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Фоторегулируемые системы – интересный и перспективный инструмент воздействия на экспрес-
сию генов. В данной работе предложен подход к синтезу фоторегулируемых малых интерферирую-
щих РНК (siРНК) для активируемой светом РНК-интерференции. siРНК временно блокируют путем
введения на 5'-концы цепей siРНК объемных лигандов через фоторасщепляемый линкер. Введение осу-
ществляют путем активации концевой гидроксильной группы дисукцинимидилкарбонатом с последу-
ющим взаимодействием с аминосодержащим лигандом. В качестве функциональных лигандов ис-
пользованы аминопроизводное холестерина и трилейцин. Продемонстрировано эффективное от-
щепление группировки, введенной через фоторащепляемый линкер, путем облучения УФ-светом.
С использованием предложенного подхода получены siРНК, содержащие остатки холестерина на
5'-конце антисенс- и/или сенс-цепи и направленные на мРНК EGFP (усиленного зеленого флуо-
ресцентного белка). Продемонстрирована возможность фотоактивируемого ингибирования экс-
прессии гена EGFP в клетках HEK293FT, стабильно экспрессирующих этот белок.
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ВВЕДЕНИЕ
Неинвазивная регуляция путем облучения

светом определенной длины волны позволяет эф-
фективно управлять активностью различных мо-
лекулярно-биологических систем in vitro и in vivo.
Введение светочувствительных молекул в состав
олигонуклеотидов или белков позволяет изме-
нять их активность в клетках с высоким про-
странственно-временным разрешением.

Для временного блокирования функций оли-
гонуклеотидов, в том числе малых интерферирую-
щих РНК (siРНК), используют функциональные
группировки, введенные посредством фоторас-
щепляемого линкера в состав олигонуклеотида. Для

синтеза таких конструкций чаще всего использу-
ют твердофазный фосфитамидный метод с после-
довательным присоединением фосфитамида фо-
торасщепляемого линкера и фосфитамида функ-
циональной группировки на 5'-конец. Такие
конъюгаты могут выступать в качестве фотобло-
кированных олигонуклеотидных конструкций,
которые могут быть активированы в определен-
ный момент времени. siРНК, содержащие лиган-
ды, введенные посредством фоторасщепляемого
линкера, широко применяются в фотоконтроли-
руемой РНК-интерференции [1–4].

Цель данного исследования – разработка но-
вого подхода к синтезу фоторегулируемых siРНК,
содержащих введенные через фоторасщепляе-
мый линкер функциональные группировки, для
активируемой светом РНК-интерференции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В данной работе предложен новый подход к

синтезу конъюгатов олигонуклеотидов, заключа-

Сокращения: NMP – N-метилпирролидинон; ДСК –
N,N'-дисукцинимидилкарбонат; DIPEA – N,N-диизопро-
пилэтиламин; ESI – ионизация распылением в электриче-
ском поле; EGFP – усиленный зеленый флуоресцентный
белок (enhanced green fluorescent protein); siРНК – малые
интерферирующие РНК.
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ющийся во введении через фоторасщепляемый
линкер функциональных группировок на 5'-ко-
нец полимерсвязанного олигорибонуклеотида
путем активации концевой гидроксильной груп-
пы N,N-дисукцинимидилкарбонатом с последу-
ющим взаимодействием с аминопроизводным.
В качестве функциональных лигандов использо-
вали холестерин и трилейцин. Проверку работо-
способности метода проводили на антисенс-цепи
siРНК к мРНК гена MDR1, последовательность
которой была взята из работы Кругловой с соавт.
[5]. Данная РНК содержала несколько замен пи-
римидиновых рибонуклеотидов на 2'-О-метилри-
бонуклеотиды для повышения стабильности
siРНК к нуклеазам. На первом этапе твердофаз-
ным амидофосфитным методом получали поли-
мерсвязанный олигорибонуклеотид RNA1 с ис-
пользованием на последней стадии специально
полученного фотолабильного синтона на основе
1-(2-нитрофенил)-1,2-этандиола [6]. Затем на

твердой фазе присоединяли остатки холестерина
или трилейцина. Для этого использовали недав-
но разработанный нами метод активации сво-
бодной гидроксильной группы олигонуклеотида
N,N'-дисукцинимидилкарбонатом с последую-
щей реакцией с аминопроизводными [7] (рис. 1).

