью метилен карбонильных связей. 

Благодаря высокой аффинности к РНК-мишени, высокой нуклеазоустойчивости, химической и 

биологической стабильности ПНК широко применяются в РНК-связывающих доменах иРНКаз 

[44]. Нейтральный заряд остова ПНК имеет некоторые недостатки, такие как ограниченная 

растворимость в воде, формирование гидрофобных агрегатов, низкий уровень доставки в клетки. 
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Путем конъюгирования олигомеров ПНК с катионными аминокислотами, СРР или 

гидрофильными полимерами эти проблемы могут быть частично преодолены. 

Gaglione с коллегами разработали два типа миРНКаз с адресующим ПНК-доменом: (I) 

Cu2+-зависимую РНКазу с HGG-пептидом в качестве расщепляющего домена и (II) металл-

независимую РНКазу, в которой каталитическая группа представлена диэтилентриамином 

(ДЭТА) [44]. Связующий домен был адресован к миРНК-1323 человека, 

гиперэкспрессирующейся при нейробластоме, и представлял собой 14-звенную 

последовательность ПНК, фланкированную с C- и N-конца полиэтиленгликолем (ПЭГ) для 

улучшения растворимости. Было показано, что конъюгаты I и II типа способны специфически и с 

высокой эффективностью расщеплять РНК при эквимолярном соотношении в физиологических 

условиях. Эффективность расщепления мишени достигала максимума через 1 ч реакции и 

составляла 47.5% для конъюгата I типа и 90% для конъюгата II типа [44]. 

Danneberg с коллегами исследовали активность двух металл-независимых сиквенс-

специфических иРНКаз на основе ДНК или ПНК с трис(2-аминобензимидазолом), направленных 

к миРНК-20а, принадлежащей к онкогенному кластеру миРНК-17~92. Было установлено, что оба 

типа обеспечивают 50%-ное расщепление мишени за 12 – 17 ч [41,264]. 

Среди разработанных миРНКаз наибольшего успеха достигли пептидные миРНКазы, 

разработанные в ИХБФМ СО РАН, а также совместно с Университетом Манчестера. Эти 

конструкции, состоящие из шпилечного олигонуклеотида и каталитического пептида acetyl-

(LR)₄G-NH₂ или (LRLRG)₂, показали выраженную анти-миРНК активность на культурах 

опухолевых клеток и на мышиных моделях. Шпилечная миРНКаза с пептидом (LR)₄G-NH₂ 

вызывала дозозависимое ингибирование миРНК-17 в клетках меланомы B16 (на 40% и 80% при 

концентрации 100 и 500 нМ, соответственно), что приводило к двукратному повышению уровня 

мишени E2F1 и подавлению пролиферации клеток в 5 раз [46]. Шпилечная миРНКаза с пептидом 

acetyl-(LRLRG)₂ снижала уровень миРНК-21 на 50 % в клетках лимфосаркомы RLS40, повышая 

экспрессию прямых мишеней PTEN и PDCD4 в 1.7 и 2.4 раза, соответственно, и подавляя 

пролиферативную активность клеток [45,47]. Введение мышам клеток лимфосаркомы RLS40, 

трансфицированных этой миРНКазой, приводило к подавлению роста опухоли на 95%, что 

значительно превышало действие неконъюгированных олигонуклеотидов [47]. 

Заключение 

Эндогенные рибонуклеазы, включая РНКазу H1, РНКазу P и белки семейства AGO, 

играют фундаментальную роль в обеспечении антисенс-индуцированной инактивации целевых 

молекул РНК. Эффективность этих технологий зависит от комплексного понимания механизмов 
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действия используемых ферментов, что позволяет разрабатывать высокоэффективные стратегии 

модуляции активности РНК для терапевтических применений.  

Очевидно, что на эффективность антисмыслового ингибирования оказывают влияние 

различные молекулярные и структурные параметры, такие как выбор последовательностей РНК-

мишени, её структурная доступность и внутриклеточная локализация, компартментализация 

ферментов (РНКаза H1, РНКаза P и белки семейства AGO), паттерн химических модификаций 

терапевтических нуклеиновых кислот, а также молекулярные механизмы систем доставки, 

обеспечивающие специфический транспорт ингибиторов. 

В отношении выбора молекулярной мишени АСО представляют собой универсальный 

инструмент, разработанный для направленного воздействия практически на любую 

внутриклеточную последовательность РНК с учётом их структурной доступности, включая 

мРНК, пре-миРНК, миРНК, днкРНК, piРНК, кольцевые РНК и др. Повсеместная локализация 

РНКазы H1, в ядре, цитоплазме и митохондриях, в сочетании с широким спектром 

потенциальных РНК-мишеней, делает данную технологию высокоадаптивной и мощной 

молекулярной стратегией. Подход, основанный на использовании АСО, представляющих собой 

EGS, обеспечивает локализацию терапевтических нуклеиновых кислот совместно с РНКазой P 

преимущественно в ядерном компартменте, что позволяет эффективно нацеливать ингибитор на 

вирусные и бактериальные транскрипты. Благодаря гомологии с эндогенными молекулами, 

одноцепочечные мимики малых РНК (миРНК, tsРНК и piРНК) совместно с белками семейства 

AGO обеспечивают посттранскрипционное подавление генов, что преимущественно 

осуществляется в цитоплазме. Среди белков PIWI, PIWIL1 и PIWIL4 в большей степени 

вовлечены в реализацию механизмов РНК-интерференции с использованием синтетических 

piРНК. Примечательно, что способность белков семейства AGO к динамической транслокации 

между ядерным и цитоплазматическим компартментами обеспечивает стратегический механизм 

расширения репертуара потенциальных РНК-мишеней [275]. В то время как миРНК 

преимущественно подавляют экспрессию генов за счёт ингибирования трансляции и деградации 

РНК, другие малые РНК, такие как piРНК и tsРНК, могут выполнять более широкий спектр 

регуляторных функций, включая ремоделирование хроматина и транскрипционное подавление, 

действуя как в цитоплазме, так и в ядре. Несмотря на то что белки подсемейства AGO, в 

частности AGO2, достаточно подробно охарактеризованы на структурном и функциональном 

уровнях, изученность PIWI-белков человека все еще остается ограниченной. На сегодняшний 

день получены структурные данные лишь для отдельных доменов PIWI-белков, 

преимущественно для уточнения их специфических молекулярных функций, тогда как 

пространственная организация полноразмерных белков до сих пор не установлена. Дальнейшая 

характеризация белков PIWI, в особенности их компартмент-специфической активности и 
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механистической роли, представляется перспективным направлением, способным раскрыть их 

дополнительные функциональные возможности и терапевтический потенциал. 

Для достижения оптимальной терапевтической эффективности требуется разработка 

систем доставки, обеспечивающих локализацию терапевтических нуклеиновых кислот в 

непосредственной близости от РНК-мишени и связанных с ней ферментных систем. Несмотря на 

десятилетия интенсивных исследований и достигнутый значительный прогресс, задача таргетной 

доставки лекарственных средств остаётся нерешённой и по-прежнему представляет собой одно 

из ключевых направлений развития молекулярной терапии. 

Общая структурная организация и химический состав терапевтических олигонуклеотидов 

являются определяющими факторами их биологической активности. Терапевтический 

потенциал антисмысловых олигонуклеотидов и одноцепочечных РНК был всесторонне изучен. 

Значительная часть исследований направлена на структурную оптимизацию, разработку и 

введение различных химических модификаций и их комбинаций с целью повышения 

молекулярной биосовместимости и функциональных свойств. Для обеспечения способности 

олигонуклеотидов рекрутировать РНКазу H1 химические модификации должны сохранять 

геометрическую целостность формируемого с целевой РНК гетеродуплекса. Несмотря на то что 

исследователями создан обширный арсенал химических модификаций, поиск оптимальных 

структурных вариантов до сих пор продолжается с целью повышения устойчивости к нуклеазам, 

снижения иммуногенности и токсичности при сохранении высокой терапевтической 

эффективности. 

Изучение терапевтического потенциала мимиков tsРНК и piРНК представляет собой 

относительно новое активно развивающееся направление исследований. В связи с ограниченным 

пониманием влияния химических модификаций на активность этих молекул исследователи 

преимущественно используют терапевтические нуклеиновые кислоты в их нативной форме, без 

дополнительных химических изменений. Однако можно ожидать, что в ближайшем будущем 

будут разработаны синтетические аналоги tsРНК и piРНК с улучшенными химическими и 

биологическими свойствами. 

Следует отметить, что исследования терапевтического потенциала некодирующих РНК, 

особенно tsРНК и piРНК, в ассоциации с белками подсемейств AGO и PIWI, преимущественно 

проводятся в контексте онкологических заболеваний. Такая направленность, вероятно, 

обусловлена широкой доступностью и экспериментальной легкостью опухолевых моделей, 

которые представляют удобные системы для изучения молекулярных функций и оценки 

терапевтического потенциала соединений, в особенности на ранних этапах исследований. Тем не 

менее, ожидается, что спектр патологий, потенциально поддающихся терапии с использованием 

этих новых подходов, будет постепенно расширяться. По мере углубления понимания 
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специфических функций tsРНК и piРНК в тканях, терапевтический потенциал этих молекул, 

вероятно, значительно возрастёт и выйдет за рамки онкологических применений. 

Перспективной альтернативой эндогенным ферментативным системам является 

разработка гибридного подхода, основанного на создании сиквенс-специфических 

искусственных рибонуклеаз (иРНКаз). Эти соединения сочетают в своей структуре 

олигонуклеотидный адресующий домен, обеспечивающий специфическое узнавание РНК-

мишени, и каталитический домен природного происхождения, что позволяет осуществлять 

автономное связывание и деградацию РНК [41,42,45,254,276]. Дополнительное вовлечение 

РНКазы H1 существенно усиливает специфическое разрушение РНК [47], что показывает, как 

принципы функционирования природных рибонуклеаз могут быть использованы для разработки 

более эффективных терапевтических стратегий. 

Таким образом, сочетание каталитической активности рибонуклеаз с высоко 

эффективным нацеливанием на терапевтически значимые РНК-мишени с помощью нуклеиновых 

кислот представляет собой уникальный и высокоспецифичный терапевтический подход, 

который дополнительно реализует ферментативный потенциал клеточных систем. Данный 

подход отличается высокой биологической комплементарностью, поскольку использует 

естественные метаболические механизмы клетки, что способствует минимизации побочных 

эффектов, повышению селективности действия и созданию автономной, физиологически 

интегрированной терапевтической системы. 
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2. Экспериментальная часть 

2.1. Материалы 

2.1.1. Реактивы и препараты 

В работе использовали N,N′-метиленбисакриламид, N,N,N′,N′-тетраметилэтилендиамин 

(ТЕМЕD), трис-(оксиметил)-аминометан (Трис), персульфат аммония (PSA) (ICN, США); 

этилендиаминтетрауксусную кислоту (EDTA), мочевину, борную кислоту ("MP Biomedicals", 

CША); водонасщенный фенол (Ambion, США); диметилсульфоксид (ДМСО) (ЭКОС-1, Россия); 

акриламид, Stains-All, фиколл, культуральную среду Дульбекко в кодификации Игла (DMEM), 

культуральную среду Дульбекко в модификации Искова (IMDM), бычью эмбриональную 

сыворотку (БЭС), 3-(4,5-диметилтиазолил)-2,5-дифенилтетразолиум бромида (MTT), перхлорат 

лития (Sigma-Aldrich, США); среду Opti-MEM, обезжиренное сухое молоко, TRIzol, 

Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, США); этиловый и изопропиловый спирт, ацетат натрия, 

хлороформ, ацетон, бромфеноловый синий (Реахим, Россия); ксиленцианол (Serva, Германия); 

раствор антибиотиков и антимикотика (100 ед./мл пенициллина, 0.1 мг/мл стрептомицина и 0.25 

мкг/мл амфотерицина) (Биохимик, Россия); парафин HISTOMIX, формалин (BioVitrum, Россия); 

RIPA-буфер, маркер молекулярного веса белка PageRuler Plus 10-250 кДа (ThermoScientific, 

США); моноклональные первичные антитела к белкам PDCD4 (ARG42238, Arigobio, Тайвань), 

GAPDH (A19056, ABclonal, Китай), E2F1 (ARG59557, Arigobio, Тайвань), E-кадгерину (AF0131, 

Affinity Biosciences, США), Ki-67 (ab16667, Abcam, Великобритания), каспазе-3 (ab2302, Abcam, 

Великобритания) и вторичные антитела козы к иммуноглобулинам кролика, конъюгированные 

пероксидазой хрена (ab6721, Abcam, Великобритания и Spring Bioscience detection system, США), 

хемолюминесцентный раствор субстрата пероксидазы хрена (Abcam, Великобритания); 

ферменты: полинуклеотидкиназа Т4, рибонуклеаза H1, рибонуклеаза T1 (ThermoScientific, 

США); ОТ набор с обратной транскриптазой M-MuLV-RH и HS-qPCR SYBR Blue (Биолабмикс, 

Россия); буфер Laemmli x 4 (Bio-Rad, США); лизирующая матрица Lysing matrix D (MP 

Biomedicals, Индия); WST-1 (Roche, Щвейцария); флуоресцентные красители 4′,6-диамидино-2-

фенилиндол (DAPI) (Thermo Fisher Scientific, США) и CytoPainter Phalloidin-iFluor 488 (ab176753, 

Abcam, Великобритания); защитная среда для окрашенных образцов ProLong Gold Antifade 

Mountant (Life Technologies, США). 

2.1.2. Оборудование 

В работе были использованы: центрифуги MiniSpin Plus Eppendorf, Eppendorf 5415R и 

5410R (Eppendorf, Германия); магнитная мешалка MR 3001, вортекс Reaxtop (Heidolph, 

Германия); микротермостат модели 208 (БИС-Н, Россия); система очистки воды Milli-Q 
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(Millipore, США); камера для полиакриламидного электрофореза (Helicon, Россия и Kodak, 

США); вакуумная сушка для гелей (Cleaver Scientific, Великобритания); система гель-

документации PharosFX Plus, источник питания Power-pac 3000, амплификатор в режиме 

реального времени Bio-Rad СFX96, прибор для электропереноса Criterion Blotter, счётчик клеток 

и анализатор их жизнеспособности TC20 (Bio-Rad, США); амплификатор Mastercycler Pro 

(Eppendorf, Германия); роботизированная система автоматического дозирования Robotics 

(Corbett, США) и epMotion 5073 (Eppendorf, Германия); спектрофотометр NanoDrop OneC, 

автоматический многоканальный фотометр Multiscan FC, система визуализации iBright 1500 

(ThermoScientific, США); pH-метр (Orion 410A, США); гомогенизатор FastPrep-24TM 5G с 

адаптером QuickPrep 24 (MP Biomedicals, Индия); система in vivo визуализации IVIS Lumina X5 

(Revvity, США); СО2 инкубаторы InCuSafe (Sanyo, Япония); клеточный анализатор в режиме 

реального времени xCELLigence RTCA (ACEA Biosciences, Inc., США); микроскопы Zeiss Primo 

Vert, Axiostar Plus с камерой Axiocam MRc5 и LSM 710 (Zeiss, Германия); криостат Microm HM 

505N, микротом Microm HM 355S (ThermoScientific, США). 

Для обработки полученных результатов использовали следующее специальное 

программное обеспечение: Adobe Photoshop CS3, QuantityOne v.4.6.5, OriginPro 2015, GelPro 4, 

RTCA software 2.0, ZEN Black Edition v. 8.1, ImageJ, iBright Analysis Software, GraphPad Prism 

8.4.3. 

2.1.3. Олигонуклеотиды и миРНКазы 

МиРНК-17, миРНК-18a, миРНК-21, миРНК-21_1 и миРНК-155 (Таблица 2), содержащие 

ОН-группу на 5′-конце, были синтезированы к.х.н. М. И. Мещаниновой в Лаборатории химии 

РНК ИХБФМ СО РАН твердофазным фосфитамидным методом на автоматическом синтезаторе 

ASM-800 (Биоссет, Россия) и очищены гель-электрофорезом в денатурирующих условиях.  

Таблица 2. Последовательности миРНК, использованные в работе. 

миРНК Последовательность 5′→3′ 

миРНК-17 CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG  

миРНК -18а UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUA 

миРНК -21 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA 

миРНК -21_1 UAGCUUAUCAUACAGAUGUUGA 

миРНК -155 UUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGGU 

Исследованные в работе миРНКазы были синтезированы к.б.н. О. А. Патутиной, д-ром Б. 

Амирло и д-ром Т. Хейман в лаборатории к.х.н. Е. В. Биченковой в Университете Манчестера 

(Манчестер, Великобритания). Олигодезоксирибонуклеотиды были синтезированы в 

Лаборатории биомедицинской химии ИХБФМ СО РАН с помощью стандартного 
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фосфитамидного метода и выделены с помощью обращенно-фазовой ВЭЖХ. 

Последовательности миРНКаз и олигонуклеотидов приведены в Таблице 3. 

Таблица 3. Последовательности миРНКаз и олигонуклеотидов, используемых в работе. 

Название Последовательность 5′→3′ 

Двойные олигонуклеотиды (D-ON) 

21-D-ON TCAACATC–(ТЭГ)2–GATAAGCTA 

18a-D-ON TATCTGC–(ТЭГ)2–ATGCACCTTA 

17-D-ON CTACCTGC–(ТЭГ)2–AAGCACTTTG 

155-D-ON ACCCCTAT–(ТЭГ)2–TTAGCATTAA 

Одинарные миРНКазы (SC) 

21-SC ПЕП–линкер 2–GATAAGCTA 

18a-SC ПЕП–линкер 2–ATGCACCTTA 

17-SC ПЕП–линкер 2–AAGCACTTTG 

155-SC ПЕП–линкер 2–TTAGCATTAA 

Двойные миРНКазы (DC) 

21-DC TCAACATC–линкер 1–ПЕП–линкер 2–GATAAGCTA 

18a-DC TATCTGC–линкер 1–ПЕП–линкер 2–ATGCACCTTA 

17-DC CTACCTGC–линкер 1–ПЕП–линкер 2–AAGCACTTTG 

155-DC ACCCCTAT–линкер 1–ПЕП–линкер 2–TTAGCATTAA 

Петлеобразующие олигонуклеотиды (B-ON) 

17-B-ON CTACCTGCAC–dR–AAGCACTTTG 

21-B-ON TCAACATCAGT–dR–ATAAGCTA 

Петлеобразующие миРНКазы (BC) 

17-BC-α CTACCTGCAC – dRα (ПЕП) – AAGCACTTTG 

17-BC-β CTACCTGCAC – dRβ (ПЕП) – AAGCACTTTG 

17-BC-αα CTACCTGCAC – [dRα (ПЕП)]2 – AAGCACTTTG 

17-BC-ββ CTACCTGCAC – [dRβ (ПЕП)]2 – AAGCACTTTG 

21-BC-α1 TCAACATCAGT – dRα (ПЕП) – ATAAGCTA 

21-BC-α2 TCAACATCAG – dRα (ПЕП) – GATAAGCTA 

21-BC-β1 TCAACATCAGT – dRβ (ПЕП) – ATAAGCTA 

21-BC-β2 TCAACATCAG – dRβ (ПЕП) – GATAAGCTA 

Крабоподобные олигонуклеотиды (C-ON) 

21-C-ON ATCAGTCTGATAA 

17-C-ON TGСACTGTAAGCA 

Крабоподобные миРНКазы (CC) 

21-CC-αα ПЕП–dRα – ATCAGTCTGATAA– dRα–ПЕП 

21-CC-ββ ПЕП–dRβ – ATCAGTCTGATAA– dRβ–ПЕП 

21-CC-pp ПЕП–Линкер 3 –p–ATCAGTCTGATAA– p Линкер 1–ПЕП 

21-CC-5′p ПЕП–Линкер 3 –p–ATCAGTCTGATAA 

21-CC-3′p ATCAGTCTGATAA–p –Линкер 1–ПЕП 

21-CC-5′α/21-CC-3′α# 
ПЕП–dRα – ATCAGTCTGATAA– dRα  

и dRα – ATCAGTCTGATAA– dRα–ПЕП 

17-CC-αα ПЕП–dRα – TGСACTGTAAGCA– dRα–ПЕП 
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17-CC-5′α/17-CC-3′α# 
ПЕП–dRα – TGСACTGTAAGCA– dRα  

и dRα – TGСACTGTAAGCA– dRα–ПЕП 

Крабоподобные неспецифические конъюгаты и олигонуклеотиды 

Scr-CC-αα ПЕП–dRα – CAAGTCTCGTATG– dRα–ПЕП 

Scr-C-ON-αα dRα – CAAGTCTCGTATG– dRα 

Вилкоподобные олигонуклеотиды (F-ON) 

21-F-ON AGTCTGATAAGCTAGTCAGCGAAAGCTGAC 

Cy5.5-21-F-ON Cy5.5− AGTCTGATAAGCTAGTCAGCGAAAGCTGAC 

Вилкоподобные миРНКазы (FC) 

21-FC-αp 
ПЕП– (ПЕП–Линкер 3)– dRα – 

AGTCTGATAAGCTAGTCAGCGAAAGCTGAC 

21-FC-βp 
ПЕП– (ПЕП–Линкер 3)– dRβ – 

AGTCTGATAAGCTAGTCAGCGAAAGCTGAC 

21-FC-α/21-FC-p# 

ПЕП– (Линкер 3)– dRα –

AGTCTGATAAGCTAGTCAGCGAAAGCTGAC и (ПЕП–Линкер 3)– 

dRα – AGTCTGATAAGCTAGTCAGCGAAAGCTGAC 

21-FC-β/21-FC-p# 

ПЕП– (Линкер 3)– dRβ – 

AGTCTGATAAGCTAGTCAGCGAAAGCTGAC и (ПЕП–Линкер 3)– 

dRβ – AGTCTGATAAGCTAGTCAGCGAAAGCTGAC 

Вилкоподобные неспецифические конъюгаты 

Scr-FC-βp 
ПЕП– (ПЕП–Линкер 3)– dRβ – 

CAAGTCTCGTATGTGTCAGCGAAAGCTGAC 

ПЕП – каталитический пептид [GRLRL]2. Линкер 1 – 3′-6-амино-2-(гидроксиметил)гексильный 

линкер (–CH2–CH(CH2OH)–(CH2)4–NH–), Линкер 2 – тиогексильный линкер (–(CH2)6–S–), ТЭГ – 

триэтиленгликолевый линкер (–O–(CH2CH2O)3–), Линкер 3 – аминогексильный линкер (–NH–

(CH2)6–). dRα и dRβ – остаток рибозы, к которому в С1′ положении через аминогексильный линкер 

(линкер 3) присоединён каталитический пептид в альфа или бета положении. р – фосфатная 

группа адресующего олигонуклеотида. # – побочные продукты синтеза, представляющие собой 

смесь двух олигонуклеотид-пептидных конъюгатов с одним пептидом. А − 2-

аминодезоксиаденозин. Последовательность, выделенная курсивом –шпилечная структура. 

Cy5.5 – флуоресцентный цианиновый краситель. 

Последовательности специфических праймеров для реакции обратной транскрипции и 

количественной ПЦР указаны в Таблице 4 и Таблице 5, соответственно. 

Таблица 4. Последовательности специфических к миРНК шпилечных праймеров, 

использованных для реакции обратной транскрипции. 

Обозначение 

праймеров 
Последовательность 5′→3′ 

RT-mir-17 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACC

TACCTGCAC 

RT-mir-18a 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACT

ATCTGCACT 

RT-mir-21 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACT

CAACATCAG 
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RT-mir-155 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGAC

ACCCCTATCA 

RT-let7g 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGAC

AACTGTACAA 

RT-U6 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGAC

AAAAATATGGAACG 

Синим цветом выделена последовательность нуклеотидов, комплементарная 3′-району миРНК; 

зеленым цветом − последовательность петли, красным цветом −последовательность стебля. 

Таблица 5. Последовательности специфических праймеров, использованных в работе для 

проведения ПЦР в режиме реального времени. 

Обозначение специфических праймеров Последовательность 5′→3′ 

mir-18a-F GCGTAAGGTGCATCTAGTG 

mir-17-F AGACAAAGTGCTTACAGTGC 

mir-21-F AGACTAGCTTATCAGACTGA 

mir-155-F ACTTAATGCTAATTGTGATAGG 

miR-let7g-F AACGCTGAGGTAGTAGTTTGT 

U6-F CTCGCTTCGGCAGCACA 

Universal-R GTGCAGGGTCCGAGGT 

2.1.4. Буферы и растворы 

T4-ПНК-буфер  50 мМ Трис-HCl pH 7.6, 10 мМ MgCl2, 5 мМ DTT, 0.1 мМ 

спермидин 

ТВЕ  0.089 М Трис-борат pH 8.3, 2 мМ Na2EDTA 

Буфер I 50 мМ Трис-HCl pH 7.0, 200 мМ KCl, 0.1 мМ EDTA  

Буфер II (Thermo 

Scientific, США) 

20 мМ Трис-HCl pH 7.8, 40 мМ KCl, 8 мМ MgCl2, 1 мМ DTT  

Буфер D  6 М мочевина, 25 мМ цитрат натрия, pH 4.8, 1 мМ EDTA, 100 

мкг/мл суммарной тРНК E. coli 

Буфер Е 2 М имидазол pH 7.0, 1мМ EDTA, 250 мкг/мл суммарной тРНК E. 

coli 

Буфер L (Bio-Rad, 

США) 

0.0625 М Трис-HCl pH 6.8, 10% глицерин, 1% LDS, 0.005% 

бромфеноловый синий 

Буфер TB 47.9 мМ Трис-HCl pH 8.3, 38.6 мМ глицин, 0.1% SDS, 10% этанол 

Буфер TBST 137 мМ NaCl, 2.7 мМ KCl, 10 мМ Na2HPO4, 1.8 мМ K2HPO4 pH 7.4, 

0.1% Tween 20  

Буфер TGB  25 мМ Трис-HCl pH 8.3, 0.25 М глицин, 0.1% SDS 

Буфер RIPA (Thermo 

Scientific, США) 

25 мМ Трис-HCl pH 7.6, 150 мМ NaCl, 1% NP-40, 1% дезоксихолат 

натрия, 0.1% SDS 

ОТ-буфер 

(Биолабмикс, Россия) 

50 мМ Трис-HCl, pH 8.3, 75 мМ KCl, 3 мМ MgCl2  

ПЦР-буфер 

(Биолабмикс, Россия) 

10 мМ Трис-HCl, pH 8.3, 50 мМ KCl, 1.2 мМ MgCl2  

Раствор М  8 М мочевина, 0.025%-ный бромфеноловый синий, 0.025%-ный 

ксиленцианол 
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Раствор F  20%-ный Ficoll-400 в воде, 0.025%-ный бромфеноловый синий, 

0.025%-ный ксиленцианол 

Для приготовления всех буферных растворов и реакционных проб использовали воду, 

очищенную на установке MilliQ фирмы MilliPore (CША). Все буферы и растворы были 

стерилизованы автоклавированием или фильтрацией через нитроцеллюлозный фильтр 0.22 мкм 

(MilliPore, CША).  

2.1.5. Трансфицирующие агенты и системы доставки in vivo 

Для трансфекции клеток соединениями использовали трансфицирующий агент 

Lipofectamine™ 2000. Для формирования липоплексов для введения in vivo применяли фолат-

содержащие катионные липосомы F [277], предоставленные д.х.н., проф. М. А. Масловым 

(Российский технологический университет МИРЭА, Москва). 

2.1.6. Клеточные культуры 

Клетки меланомы мыши B16 были получены из банка клеточных культур Национального 

медицинского исследовательского центра онкологии им. Блохина Н.Н (Москва). Клетки 

карциномы легких человека A549, клетки аденокарциномы молочной железы человека MCF-7 и 

клетки эпидермоидной карциномы человека KB-3-1 и KB-8-5 были получены из банка клеточных 

культур Института цитологии РАН (Санкт-Петербург). Нетрансформированные клетки 

фибробластов человека hFF3 были любезно предоставлены д.б.н. О. А. Коваль, Институт 

химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН (Новосибирск). Клетки 

культивировали в среде DMEM, содержащей 10% БЭС и 1% раствор антибиотиков и 

антимикотиков (0.1 мкг/мл стрептомицина, 100 ед./мл пенициллина и 25 мкг/мл амфотерицина), 

при 37 °C в атмосфере 5% CO2. Клетки пересеивали раз в 3-4 дня для поддержания 

экспоненциального роста. 

2.1.7. Лабораторные животные 

В работе использовали 10-12-недельных мышей линии nude, которые содержались со 

стандартным 12ч циклом день/ночь, регулируемом автоматически. Мыши имели свободный 

доступ к еде и воде. Экспериментальный протокол был одобрен Комиссией по биоэтике 

Института цитологии и генетики СО РАН (протокол № 111 от 7 Декабря 2021 г.). 
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2.2. Методы 

2.2.1. Электрофорез в полиакриламидном геле в нативных условиях 

Электрофорез проводили в нативном 15%-ном полиакриламидном геле (ПААГ) при 

соотношении акриламид/N,N′-метиленбисакриламид = 29/1 в буфере ТВЕ при 4 °С при 

напряженности электрического поля 10-20 В/см в течение 2-3 ч. 

2.2.2. Электрофорез в полиакриламидном геле в денатурирующих условиях 

Электрофорез проводили в 12%-ном или 18%-ном ПААГ при соотношении 

акриламид/N,N′-метиленбисакриламид = 19/1 в присутствии 8 М мочевины в буфере ТВЕ при 

напряженности электрического поля 30-45 В/см. 

2.2.3. Введение радиоизотопной метки в состав миРНК с использованием 

полинуклеотидкиназы 

Введение радиоизотопной метки γ-[32P] по 5′-ОН миРНК проводили в реакционной смеси 

объемом 20 мкл, содержащей 0.2 мКи γ-[32P]-ATP, 10 ед. акт. T4 полинуклеотидкиназы, 4 мкг 

миРНК и Т4-ПНК-буфер, при 4 ºС в течение ночи. 5′-[32P]-миРНК выделяли с помощью 

электрофореза в 12%-ном ПААГ в денатурирующих условиях. По окончании электрофореза 

полосы геля, содержащие меченые миРНК, визуализировали с помощью радиоавтографии и 

вырезали из геля. Меченую миРНК элюировали в 300 мкл 0.3 М ацетата натрия в присутствии 

15%-ного кислого фенола (pH=5.2), затем осаждали 3-4 объемами этилового спирта при -20 ºС в 

течение 18 ч. Раствор центрифугировали при 13000 об/мин в течение 15 мин, осадок промывали 

3 – 4 объемами 75%-ного этилового спирта, высушивали, растворяли в воде и хранили при -20ºС. 

2.2.4. Гибридизация олигонуклеотидов и миРНКаз с миРНК  

Гибридизацию проводили в реакционной смеси объёмом 4 мкл, содержащей 100 имп/мин 

5′-[32P]-миРНК, миРНК в концентрации 1 мкМ, олигонуклеотид или миРНКазу в концентрации 

0.1−10 мкМ в буфере I или буфере II при температуре 37 °С в течение 45 мин. В реакционную 

смесь добавляли 4 мкл раствора F и анализировали методом задержки в 15%-ном нативном 

ПААГ. Непосредственно после остановки реакции образцы вносили в гель идущего при 

температуре 4 °С электрофореза с интервалом 1 мин. Анализ проводили, как описано далее в п. 

2.2.9. 