Аминопроизводное холестерина получали вза-
имодействием холестерилхлорформиата с гекса-
метилендиамином в хлористом метилене в при-
сутствии триэтиламина [7]. Структуры получен-
ных конъюгатов олигорибонуклеотида RNA1
представлены в табл. 1.

Полученные конъюгаты деблокировали в
стандартных условиях. По данным аналитиче-
ского гель-электрофореза в денатурирующем
15%-ном ПААГ, степень превращения олигинук-
леотида в конъюгаты можно оценить как 50–60%,
подвижность конъюгатов в геле была значитель-
но ниже, чем подвижность контрольных немоди-
фицированных олигорибонуклеотидов, а также

Рис. 1. Схема синтеза конъюгатов олигорибонуклеотидов с холестерином и трилейцином. Base – азотистое основание,
Oligo – олигонуклеотид.
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Таблица 1. Фотолабильные конъюгаты олигорибонуклеотидов

Примечание: N – рибонуклеотид, Nm – 2'-О-метилрибонуклеотид, PL – фоторасщепляемый линкер на основе 1-(2-нитро-
фенил)-1,2-этандиола, Chol – аминопроизводное холестерина, (Leu)3 – трилейцин.

Шифр Структура олигорибонуклеотида

RNA 5'-GGCUUmGACmAAGUUmGUmAUmAUmGG-3'
RNA1 5'-PL-GGCUUmGACmAAGUUmGUmAUmAUmGG-3'
RNA1-Chol 5'-Chol-PL-GGCUUmGACmAAGUUmGUmAUmAUmGG-3'
RNA1-Leu3 5'-(Leu)3-PL-GGCUUmGACmAAGUUmGUmAUmAUmGG-3'



582

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 5  2022

АХМЕТОВА и др.

5'-модифицированных олигонуклеотидов, содер-
жащих фотоактивируемую группу.

Конъюгаты выделяли методом гель-электро-
фореза в 12%-ном ПААГ. Были получены конъ-
югаты олигорибонуклеотида RNA1 с холестери-
ном и трилейцином, введенными с использова-
нием фоторасщепляемого линкера, а также
контрольный немодифицированный олигорибо-
нуклеотид и его аналог, несущий на 5'-конце фо-
тоотщепляемую группу.

Для исследования способности расщепляться
под воздействием ультрафиолетового излучения
растворы олигорибонуклеотидов облучали в тече-
ние 30 мин (λ = 365 нм), полученные реакцион-
ные смеси анализировали методами офВЭЖХ и
гель-электрофореза в 15%-ном ПААГ.

Результаты исследования кинетики расщепле-
ния конъюгатов олигорибонуклеотида RNA1
(RNA1-Chol и RNA1-Leu3) получали путем ана-
лиза аликвот раствора олигонуклеотида, облу-
ченных определенное время, в 15%-ном ПААГ с
окрашиванием геля после электрофореза броми-
стым этидием (рис. 2).

Реакция проходит по описанному ранее [8] ме-
ханизму с высвобождением немодифицирован-
ного олигорибонуклеотида. При отщеплении
функциональной липофильной группы, холесте-
рина или трилейцина, подвижность продукта в
геле увеличивается и соответствует контрольному

олигорибонуклеотиду RNA1. При исследовании
кинетики отщепления функциональных группи-
ровок от олигорибонуклеотида (рис. 3) была вы-
явлена более высокая эффективность отщепле-
ния трилейцина по сравнению с холестерином.
Времена полуреакции для конъюгата с трилейци-
ном и конъюгата с холестерином составили 0.8 и
1.5 мин соответственно.

Таким образом, нами была продемонстриро-
вана возможность отщепления функциональных

Рис. 2. Отщепление функциональной группы от олигорибонуклеотида под действием УФ-света. R – аминопроизвод-
ное холестерина или трилейцин, Base – азотистое основание.
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групп, присоединенных через фотолабильный
линкер, что подтверждает перспективность ис-
пользования выбранного нами 1-(2-нитрофенил)-
1,2-этандиольного линкера для создания фоточув-
ствительных siРНК.

На следующем этапе работы нами были синте-
зированы siРНК, подавляющие экспрессию гена
EGFP (enhanced green fluorescent protein). После-
довательность siРНК была выбрана на основании
результатов публикации Zhang et al. [9].

Для клеточных экспериментов нами была по-
лучена линия клеток HEK293FT, стабильно экс-
прессирующая белок EGFP. Предварительно мы
показали, что синтезированная контрольная не-
модифицированная siРНК способна подавлять
экспрессию гена EGFP в созданной линии клеток
HEK293FT на 65% (данные не приведены).

Затем нами были получены антисенс- и сенс-
цепи siРНК, содержащие остатки холестерина на
5'-конце, введенные напрямую или через фото-
расщепляемый линкер (табл. 2). Введение остат-
ков холестерина напрямую не позволяет удалить
остаток холестерина путем УФ-облучения, в от-
личие от конъюгатов, в которых холестерин вве-
ден через фоторасщепляемый линкер. Собраны
дуплексы siРНК, содержащие различные сочета-
ния 5'-модифицированных цепей.

Проведено исследование подавления экспрес-
сии гена EGFP созданными siРНК в клетках
HEK293FT, стабильно экспрессирующих этот ре-
портерный белок. После трансфекции siРНК в
клетки липофектамином 3000 регистрировали
экспрессию гена EGFP по флуоресценции белка

по отношению к флуоресценции белка в необра-
ботанных клетках (рис. 4а).

Во всех случаях, когда в составе конструкции
холестерин был присоединен к 5'-концу анти-
сенс-цепи как напрямую, так и через фоторасщеп-
ляемый линкер, не регистрировали уменьшения
флуоресценции EGFP в клетках, что согласуется с
литературными данными об ингибировании про-
цесса интерференции при введении группировок в
это положение siРНК [10, 11]. Максимальную эф-
фективность подавления экспрессии продемон-
стрировали немодифицированная контроль-
ная siRNA1, siRNA4 (AS/S-Chol), содержащая
холестерин на 5'-конце сенс-цепи, и siRNA6
(AS/S-PL-Chol), содержащая холестерин, вве-
денный на 5'-конец сенс-цепи через фоторасщеп-
ляемый линкер. Значительно меньшую интерфе-
рирующую активность проявили siРНК, содержа-
щие модифицированную холестерином антисенс-
цепь, а именно siRNA2 и siRNA3, содержащие два
остатка холестерина, введенные напрямую или че-
рез фоторасщепляемый линкер по 5'-концам цепей
РНК (AS-Chol/S-Chol и AS-PL-Chol/S-PL-Chol
соответственно), а также siRNA5 и siRNA7, содер-
жащие один остаток холестерина, введенный на-
прямую или через фоторасщепляемый линкер на
5'-конец антисенс-цепи (AS-Chol/S и AS-PL-
Chol/S соответственно).

Затем провели аналогичный эксперимент, но с
дополнительным УФ-облучением клеток после
транфекции в течение 5 мин. Результаты исследо-
вания ингибирования экспрессии гена EGFP хо-
лестериновыми конъюгатами siРНК в клетках с
облучением и без него приведены на рис. 4б.

Таблица 2. Последовательности siРНК и их конъюгатов с холестерином для подавления экспрессии гена EGFP
в клетках линии HEK293FT

Примечание: PL – фоторасщепляемый линкер на основе 1-(2-нитрофенил)-1,2-этандиола; Chol – остаток холестерина, вве-
денный через диаминогексановый линкер.