2.2.5. Расщепление миРНК с помощью миРНКаз 

Расщепление РНК под действием миРНКаз или олигонуклеотидов исследовали в условиях 

однооборотной и многооборотной реакций. Реакционную смесь, содержащую 80 имп/мин на 

одну пробу 5′-[32P]-меченой миРНК, миРНК в концентрации 1 мкМ и миРНКазу в концентрации 
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5 или 20 мкМ (однооборотная реакция) или миРНК в концентрации 10 мкМ и миРНКазу в 

концентрации 5 мкМ (многооборотная реакция), инкубировали в буфере I или буфере II при 37 

°C в течение 48 или 72 ч. Аликвоты объемом 2 мкл отбирали в определенные временные точки. 

Реакцию останавливали добавлением 10-кратного объема 2%-ного раствора перхлората лития в 

ацетоне, осадок РНК отделяли центрифугированием при 13000 об/мин в течение 15 мин, 

высушивали и растворяли в растворе М. В качестве контроля инкубировали реакционную смесь 

того же состава в отсутствие миРНКаз. Продукты гидролиза анализировали с помощью 

электрофореза в 18%-ном ПААГ в денатурирующих условиях. Соотнесение сайтов гидролиза 

проводили сравнением с продуктами статистического гидролиза этой же РНК под действием 

РНКазы Т1 и 2 М имидазола (см. далее п. 2.2.8.). Анализ реакции проводили, как описано далее 

в п. 2.2.9. 

2.2.6. pH-зависимое расщепление миРНК под действием двойных миРНКаз 

pH-зависимое расщепление миРНК-17 и миРНК-18а под действием двойных миРНКаз 

анализировали в диапазоне pH от 3.7 до 9.5 в буферных растворах, содержащих 100 мM KCl, 

1мM DTT, 2 мМ MgCl2 и компонент с перекрывающимися значениями рН: 50 мМ ацетат натрия 

(SA) с pH 3.7 – 5.0; 50 мM хлорид 2-(N-морфолино)этансульфоновой кислоты (MES-HCl) с pH 

4.5 – 6.0; 50 мM калиевая соль 1,3-бис[трис(гидроксиметил)метиламино]пропана (BTP-KOH) с 

pH 6.0 – 9.5; 50 мM хлорид трис(гидроксиметил)аминометана (Трис-HCl) с pH 7.0 – 9.0. 

Реакционную смесь (8 мкл), содержащую 320 имп/мин 5′-[32P]-миРНК, миРНК в концентрации 1 

мкМ и миРНКазу 17-DC в концентрации 10 мкМ или 18а-DC в концентрации 20 мкМ, 

инкубировали в одном из буферов при 37 ºC в течение 48 ч. В качестве контроля миРНК 

инкубировали в отсутствие миРНКаз в буфере, содержащем Трис-HCl с pH 7.0. Продукты 

гидролиза анализировали, как описано далее в п. 2.2.9.  

2.2.7. Расщепление миРНК под действием миРНКаз в присутствии фермента РНКазы Н1 

Реакционную смесь, содержащую 80 имп/мин на одну пробу 5′-[32P]-миРНК, миРНК в 

концентрации 1 мкМ и миРНКазу или олигонуклеотид в концентрации 20 мкМ (однооборотная 

реакция) или миРНК в концентрации 10 мкМ и миРНКазу или олигонуклеотид в концентрации 

5 мкМ (многооборотная реакция) в буфере II, инкубировали при 37 °C в течение 20 мин. Затем 

добавляли РНКазу H1 до итоговой концентрации в растворе 5 или 100 ед. акт./мл и продолжали 

инкубировать при 37 °C в течение 48 или 72 ч. Аликвоты объемом 2 мкл отбирали через 1-72 ч 

после добавления фермента. Реакцию останавливали добавлением 10-кратного объема 2%-ного 

раствора перхлората лития в ацетоне, осадок РНК отделяли центрифугированием при 13000 

об/мин в течение 15 мин, высушивали и растворяли в растворе М. В качестве контроля 
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инкубировали реакционную смесь того же состава в присутствии РНКазы Н1 и в отсутствие 

олигонуклеотида и миРНКазы. Продукты гидролиза анализировали, как описано в п. 2.2.5 и 2.2.9. 

2.2.8. Частичный гидролиз миРНК в денатурирующих условиях 

Для определения сайтов гидролиза при расщеплении миРНК под действием миРНКаз в 

качестве маркеров использовали частичные гидролизаты миРНК, полученные в 

денатурирующих условиях (лэддеры). 

Т1-лэддер 

Реакционную смесь объемом 10 мкл, содержащую 5′-[32P]-миРНК (1000 имп/мин) и 9 мкл 

буфера D, инкубировали при 55 °C в течение 10 мин, затем при 0 °C в течение 1 мин. После 

денатурации к пробе миРНК добавляли 5 ед. акт. РНКазы Т1 и вновь инкубировали при 55°C в 

течение 10 мин. Реакцию останавливали добавлением 1 мкл 10×TBE. 

Имидазольный лэддер 

Реакционную смесь объемом 10 мкл, содержащую 5′-[32P]-миРНК (1000 имп/мин) и 9 мкл 

буфера Е, инкубировали при 90 ºС в течение 30 мин. По окончании реакции пробы осаждали 10-

кратным объемом 2%-ного перхлората лития в ацетоне, осадок отделяли центрифугированием 

при 13000 об/мин при комнатной температуре в течение 15 мин, высушивали и растворяли в 

растворе М. 

2.2.9. Анализ эффективности гибридизации и расщепления миРНК 

После проведения реакции гибридизации или расщепления гели высушивали с 

использованием вакуумной системы при 80 °С в течение 2 ч и сканировали с помощью системы 

гель-документации Pharos FX Plus. Полученные после сканирования изображения анализировали 

с помощью программ QuantityOne v.4.6.5 и OriginPro 2015.  

Степень связывания миРНКаз с миРНК определяли как отношение интенсивности полосы 

комплекса миРНК-миРНКаза к сумме интенсивностей полос, соответствующих комплексу и 

несвязанной миРНК. Степень расщепления миРНК определяли, как отношение суммарной 

интенсивности полос образовавшихся фрагментов миРНК к суммарной интенсивности всех 

фрагментов, включая нерасщепленную миРНК. Накопление отдельного фрагмента 

расщепленной миРНК оценивали как отношение интенсивности полосы фрагмента к суммарной 

интенсивности всех фрагментов, включая нерасщепленную миРНК. 

Константу комплексообразования рассчитывали по формуле: 

Ka =
α

[миРНКаза]0 (1−α) (1−α (
[миРНК]0

[миРНКаза]0
))

, 

где α доля связанной РНК; [миРНК]0 и [миРНКаза]0 − исходные концентрации миРНК и 

миРНКазы, соответственно. 
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Наблюдаемую константу скорости реакции kobs рассчитывали по формуле:  

𝐹(𝑡) = 𝛼 × (1 − 𝑒−𝑘𝑜𝑏𝑠 ·𝑡), где F(t) доля субстрата, расщепленного к моменту времени t; t – время; 

α – максимальная степень расщепления.  

Период полурасщепления миРНК определяли по формуле 𝑡1/2 = ln 2
𝑘𝑜𝑏𝑠

⁄  

2.2.10. Нуклеазоустойчивость миРНКаз и олигонуклеотидов в ростовой среде 

Реакционную смесь объемом 90 мкл, содержащую миРНКазы или олигонуклеотиды в 

концентрации 0.1 мкг/мл, ростовую среду DMEM с 10 или 50% бычьей эмбриональной 

сывороткой (БЭС), инкубировали при 37 °C в течение 24-72 ч. Аликвоты объемом 10 мкл 

отбирали через 0.5, 1, 2, 4, 8, 24, 48 и 72 ч инкубации. Реакцию останавливали добавлением 10 

мкл 8 M мочевины и смесь замораживали в жидком азоте. Продукты реакции анализировали в 

12%-ном ПААГ в денатурирующих условиях. Гель окрашивали с помощью Stains-All и 

визуализировали при помощи системы iBright 1500.  

2.2.11. Приготовление комплексов катионных липосом и нуклеиновых кислот 

В исследованиях на культурах клеток трансфекцию миРНКаз или олигонуклеотидов 

проводили с помощью коммерческого агента Lipofectamine™2000 (LF). Формирование 

липоплексов проводили путём инкубации LF в среде Opti-MEM при комнатной температуре в 

течение 5 мин, с последующим смешиванием с равным объёмом раствора олигонуклеотидов или 

миРНКаз в среде Opti-MEM и инкубации в течение 20 мин при комнатной температуре. Затем 

липоплексы добавляли к клеткам. Крабоподобные миРНКазы использовали в концентрации 1 

мкМ, а вилкоподобные миРНКазы – в концентрации 10 − 200 нМ для анализа 

антипролиферативной активности и 50 нМ для проведения ПЦР и оценки миграционной 

активности клеток. 

Для исследования противоопухолевой активности вилкоподобных миРНКаз in vivo 

использовали фолат-содержащие катионные липосомы F [277]. Комплексообразование миРНКаз 

и липосом F проводили при соотношениях N/P (соотношение количества азотов катионного 

липида и липида-хэлпера липосом к количеству фосфоров нуклеиновых кислот) 2/1, 4/1 или 6/1. 

Приготовление липоплексов проводили путём смешивания липосом F и миРНКаз в среде Opti-

MEM с последующей инкубацией в течение 20 мин при комнатной температуре. После чего 

липоплексы вводили животным. 

2.2.12. Трансфекция клеток олигонуклеотидами и миРНКазами 

Трансфекцию клеток MCF-7, A549, B16, hFF3, KB-3-1 и KB-8-5 проводили в присутствии 

трансфицирующего агента Lipofectamine™2000 согласно протоколу производителя. За день до 

трансфекции клетки высаживали в планшеты в среде, не содержащей антибиотиков. 
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Приготовление липоплексов проводили как описано в п. 2.2.11. Трансфекцию клеток проводили 

в атмосфере 5%-ного СО2 при 37 °С в течение 4 ч, после чего среду в каждой лунке заменяли на 

культуральную среду DMEM, содержащую 10%-ную БЭС и 1%-ный раствор антибиотиков и 

антимикотика, и инкубировали при 37 °С. Далее клетки использовали непосредственно для 

проведения тестов, либо для выделения суммарной клеточной РНК. 

2.2.13. Выделение суммарной клеточной РНК из опухолевых клеток 

Суммарную клеточную РНК выделяли из клеток с использованием реагента TRIzol 

согласно методике фирмы производителя. Для предотвращения деградации РНК все операции 

проводили во льду. Клетки осаждали центрифугированием при 2000 об/мин в течение 5 мин. 

Супернатант удаляли, к осадку клеток добавляли TRIzol из расчёта 1 мл реагента на 106 клеток. 

Клетки суспендировали и выдерживали при комнатной температуре в течение 5 мин. Далее к 

полученной клеточной суспензии добавляли хлороформ в объеме, составляющем 1/5 от объема 

TRIzola, и инкубировали в течение 2–3 мин при комнатной температуре. Водную фазу отделяли 

центрифугированием при 12000 об/мин, 4 °С, в течение 15 мин, фазу отбирали, добавляли к ней 

изопропиловый спирт в объеме, составляющем 1/2 от объема TRIzola, и инкубировали при -20 

°С в течение 18 ч. Осадок РНК отделяли центрифугированием при 13000 об/мин, 4 °С, в течение 

20 мин, промывали 75%-ным этанолом, высушивали, растворяли в воде, хранили при -20 °С. 

Концентрацию РНК определяли спектрофотометрически по поглощению на длине волны 260 нм. 

Степень чистоты РНК определяли по поглощению на длинах волн 260 и 280 нм и расчёту 

соотношения 260/280. Для реакции обратной транскрипции были использованы образцы c 

соотношением 260/280 не менее 1.8. 

2.2.14. Определение уровня экспрессии миРНК в опухолевых клетках методом 

количественной ОТ-ПЦР 

Определение уровней миРНК в клетках после трансфекции миРНКазами или 

олигонуклеотидами проводили методом обратной транскрипции с использованием 

специфических к миРНК шпилечных праймеров с последующей количественной полимеразной 

цепной реакцией (“stem-loop PCR”) [278]. Последовательности праймеров для реакций обратной 

транскрипции и количественной ПЦР указаны в Таблице 4 и Таблице 5, соответственно. 

2.2.14.1. Обратная транскрипция с использованием специфических шпилечных праймеров 

Для синтеза кДНК использовали суммарную РНК клеток, выделенную, как описано в п. 

2.2.14. кДНК получали в реакционной смеси объёмом 30 мкл, содержащей ОТ-буфер, 3 мкг 

суммарной клеточной РНК, 0.2 мМ специфического праймера (Таблица 4) и 1.5 единиц обратной 

транскриптазы M-MuLV-RH. Перед реакцией праймеры инкубировали при 75 °С в течение 5 мин 
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и далее при 0 °С в течение 1 мин. Синтез кДНК проводили в следующих условиях: 1 цикл – 16 

°С, 30 мин; 40 циклов – 30 °С, 30 сек, 42 °С, 30 сек, 50 °С, 30 сек. По окончании реакции обратную 

транскриптазу инактивировали в течение 1 цикла 85 °С, 5 мин. Объем полученной кДНК 

доводили до объема 300 мкл. 

2.2.14.2. ПЦР в режиме реального времени  

ПЦР проводили в реакционной смеси объемом 20 мкл, содержащей 5 мкл полученной 

кДНК, 5 мкл 1мМ специфических праймеров (Таблица 5) и 10 мкл ПЦР-буфера (краситель SYBR 

Blue). Амплификацию проводили в следующих условиях: 1 цикл – 95 °С, 5 мин; 35 циклов – 95 

°С, 15 сек; 60 °С, 30 сек; 70 °С, 40 сек, 75 °С, 10 сек. Регистрирование данных реакции в режиме 

реального времени проводили, начиная с 75 °С в течение 10 сек. Данные для кривой плавления 

продуктов ПЦР реакции фиксировали в течение 81 цикла с интервалом 0.5 °С, начиная с 55 °С 

до 95 °С. Полученные данные анализировали с помощью программного обеспечения Bio-Rad 

СFX Manager. Относительный уровень миРНК определяли методом ΔΔCT с нормализацией по 

малой ядерной РНК (мяРНК) U6. 

2.2.15. Исследование влияния миРНКаз на выживаемость клеток методом WST и MTT 

Опухолевые клетки B16, MCF-7, A549, KB-8-5, KB-3-1 и нетрансформированные клетки 

фибробластов hFF3 высаживали в 96-лучночные планшеты по 5×103 клеток на лунку. На 

следующие сутки проводили трансфекцию крабоподобными и вилкподобными миРНКазами в 

концентрации 1 мкМ или 0.01 – 0.2 мкМ, соответственно, в комплексе с Lipofectamine™2000, как 

описано в п. 2.2.11 и 2.2.12. Через 4 ч после трансфекции среду в лунках заменяли средой DMEM, 

содержащей 10%-ную БЭС и 1%-ный раствор антибиотиков и антимикотика. Для исследования 

пролиферации клеток методом WST через 72 ч инкубации в каждую лунку добавляли реагент 

WST-1 в объеме 1/10 от объема клеточной среды. Затем клетки B16 и A549 инкубировали при 37 

°C в течение 1 ч, а клетки MCF-7 и hFF3 в течение 2 ч и измеряли оптическую плотность по 

разности поглощения на длинах волн 450 и 620 нм на многоканальном спектрофотометре 

Multiscan FC. Для исследования пролиферации клеток методом МТТ через 72 ч инкубации среду 

отбирали, к клеткам добавляли раствор МТТ до конечной концентрации 0.5 мг/мл, и 

инкубировали в течение 3 ч в тех же условиях. Среду удаляли, образовавшиеся в клетках 

кристаллы формазана растворяли в 100 мкл диметилсульфоксида (ДМСО) и измеряли 

оптическую плотность по разности поглощения на длинах волн 570 и 630 нм на многоканальном 

спектрофотометре Multiscan FC. Данные представляли в виде процента живых клеток 

относительно контроля. 
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2.2.16. Исследование влияния миРНКаз на пролиферацию клеток в режиме реального 

времени с помощью системы хCelligence 

Исследование пролиферации клеток MCF-7 и A549 регистрировали в режиме реального 

времени с помощью прибора xCELLigence в атмосфере 5% CO2 при 37 °C. Для этого опухолевые 

клетки высаживали в 16-ти луночные планшеты E-Plate по 5×103 клеток на лунку. На следующие 

сутки проводили трансфекцию клеток крабоподобными конъюгатами в концентрации 1 мкМ в 

комплексе с Lipofectamine™2000 как описано в п. 2.2.11 и 2.2.12. Через 4 ч после трансфекции 

среду в лунках заменяли средой DMEM, содержащей 10%-ную БЭС и 1%-ный раствор 

антибиотиков и антимикотика. Эксперименты по пролиферации клеток проводили в течение 96 

ч, клеточный индекс регистрировался каждые 30 мин в течение всей продолжительности 

эксперимента. 

2.2.17. Определение уровня белков-мишеней миРНК в опухолевых клетках и опухолевой 

ткани методом Вестерн-блот гибридизации 

Для приготовления лизата опухолевые клетки MCF-7, трансфицированные миРНКазами, 

промывали стерильным физиологическим раствором, а затем лизировали в буфере RIPA в объёме 

100 мкл. Фрагменты опухоли KB-8-5 гомогенизировали в 500 мкл лизирующего буфера RIPA с 

добавлением 0.5 г лизирующей матрицы  с помощью гомогенизатора FastPrep-24TM 5G с 

адаптером QuickPrep 24 в течение 40-80 сек. Затем супернатант отбирали и хранили при −20 °C. 

К полученному лизату (15 мкл) добавляли 5 мкл буфера L (4х) с 10% β-меркаптоэтанола, 

прогревали в течение 10 мин при 95 °C и проводили белковый электрофорез. Разделение белков 

осуществляли в 12.5% ПААГ, содержащем додецилсульфат натрия (SDS), в буфере TGB при 

напряженности электрического поля 10 В/см в течение 1.5 ч. После электрофореза белки 

переносили на мембрану Immobilon-P PVDF в буфере TB с применением мокрого 

элетроблоттинга Criterion Blotter. Для предотвращения неспецифического связывания антител, 

мембрану после переноса инкубировали в течение 1 ч в 5% обезжиренном сухом молоке, 

растворённом в буфере TBST. Далее мембраны выдерживали при +4 °C в течение 18 ч с 

первичными моноклональными антителами к белкам PDCD4 (1/800), GAPDH (1/8000), E2F1 

(1/400), E-кадгерин (1/1000), разведёнными в 5% обезжиренном сухом молоке в TBSТ. По 

окончании инкубирования мембрану промывали в буфере TBST 3 раза по 10 мин и переносили в 

раствор со вторичными антителами козы к иммуноглобулинам кролика, конъюгированными с 

пероксидазой хрена. Через 1 ч мембрану промывали в буфере TBST 3 раза по 10 минут. 

Люминесцентную детекцию проводили с помощью готового раствора субстрата для пероксидазы 

хрена на приборе iBright FL1500 Imaging System. Анализ интенсивности полос определяли с 

помощью системы iBright Analysis Software. 



67 
 

2.2.19. Исследование миграционной активности опухолевых клеток методом scratch теста  

Клетки эпидермоидной карциномы человека KB-8-5 высаживали в 6-ти луночные 

планшеты по 106 клеток на лунку в среде IMDM, не содержащей антибиотиков. На следующие 

сутки проводили трансфекцию клеток миРНКазами как описано в п. 2.2.11 и 2.2.12. В течение 

эксперимента клетки инкубировали в атмосфере 5% CO2 при 37 °C. Через 24 ч после трансфекции 

в каждой лунке с клеточным монослоем наносили три вертикальных «царапины» с помощью 

наконечника микропипетки, затем клетки промывали стерильным физиологическим раствором и 

инкубировали в прежних условиях в течение 72 ч. Через 72 ч клетки фотографировали с 

помощью микроскопа Zeiss Primo Vert при 4-х-кратном увеличении. Фотографии клеток 

обрабатывали с помощью программы ImageJ. Степень зарастания «царапины» (υ) оценивали по 

формуле υ =(1−Х)×100%, где Х – отношение ширины «царапины» через 72 ч к ширине 

«царапины» в 0 ч. 

2.2.20. Исследование противоопухолевой активности крабоподобных миРНКаз ex vivo 

Оценку противоопухолевого эффекта крабоподобных миРНКаз проводили с 

использованием модели аденокарциномы молочной железы MCF-7. Для этого анализировали 

четыре группы клеток: (1) интактные клетки; (2) клетки, трансфицированные контрольным 

конъюгатом Scr-CC-αα; (3) клетки, трансфицированные миРНКазой 21-СС-рр; (4) клетки, 

трансфицированные миРНКазой 21-CC-αα. Трансфекцию проводили с использованием 

Lipofectamine™2000 при концентрации миРНКазы 1 мкМ согласно протоколам в п. 2.2.11 и 

2.2.12. Через 4 ч после трансфекции культуральную среду удаляли, клетки промывали и 

добавляли к ним физиологический раствор для последующей имплантации мышам линии nude. 

Клетки MCF-7 (10⁶ клеток в 0.1 мл стерильного физиологического раствора) подкожно 

трансплантировали мышам в область левого бока (n = 7 мышей в группе) для развития солидных 

опухолей. После того как опухоли начинали пальпироваться, каждые 2–3 дня измеряли их объем 

с использованием штангенциркуля. Объём опухоли рассчитывали по формуле: V = (D × d2)/2, где 

D − наибольший диаметр опухолевого узла, d − наименьший диаметр опухолевого узла, 

перпендикулярный D. На 19-е сутки мышей выводили из эксперимента, опухоли были собраны 

для дальнейшего гистологического анализа  

2.2.21. Исследование биораспределения вилкоподобного олигонуклеотида in vivo 

Анализ биораспределения Cy5.5-меченого вилкоподобного олигонуклеотида в мышах-

опухоленосителях линии nude был проведен Д.В. Гладких (ЛБНК, ИХБФМ СО РАН). Для этого 

животным (n=3 в группе) подкожно трансплантировали клетки эпидермоидной карциномы KB-

8-5 человека (106 кл в 100 мкл физиологического раствора/мышь). После формирования опухоли 
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(через 12 дней) мышам перитуморально (в объеме 100 мкл) вводили Cy5.5-21-F-ON (10 

мкг/мышь) в комплексе с катионными липосомами F при соотношениях N/P 2/1, 4/1 и 6/1. Через 

24, 48, 96 и 144 ч после инъекции животных подвергали анестезии изофлураном и выполняли 

одновременно рентгеновскую съемку (время экспозиции 15 с) и регистрацию флуоресценции в 

ближней инфракрасной области (NIRF) на длинах волн 620 и 700 нм (время экспозиции 10 с) с 

помощью системы in vivo визуализации IVIS Lumina X5. Через 192 ч мышей выводили из 

эксперимента и измеряли интенсивность флуоресценции опухоли и внутренних органов, 

включая легкие, сердце, печень, селезенку и почки. Совмещение слоев изображений выполняли 

в программе Adobe Photoshop CS3. 

2.2.22. Конфокальная микроскопия криосрезов опухоли 

Через 24 ч после введения Cy5.5-меченного 21-F-ON в опухоли мышей в эксперименте по 

биораспределению опухоль немедленно замораживали в растворе Tissue-Tek O.C.T. (Sakura 

Finetek, США) в жидком азоте. Образцы хранили при −70 °C до момента обработки. Срезы 

толщиной 10 мкм готовили с использованием криостата Microm HM 505N при температуре −21 

°C. Криосрезы окрашивали DAPI, разведенном в PBS в соотношении 1/100, в течение 10 мин при 

комнатной температуре, после чего дважды промывали PBS. Окрашивание цитоскелета 

проводили с использованием реагента CytoPainter Phalloidin-iFluor 488 в соответствии с 

протоколом производителя. Затем срезы помещали в среду ProLong Gold Antifade Mountant.  

Криосрезы исследовали с помощью конфокального лазерного сканирующего микроскопа 

LSM 710 с объективами Plan-Apochromat 10×/0.45 и Plan-Apochromat 63×/1.40 Oil DIC. Съемку 

образцов проводили в трёх каналах: синий канал (лазер 405 нм, фильтр 410–495 нм) для 

визуализации ядер, окрашенных DAPI; зелёный канал (лазер 488 нм, фильтр 493–630 нм) для 

визуализации актиновых филаментов, окрашенных Phalloidin-iFluor 488; красный канал (лазер 

633 нм, фильтр 656–759 нм) для визуализации Cy5.5-меченного 21-F-ON. Конфокальные 

изображения анализировали с помощью программного обеспечения ZEN Black Edition v. 8.1. 

2.2.23. Противоопухолевая активность вилкоподобных миРНКаз in vivo 

Для исследования противоопухолевой активности вилкоподобных миРНКаз 

использовали ксенографтную модель карциномы человека KB-8-5 на мышах линии nude. 

Опухоли формировали путем подкожного введения клеток KB-8-5 (10⁶ клеток, 0.1 мл 

стерильного физиологического раствора) в область левого бока. На 7-е сутки после 

формирования опухолей мыши были рандоминизировано разделены на 3 группы (n=5 в группе): 

(1) контроль – мыши получали Opti-MEM; (2) мыши получали инъекции контрольного конъюгата 

Scr-FC-ββ в дозе 5 мкг; (3) мыши получали миРНКазу 21-FC-ββ в дозе 5 мкг. Формирование 

комплексов F с миРНКазами проводили при соотношении N/P = 2/1 как описано в п. 2.2.11, а 
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затем перитуморально вводили три инъекции с интервалом три дня, на 7, 11 и 15 дни. Объем 

опухоли измеряли каждые 2−3 дня с использованием штангенциркуля. Объём опухоли 

рассчитывали по формуле: V = (D × d2)/2, где D − наибольший диаметр опухолевого узла, d − 

наименьший диаметр опухолевого узла, перпендикулярный D. На 21 день мышей выводили из 

эксперимента, опухоли и внутренние органы, включая печень и почки, были отобраны для 

дальнейшего гистологического анализа. 

2.2.24. Гистологический анализ опухолевых тканей  

Гистологический анализ тканей опухоли, печени и почек мышей линии nude после 

введения миРНКаз ex vivo или in vivo был проведен к.м.н. А.В. Сеньковой (ЛБНК, ИХБФМ СО 

РАН). Для этого образцы опухолей, почек и печени животных, полученных после экспериментов, 

обезвоживали последовательной инкубацией в возрастающих концентрациях этанола и ксилола, 

а затем погружали в парафин HISTOMIX. Парафиновые срезы опухолей и внутренних органов 

толщиной 5 мкм, полученные с использованием микротома Microm HM 355S, окрашивали 

гематоксилином и эозином для последующего микроскопического исследования. Тонкие срезы 

опухолей для иммуногистохимических исследований (3-4 мкм) извлекали из парафина и 

регидратировали для последующей инкубации со специфическими антителами к Ki-67, каспазе-

3 или PDCD4 согласно протоколу производителя. Полученные образцы инкубировали со 

вторичными антителами, конъюгированными с пероксидазой хрена, добавляли готовый раствор 

субстрата для пероксидазы хрена, а затем окрашивали гематоксилином Майера. Изображения 

образцов получали с помощью микроскопа Axiostar Plus, дополненным Axiocam MRc5 камерой 

(×400 увеличение). Морфометрический анализ выполняли с использованием счётной сетки, 

содержащей 100 тестовых точек в исследуемой области площадью 3,2 × 10⁶ мкм². Анализ 

включал определение численной плотности (Nv) митозов и каспаза-3-позитивных клеток, а также 

объёмной плотности (Vv, %) Ki-67-позитивных клеток. Для каждой группы исследовали не менее 

пяти случайных полей зрения из опухолевых образцов семи мышей из эксперимента ex vivo 

(всего35 полей) или пяти мышей из эксперимента in vivo (всего 25 полей). 

2.2.25. Статистический анализ данных 

Полученные данные статистически обрабатывали с использованием двустороннего 

непарного критерия Стьюдента (t-теста) или однофакторного дисперсионного анализа ANOVA с 

применением апостериорного критерия множественных сравнений Тьюки. Значения p < 0.05 

считали статистически значимыми. Для анализа использовали программное обеспечение 

GraphPad Prism 8.4.3.  
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3. МикроРНК-направленные олигонуклеотид-пептидные конъюгаты 

(миРНКазы): каталитические свойства и противоопухолевая активность 

(результаты и обсуждение) 

3.1. Дизайн миРНК-направленных искусственных рибонуклеаз 

Первые представления о каталитическом потенциале пептидов с чередующимися 

гидрофобными и основными аминокислотами были сформированы в конце 1980-х годов в 

работах Б. Барбье и А. Брака. Авторами было показано, что полипептиды с регулярным 

чередованием Leu и Arg (poly(LR)) значительно ускоряют щелочной гидролиз 

олигорибонуклеотидов, причем регулярность аминокислотной последовательности имеет 

принципиальное значение, поскольку обеспечивает формирование структуры β-слоев, 

способствующей оптимальной для катализа ориентации функциональных групп [279,280]. В 

ходе этих исследований также было установлено, что в щелочных условиях даже короткие 

пептиды длиной 10 аминокислот обладают выраженной каталитической активностью в 

отношении РНК [281]. 

Данные результаты послужили основой для создания иРНКаз, сочетающих в единой 

структуре каталитически активный пептид и олигонуклеотид. В 1997 г. в работе Д. В. Пышного 

и соавт. впервые было показано, что конъюгаты пептида (LR)ₙG-NH₂ с ковалентно 

присоединенным 6-звенным олигодезоксирибонуклеотидом эффективно расщепляют 

комплементарную 14-звенную синтетическую РНК, причем максимальная активность 

наблюдалась при n= 4 [282]. Одновременно с этим было установлено, что свободные пептиды, а 

также пептиды в смеси с олигонуклеотидами были неактивны в исследуемых условиях, что 

свидетельствует о том, что каталитическая активность короткого пептида проявляется только 

при его структурной стабилизации присоединенным олигонуклеотидом, формирующим 

необходимую конформацию. В реакции с более длинным РНК-субстратом – тРНКPhe − такие 

конъюгаты расщепляли РНК не только вблизи сайтов связывания, но и в отдаленных участках 

молекулы. Это послужило основанием для дальнейших исследований Н. Л. Мироновой и соавт., 

направленных на изучение конъюгатов с пептидом (LR)4G и олигонуклеотидами, не имеющими 

комплементарных областей в последовательностях РНК-субстратов [260,283–285]. Было 

показано, что такие конструкции эффективно расщепляют РНК в одноцепочечных областях и в 

зависимости от последовательности и длины олигонуклеотида могут демонстрировать 

различную нуклеотидную специфичность. Наиболее активные конъюгаты G(RL)4‐pCCAAACA и 

TTTT-(LR)4G расщепляли транскрипты тРНКLys человека и фрагмента РНК HIV-1 с 

преобладанием G-X специфичности, тогда как такие структурные варианты, как G(RL)4‐pTCAA 

и G(RL)4‐pDEG‐CCCTGGACCCTCAGAT, обеспечивали преимущественно гидролиз Pyr-A 
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связей [260,283–285]. Продолжением этой серии работ стала разработка конъюгата pep-9, 

который состоял из пептида (LR)₄G-NH₂, линкера из трёх остатков дезоксирибозы и 9-звенного 

олигонуклеотида GGATCTCTT и проявлял исключительно G-X специфичность, являясь 

искусственным аналогом РНКазы Т1 [259]. 

Дальнейшие исследования были сосредоточены на разработке сиквенс-специфических 

иРНКаз, предназначенных для расщепления модельных тРНК, в частности направленных на 

TΨC-область тРНКPhe дрожжей [265,269,270,286]. В этих работах было установлено, что 

введение остатка глицина в пептид (LRLRG)2 существенно повышает его каталитическую 

активность. С использованием этого пептида были разработаны сиквенс-специфические 

иРНКазы нового дизайна: двойные иРНКазы, в которых каталитический пептид был 

фланкирован двумя короткими направляющими олигонуклеотидными доменами [269], и 

петлеобразующие иРНКазы, в которых пептид был расположен в центральной части 

олигонуклеотида, формирующего петлю в целевой тРНК при связывании с ней [270,286]. 