Шифр Тип цепей Последовательности siРНК

siRNA1 AS/S 5'-GGCAAGCUGACCCUGAAGUdTdT-3'
3'-dTdTCCGUUCGACUGGGACUUCA-5'

siRNA2 AS-Chol/S-Chol 5'-Chol-GGCAAGCUGACCCUGAAGUdTdT-3'
3'-dTdTCCGUUCGACUGGGACUUCA-Chol-5'

siRNA3 AS-PL-Chol/S-PL-Chol 5'-Chol-PL-GGCAAGCUGACCCUGAAGUdTdT-3'
3'-dTdTCCGUUCGACUGGGACUUCA-PL-Chol-5'

siRNA4 AS/S-Chol 5'-GGCAAGCUGACCCUGAAGUdTdT-3'
3'-dTdTCCGUUCGACUGGGACUUCA-Chol-5'

siRNA5 AS-Chol/S 5'-Chol-GGCAAGCUGACCCUGAAGUdTdT-3'
3'-dTdTCCGUUCGACUGGGACUUCA-5'

siRNA6 AS/S-PL-Chol 5'-GGCAAGCUGACCCUGAAGUdTdT-3'
3'-dTdTCCGUUCGACUGGGACUUCA-PL-Chol-5'

siRNA7 AS-PL-Chol/S 5'-Chol-PL-GGCAAGCUGACCCUGAAGUdTdT-3'
3'-dTdTCCGUUCGACUGGGACUUCA-5'
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В этом эксперименте показано, что УФ-облуче-
ние вызывает увеличение степени ингибирова-
ния экспрессии гена EGFP в клетках при исполь-
зовании siРНК с остатками холестерина (siRNA3,
siRNA6, siRNA7), введенными через фоторас-
щепляемый линкер. Наибольшую разницу в инги-
бировании экспрессии гена EGFP до и после облу-
чения продемонстрировали siRNA3 и siRNA7, со-
держащие холестерин на 5'-конце антисенс-цепи.

Таким образом, продемонстрирована возмож-
ность использования созданных фотоактивируе-
мых siРНК с остатками холестерина на 5'-конце
антисенс-цепи, введенными через фоторасщеп-
ляемый линкер, для включения системы РНК-
интерференции путем облучения УФ-светом.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы и оборудование. В работе использова-
ли следующие реактивы: перхлорат натрия, ди-
сукцинимидилкарботат, холестерилхлорформи-
ат, N-метилимидазол (Acros Organics, США);
5-этилтио-1H-тетразол (Biosset, Россия); поли-
меры с присоединенным первым нуклеозидным
звеном: 5'-O-(4,4'-диметокситритил)тимидин-
CPG, 5'-О-(4,4'-диметокситритил)-2'-О-третбу-
тилдиметилсилил-N2-ацетилгуанозин-CPG,  5'-О-
(4,4'-диметокситритил)-2'-О-третбутилдиметил-
силил-уридин-CPG; 5'-O-(4,4'-диметокситри-
тил)-N-ацетилзащищенные 2'-O-метилрибо-,
5'-O-(4,4'-диметокситритил), 2'-O-третбутилди-
метилсилил-N-ацетилзащищенные, 5'-O-(4,4'-
диметокситритил), 2'-O-триизопропилсилилок-
симетил-N-ацетилзащищенные рибонуклеозид-

3'-фосфитамиды (ChemGenes, США); краситель
Stains-all, персульфат аммония, дихлоруксусная
кислота, акриламид, N,N'-метиленбисакриламид,
2,6-лутидин, бромистый этидий (Fluka, Швейца-
рия); мочевина, 40%-ный водный раствор метил-
амина (Merck, Германия); молекулярные сита
Trap-PacTM Molecular Sieve Bag 3 Å (Millipore,
США); ксиленцианол FF, бромфеноловый си-
ний, N,N,N',N'-этилендиаминтетрауксусная кис-
лота (Serva, Германия); трилейцин, триэтиламин,
N-метилпирролидон, триэтиламинтригидрофто-
рид, гексаметилендиамин, этокситриметилси-
лан, N,N-диизопропилэтиламин (DIPEA) (Sig-
ma-Aldrich, США); N,N'-дисукцинимидилкарбо-
нат (ДСК) (Acros Organics, США); хлористый
метилен, формамид (Реахим, Россия); ацетонит-
рил (Криохром, Россия); другие реактивы и рас-
творители отечественного и зарубежного произ-
водства.

Синтез 1-(2-циано-N,N-диизопропилфосфит-
амид)-2-О-4,4'-диметокситритил-1-(2-нитрофе-
нил)-1,2-этандиола проведен по методике Ахме-
товой с соавт. [6]. Холестерил-6-аминогексилкар-
бамат получали, как описано в работе
Meschaninova et al. [7].

Все водные растворы, используемые в работе,
были приготовлены с использованием деионизо-
ванной воды, полученной с помощью прибора
Millipore Simplicity System (Millipore, США). Кон-
центрирование растворов олигонуклеотидов про-
изводили на вакуумном концентраторе Speed-Vac
Concentrator SCV 100 H (Savant, США).

Осаждение олигонуклеотидов из растворов
проводили центрифугированием на центрифугах

Рис. 4. Относительные уровни экспрессии гена EGFP в клетках линии HEK293FT после трансфекции 7.5 пмоль siРНК
в течение 24 ч с использованием липофектамина 3000 и последующей инкубации в течение 48 ч. За 100% принята флуо-
ресценция необработанных клеток. (a) – Сравнительное исследование уровня экспрессии гена EGFP для всех полу-
ченных в работе siРНК. Контроль – клетки, не трансфицированные siРНК; (б) – сравнительное исследование отно-
сительных уровней экспрессии гена EGFP с УФ-облучением в течение 5 мин и без него. Все эксперименты выполнены
в трех повторах.
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MiniSpin Plus (Eppendorf, Германия). Перемеши-
вание растворов осуществляли с помощью Ther-
momixer Comfort (Eppendorf, Германия). Оптиче-
скую плотность растворов олигонуклеотидов из-
меряли на спектрофотометре NanoDrop 1000
(ThermoScientific, США).

Фосфитамидный синтез олигонуклеотидов.
Олигорибонуклеотиды и смешанные олиго(ри-
бо-/2'-О-метилрибо)нуклеотиды были синтези-
рованы твердофазным фосфитамидным методом
на автоматическом ДНК/РНК-синтезаторе ASM-
800 (Биоссет, Россия) в масштабе 0.4 мкмоль с ис-
пользованием протоколов, оптимизированных
для данного прибора. Синтез проводили в реак-
торах на 50 мкл согласно разработанному прото-
колу операций. Использовали полимеры с присо-
единенным первым нуклеозидным звеном на по-
лимерном носителе CPG.

Деблокирование и отделение олигорибонуклео-
тидов от полимерного носителя. Деблокировали и
отделяли от полимерного носителя полученные
олигорибонуклеотиды 40%-ным раствором ме-
тиламина в течение 15 мин при 65°C и постоян-
ном перемешивании. Охлаждали в течение
10 мин при –20°C. Промывали раствором ацето-
нитрил–этанол–вода (1 : 1 : 1). Растворы объеди-
няли и упаривали досуха.

Для удаления защитных групп 2'-OTBDMS к
сухому остатку сразу после упаривания добавля-
ли 200 мкл свежеприготовленного раствора
NMP : Et3N : Et3N · 3HF (1.5 : 0.75 : 1, v/v/v) и вы-
держивали при 65°C и перемешивании в течение
1.5 ч. Добавляли 300 мкл этокситриметилсилана и
перемешивали на термомиксере в течение 10 мин
при 25°C. К полученной смеси добавляли 1 мл
серного эфира, перемешивали, центрифугирова-
ли, раствор отбирали, осадок промывали серным
эфиром, после чего высушивали на воздухе.

Осаждение олигонуклеотидов. Олигонуклеоти-
ды осаждали из водных растворов в виде натрие-
вых солей десятикратным объемом 2%-ного рас-
твора перхлората натрия в ацетоне. Супернатант
после центрифугирования отбирали, осадок про-
мывали ацетоном и высушивали досуха на воздухе.

Аналитический гель-электрофорез в ПААГ.
Анализ реакционных смесей, а также выделен-
ных олигонуклеотидов и их конъюгатов проводи-
ли методом гель-электрофореза в 15%-ном ПААГ
(акриламид : N,N'-метиленбисакриламид, 29 : 1) в
денатурирующих условиях (8 М мочевина, 50 мМ
Tris-H3BO3, pH 8.3, 0.1 M Na2ЭДТА). Для нанесе-
ния на гель использовали 5 мкл раствора 8 М мо-
чевины с содержанием 0.025% ксиленцианолово-
го FF. Для визуализации олигонуклеотидов и их
конъюгатов использовали раствор красителя
Stains-all, приготовленный из 50 мг красителя

Stains-all и 100 мл смеси вода–формамид (1 : 1).
После окрашивания гели сушили на приборе Gel
Dryer 583 (Bio-Rad, США). При необходимости
количественной оценки использовали окрашива-
ние геля бромистым этидием с последующей ви-
зуализацией на приборе Quantum Vilber Lourmat
(Vilber Lourmat, Франция) (λ = 312 нм).