Основным механизмом расщепления РНК под действием иРНКаз является 

внутримолекулярная реакция трансэтерификации фосфодиэфирной связи (Рис. 9). 

Предполагается, что этот процесс может катализироваться синхронизированным действием 

гуанидиновых групп остатков Arg, которые формируют гуанидин-гуанидиновые каталитические 

диады, функционирующие как кислотно-основные пары [286,287]. 

 

Рис. 9. Предполагаемый механизм расщепления РНК под действием иРНКаз с пептидным 

доменом, содержащим остатки Arg. На схеме выделены основные стадии (I-V), включающие 

внутримолекулярную трансэтерификацию фосфодиэфирной связи РНК, катализируемую 

синхронизированным действием гуанидиновых групп остатков аргинина пептидного домена 

иРНКазы, и последующий гидролиз 2′,3′-циклофосфата. Рисунок адаптирован из [286]. 
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Нейтральная гуанидиновая группа выступает в роли общего основания, депротонируя 2′-OH 

рибозы (Рис. 9 I, II). Активация 2′-ОН приводит к её внутримолекулярной нуклеофильной атаке 

на атом фосфора с образованием пятикоординационного переходного комплекса (Рис. 9 II). 

Одновременно с этим протонированная гуанидиновая группа электростатически стабилизирует 

отрицательно заряженную фосфатную группу и способствует протонированию 5′-О уходящей 

рибозы (Рис. 9 I, II). В результате происходит трансэтерификация с образованием 2′,3′-

циклофосфата и фрагмента РНК, содержащего 5′-OH группу (Рис. 9 III). На следующей стадии 

2′,3′-циклофосфат подвергается гидролизу с образованием линейного фосфатного продукта (Рис. 

9 IV, V). В этом процессе депротонированная гуанидиновая группа вновь выполняет функцию 

общего основания, активируя молекулу воды, которая осуществляет нуклеофильную атаку 

циклофосфата и приводит к его раскрытию. Гуанидиновые группы остатков аргинина 

дополнительно стабилизируют переходные состояния реакции и по завершении каталитического 

цикла регенерируют, обеспечивая возможность многократного оборота реакции. 

Совокупность накопленных данных позволила перейти к разработке сиквенс-

специфических иРНКаз, направленных на биологически значимые РНК. В ИХБФМ СО РАН 

совместно с Университетом Манчестера были разработаны иРНКазы, адресованные к 

онкогенным миРНК (миРНК-17 и миРНК-21) – миРНКазы. Первые разработанные миРНКазы 

представляли собой конъюгаты, состоящие из адресующего шпилечного 

олигодезоксирибонуклеотида, комплементарного 5′-концу миРНК-мишени, и пептида на основе 

чередующихся остатков лейцина и аргинина (LR)4 или (LRLRG)2 [45,46]. Было показано, что 

разработанные соединения осуществляли эффективное сиквенс-специфическое расщепление 3′-

терминальной области миРНК-мишеней, что приводило к их ингибированию в опухолевых 

клетках и обеспечивало выраженный противоопухолевый эффект [32,45,46]. 

В данной диссертационной работе были сконструированы и исследованы четыре серии 

миРНКаз новой структуры, направленные к различным функциональным областям миРНК. Были 

разработаны двойные миРНКазы DC (от англ. Dual conjugate) с каталитическим пептидом, 

расположенным между двумя короткими адресующими доменами и способным расщеплять 

миРНК в ее центральной области и в 3′-области дополнительных взаимодействий (Рис. 10 А); 

петлеобразующие миРНКазы BC (от англ. Bulge-forming conjugate) c одним или двумя 

каталитическими пептидами, расположенными в составе внутреннего участка адресующего 

олигонуклеотида, для разрушения мишени в её центральной области (Рис. 10 Б); крабоподобные 

миРНКазы CC (от англ. Crab-like conjugate), в которых два каталитических пептида расположены 

по концам короткой адресующей компоненты для расщепления миРНК, как в затравочной 

области, так и в 3′-терминальных областях (Рис. 10 В); и вилкоподобные миРНКазы FC (от англ. 

Fork-like conjugate), в которых два каталитических пептида присоединены по 5′-концу 
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шпилечного олигонуклеотида для расщепления в 3′-области дополнительных взаимодействий и 

терминальном районе миРНК-мишени (Рис. 10 Г). 

 
Рис. 10. Схематичное представление комплексов миРНК с миРНКазами различной структуры: 

двойные (А), петлеобразующие (Б), крабоподобные (В) и вилкоподобные (Г) миРНКазы. 

Цветными прямоугольниками выделены функциональные области миРНК, на которые 

направлено действие каталитических пептидов миРНКаз. Д – химическая структура 

каталитического пептида (LRLRG)2, содержащего на N-конце малеимидную группу (Mal) для 

синтеза двойных конъюгатов или ацетильную группу (Acetyl) для синтеза петлеобразующих, 

крабоподобных и вилкоподобных миРНКаз. 

Олигонуклеотидные компоненты миРНКаз были сконструированы для направленного 

воздействия на онкогенные миРНК миРНК-21, миРНК-17, миРНК-18а и миРНК-155, 

ассоциированные с развитием широкого спектра онкологических заболеваний [288–295]. 

В качестве каталитического компонента в разработанных миРНКазах был использован 

ранее исследуемый короткий амфифильный пептид (LRLRG)2 [32,45,46,265,269,270,286], 

состоящий из чередующихся аминокислотных остатков Arg и Leu, а также двух остатков Gly для 

обеспечения его конформационной гибкости (Рис. 10 Д). 

Синтез и полная характеризация миРНКаз была проведена в Университете Манчестера 

под руководством к.х.н. Е.В. Биченковой. Химическая структура и чистота полученных 

соединений, выделенных методом обращенно-фазововой ВЭЖХ (RP-HPLC), были 

подтверждены с использованием масс-спектрометрии MALDI-ToF и протонной ЯМР-

спектроскопии (1H NMR). 
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3.1.1. Дизайн двойных миРНКаз 

Впервые структура двойных искусственных рибонуклеаз (DC, от англ. Dual Conjugate) 

была предложена и апробирована  ранее для сиквенс-специфического расщепления модельной 

тРНКPhe дрожжей [269].  В рамках настоящей работы этот структурный принцип был применен 

для создания рибонуклеаз, специфически нацеленных на клинически значимые онкогенные 

миРНК-21, миРНК-18а, миРНК-17 и миРНК-155. 

Двойные миРНКазы состояли из двух коротких миРНК-адресующих 

олигодезокисрибонуклеотидов А и Б и каталитического пептида, расположенного между ними 

таким образом, чтобы при связывании с миРНК образовывался одноцепочечный участок в 

центральной области мишени длиной 5 н. (Рис. 11; Таблица 3). Пептид Mal-(LRLRG)2-COOH был 

конъюгирован с олигонуклеотидами путем присоединения N-конца через тиогексильный линкер 

к 5′-концу олигонуклеотида А и С-конца через 6-амино-2-(гидроксиметил)гексильный линкер к 

3′-концу олигонуклеотида Б (Рис. 11 Б). Ранее в работе [269] было показано, что одноцепочечная 

область длиной 5 н. обладает достаточной гибкостью, а аминогексильные линкеры обеспечивают 

необходимую конформационную подвижность пептида для эффективного расщепления РНК. 

Данный дизайн обеспечивает локализацию пептида напротив области центральной петли 

миРНК.  

 

Рис. 11. Дизайн двойных миРНКаз (DC). А – структура комплексов DC с миРНК-мишенью. 

Синим выделены основания 2-аминоаденинов. Б – схематичное изображение структуры DC, в 

которой пептид соединен с двумя олигонуклеотидами посредством тиогексильного и 6-амино-2-

(гидроксиметил)гексильного линкеров. Пептид – Mal-(LRLRG)2-COOH. В – структура пар 

аденин-урацил и 2-аминоаденин-урацил. 

Поскольку короткая длина зрелых миРНК лимитирует протяженность адресующих 

мотивов до 7 – 10 н., олигонуклеотидные «плечи» в DC были усилены введением замены 

аденинов на 2-аминоаденины для увеличения сродства к мишени (Рис. 11 В). Данная 

модификация обеспечивает образование трех водородных связей в каждой комплементарной 

паре оснований, повышая термостабильность дуплекса ДНК/РНК примерно на 3 °C на каждую 
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замененную пару [296,297], тем самым увеличивая общую стабильность комплекса. 

Дополнительным преимуществом 2-аминоаденина является повышение сиквенс-

специфичности: миссматч в положении напротив этого нуклеотида приводит к снижению 

температуры плавления дуплекса на 7 – 15 °С [298], обеспечивая селективное связывание только 

с полностью комплементарными мишенями.  

В данной работе были сконструированы двойные конъюгаты 17-DC, 18a-DC, 21-DC и 155-

DC, направленные к онкогенным миРНК миРНК-17, миРНК-18а, миРНК-21 и миРНК-155, 

последовательности и структура которых приведены в Таблице 3.  

3.1.2. Дизайн петлеобразующих миРНКаз 

За последние три десятилетия накоплено большое количество данных, 

свидетельствующих о повышенной чувствительности петлевых структур РНК к гидролизу под 

действием различных агентов [248,257,299–304]. Однако до недавнего времени эффективность 

расщепления петлевых участков пептидными искусственными рибонуклеазами не изучали. 

Расщепление РНК в области петли под действием различных иРНКаз было всесторонне 

исследовано на модельном РНК субстрате – тРНКPhe дрожжей в работах Staroseletz и Amirloo 

[270,286]. В данных работах было установлено, что петля длиной 3 – 5 н., формируемая при 

гибридизации иРНКаз с РНК, является оптимальной для обеспечения эффективного 

расщепления РНК с сохранением высокой эффективности связывания [270,286]. Кроме того, 

было показано, что в структуре петлеобразующих соединений, направленных к тРНКPhe, 

пространственное положение пептида относительно фосфодиэфирных связей в области петли 

РНК имеет важное значение [270]. Для обеспечения конформационной гибкости каталитический 

пептид должен быть присоединён посредством аминогексильного линкера в α- или β-положении 

к С1′-атому безосновной дезоксирибозы (далее по тексту – дезоксирибоза или dR) [270]. 

Дополнительно было установлено, что введение двух каталитических пептидов в структуру 

конъюгата через два остатка дезоксирибозы значительно повышает скорость расщепления РНК-

мишени [286]. В рамках настоящей работы эта концепция была применена для разработки 

петлеобразующих миРНКаз (BC), направленных к терапевтически значимым мишеням – миРНК-

21 и миРНК-17. 

МиРНК-направленные BC представляли собой соединения, состоящие из 

олигодезоксирибонуклеотида, комплементарного миРНК-мишени, при гибридизации с которым 

в центральной области миРНК образуется тринуклеотидная петля, и одного или двух пептидов, 

расположенных напротив формируемой петли (Рис. 12 А; Таблица 3).  
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Рис. 12. Дизайн петлеобразующих миРНКаз (BC). А – структура комплексов BC с миРНК-17 и 

миРНК-21. Б – схема присоединения пептидов в моно- и бис-пептидных BC, в которых один или 

два каталитических пептида Acetyl-(LRLRG)2-COOH присоединены к олигонуклеотиду через 

аминогексильный линкер посредством остатков дезоксирибозы в альфа (dR) или бета (dR) 

положении. 

Для определения оптимальной структуры олигонуклеотидной компоненты 

петлеобразующих миРНКаз на первом этапе были рассчитаны термодинамические параметры 

(ΔG, ΔH и ΔS) и температура плавления (Tm) комплексов адресующих олигонуклеотидов с их 

миРНК-мишенями с использованием сервиса DINAMelt (www.unafold.org). Примеры 

предсказанных структур и рассчитанные значения термодинамических параметров 

представлены на Рис. 13. Показано, что полностью комплементарные олигонуклеотиды 

формируют стабильные дуплексы с миРНК-17 и миРНК-21 с Tm 64.1 и 60.8 °C, соответственно 

(Рис. 13 А и Г). Формирование тринуклеотидной петли при гибридизации миРНК-17 с 

петлеобразующим олигонуклеотидом 17-B-ON-R, содержащим один остаток дезоксирибозы, 

способствует дестабилизации дуплекса, снижая Tm почти на 15 °C по сравнению с полностью 

http://www.unafold.org/
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комплементарным вариантом (Рис. 13 А и Б), а для комплексов миРНК-21 с олигонуклеотидами 

21-B-ON-R1 и 21-B-ON-R2, содержащими один остаток дезоксирибозы в разных положениях в 

последовательности, наблюдалось ещё более выраженное снижение температуры плавления, на 

19 °C (Рис. 13 Д и Е). Введение двух остатков дезоксирибозы в структуру олигонуклеотида 17-

B-ON-RR способствовало повышению эффективности гибридизации с миРНК, 

предположительно, за счёт снижения конформационного напряжения в области петли (Рис. 13 

В). Несмотря на заметное снижение Tm комплексов разработанных олигонуклеотидов с 

мишенями, они способны сохранять достаточную стабильность для функционирования в 

физиологических условиях. 

 

Рис. 13. Предсказанные комплексы миРНК-17 (А – В) или миРНК-21 (Г – Е) с полностью или 

частично комплементарными к мишеням олигонуклеотидами. Вторичная структура и 

термодинамические параметры (Tm, ΔG, ΔH и ΔS) были рассчитаны с использованием сервиса 

DINAMelt (www.unafold.org). R – остаток дезоксирибозы. 

Конъюгирование сконструированных олигонуклеотидов с каталитическим пептидом 

Acetyl-(LRLRG)₂-COOH осуществляли путем амидного присоединения C-концевой 

карбоксильной группы к аминогруппе аминогексильного линкера. При этом принципиальным 

аспектом конструирования было варьирование стереохимии присоединения линкера к C1′ атому 

дезоксирибозы в α- или β-конфигурации (dRα или dRβ) (Рис. 12 Б). Такой дизайн обеспечивал 

возможность оценки влияния различной пространственной ориентации пептида на 

эффективность расщепления петлевых структур миРНК. 

http://www.unafold.org/
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Таким образом, была разработана серия из восьми петлеобразующих миРНКаз, 

включающая шесть соединений с одним пептидом (моно-пептидные BC) и два соединения с 

двумя пептидами (бис-пептидные BC) (Рис. 12). В частности, было сконструировано две моно-

пептидные миРНКазы 17-BC-α и 17-BC-β, направленные к миРНК-17, и четыре моно-пептидные 

миРНКазы 21-BC-α1, 21-BC-β1, 21-BC-α2 и 21-BC-β2, направленные к миРНК-21, которые 

отличались ориентацией пептида (α или β) относительно последовательности мишени. Для 

изучения специфичности каталитического расщепления РНК петлеобразующими миРНКазами 

были разработаны конструкции 21-BC-α1, 21-BC-β1 и 21-BC-α2, 21-BC-β2, в которых 

варьировалось положение остатка дезоксирибозы dR в последовательности олигонуклеотида. 

Так, в миРНКазах 21-BC-α1 и 21-BC-β1 остаток дезоксирибозы был расположен между 11 и 12 

н. адресующего домена, что обеспечивало нацеливание пептида на участок C9-A10-G11 в 

последовательности миРНК-21, а в конструкциях 21-BC-α2 и 21-BC-β2 остаток дезоксирибозы 

был смещен на один нуклеотид (между 10 и 11 н.) для нацеливания пептида на петлевой участок 

A10-G11-A12 (Рис. 12 А). Для исследования эффективности расщепления РНК-мишени при 

совместном действии двух каталитических пептидов было сконструировано две бис-пептидные 

петлеобразующие миРНКазы 17-BC-αα и 17-BC-ββ (Рис. 12). Конструкция таких соединений 

содержала два каталитических пептида, присоединенных в αα- или ββ-ориентации к двум 

последовательно расположенным остаткам дезоксирибозы. 

3.1.3. Дизайн крабоподобных миРНКаз 

Для каталитического расщепления миРНК одновременно в двух концевых функционально 

значимых областях были разработаны крабоподобные конъюгаты (СС, от англ. Crab-like 

conjugate), структура которых позволяет разрушать 5′-затравочную и 3′-терминальную области 

мишени. Нацеливание каталитического пептида на затравочную область является стратегически 

важным, поскольку именно этот район отвечает за инициацию посттранскрипционной регуляции 

экспрессии мРНК. Расщепление в 3′-терминальной области миРНК может способствовать 

дополнительной дестабилизации функционального комплекса миРНК/AGO2 и увеличению 

скорости расщепления мишени. Разработанные CC были направлены к миРНК-21 и миРНК-17. 

Крабоподобные миРНКазы были сконструированы на основе укороченного 13-звенного 

олигонуклеотида (Рис. 14, Таблица 3), что позволяет обеспечить оптимальный баланс между 

специфичностью связывания с мишенью и способностью к быстрому высвобождению продуктов 

расщепления для реализации эффективного многооборотного каталитического режима.  
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Рис. 14. Дизайн крабоподобных миРНКаз (СС). А – структура комплекса CC с миРНК. Б − 

структура миРНКазы CC-pp, в которой каталитические пептиды присоединены через 

аминогексильный линкер к 5′-фосфату  через 6-амино-2(гидроксиметил)гексильный линкер к 3′-

фосфату адресующего олигонуклеотида. В, Г − структуры миРНКаз типа CC-αα и CC-ββ, в 

которых пептиды через аминогексильный линкер присоединены к аномерному атому С1′ остатка 

дезоксирибозы, расположенному на 5′- и 3′-концах олигонуклеотида, в α- (В) или β-ориентации 

(Г). Д, Е − структуры моно-пептидных CC, в которых пептид присоединён либо через 

аминогексильный линкер к 5′-фосфату (Д), либо через 6-амино-2(гидроксиметил)гексильный 

линкер к 3′-фосфату (Е) адресующего мотива. Ж − структура побочных продуктов синтеза CC-

5′α/CC-3′α, представляющих собой смесь двух рибонуклеаз с одним пептидом, в которых 

каталитических домен присоединен через аминогексильный линкер к аномерному C1′ атому 
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остатка дезоксирибозы, расположенному на 5′- или 3′-конце олигонуклеотида, в α-ориентации. 

Пептид – Acetyl-(LRLRG)2-COOH. 

На этапе дизайна с использованием сервиса DINAMelt  была проведена оценка 

термодинамических параметров (Tm, ΔG, ΔH и ΔS) гетеродуплексов, образуемых миРНК-17 и 

миРНК-21 с соответствующими адресующими олигонуклеотидами (Рис. 15). Расчётные значения 

Tm составили 40 °C и 48 °C для комплексов с миРНК-21 и миРНК-17, соответственно. Близость 

этих значений к физиологической температуре (37 °C) может обеспечить высокую цикличность 

ассоциации-диссоциации гетеродуплексов in vitro и in vivo.  

 

Рис. 15 Структуры и термодинамические параметры гетеродуплексов миРНК-21 (А) и миРНК-

17 (Б) с соответствующими олигонуклеотидными компонентами крабоподобных миРНКаз в 

соответствии с сервисом DINAMelt Server (www.unafold.org). 

Преимуществом крабоподобных миРНКаз является наличие двух каталитических 

пептидов Acetyl-(LRLRG)2-COOH, присоединенных к 5′- и 3′-концам адресующего 

олигонуклеотида, что позволяет реализовать одновременное действие на две функциональные 

области миРНК и повысить эффективность каталитического расщепления. 

Было разработано три структурных варианта крабоподобных миРНКаз, отличающихся 

типом присоединения пептида (Рис. 14). Во всех случаях конъюгирование осуществляли через 

C-концевую карбоксильную группу. Первый вариант представлял собой конъюгат, в котором два 

каталитических пептида были ковалентно присоединены к 5′- и 3′-концевым фосфатным группам 

олигонуклеотида с помощью 5′-аминогексильного (Линкер 1) и 3′-6-амино-2-

(гидроксиметил)гексильного (Линкер 3) линкеров, соответственно (Рис. 14 Б, Таблица 3). Второй 

и третий структурные варианты представляли собой миРНКазы, в которых пептид был 

ковалентно присоединен к остаткам дезоксирибозы (dR), расположенным на 5′- и 3′-конце 

адресующего олигонуклеотида, с помощью аминогексильных линкеров, присоединённых к 

аномерному атому C1′ в α- (структурный вариант 2, Рис. 14 В, Таблица 3 ) или β-конфигурации 

http://www.unafold.org/
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(структурный вариант 3, Рис. 14 Г, Таблица 3). Вариант 1 представлен миРНК-21-направленной 

миРНКазой 21-CC-pp, вариант 2 – крабоподобными миРНКазами 21-CC-αα и 17-CC-αα, 

направленными к миРНК-21 и миРНК-17, соответственно, а вариант 3 – конъюгатом 21-CC-ββ, 

направленным к миРНК-21 (Таблица 3).  

Для определения вклада бис-пептидной организации в активность крабоподобных 

миРНКаз были синтезированы моно-пептидные варианты 21-CC-5′p и 21-CC-3′p, в которых 

каталитический пептид был присоединён к 5′- или 3′-концевой фосфатной группе адресующего 

олигонуклеотида (Рис. 14 Д и Е, Таблица 3).  

3.1.4. Дизайн вилкоподобных миРНКаз 

Стабильность антисмысловых олигонуклеотидов в физиологических условиях является 

критическим фактором, определяющим их терапевтический потенциал. Помимо введения 

химических модификаций эффективным подходом является включение шпилечных структур на 

3′-конец олигонуклеотида, который характеризуется повышенной чувствительностью к 

нуклеазам [305–307]. Согласно литературным данным, наличие двуцепочечного участка или 

шпилечной структуры на концах олигонуклеотида, комплементарного миРНК, не только 

стабилизирует молекулу в физиологических условиях, но также способствует вытеснению 

целевой миРНК из комплекса RISC, повышая эффективность ингибирования [308,309]. 

Используя данный принцип, в настоящем исследовании была разработана структура 

вилкоподобных миРНКаз (FC, от англ. Fork-like conjugate), включающая адресующий домен 

шпилечной структуры, который ранее использовался в дизайне высокоэффективных миРНКаз, 

направленных к миРНК-21 [45] (Рис. 16, Таблица 3). Олигонуклеотид содержал мини-шпильку с 

последовательностью GCGAAAGC, обладающую высокой устойчивостью в условиях 

термической и хаотропной денатурации, и обеспечивающую защиту от действия нуклеаз 

[310,311]. Для дополнительного повышения стабильности и нуклеазоустойчивости стебель 

шпильки был удлинен произвольно выбранным тетрануклеотидом 5′-GTCA. Специфичность 

распознавания миРНК-мишени олигонуклеотидом обеспечивалась 14-звенным 

комплементарным фрагментом (Рис. 16 А). Согласно расчётам с использованием сервиса 

DINAMelt, такой шпилечный олигонуклеотид обладает термодинамической стабильностью с Tm 

68.7 °C (Рис. 17). Экспериментально было показано, что температура плавления дуплекса 

миРНК-21 и исследуемого шпилечного олигонуклеотида составляет 54.7 °C, что на 7 °C выше, 

чем у дуплекса миРНК-21 с линейным 14-звенным олигонуклеотидом без шпильки [312]. Таким 

образом, шпилечная адресующая компонента обеспечивает эффективную гибридизацию и 

стабилизацию комплементарного комплекса с миРНК-мишенью. Разработанный 

олигонуклеотид связывается с миРНК в 5′-затравочной области и в области центральной петли 
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миРНК-21, при этом для атаки каталитическими пептидами доступны 3′-область 

дополнительных взаимодействий и терминальная область (Рис. 16 А). 

 

Рис. 16. Структура вилкоподобных миРНКаз (FC). A − структура комплекса FC с миРНК. Б, В − 

схема присоединения пептида Acetyl-(LRLRG)2-COOH в миРНКазах 21-FC-αp (Б) и 21-FC-βp 

(В). Первый пептид присоединён через С-конец посредством аминогексильного линкера к 5′-

фосфату остатка дезоксирибозы. Второй пептид присоединен посредством аминогексильного 

линкера к аномерному C1′ атому остатка дезоксирибозы в α- или β-конфигурации (dRα и dRβ). Г, 

Д − структура моно-пептидных FC 21-FC-α/21-FC-p (Г) и 21-FC-β/21-FC-p (Д), являющихся 

побочными продуктами синтеза и представляющих собой смесь двух соединений с одним 

пептидом, статистически конъюгированным либо к dR, либо к аминогексильному линкеру, 
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расположенному на 5′-фосфате dR. dRα и dRβ – остатки дезоксирибозы с аминогексильным 

линкером, присоединенным к аномерному C1′ атому в α или β конфигурации. 

 

Рис. 17. Наиболее стабильная структура миРНК-21-направленного шпилечного олигонуклеотида 

21-F-ON согласно сервису DINAMelt (www.unafold.org). 

Для обеспечения каталитической функции в структуру вилкоподобных миРНКаз было 

включено два пептида Acetyl-[LRLRG]₂-COOH, присоединенных к олигонуклеотиду через С-

конец посредством аминогексильных линкеров, расположенных на 5′-фосфате и аномерном C1′ 

атоме дезоксирибозы (Рис. 16 А–В). Для изучения влияния пространственной ориентации 

каталитических доменов на активность соединений было синтезировано два типа миРНК-21-

направленных вилкоподобных миРНКаз, отличающихся конфигурацией второго пептида: α-

конфигурация (21-FC-αp, Рис. 16 Б, Таблица 3) или β-конфигурация (21-FC-βp, Рис. 16 В, Таблица 

3).  

Для оценки каталитической активности вилочной структуры миРНКаз были также 

использованы моно-пептидные конъюгаты 21-FC-α/21-FC-p и 21-FC-β/21-FC-p (Рис. 16 Г и Д), 

которые являлись побочными продуктами синтеза вилкоподобных миРНКаз и представляли 

собой смесь двух соединений с одним пептидом, в одном из которых пептид был статистически 

присоединен к 5′-фосфатной группе дезоксирибозы, а во втором – к С1′ атому дезоксирибозы. 

 

Таким образом, было сконструировано и синтезировано 4 серии миРНКаз, нацеленных на 

различные функциональные области миРНК-мишени. Двойные и петлеобразующие миРНКазы 

направлены на центральную и 3′-область дополнительный взаимодействий, крабоподобные 

конструкции нацелены одновременно на затравочную и терминальную области, а 

вилкоподобные миРНКазы - преимущественно на 3′-область дополнительных взаимодействий 

и терминальную области миРНК. Предполагается, что выбор области адресации может 

определять эффективность расщепления и инактивации миРНК в условиях in vitro и in vivo. 

http://www.unafold.org/
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3.2. Исследование гибридизационных свойств разработанных миРНКаз 

Одной из ключевых характеристик, оказывающих существенное влияние на 

эффективность сиквенс-специфического расщепления миРНКазами, является их способность 

связываться с РНК-мишенями.  

Для всех типов конъюгатов, исследуемых в данной работе, была оценена эффективность 

комплексообразования с соответствующими миРНК-мишенями методом задержки в геле. В 

качестве мишеней использовали синтетические одноцепочечные миРНК, соответствующие 

последовательностям зрелых миРНК-21-5p, миРНК-17-5p, миРНК-18а-5p и миРНК-155-5p, 

представленных в клетках мышей и человека. Реакцию гибридизации проводили при 

концентрации миРНК 1 мкМ и концентрации миРНКаз в диапазоне 0.1 – 10 мкМ при 37 °С 45 

мин в буфере I, содержащем 50 мМ Трис-HCl (pH 7.0), 200 мМ KCl и 1 мМ EDTA, который 

имитирует внутриклеточные условия и широко использовался для исследования свойств иРНКаз 

в ранее опубликованных работах [45,46,259,301,313]. Для ряда конъюгатов дополнительно 

использовали коммерческий буфер II, рекомендованный для in vitro реакций с участием РНКазы 

Н1 и содержащий 20 мM Трис-HCl (pH 7.8), 40 мM KCl, 8 мM MgCl2 и 1 мM DTT. Время 

инкубации 45 мин является достаточным для формирования комплекса миРНКазы с мишенью, 

однако расщепление РНК за этот период еще не происходит. 

3.2.1. Исследование гибридизационных свойств двойных миРНКаз  

При разработке двойных миРНКаз были проведены предварительные эксперименты по 

исследованию эффективности гибридизации двойных олигонуклеотидов 21-D-ON, 17-D-ON, 

18a-D-ON и 155-D-ON, имитирующих структуру двойных миРНКаз и состоящих из 

олигодезоксирибонуклеотидов A и Б, связанных двойным триэтиленгликолевым линкером 

(Таблица 3). Было показано, что двойные олигонуклеотиды проявляли низкую эффективность 

комплексообразования (Рис. 18). При эквимолярной концентрации эффективность связывания 

олигонуклеотидов, направленных к миРНК-18а, миРНК-155 и миРНК-17, достигала 13, 51 и 85%, 

соответственно, тогда как олигонуклеотид, направленный к миРНК-21, не формировал 

комплекса с мишенью даже при его 10-кратном избытке. В пробах, в которых миРНК 

инкубировали с олигонуклеотидами 18a-D-ON и 155-D-ON, наблюдается появление 

дополнительных продуктов, мигрирующих в нативном ПААГ с более низкой скоростью по 

сравнению со свободной миРНК, что, вероятно, связано с образованием несовершенных 

комплексов миРНК/олигонуклеотид (Рис. 18 В и Г). Для улучшения гибридизационных свойств 

миРНКаз аденины в последовательностях олигонуклеотидов были заменены на 2-аминоаденины 

(Рис. 11 А и В, Таблица 3). В состав олигонуклеотидных «плечей» миРНКазы 21-DC было 

введено 6 замен, в 18а-DC и 17-DC – по 2 замены, а в последовательность 155-DC – 4 замены 
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(Таблица 3). Количество замен определялось гибридизационной активностью 

немодифицированных двойных олигонуклеотидов, а также количеством аденинов в 

последовательности олигонуклеотидных «плечей».  

 

Рис. 18. Гибридизация синтетических 5′-[32P]-миРНК с двойными олигонуклеотидами 21-D-ON, 

17-D-ON, 18а-D-ON и 155-D-ON. А − Г – радиоавтографы 15%-ных нативных ПААГ, 

демонстрирующие степень гибридизации олигонуклеотидов с миРНК-21, миРНК-17, миРНК-18а 

и миРНК-155, соответственно. МиРНК в концентрации 1 мкМ инкубировали с 

олигонуклеотидами в концентрациях 0.5 – 10 мкМ в буфере I при 37 °С в течение 45 мин. Д ‒ 

концентрационные зависимости связывания двойных олигонуклеотидов с миРНК. К – контроль, 

миРНК инкубировали в отсутствие конъюгатов. 

В рамках изучения структурно-функциональных зависимостей был проведен 

сравнительный анализ гибридизационных свойств синтезированных двойных миРНКаз с их 

одинарными формами SC (от англ. Single Conjugate), которые представляли собой продукты 

первой стадии синтеза DC и состояли из одного олигонуклеотидного «плеча» А и 

присоединенного к нему через тиогексильный линкер пептида (Рис. 19, Таблица 3). В результате 

анализа было установлено, что двойные миРНКазы способны связывать миРНК-мишень со 

значительно более высокой эффективностью, чем одинарные аналоги. При эквимолярной 

концентрации DC по отношению к миРНК-17, миРНК-18а, миРНК-21 и миРНК-155 

эффективность комплексообразования достигала 96, 90, 75 и 55%, соответственно, и возрастала 

до 99, 96, 92 и 69% при 5-кратном избытке конъюгатов по отношению к миРНК-мишени (Рис. 