Препаративный гель-электрофорез. Деблоки-
рованные олигонуклеотиды и их конъюгаты вы-
деляли с помощью препаративного гель-электро-
фореза в денатурирующем 15%- или 12%-ном
ПААГ в вышеуказанных условиях. Олигорибону-
клеотиды визуализировали в геле при наложении
геля на пластину DC-Alufolien Kieselgel 60 F254
(Merck, Германия) в свете УФ-лампы (λ = 254 нм),
при этом для предотвращения активации реак-
ции фоторасщепления под воздействием УФ-из-
лучения закрывали стеклом основную часть геля,
содержащую продукт, оставляя доступной для
УФ-облучения только небольшую его часть, до-
статочную для визуализации.

Элюция олигонуклеотидов из геля. Измельчен-
ный гель помещали в пробирку типа Eppendorf на
1.5 мл с 1 мл 0.3 М раствора перхлората натрия
или в пробирку на 15 мл с 6–7 мл того же раство-
ра. Выдерживали 16 ч при перемешивании на тер-
момиксере Thermomixer Comfort (Eppendorf, Гер-
мания) при 25°С.

Супернатант отбирали и проводили обессоли-
вание на картридже Tet-Pak C18 (Millipore,
США), промывая 0.3 М NaClO4, затем 50%-ным
водным раствором ацетонитрила. Фракции, со-
держащие продукт, упаривали до 100–150 мкл и
осаждали олигонуклеотиды в виде натриевых со-
лей, как описано выше.

Синтез фоточувствительных и фотостабильных
конъюгатов олигорибонуклеотидов с функциональ-
ными группами на 5'-конце (RNA1-Chol, RNA1-
(Leu)3, AS-Chol, S-Chol, AS-PL-Chol, S-PL-Chol).
На автоматическом ДНК/РНК-синтезаторе
ASM-800 (Биоссет, Россия) стандартным твердо-
фазным методом синтеза получали 21-звенный
полностью защищенный олигорибонуклеотид
RNA1. Удаляли 5'-диметокситритильную защит-
ную группу. Включение фоторасщепляемого
линкера в цепь олигонуклеотида проводили с ис-
пользованием 0.25 M раствора 1-(2-циано-N,N-
диизопропилфосфитамид)-2-О-4,4'-диметокси-
тритил-1-(2-нитрофенил)-1,2-этандиола. Время
конденсации в присутствии этилтио-1Н-тетразо-
ла составляло 30 мин.

Для получения конъюгатов на первом этапе
проводили активацию свободной гидроксильной
группы полимерсвязанного олигорибонуклеоти-
да дисукцинимилкарбонатом (ДСК). Для этого
раствор 10 мг ДСК в 270 мкл абсолютного ацето-
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нитрила и 30 мкл DIPEA добавляли к полимерно-
му носителю. Реакцию проводили в течение 1 ч
при 37°C и перемешивании. Затем раствор над
полимером отбирали и добавляли свежеприго-
товленный раствор 7 мг ДСК в 270 мкл абсолют-
ного ацетонитрила и 30 мкл DIPEA. Реакцион-
ную смесь перемешивали в течение 30 мин при
37°C, раствор над полимером отбирали. Послед-
нюю процедуру повторяли дважды.