19). Для одинарных вариантов эффективность связывания не превышала 60% даже при их 10-

кратном избытке (Рис. 19). Наиболее низкая эффективность комплексообразования была 

выявлена для двойной миРНКазы, направленной к миРНК-155 (Рис. 19 Ж и З), что может 

объясняться спонтанным образованием гетеродуплексов миРНК-155 из-за наличия G-богатого 

участка на 3′-конце миРНК.  
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Рис. 19. Гибридизация синтетических 5′-[32P]-миРНК с двойными (DC) и одинарными (SC) 

миРНКазами. А, В, Д, Ж – радиоавтографы 15%-ных нативных ПААГ, демонстрирующие 

степень гибридизации миРНКаз с миРНК-17, миРНК-18а, миРНК-21 и миРНК-155, 

соответственно. МиРНК в концентрации 1 мкМ инкубировали с миРНКазами в концентрациях 

0.1 – 10 мкМ в буфере I при 37 °С в течение 45 мин. К – контроль, миРНК инкубировали в 

отсутствие миРНКаз. Б, Г, Е, З ‒ концентрационные зависимости связывания SC и DC с миРНК-

17, миРНК-18а, миРНК-21 и миРНК-155, соответственно. В схематичных изображениях 

комплексов SC и DC с миРНК (А, В, Д, Ж) числа обозначают длину олигонуклеотидного плеча. 

3.2.2. Исследование гибридизационных свойств петлеобразующих миРНКаз 

Оценку гибридизационной активности петлеобразующих миРНКаз проводили в двух 

буферных системах. Было показано, что все изучаемые BC достигали плато эффективности 

гибридизации уже при эквимолярном соотношении по отношению к соответствующей миРНК в 

обоих буферных системах. Так, миРНКазы 17-BC-α и 17-BC-β демонстрировали 100%-ную 

эффективность комплексообразования с миРНК-17 при 1 мкМ концентрации (Рис. 20 А, В, Г, Е). 

Конъюгаты, направленные к миРНК-21, проявляли более низкую степень связывания с 
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мишенью, составляющую 85% (Рис. 20 Б, В, Д, Е). Разница в эффективности гибридизации для 

разных миРНК может быть обусловлена различиями в нуклеотидном составе РНК, в частности, 

GC содержанием в области гибридизации – доля GC пар в составе миРНК-21 составляет 35%, а 

в последовательности миРНК-17 – 50%. Сравнение констант комплексообразования (Ka) в двух 

буферных системах показало, что связывание всех исследуемых BC с миРНК в буфере I в 6–10 

раз эффективнее, чем в буфере II, что, может быть связано с концентрацией ионов калия в 

растворе: 0.2 М KCl в буфере I и 0.04 М KCl в буфере II. Например, Ka 17-BC-α и 17-BC-β в 

буфере I составляют 46.1±15.4 × 10⁶ М⁻¹ и 42.7±13.4 × 10⁶ М⁻¹, а в буфере II – 3.6±1.2 × 10⁶ М⁻¹ и 

4.5±1.4 × 10⁶ М⁻¹. 

 

Рис. 20. Гибридизация синтетических 5′-[32P]-миРНК с петлеобразующими миРНКазами (BC) в 

двух буферных системах. А, Б, Г, Д – радиоавтографы 15%-ных нативных ПААГ, 

демонстрирующие степень гибридизации миРНКаз 17-BC-α и 17-BC- с миРНК-17 (А, Г) и 21-

BC-α1 и 21-BC-1 с миРНК-21 (Б, Д) в буфере I (А, Б) и буфере II (Г, Д). МиРНК в концентрации 

1 мкМ инкубировали с миРНКазами в концентрациях 0.1 – 10 мкМ в буфере I или буфере II при 

37 °С в течение 45 мин. К – контроль, миРНК инкубировали в отсутствие миРНКаз. В, Е ‒ 

концентрационные зависимости связывания миРНКаз с миРНК-мишенями в буфере I (В) и 

буфере II (Е).  

Для петлеобразующих миРНКаз, направленных к миРНК-17, ориентация пептида, α или 

β, не оказывала значительного влияния на эффективность гибридизации с миРНК. Значения 

константы комплексообразования для 17-BC-α и 17-BC-β составили 46.1±15.4 × 10⁶ М⁻¹ и 

42.7±13.4 × 10⁶ М⁻¹, соответственно. Однако, для ВС, направленных к миРНК-21, наблюдали 

различие в эффективности связывания в зависимости от ориентации пептида: Ka для 21-BC-α1 
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составила 96.0±30.0 × 10⁶ М⁻¹, тогда как для 21-BC-β1 – лишь 4.9±1.7 × 10⁶ М⁻¹. Таким образом, 

α-ориентация пептидного компонента в составе BC, направленных к миРНК-21, обеспечивает 

более высокую аффинность к мишени по сравнению с β-конфигурацией.  

3.2.3. Исследование гибридизационных свойств крабоподобных миРНКаз 

Оценку связывающей способности крабоподобных миРНКаз с идентичными 

адресующими доменами оценивали для 21-СС-αα, направленного к миРНК-21, и 17-СС-αα, 

направленного к миРНК-17. Исследования показали, что в эквимолярном соотношении 

исследуемые миРНКазы демонстрировали низкую эффективность связывания. Максимальная 

эффективность гибридизации достигалась при 5-кратном избытке CC по отношению к миРНК, 

когда степень комплексообразования составляла 84% для 21-СС-αα и 89% для 17-СС-αα (Рис. 

21). Однако даже при увеличении концентрации миРНКаз до 10 мкМ 100%-ное связывание не 

было достигнуто. Предполагаемой причиной этого ограничения может быть способность 

миРНК-21 и миРНК-17 формировать в растворе стабильные шпилечные структуры с расчетными 

температурами плавления 44.8 °C и 54.4 °C, соответственно, а также существовать в виде 

частично комплементарных гомодуплексов (Tm=49.7 °C для миРНК-21 и Tm=44.4 °C для миРНК-

17) (Рис. 22). Наличие вторичных структур может создавать термодинамические ограничения, 

препятствующие полному связыванию РНК-мишени с укороченными олигонуклеотидными 

доменами крабоподобных миРНКаз. Значения констант ассоциации для исследуемых миРНКаз 

составили 0.35±0.05 × 10⁶ М⁻¹ для 21-СС-αα и 0.34±0.09 × 10⁶ М⁻¹ для 17-СС-αα.  

 

Рис. 21. Гибридизация синтетических 5′-[32P]-меченых миРНК-21 и миРНК-17 с 

крабоподобными миРНКазами (СС). А – радиоавтографы 15%-ных нативных ПААГ, 

демонстрирующие степень гибридизации миРНКаз 21-СС-αα и 17-СС-αα с миРНК-21 и миРНК-

17. МиРНК в концентрации 1 мкМ инкубировали с миРНКазами в концентрациях 0.1 – 10 мкМ в 

буфере I при 37°С в течение 45 мин. К – контроль, миРНК инкубировали в отсутствие миРНКаз. 

Б ‒ концентрационная зависимость связывания миРНКаз с миРНК-мишенями. 
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Рис. 22. Наиболее стабильные шпилечные и гомодимерные структуры миРНК-21 (А), миРНК-17 

(Б) при концентрации 1 мкМ согласно сервису DINAMelt (www.unafold.org). 

3.2.4. Исследование гибридизационных свойств вилкоподобных миРНКаз 

Гибридизационные характеристики вилкоподобных миРНКаз 21-FC-βp и 21-FC-αp 

оценивали в сравнении с их моно-пептидными производными. Анализ показал, что 21-FC-βp и 

21-FC-αp способны эффективно связываться с мишенью при 2.5-кратном избытке по отношению 

к миРНК, при этом степень гибридизации составляет 65-75% (Рис. 23 А и В). При этом моно-

пептидные аналоги 21-FC-α/21-FC-p и 21-FC-β/21-FC-p проявляли более высокую 

эффективность связывания с миРНК, что наиболее отчетливо наблюдалось при низких 

концентрациях (0.1 – 1 мкМ) (Рис. 23 Б и В).  

 

Рис. 21. Гибридизация синтетической 5′-[32P]-миРНК-21 с вилкоподобными миРНКазами (FC). 

A, Б − радиоавтографы 15%-ных нативных ПААГ, демонстрирующие степень гибридизации бис-

пептидных вилкоподобных миРНКаз 21-FC-βp, 21-FC-αp (A) и моно-пептидных аналогов 21-FC-

β/21-FC-p, 21-FC-α/21-FC-p (Б) с миРНК-21. МиРНК в концентрации 1 мкМ инкубировали с 

миРНКазами в концентрациях 0.1 – 10 мкМ в буфере I при 37 °С в течение 45 мин. К – контроль, 

миРНК-21 инкубировали в отсутствие миРНКаз. В ‒ концентрационная зависимость связывания 

миРНКаз с миРНК-мишенью. 

http://www.unafold.org/
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Константы ассоциации для бис-пептидных вилкоподобных миРНКаз (0.57±0.07 ×10⁶ М⁻¹ для 21-

FC-αp и 0.63±0.09 × 10⁶ М⁻¹ для 21-FC-βp) в 2–3 раза ниже по сравнению с соответствующими 

моно-пептидными аналогами (2.83±0.75 × 10⁶ М⁻¹ для 21-FC-α/21-FC-p и 1.58±0.21 × 10⁶ М⁻¹ для 

21-FC-β/21-FC-p). Таким образом, включение второго каталитического пептида в структуру 

вилкоподобных миРНКаз приводило к снижению эффективности комплексообразования с 

мишенью. При этом конфигурация присоединения пептида к олигонуклеотиду (α или β) не 

оказывала существенного влияния на способность конъюгатов связываться с миРНК.  

 

Таким образом, комплексное исследование гибридизационных свойств разработанных 

миРНКаз показало, что эффективность комплексообразования зависит как от структурных 

особенностей соединений, таких как длина олигонуклеотидного домена, наличие модификаций, 

характер присоединения пептидов, так и от последовательности миРНК-мишени, в частности, 

GC-состава и её вторичных структур. Также, на примере петлеобразующих миРНКаз показано 

влияние буферной системы на эффективность связывания. В результате исследований 

установлено, что все разработанные миРНКазы способны образовывать комплексы с миРНК-

мишенями с высокой эффективностью в условиях 5-кратного избытка, которая достигает 75-

100% для двойных и петлеобразующих миРНКаз, 75-90% для вилкоподобных и 85% для 

крабоподобных миРНКаз. При этом выявлено, что максимальная эффективность связывания для 

двойных и петлеобразующих конструкций наблюдается уже при эквимолярной концентрации 

миРНКаз с миРНК, а для вилкоподобных – при 2.5-кратном избытке. 

3.3. Исследование каталитической активности и нуклеотидной специфичности 

разработанных миРНКаз 

Комплексное изучение эффективности и специфичности расщепления миРНК проводили 

в двух экспериментальных условиях: (1) модель однооборотного каталитического режима, 

позволяющая оценить продуктивность одного каталитического цикла реакции (с 20-кратным или 

5-кратным молярным избытком конъюгата по отношению к миРНК), что соответствует 

оптимизированным ранее условиям анализа каталитических характеристик структурно-

родственных искусственных рибонуклеаз [45,46,269] и обеспечивает возможность 

сравнительного анализа с ранее сконструированными соединениями, и (2) многооборотный 

каталитический режим (с 2-кратным избытком миРНК), необходимый для оценки способности 

расщеплять избыток молекул-мишеней, что моделирует биологические условия. Реакцию 

расщепления в условиях однооборотной реакции проводили при концентрации миРНК 1 мкМ и 

миРНКаз 5 мкМ или 20 мкМ. Реакцию расщепления в условиях многооборотной реакции 

проводили при концентрации миРНК 10 мкМ и миРНКазы 5 мкМ. Реакцию проводили в течение 
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48-72 ч при 37 °C. Продукты расщепления анализировали методом денатурирующего ПААГ-

электрофореза согласно протоколу, приведённому в разделе «Материалы и методы». Сводные 

результаты оценки рибонуклеазной активности миРНКаз приведены в Таблице 6. 

Таблица 6. Рибонуклеазная активность разработанных миРНКаз.  

миРНКаза kobs, ×10-6, с-1 t1/2, ч Сайты расщепления 

Двойные миРНКазы (DC) 

17-DC 0.17±0.02 (1, I) 

0.78±0.18 (1, II) 

1137.56±71.16 (1, I) 

254.29±33.25 (1, II) 

U10-A11, C12-A13 (1, I) 

U15-G16, G14-U15, A13-G14, C12-A13, A11-C12, 

U10-A11, U9-U10 (1, II) 

18a-DC 0.36±0.02 (1, I) 

1.77±0.12 (1, II) 

540.62±18.12 (1, I) 

109.32±4.20 (1, II) 

U12-A13 (1, I) 

U15-G16, G14-U15, A13-G14, U12-A13, C11-U12, 

U10-C11 (1, II) 

21-DC 0 (1, I) 

2.01±0.35 (1, II) 

0 (1, I) 

97.99±9.81 (1, II) 

U14-G15, C13-U14, A12-C13, G11-A12, A10-G11, 

C9-A10 (1, II) 

155-DC 0.79±0.29 (1, I) 

13.14±3.70 (1, II) 

269.46±59.94 (1, I) 

15.49±2.56 (1, II) 

U17-A18, G15-A16, U14-G15, G13-U14, U12-G13, 

U11-U12, U8-A9 (1, I) 

U17-A18, A16-U17, G15-A16, U14G15, C13-U14, 

U12-G13, U11-U12, U8-A9 (1, II) 

Петлеобразующие миРНКазы (ВC) 

21-BC-α1 0 (1, I) 

0.38±0.03 (1, II) 

0 (1, I) 

512.59±21.97 (1, II) 

A10-G11, C9-A10, U8-C9 (1, II) 

21-BC-α2 0 (1, I) 

0.28±0.01 (1, II) 

0 (1, I) 

695.64±15.05 (1, II) 

G11-A12, A10-G11, C9-A10 (1, II) 

21-BC-β1 0 (1, I) 

0.87±0.05 (1, II) 

0 (1, I) 

221.97±6.98 (1, II) 

G11-A12, A10-G11, C9-A10, U8-C9 (1, II) 

21-BC-β2 0 (1, I) 

0.57±0.03 (1, II) 

0 (1, I) 

337.43±10.35 (1, II) 

G11-A12, A10-G11, C9-A10, U8-C9 (1, II) 

17-BC-α 1.31±0.08 (1, I) 

1.48±0.12 (1, II) 

147.90±5.23 (1, I) 

130.25±5.89 (1, II) 

C12-A13, A11-C12, U10-A11 (1, I) 

C12-A13, A11-C12, U10-A11 (1, II) 

17-BC-β 1.13±0.06 (1, I) 

1.19±0.03 (1, II) 

170.22±5.46 (1, I) 

161.97±2.58 (1, II) 

C12-A13, A11-C12, U10-A11 (1, I) 

C12-A13, A11-C12, U10-A11 (1, II) 

17-BC-αα 4.86±0.27 (1, II) 39.65±1.05 (1, II) C12-A13, A11-C12, U10-A11 (1, II) 

17-BC-ββ 13.9±3.26 (1, II) 14.41±1.97 (1, II) C12-A13, A11-C12, U10-A11 (1, II) 

Крабоподобные миРНКазы (СC) 

21-CC-αα 4.50±0.56 (2) 

2.56±0.10 (3) 

44.14±5.26 (2) 

75.36±1.65 (3) 

С9-A10, U6-A7, C4-U5, U1-A2 (2) 

С9-A10, U6-A7, C4-U5, U1-A2 (3) 

21-CC-ββ 6.07±0.29 (2) 

4.64±0.12 (3) 

31.90±1.58 (2) 

41.52±0.58 (3) 

G21-A22, G18-U19, С9-A10, U6-A7, C4-U5, G3-

C4, U1-A2 (2) 

G21-A22, С9-A10, U6-A7, C4-U5, G3-C4, U1-A2 (3) 

21-CC-pp 20.08±1.73 (2) 

22.34±2.92 (3) 

9.59±0.51 (2) 

8.72±0.65 (3) 

G21-A22, G18-U19, С9-A10, U6-A7, C4-U5, G3-

C4, U1-A2 (2) 

С9-A10, U6-A7, U5-U6, C4-U5, G3-C4, U1-A2 (3) 

21-CC-5′p 0.61±0.05 (2) 317.02±13.60 (2) С9-A10, U6-A7, C4-U5, U1-A2 (2) 

21-CC-3′p 1.91±0.02 (2) 100.58±0.57 (2) С9-A10, U6-A7, C4-U5, U1-A2 (2) 
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21-CC-

5′α/21-CC-

3′α 

0.67±0.04 (2) 286.39±10.65 (2) С9-A10, U6-A7, C4-U5, U1-A2 (2) 

17-CC-αα 88.55±4.43 (2) 

49.08±7.01 (3) 

 

2.18±0.11 (2) 

3.98±0.32 (3) 

 

U21-A22, C17-A18, C12-A13, U10-A11, U6-G7, 

C1-A2 (2) 

U21-A22, C17-A18, C12-A13, U10-A11, U6-G7, 

C1-A2 (3) 

17-CC-5′α/ 

17-CC-3′α 
3.17±0.36 (2) 61.17±3.90 (2) U21-A22, C12-A13, U10-A11, U6-G7, C1-A2 (2) 

Вилкоподобные миРНКазы (FC) 

21-FC-αp 8.5±1.3 (1, I) 

14.6±3.3 (3) 

21.73±1.97 (1, I) 

12.55±1.64 (3) 

U1-A2, U14-G15, U17-G18, U19-U20 (1, I) 

U1-A2, U6-A7, C9-A10, U17-G18 (3) 

21-FC-βp 4.6±0.3 (1, I) 

5.0±0.3 (3) 

41.37±1.14 (1, I) 

38.11±1.16 (3) 

U1-A2, U14-G15, G15-A16, U17-G18, G18-U19, 

U19-U20, G21-A22 (1, I) 

U1-A2, U6-A7, C9-A10 (3) 

21-FC-α/ 

21-FC-p 

7.9±0.7 (1, I) 23.72±1.18 (1, I) U1-A2, U14-G15, U17-G18, U19-U20 (1, I) 

21-FC-β/ 

21-FC-p 

5.2±0.5 (1, I) 36.56±1.57 (1, I) U1-A2, U14-G15, U17-G18, U19-U20 (1, I) 

kobs – наблюдаемая константа скорости гидролиза РНК-мишени. t1/2 – время полурасщепления 

миРНК. (1, I) и (1, II) однооборотный режим реакции с 20-кратным избытком миРНКазы по 

отношению к миРНК ([миРНК] = 1 мкM и [миРНКаза] = 20 мкM) в буфере I и буфере II, 

соответственно; (2) однооборотный режим реакции с 5-кратным избытком миРНКазы по 

отношению к миРНК ([миРНК] = 1 мкM и [миРНКаза] = 5 мкM) в буфере I; (3) многооборотный 

режим реакции ([миРНК] = 10 мкM и [миРНКаза] = 5 мкM) в буфере I. Сайты расщепления 

обозначены цветами в соответствии с функциональной областью миРНК: розовый – затравочная 

область; голубой – центральная петля; оранжевый – область 3′-дополнительных взаимодействий; 

фиолетовый – 3′-терминальная область. 0 – при инкубации миРНКазы и миРНК в течение 72 ч 

расщепление миРНК не обнаружено. 

3.3.1. Исследование рибонуклеазной активности двойных миРНКаз  

Исследование эффективности и специфичности расщепления миРНК под действием 

двойных миРНКаз 17-DC, 18a-DC, 21-DC, 155-DC (Таблица 3) проводили в условиях 

однооборотной реакции с 20-кратным избытком конъюгата по отношению к миРНК в двух 

буферных системах. 

Нами обнаружено, что состав буферного раствора оказывает существенное влияние на 

эффективность и специфичность расщепления миРНК-мишеней двойными миРНКазами. 

Кинетический анализ расщепления миРНК-17, миРНК-18а и миРНК-155 под действием DC 

показал, что степень расщепления мишеней в буфере I через 48 ч составляет 2%, 7% и 16%, 

соответственно (Рис. 24). Изучение паттернов расщепления миРНК миРНКазами показало, что в 

буфере I DC проявляют преимущественно пиримидин-А специфичность. Для миРНК-17 

основными сайтам расщепления являются U10-A11 и C12-A13 (Рис. 24 А), для миРНК-18а – U12-

A13 (Рис. 24 Б). Паттерн расщепления миРНК-155 под действием 155-DC был более сложным: 

наблюдалось слабое расщепление по всем сайтам в одноцепочечном участке РНК-мишени, а 

основными сайтами расщепления являлись связи U8-A9 и U17-A18, фланкирующие 
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одноцепочечный участок миРНК-155 (Рис. 24 В). Такой паттерн расщепления объясняется 

присутствием лабильных пар оснований U-A в областях, прилегающих к одноцепочечному гэпу, 

что способствует локальной конформационной флуктуации («дыханию») дуплекса DC с миРНК. 

 

Рис. 24. Кинетика расщепления синтетических 5′-[32P]-меченых миРНК-17, миРНК-18а, миРНК-

155, миРНК-21 и миРНК-21_1 двойными миРНКазами в буфере I. А − Д – радиоавтографы 18%-

ных денатурирующих ПААГ, демонстрирующие продукты расщепления миРНК-17, миРНК-18а, 

миРНК-155, миРНК-21 и миРНК-21_1, соответственно. миРНК (1 мкМ) и миРНКазу (20 мкМ) 

инкубировали в буфере I при 37 °С в течение 72 ч. Дорожки Im и T1 – имидазольный лэддер и 

T1-лэддер, соответственно. Контроль – 5′-[32P]-миРНК инкубировали в отсутствие миРНКаз. Над 

дорожками обозначено время инкубации миРНК с миРНКазами (в часах). ОЦ – одноцепочечный 

участок, образующийся при связывании DC с миРНК-мишенью. Е ‒ кинетические зависимости 

расщепления миРНК под действием двойных миРНКаз. А – 2-аминоаденин. 

Несмотря на то, что все исследованные DC демонстрировали высокую аффинность к 

мишеням, двойная миРНКаза, направленная к миРНК-21, не вызывала расщепление целевой 

последовательности мишени, что, вероятно, обусловлено особенностями нуклеотидного состава 

миРНК-21 (Рис. 24 Г) – отсутствием чувствительных к данному типу конъюгатов пиримидин-A 

связей в области одноцепочечного участка миРНК, образуемого при связывании с DC. Для 

проверки данной гипотезы был проведен анализ расщепления синтетической миРНК-21_1, 

содержащей 2 замены в области одноцепочечного участка миРНК (AGACU →AUACA) с целью 

получения более чувствительных к расщеплению C-A и U-A связей. Было выявлено, что замены, 
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действительно, обеспечивают расщепление миРНК-21_1 миРНКазой 21-DC по сайтам U11-A12 

и C13-A14, а степень расщепления достигает 18% (Рис. 24 Д и Е). 

При проведении реакции расщепления миРНК двойными миРНКазами в буфере II 

наблюдалось изменение профиля расщепления, а также увеличение рибонуклеазной активности 

соединений. Эффективность расщепления для миРНК-17 возрастала с 2 до 32%, для миРНК-18а 

– с 7 до 23%, а для миРНК-155 − с 16 до 57% (Рис. 25 А – В, Е). В этих условиях эффективность 

расщепления мишени под действием 21-DС увеличилась с 0 до 30% для миРНК-21 и с 18 до 63% 

для миРНК-21_1 (Рис. 25 Г – Е). Наблюдаемая константа скорости расщепления РНК (kobs) 

двойными миРНКазами в буфере II увеличивалась в 10, 7, 6 и 3 раза по сравнению с kobs в буфере 

I для миРНК-17, миРНК-18а, миРНК-155 и миРНК-21_1, соответственно (Таблица 6). Изучение 

профиля расщепления миРНК показало, что двойные миРНКазы расщепляли мишень 

практически по всем сайтам в одноцепочечном участке миРНК, образующемся при связывании 

с DС, с преобладанием расщепления по U-A и C-A связям.  

 

Рис. 25. Кинетика расщепления синтетических 5′-[32P]-меченых миРНК-17, миРНК-18а, миРНК-

155, миРНК-21 и миРНК-21_1 двойными миРНКазами в буфере II. А − Д – радиоавтографы 18%-

ных денатурирующих ПААГ, демонстрирующие продукты расщепления миРНК-17, миРНК-18а, 

миРНК-155, миРНК-21 и миРНК-21_1, соответственно. миРНК (1 мкМ) и миРНКазу (20 мкМ) 
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инкубировали в буфере II при 37 °С в течение 72 ч. Дорожки Im и T1 – имидазольный лэддер и 

T1-лэддер, соответственно. Контроль – 5′-[32P]-миРНК инкубировали в отсутствие миРНКаз. Над 

дорожками обозначено время инкубации миРНК с миРНКазами (в часах). ОЦ – одноцепочечный 

участок, образующийся при связывании DC с миРНК-мишенью. Е ‒ кинетические зависимости 

расщепления миРНК под действием двойных миРНКаз. А – 2-аминоаденин. 

Для определения условий, в которых миРНКазы способны эффективно и специфично 

катализировать расщепление миРНК, представляло интерес исследование рибонуклеазной 

активности соединений в буферных системах с различным диапазоном значений pH. 

Для исследования влияния рН на каталитическую активность двойных миРНКаз была 

проведена серия экспериментов по расщеплению миРНК-17 и миРНК-18а соответствующими 

DC в буферных растворах с перекрывающимися значениями pH: натрий-ацетатном буфере (SA) 

с pH 3.7–5.0, 2-(N-морфолино)этансульфонатном буфере (MES) с pH 4.5–6.0, 1,3-

бис[трис(гидроксиметил)метиламино]пропановом буфере (BTP) с pH 6.0–9.5 и 

трис(гидроксиметил)аминометановом буфере (Трис-HCl) с pH 7.0–9.0 (подробнее см. раздел 

«Материалы и методы» 2.2.6). МиРНК-17 и миРНК-18а в концентрации 1 мкМ инкубировали с 

10-кратным избытком 17-DC (10 мкМ) и 20-кратным избытком 18a-DC (20 мкМ), 

соответственно. В контрольных экспериментах миРНК инкубировали в тех же буферах и 

условиях, но без добавления конъюгатов (Рис. 26). 

Нами обнаружено, что pH-зависимые профили расщепления миРНК двойными 

миРНКазами можно чётко разделить на три области (Рис. 27). В кислой среде (pH 3.7–5.0) 

наблюдалось неспецифическое расщепление по всей длине молекулы миРНК, что, вероятно, 

связано с дестабилизацией дуплекса миРНК/DC в условиях низкого pH (Рис. 27 А). Этот эффект 

наиболее отчетливо виден на примере 17-DC при молярном соотношении миРНК/DC = 1/10, 

тогда как при исследовании 18a-DC, проводимом при соотношении 1/20, миРНК-18а уже 

практически полностью деградировала в этих условиях. При этом основными сайтами 

расщепления были преимущественно пурин-N связи (G-N и A-N). В диапазоне pH 3.7–6.0 

наблюдался постепенный переход специфичности расщепления от пурин-N к пиримидин-N (C-

N и U-N). При слабокислых, нейтральных и слабощелочных значениях pH (5.5 – 8.0) преобладало 

специфическое расщепление в одноцепочечной области миРНК, достигая максимума при pH 7.0 

для 17-DC (сайты U10-A11 и C12-A13) и pH 5.5 для 18a-DC (сайты U12-A13, A13-G14 и G14-

U15) (Рис. 27). В щелочной среде (pH 8.5–9.5) наблюдался неспецифический щелочной гидролиз 

миРНК. В этих условиях расщепление в контрольных условиях в отсутствие DC происходило по 

всей длине молекулы, а при добавлении DC деградация происходила по всем связям в 

одноцепочечной области комплекса, не защищенной связыванием олигонуклеотидными 

«плечами» конъюгатов (Рис. 26, Рис. 27). 
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Рис. 26. Самопроизвольный гидролиз 5′-[32P]-меченой миРНК-17 при различных pH. 

Радиоавтограф 18%-ного денатурирующего ПААГ, демонстрирующий продукты расщепления 

миРНК-17. миРНК-17 в концентрации 1 мкМ инкубировали при 37 °C в течение 48 ч. Дорожки 

Im и T1 – имидазольный лэддер и T1-лэддер, соответственно. Над дорожками обозначены 

значения pH буферного раствора. SA − натрий-ацетатный буфер; MES – 2-(N-

морфолино)этансульфонатный буфер; BTP – бис[трис(гидроксиметил)метиламино]пропановый 

буфер; Tris – трис(гидроксиметил)аминометановый буфер. 

 

Рис. 27. pH-зависимые профили расщепления синтетических 5′-[32P]-меченых миРНК-17 и 

миРНК-18а двойными миРНКазами. А, Б – радиоавтографы 18%-ных денатурирующих ПААГ, 

демонстрирующие продукты расщепления миРНК-17 (А) и миРНК-18а (Б). миРНК-17 (1 мкМ) и 

17-DC (10 мкM) или миРНК-18a (1 мкM) и 18a-DC (20 мкM) инкубировали при 37 °C в течение 

48 ч. Дорожки Im и T1 – имидазольный лэддер и T1-лэддер, соответственно. К – 5′-[32P]-миРНК 

инкубировали в отсутствие миРНКаз в буфере c Трис-HCl (pH 7.0). Над дорожками обозначены 

значения pH буферного раствора. Розовая область на диаграммах обозначает диапазон pH, при 

котором наблюдалось специфическое расщепление миРНК под действием DC. ОЦ – 

одноцепочечный участок, образующийся при связывании DC с миРНК-мишенью. SA − натрий-
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ацетатный буфер; MES – 2-(N-морфолино)этансульфонатный буфер; BTP – бис[трис- 

(гидроксиметил)метиламино]пропановый буфер; Tris – трис(гидроксиметил)аминометановый 

буфер. 

Таким образом, анализ влияния pH на рибонуклеазную активность двойных миРНКаз 

показал, что эффективное и сиквенс-специфическое расщепление миРНК двойными 

миРНКазами происходит при субкислых и нейтральных значениях pH. Известно, что 

внеклеточная среда злокачественных новообразований, особенно в гипоксических и 

аноксических областях опухолевых тканей, характеризуется субкислыми значениями рН в 

диапазоне от 5.4 до 6.8 в зависимости от типа опухоли, тогда как в нормальных тканях рН 

составляет 7.0–7.6 [314,315]. Это обусловлено высоким уровнем образования молочной кислоты 

и активностью Na⁺/K⁺-АТФаз и протонных насосов [316]. Анализ рН-профиля активности DC 

показывает, что конъюгаты потенциально способны селективно разрушать миРНК в кислой 

среде опухоли с минимальным воздействием на нормальные ткани.  

3.3.2. Исследование рибонуклеазной активности петлеобразующих миРНКаз  

Сайт-направленное расщепление последовательности РНК-мишени под действием 

миРНКаз может быть достигнуто путем «выпетливания» в сахарофосфатном остове цепи РНК 

неспаренных остатков, расположенных напротив каталитического пептида. Предлагаемый 

подход позволяет, во-первых, ограничить действие каталитического пептида исключительно 

интересующими фосфодиэфирными связями в последовательности мишени, а, во-вторых, за счет 

молекулярного напряжения в структуре значительно повысить их реакционную способность, 

способствуя расщеплению. При конструировании миРНК-направленных петлеобразующих 

рибонуклеаз на первом этапе исследования была проведена оценка способности к спонтанному 

гидролизу фосфодиэфирных связей в области тринуклеотидного выпетливания вследствие 

внутримолекулярного напряжения, индуцируемого в результате гибридизации с 

петлеобразующим олигонуклеотидом, неконъюгированным с пептидом (Рис. 28). В этих 

экспериментах 5′-[32P]-миРНК инкубировали с адресующими олигонуклеотидами B-ON в буфере 

I и II в течение 72 ч. Было показано, что в буфере I миРНК-21 и миРНК-17 при формировании 

комплексов с комплементарными олигонуклеотидами 21-В-ON и 17-В-ON оставались 

интактными в течение всего периода инкубации. Однако, в результате гибридизации миРНК с 

этими же олигонуклеотидами в буфере II происходила дестабилизация фосфодиэфирных связей 

в петле, что приводило к их медленному расщеплению, которое составляло 6% для миРНК-21 и 

11% для миРНК-17 через 72 ч инкубации (Рис. 28). Наблюдаемое расщепление, вероятно, 

катализируется ионами Mg2+, содержащимися в буферном растворе II. Известно, что в области 

петли формируется координационный центр, способствующий связыванию ионов металлов, 

катализирующих расщепление РНК [317]. Таким образом, увеличение реакционноспособности 
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фосфодиэфирных связей в последовательности миРНК путем «выпетливания» может 

значительно повысить эффективность её расщепления в центральной области под действием 

петлеобразующих миРНКаз. С учетом этих данных нами были сконструированы 

петлеобразующие миРНКазы, несущие один или два пептида, ориентированных в α- или β-

положении, напротив тринуклеотидной петли в последовательности миРНК. 

 

Рис. 28. Расщепление синтетических 5′-[32P]-меченых миРНК-21 и миРНК-17 в комплексе с 

петлеобразующими олигонуклеотидами 21-B-ON и 17-B-ON в присутствии ионов Mg2+ (буфер 

II). А - радиоавтографы 18%-ных денатурирующих ПААГ, демонстрирующие продукты 

расщепления миРНК-21 и миРНК-17. МиРНК (1 мкМ) и олигонуклеотиды (20 мкМ) 

инкубировали в буфере II при 37 °C в течение 72 ч. Дорожки Im и T1 – имидазольный лэддер и 

T1-лэддер, соответственно. К – контроль, 5′-[32P]-миРНК инкубировали в отсутствие 

олигонуклеотида. Над дорожками обозначено время инкубации миРНК в комплексе с 

олигонуклеотидом (в часах). Квадратной скобкой обозначена область выпетливания РНК. Б - 

кинетические зависимости расщепления миРНК-21 и миРНК-17 в комплексе с 

петлеобразующими олигонуклеотидами. В - сайты расщепления миРНК-21 и миРНК-17 в 

комплексе с петлеобразующими олигонуклеотидами (показаны стрелками). 

Рибонуклеазную активность разработанных петлеобразующих миРНКаз, адресованных к 

миРНК-21 и миРНК-17, исследовали в условиях однооборотной реакции при 20-кратном избытке 

рибонуклеаз по отношению к РНК-мишени в двух буферных системах I и II.  

Анализ рибонуклеазной активности моно-пептидных петлеобразующих миРНКаз, 

направленных к миРНК-17, показал, что 17-BC-α и 17-BC-β расщепляют мишень в области петли, 

приводя к 25–30 %-ной деградации миРНК через 72 ч (Таблица 6, Рис. 29 А и Б). При этом состав 

буфера не оказывал влияния на каталитическую активность исследуемых миРНКаз: степень 

расщепления и наблюдаемые константы скорости реакции в буферах I и II не показали 

статистически значимых различий. Полученные данные свидетельствуют о том, что 

расщепление миРНК-17 осуществляется в основном за счет каталитической активности пептида 

и не зависит от присутствия ионов магния. Также было показано, что α- или β-ориентация 

пептида не оказывает значимого влияния на эффективность расщепления миРНК-17 (Таблица 6, 
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Рис. 29 А и Б). Анализ паттерна расщепления показал, что BC, направленный к миРНК-17, 

катализирует гидролиз по всем сайтам в области тринуклеотидной петли A11-C12-A13, с 

преобладанием C12-A13 и U10-A11 связей. Эффективность деградации возрастала в следующем 

порядке: C12-A13 > U10-A11 >> A11-C12 (Рис. 29 А и В). 

 

Рис. 29. Расщепление 5′-[32P]-миРНК-17 и 5′-[32P]-миРНК-21 моно-пептидными 

петлеобразующими миРНКазами 17-BC-, 17-BC-  21-BC-α1, 21-BC-α2, 21-BC-β1 и 21-BC-β2. 

А, Г ‒ радиоавтографы 18%-ных денатурирующих ПААГ, демонстрирующие продукты 

расщепления миРНК-17 в буфере I и II (А) и миРНК-21 в буфере II (Г). МиРНК (1 мкМ) и 

миРНКазы (20 мкМ) инкубировали при 37 °C в течение 72 ч. Дорожки Im и T1 ‒ имидазольный 

лэддер и T1-лэддер, соответственно. К – контроль, 5′-[32P]-миРНК инкубировали в отсутствие 

миРНКаз. Над дорожками обозначено время инкубации миРНК с миРНКазами (в часах). 

Квадратной скобкой обозначена область выпетливания РНК. Б, Д ‒ кинетические зависимости 

расщепления миРНК-17 и миРНК-21 под действием петлеобразующих миРНКаз. В, Е – сайты 

расщепления миРНК-17 под действием 17-BC-β и миРНК-21 под действием 21-BC-α1/β1 и 21-

BC-α2/β2. Размер стрелок соответствует степени расщепления миРНК в конкретных сайтах. 

Исследование рибонуклеазной активности миРНК-21-направленных моно-пептидных 

петлеобразующих миРНКаз показало, что 21-BC-α1, 21-BC-β1, 21-BC-α2 и 21-BC-β2 не способны 

катализировать расщепление миРНК в буфере I, тогда как в буфере II рибонуклеазная активность 
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BC заметно возрастала (Рис. 29 Г и Д). При этом было выявлено, что конфигурация 

присоединения пептида (α или β) может оказывать влияние на активность соединений. BC с 

пептидом в β-положении 21-BC-β1 и 21-BC-β2 расщепляли миРНК-21 с эффективностью 19% и 

13%, соответственно, через 72 ч инкубации. Степень расщепления миРНК-21 под действием 

петлеобразующих миРНКаз с пептидом, присоединённым в α-положении 21-BC-α1 и 21-BC-α2, 

была приблизительно вдвое ниже и составляла 7-8%, что лишь незначительно превышало 

гидролиз миРНК в комплексе с неконъюгированным олигонуклеотидом 21-В-ON (Рис. 28 Б, Рис. 

29 Д). Значения kobs для 21-BC-β1 и 21-BC-β2 более чем в два раза превышали значения для α-

изомеров 21-BC-α1 и 21-BC-α2 (Таблица 6). Анализ паттерна расщепления миРНК-21 

петлеобразующими миРНКазами показал, что все три фосфодиэфирные связи в тринуклеотидной 

петле подвергаются гидролизу, однако интенсивность расщепления по отдельным связям 

различались для пар 21-BC-α1/β1 и 21-BC-α2/β2 вследствие смещения одноцепочечной области 

(Рис. 29 Г и Е). Эффективность соединений 21-BC-α1/β1, расщепляющих миРНК 

преимущественно по связи C9-A10, была выше, чем у 21-BC-α2/β2, для которых основным 

сайтом расщепления являлся A10-G11. Данное различие обусловлено повышенной 

восприимчивостью C-A связи к гидролизу как природными, так и искусственными 

рибонуклеазами, а также склонностью к спонтанному расщеплению, как было показано ранее 

[317].  

Исследование каталитических свойств бис-пептидных петлеобразующих миРНКаз 

проводили в буфере II, обеспечивающем наиболее выраженную деградацию миРНК под 

действием этого типа конъюгатов. Сравнительный анализ показал, что рибонуклеазная 

активность бис-пептидных миРНКаз 17-BC-αα и 17-BC-ββ (Рис. 30) значительно превосходит 

активность моно-пептидных аналогов 17-BC-α и 17-BC-β (Рис. 29). Присоединение второго 

пептида в α-ориентации в составе конъюгата 17-BC-αα увеличивало расщепление миРНК-17 в 2 

раза – с 29% до 57% за 72 ч (Рис. 30 Б). Введение второго пептида в β-ориентации в структуре 

17-BC-ββ обеспечивало четырехкратное усиление активности, когда степень деградации 

достигала 90% за 48 ч и 100% за 72 ч (Рис. 30 Б). Полученные результаты свидетельствуют о том, 

что β-конфигурация, вероятно, способствует стратегически более выгодному расположению 

пептида относительно сахарофосфатного остова РНК для эффективного расщепления мишени. 

Наблюдаемые константы скорости расщепления миРНК kobs миРНКазами 17-BC-αα и 17-BC-ββ 

в 2 и 3 раза превышали значения для моно-пептидных вариантов BC (Таблица 6). Полученные 

результаты согласуются с ранее проведёнными исследованиями по расщеплению тРНКPhe, в 

которых петлеобразующие αα- и ββ-рибонуклеазы обеспечивали 90%-ное расщепление РНК в 

области петли за 48 ч инкубации [286]. Анализ паттерна расщепления мишени бис-пептидными 

конъюгатами показал, что, как и в случае моно-пептидных рибонуклеаз, первичными сайтами 
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расщепления миРНК-17 под действием 17-BC-αα и 17-BC-ββ являются связи C12-A13 и U10-A11 

(Рис. 30 А и В).  

 

Рис. 30. Расщепление 5′-[32P]-миРНК-17 бис-пептидными петлеобразующими миРНКазами 17-

BC-αα и 17-BC-ββ. А – радиоавтограф 18%-ного денатурирующего ПААГ, демонстрирующего 

продукты расщепления миРНК-17. МиРНК (1 мкМ) и миРНКазы (20 мкМ) инкубировали в 

буфере II при 37 °С в течение 72 ч. Дорожки Im и T1 – имидазольный лэддер и T1-лэддер, 

соответственно. Контроль – 5′-[32P]-миРНК-17 инкубировали в отсутствие миРНКаз. Над 

дорожками обозначено время инкубации миРНК с миРНКазой (в часах). Квадратной скобкой 

выделена область выпетливания РНК. Б ‒ кинетические зависимости расщепления миРНК-17 

под действием бис-пептидных петлеобразующих миРНКаз. Для сравнения приведены 

пунктирные кривые, демонстрирующие кинетику расщепления миРНК-17 моно-пептидными 

аналогами 17-BC-α and 17-BC-β. В – сайты расщепления миРНК-17 бис-пептидными 

петлеобразующими миРНКазами (показаны стрелками). 

3.3.3. Исследование рибонуклеазной активности крабоподобных миРНКаз  

Изучение рибонуклеазных свойств различных структурных вариантов крабоподобных 

миРНКаз проводили в буфере I в режиме однооборотного катализа при 5-кратном избытке 

миРНКаз (5 мкМ) по отношению к миРНК (1 мкМ) – условиях, при которых достигалось 

максимальное связывание CC с миРНК-мишенью (Рис. 21).  

Анализ рибонуклеазной активности показал, что среди исследованных структурных 

вариантов миРНК-21-направленных бис-пептидных крабоподобных миРНКаз 21-CC-pp, 21-CC-

αα и 21-CC-ββ наибольшую каталитическую активность продемонстрировал 21-CC-pp, в котором 

два пептида присоединены через 5′-аминогексильный и 3′-6-амино-2-

(гидроксиметил)гексильный линкеры к 5′- и 3′-терминальным фосфатным группам адресующего 

олигонуклеотида (Рис. 31 А и В). Кинетический анализ показал, что через 24 ч инкубации степень 

расщепления миРНК-21 составляла 84% для 21-CC-pp, 64% для 21-CC-ββ и 32% для 21-CC-αα. К 

48 ч степень расщепления под действием 21-CC-pp достигала 94%, а время полурасщепления 

РНК составило 9.6±0.5 ч, что в 3-5 раз меньше, чем для 21-CC-ββ (t₁/₂ = 31.9±1.6 ч) и 21-CC-αα 

(t₁/₂ = 44.1±5.3 ч) (Рис. 31 А и В). Предполагается, что высокая рибонуклеазная активность 21-CC-

pp обусловлена конформационной подвижностью каталитических пептидов, присоединённых к 
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фосфатным группам адресующего олигонуклеотида через аминогексильные линкеры, тогда как 

присоединение пептидов к остаткам дезоксирибозы в α- или β-ориентации, вероятно, 

ограничивает их подвижность. 

 

Рис. 31. Расщепление 5′-[32P]-меченых миРНК-21 и миРНК-17 крабоподобными миРНКазами в 

условиях однооборотной реакции. А, Б – радиоавтографы 18%-ных денатурирующих ПААГ, 

демонстрирующие продукты расщепления миРНК-21 и миРНК-17 миРНКазами 21-CC-αα, 21-

CC-ββ, 21-CC-pp, 21-CC-5′p, 21-CC-3′p, 21-CC-5′α/21-CC-3′α (А) и 17-CC-5′α/17-CC-3′α и 17-CC-

αα (Б)  МиРНК (1 мкМ) и миРНКазу (5 мкМ) инкубировали в буфере I при 37 °С в течение 72 ч. 

Дорожки Im и T1 – имидазольный лэддер и T1-лэддер, соответственно. Контроль – 5′-[32P]-
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миРНК инкубировали в отсутствие миРНКаз. Над дорожками обозначено время инкубации 

миРНК с миРНКазой (в часах). В, Г ‒ кинетические зависимости расщепления миРНК-21 (В) и 

миРНК-17 (Г) под действием крабоподобных миРНКаз: в условиях однооборотной реакции – 

сплошная линия, в условиях многооборотной реакции – пунктирная линия. Д – сайты 

расщепления миРНК крабоподобными миРНКазами в условиях однооборотной реакции 

(показаны стрелками). Подчеркнутая последовательность соответствует области миРНК, 

находящейся в дуплексе с комплементарной миРНКазой. 

Дальнейший анализ показал, что бис-пептидные крабоподобные миРНКазы значительно 

превосходят по каталитической активности моно-пептидные аналоги (Рис. 31 А и В). Через 24 ч 

инкубации степень расщепления миРНК-21 под действием моно-пептидных рибонуклеаз 21-CC-

3′p и 21-CC-5′p достигала лишь 15% и 7%, соответственно, в сравнении с 84% для 21-CC-pp. 

Таким образом, каталитическая активность 21-CC-pp возрастала в 5.6 и 12 раз по сравнению с 

моно-пептидными аналогами (Рис. 31 В). Сходная корреляция наблюдалась для 21-CC-αα и 

образца 21-CC-5′α-/21-CC-3′α, который является побочным продуктом синтеза 21-CC-αα и 

содержит смесь рибонуклеаз с одним пептидом, статистически равновероятно присоединенным 

либо к 3′-, либо к 5′-концу адресующего домена (Рис. 14 Ж, Таблица 3). Данная неразделенная 

смесь моно-пептидных миРНКаз в этих же экспериментальных условиях демонстрировала 

низкую активность, с эффективностью расщепления миРНК-мишени, не превышающей 6%, что 

в 5.3 раза ниже по сравнению с соответствующей бис-пептидной миРНКазой 21-CC-αα (Рис 31 

В, Таблица 6). Как видно из представленных данных, удаление одного пептида на 5′- или 3′-конце 

миРНКазы приводило к резкому снижению скорости деградации РНК: время полурасщепления 

миРНК-21 увеличивалось как минимум в 10 раз для 21-CC-3′p (t1/2 = 100.6±0.6 ч) и в 33 раза для 

21-CC-5′p (t1/2 = 317.0±13.6 ч) (Рис. 31 А и В, Таблица 6). Таким образом, введение двух пептидов 

обеспечивает синергическое усиление каталитической активности.  

Аналогичные закономерности были выявлены для крабоподобных миРНКаз, 

направленных к миРНК-17. Бис-пептидная миРНКаза 17-CC-αα проявляла высокую 

каталитическую активность, приводя к 98%-ному расщеплению миРНК-17 уже через 24 ч 

инкубации (Рис. 31 Б и Г), в то время как смесь моно-пептидных соединений 17-CC-5′α/17-CC-

3′α обеспечивала лишь 32%-ное расщепление мишени. Время полурасщепления миРНК-17 при 

этом увеличивалось в 30 раз: с 2.2±0.1 ч для 17-CC-αα до 61.2±3.9 ч для смеси моно-пептидных 

аналогов 17-CC-5′α/17-CC-3′α (Рис. 31 Б и Г, Таблица 6). 

Для оценки способности наиболее эффективных бис-пептидных структурных вариантов 

крабоподобных миРНКаз функционировать в истинном каталитическом режиме была проведена 

серия экспериментов в условиях многооборотного режима. Анализ кинетики расщепления 

показал, что в этих условиях 21-CC-pp и 17-CC-αα способны расщеплять множественные копии 

миРНК с высокой эффективностью, сопоставимой с активностью в условиях однооборотной 

реакции (Рис. 31 В и Г, Рис. 32 А и Б). 21-CC-pp обеспечивал 100%-ную деградацию миРНК-21 
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уже через 24 ч инкубации (t1/2=8.7±0.6 ч), а 17-CC-αα приводил к 85%-ному расщеплению 

миРНК-17 за этот же период (t1/2=3.9±0.3 ч) (Рис. 32 А и Б, Рис. 31 В и Г, Таблица 6). Эти данные 

подтверждают, что исследуемые бис-пептидные крабоподобные миРНКазы способны 

функционировать в каталитическом режиме и эффективно расщеплять множественные копии 

миРНК-мишени. 

 

Рис. 32. Расщепление 5′-[32P]-меченых миРНК-21 и миРНК-17 крабоподобными миРНКазами в 

условиях многооборотной реакции. А, Б – радиоавтографы 18%-ных денатурирующих ПААГ, 

демонстрирующие продукты расщепления миРНК-21 (А) и миРНК-17 (Б) миРНКазами 21-CC-

αα, 21-CC-ββ, 21-CC-pp и 17-CC-αα  МиРНК (10 мкМ) и миРНКазу (5 мкМ) инкубировали в 

буфере I при 37 °С в течение 72 ч. Дорожки Im и T1 – имидазольный лэддер и T1-лэддер, 

соответственно. Контроль – 5′-[32P]-миРНК инкубировали в отсутствие миРНКаз. Над 

дорожками обозначено время инкубации миРНК с конъюгатом (в часах). В – сайты расщепления 

миРНК крабоподобными миРНКазами (показаны стрелками). Подчеркнутая последовательность 

соответствует области миРНК, находящейся в дуплексе с комплементарной миРНКазой.  

Исследование паттерна расщепления миРНК показало, что в обоих режимах 

крабоподобные миРНКазы расщепляют мишень преимущественно по 5′- и 3′-концевым 

областям. Наиболее чувствительными к действию крабоподобных миРНКаз оказались 

пиримидин-А связи в последовательности мишени (Рис. 31 Д, Рис. 32 В). Для миРНК-21-

направленных конъюгатов основными сайтами расщепления являлись связи U1-A2, U6-A7 и C9-

A10, расположенные в 5′-концевой области миРНК, а также наблюдалось слабое расщепление по 

связи C4-U5. 21-CC-ββ, и в меньшей степени 21-CC-pp, дополнительно обеспечивали слабое 
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расщепление по сайту G3-C4 на 5′-конце и G21-A22 на 3′-конце миРНК (Рис. 31 Д, Рис. 32 В). 

Таким образом, 5′-концевая область миРНК-21 характеризуется более высокой 

восприимчивостью к каталитическому воздействию, что, вероятно, связано с присутствием 

чувствительных к расщеплению связей в данной области молекулы. миРНКаза 17-CC-αα 

разрушала миРНК-17 только по пиримидин-A связям с преобладанием расщепления по сайтам 

C1-A2 в 5′-области и U21-A22 в 3′-концевой одноцепочечной области миРНК. Также наблюдали 

слабое расщепление в центральном районе дуплекса по связям U10-A11 и C12-A13 (Рис. 31 Д, 

Рис. 32 В). Таким образом, чувствительность фосфодиэфирных связей к действию 

крабоподобных миРНКаз снижается в следующем порядке: пиримидин-A >> пиримидин-N > G-

N.  

В контексте биологической активности направленная деструкция затравочной области 

миРНК под действием крабоподобных миРНКаз может служить ключевым фактором, 

определяющим эффективность ингибирующего действия. Так, 21-CC-pp расщепляет миРНК-21 

по сайтам G3-C4, C4-U5, и U6-A7, нарушая целостность критически важной функциональной 

детерминанты. В случае миРНК-17 отсутствие пиримидин-N связей в последовательности 

затравочной области определяет более низкую эффективность деградации крабоподобными 

миРНКазами. При этом расщепление других, отличных от пиримидин-А, связей также возможно, 

но происходит медленнее. Следует отметить, что быстрое накопление продуктов гидролиза 

пиримидин-А связей, особенно после расщепления первого 5′-меченого нуклеотида, может 

маскировать образование более медленно образующихся фрагментов.  

Таким образом, среди разработанных структурных вариантов миРНК-21-направленных 

миРНКаз наибольшую рибонуклеазную активность продемонстрировал бис-пептидный 

конъюгат 21-СС-pp. Данный конъюгат превосходит по каталитической активности ранее 

описанные высокоэффективные миРНК-21-навправленные конъюгаты, включая шпилечную 

миРНКазу [45]. Так, 21-СС-pp обеспечивает полную деградацию мишени за 24 ч, тогда как 

шпилечная миРНКаза требовала для достижения аналогичного результата 48 ч [45]. 

Предположительно, повышенная эффективность 21-СС-pp обусловлена способностью к 

одновременному расщеплению в 5′- и 3′-областях миРНК-мишени, что обеспечивает образование 

коротких фрагментов, эффективно высвобождающихся из комплекса в процессе замещения 

интактной миРНК.  

3.3.3. Исследование рибонуклеазной активности вилкоподобных миРНКаз  

Исследование рибонуклеазной активности вилкоподобных миРНКаз в условиях 

однооборотной реакции проводили в буфере I при 20-кратном избытке соединений по 

отношению к миРНК. Было показано, что активность бис-пептидных FC сопоставима с моно-



106 
 

пептидными аналогами 21-FC-α/21-FC-p и 21-FC-β/21-FC-p, представляющими собой смесь 

рибонуклеаз с одним пептидом, статистически равновероятно присоединенным либо к 5′-

фосфатной группе, либо к С1′ атому дезоксирибозы. Вилкоподобные миРНКазы с одним или 

двумя пептидами в α-ориентации и рибонуклеазы с одним или двумя пептидами в β-ориентации 

имели схожую кинетику и эффективность расщепления миРНК-21. Время полурасщепления для 

21-FC-α/21-FC-p и 21-FC-αp составило 23.7±1.2 ч и 21.7 ± 2.0 ч, соответственно, а для 21-FC-β/21-

FC-p и 21-FC-βp – 36.6±1.6 ч и 41.4±1.1 ч, соответственно. Таким образом, включение второго 

пептида в структуру FC не приводило к заметному увеличению эффективности расщепления. 

Вместе с тем, ориентация пептидов оказывала заметное влияние на активность соединений: 

миРНКазы с пептидом в α-положении демонстрировали более высокую эффективность 

расщепления по сравнению с β-аналогами, которая составляла около 55% для 21-FC-α/21-FC-p и 

21-FC-αp и 38% для 21-FC-β/21-FC-p и 21-FC-βp через 24 ч инкубации (Рис. 33 А и Б). 

 

Рис. 33. Расщепление 5′-[32P]-меченой миРНК-21 вилкоподобными миРНКазами в условиях 

однооборотной реакции. А – радиоавтограф 18%-ного денатурирующего ПААГ, 

демонстрирующий продукты расщепления миРНК-21 миРНКазами 21-FC-βp, 21-FC-αp, 21-FC-

β/21-FC-p и 21-FC-α/21-FC-p  МиРНК (1 мкМ) и миРНКазу (20 мкМ) инкубировали в буфере I 

при 37 °С в течение 72 ч. Дорожки Im и T1 – имидазольный лэддер и T1-лэддер, соответственно. 

Контроль – 5′-[32P]-миРНК инкубировали в отсутствие миРНКаз. Над дорожками обозначено 

время инкубации миРНК с конъюгатом (в часах). Б ‒ кинетические зависимости расщепления 

миРНК-21 под действием вилкоподобных миРНКаз. В – сайты расщепления миРНК-21 

вилкоподобными миРНКазами (показаны стрелками). 

Анализ паттерна расщепления показал, что моно- и бис-пептидные вилкоподобные 

миРНКазы расщепляли миРНК-21 преимущественно по U-N фосфодиэфирным связям в двух 

областях: на 5′-конце (U1-A2) и на одноцепочечном 3′-конце (U14-G15, U17-G18 и U19-U20). 

При использовании бис-пептидных миРНКаз паттерн расщепления расширялся, что было 
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особенно выражено для 21-FC-βp, для которого наблюдался гидролиз практически по всем 

фосфодиэфирным связям в 3′-концевой одноцепочечной области миРНК (Рис. 33 А и В).  

Рибонуклеазная активность вилкоподобных миРНКаз была также исследована в условиях 

многооборотной реакции. Анализ показал, что в этих условиях тенденции расщепления, 

наблюдаемые для однооборотной реакции, сохраняются. 21-FC-αp демонстрировал более 

высокую эффективность деградации миРНК по сравнению с 21-FC-βp, когда степень 

расщепления миРНК-21 составила 70% и 37%, соответственно, через 24 ч. К 72 ч эффективность 

расщепления выравнивалась, достигая 79% для 21-FC-αp (t1/2=12.5±1.6 ч) и 67% для 21-FC-βp 

(t1/2=38.1±1.2 ч) (Рис. 34 А и Б; Таблица 6). В условиях избытка РНК-мишени расщепление 

происходило в области гетеродуплекса по наиболее чувствительным фосфодиэфирным связям 

U1-A2, U6-A7 и C9-A10, а также слабое расщепление было отмечено в одноцепочечной 3′-

области миРНК-21 по связи U17-G18 (Рис. 34 В).  

 

Рис. 34. Расщепление 5′-[32P]-меченой миРНК-21 вилкоподобными миРНКазами в условиях 

многооборотной реакции. А – радиоавтограф 18%-ного денатурирующего ПААГ, 

демонстрирующего продукты расщепления миРНК-21 миРНКазами 21-FC-βp и 21-FC-αp  

МиРНК (10 мкМ) и конъюгат (5 мкМ) инкубировали в буфере I при 37 °С в течение 72 ч. Дорожки 

Im и T1 – имидазольный лэддер и T1-лэддер, соответственно. Контроль – 5′-[32P]-миРНК-21 

инкубировали в отсутствие миРНКаз. Над дорожками обозначено время инкубации миРНК с 

миРНКазой (в часах). Б – кинетические зависимости расщепления миРНК-21 под действием 

вилкоподобных миРНКаз. В – сайты расщепления миРНК-21 под действием 21-FC-βp и 21-FC-

αp (показаны стрелками). 

Сравнительный анализ эффективности расщепления миРНК при различных 

соотношениях миРНКаза/мишень показал, что скорость расщепления миРНК-21 под действием 

вилкоподобных миРНКаз увеличивается в условиях многооборотного режима по сравнению с 

однооборотным. Например, значения t1/2 для миРНКаз 21-FC-αp и 21-FC-βp снизились на 9 и 3 ч, 

соответственно. 
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Сравнительный анализ каталитической активности вилкоподобных миРНКаз и ранее 

разработанной шпилечной миРНКазы, на основе которой были сконструированы вилкоподобные 

структуры [45,47], выявил снижение эффективности расщепления мишени при включении в 

состав миРНКаз пептида через остаток дезоксирибозы. В условиях однооборотного катализа 

исходная шпилечная миРНКаза, в которой каталитический пептид был присоединён через 

аминогексильный линкер к 5′-фосфатной группе адресующей компоненты, расщепляла миРНК-

21 с 85%-ной эффективностью за 24 ч [45] и превосходила по активности моно-пептидные 

миРНКазы 21-FC-α/21-FC-p и 21-FC-β/21-FC-p в 1.5 и 2.3 раза, соответственно, а также 

превышала активность наиболее эффективного бис-пептидного 21-FC-αp – в 1.4 раза. Снижение 

каталитической активности, вероятно, обусловлено ограниченной конформационной 

подвижностью пептидов при присоединении через остаток дезоксирибозы и их стерической 

интерференцией в бис-пептидных вариантах. Примечательно, что в условиях избытка РНК-

мишени эффективность вилкоподобных миРНКаз возрастает, и скорость расщепления миРНК-

21 под действием конъюгата 21-FC-αp становится сопоставимой с параметрами расщепления для 

разработанной ранее шпилечной миРНКазы [47]. 

 

Комплексное исследование рибонуклеазной активности разработанных миРНКаз 

выявило, что их каталитическая эффективность обусловлена совокупностью факторов, 

связанных как с общей конфигурацией фермента, так и с природой субстрата, включая: структуру 

и протяженность адресующих доменов, количество, пространственную организацию и взаимное 

позиционирование каталитических пептидов, ориентацию каталитического домена относительно 

функциональных участков миРНК, композицию буферной среды, а также нуклеотидную 

последовательность миРНК-мишени. 

Сравнительный анализ рибонуклеазной активности структурных вариантов миРНКаз 

выявил существенные различия каталитической эффективности исследуемых ферментов. 

Двойные и петлеобразующие миРНКазы характеризовались умеренной активностью, при 

которой степень расщепления составляла 25-80% в течение 72 ч. В противоположность этому, 

крабоподобные и вилкоподобные миРНКазы проявляли значительно более высокую 

каталитическую активность, обеспечивая 60-100% расщепление субстрата за 24 ч. Параллельно 

выявлено, что наиболее активные структурные варианты миРНКаз способны к многооборотному 

катализу: при двукратном молярном избытке миРНК-субстрата вилкоподобные миРНКазы 

обеспечивают 70%-ное расщепление мишени, а крабоподобные варианты достигают полного 

гидролиза субстрата в течение 24 ч. 

Умеренная активность двойных и петлеобразующих миРНКаз, характеризующихся 

интернальным позиционированием пептидов в составе олигонуклеотидного домена, по всей 
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вероятности, обусловлена укорочением гетеродуплексных районов и стерическими 

ограничениями пептидов. Более перспективными являются крабоподобные и вилкоподобные 

конструкции, которые формируют более протяженные неразрывные комплементарные участки с 

миРНК-мишенью и характеризуются концевым расположением каталитических пептидов, 

обеспечивающим их повышенную конформационную подвижность и каталитическую свободу. 

При этом, стоит отметить, что миРНКазы с интернальным расположением пептидов, 

несмотря на сниженную эффективность в отношении коротких миРНК-молекул, могут проявлять 

высокую каталитическую активность в отношении более длинных типов РНК-мишеней, таких 

как клинически значимые мРНК, длинные некодирующие РНК и пре-миРНК. Исследования с 

использованием тРНК дрожжей в качестве модельного субстрата продемонстрировали, что 

сиквенс-специфические двойные конъюгаты обеспечивают расщепление мишени по пиримидин-

N связям в целевом одноцепочечном участке, а также эффективно гидролизуют G-N связи в 

областях РНК, удаленных от сайта нацеливания [269]. Данные результаты позволяют 

предположить, что способность к множественному расщеплению целевых молекул обеспечивает 

двойным рибонуклеазам повышенную эффективность в отношении протяженных РНК-

субстратов. 

Исследование показало, что эффективность миРНКаз также в значительной степени 

зависит от количества и способа присоединения пептидов. Так, введение второго 

каталитического домена в структуру петлеобразующих и крабоподобных миРНКаз существенно 

повышает эффективность расщепления РНК. Введение второго каталитического пептида в 

структуру петлеобразующих миРНКаз увеличивает эффективность расщепления миРНК в 4 раза, 

а в крабоподобные конструкции – до 10 раз. Выявленный синергический эффект, вероятно, 

достигается за счет создания дополнительных возможностей для синхронного действия 

каталитических гуанидиниевых групп с образованием гуанидин-гуанидиниевых диад вблизи 

целевых фосфодиэфирных связей, что является критически важным для катализа реакции 

трансэтерификации РНК [270,286,318]. Примечательно, что для вилкоподобных миРНКаз 

существенного преимущества при введении дополнительного пептида в структуру выявлено не 

было, что, по всей вероятности, связано с взаимными стерическими ограничениями 

каталитических пептидов при их совместной локализации на одном остатке дезоксирибозы. 