Для присоединения холестерил-6-аминогек-
силкарбамата или трилейцина раствор 11 мг Chol-
CO-NH-(CH2)6-NH2 в 225 мкл абсолютного тет-
рагидрофурана и 25 мкл DIPEA или, соответствен-
но, раствор 10 мг трилейцина в 225 мкл абсолютного
ацетонитрила и 25 мкл DIPEA добавляли к полиме-
ру с присоединенным олигорибонуклеотидом, не-
сущим активированную ДСК гидроксильную груп-
пу. Реакцию проводили в течение 1 ч при 37°C и
перемешивании. Затем в реакционную смесь до-
бавляли еще одну порцию аминопроизводного
(холестерина или трилейцина), а именно раствор
5 мг Chol-CO-NH-(CH2)6-NH2 в 135 мкл абсолют-
ного тетрагидрофурана и 15 мкл DIPEA, или, со-
ответственно, раствор 5 мг трилейцина в 135 мкл
абсолютного ацетонитрила и 15 мкл DIPEA. Ре-
акционную смесь оставляли перемешиваться в
течение 16 ч при 37°C. По окончании реакции
раствор над полимерным носителем отбирали,
полимер промывали дважды по 150 мкл THF или
150 мкл AcN, затем дважды по 150 мкл ацетона и
высушивали на воздухе. Полученные конъюгаты
олигорибонуклеотидов деблокировали и выделя-
ли препаративным гель-электрофорезом.

Исследование кинетики отщепления группиро-
вок, присоединенных к олигорибонуклеотидам че-
рез фотолабильный линкер, под воздействием УФ-
облучения. Пробы, содержащие 0.1 о.е. конъюгата
олигорибонуклеотида с фотолабильным линке-
ром, облучали в течение определенного времени
(1, 3, 5, 10, 15 и 30 мин) при длине волны 365 нм с
использованием трансиллюминатора с УФ-лам-
пой (Vilber Lourmat, США). После облучения
пробы анализировали аналитическим гель-элек-
трофорезом в 15%-ном денатурирующем ПААГ с
окрашиванием бромистым этидием и визуализа-
цией с использованием системы гель-документа-
ции Quantum (Vilber Lourmat, Франция). Для по-
лучения количественных характеристик изобра-
жения переводили в цифровую форму в
программном пакете Quantity Оne (Bio-Rad, США).

Расчет кинетических параметров расщепления
фоточувствительных конъюгатов олигорибонук-
леотидов. Данные, полученные по результатам
расщепления конъюгатов олигорибонуклеоти-
дов, обрабатывали в программе Microsoft Excel.
Долю продукта реакции рассчитывали как отно-

шение интенсивности полосы, соответствующей
продукту реакции, к суммарной интенсивности
полос, соответствующих исходному конъюгату и
продуктам реакции. Полученные данные описы-
вали уравнением для реакции псевдопервого по-
рядка в программном пакете GraphPad Prism
5.0.4.533 (GraphPad Software, США):

где fa – доля продукта реакции, Pl – доля продукта
при переходе реакции в стационарную фазу (пре-
дельная степень расщепления), kobs – константа ре-
акции псевдопервого порядка, t – время реакции.

Трансфекция клеток-продуцентов лентивирус-
ных частиц третьего поколения (HEK293FT) каль-
ций-фосфатным методом. За день до трансфекции
4 × 106 клеток линии HEK293FT (Invitrogen,
США) высевали на чашку Петри диаметром
10 см. В 1.5-мл пробирке типа Eppendorf смеши-
вали 1 мл 0.25 мM раствора CaCl2, по 4 мкг упако-
вочных плазмид pLP1 (содержит кодирующие по-
следовательности генов gag и pol), pLP2 (содержит
последовательность, кодирующую белок Rev),
pLP/VSVG (содержит последовательность, коди-
рующую гликопротеин G вируса везикулярного
стоматита) и целевой плазмиды pLVX-CMV-Fluc-
P2A-EGFP-PGK-Puro (содержит последователь-
ность гена EGFP), инкубировали 10 мин при ком-
натной температуре. Полученный раствор сме-
шивали с 1 мл буфера HBS (280 мМ NaCl, 100 мМ
HEPES, 1.5 мМ Na2HPO4; pH 7.12) и по каплям
приливали к клеткам. Через 6–8 ч после транс-
фекции заменяли среду на свежую. Продуцентов
инкубировали в течение 48 ч. Затем собирали среду,
содержащую вирусные частицы, пропускали через
фильтр 0.45 мм, разбивали весь объем на аликвоты
по 1 мл, замораживали и хранили при –70°С.