Существенное влияние на активность миРНКаз оказывает и способ присоединения 

пептидов к олигонуклеотидному домену. В рамках данного исследования проанализированы две 

основные стратегии присоединения: (1) прямое присоединение каталитических пептидов к 5′-

концевому фосфату посредством аминогексильного линкера, и (2) конъюгирование пептидов 

через остаток дезоксирибозы посредством аминогексильного линкера в α- или β-конфигурации. 

Установлено, что присоединение пептидов к 5′-фосфату является наиболее эффективным 
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подходом для конструирования миРНКаз, тогда как конъюгирование через остаток 

дезоксирибозы, по всей видимости, ограничивает конформационную подвижность 

каталитического домена и снижает эффективность катализа. Так, крабоподобная миРНКаза с 

присоединением пептида к 5′-фосфату (21-СС-pp) обеспечивает полную деградацию мишени в 

течение 24 ч, в то время как варианты с пептидом, присоединённым через остаток дезоксирибозы 

(21-СС-αα и 21-СС-ββ), демонстрируют лишь 25-35%-ное расщепление. Аналогично, моно-

пептидные производные вилкоподобных миРНКаз с конъюгированием пептида посредством 

дезоксирибозы достигают лишь 40-55% деградации, тогда как ранее разработанные шпилечные 

миРНКазы с присоединением пептида к 5′-фосфату катализировали 85% расщепление мишени 

[45]. 

В зависимости от общей структуры миРНКазы, присоединение пептида в α- или β-

конфигурации может оказывать влияние на её рибонуклеазную активность. Для моно-пептидных 

миРНК-21-направленных BC, бис-пептидных миРНК-17-направленных BC и миРНК-21-

направленных CC, каталитическая активность структур с пептидом в β-ориентации была выше 

по сравнению с соответствующими аналогами с пептидом в α-положении.  

Исследования показали, что эффективность расщепления под действием миРНКаз в 

значительной степени зависит от нуклеотидной последовательности миРНК, в особенности, 

одноцепочечных участков, доступных для каталитической атаки пептидов. Например, введение 

чувствительных к расщеплению сайтов в центральную область миРНК-21 увеличивало степень 

деградации мишени на 20% под действием двойной миРНКазы 21-DC. Аналогичная 

чувствительность к последовательности наблюдалась и при исследовании петлеобразующих 

миРНКаз, в которых сдвиг тринуклеотидной петли, приводящий к высвобождению 

восприимчивой к расщеплению C-А связи, способствовал увеличению деградации мишени в 1.5 

раза. Зависимость рибонуклеазной активности от последовательности мишени показана и для 

крабоподобных миРНКаз: структурно аналогичные CC 21-СС-αα и 17-СС-αα, направленные к 

миРНК-21 и миРНК-17, соответственно, демонстрировали различную степень расщепления, 

которая напрямую коррелировала с наличием чувствительных C-A и U-A связей в 5′- и 3′-

одноцепочеченных концевых областях. 

Таким образом, на основе проведенных исследований можно заключить, что эффективное 

конструирование миРНКаз должно базироваться на следующих принципах: формирование 

протяженного неразрывного гетеродуплекса с миРНК-мишенью, присоединение каталитических 

пептидов через 5′-фосфатную группу посредством аминогексильного линкера, введение двух 

каталитических доменов с их пространственным разграничением для предотвращения взаимной 

стерической интерференции, а также наличие чувствительных сайтов в последовательности 

миРНК-мишени. 
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3.4. Исследование эффективности расщепления миРНК-мишеней под действием 

комбинации миРНКаз и РНКазы Н1 

Действие классической антисмысловой технологии основано на привлечении 

внутриклеточных нуклеаз, в частности РНКазы H1, для деградации РНК-мишеней. ДНК-

подобные антисмысловые олигонуклеотиды, формируя гетеродуплекс с РНК, образуют субстрат 

для внутриклеточной эндорибонуклеазы РНКазы H1, которая катализирует гидролиз РНК на 

расстоянии 6–10 нуклеотидов от 5′-конца РНК (примерно один виток спирали) [86]. 

Ранее было показано, что совместное применение миРНКазы и РНКазы Н1 приводит к 

синергическому расщеплению миРНК-мишени, значительно увеличивая общую эффективность 

деградации [46,47]. Таким образом, в рамках данной работы было интересно оценить, проявляют 

ли новые разработанные структурные варианты миРНКаз РНКаза Н1-рекрутирующую 

способность.  

Для исследования способности синтезированных миРНКаз к кооперативному действию с 

РНКазой Н1 была проведена серия экспериментов по расщеплению миРНК-мишеней в трех 

условиях: (1) под действием только миРНКазы; (2) в комплексе с неконъюгированным 

олигонуклеотидом в присутствии РНКазы Н1; (3) при совместном действии миРНКазы и РНКазы 

Н1. Исследования проводили в коммерческом буфере II, рекомендованном для реакций с 

участием РНКазы Н1. 

Для подбора оптимальных условий ферментативного расщепления в экспериментах с 

двойными миРНКазами были протестированы две концентрации РНКазы Н1: 5 и 100 ед.акт./мл. 

В дальнейшем, для обеспечения корректного сопоставления данных по эффективности 

расщепления миРНК в условиях резкого экспоненциального накопления продуктов реакции, 

образующихся в результате совместного действия РНКазы Н1 и миРНКазы, была выбрана 

концентрация 5 ед.акт./мл.  

3.4.1. Исследование эффективности расщепления миРНК при совместном действии 

двойных миРНКаз и РНКазы Н1 

Дизайн двойных миРНКаз был реализован таким образом, чтобы гетеродуплексы DC с 

комплементарными миРНК являлись потенциальными субстратами для РНКазы H1. Для этого 

адресующие домены A и B в составе миРНКаз были синтезированы длиной 8-10 н., достаточной 

для взаимодействия с РНКазой Н1 и последующего расщепления ферментом (Рис. 11, Таблица 

3). Как уже было сказано выше, в адресующих доменах аденины были заменены на 2-

аминоаденины для увеличения эффективности связывания DC с миРНК. Ранее было показано, 

что включение 2-аминоаденинов в последовательность антисмысловых олигонуклеотидов не 

препятствует активности РНКазы Н1 [319]. 
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Рис. 35. Расщепление синтетических 5′-[32P]-миРНК в комплексе с двойными миРНКазами (DC) 

или двойными олигонуклеотидами (D-ON) в присутствии РНКазы Н1. А, Г, Ж ‒ радиоавтографы 

18%-ных денатурирующих ПААГ, демонстрирующие продукты расщепления миРНК-17, 
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миРНК-155 и миРНК-21, соответственно, в условиях 20-кратного избытка миРНКаз или 

олигонуклеотидов. Дуплексы, сформированные 5′-[32P]-миРНК (1 мкМ) и DC или D-ON (20 мкМ) 

инкубировали в буфере II при 37 °C в течение 48-72 ч. (100) и (5) – концентрация РНКазы Н1 

(ед.акт./мл). Дорожки Im и T1 ‒ имидазольный лэддер и T1-лэддер, соответственно. К – контроль, 

5′-[32P]-миРНК инкубировали в присутствии РНКазы Н1 (100 ед.акт./мл) и в отсутствие D-ON и 

DC. Над дорожками обозначено время инкубации миРНК с конъюгатами (в часах). Б, Д, З ‒ 

кинетические зависимости расщепления миРНК в комплексе с DC или D-ON в присутствии 

РНКазы Н1. В, Е, И – сайты расщепления миРНК в комплексе с DC или D-ON в присутствии 

РНКазы Н1. Красными стрелками показаны сайты расщепления миРНК под действием РНКазы 

Н1, черными стрелками – под действием двойной миРНКазы. A – 2-аминоаденин. 

Исследование рибонуклеазной активности DC в присутствии РНКазы Н1 проводили для 

миРНК-17, миРНК-155 и миРНК-21 в комплексе с миРНКазами 17-DC, 155-DC и 21-DC или 

соответствующими двойными олигонуклеотидами 17-D-ON и 155-D-ON, плечи которых были 

соединены двойным триэтиленгликолиевым линкером (Таблица 3). Результаты исследования 

эффективности расщепления миРНК в комплексе с адресующим олигонуклеотидом или двойной 

миРНКазой в 20-кратном избытке в присутствии фермента РНКазы Н1 в концентрациях 5 и 100 

ед.акт./мл представлены на Рис. 35. 

Анализ расщепления миРНК подтвердил, что наличие 2-аминоаденинов в структуре 

олигонуклеотида не препятствует распознаванию гетеродуплекса РНКазой Н1. Анализ паттернов 

расщепления миРНК-17 под действием РНКазы Н1 показал, что сайты расщепления мишени в 

гетеродуплексе с ON и DC различаются (Рис. 35 А и В). В гетеродуплексе с 17-D-ON РНКаза Н1 

расщепляет миРНК-17 преимущественно по связям G7-C8, U10-A11 и U21-A22, тогда как при 

инкубации миРНК совместно с 17-DC и РНКазой Н1 к сайтам расщепления миРНК в области 

гетеродуплекса, характерным для РНКазы Н1, добавляются сайты расщепления, специфичные 

для конъюгата – U10-A11, A11-C12 и C12-A13 (Рис. 35 А и В). Исследование кинетики 

расщепления миРНК-17 показало, что при концентрации РНКазы Н1 5 и 100 ед.акт./мл на 

начальных этапах реакции, через 1 ч инкубации, суммарная эффективность расщепления миРНК-

17 в комплексе с миРНКазой была в 1.7 и 1.1 раз выше, чем в комплексе с олигонуклеотидом, и 

в 78 и 166 раз выше, чем под действием одного конъюгата (Рис. 35 Б). Из рисунка видно, что 

расщепление миРНК в присутствии РНКазы Н1 достигает плато менее чем через 3 ч инкубации. 

К этому времени суммарная эффективность расщепления мишени при совместном действии 17-

DC и РНКазы Н1 в концентрации 5 и 100 ед.акт./мл достигает 44 и 93%, соответственно, по 

сравнению с 25 и 77%, наблюдаемыми при РНКаза Н1-индуцируемом расщеплении миРНК в 

гетеродуплексе с 17-D-ON, и 15% под действием миРНКазы (Рис. 35 Б). 

Сходные закономерности были отмечены в экспериментах по расщеплению миРНК-155 

(Рис. 35 Г – Е). Основными сайтами расщепления миРНК в составе гетеродуплекса с 

олигонуклеотидом 155-D-ON в присутствии РНКазы Н1 были связи U17-А18, A10-U11, U8-A9 и 
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C7-U8. При инкубации миРНК-155 совместно с 155-DC в присутствии РНКазы Н1 паттерн 

расщепления расширялся с формированием дополнительных сайтов, характерных для двойной 

миРНКазы – U17-A18, U8-A9 и А9-А10, а также наблюдалось смещение сайт-селективности 

(Рис. 33 Г и Е). Так, степень расщепления миРНК-155 по сайтам U17-A18 и U8-A9 в присутствии 

РНКазы Н1 в комплексе с DC увеличивалась с 6% до 25% и с 6% до 20%, соответственно. 

Исследование кинетики расщепления миРНК-155 в присутствии РНКазы Н1 в концентрации 5 

ед.акт./мл показало, что через 24 ч инкубации суммарная эффективность расщепления миРНК-

155 в комплексе с двойной миРНКазой в 1.6 раза выше, чем в комплексе с олигонуклеотидом 

(Рис. 35 Г и Д). При совместном действии 155-DC и РНКазы Н1 расщепление миРНК-155 

достигает плато уже к 6 ч инкубации, составляя 65%, что в 2 раза превышает степень деградации 

миРНК при использовании только DC. Максимальная степень расщепления миРНК в 

присутствии РНКазы Н1, достигаемая через 24 ч инкубации, составляет 51% в комплексе с 

олигонуклеотидом и 80% в дуплексе с миРНКазой (Рис. 35 Г и Д). 

Совместное действие двойной миРНКазы и РНКазы Н1 также было исследовано в реакции 

расщепления миРНК-21 (Рис. 35 Ж – И). Полученные данные показали, что в присутствии 

РНКазы Н1 в сниженной концентрации (5 ед.акт./мл) продукты расщепления миРНК-21 

отчетливо делятся на 3 группы (Рис. 35 Ж): (1) – продукты, полученные при расщеплении миРНК 

в одноцепочечном участке под действием 21-DC (сайты A12-C13, C13-U14 и U14-G15); (2) и (3) 

– продукты, полученные при расщеплении 5′- и 3′-области миРНК в составе гетеродуплекса под 

действием РНКазы Н1 (сайты U6-A7, U8-C9, C9-A10 и U19-G20, U20-G21, соответственно) (Рис. 

35 Ж и И). Спустя 1 ч инкубации эффективность расщепления в этих условиях увеличивается в 

7 раз в сравнении с действием только DC и к 24 ч достигает 39% (Рис. 35 Ж и З). При увеличении 

концентрации РНКазы Н1 до 100 ед.акт./мл уже в первый час инкубации наблюдалось 

практически полное расщепление миРНК-21. 

Таким образом, замена нескольких азотистых оснований аденина на 2-аминоаденины в 

структуре адресующего домена двойных миРНКаз позволило обеспечить не только эффективное 

связывание миРНКазы с мишенью, но также сохранить способность DC рекрутировать РНКазу 

Н1, значительно увеличивая таким образом скорость деградации миРНК.  

3.4.2. Исследование эффективности расщепления миРНК при совместном действии 

петлеобразующих миРНКаз и РНКазы Н1 

Анализ совместного действия петлеобразующих миРНКаз и РНКазы Н1 (5 ед.акт./мл) 

проводили в реакции с миРНК-17 и 20-кратным избытком петлеобразующего олигонуклеотида 

или миРНКазы с одним (17-BC-α или 17-BC-β) или двумя пептидами (17-BC-ββ). Результаты 

экспериментов представлены на Рис. 36 и Рис. 37. При совместном применении 
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комплементарного олигонуклеотида 17-B-ON и РНКазы Н1 расщепление мишени наблюдалось 

преимущественно в 3′-области РНК по связи G19-G20 (Рис. 36 A III). Кривая расщепления 

достигала плато к 1 ч, когда максимальная деградация РНК составляла 30% (Рис. 36 А III). При 

совместном применении РНКазы Н1 с конъюгатами 17-BC-α (Рис. 36 А II) и 17-BC-β (Рис. 36 А 

V) наблюдалось перераспределение сайтов расщепления, характерных как для миРНКазы, так и 

для РНКазы Н1, что, вероятно, обусловлено конформационными перестройками в зоне 

сопряжения одноцепочечного участка с дуплексной структурой. В этих условиях основной сайт 

расщепления миРНКазами смещался с C12-A13 на U10-A11 (Рис. 36 А II, V), а РНКаза Н1, 

помимо основного сайта G19-G20, дополнительно обеспечивала слабое расщепление по сайтам 

G7-C8 и U6-G7 в 5′-области миРНК.  

 

Рис. 36. Расщепление синтетической 5′-[32P]-миРНК-17 в комплексе с петлеобразующим 

олигонуклеотидом 17-B-ON или миРНКазами 17-BC-α или 17-BC-β в присутствии РНКазы Н1. 

А – радиоавтографы 18%-ных денатурирующих ПААГ, демонстрирующие продукты 

расщепления миРНК-17 миРНКазой 17-BC-α (I), комбинацией 17-BC-α и РНКазы Н1 (II), 
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РНКазой Н1 в комплексе с олигонуклеотидом 17-B-ON (III), миРНКазой 17-BC-β (IV), 

комбинацией 17-BC-β и РНКазы Н1 (V). Дуплексы, сформированные 5′-[32P]-миРНК (1 мкМ) и 

BC или B-ON (20 мкМ) инкубировали в буфере II при 37 °C в течение 72 ч. Концентрация РНКазы 

Н1 – 5 ед.акт./мл. Дорожки Im и T1 – имидазольный лэддер и T1-лэддер, соответственно. К – 

контроль, 5′-[32P]-миРНК-17 инкубировали в присутствии РНКазы Н1 и в отсутствие 

олигонуклеотида и миРНКазы. Над дорожками обозначено время инкубации (в часах). 

Квадратной скобкой обозначена область выпетливания РНК. Б – кинетические зависимости 

расщепления миРНК миРНКазами и/или РНКазой Н1. В – основные сайты расщепления миРНК-

17 при совместном действии петлеобразующих миРНКаз 17-BC-α или 17-BC-β (красные стрелки) 

и РНКазы Н1 (черные стрелки). Г – кинетические зависимости расщепления миРНК-17 по сайту 

U10-A11 миРНКазами 17-BC-α или 17-BC-β отдельно (черная кривая) или в комбинации с 

РНКазой Н1 (красная кривая). Д – степень расщепления миРНК-17 РНКазой Н1 в дуплексе с 

олигонуклеотидом или в комбинации с BC через 1 ч инкубации (учитывалось расщепление 

только по сайтам, характерным для РНКазы Н1). 

Эффективность расщепления миРНК-17 под действием комбинации РНКазы Н1 и 

петлеобразующих миРНКаз многократно превышала как действие только миРНКаз, так и 

совместный эффект РНКазы Н1 и олигонуклеотидов. Суммарная эффективность расщепления 

миРНК-17 под действием РНКазы Н1 и миРНКаз 17-BC-α или 17-BC-β достигала 

приблизительно 60% через 1 ч инкубации, что в 2 раза превышало расщепление миРНК-17 

РНКазой Н1 в комплексе с олигонуклеотидом и в 110-125 раз – деградацию под действием 

петлеобразующих миРНКаз (Рис. 36 Б), демонстрируя синергическое действие 17-BC-α/β и 

РНКазы Н1. В присутствии РНКазы H1 скорость расщепления мишени под действием 

петлеобразующих миРНКаз значительно возрастала: накопление продуктов, образуемых в 

результате каталитического действия BC, наблюдалось уже в течение первого часа инкубации, а 

степень расщепления по сайту U10-A11 увеличивалась в 10 раз по сравнению с реакцией, 

проводимой в отсутствие фермента (Рис. 36 Г). Активность РНКазы Н1 также возрастала за счет 

увеличения степени расщепления по сайту G19-G20 и появления дополнительных разрывов по 

связям G7-C8 и U6-G7, что проявлялось в суммарном увеличении эффективности расщепления в 

1.5 раза к 1 ч инкубации (Рис. 36 Д). Следует отметить, что совместное применение РНКазы Н1 

с миРНКазой 17-BC-β, содержащей пептид в β-положении, обеспечивало более высокий уровень 

деградации мишени, чем в комбинации с 17-BC-α. Для 17-BC-β наблюдалось более выраженное 

усиление рибонуклеазной активности (Рис. 36 Б, Г, Д), что, вероятно, связано с более 

предпочтительной природной β-ориентацией пептида.  

Еще более выраженное увеличение эффективности и скорости расщепления миРНК было 

обнаружено при совместном действии РНКазы Н1 и бис-пептидной петлеобразующей миРНКазы 

17-BC-ββ (Рис. 37 А II). Такая комбинация обеспечивала полную деградацию миРНК-17 менее 

чем за 24 ч инкубации, а значение t1/2 составляло 6.0±0.2 ч (Рис. 37 Б). Как и в случае моно-

пептидных аналогов, расщепление наблюдалось как в области петли, что обеспечивалось 

каталитическим действием миРНКазы, так и в 5′- и 3′- дуплексных областях комплекса в 
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результате активности РНКазы Н1. При этом интенсивность нуклеазной деградации по 

отдельным сайтам значительно увеличивалась. Уже на ранних этапах реакции наблюдалось 

накопление коротких продуктов расщепления, соответствующих сайтам G7-C8 и U6-G7, в то 

время как остальные чувствительные сайты в области петли к этому моменту уже были 

полностью разрушены (Рис. 37 А II, В). Примечательно, что расщепление по сайтам G7-C8 и U6-

G7 под действием РНКазы H1 становится возможным только после предварительного 

расщепления области петли миРНКазами. Максимальная эффективность расщепления миРНК 

при сочетанном применении рибонуклеаз достигается уже к 24 ч и составляет 96%. 

 

Рис. 37. Расщепление синтетической 5′-[32P]-миРНК-17 миРНКазой с двумя пептидами 17-BC-ββ 

и/или РНКазой Н1. А – радиоавтографы 18%-ных денатурирующих ПААГ, демонстрирующие 

продукты расщепления миРНК-17 под действием миРНКазы 17-BC-ββ (I) и при совместном 

действии 17-BC-ββ и РНКазы Н1 (II). Дуплексы, сформированные 5′-[32P]-миРНК (1 мкМ) и BC 

(20 мкМ) инкубировали в буфере II при 37 °C в течение 72 ч. Концентрация РНКазы Н1 5 

ед.акт./мл. Дорожки Im и T1 – имидазольный лэддер и T1-лэддер, соответственно. К – контроль, 

5′-[32P]-миРНК-17 инкубировали в присутствии РНКазы Н1 и в отсутствие миРНКазы. Над 

дорожками обозначено время инкубации (в часах). Квадратной скобкой обозначена область 

выпетливания РНК. Б – кинетические зависимости расщепления миРНК под действием 17-BC-

ββ и/или РНКазы Н1. Для сравнения приведена кривая, демонстрирующая расщепление миРНК-

17 РНКазой Н1 в комплексе с олигонуклеотидом B-ON. В – основные сайты расщепления 

миРНК-17 при совместном действии петлеобразующей миРНКазы 17-BC-ββ (красные стрелки) 

и РНКазы Н1 (черные стрелки). 

3.4.3. Исследование эффективности расщепления миРНК при совместном действии 

крабоподобных миРНКаз и РНКазы Н1 

Анализ совместного применения крабоподобных миРНКаз и РНКазы Н1 проводили для 

наиболее активных миРНКаз – 21-СС-pp, направленной к миРНК-21, и 17-CC-αα, направленной 

к миРНК-17.  
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В ходе исследования было выявлено, что в буфере II, содержащем ионы Mg2+ (8 мМ), происходит 

замедление скорости расщепления мишеней под действием крабоподобных миРНКаз (Рис. 38). 

В частности, для 21-СС-pp наблюдалась 12-ти часовая лаг-фаза, после которой происходил 

резкий экспоненциальный рост, при котором достигалось 98%-ное расщепление мишени к 24 ч, 

что превосходило эффективность, наблюдаемую при использовании буфера I, не содержащего 

магний (Рис. 38 А). миРНКаза 17-CC-αα демонстрировала более выраженное замедление реакции 

в буфере II: степень деградации миРНК снижалась вдвое и составляла 49% через 24 ч (Рис. 38 Б). 

Согласно расчётам с использованием сервиса DINAMelt, температура плавления дуплексов 

миРНК-21/21-CC-pp и миРНК-17/17-CC-αα при повышенной концентрации ионов Mg2+ (8мМ) 

увеличивается приблизительно на 2 °C (с 40.1 °C до 42.7 °C и с 48.4 °C до 50.6 °C, соответственно) 

по сравнению с буферными условиями без магния. Ионы Mg2+ могут стабилизировать как 

дуплексы, так и внутримолекулярные структуры миРНК и миРНКаз, потенциально препятствуя 

формированию продуктивных комплексов миРНК/миРНКаза и снижая скорость деградации 

мишени. Кроме того, стабилизация гетеродуплексов в присутствии ионов Mg2+ может приводить 

к снижению скорости их диссоциации, ограничивая число каталитических оборотов реакции и, 

соответственно, уменьшая общую эффективность расщепления миРНК. 

 

 

Рис. 38. Кинетические зависимости расщепления 5′-[32P]-миРНК-21 (А) и 5′-[32P]-миРНК-17 (Б) 

миРНКазами 21-CC-pp и 17-CC-αα, соответственно, в двух буферных системах. Дуплексы, 

сформированные 5′-[32P]-миРНК (10 мкМ) и миРНКазой (5 мкМ) инкубировали в буфере I или II 

при 37 °C в течение 48 ч.  

Оценка эффективности расщепления миРНК-21 и миРНК-17 в присутствии РНКазы Н1 в 

концентрации 5 ед.акт./мл в комплексе с крабоподобной миРНКазой или соответствующим 

олигонуклеотидом проводили в условиях двукратного избытка миРНК (10 мкМ) по отношению 

к миРНКазе или олигонуклеотиду (5 мкМ) (Рис. 39, Рис. 40).  
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Рис. 39. Расщепление синтетической 5′-[32P]-миРНК-21 в комплексе с олигонуклеотидом 21-C-

ON или крабоподобной миРНКазой 21-СC-pp в присутствии РНКазы Н1. А – радиоавтографы 

18%-ных денатурирующих ПААГ, демонстрирующие продукты расщепления миРНК-21 

миРНКазой 21-СC-pp (I), РНКазой Н1 в комплексе с олигонуклеотидом 21-С-ON (II), 

комбинацией 21-СC-pp и РНКазы Н1 (III). Дуплексы, сформированные 5′-[32P]-миРНК (10 мкМ) 

и СC или С-ON (5 мкМ) инкубировали в буфере II при 37 °C в течение 48 ч. Концентрация 

РНКазы Н1 – 5 ед.акт./мл. Дорожки Im и T1 – имидазольный лэддер и T1-лэддер, соответственно. 

Контроль – 5′-[32P]-миРНК-21 инкубировали в присутствии РНКазы Н1 и в отсутствие 

олигонуклеотида и миРНКазы. Над дорожками обозначено время инкубации (в часах). Б – 

кинетические зависимости расщепления миРНК миРНКазами 21-СC-pp, 21-СС-3′-p и 21-CC-5′-p 

и/или РНКазой Н1 в течение 48 ч инкубации. В – кинетические зависимости расщепления миРНК 

миРНКазой 21-СC-pp и/или РНКазой Н1 в первые 8 ч инкубации. Г – основные сайты 
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расщепления миРНК-21 при совместном действии крабоподобной миРНКазы 21-СC-pp и 

РНКазы Н1. 

 
Рис. 40. Расщепление синтетической 5′-[32P]-миРНК-17 в комплексе с олигонуклеотидом 17-C-

ON или крабоподобной миРНКазой 17-СC-αα в присутствии РНКазы Н1. А – радиоавтографы 

18%-ных денатурирующих ПААГ, демонстрирующие продукты расщепления миРНК-17 

миРНКазой 17-СC-αα (I), РНКазой Н1 в комплексе с олигонуклеотидом 17–С-ON (II), 

комбинацией 17-СC-αα и РНКазы Н1 (III). Дуплексы, сформированные 5′-[32P]-миРНК (10 мкМ) 

и СC или С-ON (5 мкМ) инкубировали в буфере II при 37 °C в течение 48 ч. Концентрация 

РНКазы Н1 – 5 ед.акт./мл. Дорожки Im и T1 – имидазольный лэддер и T1-лэддер, соответственно. 

Контроль – 5′-[32P]-миРНК-17 инкубировали в присутствии РНКазы Н1 и в отсутствие 
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олигонуклеотида и миРНКазы. Над дорожками обозначено время инкубации (в часах). Б – 

кинетические зависимости расщепления миРНК миРНКазой и/или РНКазой Н1 в течение 48 ч 

инкубации. В – кинетические зависимости расщепления миРНК миРНКазой и/или РНКазой Н1 в 

первые 8 ч инкубации. Г – основные сайты расщепления миРНК-17 при совместном действии 

крабоподобной миРНКазы 17-СC-αα и РНКазы Н1. 

Анализ паттерна расщепления миРНК показал, что совместное применение 

крабоподобных миРНКаз и РНКазы Н1 приводит к значительному увеличению скорости 

накопления продуктов, образующихся в результате расщепления миРНК в центральной области 

гетеродуплекса под действием РНКазы Н1 (Рис. 39 А, Г, Рис. 40 А, Г). Анализ 

электрофоретических изображений показал, что РНКаза Н1 катализирует расщепление всех 

фосфодиэфирных связей в молекуле РНК, начиная с пятого нуклеотида в образующемся РНК-

ДНК-гетеродуплексе, при этом первые пять нуклеотидов служат областью распознавания и 

связывания для РНКазы Н1. Одновременно с этим выявлено, что при совместном применении 

ферментов наблюдалось не только РНКаза Н1-индуцированное усиление расщепления в области 

гетеродуплекса, но и происходила конформационная активация миРНКазы с индуцированием 

расщепления по дополнительным сайтам в одноцепочечных 5′-областях миРНК. Так, 

дополнительно наблюдалось расщепление миРНК-21 по сайтам U17-G18 под действием 21-CC-

pp и миРНК-17 по связи G19-G20 под действием 17-CC-αα (Рис. 39 А III, Г, Рис. 40 А III, Г), что 

может быть обусловлено усилением активности пептида, расположенного на 3′-конце 

адресующей компоненты миРНКазы. 

Анализ эффективности расщепления показал, что применение РНКазы Н1 в концентрации 

5 ед.акт./мл обеспечивает низкую степень расщепления миРНК-21 и миРНК-17 в комплексе с 

олигонуклеотидами 21-С-ON и 17-C-ON, которая не превышает 5% через 24 ч инкубации (Рис. 

39 Б и Рис. 40 Б). При этом совместное применение РНКазы Н1 и крабоподобных миРНКаз 

вызывает резкое увеличение скорости и степени расщепления миРНК-мишени (Рис. 39 и 40). 

Наиболее выраженное ускорение реакции наблюдается в первые часы инкубации. При 

одновременном действии 21-CC-pp и РНКазы Н1 степень деградации миРНК-21 достигала 40% 

уже через 1 ч, тогда как при независимом применении ферментов уровень расщепления не 

превышал 2% за этот же период времени (Рис. 39 В). Аналогично, при совместном действии 17-

CC-αα и РНКазы Н1 расщепление миРНК-17 достигало 13% через 1 ч, что значительно 

превышало активность каждого фермента по отдельности – степень деградации составляла лишь 

4% (Рис. 40 В). Следует отметить, что миРНК-21 оказалась более чувствительной к 

синергическому расщеплению крабоподобной миРНКазой и РНКазой Н1, чем миРНК-17. Полная 

деградация миРНК-21 при совместном действии 21-CC-pp и РНКазы Н1 достигалась уже через 

12 ч инкубации (t1/2 = 1.89±0.08 ч), тогда как для миРНК-17 – через 48 ч (t1/2 = 6.53±0.19 ч) (Рис. 

39 Б и Рис. 40 Б). Обнаруженные различия могут быть обусловлены несколькими факторами: (1) 
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нуклеотидной последовательностью, (2) термодинамическими параметрами 

внутримолекулярных структур различных миРНК в присутствии ионов магния, (3) структурой 

крабоподобных конъюгатов. В частности, присутствие остатка дезоксирибозы (dR) в структуре 

17-CC-αα может ограничивать подвижность пептидов, снижая таким образом эффективность 

синергического действия с РНКазой Н1. 

С целью определения функциональной значимости бис-пептидной структуры 

крабоподобных миРНКаз для реализации синергического действия с РНКазой Н1, а также 

исследования роли позиции присоединения пептида по 3′- или 5′-концу в эффективности 

катализа, были проведены эксперименты по расщеплению миРНК-21 при совместном действии 

РНКазы Н1 и моно-пептидных миРНКаз 21-CC-5′p или 21-CC-3′p (Рис. 41, Рис. 39 Б). Несмотря 

на то, что рибонуклеазная активность 21-CC-5′p и 21-CC-3′p в буферном растворе II была крайне 

низкой и практически не определялась на электрофоретическом изображении, добавление 

РНКазы Н1 приводило к значительному усилению деградации миРНК-21. В частности, в 

присутствии РНКазы H1 степень расщепления мишени спустя 1 ч инкубации достигала 35% для 

21-CC-3′p (t1/2 = 1.9±0.1 ч), что сопоставимо с эффектом для бис-пептидного варианта 21-CC-pp, 

и 15% для 21-CC-5′p (t1/2 = 6.9±0.2 ч). Таким образом, можно видеть, что сочетанное действие 

РНКазы Н1 и 21-CC-3′p в 2.3 раза превышает эффект комбинации с 21-CC-5′p. (Рис. 39 Б). 

Полученные данные свидетельствуют о ключевой роли 3′-пептида в обеспечении синергического 

действия с РНКазой Н1.  

 

Рис. 41. Расщепление синтетической 5′-[32P]-миРНК-21 крабоподобными моно-пептидными 

миРНКазами 21-CC-5′p и 21-СС-3′p в присутствии РНКазы Н1. А, Б – радиоавтографы 18%-ных 

денатурирующих ПААГ, демонстрирующие продукты расщепления миРНК-21 миРНКазами 21-

СС-3′p и 21-CC-5′p в присутствии РНКазы Н1 (А) и миРНКазами 21-СС-3′p и 21-CC-5′p (Б). 

Дуплексы, сформированные 5′-[32P]-миРНК (10 мкМ) и СC (5 мкМ) инкубировали в буфере II 
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при 37 °C в течение 48 ч. Концентрация РНКазы Н1 – 5 ед.акт./мл. Дорожки Im и T1 – 

имидазольный лэддер и T1-лэддер, соответственно. Контроль – 5′-[32P]-миРНК-21 инкубировали 

в присутствии РНКазы Н1 и в отсутствие миРНКаз. Над дорожками обозначено время инкубации 

(в часах). 

3.4.4. Исследование эффективности расщепления миРНК при совместном действии 

вилкоподобных миРНКаз и РНКазы Н1 

Исследование эффективности расщепления миРНК-21 в условиях комбинированного 

применения вилкоподобных миРНКаз и РНКазы Н1 проводили с использованием 21-FC-βp в 

условиях многооборотной реакции (миРНК - 10 мкМ и 21-FC - 5 мкМ) в буфере II.  

 

Рис. 42. Расщепление синтетической 5′-[32P]-миРНК-21 в комплексе с олигонуклеотидом 21-F-

ON или вилкоподобной миРНКазой 21-FC-βp в присутствии РНКазы Н1. А – радиоавтографы 

18%-ных денатурирующих ПААГ, демонстрирующие продукты расщепления миРНК-21 

миРНКазой 21-FC-βp   (I), комбинацией 21-FC-βp и РНКазы Н1 (II), РНКазой Н1 в комплексе с 

олигонуклеотидом 21–F-ON (III). Дуплексы, сформированные 5′-[32P]-миРНК (10 мкМ) и FC или 

F-ON (5 мкМ) инкубировали в буфере II при 37 °C в течение 72 ч. Концентрация РНКазы Н1 – 5 

ед.акт./мл. Дорожки Im и T1 – имидазольный лэддер и T1-лэддер, соответственно. Контроль – 5′-

[32P]-миРНК-21 инкубировали в присутствии РНКазы Н1 и в отсутствие олигонуклеотида и 

миРНКазы. Над дорожками обозначено время инкубации (в часах). Б – кинетические 
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зависимости расщепления миРНК-21 миРНКазой 21-FC-βp и/или РНКазой Н1. В – основные 

сайты расщепления миРНК-21 при совместном действии вилкоподобной миРНКазы 21-FC-

βp (черные стрелки)  и РНКазы Н1 (синие стрелки). 

Подобно крабоподобным миРНКазам, вилкоподобные конструкции демонстрировали 

значительное снижение каталитической активности в буфере II, содержащем 8 мМ MgCl₂. 

Эффективность расщепления миРНК-21 под действием 21-FC-βp сокращалась в 2 раза и 

составляла 20% через 24 ч (Рис. 42). Снижение эффективности расщепления вилкоподобных 

миРНКаз в магний-содержащем буфере, вероятно, объясняется стабилизацией гетеродуплекса и 

вторичной структуры миРНК и миРНКазы, что снижает эффективность диссоциации и 

препятствует циклическому взаимодействию. 

Паттерн расщепления миРНК при совместном действии РНКазы Н1 и FC включал как 

гидролиз по сайтам, характерным для миРНКазы, U1-A2, G3-C4, U6-A7, так и по связям в области 

гетеродуплекса A7-U8, A10-G11, G11-A12, специфичным для РНКазы Н1 (Рис. 42 В). При 

использовании РНКазы Н1 в концентрации 5 ед.акт./мл расщепление миРНК-21 в гетеродуплексе 

с олигонуклеотидом 21-F-ON было крайне низким и составляло не более 8% за 24 ч (Рис. 42 A III 

и Б). Совместное действие вилкоподобной миРНКазы 21-FC-βp и РНКазы Н1 приводило к 

значительному увеличению эффективности расщепления и полная деградация мишени в этих 

условиях достигалась уже за 8 ч (t1/2 = 2.9±0.1 ч). 

 

Экспериментальный анализ показал, что в условиях, близких к внутриклеточным, все 

разработанные миРНКазы способны формировать гетеродуплексы с миРНК-мишенями, 

обладающие субстратными свойствами по отношению к РНКазе Н1. Помимо собственной 

рибонуклеазной активности миРНКаз способность рекрутировать внутриклеточную РНКазу Н1 

обеспечивает дополнительное расщепление миРНК в области гетеродуплекса и значительно 

повышает эффективность её деградации. При совместном действии двух ферментов наблюдается 

синергический эффект, и степень расщепления увеличивается от 3 до 120 раз в зависимости от 

типа миРНКазы, избытка миРНК в реакции, концентрации РНКазы Н1 и последовательности 

мишени. Следует отметить, что наиболее выраженный синергический эффект на ранних этапах 

реакции (1 ч) наблюдался для менее активных вариантов миРНКаз: двойных и петлеобразующих 

конструкций. В частности, при совместном действии петлеобразующих моно-пептидных 

миРНКаз с РНКазой Н1 наблюдалось максимальное увеличение кратности расщепления – до 120 

раз. Вероятно, более выраженный синергический эффект РНКазы Н1 с двойными и 

петлеобразующими конъюгатами по сравнению с вилкоподобными и крабоподобными 

конструкциями обусловлен формированием двух пространственно разделенных сайтов посадки 

для РНКазы Н1. Такая структурная организация способствует независимому рекрутированию 
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молекул фермента к каждому из гетеродуплексных участков и последующей инициации 

кооперативного расщепления миРНК одновременно в двух областях, что значительно усиливает 

общую каталитическую эффективность системы. Однако при оценке суммарной эффективности 

расщепления выявлено, что среди разработанных конструкций наибольший эффект в 

комбинации с РНКазой Н1 продемонстрировали крабоподобные, вилкоподобные и бис-

пептидные петлеобразующие миРНКазы, которые показали количественное расщепление 

мишени в условиях многооборотной реакции за 8 – 24 ч. Высокая каталитическая эффективность 

определяется уникальным сочетанием структурных и каталитических свойств конструкций: 

способности к формированию более протяженных дуплексов с мишенью и высокой собственной 

ферментативной активностью, приводящих к максимально эффективной деградации субстрата. 

Важным преимуществом разработанных конструкций является их способность при 

совместном применении с РНКазой Н1 обеспечивать деградацию миРНК по всей длине 

молекулы: одноцепочечные области расщепляются миРНКазой, а области гетеродуплекса − 

РНКазой Н1 (Рис. 43). Такой механизм обеспечивает более надежную инактивацию миРНК 

вследствие её полного разрушения. 

 

Рис. 43. Синергическая деградация миРНК под действием миРНКазы и РНКазы Н1. Совместное 

действие миРНКазы (в качестве примера изображена крабоподобная миРНКаза) и РНКазы Н1 

приводит к деградации миРНК по всем функционально значимым областям с образованием 

коротких РНК-фрагментов, что приводит к быстрой диссоциации и высвобождению миРНКазы 

и РНКазы Н1 для следующего каталитического цикла. 

Синергический эффект кооперативного действия миРНКазы и РНКазы Н1 может быть 

обусловлен рядом факторов: стерическим вытеснением каталитических пептидов из 

неэффективных конформаций и их более продуктивным позиционированием в область наиболее 

восприимчивых одноцепочечных участков РНК-мишени в результате связывания РНКазы Н1 с 
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гетеродуплексом; электростатической стабилизацией дуплексной структуры посредством 

положительно заряженных пептидных фрагментов, усиливающих взаимодействие миРНКазы с 

РНК-субстратом; а также увеличением процессивности ферментативного процесса за счет 

формирования множества продуктов катализа, их облегченной диссоциации и эффективного 

вовлечения ферментов в следующие циклы реакции. Кроме того, недавние исследования 

показали, что некоторые белки способны связываться с РНКазой H1 и усиливать её активность 

[106]. На этом основании можно предположить, что дополнительный вклад в наблюдаемый 

синергический эффект может вносить пептид в составе миРНКаз, способствующий 

потенцированию активности РНКазы H1.  

Таким образом, совместное использование миРНКаз и РНКазы Н1, вне сомнений, 

представляет собой перспективную стратегию для дальнейшего применения на линиях 

опухолевых клеток, поскольку сможет обеспечить эффективную инактивацию целевой миРНК и 

способствовать блокированию патологических процессов. 

3.5. Исследование устойчивости разработанных миРНКаз к действию внутриклеточных 

нуклеаз 

Одним из ключевых параметров, определяющих продолжительность и стабильность 

действия терапевтических агентов в клетке, является их устойчивость к деградации под 

действием нуклеаз. Биологическую стабильность миРНКаз оценивали путем их инкубации в 

ростовой среде с 10% или 50%-ным содержанием бычьей эмбриональной сыворотки (БЭС). 

Такая концентрация БЭС является стандартной для культивирования клеток и проведения 

функциональных исследований. Согласно литературным данным, 10% БЭС обладает нуклеазной 

активностью, эквивалентной или даже превышающей сыворотку взрослого человека [320].  

Анализ нуклеазоустойчивости проводили для наиболее активных типов разработанных 

миРНКаз (крабоподобные и вилкоподобные), которые далее будут использоваться в 

экспериментах in vitro и in vivo для определения биологической и противоопухолевой 

активности.  

3.5.1. Исследование нуклеазоустойчивости крабоподобных миРНКаз 

Структура крабоподобных миРНКаз, включающая каталитические пептиды, 

расположенные по концам адресующего домена, может обеспечивать защиту 

немодифицированного олигонуклеотида от экзонуклеазной деградации с 5′- и 3′-конца. 

Биологическую стабильность крабоподобных миРНКаз исследовали в среде с 10% БЭС на 

примере конъюгата Scr-CC-αα (Таблица 3), имеющего структуру крабоподобной миРНКазы, но 

содержащий олигонуклеотидный компонент, который не имеет мишени в геноме 

млекопитающих. Электрофоретический анализ показал, что конъюгат Scr-CC-αα проявлял 
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значительно более высокую нуклеазоустойчивость по сравнению с соответствующим 

олигонуклеотидом Scr-C-ON-αα, не содержащим каталитических пептидов. Через 72 ч 

инкубации приблизительно 15% CC оставалось в интактном состоянии, тогда как 

олигонуклеотид подвергался полной деградации в течение первых двух часов инкубации (Рис. 

44). Период полужизни Scr-CC-αα составил 4 ч, что в 8 раз превышает t1/2 для 

неконъюгированного олигонуклеотида (t1/2 ≈ 0.5 ч).  

 

Рис. 44. Стабильность крабоподобного конъюгата Scr-CC-αα и соответствующего 

олигонуклеотида Scr-C-ON-αα в ростовой среде DMEM, содержащей 10%-ную БЭС. А – 

продукты деградации конъюгата Scr-CC-αα и олигонуклеотида Scr-C-ON-αα в 18%-ном 

денатурирующем ПААГ, окрашенным Stains-All. Реакцию проводили при 37 °С. Над дорожками 

обозначено время инкубации соединения (в часах). Б – степень деградации соединений в 

зависимости от времени инкубации. 

3.5.3. Исследование нуклеазоустойчивости вилкоподобных миРНКаз 

В предыдущих исследованиях по изучению нуклеазоустойчивости шпилечной миРНКазы, 

являющейся прототипом вилкоподобных миРНКаз, было показано, что в среде с 10%-ной БЭС 

соединение остается интактным на 95% в течение 48 ч [47]. Для оценки устойчивости 

вилкоподобных миРНКаз в более жестких условиях была проанализирована стабильность 

неспецифичного конъюгата Scr-FC-βp при инкубации в ростовой среде, содержащей 50%-ную 

БЭС (Рис. 45). 

 

Рис. 45. Стабильность вилкоподобного конъюгата Scr-FC-βp в ростовой среде DMEM, 

содержащей 50%-ную БЭС. А – продукты деградации конъюгата Scr-FC-βp в 18%-ном 

денатурирующем ПААГ, окрашенным Stains-All. Реакцию проводили при 37 °С. Над дорожками 
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обозначено время инкубации соединения (в часах). Б – степень деградации соединений в 

зависимости от времени инкубации.  

Анализ данных показал, что шпилечная структура на 3′-конце и два фланкирующих 

пептида на 5′-конце адресующего олигонуклеотида в структуре вилкоподобных миРНКаз 

обеспечивают высокую устойчивость к нуклеазам. Согласно электрофоретическому анализу, 

структурно целостный конъюгат детектировали в смесях даже через 8 ч инкубации при 37 °C 

(Рис. 45), а период полужизни составлял около 3 ч. Высокая нуклеазоустойчивость 

вилкоподобных миРНКаз может способствовать их пролонгированному ингибирующему 

действию in vivo. 

Таким образом, крабоподобные и вилкоподобные миРНКазы демонстрируют высокую 

степень нуклеазоустойчивости, сопоставимую с химически модифицированными анти-миРНК 

олигонуклеотидами, широко применяемыми в трансляционных исследованиях [308]. В 

частности, разработанные крабоподобные миРНКазы, превосходят по стабильности ДНК/LNA и 

2′-OMe/LNA миксмеры, которые полностью деградируют в течение 6 ч в присутствии 10%-ной 

сыворотки, и проявляют сравнимую нуклеазоустойчивость с ДНК-, LNA- и ДНК/LNA-

миксмерами, защищенными дополнительными тремя фосфоротиоатными модификациями по 5′- 

и 3′-концам [308].  

Полученные результаты показывают, что введение в структуру миРНКаз, содержащих 

немодифицированный адресующий домен, концевых пептидов и шпилечных структур позволяет 

достичь устойчивости к нуклеазам, достаточной для осуществления терапевтического эффекта 

соединений в условиях клетки и in vivo. 

3.6. Исследование биологической активности и терапевтического потенциала миРНКаз на 

опухолевых моделях in vitro и in vivo. 

Исследование биологической активности и терапевтического потенциала проводили для 

крабоподобных и вилкоподобных миРНКаз, которые характеризовались наиболее высокой 

рибонуклеазной активностью и высоким уровнем синергии с РНКазой Н1. Исследование 

биологического действия миРНКаз включало оценку степени подавления миРНК-мишеней, а 

также определение антипролиферативной и антимиграционной активности на различных линиях 

опухолевых клеток. На мышиных моделях был изучен терапевтический эффект выбранных 

миРНКаз, включая способность подавлять опухолевый рост, влиять на пролиферативную и 

апоптотическую активность опухолевой ткани.  
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3.6.1. Исследование биологической активности крабоподобных миРНКаз на линиях 

опухолевых клеток in vitro  

МиРНК отличаются от других типов внутриклеточных РНК высокой концентрацией, 

биологической стабильностью и длительным временем полужизни [183,321]. МиРНК-21 

является одной из наиболее представленных миРНК в эукариотических клетках, в особенности 

при неопластической трансформации, когда её уровень дополнительно многократно возрастает. 

В зависимости от условий, внутриклеточная концентрация миРНК-21 может варьировать от 0.5 

до 22 мкМ [321,322].  

С учетом высокого внутриклеточного содержания миРНК для экспериментов на 

клеточных культурах была использована концентрация крабоподобных миРНКаз 1 мкМ. Данная 

концентрация соединений не позволяет достичь стехиометрического соотношения с миРНК, 

однако предполагается, что многооборотный режим действия миРНКазы и синергия с РНКазой 

Н1 позволят достичь значимого ингибирующего эффекта. В качестве доставляющего агента для 

трансфекции крабоподобных миРНКаз в клетки использовали коммерческий агент 

Lipofectamine™ 2000.  

Для оценки биологической активности миРНКаз в качестве контрольного соединения в 

клеточных экспериментах использовали неспецифический крабоподобный конъюгат Scr-CC-αα. 

В экспериментах с синтетическими 5′-[32P]-миРНК-21 или 5′-[32P]-миРНК-17 было установлено, 

что контрольный конъюгат Scr-CC-αα проявляет низкую рибонуклеазную активность. При 

инкубации контрольного конъюгата с миРНК в буфере I при молярном соотношении 

миРНК/миРНКаза = 1/5 степень расщепления составляла 14% для миРНК-21 и 9% для миРНК-

17 через 24 ч (Рис. 46). Поскольку функционально активные РНК в клетке преимущественно 

находятся в составе рибонуклеопротеиновых комплексов, их ингибирование возможно только 

при условии прямого включения рибонуклеазы в такой комплекс, что обеспечивается сиквенс-

специфическим взаимодействием ингибитора с РНК-мишенью, образованием предполагаемого 

гетеродуплекса и рекрутинга эндогенной РНКазы Н1. Поскольку контрольный конъюгат Scr-CC-

αα проявлял низкую рибонуклеазную активность, а также не способен специфически связываться 

с РНК в клетке, можно предположить, что его неспецифическое действие на клеточных 

культурах будет минимальным.  
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Рис. 46. Расщепление синтетических 5′-[32P]-миРНК-21 и 5′-[32P]-миРНК-17 под действием 

контрольного крабоподобного конъюгата Scr-CC-αα. А, Б – радиоавтографы 18%-ных 

денатурирующих ПААГ, демонстрирующие продукты расщепления миРНК-21 (А) и миРНК-17 

конъюгатом Scr-CC-αα. 5′-[32P]-миРНК (1 мкМ) и Scr-CC-αα (5 мкМ) инкубировали в буфере I 

при 37 °C в течение 72 ч. Дорожки Im и T1 – имидазольный лэддер и T1-лэддер, соответственно. 

Контроль – 5′-[32P]-миРНК инкубировали в отсутствие конъюгата. Над дорожками обозначено 

время инкубации (в часах). 

Для оценки способности крабоподобных миРНКаз снижать уровень миРНК-мишеней в 

клетках использовали линию аденокарциномы молочной железы человека MCF-7, которая 

характеризуется высокой экспрессией миРНК-21 и миРНК-17. Ингибирующую активность 

специфических крабоподобных миРНКаз 21-СС-αα, 21-СС-ββ, 21-СС-рр, 17-СС-αα сравнивали 

как с действием неспецифического конъюгата Scr-CC-αα, так и с соответствующими 

антисмысловыми олигонуклеотидами 21-С-ON или 17-С-ON, не содержащими каталитических 

пептидов. Согласно данным ПЦР анализа (Рис. 47 A и Б), контрольное соединение Scr-CC-αα не 

влияло на уровень миРНК-21 и миРНК-17 в клетках MCF-7. Анализ кинетики подавления миРНК 

показал, что применение комплементарных олигонуклеотидов и крабоподобных миРНКаз 

приводило к снижению уровня мишеней с максимальным эффектом, достигаемым к 24 ч после 

трансфекции (Рис. 47 A и Б). При этом миРНКазы демонстрировали более выраженное 

ингибирующее действие, чем олигонуклеотиды. Анализ показал, что степень снижения миРНК-

21 и миРНК-17 под действием специфических олигонуклеотидов составила 30-40% (Рис. 47 A и 

Б). Среди миРНК-21-направленных крабоподобных миРНКаз, наибольший ингибирующий 

эффект продемонстрировал 21-CC-pp, который приводил к снижению уровня миРНК-21 на 65% 

(Рис. 47 A). К 48 ч уровень миРНК-21 восстанавливался до 50 % и оставался стабильным до 72 

ч. 21-CC-αα приводил к 55%-ному подавлению миРНК-21, а наименьший эффект 

продемонстрировал 21-CC-ββ, под действием которого уровень миРНК-21 снижался на 30% 

через 24 ч, что сопоставимо с действием антисмыслового олигонуклеотида 21-C-ON (Рис. 47 A). 
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миРНК-17-направленная миРНКаза 17-CC-αα вызывала выраженное снижение уровня миРНК-

17, достигающее 58% (Рис. 47 Б). Таким образом, крабоподобные миРНКазы способны 

эффективно подавлять миРНК-мишени, при этом их ингибирующее действие превосходит 

эффект соответствующих антисмысловых олигонуклеотидов. Кроме того, анализ биологической 

активности миРНК-21-направленных миРНКаз выявил прямую корреляционную зависимость 

между каталитической активностью соединений и степенью их миРНК-ингибирующего эффекта. 

Наиболее каталитически активная миРНКаза 21-СС-рр в исследуемой серии индуцировала 

максимальное снижение уровня мишени. 

 

Рис. 47. Биологическая активность крабоподобных миРНКаз в клетках аденокарциномы 

молочной железы человека MCF-7. А, Б – кинетика снижения уровня миРНК-21 в клетках MCF-

7 под действием крабоподобных миРНКаз 21-CC-pp, 21-CC-αα и 21-CC-ββ и олигонуклеотида 

21-C-ON (A), и снижение уровня миРНК-17 под действием 17-CC-αα и 17-C-ON (Б). Оценка 

уровней миРНК-21 и миРНК-17 проведена с помощью метода stem-loop ПЦР. Эффективность 

специфических миРНКаз оценивали в сравнении с контрольным неспецифическим конъюгатом 

Scr-CC-αα. Уровень миРНК нормировали на уровень мяРНК U6. *, ** и *** - статистически 

значимые отличия от контрольного конъюгата Scr-CC-αα с p ≤ 0.05, p ≤ 0.01 и p ≤ 0.001, 

соответственно. В – Д – уровни белков PDCD4 (В), E2F1 (Г) и E-кадгерина (Д), определенные 

методом Вестерн-блот анализа через 72 ч после трансфекции клеток MCF-7 крабоподобными 

миРНКазами 21-CC-αα, 21-CC-pp (В) и 17-CC-αα (Г, Д). Уровни белков нормировали на уровень 

белка GAPDH. Контроль – интактные клетки. *, ** и *** - статистически значимые отличия с p 

≤ 0.05, p ≤ 0.01 и p ≤ 0.001. Трансфекцию клеток проводили с использованием Lipofectamine™ 

2000 при концентрации соединений 1 мкМ. 

Специфичность подавления экспрессии миРНК под действием миРНКаз дополнительно 

оценивали посредством анализа уровня некомплементарной миРНК let-7g. Анализ показал, что 

миРНК-21- и миРНК-17-направленные крабоподобные миРНКазы одновременно со 



132 
 

значительным снижением уровней комплементарных мишеней (Рис. 47 А и Б), не оказывали 

влияния на уровень let-7g через 24 ч после трансфекции (Рис. 48), что подтверждает сиквенс-

специфичность разработанных ингибиторов миРНК. 

 
Рис. 48. Уровень миРНК let7-g в клетках MCF-7 через 24 ч после трансфекции миРНК-21-

направленными крабоподобными миРНКазами 21-CC-αα, 21-CC-ββ, 21-CC-pp и 

олигонуклеотидом 21-C-ON (A), и миРНК-17-направленной миРНКазой 17-CC-αα и 

олигонуклеотидом 17-C-ON (Б). Трансфекцию клеток проводили с использованием 

Lipofectamine™ 2000 при концентрации соединений 1 мкМ. Относительный уровень РНК 

определяли методом stem-loop ПЦР. Контроль – интактные клетки. LF - клетки, инкубированные 

только с Lipofectamine™ 2000. Уровень миРНК нормировали на уровень мяРНК U6. 

Одновременно с этим специфичность действия крабоподобных миРНКаз была 

подтверждена путём анализа изменения уровней белков, регулируемых миРНК-21 и миРНК-17. 

Подавление миРНК-21 под действием 21-CC-αα и 21-CC-pp в клетках MCF-7 приводило к 

увеличению уровня белка-супрессора опухолей PDCD4 (от англ. programmed cell death 4) [323] в 

1.35 и 1.7 раз, соответственно (Рис. 47 В). Аналогично, ингибирование миРНК-17 приводило к 

увеличению уровня белка E2F1 [324] в 1.9 раз и белка клеточной адгезии E-кадгерина [325] в 1.5 

раз в клетках MCF-7 (Рис. 47 Г и Д). Эти результаты дополнительно подтверждают 

специфичность действия разработанных ингибиторов миРНК. 

Повышенный уровень миРНК-21 и миРНК-17 напрямую связан с ключевыми процессами 

опухолевого роста, такими как неконтролируемая пролиферация, ингибирование апоптоза, 

повышенная миграция и инвазия [288,290,291]. В связи с этим, специфическое ингибирование 

миРНК-21 и миРНК-17 потенциально может приводить к снижению пролиферации опухолевых 

клеток. Влияние миРНК-21-направленных крабоподобных миРНКаз на пролиферацию клеток 

оценивали на культурах аденокарциномы молочной железы человека MCF-7, карциномы лёгких 

A549 и меланомы мыши B16 с использованием WST-анализа.  

Оценка жизнеспособности клеток посредством WST-анализа выявила вариабельность 

эффекта крабоподобных миРНКаз в зависимости от типа опухолевых клеток. Наибольшую 

чувствительность к антиролиферативному действию продемонстрировали клетки MCF-7 и А549: 

миРНКазы вызывали снижение пролиферативной активность клеток MCF-7 на 30-35% (Рис. 49 
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А), а клеток A549 на 50% через 48 ч (Рис. 49 А). Вместе с этим, крабоподобные миРНКазы не 

вызывали достоверного изменения пролиферации клеток линии B16 (Рис. 49 А). Различная 

чувствительность опухолевых клеток к действию миРНКаз может быть связана с разницей в 

исходной скорости пролиферации клеточной линии, а также с особенностями внутриклеточной 

локализации и транспорта миРНКаз в различных типах клеток. 

 

Рис. 49. Влияние крабоподобных миРНКаз на жизнеспособность опухолевых клеток. A – 

количество живых опухолевых клеток MCF-7, A549 и B16 после трансфекции миРНКазами 21-

CC-αα и 21-CC-ββ. Б – жизнеспособность нормальных клеток фибробластов человека hFF3 после 

трансфекции миРНКазами 21-CC-αα, 21-CC-ββ и 17-CC-αα. WST-анализ проводили через 72 ч 

после трансфекции крабоподобными миРНКазами. * и ** - статистически значимые отличия от 

Scr-CC-αα с p ≤ 0.05 и p ≤ 0.01. В, Г, Д, Е – пролиферативная активность клеток MCF-7 (В, Г, Е) 

и А-549 (Д) после трансфекции миРНК-21-направленными миРНКазами 21-CC-αα, 21-CC-ββ и 

21-CC-pp (В – Д) или миРНК-17-направленной миРНКазой 17-CC-αα (Е). Пролиферативную 

активность клеток определяли с помощью системы анализа в реальном времени xCelligence. 
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Трансфекцию клеток проводили с использованием Lipofectamine™ 2000 при концентрации 

соединений 1 мкМ. Контроль – интактные клетки. LF - клетки, инкубированные только с 

Lipofectamine™ 2000.  

Исследование влияния крабоподобных миРНКаз на жизнеспособность нормальных 

клеток показало, что соединения не оказывают значимого эффекта на пролиферацию 

нетрансформированных клеток фибробластов человека линии hFF3 (Рис. 49 Б), что согласуется 

с литературными данными о селективности анти-миРНК-21 терапии по отношению к 

опухолевым клеткам [326]. 

Антипролиферативное действие крабоподобных миРНКаз в клетках MCF-7 и A549, 

выявленное WST-анализом, было дополнительно подтверждено методом анализа клеток в 

реальном времени с помощью системы xCELLigence. 21-CC-αα, 21-CC-ββ и 21-CC-pp вызывали 

замедление роста опухолевых клеток MCF-7 на 45–55 % (Рис. 49 В и Г). Антипролиферативное 

действие миРНКаз 21-CC-αα и 21-CC-ββ на клетках A549 было ещё более выраженным: 

подавление клеточного роста достигало 85 % (Рис. 49 Д). Однако контрольный конъюгат Scr-CC-

αα также проявлял значимый антипролиферативный эффект на клетках A549 (Рис. 49 Д), что 

указывает на повышенную чувствительность этой линии клеток к воздействию. МиРНК-17-

направленная миРНКаза Crab-α-17 эффективно подавляла пролиферацию клеток MCF-7, снижая 

скорость клеточного роста на 40 % (Рис. 49 Е). 

Результаты исследований подтверждают терапевтический потенциал крабоподобных 

миРНКаз в качестве селективных модуляторов онкогенных миРНК, способных нарушать 

функционирование ключевых сигнальных каскадов и ослаблять малигнизированный фенотип 

опухолевых клеток. 

3.6.2. Исследование биологической активности вилкоподобных миРНКаз на линиях 

опухолевых клеток in vitro  

Высокая эффективность расщепления миРНК по действием вилкоподобных миРНКаз в 

условиях присутствия РНКазы Н1 послужила основанием для исследования их биологической 

активности и терапевтического потенциала. Биологическую эффективность миРНК-21-

направленной миРНКазы 21-FC-βp оценивали по способности снижать пролиферативную и 

миграционную активность опухолевых клеток.  

На первом этапе было проведено исследование дозозависимого подавления миРНК-21 при 

трансфекции клеток аденокарциномы молочной железы MCF-7 миРНКазой 21-FC-βp в 

диапазоне концентраций 10-200 нМ (Рис. 50 A). В ходе анализа было установлено, что 

специфическое снижение пролиферации клеток проявлялось уже при концентрациях миРНКазы 

10-25 нМ и достигало максимума при 50 нМ, при этом жизнеспособность клеток снижалась на 

60% за 72 ч (Рис. 50 A). В этих концентрациях миРНКаза демонстрировала активность, 
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превышающую действие шпилечного олигонуклеотида 21-F-ON в 1.5-2 раза. При увеличении 

концентраций до 100 и 200 нМ различия между специфической и контрольной миРНКазой 

нивелировались (Рис. 50 A). 

 
Рис. 50. Биологическая активность вилкоподобных миРНКаз в опухолевых клетках. А – 

количество живых клеток MCF-7 после трансфекции миРНКазой 21-FC-βp и миРНК-21-

направленным олигонуклеотидом 21-F-ON в различных концентрациях. MTT-тест проводили 

через 72 ч после трансфекции миРНКазой/ON в диапазоне концентраций 10 – 200 нМ. Б – 

количество живых опухолевых клеток KB-8-5, KB-3-1, A549, MCF7 и нормальных фибробластов 

hFF3A при трансфекции 21-FC-βp. MTT-тест проводили через 48 ч после трансфекции 21-FC-βp 
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в концентрации 50 нМ. В – кинетика снижения уровня миРНК-21 в клетках KB-8-5 и MCF-7 под 

действием миРНКазы 21-FC-βp в концентрации 50 нM. Оценка уровней миРНК-21 проведена с 

помощью метода stem-loop ПЦР. Эффективность специфической миРНКазы определяли 

относительно интактных клеток (Контроль). Уровень миРНК нормировали на уровень мяРНК 

U6. Г – миграционная активность клеток KB-8-5 под действием 21-FC-βp. Анализ scratch теста 

проводили через 72 ч после нанесения «царапины» и через 96 ч после трансфекции 21-FC-βp или 

Scr-FC-βp в концентрации 50 нМ. Увеличение ×10. Черными линиями обозначены границы 

«царапины». Д – степень зарастания «царапины» через 72 ч после нанесения «царапины». Во 

всех экспериментах трансфекцию проводили с помощью Lipofectamine™ 2000.*, **, *** и **** 

– статистически значимые отличия от контроля с p ≤ 0.05, p ≤ 0.01, p ≤ 0.001 и p ≤ 0.0001. #, ## и 
### – статистически значимые отличия от контрольного конъюгата Scr-FC-βp с p ≤ 0.05, p ≤ 0.01 

и p ≤ 0.001. § и §§ – статистически значимые отличия от 21-F-ON c p ≤ 0.05 и p ≤ 0.01. Контроль – 

интактные клетки; LF – клетки, инкубированные только с Lipofectamine™ 2000. 