Получение трансгенной линии HEK293FT, ста-
бильно экспрессирующей белок EGFP. Клетки
HEK293FT высевали в лунки 6-луночного план-
шета по 500 тыс. клеток на лунку. По достижении
70%-ной конфлюентности среду убирали, прили-
вали по каплям по 2 мл среды, содержащей вирус-
ные частицы. Через 48 ч после трансдукции про-
изводили отбор EGFP-положительной популя-
ции клеток на приборе S3e Cell Sorter (Bio-Rad,
США).

Исследование подавления экспрессии гена EGFP
созданными siРНК в клетках HEK293FT методом
проточной цитофлуориметрии. Для трансфекции
siРНК клетки, стабильно экспрессирующие EGFP,
высевали в 48-луночный планшет в количестве
45 тыс. клеток на одну лунку. На следующий день
готовили два раствора. Первый раствор содер-
жал среду Opti-MEM (Invitrogen, США;
12.5 мкл) и siРНК (7.5 пмоль). Второй раствор

( )1 ,obsk t
af Pl e= −
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содержал среду Opti-MEM (12.5 мкл) и 0.75 мкл
липофектамина 3000 (Thermo Fisher Scientific,
США). Растворы смешивали в соотношении 1 : 1
для получения конечной смеси. Полученную
смесь оставляли на 10 мин при комнатной темпе-
ратуре. Перед проведением трансфекции у кле-
ток, выросших в планшете, меняли старую среду
для культивирования на Opti-MEM (175 мкл), по-
сле этого к клеткам добавляли конечную реакци-
онную смесь, содержащую липофектамин 3000 и
siРНК. Клетки оставляли на 24 ч в CO2-инкубато-
ре (Binder, Германия), затем производили замену
культуральной среды на свежую полную среду
DMEM (0.5 мл) и оставляли в CO2-инкубаторе
еще на 48 ч. По окончании периода инкубации
клетки собирали с помощью трипсина и фикси-
ровали в 1%-ном растворе формальдегида. Для
исследования активации siРНК клетки через 24 ч
после начала трансфекции облучали УФ-светом с
длиной волны 365 нм в течение 5 мин. Эффектив-
ность ингибирования экспрессии гена EGFP
определяли методом проточной цитофлуоримет-
рии с использованием прибора Novocyte (ACEA
Biosciences, США).

Статистический анализ данных. Для получения
статистически достоверных результатов экспери-
менты повторяли минимум трехкратно, результа-
ты измерений представляли в виде среднего зна-
чения ± стандартное отклонение (SD).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данном исследовании разработан новый
подход к получению фотоактивируемых siРНК
для фотоконтролируемой РНК-интерференции в
эукариотических клетках. Созданные конъюгаты
siРНК с холестерином, введенным через фото-
расщепляемый линкер на 5'-конец обеих цепей
или только в антисенс-цепи, способны активиро-
вать систему РНК-интерференции в этих клетках
после облучения УФ-светом.

Разработанный подход может быть использо-
ван при создании других фотоактивируемых
siРНК для контролируемой светом регуляции
экспрессии различных генов в эукариотических
клетках.
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Photocaged Small Interfering RNA
E. A. Akhmetova*, D. V. Kim*, A. S. Dome*, M. I. Meschaninova*, and D. S. Novopashina*, **, #
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Photoregulated systems are interesting and prospective instruments for the influence on gene expression. In
present work the approach for the synthesis of photoregulated siRNA for activatable by light irradiation RNA
interference is proposed. siRNA temporary block by introduction of bulky group through of the photolabile
linker. The attachment of ligand was carried out by the activation of 5'-terminal hydroxyl using disuccinimidyl
carbonate with subsequent interaction with amino containing ligand. We used aminomodified cholesterol
and trileucine as bulky ligands. Effective remove of ligands introduced through the photocleavable linker by
UV-irradiation was demonstrated. Using the proposed approach siRNA bearing cholesterol residues at 5'-termi-
nus of sense- and/or antisense-chains targeted to EGFP mRNA (enhanced green fluorescent protein) were syn-
thesized. The possibility of photoinduced inhibition of EGFP gene expression into the cells HEK293FT stably
expressed EGFP was shown.

Keywords: photocleavable linker, photoactivatable siRNA, cholesterol conjugates, green fluorescent protein
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