Для выявления клеточных линий, проявляющих наибольшую чувствительность к 

действию вилкоподобных миРНКаз, был проведён скрининг ряда культур, включая клетки 

эпидермоидной карциномы KB-8-5 и KB-3-1, меланомы B16, аденокарциномы лёгкого A549, 

аденокарциномы молочной железы MCF-7, а также клетки нормальных фибробластов кожи 

человека hFF3. Трансфекция клеток миРНКазой 21-FC-βp приводила к выраженному снижению 

жизнеспособности и пролиферации клеток KB-8-5, KB-3-1, MCF-7 и A549, составляющему 45–

70%, при этом наибольшую чувствительность продемонстрировали линии KB-8-5, A549 и MCF-

7 (Рис. 50 Б). Следует отметить, что клетки A549 проявляли значительную чувствительность и к 

действию контрольного конъюгата. При выраженном антипролиферативном действии на 

опухолевые клетки конъюгат 21-FC-βp не оказывал значимого влияния на жизнеспособность или 

пролиферацию нетрансформированных фибробластов hFF3, что свидетельствует о 

селективности его действия (Рис. 50 Б).  

Методом ПЦР было подтверждено, что антипролиферативный эффект вилкоподобной 

миРНКазы 21-FC-βp ассоциирован с подавлением экспрессии миРНК-21 (Рис. 50 В). В клетках 

KB-8-5 уровень миРНК-21 снижался на 60% через 48 ч после трансфекции миРНКазой, а в 

клетках MCF-7 подавление составило 40% через 24 ч, при этом эффект сохранялся в течение 48 

ч. К 72 ч уровень миРНК-21 в обоих клеточных линиях восстанавливался до 80% (Рис. 50 В). Для 

сравнения, миРНК-21-направленный олигонуклеотид 21-F-ON также вызывал подавление 

уровня миРНК-мишени, но с более низкой эффективностью, приводя к 35%-ному снижению 

уровня миРНК-21 (Рис. 50 В). 

Известно, что миРНК-21 также играет ключевую роль в стимуляции процессов инвазии и 

миграции клеток, способствуя метастазированию и прогрессии неопластических заболеваний 

[289,327,328]. В рамках данного исследования были проанализированы антимиграционные 

свойства вилкоподобной миРНКазы 21-FC-βp (Рис. 50 Г и Д). Результаты scratch теста на клетках 

эпидермоидной карциномы KB-8-5 показали, что контрольное соединение Scr-FC-βp снижало 

миграцию клеток на 35% через 72 ч за счёт неспецифического действия. При этом миРНК-21-
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направленная миРНКаза демонстрировала в 1.5–2 раза более выраженный ингибирующий 

эффект (Рис. 50 Г и Д). Полученные результаты согласуются с данными предшесствующих 

исследований антимиграционной активности шпилечных миРНКаз на модели клеток KB-8-5 

[329]. 

 

Проведенные исследования биологической активности показали, что разработанные 

крабоподобные и вилкоподобные миРНКазы обеспечивают эффективное и селективное 

подавление онкогенных миРНК, результатом которого является значительное снижение 

пролиферативных и миграционных процессов в опухолевых клетках in vitro. Ключевым 

фактором, обуславливающим высокую эффективность миРНКаз является каталитическая 

природа их действия: по сравнению с олигонуклеотидами, не содержащими пептидный домен, 

миРНКазы способствовали более выраженному подавлению уровней миРНК, что 

сопровождалось антипролиферативным и антимиграционным эффектами. 

Ингибирующие свойства разработанных миРНКаз сопоставимы или превосходят 

существующие технологии миРНК-направленной терапии. Так, миРНКазы не уступают по 

эффективности недавно разработанным химерным конструкциям, состоящим из миРНК-

направленного антисмыслового олигонуклеотида, РНКаза L-рекрутирующего мотива и 

адресующего аптамера, которые снижали жизнеспособность клеток рака молочной железы на 33-

50% [330]. Миграционная активность миРНКаз сопоставима по эффекту с действием PMO-анти-

миРНК олигонуклеотидов, которые вызывают 45-65%-ное подавление клеточной мотильности 

на модели колоректального рака [331]. Кроме того, миРНКазы демонстрируют сопоставимые 

эффекты с коммерческими ингибиторами миРНК, например, продуктом компании GenePharma, 

способствующим подавлению пролиферации клеток рака поджелудочной железы на 50% [332]. 

Важной характеристикой миРНКаз является высокая селективность их действия: 

разработанные соединения эффективно подавляют экспрессию миРНК-мишеней (миРНК-21 и 

миРНК-17), не влияя на уровни других миРНК, а также вызывают антипролиферативный эффект 

преимущественно в опухолевых клетках, не оказывая значимого воздействия на 

жизнеспособность нормальных клеточных культур. Селективность анти-миРНК-21 терапии в 

опухолевых клетках подтверждается и литературными данными [326]. Так, экспрессия 

специфической анти-миРНК-21 лентивирусной конструкции в нормальных эпителиальных 

клетках молочной железы сопровождалась 60%-ным снижением миРНК при сохранении 

нормальных характеристик клеточного цикла, адгезии и чувствительности к радиотерапии, тогда 

как в опухолевых клетках MDA-MB-361 проявляла выраженные функциональные эффекты [326]. 

Несмотря на характерную для миРНК высокую внутриклеточную концентрацию и 

стабильность по сравнению с другими типами РНК [183,321], разработанные миРНКазы 
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демонстрируют способность к эффективному снижению уровней миРНК-мишеней при 

концентрациях, существенно уступающих средним физиологическим значениям, характерным 

для миРНК (0.5-22 мкМ). Высокая эффективность обусловлена способностью миРНКаз к 

многооборотному катализу и синергическому взаимодействию с эндогенной РНКазой Н1.  

3.6.3. Исследование противоопухолевой активности крабоподобных миРНКаз на 

опухолевой модели у мышей.  

Способность крабоподобных миРНКаз ингибировать рост опухоли была исследована на 

ксенографтной модели аденокарциномы молочной железы человека MCF-7 у мышей. Наряду с 

оценкой противоопухолевого эффекта дополнительной целью эксперимента являлось выявление 

возможной корреляции между рибонуклеазной активностью крабоподобных миРНКаз 

различной структуры, степенью подавления миРНК и противоопухолевым эффектом.  

Для проведения исследования было выбрано две миРНКазы: 21-CC-pp, обладающая 

высокой каталитической активностью, и 21-CC-αα, проявляющая более низкую эффективность 

in vitro. Для оценки непосредственного противоопухолевого эффекта и минимизации влияния 

ограничений, связанных с недостаточно эффективной доставкой соединений in vivo, применяли 

упрощённую экспериментальную схему без прямого введения миРНКаз в организм. Опухолевые 

клетки MCF-7 трансфицировали миРНКазами в комплексе с Lipofectamine™ 2000 в условиях in 

vitro, а затем имплантировали иммунодефицитным мышам линии nude для дальнейшей оценки 

динамики роста опухоли. Противоопухолевую активность специфических крабоподобных 

миРНКаз анализировали в сравнении с контрольными группами, в которых мышам вводили 

интактные клетки MCF-7 или клетки, обработанные неспецифическим конъюгатом Scr-CC-αα. 

Анализ кинетики роста опухоли (Рис. 51 A и Б) показал, что 21-CC-pp проявляет наиболее 

выраженное ингибирующее действие, снижая объем опухоли на 85 % по сравнению с группой 

Scr-CC-αα. миРНКаза 21-CC-αα, обладающая более низкой каталитической активностью, также 

демонстрировала достоверное снижение роста опухоли, однако эффект был ниже и составлял 

50 % по сравнению со Scr-CC-αα. Полученные данные подтверждают наличие прямой 

зависимости между рибонуклеазной активностью крабоподобных миРНКаз и степенью их 

противоопухолевого действия. Дальнейший гистологический анализ для определения 

пролиферативной и апоптотической активности опухолевых тканей был сфокусирован на 

наиболее эффективном соединении 21-CC-pp. 

Исследование влияния крабоподобных миРНКаз на морфофункциональные параметры 

опухолевых тканей оценивали с помощью гистологического и морфометрического анализа. 

Анализ гистологических препаратов опухолей с окраской гематоксилином и эозином показал, 

что под действием 21-CC-pp митотическая активность опухоли MCF-7 значительно снижалась, 
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приводя к трехкратному снижению численной плотности митозов по сравнению с группой Scr-

CC-αα (Рис. 51 В).  

 

Рис. 51. Противоопухолевое действие миРНК-21-направленных крабоподобных миРНКаз на 

модели аденокарциномы молочной железы MCF-7. Клетки MCF-7 трансфицировали in vitro 

крабоподобными миРНКазами 21-СС-pp, 21-CC-αα и контрольным конъюгатом Scr-CC-αα в 

концентрации 1 мкМ с помощью Lipofectamine™ 2000, после чего клетки подкожно 

имплантировали мышам линии nude (n = 7). А – динамика роста опухоли MCF-7. Контроль – 

мыши с ксенотрансплантатами интактных клеток MCF-7. * - статистически значимые отличия 

от группы Scr-CC-αα при p ≤ 0.05. # и ### - статистически значимые отличия от группы контроля 

при p ≤ 0.05 и p ≤ 0.001, соответственно. Б – фотографии и масса первичных опухолей MCF-7 на 

19-й день после имплантации. В – демонстрационные изображения срезов опухоли после 

окрашивания гематоксилином и эозином. Митотические события обозначены стрелками. В 

левом нижнем углу представлены примеры митотических событий. Г, Д – демонстрационные 

изображения срезов опухолей после иммуногистохимического окрашивания с использованием 

первичных антител к Ki-67 (Г) и каспазе-3 (Д). В левом нижнем углу показаны примеры Ki-67- и 
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каспаза-3-положительных клеток. На правых панелях Г и Д приведена количественная оценка 

Ki-67- и каспаза-3-положительных клеток. Увеличение ×400. Шкала соответствует масштабу 50 

мкм. Nv - численная плотность, соответствующая числу частиц на единицу объема опухоли. Vv 

(%) - объемная плотность, отражающая объемную долю ткани, занятую данным компартментом.  

Литературные данные указывают на положительную корреляцию между экспрессией 

миРНК-21 и уровнем белка Ki-67, который является широко используемым маркером 

пролиферации [333]. Иммуногистохимическое окрашивание срезов опухолей MCF-7 с 

использованием Ki-67-специфичных антител показало, что в контрольной и Scr-CC-αα группах 

приблизительно 40 % опухолевых клеток характеризовались положительной экспрессией 

данного маркера (Рис. 51 Г). В группе, обработанной миРНКазой 21-CC-pp, число Ki-67-

положительных клеток снижалось до 12 %, что соответствует более чем трехкратному снижению 

пролиферативной активности опухолевых клеток in vivo (Рис. 51 Г). Таким образом, 

антипролиферативный эффект крабоподобных миРНКаз, ранее выявленный в экспериментах на 

клеточных культурах, воспроизводится и на опухолевой модели у мышей. 

Известно, что миРНК-21 участвует в негативной регуляции каспаза-3-зависимого 

апоптотического пути [288]. Морфометрический анализ иммуногистохимических срезов, 

окрашенных специфическими антителами к каспазе-3, показал низкий уровень апоптотической 

активности в опухолевой ткани контрольной и Scr-CC-αα групп (Рис. 51 Д). В группе, 

обработанной специфической миРНКазой 21-CC-pp, наблюдалось 1.5-кратное увеличение 

количества каспаза-3-положительных клеток, что свидетельствует об активации апоптотических 

процессов в опухолевой ткани в ответ на специфическое подавление миРНК-21 (Рис. 51 Д). 

Таким образом, направленное снижение уровня миРНК-21 в опухолевых клетках с помощью 

крабоподобных миРНКаз способствует не только подавлению пролиферации, но и индукции 

апоптоза, что в совокупности приводит к замедлению опухолевого роста у мышей. 

3.6.4. Исследование противоопухолевой активности вилкоподобных миРНКаз на 

опухолевой модели у мышей.  

На основании высокой каталитической активности, выраженного ингибирующего 

действия на культурах клеток и высокой нуклеазоустойчивости вилкоподобных миРНКаз, была 

проведена оценка их терапевтического потенциала in vivo. Противоопухолевый потенциал 21-

FC-βp был исследован на ксенографтной модели эпидермоидной аденокарциномы человека KB-

8-5. Исследование проводили при прямом введении миРНКазы мышам. В качестве системы 

доставки использовали фолат-содержащие катионные липосомы F [277].  

Для определения оптимального режима введения миРНКазы предварительно были 

изучены параметры биораспределения, эффективность накопления в опухоли и скорость 

элиминации Cy5.5-меченого шпилечного олигонуклеотида Cy5.5-21-F-ON (Рис. 52, Рис. 53). Для 
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этого Cy5.5-21-F-ON перитуморально вводили в опухоль KB-8-5 в концентрации 10 мкг/мышь с 

последующей оценкой биораспределения методом флуоресцентной визуализации in vivo в 

реальном времени.  

 

Рис. 52. Биораспределение Cy5.5-меченого олигонуклеотида Cy5.5-21-F-ON в мышах линии nude 

с опухолью KB-8-5 через 24 ч после инъекции. A, Б – демонстрационные изображения 

флуоресцентной визуализации в реальном времени мышей линии nude с опухолью KB-8-5 в 

боковой проекции (A) и извлеченных органов (Б) через 24 ч после перитуморального введения 

Cy5.5-21-F-ON в комплексе с катионными липосомами F при соотношении N/P 2/1, 4/1 и 6/1. 

Контроль – интактные мыши. (В) Средняя радиантная эффективность, измеренная в опухоли. 

На первом этапе была проведена сравнительная оценка эффективности накопления Cy5.5-

21-F-ON в мышах-опухоленосителях при введении в комплексе с липосомами F при 

варьировании соотношения N/P: 2/1, 4/1 и 6/1 (Рис. 52). Во всех группах животных через 24 ч 

после введения липоплексов в опухолевой ткани регистрировался интенсивный флуоресцентный 

сигнал, однако максимальное накопление наблюдалось в группе, получавшей липоплексы с 

соотношением N/P=2/1. В этой группе значение средней радиантной эффективности было как 

минимум в два раза выше по сравнению с животными, получавшими липоплексы, полученные 

при соотношениях N/P 4/1 и 6/1 (Рис. 52 В). Соотношение N/P 2/1 было использовано в 

дальнейших исследованиях для оценки кинетики накопления и выведения Cy5.5-21-F-ON из 

опухолевой ткани (Рис. 53 А и Б). Проведенные эксперименты показали, что накопление 

олигонуклеотида в опухолевой ткани постепенно снижалось, однако оставалось на высоком 

уровне до 96 ч, а полное исчезновение сигнала наблюдалось к 192 ч (Рис. 53 А и Б). 

Анализ изображений, полученных методом конфокальной микроскопии криосрезов 

опухолевых узлов, подтвердил накопление Cy5.5-21-F-ON в опухолевой ткани (Рис. 53 В). 
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Показано, что через 24 ч после введения, олигонуклеотид локализовался как в межклеточном 

пространстве, так и в цитоплазме опухолевых клеток. 

 

Рис. 53. Биораспределение Cy5.5-меченого олигонуклеотида Cy5.5-21-F-ON в мышах линии nude 

с опухолью KB-8-5. A – динамика относительной флуоресценции в опухоли KB-8-5 у мышей в 

течение 192 ч после перитуморального введения Cy5.5-21-F-ON в комплексе с фолат-

содержащими катионными липосомами F. Б – демонстрационные изображения флуоресцентной 

визуализации в реальной времени мышей линии nude с опухолью KB-8-5 в боковой проекции и 

извлеченных органов через 96 ч после перитуморального введения Cy5.5-21-F-ON в комплексе с 

липосомами F при соотношении N/P = 2/1. В – Изображения, полученные методом конфокальной 

микроскопии криосрезов опухоли KB-8-5 через 24 ч после перитуморального введения Cy5.5-21-

F-ON. Увеличение ×100, шкала соответствует масштабу 20 мкм (1), и увеличение ×630, шкала 

соответствует масштабу 100 мкм (2). Зеленый – окрашивание актиновых филаментов реагентом 

Phalloidin-iFluor 488; синий – окрашивание ядер DAPI, красный – визуализация Cy5.5-меченого 

олигонуклеотида. 

На основании полученных экспериментальных данных был выбран протокол терапии, 

оптимальный для поддержания функциональной концентрации миРНК-21-ингибиторов в 

опухоли. С учётом устойчивости миРНКаз в сыворотке, кинетики подавления миРНК, а также 

эффективности накопления в опухоли, был установлен трехдневный интервал между 
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введениями, и на основании данных о динамике роста опухоли определена кратность введения – 

три перитуморальные инъекции миРНКаз. 

Анализ динамики роста опухоли показал, что введение 21-FC-βp в дозе 5 мкг/мышь 

приводило к замедлению роста опухоли приблизительно на 50% по сравнению с контрольной 

группой животных (Рис. 54 А и Б). Противоопухолевый эффект миРНКазы носил кумулятивный 

характер: уменьшение размера опухоли становилось заметным уже на третий день после 

инъекции, а наиболее выраженное подавление роста наблюдалось на 18-ый день эксперимента 

(Рис. 54 А и Б). 

 

Рис. 54. Противоопухолевый эффект вилкоподобных миРНКаз. А – Кинетика роста опухоли KB-

8-5 после перитуморальной инъекции 21-FC-βp и Scr-FC-βp в комплексе с липосомами F (N/P 

=2/1) мышам линии nude (n=5) в дозе 5 мкг/мышь. Дни инъекций отмечены синими стрелками. 

Контроль – мыши, получавшие инъекции среды Opti-MEM без липоплексов. Б – фотографии 

опухолей KB-8-5 на 21-й день после трансплантации. В – демонстрационные изображения срезов 

опухоли после окрашивания гематоксилином и эозином и морфометрический анализ опухолевой 

ткани с подсчетом количества митозов (столбчатая диаграмма справа). Митотические события 

обозначены стрелками. Справа представлены примеры митотических событий. Г – уровень белка 

PDCD4 в лизате опухоли KB-8-5 на 21-й день после трансплантации. Анализ выполнен методом 

Вестерн-блот анализа. Уровень PDCD4 нормировали на белок GAPDH. Д – демонстрационные 
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изображения срезов опухоли после иммуногистохимического окрашивания с использованием 

первичных антител к PDCD4. ** – статистически значимые отличия от группы Контроля при p ≤ 

0.01. # – статистически значимые отличия от группы Scr-FC-βp при p ≤ 0.05. 

Гистологический анализ срезов опухоли выявил снижение митотической активности 

клеток на 30% в ответ на терапию миРНК-21-направленной миРНКазой 21-FC-βp (Рис. 54 В). 

Кроме того, в опухолевой ткани наблюдалось повышение уровня белка PDCD4, являющегося 

прямой мишенью миРНК-21. Методом Вестерн-блот гибридизации выявлено, что через 7 дней 

после последней инъекции 21-FC-βp уровень PDCD4 в опухолевом лизате был повышен в 2.5 

раза (Рис. 54 Г). Иммуногистохимическое окрашивание срезов ткани карциномы KB-8-5 с 

использованием специфических антител к PDCD4 подтвердило результаты Вестерн-блот 

анализа, что свидетельствует о специфичности проведённой терапии (Рис. 54 Д). 

Гистологический анализ печени и почек мышей после завершения терапии показал, что 

ни рост карциномы, ни введение миРНКаз не вызывало патологических изменений морфологии 

этих органов, что указывает на потенциальную безопасность терапии на данном этапе 

исследований (Рис. 55). 

 

Рис. 55. Морфологические изменения в печени и почках здоровых мышей линии nude, мышей с 

карциномой KB-8-5 без введения миРНКаз (Контроль) и после терапии вилкоподобными 

миРНКазами. Мыши получали три инъекции контрольного конъюгата Scr-FC-βp и анти-миРНК-

21 миРНКазы 21-FC-βp в комплексе с липосомами F в дозе 5 мкг/мышь. Окрашивание 

гематоксилином и эозином. Увеличение ×400. 

Таким образом, вилкоподобные миРНКазы демонстрируют выраженную 

противоопухолевую активность in vivo, характеризующуюся замедлением роста опухоли, 

снижением митотической активности и восстановлением экспрессии белка-супрессора PDCD4 

при отсутствии токсического действия на жизненно важные органы. 

 

В результате исследования свойств разработанных миРНКаз можно заключить, что 

выраженная противоопухолевая активность соединений обусловлена несколькими ключевыми 

факторами: (1) наличием собственной каталитической активности, (2) синергией с эндогенной 

РНКазой H1, (3) высокой стабильностью в биологической среде и (4) выбором функционально 
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значимой миРНК-мишени – миРНК-21, которая является многофункциональным онкогеном и 

активно используется в качестве терапевтической мишени в доклинических исследованиях 

[288,334].  

Исследование противоопухолевого потенциала крабоподобных миРНКаз проводили на 

модели ex vivo, аналогично ранее разработанным шпилечным миРНКазам [47], при этом 

наиболее активная крабоподобная миРНКаза 21-CC-pp обеспечивала 85%-ное снижение роста 

опухоли, что сопоставимо с результатами, полученными для шпилечных миРНКаз в 

экспериментах на модели лимфосаркомы RLS40 у мышей. В то же время менее активная 

миРНКаза 21-СС-αα приводила к меньшему противоопухолевому эффекту (около 50%), что 

свидетельствует о наличии корреляции между рибонуклеазной активностью соединений, 

степенью подавления микроРНК-мишени и выраженностью терапевтического действия. Эти 

данные подтверждают ключевую роль каталитических свойств миРНКаз в обеспечении 

противоопухолевого эффекта. Важно отметить, что, согласно литературным данным, 

полученные результаты сопоставимы или превосходят эффективность ряда модифицированных 

олигонуклеотидов, содержащих PS, 2′-О-MOE, 2′-F или cEt модификации, которые обеспечивали 

40–80%-ное ингибирование роста опухоли на моделях гепатоцеллюлярной карциномы ex vivo 

[335]. 

Вилкоподобные миРНКазы являются первыми миРНКазами, для которых исследован 

противоопухолевый потенциал при непосредственном введении разработанных ингибиторов 

животным. Трёхкратное перитуморальное введение миРНКазы способствовало постепенному 

замедлению роста опухоли, с максимальным эффектом на третий день после последней инъекции 

(10–11-й день после первой инъекции). Динамика роста опухоли свидетельствует о том, что 

действие одной инъекции вилкоподобной миРНКазы сохраняется в течение 3–4 дней. Можно 

предположить, что более выраженный противоопухолевый эффект может быть достигнут при 

продолжении терапии в выбранном режиме, а сокращение интервала между введениями до 2–3 

дней может еще более повысить эффективность терапии. 

Несмотря на то, что противоопухолевая эффективность вилкоподобных миРНКаз в 1.5–2 

раза ниже, чем при прямой трансфекции опухолевых клеток крабоподобными или шпилечными 

миРНКазами, эти ингибиторы продемонстрировали выраженный терапевтический эффект при 

низких дозах и отсутствие токсического действия на жизненно важные органы.  

Совокупность полученных данных демонстрирует высокий терапевтический потенциал 

миРНКаз и формирует прочную основу для их дальнейшего развития в качестве перспективных 

противоопухолевых терапевтических агентов. Использование более совершенных систем 

доставки и оптимизация терапевтических протоколов позволит разработать высокоэффективную 

стратегию лечения злокачественных заболеваний.   
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Заключение 

Искусственные рибонуклеазы представляют собой перспективный класс 

многофункциональных молекулярных агентов, обеспечивающих селективное каталитическое 

разрушение РНК-мишеней. В отличие от классических АСО, иРНКазы обладают способностью 

к автономному каталитическому расщеплению целевой РНК и могут реализовывать 

инактивацию мишени посредством нескольких механизмов (Рис. 53).  

 

Рис. 53. Схематическое изображение возможных механизмов инактивации миРНК в клетке. А – 

стерическое блокирование миРНК за счёт комплементарного связывания с миРНКазой, в 

результате чего мРНК остается активной и транслируется в функциональный белок. Б – 

вытеснение миРНК из комплекса с AGO. В –сайт-специфическое расщепление миРНК под 

действием каталитических пептидов миРНКаз. Г –синергическая деградация миРНК при 

совместном действии миРНКазы и РНКазы Н1, приводящая к ускорению скорости расщепления 

РНК. Д – активация внутриклеточного пути деградации миРНК TDMD с дополнительным 

рекрутированием других внутриклеточных нуклеаз. Е – деградация миРНК-мишени по всем 

функциональным областям за счет комбинированного механизма действия, сочетающего в себе 
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прямую каталитическую активность миРНКаз и вовлечение внутриклеточных рибонуклеаз. 

миРНК обозначена красной линией, миРНКаза – синей. Ножницы – каталитические пептиды. 

Инициирующим этапом ингибирующего действия миРНКазы является прямое 

физическое блокирование мишени, при котором миРНКаза, подобно АСО, комплементарно 

связывается с миРНК, препятствуя ее функционированию (Рис. 53 A). Наряду с этим 

комплементарное связывание может сопровождаться вытеснением миРНК из комплекса RISC 

(Рис. 53 Б). Основным же механизмом действия миРНКаз является прямое расщепление миРНК-

мишеней посредством их каталитических доменов (Рис. 53 В). Эта автономность существенно 

расширяет возможности молекулярного конструирования таких соединений и позволяет 

свободно вводить химические модификации в олигонуклеотидную часть с целью повышения 

стабильности и оптимизации внутриклеточной доставки без потери каталитической функции. 

Данное свойство имеет важное значение в условиях отсутствия РНКазы Н1, в частности при 

подавлении онкогенных циркулирующих миРНК в биологических жидкостях при патологиях. 

Одновременно с этим при использовании в составе миРНКаз олигонуклеотидов, способных 

рекрутировать РНКазу Н1, становится возможным потенцировать её действие за счёт 

синергического взаимодействия с внутриклеточным ферментом, значительно ускоряя скорость 

деградации РНК-мишени (Рис. 53 Г). Кроме того, имитируя природные взаимодействия, 

миРНКазы потенциально способны запускать естественный внутриклеточный путь деградации 

миРНК TDMD, индуцируя вовлечение эндогенных нуклеаз и тем самым усиливая разрушение 

патологически активных миРНК (Рис. 53 Д).  

Таким образом, мультифункциональный характер действия миРНКаз, включающий 

физическое блокирование миРНК, ее вытеснение из RISC-комплекса, прямое каталитическое 

расщепление, разрушение с привлечением РНКазы Н1 и активацию эндогенных путей 

деградации миРНК (Рис. 53 Е), обеспечивает их высокую миРНК-ингибирующую активность и 

принципиально отличает дынный класс соединений от классических стерических ингибиторов. 

Особое значение каталитическая деградация миРНК приобретает в терапевтическом контексте, 

где требуется высокая селективность и эффективность при минимальной токсической нагрузке, 

поскольку деградация миРНК, в отличие от стерического блокирования, способствует обороту 

комплекса RISC и сохранению его функциональной активности. В случаях, когда 

терапевтическая задача требует более значительное подавление миРНК, миРНКазы могут быть 

сконструированы с возможностью рекрутирования РНКазы Н1, обеспечивая необратимое 

расщепление мишени, увеличение оборотов реакции и, как следствие, повышение 

терапевтической эффективности. Гибкость молекулярной структуры миРНКаз позволяет 

адаптировать механизм их действия под конкретные биологические и клинические задач. 
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Сочетание высокой селективности, многоуровневого механизма действия, низкой дозовой 

нагрузки и развития современных средств доставки делает миРНКазы перспективным 

инструментом терапии заболеваний, ассоциированных с нарушением уровня миРНК. 
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Выводы 

1. Разработано четыре серии миРНКаз на основе конъюгатов адресующего олигонуклеотида с 

пептидом (LRLRG)₂: двойные (DC), петлеобразующие (BC), крабоподобные (CC) и 

вилкоподобные (FC), различающиеся структурой адресующего домена, количеством и способом 

присоединения каталитических пептидов и их позиционированием относительно 

функциональных доменов миРНК-мишени. Показано, что эффективность комплексообразования 

миРНКаз с мишенью определяется структурой олигонуклеотидного домена: миРНКазы с 

прерывистыми гетеродуплексами, формирующие 5-нуклеотидный гэп (DC) или 3-нуклеотидную 

петлю (BC), достигают эффективного связывания при введении 2-аминоаденинов и/или 

увеличении суммарной длины гетеродуплекса до 17-20 нуклеотидов, тогда как миРНКазы с 

непрерывными гетеродуплексами (CC и FC) обеспечивают высокую аффинность при длине 

комплементарного участка 13-14 нуклеотидов. 

2. Анализ рибонуклеазной активности миРНКаз различной структуры показал: 

- миРНКазы с концевым расположением каталитических пептидов (CC и FC) расщепляют миРНК 

на 1-2 порядка эффективнее, чем конструкции с внутренним расположением пептидов (BC и DC); 

- наиболее активные структурные варианты миРНКаз (СС и FC) функционируют в 

многооборотном режиме; 

- введение в структуру второго каталитического пептида (CC и BC) увеличивает рибонуклеазную 

активность миРНКаз; 

- конъюгирование пептида посредством аминогексильного линкера к 5′- и 3′-фосфату 

олигонуклеотида обеспечивает более высокую рибонуклеазную активность конъюгата, чем 

присоединение к C1′-положению дезоксирибозы; 

- наличие в последовательности миРНК C-A и U-A связей в области, доступной для 

каталитической атаки пептидов, увеличивает скорость расщепления мишени. 

3. Установлено синергическое взаимодействие разработанных миРНКаз с РНКазой Н1, 

приводящее к расщеплению миРНК-мишени по всем функциональным доменам: 

- для миРНКаз, формирующих пространственно разделенные сайты связывания с РНКазой Н1 

(DC и моно-пептидных BC), наблюдается максимальное увеличение скорости расщепления 

миРНК – до 120 раз, однако количественная деградация мишени не достигается даже за 72 ч; 

- для миРНКаз с собственной высокой рибонуклеазной активностью (CC, FC и бис-пептидные 

BC) наблюдается наибольшая скорость расщепления, обеспечивающая количественное 

разрушение мишени за 8-24 ч. 

4. МиРНКазы с высокой каталитической активностью (CC и FC), направленные к миРНК-21 и 

миРНК-17, обеспечивают селективное снижение уровней миРНК-мишеней в опухолевых клетках 
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MCF-7 и KB-8-5, что приводит к подавлению пролиферативной и миграционной активностей 

клеток, а также ингибированию роста опухолей у мышей ex vivo и in vivo на 50-85%. Установлена 

прямая корреляция между рибонуклеазной активностью миРНКаз, степенью подавления 

онкогенных миРНК в опухолевых клетках in vitro и уровнем торможения роста опухоли in vivo. 
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